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OZET
INTRAKRANIYAL ANEVRIZMALARDA KOPYA SAYISI _
VARYASYONLARININ ARRAY-CGH YONTEMI ILE INCELENMESI

Intrakraniyal anevrizmalar (IA); beyindeki intrakraniyal arter duvarmin bir
defekt, hastalik veya hasara baglh olarak geri doniislimsiiz anormal fokal
dilatasyonudur. Bir¢cok genetik ve ¢evresel risk faktorlerinden kaynaklanan sebepler
nedeniyle toplumun %2-5’ini etkileyen IA’lar, travmatik olmayan subaraknoid
kanamalarin (SAK) yaklasik %80-85’inden sorumludur. Sigara, alkol kullanimu,
hipertansiyon, diyabet gibi risk faktSrlerinin yan sira tek yumurta ikizleri, ailesel
genetik analizler ve popiilasyon temelli genetik epidemiyoloji caligmalari, genetik
faktorlerin SAK ve IA patogenezinde olduk¢a &nemli bir role sahip oldugunu
gostermektedir. Giiniimiize kadar yapilan calismalar; ailesel IA olgular1 nedeniyle
genetik yatkinligin arastirilmasi yoniindedir. Hastalik baslangig yasimn ailesel 1A’ da
daha erken oldugu, anevrizma riiptiiriine bagli SAK olasiliklarinin ise toplumdan 7
kat daha fazla oldugu calismalarla ortaya konmustur. Ailesel olarak goriilmeleri
[A’larin ve riiptiir gelisiminin genetik faktorlerden etkilenebilecegini gostermektedir.
Yapilan ¢ahgmalar IA’nin multigenik oldugu yoniindeki kamtlar1 destekler
niteliktedir. Giiniimiizde IA’nin tedavisinde en &nemli Zzorluk anevrizmanin
riiptiiriidiir. Intrakraniyal anevrizma riiptiirii sonrasi gelisen SAK morbidite ve
mortalitesi oldukga yiiksek bir durumdur. Bu nedenle anevrizmalarin olusumu ve
riiptiir riski ile iliskili biyobelirteclerin belirlenmesi molekiiler patolojinin anlagilmasi
ve tedavi agisindan biiyiik 6neme sahiptir. Calismalarda riiptiire olan ve olmayan 1A
hastalarinda kopya sayis1 degisiklikleri (KSD) saptanmig ve KSD’ ler ile SAK riski

arasindaki iligki arastirilmistir. Ancak bu konuda veriler yetersiz kalmaktadir.

Calismamizda; riiptiire olan ve riiptiire olmayan IA’ It hastalarda mikrodizin
yontemi ile KSD’ lerin belirlenmesi, tespit edilen KSD’ ler ile SAK arasindaki
iliskinin degerlendirilmesi amaglanmigtir. Bu dogrultuda yirmi dort riiptiire ve yirmi
dort unriiptiire olmak {izere toplamda kirk sekiz IA’ I hasta ve konfirmasyon
amactyla A Sykiisii bulunmayan, saglikli 8 kontrol olgusu ¢alismaniza dahil edilmis
olup, hastalarin kan orneklerinden izole edilen DNA o&rneklerinden mikrodizin

yontemi ile KSD’ ler analiz edilmistir.

Calismamiz sonucunda kanamis ve kanamamis olmak tizere tiim olgularimizda

toplamda yiiz otuz bir KSD saptanmustir. Saptanan KSD’ lerden birden fazla olguda



ortak olarak saptananlar degerlendirmeye almmistir. Kanamus 1A’ 11 olgularda birden
fazla olguda saptanan KSD’ ler; MSX1, SHH, GNAS, PPP2R3B ve TWISTI
genlerini i¢eren kromozomal lokusta kazang ve GDI1 genini igeren kromozomal
lokusta kayb1 igermektedir. Kanamamus 1A’ I olgularda birden fazla olguda saptanan
KSD’ ler; MSX1, SHH, GNAS genlerini iceren kromozomal lokusta kazang, GDII
ve NR2F2 genlerini iceren kromozomal lokusta kaybi igermektedir. Saptanan KSD
bolgelerinin igerdikleri genler; DECIPHER, OMIM, DGV ve PubMed veritabanlari
kullanilarak incelenmis ve 1A ile dogrudan iliskileri kurulamamis ancak literatiir ile
uyumlu lokuslar saptanmustir. Ayrica literatiir verileri ile TWIST1 geni ve H19
polimorfik varyantinin IA patogenezinde iliskisi olabilecegi saptanmustir. IA
patogenezinin anlasilmasi i¢in daha fazla veriye ve dolayisiyla olgu sayis1 daha fazla

olan yeni ¢aligmalara ihtiya¢ duyuldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Intrakraniyal Anevrizma, KSD, SAK, Mikrodizin



SUMMARY

ANALYSIS OF COPY NUMBER VARIATIONS IN INTRACRANIAL
ANEURISMS USING THE ARRAY-CGH METHOD

Intracranial aneurysms (IA) are irreversible abnormal focal dilatation of the
intracranial artery wall in the brain due to a defect, disease or damage. 1As that affect
2-5% of population due to reasons arising from many genetic and environmental risk
factors, are responsible for approximately 80-85% of non-traumatic subarachnoid
hemorrhages (SAH). In addition to risk factors such as smoking, alcohol use,
hypertension, and diabetes, identical twins, familial genetic analyzes and population-
based genetic epidemiology studies show that genetic factors play a very important
role in the pathogenesis of SAH and IA. Studies conducted to date have been
directed to the investigation of genetic predisposition due to familial 1A cases.
Studies have shown that the age of disease onset is earlier in familial 1A, and the
probability of SAH due to aneurysm rupture is 7 times higher than that of the
population. Their familial appearance indicates that 1As and rupture development can
be affected by genetic factors. Studies conducted support the evidence that IA is
multigenic. Today, the most important risk in the treatment of IA is rupture of the
aneurysm. SAH that develops after 1A rupture is a situation with high morbidity and
mortality. Therefore, determining the biomarkers associated with the formation of
aneurysms and the risk of rupture is of great importance in terms of understanding
molecular pathology and treatment. For these reasons, every study on this subject
gains value. Clarification of genetic factors will lead to the determination of
treatment strategies targeting pathophysiological processes, and risk assessments of
presymptomatic individuals in the family can also be made. In the studies, copy
number differences (CSD) were determined in IA patients with and without rupture
and the relationship between CSDs and SAH risk was investigated. However, data on

this subject are still insufficient.

In our study; it was aimed to determine the CNVs in patients with ruptured and
unruptured 1A by microarray method, and to evaluate the relationship between
detected CNVs and SAH clinics. Accordingly, a total of 48 IA patients including 24

ruptured and 24 unruptured, and 8 healthy control individuals without a history of 1A

\Y



for evaluation of detected CNVs were included into the study, and CNVs were
analyzed by microarray method from DNA samples isolated from the blood samples

of the patients and controls.

As a result of our study, a total of 131 CNVs was detected in all ruptured and
unruptured 1A cases. The CNVs detected in more than a case were taken into
consideration. The gains in the MSX1, SHH, GNAS, PPP2R3B and TWIST1 genes
were revealed in the patients with SAH whereas only the GDI1 gene deletion was
seen in this group. CNVs detected in more than one case in patients with non-
bleeding IA include gain in chromosomal loci containing MSX1, SHH and GNAS

genes, and loss in loci containing GDI1 and NR2F2 genes.

The genes localized on the detected CNV regions were examined using the
DECIPHER, OMIM, DGV and PubMed databases. Although the detected variants
could not be directly related to 1A, but loci were found in accordance with the
literature. Literature data indicate that TWIST1 gene and H19 polymorphic variant
may be related in 1A pathogenesis, and our findings are consistent with the literature.
It was concluded that more data and thus new studies with more cases are needed to
understand the pathogenesis of IA.

Key Words: Intracranial aneurysms, CNV, SAH, Microarray
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1. GIRIS VE AMAC

Intrakraniyal anevrizmalar (IA); arter duvarimn anormal fokal dilatasyonudur
ve arter duvarinda internal elastik lamina tabakasindaki kollajen fiberlerin
dejenerasyonu ve zayiflamasi sonucu meydana gelmektedir. Genel toplumun %3-
5’ini etkilemektedir (Vlak vd., 2011). Anevrizmalar en sik serebral arterlerin
bifurkasyon bolgelerinde gelismektedir. Bir arter duvarinin histolojik kesitinde icten
disa dogru sirastyla endotelyal tabaka, intima, internal elastik lamina, arter duvarinin
biitiinliigiinii saglayan media tabakasi ve bunun disinda da adventisya tabakasi
bulunur. Intrakraniyal damarlarda eksternal elastik lamina bulunmazken anevrizma
kesesinde ise internal elastik lamina azalmis ve kaybolmus, media tabakasi ise
bulunmamaktadir. Morfolojilerine gore sakkiiler ve sakkiiler olmayan olarak ikiye
ayrilan IA’larm %90-95°1 sakkiilerdir. Yapilan bircok ¢alismada prevelans: %0,5-6
arasinda belirlenen IA’larin gelisiminde hem kalitsal hem de cevresel faktorler,
sigara, alkol kullanimi, yas, cinsiyet, hipertansiyon, diyabet, 6zge¢miste subaraknoid
kanama varlig1 ve etnisite gibi birgok risk faktoriinii tetiklemektedir (Feigin vd.,
2005).

Subaraknoid kanama bir arter veya venin yirtilmasi: sonucu kanin dogrudan
subaraknoid bosluga ge¢mesidir ve anevrizma nedeni ile ortaya c¢iktigindan ¢ogu
anevrizmanin farkedilme sebebidir. Hemodinamik kuvvetler ve anevrizma
duvarindaki tensil stresler anevrizma olusumu ve riiptiir gelisiminde Onemlidir.
Anevrizmanin hacimleri ve boyutlar riiptiir riskini etkileyen en 6nemli faktorlerdir.
Cap1 7 mm ve lstlindeki anevrizmalarin yillik riiptiir riski %2,5 iken daha kiigiik
anevrizmalarda bu oran yaklasik %1’ dir (Edlow vd., 2008). Tip ve norosiriirji
alanindaki tiim gelismelere ragmen SAK olgularinda %40-50 oraninda bireyler
kaybedilir. Olgularn %10-20° sinde ¢ogunlukla felg goézlenmekte olup tedavi
aracili@iyla tiim vakalarin yaklasik %40’ inda iyilesme gozlenmektedir (Juvela vd.,
2001).

Intrakraniyal anevrizma genetigi hakkindaki bilgilerimizin sinirli olmasina
ragmen genetik faktdrlerin SAK ve IA patogenezinde olduk¢a etkili oldugu
bilinmektedir. Bu sonuca tek yumurta ikizleri, ailesel genetik analizler ve popiilasyon
temelli genetik epidemiyoloji ¢aligmalart ile ulasilmistir (Zhang & Claterbuck,

2008). Ailesel genetik calismalar; aile dykiisiinde IA tanis1 alan bireylerin oldugu



vakalarda hastaligin daha erken yaglarda gelistigini ve SAK gelisme olasiligimin
genel popiilasyona gore 7 kat daha artmig oldugunu ortaya koymustur (Okamoto vd.,
2003). Bu bilgiler ve gesitli kalitsal hastaliklar ile olan iliskileri 1A gelisiminde

genetik faktorlerin rolii olabilecegini diistindiirmektedir.

Tip IV Ehlers-Danlos Sendromu, Klinefelter Sendromu, Noonan Sendromu
gibi birgok sendromik hastaligin anevrizmaya neden oldugu bilinmektedir. Bunun
yam sira yapilan bircok c¢alismada anevrizma gelisimi {istiinde etkisi olan
mutasyonlar ve risk faktorleri tantmlanmigtir. Bu kalitsal risk faktorlerinden bazilari
otozomal dominant polikistik bobrek hastaligi, psddoxanthoma elasticum, kalitsal
hemorajik telenjiektazi, tip I ndrofibromatozis, aort koarktasyonu, fibromuskiiler
displazi, feokramositomadir. Ayrica tek niikleotid varyantlarimin yani sira kopya

sayist degisikliklerinin de anevrizma gelisiminde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir
(Balik vd., 2015).

DNA’ da 1 Kb’ dan daha biiyiik delesyon ve duplikasyonlar yapisal kopya
say1s1 degisiklikleri (KSD) olarak tammlanmaktadir. Bu varyantlar 1 Kb’ dan onlarca
MB’ a kadar degisen biiyiikliikklerde olabilir ve tiim genoma dagilmis halde
bulunarak bireyler arasindaki farkliliklara neden olmaktadir. Bu yapisal varyantlarin
genomdaki lokalizasyonlari, boyutlari, gen igerikleri fenotipe yansimalari agisindan
cesitlilik gostermektedirler. Bazi varyantlar benign nitelikte olabilirken, bazilar
patojenik olabilirler (Battaloglu & Basak, 2010). Bu bilgiler dogrultusunda son
yillarda 1A’ 11 hastalarda KSD’ lerin saptanmasina yénelik arastirmalar literatiirde
yer almaktadir. Yapilan caligmalar, KSD’ lerin SAK riski ile iliskili olabilecegini
destekler niteliktedir. Multiple genetik ve g¢evresel risk faktorlerinin bir arada rol
almast nedeniyle SAK hala klinisyen ve arastirmacilarin anlamak i¢in miicadele
ettigi bir konudur. Ancak yapilan calismalarin sinirli sayida olmasi ve orneklem
gruplarinin yetersizligi SAK ile KSD iligskisinin net olarak ortaya konmasinm
engellemektedir. Oysa, 1A’ larin molekiiler patolojisinin anlasilmasi, riiptiire olan ve
olmayan vakalar arasindaki varsa genetik farkliliklarin belirlenmesi hem klinisyen
yonlendirilmesi hem de daha etkin tedavi yaklasimlarimn gelistirilmesine 151k

tutacaktir.

Yukarida belirtilen gereklilikler dogrultusunda, ¢aligmamizin arastirma sorusu
“Riiptiire olan ve olmayan intrakraniyal anevrizma patolojisinde tiim genom

genelinde KSD farklihiklar1 var midir?”” seklindedir. Bu dogrultuda bu ¢alismada, 1A
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tanis1 alan olgularda, hastalikla iliskisi olabilecegi bildirilen kopya sayisi
varyantlarinin mikrodizin yontemi ile incelenerek olasi varyantlarin belirlenmesi ve
olgularda saptanan genetik degisikliklerin anevrizma riiptiiriine  etkisinin
degerlendirilmesi amaclanmaktadir. Riiptire IA’ 11 yirmi dort hasta ve riiptiire
olmayan IA’ I yirmi dort hasta birey ve konfirmasyon amaci ile ailesinde ve
kendisinde IA 6ykiisii bulunmayan, saglikli 8 birey caligmaya dahil edilmistir. Bu
caligmanin verileri; tespit edilen lokuslardaki genlerin anevrizma gelisimi ve riiptiir
tizerindeki etkilerini tanimlayabilme potansiyelindedir. Ayrica, genetik faktorlerin
aydinlatilmasi, patofizyolojik siirecleri hedef alan tedavi stratejilerin belirlenmesine
de onciiliik etme potansiyeli bulunmaktadir. Ayn1 zamanda ileride literatiirde ortak
bir birlikteligin saglanmasiyla beraber ailede presemptomatik bireylerin risk
degerlendirmeleri de yapilabilecektir. Bu ¢alismanin IA aday genlerinin

belirlenmesine katkida bulunacagini diistinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER
2.1. Intrakraniyal Anevrizmalar

2.1.1. Tanim ve tarihce

Anevrizma, eski Yunanca’da “’genigleme*’ anlaminda kullamlan “’aneurusma’’
kelimesinden koken almaktadir. Bir kan damarimin duvarinin; hastalik, defekt veya
hasara bagli geri doniisiimsiiz anormal fokal dilatasyonu olarak tamimlanir.
Intrakraniyal anevrizmalar; arter duvarinda internal elastik lamina tabakasmndaki
kollajen fiberlerin dejenerasyonu ve zayiflamasi sonucu meydana gelen
genislemelerdir. En sik serebral arterlerin bifurkasyon bolgelerinde gelisirler.
Anevrizmalar ¢ogunlukla beyin tabanina yerleserek burada bulunan beyin omurilik
svist igerisinde kanamaya sebep olurlar. Anevrizmalarin farkedilmesi genellikle
sebep oldugu SAK ile gerceklesir. Anevrizma sebebiyle bir arter veya venin
yirttlmas1t sonucu kanin dogrudan subaraknoid bosluga gegmesi SAK olarak

tanimlanir.

Intrakraniyal —anevrizmalarin SAK sebebi olabilecegi 1725 yilinda
Morgagni’nin her iki posterior serebral arterde insidental dilatasyonlari
tanimlamastyla ilk kez diisiiniilmiistiir. Buna gére muhtemelen Morgagni 1A’ larin
tanimin1 yapan ilk bilim insamdir. Bununla beraber ilk riiptiire olmanus IA raporu,
1765 yilinda Francesco Biumi tarafindan verilirken ilk riiptiire IA raporu da 1814
yilinda Blackall tarafindan bildirilmistir (Prestigiacomo, 2006). Bir 1A’ ya ilk direkt

yaklagim 1932 yilinda Norman McComish Dott tarafindan tanimlanmaistir.
2.1.2. Siniflandirma

Intrakraniyal anevrizmalarin siniflandirmas1 morfolojik ve etiyolojik olarak
yapilabilir. Intrakraniyal anevrizmalar morfolojik olarak sakkiiler (berry) ve sakkiiler
olmayan anevrizmalar olarak ayrilmaktadir. Sakkiiler anevrizmalar; en sik goriilen
anevrizma tipi olup genellikle arteriyel bifurkasyonlardan koken alirlar. Yuvarlak ve
berry tipi olusumlardir ve damar duvarindaki tabakalarin zayiflamasi nedeniyle
meydana gelen genislemelerdir yani gercek anevrizmalardir. Intrakraniyal
anevrizmalarin %90-95” ini sakkiiler anevrizmalar olusturur (Datar, 2019). Sakkiiler
anevrizmalar boyutlarina gore kendi i¢inde siniflandirilabilirler. 3 mm’ den kiigiik
anevrizmalar baby anevrizma, 3-6 mm arasi anevrizmalar kii¢lik anevrizma, 7-10

mm arasi orta biiyilikliikte anevrizma, 11-25 mm arasi biiylik anevrizma ve 25 mm’
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den biiylik anevrizmalar dev anevrizma olarak adlandirilmaktadirlar. Anevrizmalarin
yaklasik %90’ 1 kiiciik boyuttadir. Dev anevrizmalar tim anevrizmalarin yalnizca

yaklasik %5 kadarini olusturmaktadir (van Gijn vd., 2007).

Sakkiiler olmayan anevrizmalar; fuziform, dissekan ve serpentin anevrizmalar
olarak simiflandirilmaktadir. Fuziform anevrizmalar ig bi¢imli anevrizmalardir ve
damarin uzun bir bolimiini igeren i seklinde bir genisleme olarak goriiliir.
Genellikle vertebrobaziller sistemde olugsan fuziform anevrizmalarin gelisme
sebepleri damar duvarindaki dejeneratif degisiklikler ve aterosklerozdur. Yash

hastalarda goriilmekle beraber nadiren riiptiire olurlar (Mackel vd., 2019).

Serpentin anevrizmalarin ayrt giris ¢ikislart vardir ve irregiiler vaskiiler kanal
seklinde goriiliirler. Damar duvarindaki tekrarlayan kanamalara sekonder olustuklari
diisiiniilen dev anevrizmalardir. Gergek duvarlari olmadiklar i¢cin psddoanevrizmalar
olarak kabul edilmektedirler. Anjiyografik olarak serpentin anevrizmalar1 fuziform
anevrizmalardan ayirt etmek zordur. Ancak fuziform anevrizmalardan farkli olarak

daha geng yas grubunda goriiliirler ve daha nadir gozlenirler (Kandemirli vd., 2018).

Dissekan anevrizmalar, intima ve elastik laminada olusan bir yirtiga sekonder
olarak damar duvan icinde kan birikmesi sonucu olusurlar. Bu yirtik siklikla
adventisya tabakasina ulasarak subaraknoid kanamaya sebep olur. Goriilme sikligi
geng erkek hastalarda daha fazladir. Ayrica fibromuskiiler displazi, poliarteritis
nadoza, sifiliz ve medial mukoid dejenerasyonun dissekan anevrizma sikligim

arttirdig1 diistiniilmektedir (Kandemirli vd., 2018).
Anevrizmalar etiyolojilerine gore asagidaki gibi siniflandirilabilir.

a) Dejeneratif anevrizmalar

b) Aterosklerotik anevrizmalar

¢) Hipertansif anevrizmalar

d) Embolik anevrizmalar

e) Arteriyovendz malformasyona bagli anevrizmalar

f) Travmatik anevrizmalar

g) Mikotik anevrizmalar

h) Onkotik anevrizmalar

i) Diger durumlarla birlikte olanlar (otozomal dominant polikistik bobrek

hastalig1, fibromiiskiiler displazi, bag dokusu hastaliklari, aort koarktasyonu,



bakteriyel endokardit, Osler-Weber- Rendou Sendromu) (Kandemirli vd.,
2018).

Anevrizmalarin biiylik bir kismmin arter duvarindaki edinilmis dejeneratif
degisikliklere sekonder olarak olustugu diisiiniilmektedir. Dejeneratif anevrizmalar;
hemodinamik dengesizliklerin olusturdugu vaskiiler hasar sonucu meydana
gelmektedir. Ozellikle de arteryel bifurkasyonlarda gelisen anormal duvar stresleri
anevizma olusumu ve biiylimesi hatta riiptiiriinde 6nemli bir etkendir (Okamoto vd.,

2003).

Mikotik anevrizmalar; arter duvarinda infeksiydz hasar sonucu meydana gelir
ve cogunlugu psddoanevrizmalardir. Genellikle Willis poligonu distalinde kiigiik
damarlarda olusan fuziform goriinlimlii anevrizmalardir. Tim intrakraniyal
anevrizmalarin %0,7-4" inii ve ¢cocuklardaki intrakraniyal anevrizmalarin %5-15" ini
olustururlar. Siklikla infektif endokardit ve kotii ilag kullanimi Oykiisii bulunan
hastalarda meydana gelmektedirler. Bakteriyel anevrizmalarda stafilokok ve
streptokok, fungal anevrizmalarda ise Aspergillus fumigatus etken gosterilmektedir.
Riiptiir riski yiiksek olan bu anevrizmalar; septik emboli sonucu damar duvarindaki

inflamasyon ve anevrizmal dilatasyon sonucu olusurlar (H. Wu vd., 2020).

Travmatik anevrizmalar; kaza veya cerrahi girisim sirasinda, dogrudan veya
kapali kafa travmalarinda beyin kan damarinin duvarinin zedelenmesi, gerilmesi vs.
sonucu hasar olugsmasiyla damar ¢evresinde toplanan hematomun rekanalize olmasi
ve pulsasyonun bu sekilde iletilmesi sonucu meydana gelmektedir. Travmatik
anevrizmalarin ¢ogu psddoanevrizmadir. Intrakraniyal anevrizmalarmn tiimiiniin
%0,2-1> ini olustururken ¢ocuklarda intrakraniyal anevrizmalarin %5-15" ini

olustururlar (Fukuda vd., 2019).

Onkotik anevrizmalar; tiimoriin direkt vaskiiler invazyonu ya da tlimor
embolisi sonucu damar duvarinda olusan hasardan kaynaklanmaktadir. Intrakraniyal
anevrizmalarin yalnizca %0,1” inden sorumludur. Onkotik anevrizmalara
menenjiom, hipofiz adenomu, yiiksek gradeli astrositom gibi primer intrakraniyal
timorler ve atrial miksoma ve karyokarsinom gibi metastatik tiimorler sebep

olabilirler (Zairi vd., 2011).



Aterosklerotik anevrizmalar; baziller arterdeki ektazik genislemelerle meydana
gelmektedir. Diizensiz bir sekle sahip oldugundan dolay1 ¢evresindeki beyin dokusu

ve sinir koklerine basi yapmaktadir (Feng vd., 2019).

Arteriyovendz malformasyona bagli anevrizmalarin goriilme sikligir %3-23
arasinda degismektedir. Intrakraniyal yiiksek akim sonucu hemodinamik stresteki
artis damar duvarinda incelmeye sebep olarak arteriyovendz malformasyon gelisme
riskini artirmaktadir. Arteriyovendz malformasyona bagli olusan anevrizmalarin
duvar yapilar1 ince oldugu i¢in bu anevrizmalarin ani intravaskiiler hipertansiyon
sonucu riiptiire olma riski yliksektir. Arteriyovendz malformasyonu ve kanamasi olan

hastalarin %80’ inde akima bagli anevrizmalar izlenmektedir (Schievink vd., 1997).
2.1.3. Epidemiyoloji

Intrakraniyal anevrizmalarin gériilme siklig1 %3-5 arasinda degismekte olup
her yas grubunda goriilmekle beraber 25 yas ve iistiinde yas ilerledik¢e siklik
artmakta ve Ozellikle 40-60 yaslar arasinda semptomatik hale gelmektedir (Liu vd.,
2015). Pediatrik yas grubunda IA insidansi oldukga diisiiktiir ve tiim olgularmn %2’
sini olustururlar. Ayrica ¢ocuklardaki anevrizmalarin mortalite oran1 daha diisiik ve
cerrahi tedaviyle iyilesme orani daha yiiksektir. Pediatrik anevrizmalar ¢ogunlukla
posttravmatik veya mikotik anevrizmalar olup, eriskin yas grubu anevrizmalarina
gore daha genis (ortalama 17 mm) boyutlardadir ve erkeklerde kizlara oranla daha
fazla goriiliirler. Intrakraniyal anevrizmalar eriskin yas grubunda ise bunun aksine
kadinlarda erkeklerden yaklagik 3 kat daha fazla goriilmektedir (Ruigrok & Rinkel,
2008). Bu durum IA olusumunda hormonal faktorlerin rol oynadigim
diistindiirmektedir. Ayrica kadinlarda erkeklere oranla multiple anevrizma goriilme
sikhigi 5 kat daha fazladir. Multiple anevrizmali olgularin %75 inde 2 adet
anevrizma, %15’ inde 3 adet anevrizma ve %10’ unda ise 3’ ten fazla sayida
anevrizma bulunmaktadir. Multiple anevrizma insidans1 vaskiilopatiler ve bag
dokusu hastaliklarinda ve polikistik bobrek hastaliginda artmaktadir (Sengupta,
2015).

Anevrizmalarin yillik riiptiir insidans1 %1-2 dir. Oykiisiinde SAK bulunan
olgularda tekrarlama riski her yil i¢in %2.2° dir. Aile bireylerinde anevrizma
Oykiistiniin varlig1 diger aile tiyelerinde de anevrizma gelisme riskini artirmaktadir.

Anevrizma goriilme insidansi ikizlerde, birinci derece akrabalarda dnemli derecede



yiiksektir. Ayrica genel olarak toplumlarda IA gériilme siklig1 ortalama 100.000°de
6-7 iken Japonya ve Finlandiya gibi bazi toplumlarda bu oran 20/100.000 gibi
yiiksek degerlerdedir. Dolayisiyla 1A siklign  toplumlar arasinda  farklihk
gosterebilmektedir (Brown & Broderick, 2014).

2.1.4. Histopatoloji ve fizyopatoloji

Intrakraniyal anevrizmalar gros patoloji gdriiniimlerine gore sakkiiler (berry),

fuziform ve dissekan anevrizmalar olarak gruplandirilabilir.

Sakkiiler anevrizmalar genellikle arteryel bifurkasyonlarda ortaya ¢ikan, damar
duvarindaki tiim tabakalarin zayiflamasi nedeniyle meydana gelen yuvarlak berry tipi
geniglemelerdir. Anevrizma kesesini olusturan tabakalardan biri olan intima normal
olarak izlenmekte olup subintimal hiicre proliferasyonu siklikla meydana
gelmektedir. Anevrizmalarda internal elastik membran ¢ok zayiflamis veya tamamen
ortadan kalkmistir ve media tabakasi anevrizma duvarinda secilemeyecek sekilde
parent arter ile birlesilen yerde sonlanmistir. Baz1 media alanlarinda intersisyumda
fibrozis goriilebilir. Kiiclik anevrizmalarda media kisa bir boliim seklinde kismen
devam edebilir. Adventisyada lenfosit ve fagosit infiltrasyonu izlenebilir.
Intrakraniyal arterlerin eksternal elastik laminasinin olmamasinin veya tunika media
tabakasimin zayif olmasinin; kiiciik ¢aptaki damarlarda 1A’ larin ekstrakraniyal
anevrizmalardan daha yiiksek oranda goriilmesine sebep oldugu diisiiniilmektedir.
Bununla beraber anevrizma duvari belirgin molekiiler bozukluklar1 barindirmaktadir.
Anevrizma duvarlar1 normal intakraniyal vaskiiler yapilara gore daha az kollajene
sahiptir ve bazal membran proteinlerinde dizilim bozuklugu goriilmektedir. Ayrica
anevrizmalarda matriks komponentlerin anjiyogenez faktorlerinde normal olmayan

ekspresyon seviyeleri bildirilmistir (Chalouhi vd., 2013).

Sakkiiler anevrizmalarin olusum mekanizmalarina iliskin gilinlimiize kadar
onemli bilgiler edinilmis olmakla birlikte heniiz tam agiklanamamaktadir. Bir
vaskiiler agda maksimum hemodinamik stresin oldugu yer damar bifurkasyon
apeksidir. Anevrizmadaki sistol ve diastol ile olusan kan akimi hizindaki
degisiklikler damar duvarinda strese neden olarak intimal zedelenmeye vyol
agmaktadir. Bu hemodinamik stres IA’ larin olusmasinda, biiyiimesinde ve
konfigiirasyonunda Onemli rol oynamaktadir. Ayrica anevrizma trombozu ve

riiptliriinde de etkiye sahip olan hemodinamik stres, yalnizca anevrizmanin olusumu



ve progresyonunda degil, anevrizma tedavisinde kullanilacak endovaskiiler

yontemlerin belirlenmesinde de 6nem tagimaktadir (Etminan & Rinkel, 2016).

Anevrizma ile parent arter arasindaki geometrik iligki intraanevrizmal akim
paternlerini belirleyici en dnemli faktordiir. Lateral anevrizmalarda kan anevrizma
icine ostiumun distal boliimiinden girip proksimal boliimiinden cikarak anevrizma
kesesinin merkezinde yavas akima neden olur. Bunun aksine arter bifurkasyonunda
yerlesik olan anevrizmalarda, intraanevrizmal sirkiilasyon hizli olur. Dolayisiyla
hemodinamik stres siddeti anevrizma biiylimesi ve riiptiirii lizerinde farkli etkilere

neden olmaktadir (Etminan & Rinkel, 2016).
2.1.5. Subaraknoid kanama (SAK)

Subaraknoid kanama; arterial veya nadiren vendz nedenlerle serebellum,
serebrum ve spinal kordun subaraknoid mesafesi icerisinde olusan kanama olarak
tanimlanmaktadir. SAK birgok nedene bagl olarak her yasta goriilebilir. Oliimciil
sonuglar dogurabilen akut serebrovaskiiler bir olaydir ve ani Oliimlerin sebepleri

icerisinde kalp hastaliklarindan sonra ikinci siradadir (Etminan & Rinkel, 2016).

Subaraknoid kanamanin goriilme sikligi 6-8/100000 arasinda degismektedir
fakat bu oran yas ilerledik¢e artmaktadir. Subaraknoid kanamanin mortalite orani ise
%40.6 olarak bildirilirken SAK sonrast hayatta kalan bireylerin %50-75" inin 6 ay
gibi bir siire sonrasinda ndrolojik defisit olmadan dnceki hayatlarina donebildikleri
belirtilmistir. Ancak %25 oraminda hastalarda kalic1 nérolojik bozukluklar, kismi felg
gibi viicut fonksiyonlarinda bozulma veya daha ciddi durumlarda koma goriilebilir.
SAK’ nin en sik goriildiigli yas 60 ve iizeri olmakla beraber kadinlarda goriilme

sikliginin daha fazla oldugu bildirilmistir (Etminan & Rinkel, 2016).

Subaraknoid kanamanin sebeplerinden en Onemlisi anevrizma riiptiiriidiir.
Subaraknoid kanamalarin yaklasik %85’inin anevrizmalardan kaynaklandigi
bildirilmektedir (van Gijn vd., 2007). Anevrizmalar yirtildiginda damardan
subaraknoid mesafeye yliksek basing ile ya da bazen sizma seklinde gegen kan,
burada birikerek beyne basi olusturur. Anevrizmalar herhangi bir zamanda riiptiire
olabilirler. Asir1 fiziksel aktivite, hipertansiyon, sigara ve alkol kullamimi gibi
faktorler anevrizmalarin riiptiire olarak SAK olusmasinda etkilidirler (Etminan &
Rinkel, 2016).



Subaraknoid kanama insidansi ve anevrizma prevalansi karsilastirildiginda
anevrizma prevalansinin SAK insidansindan 200 kat daha fazla oldugu
bilinmektedir. Bu da anevrizmalarin biiyilkk bir kisminmn riiptire olmadigini
diisiindiirmektedir. Verilere gore, 1A &ykiisii olmasia ragmen olgularin %50-80

kadarinda herhangi bir kanama bulgusu goriilmemektedir (Edlow vd., 2008).

Anevrizma kanamasi riskini etkileyen faktdrlerden en Onemlisi anerizmanin
boyutudur. Riiptiir riski anevrizma boyutu arttik¢a artmaktadir. 7 mm ve {istiindeki
caplarda olan anevrizmalarin y1llik riiptiir riski %2,5 iken daha kiigiik anevrizmalarda
bu risk %1 dolaylarindadir. Fakat biiyiik ve kiigiik anevrizmalar ile kanama sikliklar1
karsilastirildiginda; her ne kadar kiiclik anevrizmalarda kanama riski daha az olsa da
kiiciik anevrizma goriilme sikhiginin daha yiiksek olmasi nedeniyle kiigiik
anevrizmalarda kanama oram relatif olarak biiylik anevrizmalardan daha fazla
gorilmektedir. Anevrizma boyutunun yaninda ense/boyun orani da riiptiir riski ile

dogru orantili bir iliskiye sahiptir (van Gijn vd., 2007).
2.1.5.1. SAK risk faktorleri

Subaraknoid kanamanin en Onemli risk faktorlerinden biri ailevi
predispozisyondur ve hastalarda 9%5-20 arasinda degisen oranlarda pozitif ailevi
gecis Oykiisii bulunmaktadir. Ailede birinci derece akrabalarda SAK Oykiisii
bulundugunda riskin 3-7 kat arttigi, ikinci derece akrabalarda SAK Oykiisi
bulunmasi halindeyse bu riskin genel popiilasyondaki rakamlarla benzer oldugu
bildirilmektedir. Ailevi gegisli SAK’ nin en sik nedeni otozomal dominant polikistik
bobrek hastaligidir. Bunun yani sira Ehler-Danlos tip 4 ve norofibromatozis tip 1

ailesel SAK igin risk faktorii olarak bilinmektedir (Aneurysms, 2012).

Sigara tiiketiminin anevrizmal SAK oranini artirdig1, sigara tiiketen bireylerde
tiiketmeyenlere gore %2.2 oraninda rolatif risk artis1 oldugu belirlenmistir (Feigin
vd., 2005). Bazi popiilasyon kohort ¢alismalarinda saptanan verilere gore; SAK
gegciren bireylerin %70-75’ inin sigara tiilketme Oykiisii bulunmaktadir ve %50-60’ 1
aktif sigara tiiketicisidir (Kissela vd., 2002). Ayn1 zamanda orta ve asirt derece alkol
tilketiminin de SAK igin risk faktorii olabilecegi bilinmektedir. Alkol tiiketiminin
haftada 150 gramin {izerinde oldugu bireylerde SAK riskinin %]1.1 arttig
bildirilmektedir (Clarke, 2008). Kokain, amfetamin gibi zararli aligkanliklarin

hemorajik inme riskini artirdigi ve kokain aligkanligi olan bireylerin %50 sinde
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yapisal anomalilerden anevrizma ve arterivendz malformasyonun birlikte bulundugu

buna bagli olarak da bu aligkanliklarin SAK riskini arttirdig1 belirtilmektedir.

Hipertansiyon,; intraserebral kanamada temel bir risk faktoriidiir ve yiiksek kan
basincinin SAK riskini anlamli derecede artirdigi bilinmektedir. Sistolojik kan
basincinda gerceklesen her 10 mm Hg artisin, SAK riskini %31 oraninda artirdigi
bildirilmistir (Aneurysms, 2012).

Yas, cinsiyet ve etnisite de SAK i¢in risk faktorleridir. Yas arttikca riiptiir riski
artmaktadir ve 60 yas tlizerinde SAK gecirme riskinin daha geng yaslara gore %1.2-
1.7 daha fazla oldugu bildirilmistir (Aneurysms, 2012). Bununla beraber kadinlarda
SAK gegirme riski erkeklere oranla %1.4-1.6 daha fazladir (Shojima M, vd., 2005).
Ayrica wklar iizerinde yapilan ¢aligmalar, siyah irkda SAK riskinin beyaz irka gore

1.8 kat daha fazla oldugunu gostermektedir (Feigin vd., 2005).
2.1.5.2. SAK klinigi

Subaraknoid kanamada klinik tablo; kanamanin lokalizasyonuna, miktarina,
genigligine ve bunlara bagli olarak gelisen komplikasyonlara gore bas agris1 gibi
hafif bir belirtiden koma gibi agir bir sonuca kadar degisim gostermektedir. En

karakteristik klinik 6zelligi ani baslayan siddetli bas agrisidir (Hasan vd., 2018).

Subaraknoid kanamadan sonra, beyin omurilik sivisinda fibrinolitik aktivite
artarak plazmini olusturabilmekte ve anevrizmal bolgedeki kan pihtisini eriterek
yeniden kanamaya yol acabilmektedir. Anevrizmal SAK sonrasi hastalarin %15’
inde yeniden kanamanin bir gostergesi olan ani biling bozuklugu gerceklesmektedir.
Kanama sonrasi tedavi uygulanmayan anevrizmalarda yeniden kanama riski ilk 4
haftada %40’ lardadir. Yeniden kanama riskinin en yiiksek oldugu zaman dilimi %4
oranla ilk 24 saattir ve birinci giinden sonra bu oran giinde %1,5 e diiserek ve ilk iki
haftadaki toplam tekrar kanama riski %14 dolaylarinda olmaktadir. Yeniden kanama
sonras1 hastalarin prognozu oldukg¢a ciddidir ve %80’ 1 hayatimm kaybeder veya

belirgin ndrolojik defisite gostermektedir (Fak vd., 2012).

En sik karsilagilan komplikasyonlardan biri olan serebral iskemi, SAK sonrasi
bolgesel arteriyel vazospazm sonucu olusur. Serebral iskemi i¢in en riskli donem
SAK sonras1 5-14 giin arasidir. Hidrosefali; SAK sonrasi ilk yetmis iki saat igerisinde
%20-30 oraninda goriilmektedir. Akut hidrosefali; primezensefalik sisternlerde fazla

miktarda kan birikmesi ve intraventrikiiler kanama olmasi1 durumlarinda gelisir (van
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Gijn vd., 2007). Subaraknoid kanama olgularinin %350’ sinde ciddi boyutlarda
kardiyak aritmiler gozlenmektedir. Bunun yam sira kanin yaygin inflamatuar ve
norotoksik etkisi nedeniyle yaygim beyin 6demi de SAK sonrasi komplikasyonlari
arasindadir (Claassen vd., 2002). Bir diger SAK sonrasi komplikasyon %10-30
oraninda gozlenen hiponatremidir (Bederson vd., 2009). Anevrizmal SAK sonrasi
ayrica anemi, hipotansiyon, hiperglisemi, hipomagnezemi, kalp yetmezligi ve
pnoémoni gibi komplikasyonlar ve uzun dénemde goriilen anosmi, epilepsi, kognitif
defektler ve psikososyal disfonksiyon gibi bazi ge¢ komplikasyonlar
goriilebilmektedir (van Gijn vd., 2007).

Subaraknoid kanama olgularinin en Onemli ve ge¢ donem mortalite ve
morbiditenin en sik nedeni ise SAK sonrast %30-70 oraminda goriilmekte olan
vazospazmdir. Serebral vazospazm; beyin tabanindaki biiyiik kapasitant arterlerin
gec donem daralmasidir ve ve kanamadan sonra 3 ve 5 giin arasinda baglayarak on
dordiincii giine kadar en yiiksek seviyeye ulagmaktadir. Bu durumda hastalarda
konflizyon, siddetli bas agris1, ense sertigi, biling bozuklugu, inkontinans, hemiparezi
veya afazi goriilmektedir (Fak vd., 2012). Vazospazmin patogenezi tam olarak
bilinmemekle beraber; vazodilatasyonu inhibe eden maddeler, immiinoreaktif veya
inflamatuar olaylar, araknoid membranin gerilmesi, pihtinin basisi, trombosit
agregasyonu vazospazma sebep gosterilmektedir (Pluta vd., 2009). Vazospazm,
olgularda yaklasik %50 oraninda, gecikmis iskemik ndrolojik kayip olarak kendini
gostermektedir ve bu olgularda tedavi gérmeleri halinde bile %15-20 oraninda 6liim

ya da malformasyon ger¢eklesmektedir (Fak vd., 2012).

Vazospazm olgularinda son durum degerlendirilmesinde GOS skalasi
kullanilmaktadir. Ayrica SAK siddetinin degerlendirilmesinde en sik kullanmilan

smiflandirmalar Hunt-Hess siniflandirmasi ve Fisher skalasidir (Green, 2016).
2.1.6. Tam

Intrakraniyal anevrizma tamisinda giiniimiizde kullamlan 3 temel ydntem
vardir. Bunlar; ¢ok kesitli bilgisayarli tomografik anjiyografi (BTA), manyetik
rezonans anjiyografi (MRA) ve dijital substraksiyon anjiyografi (DSA)’dir.
Intrakraniyal anevrizmalarin tamsinda uzun yillardir DSA kullanilmaktadir ve
giinlimiizde de altin standart olarak kullanilmaya devam etmektedir. Anjiyografinin

amac1 yalnizca anevrizmay1 saptamak degil ayn1 zamanda hasta i¢in cerrahi ya da
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endovaskiiler tedavilerden hangisinin kullanilmasi gerektigini tespit etmektir.
Anjiyografi ile anevrizmalar1 sakkiiler, fuziform, serpentin, dissekan veya
psodoanevrizma olarak tespit edip sinmiflandirmak kolaylikla miimkiindiir. Ayrica
multipl anevrizmali hastalarda kanayan anevrizmanin hangisi oldugunu saptamak
konusunda bilgi almak i¢in anjiyografi uygun bir yontemdir (Donmez vd., 2011).
Bunun yani swra CT ve MR anjiyografi gibi invaziv olmayan yontemlerin
gelismesiyle anevrizma saptanmasi ve 0zellikle takibinde kullanilmaya baglanmstir.
Yapilan bir calismaya goére CT anjiyografinin dogruluk oram1 %89, MR
anjiyografinin dogruluk oram1 %90 olarak belirtilmistir (White vd., 2000).
Subaraknoid kanamadan siiphelenilen hastalarda ilk tercih edilen yontem olan BTA;
non-invaziv olmasi, hizli goriintiileneblir olmasi, 3D goriintiileri istenilen diizlem ve
acida olusturmaya olanak saglamasi gibi avantajlara sahiptir. MR Anjiyografi ile
anevrizma boynu ve anevrizmaya komsu arter iliskisi degerlendirilebilmektedir.
Bunlarin yaminda BTA ile karsilagtirildiginda MRA daha uzun siirede sonu¢ veren
bir yontem olmasiyla travmada pratik bir yontem degildir. Hastalarda cerrahi bir
klips olmasi durumunda kullanilamamasi1 ve harekete bagli olarak artefaktlarin
sonucu etkilemesi de MRA’min dezavantajlar1 arasindadir (Pearce, 2006). Altin
standart yontem olarak kabul edilen DSA, oldukca hassas ve yiiksek dogruluk
oranlarina sahip bir ydntemdir. Ince arteriyel dallar1 ve kollateral dolumu gdsterebilir
ve kan akiminmi dinamik olarak degerlendirmeye olanak saglamasiyla diger
yontemlere gére oldukga avantajlidir. IA” mn BT, MR ve anjiyografi gériintiileri

Sekil 2.1° de gosterilmistir.

Sekil 2.1. intrakraniyal Anevrizmann Gériintiileme Teknikleriyle Degerlendirilmesi
(Yoon vd., 2016).
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2.1.7. Tedavi

Giliniimiizde anevrizma tedavisinde iki temel yontem kullanilmaktadir. Bunlar
cerrahi yontemler (mikrocerrahi klipleme) ve endovaskiiler yontemler (koilleme)

seklinde siniflandirmaktadir.
2.1.7.1. Cerrahi tedavi:

1960 ve 1970 li yillarda anevrizma ile ilgili calismalarin artmasiyla IA’larin
tedavisinde cerrahi yaklasim kabul gdrmiis ve giiniimiizde de 1A’ larda cerrahi
yontemler tedavinin temel tasini olusturmaktadir. Cerrahinin zamanlamasi halen
tartigmali olmakla beraber ¢ogu cerrah diisiik evredeki olgularda kanamayi takiben
ilk 3 giin igerisinde erken cerrahi tedavi uygulanmasini tavsiye etmektedir. Yapilan
klinik calismalar da erken cerrahi tedavinin ge¢ cerrahi tedaviden daha etkili
oldugunu destekler niteliktedir. Evresi iyi olan hastalarda miimkiin oldugunca kisa
zamanda uygulanan cerrahi tedavinin tekrar kanama riskini ve tekrar kanamaya bagl
mortalite ve morbiditeyi azaltacagi diisiiniildiigiinden dolay1 uygun bir yaklasim
olarak kabul gormektedir (Laidlaw & Siu, 2002). Tam okliizyon oranlari %90-95
olarak bildirilmesine ve cerrahi olarak kapatilan anevrizma sonras1t SAK riskinin
oldukga diisiik oldugu bilinmesine ragmen riiptiire olmams IA’ larin direkt cerrahi
ile kapatilmas1 ciddi oranlarda morbidite ve mortalite riski tasimaktadir. Cerrahi ile
ilgili riskleri etkileyen hasta yasi, anevrizma boyut ve lokalizayonu ile anevrizma

semptomlarinin varligi gibi birgok faktor bulunmaktadir (Lozano vd., 2019).
2.1.7.2. Endovaskiiler tedavi:

Anevrizma tedavisinde gectigimiz yillarda cerrahi tedaviye alternatif olarak
endovaskiiler tedaviler kullanilmaya baslanmistir. Endovaskiiler tedavi; platinden
yapilmis koillerin anevrizma i¢inde uygun lokalizasyonda elektrik akimiyla takili
bulundugu dagitici telden ayrilmasi temeline dayanir. Koiller tedavi edilecek hastaya
gore degisiklik gosterebilen farkli boyut ve ¢aplardadir. Ayrica prosediir ile iligkili
mortalite ve morbidite oranina, hasta yasmin etkisi cerrahi tedaviye oranla daha
diisiiktiir. Tedavide mortalite ve morbidite riskini etkileyen faktorler anevrizma
boyutunun 12 mm’den biiyiik olmasi ve posterior dolasimda lokalize olmasidir (Ihn
vd., 2018). Prosediiriin hizli olmasi, transfemaral arteriyal yaklagimlarin kullammu,
multipl anverizmlar ve vazospazmi ayni anda tedavi edebilme imkani saglamasi

endovaskiiler tedavinin avantajlar1 arasinda yer almaktadir. Biiylik anevrizmalarda
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anevrizma boynunun tam olarak kapatilamamasi1 olasiligi nedeniyle biiyilik
anevrizmalarda balon modelleme ya da mikrocerrahi yontemler tercih edilmektedir
(Pearce, 2006).

2.2. Kopya Sayisi Degisiklikleri ( Copy Number Variations =
CNV)

Kopya sayist degisiklikleri (KSD); insan genomunda yer alan kopya sayisinda
artma veya azalma seklinde goriilen yapisal degisiklikler ve referans genomla
karsilagtirildiginda ortaya ¢ikan dozaj farklilig1 olarak tamimlanmaktadir (Zarrei vd.,
2015). Bireyler arasindaki farkliliklarin genom diizeyindeki temellerinin
anlasilmasinda, insan genom projesinin ve ardindan gelen genom arastirmalarinda
edinilen bilgilerin 6nemli katkis1 olmustur. Uzun yillar genetik ve fenotipik
varyasyona ¢ogunlukla SNP’ lerin neden oldugu diisiiniilmiistiir. Fakat giiniimiizde
KSD’ lerin genetik heterojenitede 6nemli etkileri oldugu bilinmektedir. Otozomal
genom %4,8-9,5 oraminda KSD igermektedir (Sudmant vd., 2015). Kopya sayisi
degisikliklerinin bulundugu veri tabanm olan Database of Genomic Variations
(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home)’a gore son yillarda tammlanan KSD’ lerin sayisi
artmus ve 1 kb’ dan daha kiiciik 50 bp uzunlugunda KSD’ ler de tammlanmistir. Tlgili
veriler Sekil 2.2 ve Sekil 2.3’ te gosterilmistir.

Increase in Variation Data
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Sekil 2.2. KSD Sayismin Yillar Igerisindeki Degisimi
(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home)
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Sekil 2.3. Tanimlanan KSD’ lerin Boyut Dagilimi
(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home)

Bireyler arasindaki genom cesitliligi tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) ve
kopya sayis1 varyasyonlari ile agiklanabilmektedir. KSD ve SNP’ ler boyutlar
yoniinden farklilik gosterirler ve KSD’ ler daha fazla niikleotidi kapsamasiyla SNP’

lerden ayrilmaktadar.

Mendel tipi ve kompleks hastaliklarda KSD mutasyonlar1 saptanabilmektedir.
Genomun bazi bolgelerindeki kopya sayisi degisiklikleri belirgin fenotipe sebep
olmayabilir. Ancak bircok gen ve gen anlatiminmi diizenleyen bdlgelerdeki kopya
sayis1 varyasyonlari, gen dozajin1 ve gen anlattmini olumsuz etkileyerek fenotipe
yansima gosterebilmektedirler. Kopya sayis1 varyasyonlar1 bir genin tamamini, gen
parcalarini, ¢ok sayida geni, regiilator elementleri icerebilir veya gen igermeyen
bolgelerde bulunabilir. Bunlarin yanisira delesyon, duplikasyonla karsilastirildiginda

daha ciddi fenotipe sebep olmaktadir (Miller vd., 2010).

DNA’ da farkli kopya sayilarinin bulunmast mRNA ve protein seviyelerinde
onemli degisikliklere sebep olabilmektedir. Dozaj-sensitif genlerinin bulundugu
genomik segmentleri etkileyen kopya sayist degisimleri, bir¢ok hiicresel sliregte
degisikliklere sebep olabilir ve cesitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olabilir.
Ancak saglikli bireylerde de yaygin olarak KSD bulunmasi bu kopya sayisi
varyantlarinin her zaman hastaliga sebep olmadigini gostermektedir (Mishra &
Whetstine, 2016). Sonu¢ olarak kompleks veya poligenik hastaliklarda ve genetik
altyapis1 tam olarak tanimlanamamis hastaliklarda genetik yapimin belirlenmesi;
hastaligin fenotipinin a¢iklanmasina, hastaliklara genetik yatkinligin arastirilmasina,

hastalik siirecinin ve tedaviye yanitin belirlenmesine katki saglamaktadir.

Kopya sayis1 varyasyonlar1 birkag yol ile hastalik fenotipinin ortaya ¢ikmasina
sebep olurlar. Bunlardan en 6nemlileri; kantitatif etki, genlerin bdliinmesi, regiilator

bolgelerin etkilenmesi, heterozigosite kaybi ve ardisik gen delesyonlaridir.
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Kantitatif etki (dozaj): Genomda meydana gelen delesyon ve
duplikasyonlar dozaj-sensitif genlerin genomik kopya sayilarini degistirirler. Boylece
duplike genlerde iiriin artis1 meydana gelerek dengesizlikler olusur ve {iriiniin yapisi,
buna bagl olarak da fonksiyonu bozulur. Bununla beraber; eger KSD’ ler iist diizey
replikasyon bdlgeleriyle iliskili ise dozaj etkileri sabit olmamakla birlikte zamanla

artig gosterebilmektedir (Lee, Scherer, 2010).

Genlerin bdliinmesi: Kopya sayist varyasyonlarimin olusumu;
genlerin biitlinliigiinii bozarak gen igerisinde kirik nokta olusumuna ve buna bagl
olarak gen iriiniiniin fonksiyonunun bozulmasina sebep olabilmektedir (Lee &

Scherer, 2010).

Regiilator bolgelerin etkilenmesi: Gen {riiniinii veya fonksiyonunu
etkileyen faktorlerden bir digeri promotor veya diger regiilator bolgelerin kesintiye
ugramasidir. Kopya sayist varyasyonlarinin %50’ sinden daha fazlasinda patojenite;
promotor bolgelerin kesintiye ugramasi sonucu meydana gelmektedir (Stranger vd.,

2007).

Heterozigosite kaybi: Bir KSD’ nin fenotipik sonucglari i¢in gen
icerigi kadar genel genomik durum da oldukg¢a 6nemli bir faktordiir. Dozaj-insensitif
bir genin delesyonu ile sonuglanan bir KSD’ nin fenotipe yansimamasi beklenir fakat
diger alel fonksiyonel bir mutasyona sahip ise fenotipin etkilenmesi s6z konusudur.
Bu durumda c¢ift vurus hipotezine gore; KSD’ lerin, otozomal resesif hastaliklarin

ortaya ¢ikma ihtimalinin arttirdigi belirtilmektedir (Rivera-Brugués vd., 2011).

Ardisik gen delesyonu: Gen icermeyen veya tek bir geni igeren KSD’
ler, nokta mutasyonu gibi fonksiyonel davrams sergileyerek dominant ve resesif
Mendeliyen kalitim paterni gosterirler. Fakat daha fazla gen iceren KSD’ ler ardisik

gen sendromlarina sebep olurlar.

Kopya sayis1 varyasyonlarinin genotip spektrumu ve iliskilendirilmis fenotipler

asagidaki tabloda gosterilmistir (Lee & Scherer, 2010) (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1. KSD’ lerin Genotip Spektrumu ve Iliskilili Fenotipler

KSD GENOTIP

ILISKILI FENOTIP

Resesif boliinme veya delesyon

Duchenne/Becker Muskuler Distrofisi(DMD

Dominant bdliinme veya delesyon

Norofibromatozis (NF1)
Tuberoz Skleroz (TSC1-TSC2)
Sotos Sendromu (NSD1)
Charge Sendromu (CHD?7)

Dozaj etkisi

Erken Baslangicli Alzheimer (APP)
22q Otizmi (SHANKR3)

Multiallelik etkiler

Crohn Hastalig1 Yatkinligi (DEFB4)
Sistematik Otoimmiinite Yatkilig1 (FCGR3B)
Parkinson Hastaligt (SNCA)

HIV/AIDS, Kawasaki Hastaligi, Romatoid Artrit
Yatkinligr ( CCL3L1)

Ardisik gen delesyonlari

DiGeorge Sendromu (22g11.2 delesyonu)
Williams-Beuren Sendromu (7911.23 delesyonu)
1p36 Mikrodelesyon Sendromu

Heterojen

Otizm
Bipolar Bozukluk
Sizofreni

Fallot Tetrolojisi

2.2.1. Olusum mekanizmalari

Insan genomunun yaklasik %35 kadar1 kopya sayis1 varyantlarim igermektedir.

Tekrar dizilerinden birbiriyle %90’ 1n {izerinde benzerlige sahip olan ve 1 kb’ dan
bliyiik DNA segmentleri “distik kopyali tekrarlar (LCR)” veya “segmental
duplikasyon” olarak adlandirilmaktadir. Bu diisiik kopyali tekrarlardan %97’ nin

iizerinde benzerlik gosteren ve 10 kb’ 1n lizerinde olanlar, genomik instabiliteye ve

KSD olusumuna sebep olabilmektedirler (Van Binsbergen, 2011).

Kopya sayist varyasyonlari mayotik veya somatik bdoliinmeler sirasinda

meydana gelebilir. Kopya sayisi varyasyonlarimin olusumu yakimindaki genomik
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dizilerle iliskilendirilebilmektedir. Genellikle kopya sayist varyasyonlarinin
yakinlarindaki diziler; segmental duplikasyon, diisiik kopyali tekrar dizileri ve Alu
veya LINE gibi neredeyse ayni dizi setleridir. Bu tekrarlayan ve birbiriyle aym
genom dizileri rekombinasyon sirasinda hatali dizilimlere sebep olmaktadirlar (Lee
& Scherer, 2010).

2.2.1.1. NAHR (Nonallelic Homolog Recombination)

Rekombinasyona bagli bir mekanizma olan NAHR; homolog kromozomlarda
kardes olmayan kromatitleri arasindaki genetik materyal degisimidir ve bu degisim
genomik ¢esitliligi saglamaktadir. Tekrarlayan DNA dizilerine sahip genom bolgeleri
cift zincir kiriklar1 i¢in daha hassastir. Allelik olmayan homolog bdlgeler arasindaki
rekombinasyon sirasinda 50-100 kb biiyiikligiinde diisiik kopya tekrarlarinin
bulundugu bolgelerde yeniden diizenlemeler gergeklesir. Bunlar; delesyon,
duplikasyon, inversiyon, translokasyon, izokromozom, marker kromozom ya da
yapisal polimorfizmler olabilir (Weischenfeldt vd., 2013) (Sekil 2.4). NAHR, mitotik
boliinme sirasinda da meydana gelebilir. Bu durumda, somatik hiicrelerinde yeniden
diizenlenmelere sahip mozaik bir popiilasyon olusur. Kanser hastalarinin bir¢ogu bu
somatik NAHR mekanizmast sonucu olusan genomik yeniden diizenlenmelere

sahiptir (Hastings vd., 2009).

a b = o d
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Sekil 2.4. Non-allelik Homolog Rekombinasyon (NAHR) (Hastings vd.,
2009).

2.2.1.2. NHEJ (Non-homolog End Joining Mechanism)

DNA’daki ¢ift iplik kirllmalarini tamir eden ve kirtlma uglarini homolog

olmaksizin dogrudan baglayan basit bir mekanizmadir (Weischenfeldt vd., 2013).
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NAHR’ den farkli olarak bu mekanizmada rekombinasyon olusmasi i¢in diisiik
kopya tekrarlarina ihtiyag olmamakla beraber tamir bolgesinde siklikla molekiiler
skar olarak adlandirilan fazla niikleotidler bulunur. Bu niikleotidler birlestirme dncesi
diizenleme c¢alismalarinin iriinleridir. Bu birlestirme sonucunda kirik noktalarina
yakin bolgelerde kopyalanmaya bagl dizi insersiyonlar1 veya delesyonlar meydana
gelebilmektedir (Hastings vd., 2009) (Sekil 2.5). DNA’da bazi bdlgeler, kirilmalara
daha vyatkindirlar ve bu bolgeler “hot spot” olarak ifade edilmektedirler.
Translokasyondaki kirik bélgeleri; cift zincir kiriklarin olusumuna neden olan,
homoloji gostermeyen, niikleazlara duyarli, hatali sekonder yapinin olusumundan

sorumlu, stabil olmayan AT zengin palindromik diziler icermektedir.
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Sekil 2.5. Non-homolog Birlestirme (NHEJ) (Hastings vd., 2009).
2.2.1.3. FoSTeS (Fork Stalling and Template Switching)

FosTeS; muhtemelen mitoz sirasinda DNA replikasyonu agamasinda kesintili
zincirin replikasyon catalindan kesintisiz zincirin replikasyon ¢atalina taginmasiyla
meydana gelen, DNA replikasyonuna bagl bir mekanizmadir (Weischenfeldt vd.,
2013). Bu mekanizmada oncelikle replikasyon durur, kesintili DNA zinciri ¢oziliir,
ayn1 kromozoma veya baska kromozomun farkli bir yerine baglanarak replikasyon
yeniden baglar. Yeni replikasyon c¢atalinin lokalizasyonuna gore duplikasyon ya da
delesyon meydana gelebilmektedir (Sekil 2.6). Durma ya da yeni catala yer
degistirme sayis1 arttikga, kompleks yeniden diizenlenmeler olusabilmektedir

(Hastings vd., 2009).
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Replikasyon catalinda duraklama

/Temglate degistirme

Delesyon
IEE .i.[ | ; .
Toversivon
/ Translokasvon Transhokasion
-Komplels Yeniden
Diizenlenmeler

Sekil 2. 6. Replikasyon Catalinin Arizalanmasi ve Kalibin Ayrilmasa.
(FoSTeS) (Weischenfeldt vd., 2013).

2.2.2. KSD’ ler ve klinik

Multifaktoriyel hastaliklar; genetik ve gevresel faktorlerin birlikte etkilesimi ile
ortaya cikan, yaygin hastaliklardir. Bu tip hastaliklarda poligenik etkilesim soz
konusu oldugundan hastaligin genetik temelini belirlemek ve tani testi gelistirmek
olduk¢a zordur. Noral tiip defektleri, yarik damak-dudak, diyabet, osteoporoz,
inflamatuar hastaliklar, konjenital kalp hastaliklar1 ve psikiyatrik hastaliklarin
bircogu multifaktoriyel hastaliklardir. Konjenital kalp hastaliklari, epilepsi,
Alzheimer, otizim, iskelet displazisi gibi birgok multifaktoriyel hastalik kopya sayist
varyasyonlar1 ile iliskilendirilmektedir. Anevrizmalar da bir multifaktoriyel

hastaliktir (Naseer vd., 2015).

Bir KSD’ nin klinik patojenitesinin degerlendirilmesinde 6nemli faktorler rol
oynamaktadir. Bu faktorler asagidaki tabloda 6zetlenmistir (Tablo 2.2) (Miller vd.,
2010).
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Tablo 2.2. KSD’ lerin Klinik Degerlendirmesi

ONEMLI KRITERLER MUHTEMEL KSD
DURUMU

Saglikl ebeveynden kalitilmg KSD Benign
Saglikli ebeveynden kalitilmug,sonrasinda degismis KSD Patojenik
Etkilenmis ebeveynden kalitilmig KSD Patojenik

Saglikli bir akrabada saptanan KSD’ nin benzeri Benign
Etkilenmis bir akrabada saptanan KSD’nin benzeri Patojenik

Saglikli bireyleri igeren KSD veri tabanindaki verilerle Benign

tamamen Ortiisen KSD

Tanimlanmig ve bir sendromla iligkilendirilmis KSD’ leri Patojenik
igeren veri tabanindaki verilerle tamamen 6lgiisen KSD

Morbid OMIM genlerini igeren KSD Patojenik

Gen igerigi zengin bir bolgeyi igeren KSD Patojenik
Gen igerigi sinirl1 olan bir bolgeyi iceren KSD Benign

Delesyon olarak saptanan KSD Patojenik

Homozigot delesyon olarak saptanan KSD Patojenik
Dozaj-sensitif genleri icermeyen bolgede duplikasyon olarak Benign

saptanan KSD

Amplifikasyon olarak saptanan KSD Patojenik

Bilinen diizenleyici elementleri igermeyen KSD Benign

2.2.3. KSD’ lerin yorumlanmast

Genomik KSD’ lerden bazilar1 popiilasyonda ¢ok yaygin oldugundan, KSD’ ler
polimorfizm kaynagi olarak bildirilmektedirler (Conrad vd., 2010).

Kopya sayist varyasyonlari saptanmasi durumunda, saptanan varyasyonun
degerlendirilmesi ve tanimlanmast i¢in bazi kriterler bulunmaktadir.
a) Zararsiz varyant (Benign varyant): Saptanan degisim duplikasyon ise ve

dozaj-sensitif bir gen ya da regiilatér elementler igermiyor ise benign
olarak ifade edilmektedir.

b) Muhtemelen zararsiz varyant (Likely benign): Saglikli ebeveynden
kalitilmig, veritabanlar1 ile saglikli bireylerde kalitildigi saptanmis ve
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patolojik Ozelligi olan genleri igermeyen varyantlar likely benign olarak
tanimlanmaktadir.

¢) VUS (Klinik onemi belirsiz varyant): Igerdigi genlerin klinikle iligkili
oldugu bilinmesine ragmen bu genlerin patojenitesi hakkinda kesin bir
kamt heniiz bulunmamakta ise, i¢erdigi genlerin bilinen bir hastaliga
neden oldugu bilinmekte fakat klinik ile iliskisi yok ise saptanan degisim
VUS olarak kabul edilmektedir.

d) Muhtemelen zararli varyant (Likely patojenik): Saptanan degisim
delesyon, homozigot bir delesyon veya bir amplifikasyon ise patojenik
olma ihtimalinden dolay1 likely patojenik olarak tantmlanmaktadir.

e) Zararli varyant (Patojenik): Saptanan degisim eger etkilenmis bir
ebeveynden kalitilmis ise, etkilenmis aile bireylerinde saptanmis ise,
veritabanlarinda  bildirilmis  klinikle  Ortiisiiyorsa,  bilinen  bir
mikrodelesyon ya da mikroduplikasyon sendromu ile iligkilendirilmis ise,
icerdigi gen sayis1 fazla ve OMIM iligkili genler iceriyorsa patojenik
olarak degerlendirilmektedir.

Kopya sayist varyasyonlarindan bazilar1 benign varyantlar olarak kabul
edilirken, bazilar hatta bir¢ogu nadir varyantlardir ve hastanin fenotipine etkisinin
olup olmadig1 ya da sonuglarinin ne olabilecegi heniiz bilinmemektedir. Klinik
onemi bilinmeyen nadir varyantlarin yorumlanmasi ve bu smiflandirilmamis
varyantlarin  fenotipik etkisinin belirlenmesi olduk¢a giictiir. Bu anlamda
olabildigince fazla verinin bir araya getirilmesi ve paylasilmas1 ve bdylece KSD’

lerin daha iyi yorumlanabilmesi amaciyla uluslararasi veri tabanlari olusturulmustur.

DGV: Bu veri tabaniyla insan genomunun yapisal degisikliklerinin genis
capli bir Ozeti sergilenmektedir. Bu veri tabanimin amact; fenotipik veriler ile
genomik degisiklikleri iliskilendirmektir. Sagliklt kontrol 6rneklerinde tanimlanan
yapisal varyantlar1 igermesiyle, yapilan ¢aligmalarda kontrol verisi olarak kullanilma

imkani saglamaktadir (MacDonald vd., 2014).

Clinvar: Bu veri tabani, genomik degisiklikler ile fenotipe yansimalar
arasindaki iligkileri icermektedir. Siirekli giincellenen ve eklemeler yapilan veriler
sayesinde genotipik varyasyonlar ile iliskili fenotipler hakkinda bilgilerin degisimini
ve gelisimini takip etme olanagi saglamaktadir (lacocca vd., 2018).

DECIPHER: Genomik varyantlarin yorumlanabilmesi amaciyla tasarlanmis
olan bu veri tabani; ¢esitli biyoinformatik kaynaklardan yararlanarak icerdigi bilgiler

ile olgularda saptanan varyantlarla ilgili klinik tanimin gelistirilmesinin ve normal

veya patojenik olarak tanmimlanmasinin kolaylastirilmasini amaglamaktadir. Bununla
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birlikte, genomik varyantin tanimlanmasiyla hastaligin mekanizmasi ve potansiyel
terapotik hedefler hakkinda bilgi saglamaktadir

(https://decipher.sanger.ac.uk/about/overview).

OMIM: 15000 tizeri gen hakkinda bilgi igeren bu veri tabani; genler ile
genetik fenotipler arasindaki iliskiye odaklanarak kapsamli bir arsiv saglamaktadir
(Amberger vd., 2015).

2.2.4. Mikrodizin teknolojisi

Temeli Northern ve Southern blot tekniklerine dayanan mikrodizin teknolojisi;
binlerce gen veya transkript ifadesini ayn1 anda belirleyebilen, oligoniikleotidlerin
veya cDNA pargalarimin yogun bir sekilde art arda dizilmeleri ile ortaya ¢ikmis bir
teknolojidir. DNA/RNA ¢ipleri, gen cipleri veya biyocip olarak da bilinen bu

teknigin temelini hibridizasyon olusturmaktadir (Guarnaccia vd., 2014).

Molekiiler hibridizasyon; baz dizisi bilinen etiketli prob ile baz dizisi aragtirilan
hedef niikleik asit molekiiliiniin bir araya getirilerek komplementerlerine
baglanmasidir. Molekiiler hibridizasyonun amaci; hazirlanilan proba benzer dizilere

sahip fragmentleri saptayabilmektir.

Temel olarak cDNA ve oligoniikleotid olmak {izere iki ¢esit mikrodizin vardir.
cDNA mikrodizinlerinde; DN A molekiilleri cam ya da silikon yiizeylere immobilize
edilmis halde bulunmaktadir. Bu mikrodizinler genellikle uzun 6l¢ekli taramalarda
ve ekspresyon calismalarinda kullanilmaktadir. Oligoniikleotid mikrodizinlerinde;
yaklagik 25 niikleotid uzunlugundaki oligoniikleotidler cam yiizeylere kimyasal veya
konvansiyonel yoOntemlerle immobilize edilmis halde bulunmaktadir. Bu
mikrodizinler ¢ogunlukla haritalama, yeni genlerin kesfi ve mutasyon taramalarinda

tercih edilmektedir (Faas vd., 2010).

Son yillarda membran yerine cam kullamlmasi, radyoaktivite yerine floresan
isaretleyicilerin almasi ve oOzellikle de niikleik asitlerin belirlenen noktalara
baglanmasini saglayabilecek hassaslikta yOntemlerin gelistirilmesi, elde edilen
bilgileri, ¢alismanin kullanim alanlarini ve bu calismalarin verimliligini artirmistir.
Mikrodizin teknikleri; polimorfizm ¢aligmalarinda, fizyolojik ve patolojik siireclerde
gen ekspresyonunun takibinde, kanser genlerinde heterozigot mutasyonlar1 takip
etmede, farmakolojik calismalarda ekspresyon seviyelerindeki degisikligin takibinde
ve toksikoloji ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Keen-Kim vd., 2006).
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2.2.4.1. Array-CGH (array-Comparative Genomic Hybridization, aCGH)

Array CGH (a-CGH), karsilagtirmali genom hibridizasyon analizlerini
mikrodizin teknolojisiyle birlestiren ve birden fazla genomun birbiri ile
kargilagtirilmasina olanak saglayan, genomik dengesizlikleri DNA diizeyinde
tanimlayan bir tekniktir. Bu yontem; hiicre kiiltiiriine gereksinim duyulmamasi,
calisma i¢in az miktarda DNA Orneginin yeterli olmasi ve DNA iizerindeki kb
diizeyindeki degisiklikleri bile saptayabilmesi acisindan diger tekniklere iistlinliik
saglamaktadir (Kleijer vd., 2011).

Array-CGH yontemi konvansiyonel sitogenetik yontemlerle gdzlenemeyen
submikroskobik aberasyonlar1 tespit etme acisindan yiliksek rezoliisyon
saglamaktadir. FISH tekniginde kullamilan problar bdlge spesifik olduklarindan
stiphelenilen bir lokus olmadigi durumlarda tiim kromozomlardaki aberasyonlar1
inceleme agisindan uygun bir teknik degildir. Bunun gibi MLPA teknigi de bolge
spesifik bir teknik oldugundan a-CGH tiim bu yOntemlere goére mikrodelesyon,
duplikasyon ve amplifikasyonlar1 saptamada daha avantajli bir tekniktir. Etiyolojisi
bilinen ya da bilinmeyen durumlar1 saptamak i¢in lokustan lokusa 1 kb’ a kadar
ayrintili kopya say1 varyantlarim ortaya ¢ikarmak i¢in tasarlanan bir tekniktir. Klasik
sitogenetige gore a-CGH; iki kat daha fazla ek anomali saptamay1 saglamaktadir
(Bejjani & Shaffer, 2006). Fakat bununla birlikte dengeli kromozomal anomalileri ve

poliploidileri tespit edememesi bu teknigin dezavantajlaridir.

Array-CGH klinikte birgok alanda kullamlabilmektedir. Klinik siiphe tasiyan
mental retardasyon vakalarinda sitogenetik normal sonu¢ verdiginde daha ayrintili
ileri analiz yontemi olarak, prenatal tanida ultrason bulgular1 varliginda sitogenetik
aciklayici olmadig1 durumlarda ileri analiz olarak, kanser siniflandirilmasi, takibi ve
aragtirmalarinda ve dengeli olmayan translokasyonlarin saptanmasinda klinige

yardimci bir yontem olarak a-CGH kullamlmaktadir (Baptista vd., 2008).
2.2.4.1.1. Array-CGH teknigi

Array-CGH tekniginin temeli ilk olarak 1996 yilinda Solinas-Toldo ve
arkadaslar1 tarafindan atilmistir. DNA’ nin bir substrata baglanip belirlenmis bir gen
veya fragment ile prob hazirlanmasi olarak tamimlanan Southern Blot tekniginden
temel almaktadir. Farkli olarak membran yerine cam kullanmilmaktadir ve

radyoaktivitenin yerini floresan isaretler almistir. Bu teknik temel olarak iki farklh
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floresan boya ile isaretlenmis referans ve hasta DNA’ larinin cam slayta immobilize
edilerek hibridizasyonuna dayanir. Bu teknik sayesinde genomda ¢ok farkli ve ¢ok
sayida lokusun DNA kopya sayis1 farkliliklar1 saptanabilmektedir. Referans DNA ile
hasta DNA’ s1 arasindaki yiizlerce niikleotit farkliliklari, varsa mikrodelesyon ve

duplikasyonlar1 bu teknik sayesinde yakalanabilmektedir (Cappuccio vd., 2016).

Array-CGH yontemi kullanilarak kopya say1 varyantlar olarak adlandirilan
delesyon veya duplikasyonlar referans DNA ile karsilagtirilarak ortaya
cikarillabilmektedir. Bu KSD’ ler kilobaz boyutundan megabaz boyutuna kadar
degiskenlik gosterebilir (Hoffman & Ph, 2012). Boéylelikle bu degisikliklerin
hastaliklarla iligkisi gen boyutunda ortaya ¢ikarilmaktadir.

2.2.4.1.2. Array-CGH prensibi

Array teknigi i¢in Oncelikle kan, amniyon gibi viicut materyallerinden DNA
izole edilir. Hastalarin DNA’ s1 ve protokolde kullanilacak referans DNA miktarlari
birbirleriyle olabildigince esitlenir. Bu islemden sonra array teknigi temelde dort
isleme dayanir. Bunlardan ilki; restriksiyon asamasidir ve DNA restriksiyon
enzimleriyle kesilir. Ikincisi; isaretlenme asamasidir, hasta ve referans igin farkl
olan Cyanin-3 (Cy-3) ve Cyanin-5 (Cy-5) sentetik reaktif boyalarla DNA’ lar

isaretlenir. Uciinciisii; piirifikasyon ve dordiincii asama hibridizasyon asamasidir.

Referans DNA ve hasta DNA’ lar eslestirilirken cinsiyetlerinin ayni1 olmasina
dikkat edilmelidir. Hasta ve referanslara ait genomik DNA” lar PCR ile restriksiyon
enzimleri kullanilarak kesilir. Kesilmis hasta DNA’ lar1 mavi renkte olan Cyanin-3
ile, referans DNA’ lar1 kirmiz1 renkte olan Cyanin-5 ile isaretlenir ve karistirilarak
ayni slayt lizerine uygulanir. Bu asamada amag; isaretlenmis DNA’ larin slayt
lizerine tutturulmus problardan dizi eslenigi olanlar ile hibridize olmasidir.
Hibridizasyon asamalar1 tamamlandiktan sonra yikama islemleri gerceklestirilir ve
slayt cam tutucu bar igerisine yerlestirilerek tarama (scan) ve analizleri
gergeklestirilir (Sekil 2.7).

Problar yapay bakteri kromozomlarindan (BAC’lar), P1 (PAC) klonlar
formlarinda insan genomik DNA parcalar1 seklinde ya da sentetik oligoniikleotidler
seklinde olabilmektedir. Farkli a-CGH platformlarinin  genomik ¢oziintirligii

kullanilan DNA problarinin uzunluklar1 ve sikliklari ile belirlenmektedir (Shaffer
vd., 2007)
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Sekil 2.7. a-CGH Prensibi (Oostlander vd., 2004).
2.2.4.1.3. a-CGH avantaj ve dezavantajlart

Array CGH yontemiyle hemen hemen tiim dengesiz kromozom anomalileri
tespit edilebilmektedir. Karyotip analizlerinde gézlemlenemeyen ve normal olarak
rapor edilen anomaliler array teknigiyle saptanabilmektedir. Tipik olarak bolgeye
spesifik ¢oklu problar kullanmilan FISH ve MLPA yontemleriyle karsilastirildiginda a-
CGH genom boyu anomalileri analiz edebilme olanag: saglamasiyla biiyiik avantaja
sahiptir. Aym1 zamanda a-CGH teknigi; karyotip analizinin aksine bdliinmiis
hiicrelere ihtiyag duymaz. 1 kilobaza kadar kiiciik kayip veya kazanglar
saptayabilecek yliksek rezoliisyona sahiptir. Biitiin kromozom andploidilerini tespit
edebilir. Telomerik diizenlemeleri tespit etme bakimindan diger yontemlerden daha

basarilidir. Calismanin kalitesini kontrol edebilme imkani saglar.

Array-CGH yonteminin en O6nemli dezavantajlarindan biri dengeli yapisal
anomalileri saptayamamasidir. Ayrica genetik bozukluklar icerisinde kromozomal
dengesizliklerin yani sira, gen diizeyindeki nokta mutasyonlar1 kaynakli hastaliklar
da bulunmaktadir. Ancak a-CGH, rezolusyonu nedeniyle bp diizeyindeki nokta
mutasyonlarini belirleyemez. Ayrica oligoniikleotid a-CGH, mozaisizm, poliploidi,

uniparental dizomi, genomik imprinting hakkinda da bilgi verememektedir.
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Gliniimiiz kosullarinda konvansiyonel sitogenetige gore ¢ok daha pahali bir yontem

olmasi da dezavantajlarindan biridir (De Ravel vd., 2007).
2.2.4.1.4. SNP-Array (Single Niicleotide Polymorphism Array)

Genomda belirli bir baz lokalizasyonunda meydana gelen tek niikleotid
degisiklikleri, SNP yani tek niikleotid polimorfizmi olarak adlandirilmaktadir. SNP’
ler tim genetik varyasyonlarn neredeyse %90’ 11 olusturmaktadir. Insan
genomunda ortalama her 300 niikleotid arasinda yerlesmis sekilde SNP’ ler

bulunmaktadir ve birgogunun 2 alleli mevcuttur (LaFramboise, 2009).

SNP-Array; genomun igerdigi SNP’ nin genotiplenmesi amaciyla
gelistirilmistir ve genetik varyasyonlarin tespitinde kullanilmaktadir. SNP-Array;
CGH teknigine benzer sekilde hibridizasyon temeline dayanir. Bu teknikte bilinen iki
allel ile eslesen oligoniikleotid problar kullanilarak hibridizasyon oranlarina goére
genotip belirlenmektedir. SNP-Array tekniginde; SNP’ leri saptayabilme agisindan
hassas, KSD’ leri saptayabilme agisindan daha az hassas, 20-30 bazlik kisa
oligoniikleotidler kullamlmaktadir. Genomda bulunan delesyon veya duplikasyon
gibi yapisal dengesizlikler dlgiilen toplam sinyal seviyesini degistirerek KSD’ leri
saptama ve analiz etme imkam saglamaktadir (Beaudet, 2013). aCGH teknigi ile
benzerlik gostermekle birlikte farkli olarak SNP-Arrayde yalnizca olgu DNA’ s1
isaretlenmektedir. Olgu DNA’ smin icerdigi SNP allelinin sinyal yogunlugu, yapay
referans sinyal yogunluklari ile karsilastirilmaktadir ve boylece SNP-Array ile
sadece genomdaki kayip veya kazanglarin tespiti degil aym zamanda allelik
dengesizlikler de belirlenebilmektedir. Giiniimiizde her iki array platformunu bir
araya getirerek ayni platformda birlestiren CGH+SNP arrayleri kullanilmaktadir. Bu
teknik ile; allel kaybi, heterozigosite kaybi, uniparental dizomi ve paternite tespit

edilebilmektedir (Erzurumluoglu, 2018).
2.2.4.1.5. a-CGH ve SNP-Array karsilastirilmasi

Array-CGH ve SNP-Array; yontem ve dayandiklari temel prosediirler olarak
birbirine benzer olsa da aralarinda bir¢ok farkhiliklar vardir. Bunlardan biri
icerdikleri problardir. Array-CGH tekniginde sadece KSD analizi i¢in gelistirilmis,
50-70 baz wuzunlugunda oligoniikleotid problar kullanilmaktadir. SNP-Array
yonteminde ise SNP’ lere 6zel gelistirilmis yirmi baz uzunlugundaki kisa problarin

yanisira KSD’ lerin analizi i¢in uzun oligoniikleotid problar da kullanilmaktadir.
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Boylece a-CGH yalmzca KSD analizi i¢in kullanilirken SNP-Array, SNP’ lere ek
olarak KSD, UPD ve paternite analizlerinde de kullanilabilmektedir (Shinawi &
Cheung, 2008).

Array-CGH yonteminde hem hasta hem de saglikli kontrolden genomik DNA
elde edilmesi ve bunlarin farkli florokromlarla isaretlenerek aym dizi tizerinde
hibridize edilmesi gerekmektedir. Bdylece ortaya ¢ikan sinyal paternindeki
farkliliklardan KSD’ ler saptanabilmektedir. SNP-Array yonteminde ise yalnizca
hasta 6rneginden genomik DNA elde edilmesi yeterlidir. Igerdigi referans DNA’ lar
ile hibridizasyon yapilarak elde edilen sinyal paternlerindeki farkliliklar, 6ncesinde

KSD analizi yapilmis ve toplanmis kontroller ile karsilastirilarak degerlendirilir
(Shinawi & Cheung, 2008).

SNP-Array’de problarin yerlesimi SNP’lerin lokalizasyonuna bagiml
oldugundan ¢Oziiniirlik simurli  kalmaktadir. Bunun aksine array-CGH’de
¢cOziiniirliigii artirmak amaciyla prob icerigi, kapasitesi, lokalizasyonlar1 belirlenirken
daha genis ¢apl diisiiniilebilmekte ve bu sayede tek ekzona kadar ¢oziiniirliik elde

edilebilmektedir (Han & goleman, daniel; boyatzis, Richard; Mckee, 2019).
2.2.5. Intrakraniyal anevrizmalarda KSD

Intrakraniyal anevrizma; etiyolojisinde hem ¢evresel hem de genetik faktorlerin
esit derecede role sahip oldugu ¢ok faktorlii bir hastaliktir. Intrakraniyal
anevrizmalarin olusumunda konjenital ve sonradan olusan dejeneratif degisiklikler
birlikte rol oynamaktadir. Ikiz c¢alismalarinda aym bolgelerde anevrizmalarin
saptanmasit  anevrizma  formasyonunda  herediter  faktorlerin  varligini
diisiindiirmektedir. Etnik orijine bagl kalmaksizin, A olgularmimn %7-20 kadarinda
pozitif aile dykiisiiniin oldugu, birinci derece akrabalarda riskin arttig1 bildirilmistir
(Santiago-Sim vd., 2016). Ayrica birgok ¢alisma; SAK go6zlenen olgularin 1. ve 2.
derece akrabalarinda artmis IA ve SAK varligm ortaya koymus ve insidansinin
yaklasik %6-10 oldugunu bildirmistir (Broderick vd., 2005). Aile dykiisiine bagh
ailesel yatkinligin gozlenmesi, genetik faktdrlerin IA gelisiminde rolii oldugunu

desteklemektedir.

Familyal intrakraniyal anevrizma iizerinde diinya ¢apinda yapilmis genom cap1

iliskilendirme c¢alismalarinda bazi sik rastlanan varyantlara yogunlasilmis olmakla
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birlikte bu varyantlarin hastalik gelisiminde mindr etkiye sahip olduklari

diistiniilmektedir (Y. Q. Wu vd., 2018).

Buna ek olarak IA’ lar igin, 4q31.23 kromozom bolgesinde EDNRA,
kromozom 8g12.1 iizerinde SOX17, 9p21.3 kromozomal bolgesinde CDKN2A,
CDKN2B, CDKN2BAS, 10g24.32 kromozom bdlgesinde CNNM2, 1222
kromozom bdlgesinde KL/STARD13, 13q13.1 kromozomunda RBBP8, kromozom
20912.2 ve 20p12.1.3-6 bolgelerinde bazi yatkinlik lokuslar1 saptanmistir. Ancak bu
genlerin, IA igin popiilasyona atfedilebilen riskin sadece bir kismim

aciklayabilmektedir (Akiyama vd., 2010; Bilguvar vd., 2008; Yasuno vd., 2011).

Intrakraniyal anevrizma vakalarinda DNA kopya sayist aberasyonlarin
calisildigr simirli sayida galismaya ulasilabilmistir. Bu konuda ilk ¢alisma Choi ve
ark. tarafindan 2009 yilinda yirmi ii¢ riiptiire 1A’ It hastada yapilmistir. Calisma
sonucunda on dokuz kromozomal bolgede KSD’ ler tespit etmisler ve bu bolgede
bulunan genlerin IA riiptiirii ile baglantili olabilecegini raporlamislardir (Choi vd.,
2009). Japon popiilasyonunda gergeklestirilen bir ¢alismada mikroarray yontemi ile
SNP genotipleme yapilarak SAK’l1 hastalarda toplam bes yiliz doksan yedi ortak
KSD belirteci saptanmis ve bunun iizerinde ayni ekibin SAK gelisen ve gelismeyen
IA’ 11 hastalarda yaptig1 bir diger calismada, tespit ettikleri KSD bolgelerinin SAK
riski ile iligkisi incelenmistir. Calisma sonucunda bin alt1 yiiz kirk doért ortak KSD
bolgesi saptanmig, data analizleri sonucunda 2 KSD bolgesinin (del4q31.3,
dup10p15.1) SAK riski ile anlamli derecede iliskili oldugu belirtilmistir (Bae vd.,
2010). Fan ve ark, yaptiklari KSD ¢aligmasinda WWOX genini igeren delesyonlarin,
Cin 1A vakalarinda risk tahmini yapmak icin kullanilabilecek genetik bir biyobelirteg
olabilecegini raporlamiglardir (Fan vd., 2016).

Yapilan ¢aligmalar KSD’ lerin SAK riski ile iliskisi olabilecegini hakkinda
ipuglart vermekle birlikte bu konuda yapilan ¢aligmalar oldukca sinirli kalmistir. Bu
nedenle her yeni calisma IA’ larmn gelisimine etkisi olabilecek genlerin
tanimlanmasina ve IA olusum mekanizmasinin daha iyi anlasilmasina onciiliik

edecektir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hasta Grubu

Calismamiza, Eskisehir Osmangazi Universitesi Noroloji ve Beyin ve Sinir
Cerrahisi uzmanlari tarafindan anevrizma tanisi alan olgular dahil edilmistir. Tiim
hastalarda intrakraniyal sakkiiler anevrizma varligi, serebral diagnostik anjiografi,
tomografi anjiografi veya MR Anjiografi ile tespit edilmistir. Hastalardan alinan

periferik kan 6rnekleri EDTA’ I1 tiipe alinarak laboratuvarimiza ulagtirilmistir.

Calismamiz Eylil 2020- Kasim 2020 tarihler, arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir.
Caligmamizda olgu ve kontrol sayisinin belirlenmesi amaciyla, PASS 11 paket
programut ile, Jin Soo Choi ve ark. tarafindan yayinlanan ‘Identification of DNA copy
number aberations by array comparative genomic hybridization in patients with
ruptured intracranial aneurysms’ adli makalede goriilme oranlar1 g6z Oniinde
bulundurularak %5 hata ile giiven aralig1 yaklasimi kullanilarak tek oran testi ile giic
analizi yapilmistir. %80 gii¢ ile en az kirk alt1 kisinin ¢aligmaya dahil edilmesi uygun
bulunmustur (Choi vd., 2009). Calismamizda riiptiire anevrizma oykiilii yirmi dort ve
unriiptiire anevrizma Oykiilii yirmi dort olmak tizere toplam kirk sekiz olgu ve
konfirmasyon amaciyla ailesinde ve kendisinde IA &ykiisii bulunmayan 8 saglikl
kontrol olgusu; periferik kan hiicrelerinden elde edilen genomik DNA’larindan, tiim
genomdaki KSD’ lerin saptanmasi amaciyla array-CGH+SNP yontemi ile

incelenmistir.

Calisma kapsaminda olgularin dahil edilme ve edilmeme kriterleri asagida
Ozetlenmistir;

Dahil edilme kriterleri:

1)18 yas ve lizeri intrakraniyal anevrizma tanis1 alan vakalar

Dahil edilmeme kriterleri:

1)Travmatik, mikotik ya da disekan anevrizma varligi

2)Kan beyin bariyerini bozacak ek hastalik, kemoterapi ya da travma
hikayesinin olmasi

3)Polikistik bobrek hastaligi, Ehler Danlos Sendromu, Marfan Sendromu gibi

sendromik hastaliga sahip olanlar
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4)Hipertansiyon, sigara i¢imi ve alkol kullammi gibi anevrizma risk faktorii

bulunan olgular

3.2. Gerecler

3.2.1. Kullanilan aletler

- Hibridizasyon Firin1 (Agilent)

- Hibridizasyon Firin1 Rotatoru (Agilent)

- Hibridizasyon Haznesi (Agilent)

- Hibridizasyon Haznesi Contali Lami1 (Agilent)
- Mikroarray Tarayicis1 (Agilent)

- Manyetik Karistirict Cubuk (Corning)

- Isitma Ozellikli Manyetik Karistiric1 (Corning)
- Ozon Bariyer Lam Kapag1 (Agilent)

- 1.5L Cam Tabak (Borcam)

- Lam yikama plakalari (Wheaton)

- Lam tutucusu (Agilent)

- Pipet seti (Gilson)

- Polimeraz Zincir Reaksiyonu Cihazi (PE GenAmp System 9700)
- Vorteks (Heidolph)

- Derin Dondurucu (Argelik)

- Buzdolab1 (Argelik)

- Strip (Perkin Elmer)

- Mikrofiij Tiipleri (Ambion)

- Toplama Tiipii (Qiagen)

- Spin kolonu (Qiagen)

- Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000)

- Su banyosu

- Termostat (Biosan)
3.2.2. Kullanilan kimyasal malzemeler

- Proteinaz K Soliisyonu (Qiagen)
- Insan gDNA’s1 (Kadm/Erkek)
- CGH+SNP Microarray Kit 4x180K, Agilent Inc, USA
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- Alu | (Agilent)

- Rsal (Agilent)

- Genomik DNA enzimatik Etiketleme Kiti (Agilent)
- Oligo aCGH Yikama Tamponu 1 ve 2 (Agilent)

- Oligo aCGH Hibridizasyon Kiti (Agilent)

- IXTE (Tris EDTA, pH 8.0) (Agilent)

- Asetonitril (Sigma)

- PBS

- Distile Su

3.3. Yontem

3.3.1. DNA izolasyonu

Hasta bireylerden EDTA'll tiipler igerisine 2 cc periferik kan Ornegi

alinmustir.

- Her hasta i¢in birer ependorf tiip i¢erisine 6nce 10 pL Proteinaz K (20 mg/ml)
eklenmistir. Sonra 200 pL periferik kan ornegi ve 200 plL ekstraksiyon
tamponu eklenmis ve 15 sn vorteks yapilmistir.

- Tiipler 15 dk 56°C’de su banyosunda bekletilmistir. Siire sonunda 6rnegin
tiipiin dibinde toplanmasini saglamak amaciyla kisa bir santrifiij yapilmustir.

- Tiplere 210 pL binding soliisyon eklenip, vorteks yapilmaistir.

- Daha sonra karigim 1,5 ml’lik tlip igerisine yerlestirilen spin kolona
aktarilarak, 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmis ve siire sonunda tiipiin dibinde
toplanan sivi dokiilmiistiir.

- Spin kolona 650 puL. yikama tamponu 1 eklenip, 8000 rpm’de 1 dk. santrifiij
edilmis ve DNA, kolonda kalirken tiipiin dibinde toplanan sivi dokiilmiistiir.

- Ardindan spin kolona 500 pL yikama tamponu 2 eklenip, 8000 rpm’de 1 dk.
santrifiij edilmistir ve siire sonunda tiipiin dibinde toplanan sivi dokiilmiistiir.

- Spin kolona 250 pL yikama tamponu 2 eklenip, 14000 rpm’de 3 dk. santrifiij
edilmistir ve siire sonunda tiipiin dibinde toplanan sivi dokiilmiistiir.

- Spin kolon yeni bir 1,5 ml’lik tiipe aktarilmistir ve 200 pL eliisyon tamponu
eklenerek, 5 dk oda isisinda bekletilmis, siire sonunda 8000 rpm’de 1 dk
santrifiij edilerek DNA izolasyonu gerceklestirilmistir.
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3.3.2. Genomik DNA’ nin analizi

Array-CGH deneyimizin bagarist icin gDNA' nin niceliksel ve niteliksel

degerlendirmesinin dogru sekilde yapilmasi cok oOnemlidir. Genomik DNA’nin

kaliteli olmasi i¢in, karbonhidrat, protein ve organik ¢oziiciiler gibi atiklardan

arinmig olmasi ve degredasyona en az diizeyde ugramis olmasi gerekmektedir.

Genomik DNA’nin safliinin ve konsantrasyonunun degerlendirilmesi i¢in

NanoDrop ND-1000 UV-VIS Spektrofotometresi kullanilmistir.

NanoDrop program meniisiinden “’Niikleik Asit Ol¢iimii’” segilmis ve
ornek tipi DNA-50 olarak ayarlanmistir.

Cihazin 6l¢iim ayarini sifirlamak i¢in 1.5 pL distile su ve 1.5 pL eliisyon
tamponu ile blank yapilmigtir.

Hasta kanlarindan elde edilen gDNA 6rneklerinin her birinden 1.5 pL
kullamlarak DNA konsantrasyonu ol¢tilmiistir.

Uriin miktarlar1 asagidaki formiil ile hesaplanmugtir.

DNA konsantrasyonu (ﬁ)x Ornek hacmi

1000 ng,/ug

Uriin(ng)=

Yiiksek kalitedeki ve kontamine olmamis gDNA'nin A260/A280 oram

1.8-2.0 arasinda olmalidir.

3.3.3. Genomik DNA’ nin enzimatik etiketleme Kiti ile restriksiyon kesimi

Her bir PCR tiipline dort hasta ve dort referans DNA 6rneklerinden 20,2
pL eklenmistir.

Restriksiyon kesim karisimi hazirlanmistir. ( Tablo 3.1)

Hazirlanan restriksiyon kesim karigimindan 5.8 pl, hasta ve referans
DNA’larinin her birinin {izerine eklenmis ve tabloda belirtilen programda
PCR cihazina yiiklenmistir (Tablo 3.2).

PCR dongiistiniin bitmesinin ardindan her bir PCR tiipii igerisine 5 pl
‘Random Primer’ pipetaj yapilarak eklenmistir.

PCR cihazi ‘denatiirasyon-fragmantasyon’ programi ayarlanmis ve

ornekler bu programda ¢alistirilmigtir. (Tablo 3.3)
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PCR dongiisiiniin bitmesinin ardindan cihazdan ¢ikarilan 6rnekler -20 °C

de 5 dk bekletilmistir.

Tablo 3.1. Restriksiyon Kesim Karigimi Hazirlanmasi

Bilesen Reaksiyon Basina 8 Reaksiyonluk
() ()
Distile su 2 18
10xRestriksiyon Enzim 2,6 23,4
Tamponu
BSA 0,2 1,8
Alu 1 0,5 4,5
Rsa 1 0,5 4,5
Son hacim 5,8 52,2
Tablo 3.2. Restriksiyon PCR Programi
Basamak Sicakhk Zaman
1 37°C 2 saat
2 65 °C 20 dakika (dk)
3 4°C Beklet (o)

Tablo 3.3. Denatiirasyon - Fragmantasyon PCR Programi

Basamak Sicakhk Zaman
1 95 °C 3 dk
2 4°C Beklet (o0)

3.3.4. Genomik DNA’ nin floresan isaretlenmesi

Flouresan isaretleme icin iki farkli renkte isaretleyici iceren karigimlar

hazirlanmistir.
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Hasta DNA’lar i¢cin mavi renkte Cyanine 5-dUTP igeren flouresan
isaretleme karigimi, referans DNA’lar i¢in kirmizi renkte Cyanine 3-
dUTP igeren flouresan isaretleme karisimi hazirlanmistir (Tablo 3.4).
Referans DNA’larin  bulundugu tiiplere Cy-3, hasta DNA’larinin
bulundugu tiiplere ise Cy-5 igeren karisimlardan 19 pl eklenmistir.

DNA etiketlemesi labeling PCR programiyla gerceklestirilmistir (tablo
3.5).

Tablo 3.4. Floresan Isaretleme Karistmi Hazirlanmasi

Bilesen Reaksiyon basina 4 Reaksiyonluk
(nL) (nL)

5xReaksiyon Tamponu 10 50

10xdNTP 5 25

Cyanine 3-dUTP 3 15
Cyanine 5-dUTP

Exo (-) Klenow 1 5

Son Hacim 19 95

Tablo 3.5. DNA Etiketlenmesi PCR Programi

Basamak Sicakhk Zaman
1 37°C 2 saat
2 65°C 10 dakika (dk)
3 4°C Beklet (o0)

3.3.5. Etiketlenmis genomik DNA’ nin temizlenmesi

- Her bir hasta ve referans 6rnegi i¢in etiketlenmis birer 1.5 pL’lik mikrofiij
tipleri igerisine filtre yerlestirilmistir (Amicon ultra-0.5, ultracel-30
membran, 30kDa).

- Her bir filtreli reaksiyon tiipline DNA 6rnekleri, 430 pL 1xTE ile pipetaj
yapilarak aktarilmistir.
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- Tipler oda sicakliginda 14.000xg’de, 10 dk santriftij edilmistir. Santrifiij
ardindan tiiplin altinda kalan 6rnek atilmis ve filtreler tekrar tiiplere
yerlestirilmistir.

- Her bir tiipe filtreler iizerine 480 pL 1xTE eklenmistir. Tiipler tekrar
14.000xg’de 10 dk santifiij edilmistir.

- Her bir 6rnek i¢in yeni mikrofiij tiipleri etiketlenmis ve santrifiijden ¢ikan
tiiplerin filtreleri ters ¢evrilerek yeni tiiplere yerlestirilmistir.

- Yeni tiipler 1000xg’de 1dk santrifiij edilerek temizlenmis 6rnek elde
edilmistir.

3.3.6. Uriin miktar: ve spesifik aktivite hesaplanmasi

- Uriin miktar1 ve spesifik aktivite hesaplanmas1 Nanodrop ND-1000
UVVIS Spektrofotometresi kullanilarak yapilmistir. NanoDrop program
meniisiinden MikroArray, 6rnek tipi olarak DNA-50 secenegi
ayarlanmustir.

- Cihazin 6l¢iim ayarini sifirlamak i¢in dncesinde 1.5 pL distile su ve 1.5
pL TE tamponu ile blank yapilmistir.

- Temizlenmis etiketli 6rneklerden 1.5 pL. kullamlarak her 6rnegin A260nm
(DNA), A550nm (cyanine 3), A650nm (cyanine 5) absorbansi, gDNA
konsantrasyonu ve hacmi 6l¢iilmiistiir.

- Spesifik aktivite yani ug genomik DNA basina pmol boya asagidaki
formiille hesaplanmaigtir:

_ plboya basina pmol

Spesifik aktivite =

pl eDNA basinapg

- Uriin miktar1 asagidaki formiille hesaplanmistir:

DNA konsantrasyonu {%}xf}mek hacmi

Uriin(pg) =

1000 ngfpg

- Spesifik aktiviteleri hesaplanarak birbirine en yakin degere sahip referans

ve hasta ornekleri eslestirilmis ve DNA’ lar tek bir tlipte birlestirilmistir.

3.3.7. Etiketlenmis genomik DNA’ nin hibridizasyona hazirlanmast

- Hibridizasyon karigimi Tablo 3.6° da gosterildigi sekilde hazirlanmistir.
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Referans ve hasta drneklerinin birlestirilmesiyle hazirlanan her bir

karistmdan 39 pl yeni PCR tiiplerine aktarilmistir.

DNA o6rneklerinin iizerine hibridizasyon karisimindan 71 pl pipetaj
yaparak eklenmistir.

Orneklerin hibridizasyonu igin ayarlanan programda PCR cihazina

yiiklenmigstir (Tablo 3.7).

Tablo 3.6. Hibridizasyon Karisimi Hazirlanmasi

Bilesen Hibridizasyon basina
hacim (uL)
Cot-1 DNA (1.0 mg/mL) 5
10x aCGH bloke edici ajan 11
2x HI-RPM hibridizasyon 55
tamponu
Son Hacim 71

Tablo 3.7. Hibridizasyon PCR Programi

Basamak Sicakhik Zaman
1 95 °%C 3 dk
2 37 °C 30 dk

3.3.8. Mikroarray hibridizasyonu

Hibridizasyon haznesine dort hazneli temiz contali lam, tabanina tam
olarak oturtularak yerlestirilmistir (Sekil 3.1).

Conta ile ¢cevrelenmis boliimlerin her birine hibridizasyon 6rnek
karigimindan 100 pL alinarak ‘siiriikle ve dagit” metodunu ile yayilmistir.
Array slaytinin ‘Agilent’ etiketli yiizii problari igerdiginden bu tarafi aktif
yiiz olarak adlandirilir. Dolayisiyla slayt, aktif yiiz contali lamin iist
ylizeyine gelecek sekilde yerlestirilmistir (Sekil 3.2).

Hibridizasyon haznesi iyice sikilarak kapatilmig ve dnceden ayarlanmig

65°C hibridizasyon firininin rotator yuvasima yerlestirilmistir. Denge i¢in
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simetrigine gelecek sekilde bir diger hibridizasyon haznesi daha
yerlestirilmistir.
- Rotator hiz1 20 devir/dakika olarak ayarlanmistir ve 65°C firinda 16-24

saat hibridizasyona birakilmistir.

Sekil 3.2. Hibridizasyon Firinina Y erlestirilmeden Once Hibridizasyon
Haznesinin Sikistirilmasi

3.3.9. Hibridizasyon sonrasi ytkama

- Hibridizasyon sonrasi yikama i¢in kullanilacak tiim malzemeler 6ncelikle
%100 asetonitril ile yikanarak ardindan distile su ile iyi bir sekilde
durulanmustir.

- Hibridizasyon siiresinin dolmasinin ardindan haznesinden ¢ikarilan slayt,
yikama soliisyonu 1 i¢erisinde contali lamdan ayrilmistir.

- Hemen ardindan slayt, manyetik karistirict izerinde bulunan yikama

soliisyonu 1 igerisinde 5 dk. bekletilmistir.
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Yikama soliisyonu 1’ den ¢ikartildiktan sonra 37°C'ye ayarli manyetik
karistirict izerinde bulunan yikama soliisyonu 2 igerisinde 1 dk
bekletilmistir.

Ardindan asetonitril icerisinde 10 saniye, stabilizasyon soliisyonu
icerisinde 30 saniye bekletilen slaytlarin yikamalari tamamlanmis ve
yikamalar sonucunda slayt, hibridizasyon sirasinda olusan yanlis
baglanmalardan temizlenmistir.

Mikroarray slayti, lam tutucusuna ‘Agilent’ etiketi yani aktif ylizii {ist
tarafta kalacak sekilde yerlestirilmis, lam kapagi da kapatilarak lam
tutucusuna uygun sekilde yerlestirilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Slayti Lam Tutucusuna Yerlestirme

3.3.10. MikroArray taratilmast

Lam tutucu, tarayici cihaza yiiklenmistir. Bagli oldugu bilgisayardan
‘Scan Control’ programi kullanilarak slayt tizerindeki veri bilgisayara

aktarilmstir.

3.3.11. Verilerin analizi

Tarama islemi bittikten sonra aberasyonlar1 analiz etmek i¢in imaj
dosyasindan (.tiff) veri ¢ikartma ve log oranlarina doniistiirme islemini
yapmak amaciyla Feature Extraction Software For Cytogenomics
(versiyon 4.0.1.21) yazilimi kullanilmistir.

Analizler Agilent CytoGenomics (versiyon 4.0.2.21) programinda
yapilmustir.
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3.3.12. KSD’ lerin degerlendirilmesi

- Analiz asamasinda 5 probun altindaki baglanma bdolgeleri
degerlendirmeye alinmamistir.

- Smiflandirma belirli kriterler dikkate alinarak yapilmistir. Saptanan KSD;
eger daha 6ncesinde DGV veritabaninda 3 ¢aligmadan fazla gosterilmis
ise, gen igerigi yok ise ve toplumda %]1’den fazla bulunuyor ise ‘benign’
olarak siniflandirilmistir.

- Saptanan KSD; bilinen mikrodelesyon/duplikasyon sendromu ile
ortlisiiyor ve fenotipe neden olan, dozaj-sensitif bir gen igeriyorsa
‘patojenik’ olarak siiflandirilmistir.

- Saptanan KSD; bahsedilen kriterleri icermiyor ve toplumda %1 in altinda
goriilityor ise nadir KSD’ ler olarak kabul edilmistir. Bu nadir KSD’ lerin
etkisi heniiz belirlenmemis ve OMIM genleri i¢ermiyorsa, ‘VUS yani

onemi belirsiz varyant’ olarak siniflandirilmistir.

Sonuglarin yorumlanmasi i¢in kullanilan veri tabanlar1 agagida belirtilmistir.

a. DGV (Database of Genomic Variants)
(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home),

b. DECIPHER (Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in

Humans Using Ensembl Resources) (http://decipher.sanger.ac.uk/),
C. Cytogenomics Array Group CNV Database (https:// www.cagdb.org),

d. UCSC (University of California, Santa Cruz)
(http://genome.ucsc.edu/),

e. PubMed kapsayan NCBI (National Center for Biotechnology

Information)(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/),
f. OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) (http://omim.org/)

g. KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(https://www.genome.jp/kegg/),

h. RCSB (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics): Protein

veri bankasi (http://www.rcsb.org/pdb)
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I. PubChem : Kimyasal bilgi veritabani
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

3.3.13. Istatistiksel analiz
- KSD oranlarmin hasta grubunda frekanslarimin belirlenmesi ve

karsilastirilmasi icin ki-kare ve Fisher’s exact testleri kullanilmistir.

42


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

4. BULGULAR

Riiptiire ve unriiptiire intrakraniyal anevrizmali olgularda kopya sayisi
varyasyonlarinin mikrodizin teknolojisi 1ile incelenerek olas1 varyasyonlarin
belirlenmesi ve olgularda saptanan varyantlarin anevrizma riiptiiriine etkisini
degerlendirilmesini amagladigimiz ¢alismamiza yirmi dort riiptiire ve yirmi dort
unriiptiire olmak tizere kirk sekiz hasta ve konfirmasyon amaciyla ailesinde ve
kendisinde 1A dykiisii bulunmayan saglikli 8 kontrol olgusu dahil edilmistir. Hasta
grubu Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Néroloji ve Beyin Cerrahisi
Anabilim Dallarinda nonsendromik IA tamis1 alan olgulardan olusmaktadir. Tiim
hastalarda intrakraniyal anevrizma varhigi, serebral diagnostik anjiografi, tomografi
anjiografi veya MR Anjiografi ile tespit edilmistir. Olgulardan alinan periferik kan
orneklerinden DNA izolasyonlar1 ile yontem bolimiinde detaylariyla agiklanan
genetik analizler Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik

Anabilim Dalinda gerceklestirilmistir.

Yas ve cinsiyetin anevrizma icin bir risk faktorli olmasindan dolay1 ¢alisma
grubundaki bireylerin yas ve cinsiyet dagilimlart belirlenmistir. Olgularimizin yas,
cinsiyet ve hastalik bilgileri Tablo 4.1’ de verilmistir. Bu veriler dogrultusunda
calisma grubumuzun yirmi dordiinii erkek, yirmi dordiinii kadin hastalar
olusturmaktadir. Kadin olgularin yas ortalamasi 52,88 ve erkek olgularin yas
ortalamast 53,08 dir. Genel yas ortalamast 52,97 dir. Yapilan istatistik
degerlendirme sonucu olgularimiz arasinda cinsiyete gore bir fark goriilmemistir

(p>0,005).

Kontrol olgularimizin yas ve cinsiyet bilgileri Tablo 4.2 de verilmistir. Bu
veriler dogrultusunda 8 kontrol olgusunun 4’ i kadin ve 4’ i erkeklerden
olugsmaktadir. Kadin kontrol olgularimizin yas ortalamasi 56,75 ve erkek kontrol
olgularimizin yas ortalamasi 57,25’ tir. Kontrol olgularimizda genel yas ortalamasi

57 dir. Ayrica olgularimizin yas dagilimlar ilgili sekilde gosterilmistir (Sekil 4.1).
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Tablo 4.1. Calismamiza Dahil Edilen Hastalarin Demografik ve Klinik

Verileri
OLGU YAS CINSIYET ANEVRIZMA
1 57 Erkek Kanamus
2 75 Erkek Kananus
3 59 Erkek Kanamus
4 32 Kadmn Kanamus
5 51 Erkek Kanams
6 54 Erkek Kanamus
7 40 Kadm Kanamus
8 51 Erkek Kanamus
9 60 Erkek Kanamis
10 49 Kadin Kanamuis
11 56 Erkek Kanamus
12 37 Erkek Kanamus
13 77 Erkek Kanamus
14 57 Kadm Kanamusg
15 63 Kadin Kanamus
16 66 Erkek Kanams
17 55 Erkek Kanamus
18 33 Erkek Kanams
19 54 Kadm Kanamus
20 34 Erkek Kanamis
21 35 Erkek Kanamus
22 64 Kadm Kanamus
23 71 Kadin Kanamus
24 41 Erkek Kanamus
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25 49 Kadmn Kanamamig
26 48 Kadm Kanamamig
27 65 Erkek Kanamamig
28 55 Kadin Kanamamig
29 46 Kadm Kanamamig
30 68 Kadin Kanamamis
31 56 Erkek Kanamamis
32 65 Erkek Kanamamig
33 67 Kadmn Kanamamis
34 55 Kadm Kanamamis
35 52 Kadm Kanamamig
36 62 Kadm Kanamamis
37 60 Kadm Kanamamis
38 59 Erkek Kanamamig
39 53 Kadmn Kanamamis
40 62 Kadm Kanamamig
41 39 Kadin Kanamamis
42 51 Erkek Kanamamis
43 42 Erkek Kanamamig
44 58 Erkek Kanamamis
45 47 Kadm Kanamamig
46 41 Kadm Kanamamig
47 35 Kadm Kanamamig
48 37 Erkek Kanamamig
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Tablo 4.2. Caligmamiza Dahil Edilen Kontrol Olgularinin Yas ve Cinsiyet

Verileri
OLGU YAS CINSIYET
1 34 Kadin
2 56 Kadin
3 61 Kadin
4 76 Kadin
5 68 Erkek
6 47 Erkek
7 49 Erkek
8 65 Erkek
YAS DAGILIMI
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30

40
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20
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Sekil 4.1. Calisma Grubumuzdaki Bireylerin Yas Dagilim Grafigi

Calisma grubumuzu olusturan hastalarda mikrodizin teknolojisi ile kopya
sayist varyasyonlari arastirilmig ve bunun sonucunda toplam yiiz otuz bir KSD
saptanmistir. Kanamis ve kanamamis olgular oncelikle kendi iclerinde ayri ayri
degerlendirilmis daha sonra aralarindaki ortakliklar degerlendirilmistir. Kanamis

intrakraniyal anevrizmali olgularimizda toplamda elli yedi KSD saptanmistir. Bu
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KSD’ lerin yirmi dokuzu polimorfik varyant olarak degerlendirilmistir. Kanamamis
intrakraniyal anevrizmali olgularimizda toplamda yetmis dort KSD bolgesi
Saptanmis ve bunlarin kirki polimorfik varyant olarak degerlendirilmistir. Kanamis
ve kanamamuig intrakraniyal anevrizmali olgularda saptanan KSD’ lerin biyiikliikleri
ve icerdikleri genler ilgili tablolarda yer almaktadir (Tablo 4.3 ve Tablo 4.4). Enaz 2
olguda saptanan KSD’ ler koyu renkte gosterilmistir. Bu veriler dogrultusunda
kanamis intrakraniyal anevrizmali olgularda tekrarlayan varyasyonlar; MSX1, SHH,
GNAS, PPP2R3B, TWIST1 genlerinde kazang ve GDI1 geninde kayip olarak
belirlenmistir. Kanamamis intrakraniyal anevrizmali olgularda ise tekrarlayan
varyasyonlar MSX1, SHH, GNAS genlerinde kazang ile GDI1 ve NR2F2 geninde
kayip olarak saptanmistir. Bu verilere gore kanamis ve kanamamis intrakraniyal
anevrizmali olgular arasinda 9 ortak KSD saptanmistir. Ortak saptanan KSD’ ler

ilgili tabloda gosterilmistir (Tablo 4.5)

Tablo 4.3. Kanamus intrakraniyal Anevrizmali Olgularda Saptanan KSD’ ler

OLGU
LOKUS BOYUT ABERASYON | GEN ICERIiGI SAYISI
1p31.1 134.054 bp | Kayip LINCO01781 1
1p36.31 90.609 bp Kayip MIR4417 1
2p11.2-p11.1 | 2.352.759 bp | Kayip Gen i¢ermiyor. 1
2p24.3 117.928 bp | Kayip SLC38A11 1
2934 36.076 bp Kayip LINCO01878 1
4p16.2 880 bp Kazang MSX1 6
4p22.3 222.992bp | Kayip LINC02267 1
4927 56.504 bp Kayip Gen igermiyor. 1
6p21.33 1.259 bp Kazang TNXB 1
6p25.3 441 bp Kazang FOXC1 1
6915 376.77 bp Kazang Gen igermiyor. 1
6g24.2 235bp Kazang PLAGL1, HYMAI 1
7p21.1 446 bp Kazang TWIST1 2
7936.3 1.645 bp Kazang SHH 3
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7036.3 462 bp Kazang EN2 1
10p11.23 334.043bp | Kazang MTPAP, MAP3KS8, LYZL2, 1
GOLGAZ2P6, MIR7162
11p15.5 2.378 bp Kazang KCNQ1 1
14q32.2 3.380 bp Kazang DLK1 1
16p13.3 1.021 bp Kazang SOX8 1
16¢23.1 170.343bp | Kazang CLEC18B, GLG1, NPIPB15 1
20g13.32 1.054 bp Kazang GNAS, LOC101927932 10
Xp22.33 22.738 bp Kazang PPP2R3B 7
Xpll.4 11.084 bp Kazang BCOR 1
Xpl1.23 1.006 bp Kazang FTSJ1 1
Xg28 447 bp Kayip GDI1 2
Ypll.2 353.13 bp Kazang TSPY1, TTTY20, 1
FAM197Y?2
Ypll.32 22.738 bp Kazang PPP2R3B 5
Ypll.22- 979.044bp | Kazang DAZ1, TTTY3, TTTY3B, 1
gql1.23 CDY1, CDY1B

Tablo 4.4. Kanamamus Intrakraniyal Anevrizmali Olgularda Saptanan KSD’ ler

LOKUS BOYUT ABERASYON | GEN iCERIGi OLGU
SAYISI
1p21.2 180.923 bp Kayip SLC30A7,DPH5 1
1p31.1 134.054 bp Kayip LINCO01781 1
1p35.2 141.647 bp Kayip LINC01648 1
2p37.3 118.638 bp Kazang COL6A3, MLPH 1
2p11.2-11.1 | 2.319.230 bp Kayip Gen igermiyor. 1
3p13 79.728 bp Kayip EIF4E3 1
4pl6.2 880 bp Kazang MSX1 6
4p16.2 1.069 bp Kayip MSX1 1
5g12.1 238.088 bp Kazang IPO11, IPO11-LRRC70 1
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6022.3 111.711 bp Kayip LAMA2 1
6025.3 182.276 bp Kazang TMEM242, ZDHHC14 1
6q27 86.428 bp Kazang Gen igermiyor. 1
7931.1 119.575 bp Kazang NRCAM 1
7936.3 1.645 bp Kazang SHH 2
9p13.1-p12 | 1.472.105bp | Kayip SPATA31A7, FAM74A1, 1
ZNF658B
9p21.1 106.386 bp Kayip ACO1 1
10921.3 416.754 bp Kayip ANXA2P3 1
11p15.5 2.378 bp Kazang KCNQ1 1
12p12.3 202.167 bp Kazang AEBP2 1
12p13.31 390.882 bp Kayip PZP, DOX12P, AZMP1 1
12g21.33 107.402 bp Kayip Gen igermiyor. 1
14911.2 583.416 bp Kayip LOC105370401 1
14923.1 529 bp Kazang SIX1 2
15026.2 1.008 bp Kayip NR2F2 3
16p12.2 189.525 bp Kayip METTLY, IGSF6, OTOA, 1
LOC101927814
KIRREL2, APLP1, HCST,
Waaiz | 200sity | kwp | IVROBPLLRENS
ALKBHS, CLIP3, THAPS,
NFKBID
20913.32 2.392 bp Kazang GNAS, LOC101927932 13
21921.2 125.749 bp Kayip Gen igermiyor. 1
22q11.21 307.114 bp Kayip DGCRG, PRODH, 1
DGCR2
Xpll.4 11.084 bp Kazang BCOR 1
Xp21.3 333.007 bp Kazang Gen igermiyor. 1
Xp22.33 92.849 bp Kazang PPP2R3B, GTPBPS, 1
LINCO00685
Xp26.3 8.105 bp Kayip HPRT1 1
Xq28 447 bp Kayip GDI1 8
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Tablo 4.5. Kanamis ve Kanamamus Intrakraniyal Anevrizmali Olgularda
Ortak Saptanan KSD’ ler

LOKUS ABERASYON | GEN iCERIiGi | KANAMIS | KANAMAMIS | TOPLAM
OLGU OLGU OLGU
SAYISI SAYISI SAYISI

1p31.1 Kayp LINCO01781 1 1 2

2pll.2- Kayip Gen igermiyor. 1 1 2
pl1.1

4p16.2 Kazang MSX1 6 6 12

7936.3 Kazang SHH 2 2 4

11p15.5 Kazang KCNQ1 1 1 2

200913.32 Kazang GNAS, 10 13 23
LOC101927932

Xpli4 Kazang BCOR 1 1 2

Xp22.33 Kazang PPP2R3B 7 1 8

XQg28 Kayip GDI1 2 8 10

Olgularimizda saptanan varyantlarin mikroarray goriintiisii drnekleri agsagidaki
sekillerde gosterilmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7
ve Sekil 4.8).
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SNP-Array Goriintiisii
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Sekil 4.6. Olgu 15” de Saptanan Xq28 Lokusunda Kayip Aberasyonunun
SNP-Array Goriintiisii
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Sekil 4.7. Olgu 44’ te Saptanan Xp22.33 Lokusunda Kazan¢ Aberasyonunun
SNP-Array Goriintiisii
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Sekil 4.8. Olgu 35’ de Saptanan Yp11.32 Lokusunda Kazang Aberasyonunun
SNP-Array Goriintiisii
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Ayrica olgularda saglikli bireylerde kopya sayisi varyasyonlarinin yer aldigi
DGV veritabani verileri ile ortlisen polimorfik varyantlar da degerlendirilmis ve elde
edilen verilere gore en az iki olguda goriilmiis polimorfik varyantlar ilgili tabloda
gosterilmistir (Tablo 4.6 ve Tablo 4.7). Bu verilere gore; kanamis intrakraniyal
anevrizmali olgularin en az ikisinde olmak {izere ortak 10 kromozomal bolgede
polimorfik varyant saptanmistir. Kanamamis intrakraniyal anevrizmali olgularda ise
en az ikisinde olmak iizere ortak on dort kromozomal bolgede polimorfik varyant
saptanmistir. Ayrica; kanamis ve kanamamis intrakraniyal anevrizmali olgularin
verileri karsilastirildiginda iki grup arasinda yirmi bir ortak bolgede polimorfik

varyant saptanmis ve veriler ilgili tabloda gosterilmistir (Tablo 4.8)

Tablo 4.6. Kanamus intrakraniyal Anevrizmali En Az iki Olguda Ortak
Saptanmis Polimorfik Varyantlar

LOKUS BOYUT ABERASYON | GEN iCERIiGi OLGU
SAYISI
1921.1 161.608 bp Kayip NBPF25P 3
2937.3 150.772 bp Kayip LINC01237, 3
LINC01238,
LINC01880
4q13.2 90.702 bp Kayip UGT2B17 4
6927 394.160 bp Kazang KIF25, KIF25-AS1, 2
FRMD1
9pl2-p11.2 372.118 bp Kazang FAM74A7, 2
SPATA31AS,
CNTNAPS,
CNTNAP3P2
11p15.5 485 bp Kazang H19, HOTS 5
14911.2 218.068 bp Kayip OR4Q3, OR4M1, 2
OR4N2, OR4K3
16p11.2 1.493.591 bp Kayip TP53TG3, TP53TG3E, 3
SLC6AI10P,
ENPP7P13
16pl11.2-p11.1 261.602 bp Kazang TP53TG3HP, 2
FRG2DP, LINC01566
17g21.31 238.798 bp Kazang KANSL1, LRRC37A, 2
ARL17B,A, NSFP1
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Tablo 4.7. Kanamamus Intrakraniyal Anevrizmali En Az iki Olguda Ortak

Saptanmis Polimorfik Varyantlar

LOKUS BOYUT ABERASYON | GEN iCERIGi OoLGU
SAYISI
1921.1 191.469 bp Kayip NBF25P 5
2p11.2 792.176 bp Kayip Gen igermiyor. 5
2937.3 150.772 bp Kayip LINC01237, 2
LINC01238,
LINC01880
4p16.3 22.330 bp Kazang ZNF5095, 5
ZNF718
4q13.2 119.267 bp Kayip UGT2B28 4
4913.2 90.702 bp Kayip UGT2B17 3
6p25.3 158.74 bp Kayip DUSP22, IRF4 2
6p25.3 24.543 bp Kayip Gen igermiyor. 2
8p23.1 427.614 bp Kazang FAMS86B1, 4
DEFB130A,
DEFB109A
10g11.22 198.247 bp Kazang SYTI15, 2
GPRIN2,
NPY4R
10g26.3 129.639 bp Kazang CYP2E1, 2
SYCEL1,
SCART]L,
SPRNP1
11p15.5 548 bp Kazang H19, HOTS 8
14932.33 17.071 bp Kayip Gen igermiyor. 5
15g11.1- g11.2 POTEB,
CHEK2P2,
2.105.487 bp Kazang HERC2P3, 10
GOLGAG6L6
16p11.2 1.025.147 bp Kayip TP53TG3, 3
TP53TG3B,
SLC6A10P
17¢21.31 162.712 bp Kazang KANSL, 2
KANSL-AS1
22q11.21 1.544 bp Kazang TBX1 3
22q11.21 1.544 bp Kayip TBX1 2
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Tablo 4.8. Kanamis ve Kanamamus Intrakraniyal Anevrizmali Olgularda Ortak
Saptanan Polimorfik Varyantlar

LOKUS | ABERASYON | GEN KANA | KANAMAMIS | TOPLAM
ICERIGi MIS OLGU OLGU
OLGU SAYISI SAYISI
SAYISI

1921.2 Kayip NBPF25P 3 5 9

2937.3 Kayip LINCO01237, 3 1 4
LINC01238,
LINCO01880,
LOC285097

4q13.2 Kayip UGT2B17
4q13.2 Kayip UGT2B28
6p25.3 | Kazang/ Kayip DUSP22

8p23.1 Kazang FAMB86B1,
FAMB85A,
FAMG6A,

FAM90A25P,
DEFB130A

8q24.23 Kayip LINCO02055 1 1 2

9pl2- Kazang FAM74A7, 2 1 3
11.2 SPATA31AG,
CNTNAP3A,
CNTNAP3P2

10q11.22 | Kayip / Kazang SYT15, 1 2 3
GPRINZ,
NPY4R,
NPY4R2,

HNRNPA1P33

10926.3 Kazang CPY2EL, 1 2 3
SYCEL,
SCART1

11p15.5 Kazang H19, HOTS 5 8 13
14932.33 Kayip Gen icermiyor. 1 5 6

14q11.2 Kazang DUXAP10, 1 1 2
BMS1P22,
BMS1P18,
POTEM,
OR11H2,
ORA4Q3,
OR4M1,
OR4NZ2,
OR4K3

14q11.2 Kayip OR4Q3, 2 1 3
OR4M1,
OR4NZ,
OR4K3

15q11.1- POTEB,
ql12 CHEK2P2,
HERC2P3,

GOLGAG6LS,

] S
AN M W
gl w|l | N

Kayip / Kazang
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GOLGASCP,
POTEB,?2,
NF1P2,
OR4M2,
OR4N4

10

11

15915.3

Kayip

CATSPER?2,

PPIP51C1P1-

VATSPERZ,
STPC

16p11.2

Kayip
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Ayrica olgularimizda en yiiksek siklikta saptanan H19 varyantinin mikroarray

goriintiisii Sekil 4.9’ da, varyantin DGV veritabani goriintiisii ise Sekil 4.10° da
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Sekil 4.9. Olgu 21° de Saptanan 11p15.5 Lokusunda Kazang Aberasyonunun
SNP-Array Goriintiisii
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+ BB R EH B Cytogenetic Bands
11p15.5

*EEREHB DGV Structural Variants (Blue:Gain;Red:Loss; Brown:Complex;Purple:inversion; Black:Unknown)
hayderada (Itaarazond)

nawT530d7 [Looper201L)
nav1047474 (Coe2old)

nzvd63926 (Jakobssonz0g)
eavZH980 (Lewy2007)
ngvdzZ3zy (Shaikh2un
newd51283 (Dogan2ild
nawI5306d (Cooper20il)
igvliSntoh (Coe20dd)
igvlientoh (Coe20dd)

Sekil 4.10. Olgu 7° de Saptanan 11p15.5 Lokusunun DGV Veritabani
Goriintlisii. (Sekilde gosterilen mavi renkler belirlenen lokus igerisinde kazang
saptanan bolgeleri, kirmizi renkler kayip saptanan bolgeleri belirtmektedir.)
(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home)

Caligmamiza dahil ettigimiz 8 kontrol olgusunda toplam 8 kromozomal
bolgede KSD saptanmistir. Bunlardan 3’ {i polimorfik varyant olarak saptanmistir.
Saptanan KSD’ ler Tablo 4.9’ da, saptanan polimorfik varyantlar ise Tablo 4.10° da

gosterilmistir.

Tablo 4.9. Caligmamiza Dahil Edilen Kontrol Olgularinda Saptanan KSD’ ler

LOKUS BOYUT ABERASYON | GEN iCERIGi OLGU
SAYISI
4p16.2 880 bp Kayip MSX1 7
20913.32 1.054 bp Kayip GNAS, 7
LOC101927932
Xp22.33 22.738 bp Kazang PPP2R3B 1
Xq28 447 bp Kayip GDI1 2
Yp11.32 22.738 bp Kazang PPP2R3B 1
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Tablo 4.10. Calismamiza Dahil Edilen Kontrol Olgularinda Saptanan Polimorfik

Varyantlar
LOKUS BOYUT ABERASYON GEN OLGU
ICERIGi SAYISI
4pl13.2 90.702 bp Kayip uGT2B17 1
15011.1-q11.2 | 2.282.338 bp Kayip POTEB 2
16p11.2 1.493.591 bp Kayip TP53TG3 1

Yapilan istatistiksel ¢alismalar sonucunda; 4p16.2 ve 20q13.32 lokuslarimin
kopya sayis1 degisiklikleri, istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde kontrol
olgularinda daha fazla oranda saptandigindan (p<0,005), intrakraniyal anevrizma
gelisiminde rol oynamadigi seklinde yorumlanmistir. Olgularimizda saptanan diger
varyantlar ile kontrol olgular1 arasinda istatistiksel olarak anlamhi bir fark

saptanmamistir (p>0,005).
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5. TARTISMA

Riiptire ve unriiptiire intrakraniyal anevrizmali olgularda kopya sayisi
varyasyonlarinin mikrodizin teknolojisi 1ile incelenerek olas1 varyasyonlarin
belirlenmesi ve olgularda saptanan varyantlarin anevrizma riiptiiriine etkisini
degerlendirilmesini amagladigimiz ¢alismamiza yirmi dort riiptiire ve yirmi dort
unriiptiire olmak tizere kirk sekiz hasta ve konfirmasyon amaciyla ailesinde ve
kendisinde 1A dykiisii bulunmayan saglikli 8 kontrol olgusu dahil edilmistir. Hasta
grubu Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Néroloji ve Beyin Cerrahisi
Anabilim Dallarinda nonsendromik IA tamis1 alan olgulardan olusmaktadir. Tiim
hastalarda intrakraniyal anevrizma varhigi, serebral diagnostik anjiografi, tomografi
anjiografi veya MR Anjiografi ile tespit edilmistir. Olgulardan alinan periferik kan
orneklerinden DNA izolasyonlar1 ile yontem boliimiinde detaylariyla aciklanan
genetik analizler Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dalinda gerceklestirilmistir. A olgularinda a-CGH yontemi kullanarak
kopya sayist degisikliklerini arastirdigimiz bu ¢alismamizda elde edilen veriler bu

boliimde tartistlmistir.

Birgok genetik ve ¢evresel risk faktorlerinden kaynaklanan sebepler nedeniyle
toplumun %3-5’1 intrakraniyal anevrizma ile karst karsiyadir (Liu vd., 2015).
Multifaktdriyel bir hastalik olan IA’min etiyolojisinde, sigara, alkol tiiketimi,
hipertansiyon gibi ¢evresel faktorler ve genetik faktorler saptanmaktadir (Feigin vd.,
2005). Literatiirde, IA ve kopya sayis1 degisiklikleri arasindaki iliskiyi arastiran
cesitli caligmalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda, 1A ile iliskili kesin bir gen ya da
aday gen tanimlanmamis olup celiskili sonuglar elde edilmistir. Genetik heterojenite
veya calisilan hasta gruplar1 arasindaki farkliliklarin, bu geliskilere sebep olabilecegi

diistiniilmektedir. Bu nedenle daha fazla ¢alisma ve veriye ihtiya¢ bulunmaktadir.

Kopya sayis1 varyasyonlari, insan genomunun yaklasik %12’ sini olusturan,
bireyler arasinda farklilik gosteren, 1 kb’ dan daha biiyiik yapisal degisikliklerdir.
KSD’ lerin biiyiik bir kisminin fenotipe yansimadigi diisiiniilmektedir. Fakat bir
kismi dozaj etkileri nedeniyle gen ekspresyon seviyelerini etkileyerek ¢ok sayida
hastalikta rol oynamaktadir (Sudmant vd., 2015). Gen ekspresyonu, birgok faktérden
etkilenebilen degisken bir mekanizma olmasina karsin KSD ¢ok daha stabil oldugu

icin daha saglam ve daha iyi bir biyobelirte¢ olabilecegi diistiniilmektedir.
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Kopya sayist varyasyonlart bircok sekilde ve farkli mekanizmalar ile
hastaliklara sebep olabilmektedir. KSD’ lerin patojeniteleri, dozajlar1 ile
iliskilendirilmektedir. Yani her zaman hastalik olusturmak i¢in dogrudan genleri
icermesi gerekmemektedir. Lokal kromatin yapiy1 bozarak, cesitli mekanizmalarin
ilerleyisini degistirerek hastaliklara yol acabilmektedir. Tek bir geni iceren ya da tek
bir genin farkli bolgelerini iceren KSD’ ler nokta mutasyonlari benzeri fonksiyonel
etki gosterebilirler. Bunun yani sira genlerin iist iiste gelmesi seklinde gerceklesen
kopya sayis1 degisimlerinde fiizyon genler meydana gelebilmekte ve bu sekilde
hastaliklar meydana gelebilmektedir. KSD uzunlugu; icerdigi gen sayisinin artma
thtimali nedeniyle fenotipe yansiyan etkiler agisindan 6nemli bir faktdrdiir. Uzun
KSD’ ler ¢cok sayida gen icerme potansiyeline sahip olduklarindan hastalik olusturma

riski tasimaktadir (Erdem & Ceylan, 2020).

Ayrica KSD’ lerin ¢ogu dogrudan hastaliklara neden olmamaktadir. Kritik
genlerin yakinlarinda bulunan kopya sayisi varyantlar1 hastalik gelisiminde rol
oynamaktadir. Siklikla ise dozaj-sensitif genlerin miktarlarim degistirerek hastalik
sebebi olusturmaktadir. Genomik bir segmentin delesyonu; hemizigotluk ve buna
bagli olarak haployetmezlik olusturarak, karsi alelde fonksiyon kaybi nedeniyle
delesyona ugramamis alelin fonksiyonunun tek basina yetersizligi sonucu hastaliga
sebep olabilmektedir. Genomik bir segmentin duplikayonu ise; duplike olmus
genlerin asir1 ekspresyonu sonucu, iirlin yapisini ve buna bagl olarak fonksiyonunu

degistirerek hastaliga sebep olabilmektedir (Erdem & Ceylan, 2020).

Calismamizda saptadigimiz kopya sayist varyantlarimin, aragtirma grubumuz
olan intrakraniyal anevrizma ve subaraknoid kanama kliniginde 6neme sahip olup
olmadigint degerlendirmek i¢in saglikli bireyler ve polimorfik varyantlart igeren
DGV veritabani ile hasta bireylerde saptanan varyantlari igeren DECIPHER veri
taban1 kullanilarak karsilagtirma yapilmistir. Ayrica kopya sayisi degisikligi
saptadigimiz  kromozomal bolgeni igerdigi genler icin OMIM ve PubMed

veritabanlar1 kullamilarak literatiir taramas1 yapilmistir.
5.1. Saptanan KSD’ ler

Caligmamizda kanamis ve kanamamis intrakraniyal anevrizmali olgular
oncelikle ayr1 gruplar olarak kendi aralarinda degerlendirilmis ve daha sonra iki grup

arasinda ortak saptanan KSD’ ler degerlendirmeye alinmistir. Arastirma grubunun
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tim olgularinda en az 1 olmak iizere KSD saptanmistir. Toplamda ¢alisma
olgularimizda yiiz otuz bir kromozomal bdlgede KSD saptanmistir. Kanamis
olgularimizda toplamda elli yedi (yirmi dokuzu polimorfik varyant), kanamamis
olgularimizda ise toplamda yetmis dort (kirk tanesi polimorfik varyant) KSD

saptanmis olup, bu KSD saptanan bolgelerin 8’ i1 kontrol olgularinda da gortilmistiir.
Kanamug 14’ I olgularimizda saptanan KSD’ ler-

Calisma grubumuzda kanamis IA’ 11 olgularda, toplam elli yedi varyant
saptanmustir. Bunlardan yirmi dokuzu DGV veritabani ile oOrtiisen polimorfik
varyantlardir ve benign olarak siniflandirilmistir. Saptadigimiz varyantlardan ¢ogu
tek olguda saptanmis ve birden fazla olguda tekrarlanmamig varyantlardir. Birden
fazla olguda tekrarlandig1 saptanan 7 kromozomal bdlge goriilmiistiir. Bu bdlgeler;
4pl6.2, Tp21.1, 7q36.3, 20q13.32, Xp22.33, Xqg28 ve Ypll.32’ dir. Kanamis
intrakraniyal anevrizmali olgularda en az iki olguda saptanan varyantlarin lokus,

boyut, aberasyon ve gen icerigi bolgeleri ilgili tabloda gosterilmistir (Tablo 5.1).

Tablo 5.1. Kanamis Intrakraniyal Anevrizmali Calisma Grubumuzda Birden

Fazla Olguda Saptanmis KSD”’ ler

LOKUS BOYUT ABERASYON GEN ICERIGI | OLGU
SAYISI
4pl6.2 880 bp Kazang MSX1 6
7p21.1 446 bp Kazang TWIST1 2
7936.3 1.645 bp Kazang SHH 3
20013.32 1.054 bp Kazang GNAS, 10
LOC101927932

Xp22.33 22.738 bp Kazang PPP2R3B 7
Xq28 447 bp Kayip GDI1 2
Ypl11.32 22.738 bp Kazang PPP2R3B 5
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Kanamamug 1A’ li olgularimizda saptanan KSD’ ler:

Calisma grubumuzda kanamamis IA’ 11 olgularda ise toplam yetmis dort KSD
saptanmistir. Bunlardan kirkt DGV veritaban ile ortlisen polimorfik varyantlardir ve
benign olarak simiflandiriimistir. Kanamis A olgularinda saptadigimiz varyantlar ile
benzer olarak, kanamamis 1A’ It olgularimizda da saptadigimiz varyantlarin cogu tek
olguda saptanmig varyantlardir. Birden fazla olguda saptanan 6 kromozomal bolge
goriilmiistiir. Bunlar; 4pl6, 7q36.3, 14q23.1, 15926.2, 20q13.32 ve Xq28’ dir.
Kanamamus IA” 11 olgularda birden fazla olguda saptanan KSD’ lerin lokus, boyut,

aberasyon ve gen igerigi bilgileri ilgili tabloda yer almaktadir (Tablo 5.2).

Tablo 5.2. Kanamamus Intrakraniyal Anevrizmali Calisma Grubumuzda

Birden Fazla Olguda Saptanan KSD’ ler

LOKUS BOYUT | ABERASYON GEN ICERIGI OLGU

SAYISI
4pl6.2 880 bp Kazang MSX1 6
7036.3 1.645 bp Kazang SHH 2
14¢g23.1 529 bp Kazang SIX1 2
15026.2 1.008 bp Kayip NR2F2 3
20913.32 | 2.392 bp Kazang GNAS, LOC101927932 13
X028 447 bp Kayip GDI1 8

Kanamigs A’ 11 yirmi dort olgu calisilmis ve 6 olguda (%25), 4pl6.2
kromozomal lokusunda kazang¢ saptanmistir. KSD saptanan bolge MSX1 (Muscle
Segment Homeobox 1) OMIM genini igermektedir. MSX1 geni; kas segmenti
Homeobox gen ailesinin biriiyesini kodlar. Bu genin kodladig1 gen iiriinii; ekstremite
paterni olusumunda, kraniyofasiyal gelisimde, Ozellikle odontogenezde ve tiimdr
biiylimesinin inhibisyonunda rol oynamaktadir. Bu gendeki mutasyonlar yarik
damak/dudak, Witkop Sendromu ve Wolf-Hirshorn Sendromu ile iliskilendirilmistir

(Nieminen vd., 2003). Ayrica davramis bozukluklar1 ve gelisme geriligi tizerine
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yapilan c¢alismalarda MSX1 geninin patojenitesi DECIPHER veritabani verilerine
gore belirsiz olarak belirtilmektedir (https://decipher.sanger.ac.uk/). Bu gen ile ilgili
incelenen veritabanlarinda, A ile iliskilendirilebilecek herhangi bir veriye
ulagilmamustir. Ayrica MSX1 geni 7 kontrol olgumuzda da saptanmis olup bu

nedenle anlamli olarak degerlendirilmemis ve benign olarak simflandirilmistir.

Kanamis 1A’ 11 olgularimizdan 2’ sinde (%8.3), 7p21.1 kromozomal bdlgede
kazang saptanmistir. Bu bolge TWIST1 (Twist Family BHLH Transcription Factor
1) OMIM genini icermektedir. TWIST1 geni; embriyonik gelisimde 6nemli bir rol
oynayan temel bir dongii-sarmal (bHLH) transkripsiyon faktoriinii kodlamaktadir.
Uzuv gelisimi, kahverengi yag metabolizmasinmin diizenlenmesi, kafatas1 gelisimi
gibi gorevlere sahiptir. TWIST1 geni ile iliskili yolaklar, EGF/EGFR sinyal yolag1 ve
sinir kreti farklilasmasidir. TWIST1 hipermetilasyonu; kanserde overekspresyon ve
metastaz ile sonuglanabilmektedir (Yang vd., 2004). TWIST1 duplikasyonu;
DECIPHER veritabani verilerine gore atriyal septal defekt i¢in patojenik olarak
belirtilmektedir. Ayrica entelektiiel yetersizlik ile iliskisinde patojenitesi belirsiz

olarak bildirilmektedir (https://decipher.sanger.ac.uk/).

Bunlarin yam sira TWIST1 geninin, kan akisimin bozuldugu yetiskin arter
bolgelerinde  eksprese  edildigi  bilinmektedir. TWISTI1; endotel hiicre
proliferasyonunu ve inflamasyonunu indiikleyerek, aterosklerozu destekleyen bir
transkripsiyon faktoriidiir. Shear strese olan etkisi nedeniyle vaskiiler yeniden
sekillenme ile ve dolayli olarak da anevrizma patogenezi ile iliskilendirilmektedir.
Shear stres; damarlarda kan akimi nedeniyle uygulanan mekanik kayma kuvvetidir.
Shear stresin diisiik oldugu durumlarda; anti aterojenik transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonunda azalma gergeklesirken, pro-aterojenik transkripsiyon faktorlerin
ekspresyonunda artis gerceklesmektedir. BOylece shear stresin azaldigi damar
bolgeleri ateroskleroza ve dolayisiyla anevrizma olusumu ile riiptiire olmaya daha
yatkin hale gelmektedir (Mahmoud vd., 2016). TWIST1 geni; shear stresin diisiik
oldugu bolgelerde eksprese edilen bir transkripsiyon faktdrii oldugundan, bizim
kanamis 1A’ I1 olgularimizin %8.3’ iinde saptadigimiz TWIST1 duplikasyonu riiptiire
IA ile iliskilendirilebilmektedir.

Ayrica Lansdell ve arkadaslan tarafindan 2019 yilinda yayinlanan ¢alismada
TWIST1 geni yakinlarinda bulunan rs10230207 genetik varyantinin, TWIST1 ve iki
genin (HDACY9, FERD3L) mRNA ekspresyonunu degistirdigi ve IA ile iliskili
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oldugu bildirilmistir. Bu genetik varyantin, bildirilen genlerin ifadesini nasil

degistirdigi bilinmemektedir (Lansdell vd., 2019).

Ayrica 2009 yilinda Choi ve arkadaslar tarafindan yayinlanan ve intrakraniyal
anevrizmalarda kopya sayisi degisikliklerini arastiran ¢alisma sonucunda; 7p21.1
kromozom bolgesinde, hastalarin %39’ unda kazang saptanmistir. Bu yonii ile bizim
saptadigimiz kromozomal bolge ile uyumlu olmasina ragmen saptanan bolge,
TWIST1 genini ve bizim saptadifimiz bdlgeyi i¢ermemekte fakat yakiminda
bulunmaktadir (Choi vd., 2009). Bununla beraber TWIST geninin aterosklerozun bir
sebebi olan diisiik shear strese sahip damar bolgelerinde eksprese edildigi bilgisi ile
riiptiire yatkinlik iizerindeki etkisi géz Oniine alinarak, bizim de saptadigimiz kazang
aberasyonunun, anevrizma ile baglantis1 agisindan takip edilmesi gerektigi

kanmisindayiz.

Kanamis IA’ I olgularimizdan 3’ iinde (%12.5), 7q36.3 kromozom bélgesinde
kazang saptanmistir. Bu kromozomal bolge; erken embriyonun sekillenmesinde etkili
olan bir proteini kodlayan SHH (Sonic Hedgehog Signaling Molecule) OMIM genini
icermektedir. Bu genin transkribe ettigi proteindeki kusurlar; gelismekte olan 6n
beynin sag ve sol hemisferlere dogru sekilde ayrilmadigi bir bozukluk olan
holoprosensefali (HPE) nedenidir (Schell-Apacik vd., 2003). Ayrica SHH; kolobom
mikroftalmi, sizensefali, tek medyan maksiller santral kesici sendromu ile
iliskilendirilmis bir morbid gendir. Bu gen ile ilgili yapilan veritabani

arastirmalarinda IA ile iliskili bir veriye ulasiimanustir.

Kanamis IA’ 11 olgularrmizdan 10° unda (%41,6), 20q13.32 kromozom
bolgesinde kazang saptanmistir. Bu lokus; GNAS (Guanine Niicleotide Binding
Protein, Alpha Stimulating Activity Polypeptide) OMIM genini ve LOC101927932
RNA genini i¢cermektedir. GNAS geni; paternal olarak kalitilan bir imprint gen ve
Pseudo paratiroidzm ve McCune- Albright Sendromu ile iliskilendirilmis morbid bir
gendir (Mantovani vd., 2004). GNAS geni; GTP baglanmasi, RAS sinyal yolu ve
segici serotonin geri alim inhibitorii yolaklarinda gorev almaktadir. GNAS
hiperfonksiyonu; travmaya bagli kanama egiliminin artmasi, kanama siiresinin
uzamasi, brakidaktili ve zeka geriligi ile karakterize edilmektedir. Bu gen ve IA ile
ilgili yapilan literatiir taramasinda, GNAS ile IA iliskili herhangi bir bilgiye
ulagilmamistir. Ayrica GNAS geni 7 kontrol olgumuzda da saptanmis olup bu

nedenle anlamli olarak degerlendirilmemis ve benign olarak siniflandirilmisgtir.
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LOC101927932; bir RNA genidir ve IncRNA (Uzun kodlanmayan RNA) sinifina
baglidir. Uzun kodlanmayan RNA’ lar; ¢ekirdegin epigenetik modiilasyonu ve post-
transkripsiyonel kontrol islevlerine sahip olduklarindan, epigenetik yapiy1
degistirerek gen ekspresyonunu etkileyebilirler (Turgut Cosan vd., 2018). Bu nedenle
saptadigimiz lokustaki kazang aberasyonunun, anevrizmanin epigenetik kontroliinde
rolii olabilecegi g6z Oniinde bulundurularak takip edilmesi gerektigini

diisiinmekteyiz.

Kanamis 1A’ I olgularimizin 7° sinde (%29,1) Xp22.33 kromozom bdlgesinde
kazang saptanmistir. Ayrica kanamis 1A’ 11 olgularimizin 5° inde (%20,8) Yp11.32
bolgesinde kazang saptanmustir. Bu iki farkli kromozomlarda bulunan bdlgeler ortak
olarak PPP2R3B ( Protein Phosphatase 2 regulatory Subunit B) OMIM genini
icermektedir. Bu verilere dayanarak PPP2R3B genini iceren varyasyon toplam 24
kanamis olgumuzdan 12’ sinde (%50) saptanarak, olgularimiz arasinda en yiiksek
oranda ortaklik saptanan gen olmustur. PPP2R3B geni; hiicre biiylimesi ve
boliinmesinde negatif kontrolde rol oynamaktadir. DECIPHER veri tabanina gore
gelisim geriligi, bilateral kriptorsidizm, mikrosefali ve fallot tetralojisi ile iligkisi
patojenik olarak bildirilmektedir (https://decipher.sanger.ac.uk/). Yapilan literatiir
taramalar1 sonucunda PPP2R3B geni ile 1A arasinda iliski olduguna dair bir bilgiye
ulasilmamistir. Ayrica bu gen; 1 kontrol olgumuzda Xp22.33 bolgesinde, 1 kontrol
olgumuzda da Ypl11.32 bdlgesinde olmak iizere toplam 2 kontrol olgumuzda da
saptanmis olup bu nedenle anlamli olarak degerlendirilmemis ve benign olarak

smiflandirilmastir.

Kanamis 1A’ 11 2 olgumuzda (%8.3), Xq28 kromozom bédlgesinde kayip
saptanmistir. Bu bodlge GDI1 (GDP Dissociation Inhibitér 1) OMIM genini
icermektedir. GDI1 geni; GDP-GTP degisim reaksiyonlarini diizenleyen proteinleri
transkribe eden, GTPaz aktivatorleri olarak gorev yapan bir gendir. GDI1 kopya
sayis1 kaybi; DECIPHER veri tabaninda prematiir overyan yetmezligi i¢in patojenik
olarak bildirilmektedir (https://decipher.sanger.ac.uk/). X’ e bagh mental
retardasyon ve Xg28 mikroduplikasyon sendromu ile iligskilendirilmis morbid bir
gendir (Vandewalle vd., 2009). Yapilan veritabani ve literatiir taramalari sonucunda
GDII geni ve IA arasinda bir iliski kurulmamistir. Ayrica GDII geni 2 kontrol
olgumuzda da saptanmig olup bu nedenle anlamli olarak degerlendirilmemis ve

benign olarak simflandirilmigtir.  Ayrica GDIl; Ras ailesinin alt iiyesini
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kodlamaktadir. Ras proteininin islevleri arasinda; hiicrelerin sinyal transdiiksiyonu
bulunmaktadir (Journal, 2011). Bu nedenle; saptadigimiz GDI1 genini igeren kayip
aberasyonunun stlire¢ igerisinde sinyal iletimi anomalisine yol agma potansiyeli

sebebiyle, etkisinin baska ¢alismalarca belirlenmesi gerektigi kanisindayiz.

Kanamamis 1A’ I1 olgularimizda 6 kromozomal bolgede tekrarlanan KSD
saptanmustir (Tablo 5.2). Bu bolgelerden 4° ii, kanamis IA’ 11 olgularimizda saptanan
bolgeler ile ortaktir. Bunlar; 4p16.2, 7q36.3, 20913.32 ve Xq28 bolgeleridir. KSD
bolgelerinin saptandig1 hasta sayilari degismekle beraber, bolgeler ve gen icerikleri
kanamis 1A’ 11 olgular ile ortak olarak saptanmis ve bu bolgelerin igerdigi genler ile
ilgili bilgiler yukarida agiklanmigtir. Ortak saptanan bolgeler disinda farkli olarak
kanamamis 1A’ It olgularda 2 kromozomal bdlgede KSD saptanmistir. Bu bolgeler

14923.1 ve 15926.2" dir.

Kanamamis IA’ 11 2 olgumuzda (%8.3), 14g23.1 kromozom bdlgesinde kazang
saptanmistir. Bu bolge uzuv gelisiminde rol oynadigi diisiiniilen SIX1 (SIX
Homeobox 1) OMIM genini igermektedir. SIX1; otozomal dominant sagirlik ve
branchiootic sendromu ile iliskilendirilmis morbid bir gen ve bir transkripsiyon
faktoridiir (Sanggaard vd., 2007). Kanamamis 1A’ 11 3 olgumuzda (%12,5) 15q26.2
bolgesinde kopya sayisi kaybi saptanmistir. Bu bolgenin icerdigi NR2F2 (Nuclear
Receptor Subfamily 2) OMIM geni; steroid tiroid hormonu siiper ailesinin bir iiyesini
kodlayan bir transkripsiyon faktoriidiir. Konjenital kalp hastaliklar1 ve XX cinsiyet
geri donisii ile iliskilendirilmis morbid gendir (Al Turki vd., 2014). Yapilan
veritabam ve literatiir taramalarinda SIX1 ve NR2F2 geni ile 1A arasinda iliski
kurabilecek bir veriye ulagilmamigtir. Ancak transkripsiyon faktorlerinin; genlerin
transkripsiyonunu diizenlemek igin, diger genleri kontrol etme fonksiyonuna sahip
olmalar1 nedeniyle, IA ile dogrudan iliskili olmasa da degerlendirilmelerinin uygun

oldugunu diistinmekteyiz.
5.2. Saptanan Polimorfik Varyantlar

Calismamizda, saglikli bireyler ve polimorfik varyantlart iceren DGV
veritabani verileri ile Ortiisen lokuslardaki varyantlar, gliniimiizdeki bilgilerimizle
benign olarak degerlendirilmesine ragmen ileride yapilacak g¢alismalar ile elde
edilecek  verilere goére patojenitesinin  degismesi  potansiyeli  nedeniyle

degerlendirmelerimize dahil edilmistir. Olgu grubumuzda kananus IA’ It olgularda
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yirmi dokuz, kanamamis IA’ It olgularda kirk bir olmak iizere toplamda yetmis
polimorfik varyant saptanmustir. Kanamis A ve kanamamis [A olgulan
karsilastirildiginda iki olgu grubunda ortak olarak yirmi bir polimorfik varyant
saptanmustir. Bu KSD bdlgelerinin igerdigi genlerden on yedisi OMIM geni olarak
saptanmistir (Tablo 5.3).

Tablo 5.3. Olgularimizda DGV Veritabani Verileri Ile Ortiistiigii Saptanan
KSD Bélgelerinin Icerdigi OMIM Genleri

OMIM GENi LOKUS KANAMIS KANAMAMIS

OLGU SAYISI OLGU SAYISI
UGT2B17 4013.2 4 3
UGT2B28 4913.2 1 4
DUSP22 6p25.3 1 2
IRF4 6p25.3 - 2
KIF25 6927 2 -
FAMS86B1 8p23.1 1 4
CNTNAP3A 9pl12-pll1.2 2 1
SYT15 10911.22 1 2
GPRIN2 10911.22 1 2
NPY4R 10911.22 1 2
CYP2E1 10qg26.3 1 2
SYCE1 10926.3 1 2
H19 11p15.5 5 8
POTEB 15911.1-g11.2 1 10
TP53TG3 16p11.2 3 3
KANSL1 17921.31 2 2
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LRRC37A 17921.31 2 -

Saptanan OMIM genlerinden H19 (H19 Imprented Maternally Expressed
Transcipt) geni; 11p15.5’te yer almaktadir. Kanamis 1A’ It 5 (%20,8), kanamamus
IA’ 11 8 (33,3) olgumuzda olmak iizere toplamda kirk sekiz olgudan on iiciinde
(%27); 11p15.5 kromozom bdlgesinde kazang saptanmustir. 11p15.5; IA igin
duyarlilik lokusu olarak bilinmektedir. Bu lokus; H19 (H19 Imprented Maternally
Expressed Transcipt) OMIM genini igermektedir. 11p15.5 lokusunda, H19 geninin
yakinlarinda bulunan BET1L geninin rs2280543 varyant: ile 1A yatkinhig arasinda
giiclii bir iliski oldugu ve BETLI risk lokusunun H19 ile etkilesime girerek 1A
duyarliligim artirdigi bildirilmistir (Chen & Sima, 2019). H19; bir tiiméor baskilayici
olarak islev goren, kodlanmayan uzun bir RNA (IncRNA) olarak bilinmektedir.
Uzun kodlanmayan RNA’ lar, transkripsiyon veya posttranskripsiyon diizeyinde gen
ekspresyonunu diizenleyerek 1A dahil olmak iizere bircok hastalikta yer almaktadir
(Li vd., 2017; Wang vd., 2017). H19 gibi IncRNA” larin IA’ larda normal olmayan
seviyelerde eksprese edildigi ve H19” un IA olusumunda énemli risk faktédrleri olan
hipertansiyon ve ateroskleroz patolojisine etkili oldugu gosterilmistir (Kumar vd.,
2019). Tim bu verilere dayanarak bizim de toplamda 13 olguda (%27) saptadigimiz
11p15.5 varyasyonunun, IA patogenezi iizerinde etkili olabilecegi ihtimalini goz

oniinde bulundurmak gerekmektedir.

Saptanan diger OMIM genleri; yontem boliimiinde bildirilen veritabanlar

aracilig1 ile aragtirilmig fakat anevrizma ile iliskili bir veri saptanmamustur.

Ayrica 2009 yilinda Choi ve arkadaslar tarafindan yayinlanan ve intrakraniyal
anevrizmalarda kopya sayis1 degisikliklerini arastiran “Identification of DNA copy
number aberrations by array comparative genomic hybridization in patients with
ruptured intracranial aneurysms” adli ¢alisma sonucu elde edilen veriler ile bizim
verilerimiz arasinda benzerlikler bulunmaktadir. Choi ve arkadaslarinin yaptig
calisma ile bizim ¢alismamizda ortak saptanan lokuslar gosterilmistir (Tablo 5.4).
Lokuslarin ortak olmasinin yani sira gen igerigi de ortak olan bolgenin verileri koyu

olarak isaretlenmistir (Choi vd., 2009).
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Tablo 5.4. Choi ve Arkadaslarinin Calisma Sonuglar1 {le Bizim Calisma

Sonuglarimizin Karsilastirilmasi

CALISMALAR LOKUS ABERASYON GEN IiCERIGi OLGU
SAYISI
144 Kazang OR5BU1 7123 (%30)
2024.3 Kazang SCN1A 7123 (%30)
5913.2 Kayip - 7/23 (%30)
5014.3 Kazang MASS1 8/23 (%35)
6022.33  Kazang KIAA0408, 9/23 (%39)
Céorf174
7p21.1 Kazang AHR 9/23 (%39)
7011.23  Kazang ELN, WBSCR1, 7/23 (%30)
Jin Soo Choi RFC2, CYLN2
ve ark. 109263  Kazang GPR123 9/23 (%39)
11p15.5  Kazang KCNQ1, 8/23 (%35)
CDKNIC,
SLC22A18
14g32.33  Kayip - 8/23 (%35)
15q11.2  Kayip VSIG6 9/23 (%39)
16p11.2  Kayip SPN, QPRT, 8/23 (%35)
C160rf54, KIF22
22q11.21 Kayip DGCRES, 9/23 (%39)
PRODH
144 Kayip OR2G6, OR2T29  1/48 (%2)
20243  Kayip - 1/48 (%2)
5013.2  Kayip SERF1A, SMN1  1/48 (%2)
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5914.3 Kayip - 1/48 (%2)

6g22.33  Kayip LAMA2 1/48 (%2)

7p21.1 Kazang TWISTL 3/48 (%6,2)

7q11.23  Kazang DTX2P1- 1/48 (%2)
UPK3BP1-
PMS2P11

Bizim 10g26.3  Kazang CPY2EL, SYCE1, 3/48 (%6,2)
SCART1
calismamiz

11p15.5  Kazang H19,HOTS 13/48 (%27)

14932.33  Kayip - 6/48 (%12,5)

15q11.2  Kazang POTEB, 10/48 (%20,8)
CHEK2P2

16p11.2  Kayip TP53TG3, 6/48 (%12,5)
SLC6A10P

22q11.21 Kayip DGCRES, 1/48 (%2)
PRODH

Caligmalar karsilastirildiginda KSD saptanan bazi kromozomal lokuslar ayni
oldugu halde aberasyonlarin farkli oldugu goriilmektedir. Yapilan ¢alismada 1q44,
2q24.3, 5q14.3 ve 6q22.33 bolgelerinde kazang saptanmis fakat bizim ¢alismamizda
ayni bolgelerde kayip saptanmistir. Ayrica bu ¢alismada 15q11.2 bolgesinde kayip
saptanmis fakat bizim ¢alismamizda ayni bolgede kazang saptanmistir. Bunlarin yanm
sira iki ¢aliyma arasinda KSD saptanan ortak kromozomal bolgeler bulunmasina
ragmen; bir kromozom bolgesi hari¢ diger varyantlarda gen icerikleri farklilik
gostermektedir. Bizim saptadigimiz genler; bu ¢alismada saptanan genlerin
yakinlarinda yer almaktadir. Yalnizca 22q11.21 bolgesinde saptanan kayip; hem
bahsedilen ¢alismada hem bizim c¢alismamizda, gen igerigini de kapsayan sekilde
ortak olarak saptanmistir. Bu bolgenin igerdigi genler DGCR6 (DiGeorge Syndrome
Critical Region Gene 6) ve PRODH (Proline Dehydrogenase 1) OMIM genleri

lliteratiirde arastirilmis fakat IA ile iliski kurulamanustir.
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2008 yilinda Joon Seol Bae ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada,
toplamda 497 olgu dahil edilerek SAK ile KSD’ ler arasindaki iligki arastirilmis ve
calisma sonucunda toplamda 597 ortak KSD saptanmistir. Yapilan iliski analizleri
sonucunda SAK ile en anlamli bulduklari KSD bdlgesi, 14931 kromozomal
bolgesidir ve SEL1L genini icermektedir. Calismamizda 14q31 bdlgesinde herhangi
bir varyasyon saptanmamustir (Bae vd., 2008).

2010 yilinda yine aynmi ekip tarafindan toplam 473 olgu ile SAK ile KSD
arasinda iligki arastirilmis ve sonucunda 1644 KSD saptanmistir. Yiiksek oranda
ortak olarak saptadiklar1 22 KSD bdlgesinden 2’ sinde saptanan varyantlar yiiksek
oranda anlamli olarak belirtilmistir. Bu varyantlar; 4q31.3° de kayip ve 10p15.1° de
kazang olarak bildirilmistir. Calismamizda 4q31.3 ve 10pl15.1 kromozomal

bolgesinde herhangi bir varyant saptanmamustir (Bae vd., 2010).

Calismamizda saptanan toplam yiiz otuz bir varyanttan, kirksekiz olgudan her
birine ortalama 2.73 varyant diismektedir. 8 kontrol olgumuzda saptanan toplam 8
varyanttan, kontrol olgusu basmma 1 varyant diismektedir. Buna gore hasta
olgularimizin ortalama varyant degeri, kontrol olgularimiza gore fazla olmakla
farklilik gostermektedir. Kanamig yirmi dort olgumuzda saptanan elli yedi
varyanttan, kanamis olgu bagina 2,37 varyant diismekte ve kanamamis yirmi dort
olgumuzda saptanan yetmis dort varyanttan, kanamamis olgu bagina 3,08 varyant
diismekte olup kanamis ve kanamamis olgularimizin ortalama varyant oranlari
farklilik gostermektedir. Calismamizda olgu sayimiz sinirli olmasi, ortak aberasyon
saptama olasiligimiz1 diisiirdiigiinden dolay1, olgu sayisimin artirilarak bu ¢alismanin

yapilmasinin yeni lokuslar saptamada etkili olacagini diistinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Intrakraniyal anevrizmalarda kopya sayisi varyasyonlarim inceleyerek, olasi
varyasyonlarin intrakraniyal anevrizma gelisimi ve riiptiiriine etkisini aragtirmayi
amacladigimiz calismamiza; IA tanis1 alan 48 olgu (24 kanamis/24kanamamus) ve 1A
oykiisii bulunmayan, saglikli 8 kontrol olgusu dahil edilmistir.

Calismamizin sonucunda;

- 48 olguda toplamda 131 KSD saptanmustir. Bunlardan 57°si kanamig
intrakraniyal anevrizmali olgularda, 74’ 1 kanamamis intrakraniyal
anevrizmali olgularda saptanmistir.

- Kanamis intrakraniyal anevrizmali olgularda saptanan KSD’ lerden 29’ u,
kanamamuis intrakraniyal anevrizmali olgularda saptanan KSD’ lerden 40’
1 DGV veritaban verileriyle ortlismekte olan polimorfik varyantlardir.

- Kanamis intrakraniyal anevrizmali olgularda daha siklikla saptadigimiz
KSD bolgelerinin igerdigi OMIM genleri; MSX1, SHH, GNAS,
PPP2R3B, TWIST1 ve GDI1’ dir.

- Kanamamis intrakraniyal anevrizmali olgularda daha siklikla
saptadigimiz KSD bolgelerinin igerdigi OMIM genleri; MSX1, SHH,
GNAS, GDI1 ve NR2F2’ dir.

- Bu genlerin c¢esitli veritabanlart kullamlarak ve literatiir taramasi
yapilarak gerceklestirilen analizi sonucunda, dogrudan IA ile iliskileri
kurulamamistir. Ancak TWISTI geni ve HI9 polimorfik varyanti,
literatiirde gecen bilgiler gbz Oniine alnarak, IA patogenezinde etkili
olabilecek genler olarak saptanmuistir.

Bizim calismamizda olgu ve kontrol sayisinin az olmasi, aberasyon saptamak
icin bir kisitlilik durumundadir. Dolayisiyla daha fazla olgu sayisimin, daha fazla
veriye ulasabilme agisindan onemli olmasi nedeniyle, yiiksek olgu sayisi ile bu
calismalarin yapilmasini 6nermekteyiz.

Anevrizma gelisimi ve riiptiirii multifaktoriyel etkilerin rol oynadigi kompleks
bir sistemdir. Anevrizma gelisimine neden olan biyobelirteclerin saptanmast;
anevrizma tanismin kolaylasmasi, erken tan1 imkam ve tedavide yeni stratejilerin
belirlenmesine olanak saglamasi nedeniyle Onemlidir. Ayrica intrakraniyal
anevrizmada bir genetik belirleyici saptanmasi; erken tani ve dolayisiyla erken
miidahale ile riiptiire olmadan 6nce tedavi edilme olanagi saglamasiyla da 6nem
kazanmaktadir. Hatta belki ileride genetik anomalilerin 6nceden saptanarak gen
tedavilerinin belirlenmesi ve anevrizma olusumunun daha oncesinde engellenmesi
miimkiin olabilecektir. Bu baglamda daha fazla ¢alisma yapilmasini dnermekteyiz.
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