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ABSTRACT

Arteriovenous malformations(AVM), cavernous malformations(CM), venous
anjiomas(VA) and capillary telengiectasias are four types of
cerebrovaskuler malformations. AVM'’s are the most common symptomatic

vascular malformations.

The knowledge about molecular pathogenesis of AVM’s has been
improving, however, it is still inadequate to identify the factors in

development of AVM’s.

Descriptive studies about expression of many molecules in angiogenesis
and also some functional studies are unable to explain the mechanism of

molecular pathogenesis of AVM’s.

In this study, we identified the putative somatic mutations in genes that
have role in pathophysiology of AVM's. Total exome sequencing analysis

has been used in idetifying the mutated genes.

We performed whole exome capture and lllumine sequencing on AVM-
blood pairs from subjects who were operated in Marmara University

Department of Neurosurgery and Institute of Neurological Sciences.

For somatic mutation discovery, positions in both AVM and blood DNA were
evaluated by two-tailed Fisher's exact test p<10™. The genes are ZGPAT,
QTRT1, ANO7, HMHA1, HSPG2, SIGLEC1, ADAMTSL4, CROCC and
LAMAS.

Functional researchs and transgenic animal model studies about these
genes that have somatic mutations will make significant progress in

enlightening the molecular pathogenesis of AVM's.

ANAHTAR SOZCUKLER: AVM, Exome, Mutation
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OZET

Serebrovaskller malformasyonlar, arterioven6z malformasyonlar(AVM),
kavern6z malformasyonlar(CM), venoz anjiomlar(VA) ve kapiller
telanjiektaziler olmak Uzere dort tiptir. AVM’ler semptom olusturan en sik

vaskuler malformasyonlardir.

AVM'lerin molekuler patogenezlerinin anlasilmasinda azimsanmayacak yol
kat edilmis olsa da, elde edilen bulgular, bu malformasyonlarin olusum ve

gelisim nedenlerinin aydinlatilmasi konusunda henlz ¢ok yetersizdir.

Bu calismada, AVM’lerin patofizyolojisinde rol aldigi dustnulen ve gelisme
sirasinda defekti olan genlerin fonksiyonlarini yerine getirememelerinden
kaynaklanan bu hastalikta, total ekzom dizileme yoOntemi kullanilarak,
genom igerisinde RNA ifadelenmesi ve dolayisiyla protein Gretimde

gorevleri olan ekzomlardan mutasyon olanlari belirlenmistir.

Calismada, Marmara Universitesi Norosirurji Anabilim Dali ve Marmara
Universitesi Norolojik Bilimler Enstitiisi blinyesinde yapilan ameliyatlarla
cerrahi olarak cikarilmis AVM dokulari ve bu hastalara ait kan ornekleri

kullanilarak eglestiriimis dizileme yapilmistir.

Sonuglarin two-tailed Fischer's exact test ile istatistiksel analiziyle p<10'4
olan somatik mutasyon olan genler belirlendi. Bu genler, ZGPAT, QTRT1,
ANO7, HMHA1, HSPG2, SIGLEC1, ADAMTSL4, CROCC ve LAMA5dir.

Belirlenen genlerin fonksiyonel arastirmalari ve model transgenik hayvan
calismalarindan elde edilecek bulgularin degerlendiriimesi ile AVM’nin
molekuler patogenezinin aydinlatiimasi konusunda onemli yol katedilecegi

beklenebilir.

ANAHTAR SOZCUKLER: AVM, Ekzom, Mutasyon
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GIRIS VE AMAG

Serebral Vaskuler Malformasyon’lar, dural arterioven6z malformasyonlar
disinda beyin ya da meninkslerdeki vaskuler yapilarin, embriyonik, fetal
ve sonraki gelisim surecinin herhangi bir asamasindaki duraksamaya
bagli olarak olusup, patolojik olayin derecesine ve olusum evresine gore
farkh histolojik gorunumler sergileyen lezyonlar olarak

tanimlanmaktadir[1].

Halen en populer siniflama olan Mc Cormick [2] siniflamasina goére
serebrovaskuler malformasyonlar dort tiptir: Arteriovenoz
malformasyonlar (AVM), kaverndz malformasyonlar (CM), Venoz

Angiomlar (VA) ve telanjiektaziler.

Beynin damarsal malformasyonlarina, genel populasyonda % 0.5-4
oraninda rastlanmakta olup[3, 4] AVM’ler semptom olusturan en sik

vaskuler formasyonlardir[5, 6].

AVM’ler arteriel kan akiminin, arada yer alan normal kapiller yatak
olmaksizin, dogrudan venlere drene oldugu anormal damar koleksiyonu

olarak tanimlanmaktadir.

Normal damar yatag AVM Damar Yumaq

Capiilaries

%P = Oxygen molecules




Resim 1. Normal damar yatagi, AVM’li damar yapisi ve damar yumagi.

AVM’ler normal kapiller yatak yoklugu nedeniyle konjenital olduklari
dusunulmekteydi[7, 8]. Buna karsin, farkl etkenlerin de AVM olusumuna
yol acabilecedi 6ne suruldi. Son yillarda yayinlanan total eksizyon ya da
radyocerrahi sonrasi anjio-negatif olup takiplerinde yeniden ortaya ¢ikan
rekirren AVM olgulari patogenezde fizyolojik, bolgesel anjiojenik ve

hormonal faktorlerin etkili olabilecegini dusundurmustar[9, 10].

AVM'lerin herediter hemorajik telenjektazi (HHT) (Osler-Weber-Rendu
Sendromu) hastaligiyla birlikteligi ve c¢esitli ailesel AVM olgularinin
bildiriimesiyle  AVM’lerin genetik altyapiya sahip olabilecekleri

éngdrilmistir[11-13].

Son on yil igerisinde, insan genom projesinden ortaya ¢ikan bilgilerle,
hastaliklara neden olan genetik faktorlerin tanimlanmasinda ¢ok dnemli
gelismeler kaydedildi. DNA ve protein duzeyindeki etkilesimlerin genis
Olcekli taramalari ve biyoinformatik analizleri, hastaliklarin patolojisini
anlamanin oOtesinde, bu hastaliklara molekuler tedavi yaklagimlarinin
kapilarini agti. Bu ilerlemeler, diger birgok hastalikta oldugu gibi
AVM’lerin patogenezinde yer alan molekller ve genetik etmenlerin
aydinlatilmasi konusunda da c¢ok yardimci oldu. Bu gelismelere ek
olarak, gelisimsel donemdeki damarlanma mekanizmalarindan elde
edilen yeni bulgular da AVM’lerin molekuler patogenezinin anlasiimasina

hiz kazandirdi.

AVM’lerin molekuler patogenezlerinin anlagiimasinda azimsanmayacak
yol kat edilmis olsa da, elde edilen bulgular, bu malformasyonlarin
olusum ve gelisim nedenlerinin aydinlatiimasi konusunda henuz c¢ok
yetersizdir. Yuksek Olgekli mikroarray ve yeni nesil DNA dizileme

teknikleri kullanilarak, ailesel AVM hastalarindan elde edilecek kan



orneklerinde ve cerrahi olarak c¢ikarlmis AVM dokularinda
gerceklestirilecek mutasyon taramalari ile AVM’ye neden olan sorumlu

genlerin belirlenmesi patogenezin aydinlatilabilmesi icin ¢cok dnemlidir.

Bu calismanin amaci AVM’lerin patofizyolojisinde rol aldigi disunulen ve
gelisme sirasinda defekti olan genlerin fonksiyonlarini  yerine
getirememelerinden kaynaklanan bu hastalikta, total ekzom dizileme
yontemi kullanilarak, genom icerisinde RNA ifadelenmesi ve dolayisiyla
protein Uretimde gorevleri olan ekzomlardan mutasyon olanlarinin

belirlenmesidir.

Calismada, Marmara Universitesi Noérosirurji Anabilim Dali ve Marmara
Universitesi Norolojik Bilimler Enstitlisii biinyesinde yapilan ameliyatlarla
cerrahi olarak cikarilmis AVM dokulari ve bu hastalara ait kan ornekleri
kullanilmistir.  Dokular ameliyat sonrasinda Marmara Universitesi
Norolojik Bilimler Ensitutsinde bulunan doku bankasinda sivi azot
icerisinde saklanmigtir. Kan ornekleri ise 8.5ml'lik ACD tupleri igerisine

alinmig ve ¢alisma gunune kadar +4°C de saklanmistir.

Doku ve kan orneklerinden genomik DNA izolasyonu yapilip DNA dizileri
yaklagik 100 baz cifti gruplar halinde okumalar tamamlandiktan sonra
sisteme entegre olan vyazilimlar yardimiyla, normal diziler ile
hibridizasyon goOstermeyen diziler arasindaki nukleotit farkhliklari

karsilagtiriimistir.



GENEL BIiLGILER

SEREBRAL VASKULER MALFORMASYONLAR

Serebral vaskiler malformasyonlarin otopsi yada cerrahi materyalinden
elde edilen oOrneklemelerle yapiimig ilk patolojik tanimlamalar 1920
yillardaki Landau, Cushing ve Bailey'in ¢alismalarina kadar uzanir[14].
GuUnumuzde kabul edilen siniflamanin ilk bigimi 1966°da McCormick [1]
tarafindan yayinlanmis ve 1984’te yine kendisi tarafindan degistirilerek
son seklini almigtir [2]. Buna gore serebral vaskuler malformasyonlar dort

ayri alt gruptan olugsmaktadir:

1. Arteriovenoz Malformasyonlar (AVM)
2. Kaverndz Malformasyonlar (CM)

3. Venoz Anjiomlar (VA)

4. Kapiller Telanjiektaziler

Ilk siniflamada bulunan ve varisler olarak tanimlanan alt grup 1984

siniflamasinda VA'lara dahil edilmiglerdir.

Ancak ilk kez 1993 yilinda isaret edilen, ayni lezyon igerisinde birden
fazla malformasyonun ayni anda goruldugu (karisik tip; ornegin bir
CM’nun belli bir boluminde telanjiektatik alanlarin bulunmasi), yada
lezyonun yalniz bir kategorinin niteliklerini tasimadigi (transizyonel tip; ne
tam olarak AVM ne de CM morfolojik niteliklerini gostermesi) olgularin

sayisi giderek artmaktadir.

Damarsal vyapilarin  konfigurasyonu, beyin dokusu-malformasyon
iligkisinin niteligi, damar duvarinin histopatalojisi siniflamada temel

olusturmustur. (Tablo 1).



Tablo 1: Vaskuler Malformasyonlarin Histopatolojik Siniflamasi [15, 16]

Vaskiiler Histolojisi insidans
Malformasyon (otopsi)

AVM Anormal arter ve ven kimeleri %1
‘Hipertrofik arterler ve arterlesmis venler’
Malformasyonun icerinde degisim
gOsteren beyin parenkimi bulunur
Kapiller yapi bulunmaz
Damar duvarinda duzkas tabakasi
hipertrofiktir

CM Malformasyon igerisinde beyin dokusu %0.4
bulunmayan butunsel bir yapidadir.
Degisik bayukluklerde sinozoidal
kanallardan olusur
Damar duvarinda duzkas tabakasi ve
elastik fibriller bulunmaz

VA Anormal yerlesim gosteren, genislemis %?2.09
venoz yapilar
Lezyon normal beyin dokusunu drene
etmektedir

Telenjiektazi Kapiller-tirt damarsal yapilardan olusur. 0.7%

Normal beyin dokusu ile birliktedir




ARTERIOVENOZ MALFORMASYONLAR

AVM Epidemiyoloji, Klinik ve Dogal Seyir
AVM’ler en sik rastlanan semptomatik vaskuler formasyonlardir[17].
insidansi kesin olarak bilinmemekle birlikte blyiik otopsi serilerinde
gorulme sikhgr % 1.4-4.3 olarak bildirilmistir[18]. Cesitli toplumlarda
yapilan toplum tabanli retrospektif ve kesitsel calismalarda prevalans 1-
10/100 000 kigi olarak bildirilmistir[4, 19].
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Tablo 2. AVM'lerin yillik gorulme orani ve kanama insidansi taramasi[4]

AVM’ler tim inmelerin %2’sini[5, 17], 15-45 yas aras! intraserebral
kanamalarin %38’ini [6] ve tum spontan subaraknoidal kanamalarin %4-

5’'ine sebep olarak anevrizmalarin arkasindan ikinci sirada gelir [20].

AVM'’ler lokalizasyon agisindan supratentorial kompartmanda coklukla
bulunmakla birlikte, serebellar hemisferlerde de en sik rastlanan vaskuler
malformasyonlardir[21]. Beyin sapinda nadiren bulunurlar ve bu
lokalizasyonda cerrahi serilerde ilk sirayr CM’lara birakirlar. AVM’lerin
yaklagik %2’si multipldir[22, 23].



AVM'lerin dogal seyrini agiklamaya yonelik c¢aligsmalar tanisi konmus
ancak tedavi edilmemis/edilememis olgulari konu olarak alir. Oysa
gunumuzde tedavi edilmeyen/edilemeyen AVM olgularinin sayisi geligsen
mikrocerrahi yontemleri, embolizasyon ve Gamma Knife gibi tedavi
metotlari nedeniyle sifira yaklasmistir. Bu nedenle AVM'lerin dogal
seyrini belirlemeye yonelik Svien[24] (1956), Perret[25] (1966),
Schatz[26] (1966), Forster[27] (1972), Morello ve Borghi[28] (1973),
Michelsen[29] (1979), Drake[30] (1979), Pellettieri[31] (1979),
Luessenhop[32] (1984), Torner (175) (1984), Wilkins[33] (1985),
Heros[34, 35] (1986 ve 1987), Yasarqil[16] (1987), Ondra[36] (1990) ve
Hernesniemi[37] (2008) tarafindan cesitli yayinlar yapiimigtir. En guncel
olarak ta ARUBA c¢alismasi (ARUBA STUDYI[38, 39]) halen devam

etmektedir.

2008 Helsinki Universitesi'nin ¢alismasinda[37], toplam 631 AVM
hastasindan 238'i semptomatik ancak tedavi edilmemis olgu olarak
ortalama 13.5 sene takip edilmisler ve bu incelemenin sonunda

AVM’lerin dogal seyrine ait agsagidaki sonuclara ulasiimigtir:

1. Yillik (yeniden) kanama hizi daha once kanamig AVM hastalarinda %

6.2; hi¢c kanamamiglarda ise % 2.3’tur

2. Yilhk mortalite + major morbidite orani %?2.7'dir. Morbidite orani

kanama ile klinige gelen hastalarda yuksektir.

3. Kanama gegiren hastanin bir sonraki kanamasi ortalama 7.7 yil sonra

olmaktadir.

1990°’da Marks ve ark. [40], kanamay! kolaylastiran anjiografik bulgular :
a) Santral venoz drenaj,

b) intranidal anevrizmanin varhg,

c) Periventrikller yerlesim olarak belirtmiglerdir.



AVM’ler Kklinikte kendilerini (insidansi sik olandan az olana dogru)
spontan intrakranial kanama, nobet gecirme, basagrisi, norolojik kayip

yada kayipta ilerlemeyle gosterirler.

AVM’lerde prognostikasyonu belirlemede c¢esitli evreleme sistemleri

kullaniimistir. En populer olani Spetzler ve Martin sistemidir[41].

PARAMETRE SKOR

AVM’nin Blyukligu

<3 cm 1
3-6 cm 2
>6 cm 3

Hassas Anatomik Bolge (Eloquency)
Hayir 0

Evet 1

Venoz Drenaj Tipi

Yuzeyel 0
Derin 1
Skor Toplami = AVM Grade

Tablo 5. Spetzler ve Martin AVM Evreleme Sistemi [41]



Grading system for arteriovenous malformations

GRADE I GRADE III

GRADE IV

GR )T

Resim 3. AVM’lerde derecelendirme (Spetzler 1986, orijinal makaleden)[41]



AVM Patoloji

AVM’ler makroskopik olarak degisik ¢cap ve kalinliktaki arter ve venlerden
olusan anormal damar yumagi seklinde gorullrler[42]. Anormal
damarlardan olusan bu yumak icerisinde CM’lerden farkh olarak
leptomeningial yada parenkimal dokular bulunabilir[43]. Serebral
hemisferlerde olanlar genellikle tabani kortekste bulunan ve serebral

sulkus igerisinde, apeksi lateral ventrikile dogru yerlesim gosterirler.

Resim 4. Peroperatif kortikal yerlesimli AVM’nin gérunumu

Mikroskobik olarak incelendiginde AVM’lerin degisime ugramig arteryal
ve venOz yapilarl igerdigi gorulur[44]. Elastik lamina arterden artere
degisim gostererek, bazen pargalanmis bazen de butunligunu korumus
gorunum sergilerler. Modifikasyon gosteren venoz yapilarin ise genellikle
elastik lamina icermedigi ancak her zaman tunika mediasinin kalinlagmis
oldugu gorulur. Bu nedenle AVM’deki venoz yapilara ‘arterlesmis venler’
tanimlamasi yapilir[45]. Ozellikle degisime ugramis vendz damarlarda
gorulen duz kas hiperplazisi alanlari histolojik olarak birbirinin Ustline

yigilmis gibi gorinen duz kas hucrelerinden, fibroblastlardan ve
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interstisyal bag dokusundan olusur ve ‘fibromuskular yastiklar’ olarak

isimlendirilirler.

AVM’lerin  mikroskopik  incelemelerinde  tromboze olmus ve
rekanalizasyon goOsteren vaskuler kanallarla kargilasiimakta olup; bu
bulgular, AVM vyapisindaki dinamik degigikliklerin bir goOstergesi
olmaktadir[406].

Ozetleyecek olursak; arteryal ve vendz sistemler arasinda normal
sartlarda bulunmasi gereken kapiller dokunun olmamasi, AVM
histolojisini belirleyen temel nedeni olusturur [8]. Sonucta olusan
arterioven6z hemodinamik sant, ven6z yapilarda intraluminal basincin
artmasina sebep olur. Bu fizyolojik degisim, yukarida anlatilan, ven6z
ektazi, ‘hibrid’ damarlanmanin olusmasi ve olup gec¢en subklinik
kanamalarla meydana gelen degisiklikler gibi morfolojik bulgularin

saptanmasina neden olur [45].

Resim 5: AVM mikroskobik kesiti(100x) Resim 6: AVM mikroskobik
kesiti (40x)
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AVM Molekiiler Biyoloji ve Genetik

AVM'’lerin etiyolojisi halen bilinmezligini korurken; yakin zamanda
yapilmis calismalarda, sporadik AVM'lerin patogenezinde genetik

faktorlerin rolu olabilece@i ongorulmustur[47-52]

Yaklasik 900 ekspresyonu altere gen AVM'ler ile iligkilendirilmistir[53]. Bu
genlerden yaklasik 300 U upregule, 600 U ise downregule oldugu
bildirilmistir[54]. Bu genler cesitli buyume faktorlerini, hlicre adezyon ve
ECM faktorlerini, enflamatuar faktorleri, MMP’ler ve bazi hormonlari

kodlamaktadirlar.
Biiyime Faktérleri

VEGF: 6 adet alttipi mevcut olup ana izoformu VEGF-A’dir[53, 55, 56].
VEGF-A AVM’lerde komsu astrogliada eksprese edilmekte iken; VEGF-C
ve VEGF-D'nin AVM nidusunda ekspresyonu yuksektir. Ayrica VEGF-C
ve VEGF-D AVM bluyumesine katkisi olabilecegi bildirilmistir[57].

MEGE; Ligand F ily
/ \Kplacental

*
A Growth

l \ \ / / g

Receptors
Post-Translational
Splicing Yields — ——»
* VEGF-A, \}:é\égF_lsoforms Ligands.

C and VEGF-D
bind to VEGFR-

VEGF-A a2nd VEGF-B
binds to VEFGR-2 and
Plgf.
* VEGF-C/D binds to VEGFR-3

Resim 7. VEGF [13]



VEGF ¢o6zunebilir bir faktdr olup hem in vivo hem de in vitro olarak
vaskuler endotel hicrelerde gugli mitojenik etkiye sahiptir[58-60]. VEGF
embriyonik damarsal gelisim doneminde yuksek duzeylerde eksprese
edilirken, erigkin beyin damarlarinda baskilanmistir[61, 62]. VEGF
ekspresyonu AVM damarlarinin media ve endotel tabakasinda
yiksektir[63]. inkomplet embolize edilmis AVM dokularinin patolojik
incelemelerinde, yaklasik dort dclinde VEGF ekpresyonu oldugu; buna
kargin, embolize ediimemis AVM dokularinda yaklagik dortte birinde
ekpresyon saptanmistir[64, 65]. Bu bulgu ile parsiyel embolize edilmis

AVM'lerin neden tekrarladigi agiklanabilir.

TGF Ailesi: Damarsal gelisimdeki rolleri kompleks ve ¢ok boyutludur.
TGFB, bircok sitoplazmik ve hucre c¢ekirdegine ait faktorlerin
aktivasyonunu baglatan Tip | ve ya Il reseptorlerin dimerizasyonunu
aktive etmektedir[66]. Serebral AVM’nin, hastalarin %10-25’'inde
goruldugu Herediter Hemorajik Telenjektazi tip 1(HHT-1) hastaliginda
TGFB1 reseptor kompleksindeki proteinleri kodlayan ENG(endoglin) geni
mutasyona ugramistir[67, 68]. Endoglin velve ya endotelial
proliferasyondaki etkilerini arttirdigi ALK7’deki mutasyonlar vaskuler
malformasyonlara (HHT-1 ve HHT-2) neden olabildigi gibi[69, 70], ALK1
varyantlarinin sporadik AVM riski ile de iligkili olabilecegi bildirilmistir[51].
HHT ve Kombine Juvenil Polipozis'te SMAD4 mutasyonlari

tanimlanmigtir[71].

ALK-1, endoglin ve SMAD4, TGFf ailesinin sinyal yolaklarinin birer
parcasidir[72]. Bu genlerin ‘knocked out’ oldugu fareler, embriyo
halindeyken Olmektedirler. Buna kargin, birer kopyalarinin ‘knocked out’
oldugu fareler HHT ile benzer ozellikler gostermekte olup ‘AVM var?
vaskuler  displazileri spontan  olarak  olusturmaktadirlar.  Bu

malformasyonlar goreceli olarak normal matur vaskuler yapilanma
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olmasina ragmen, ki¢guk damar malformasyonu ve diz kas yoklugu esas
patolojiyi olustirmaktadir[73-77]. Ayrica, ALKS aktivasyonu endotel hucre

proliferasyon ve migrasyonun inhibisyonunu module ediyor olabilir[13].

| ALkaie

BMP BMPR-II

P f ALKA
- Endaglin
L
1
\
‘\
tlﬂ' \ ALK

TGFB TGFBR-II

ALK4/5 .ﬂ

Endothelial cell /

Resim 8. AVM patogenezinde muhtemel model [78]
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Anjiopoietinler:  Anjiopoietinlerf(ANG), anjiogenez ve  vaskuler
stabilizasyon ile ilgili perisit ve duz kas hicre prekursorlerinin
regulasyonunu saglamaktadirlar. ANG-1 vaskuler stabilizasyonu saglar
iken, ANG-2 vaskuler remodelling ve destabilize edici yonde rol
almaktadir[79-81]. ANG-2 ekspresyonu matur damarlarda downregule
olmasina karsin, AVM dokusunda upreguledir[82]. ANG-1 tarafindan
kullanilan endotelial hucre spesifik tirozin kinaz olan TIE2, AVM’lerde
upregule otofosforilasyona sahiptir[83]. TIE2 geni mutasyonu familyal

venoz malformasyon sendromunda saptanmistir[84].

AVM’lerde anjiopoietin 1 proteini seviyesi %30 daha dusuk, ANG-2
protein duzeyi %800 daha yuksek ve de ANG-2 m-RNA duzeyi %40
daha yuksek olarak saptanmistir[82].
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h
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..!—...l......
TGF-B ? inhibits @ (]

7]
endothelial cell ) ..
proliferation in
eay P&F. Meseggnymal
s i Heparin Binding-EGF
and
“Matrikines” VEGF

Resim 10. TIE ile baglantili molekuller ve yolaklar[13]
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Enflamatuar faktérler: Yakin zamanda yapilan enflamatuar sitokin
genlerinin polimorfizm g¢alismalari, AVM patofizyolojisinde enflamasyonu
isaret eden kanitlari ortaya koymustur[85-88]. Bu caligmalarda; IL-113
geninin promotor polimorfizmi ile AVM olusum riski[49], IL-6 geninin
promotor polimorfizmi ile AVM lerde intraserebral hemoraji olusmasinin
korelasyonu[52, 86], TNF-a ve APO E2 promotor polimorfizmleri ile
tedavi oncesi ve sonrasi hemoraiji riski arasindaki iligki[47, 48, 50] ortaya

konmustur.

Bu sonuglar ile de goruluyor ki, enflamatuar sitokinler hem AVM
patogenezinde hem de AVM hastalarinda intraserebral hemoraji gelisme

riskinde rol almaktadirlar[89].
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AVM’lerde Yiiksek Olgekli Genom Capi Polimorfizm Analizleri

Son yillarda gergeklestirilen, birgcok kompleks hastaligin genetik
analizinde kullaniimaya baslanilan, yuksek-olgcekli mikrogipler ile genom-
cap! SNP calismalari (GWAS: Genome-wide Association Studies), AVM
gelisimi ve fizyopatolojisinin molekuler dizeyde aydinlatiimasina katikida
bulunabilecegi gibi, radyoterapi ve embolizasyona cevap verme,
kanama, rekurrens ve diger birtakim prognostik risk tahminlerinde de
kullanilabilmesi yonuyle 6nem tasimaktadir. Bununla birlikte, poliforizm
analizleri ile gergek anlamlilikta risk tahminleri yapilabilmesi, ancak
buyuk hasta gruplarinin bir araya getirilmesi ve dolayisiyla onemli klinik
merkezlerin igbirlikleri ile mumkunduar. AVM disinda birgok kompleks
hastalik icin bu tarz konsorsiyumlar gerceklestirilmistir ve en onemli
orneklerden biri, Gunel ve arkadaslar tarafindan, Avrupa ve
Japonya’'dan derlenen 5,891 anevrizma hastasi ve 14,181 kontrol

grubunda gergeklestirilen, genom-gapi iliskilendirme ¢alismasidir[90].

AVM’de bu ciplerin kullanildi§i tek calisma 2007°’de Stroke dergisinde
yayinlandi. Inoue ve arkadaglar tarafindan gercgeklestirilen bu
galismada, 6 cift akraba olmayan ikiz hastada baglanti (linkage) analizi
ile yalnizca 26 hastada yuksek-olgekli giplerin yardimiyla risk allellerinin
saptanmaya calisildigi ortak bir analiz gerceklestirildi. 7 adet aday
lokusun belirlendigi baglanti analizinde, en yuksek olasilik orani (odds
ratio) 1.88 ile 6925 bolgesi igin bulundu (p:0.002). Oldukga dusuk
sayidaki hastada gerceklestirilen ikinci analizden AVM riski olusturan 4
SNP belirlendi, ancak bu SNP’ler belirlenen 7 adet lokus icerisinde
olmadigi gozlemlendi. Sonug¢ olarak, AVM’erde tek genom capi
iligkilendirme analizinin yapildigi bu ¢alismadan herhangi bir genetik risk

faktoru belirlenemedi[91].
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AVM’lerde Yiiksek Olcekli Mikroarray Calismalari

Son yirmi yil icerisinde gen ifadesi arastirma tekniklerinde devrim
niteliginde gelismeler olmustur. lleri teknolojiler kullanilarak gelistirilen
mikroarray sistemlerinin, gen ekspresyon analizlerinde kullaniimasi ile
binlerce  mMRNA'nin ayni anda ifade analizi yapilmasina olanak
saglamigtir. Ayrica, HapMap projesinin tamamlanmsiyla, yakin zamanda
gelistirilen ¢gipler sayesinde, kompleks yolla kalitilan hastaliklar icin tek
nukleotid polimorfizmleri de yuksek olgekli olarak arastirmak mumkun
hale gelmistir. Bu array sistemleri; 0zel c¢ipler Uzerinde hazirlanmig
kuyucuklara yerlestiriimig probe (bulucu) oligonukleotidler sayesinde, her
bir genin kiyaslamali olarak, ne oranda ifade edildigini Ust diuzey
bilgisayar analizleri ile tespit edilebilmesini mumkun kilmigtir. Buglne
kadar AVM icin vyapilmig U¢ ekspresyon mikroarray c¢alismasi
bulunmaktadir, ancak vyayinlanmis herhangi bir SNP mikroarray
calismasi bulunmamaktadir.

2003 yilinda yayinlanan ilk calismada kavernoma ve AVM'ler arasinda
farkl eksprese olan genlerin tespiti hedeflenmistir. 4 kavernom, 4 AVM
ve 4 STA (superior temporal arter) dokusunun kullanildigi ¢alismada,
12,625 gen calisiimistir. AVM’lerde, kavernomalara kiyasla 48 genin
daha vyuksek ve 59 genin daha dusUk oranda ifade edildigi
gozlenmistir[54].

Diger bir calismada 6 AVM’li ve kontrol olarak kullanilan 5 normal doku
(epilepsi hastalarindan temporal lobektomi ile ¢ikariimis edilmis beyin
dokusu) Ornedi Uzerinde yapilan mikroarray c¢alismasinda taranan
12,625 genin 1,7871’inin ekspresyon profilinde degisiklik tespit edilmistir
ve sonug olarak integrin-avB3 molekulunun ileriki calismalar igin hedef
secmislerdir[92]. Ancak, calismada AVM igin kontrol doku olarak beyin
dokusunun kullaniimig olmasi ¢ok buyuk bir eksikliktir ve ortaya gikan

1,781 gendeki farklilik bu problemi agik¢a ortaya koymaktadir.
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Sasahara ve arkadaslari, 2007 yilinda yayinlanan calismalarinda, AVM
dokularinin niduslari ile direnaj venlerini arasinda farkli eksprese olan
genleri bulmayi hedeflemiglerdir. Bes AVM dokusunun kullanildigi ve
17,086 genin tarandigi calismadan edilen sonuglar, ne yazik ki onceki
yillardaki mikroarray bulgulariyla paralel olmayip, onceden elde edilen
immunohistokimya verilerini de desteklememektedir. Calismada, iki grup
arasinda dikkate deger bir fark bulunmamis ve VEGF, anjiopoietinler ve
MMP ailesi Uyelerinin de bulundugu, daha once AVM'lerde patolojik
oldugu rapor edilen anjiyogenik molekullerin ekspresyonlarinda dikkate
deger bir degisiklik olmadigi rapor edilmistir. Bununla birlikte Ephrin A1’in
ekspresyon seviyesinde 2 ila 9 kat arasinda artig oldugu tespit
edilmigtir[93].

Sonug olarak, bugtne kadar gerceklestirilen galismalar, kontrol doku
secimi ve diger deneysel parametrelerdeki problemlerden oturt, AVM
transkriptomundaki farkliliklari saglikli olarak ortaya koymakta yetersiz

kalmiglardir.
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TUM EKZOM DIZILEME iLE INCELEME YONTEMI

Ekson, RNA islemlenmesi sonucu olusan ergin RNA'da yer alan bir
nukleik asit dizisidir. Bir RNA transkriptinden ugbirlestirme iglemi ile
cikartiimayip, bir mesajci RNA (mRNA) veya protein kodlamayan
fonksiyonel bir RNA'dan (tRNA veya rRNA gibi) bulunan dizilere ekson
denir, ayrica, iki veya daha ¢ok oncul RNA'da trans-ug birlestirme yoluyla
birbirlerine baglanan diziler de eksondur. Kullanima gobre, ekson,
DNA'daki dizi ya da o dizinin RNA transkriptindeki karsiligi anlamina

gelir. Genom igerisindeki ekzonlarin hepsine ise ekzom denir.

Ekzom dizileme(exome sequencing-targeted exome capture), bircok
hastalik ile ilgili genleri ortaya ¢ikarma amaciyla genomun kodlanan
bolgelerini(exon) segici olarak sekanslamak igin verimli bir yontemdir[94,
95]. Cok sayida insanin tum genom sekanslama yontemi teknik ile ilgili
olarak yuksek maliyetli olmasi nedeniyle uygulanabilir degildir. Fakat,
alternatif bir yaklagim olarak olarak genomun belirli bolgeleri, ornegin

ekzom, hedeflenip, zenginlestirilerek sekanslanabilir[96].

Eksonlar, kisa fakat fonksiyonel DNA dizileridir. Genlerdeki protein
translasyonu yapilan bélgelerdir. insan genomunda toplam olarak 180
000 ekson mevcuttur. Protein kodlayan bolgeler insan genomunun %1’ini
olusturmaktadir[96]. Tahminen hastalik olusturan mutasyonlarin %85’i

insan genomunun protein kodlayan bolgelerinde ortaya gikmaktadir[97].

Nadir hastaliklar A.B.D.'de yaklagik 200 000 kisi etkilemektedir. Bu
hastaliklarin genetiginin ortaya ¢ikariimasi biyolojik yollarin ve terapotik
hedeflerin bulunmasini saglayacaktir. Bu hastaliklarin buyuk gogunlugu
protein fonksiyonunu etkileyen mutasyonlardan kaynaklanmaktadir.
Ekzom sekanslama ile bu genlerdeki mutasyonlari belirlemek ¢ok az

hasta sayisiyla mumkun olmaktadir[97].
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Genetik varyantlar ile iligkili hastaliklarin nedenlerini belirlemede birgok
teknoloji bulunmaktadir. Her teknigin kendine 6zgu teknik, finansal ve
kullanilan materyaller ile ilgili kisittamalari vardir. Ekzom sekanslama
diger teknolojilere gore pahali bir metod olsa da, maliyetlerin dugmesiyle
ve yeni veri analiz programlariyla buyuk miktarlarda bilgi elde edilmesini

saglamaktadir[98].

Ekzom sekanslama yontemi, genlerin sadece protein fonksiyonunda
etkili kodlanan bolgeleri ile iligkili varyantlari belirlemektedir. Yapisal ya
da kodlanmayan bolgelerdeki varyantlari ise belirleyememektedir. Bu
ancak tum genom sekanslama ile mUumkun olabilmekte ise de hasta
sayis| fazlalastikga ve de analiz cok zaman alacagindan yaygin olarak

kullanimi teknik olarak mumkun gozukmemektedir.

Bu yontemde dokulardan ya da kandan elde edilen genomik DNA 6rnegi,
onceden tasarlanmig, c¢ip tabanli array sistemlerinde hibridizasyon
yontemi kullanilarak NimbleGen cihazinda okutulur. Bu cihazda farkl
genomik dizi varyasyonlarina hibridizasyon ile baglanabilen diziler
saptanirken, hibiridizasyon gostermeyen diziler daha sonrasinda
cikarillarak dizi analizleri yapilir. Son olarak, baglanti gostermeyen
dizilerdeki farkli nikleotit dizileri saptanir ve hastahgin patolojisi ile

iligkilendirilmeye c¢alisilir.

Ik olarak 2009 yilinda Freeman-Sheldon Sendromu’na yol agan MYH3
geni ekzom sekanslama yontemi ile bulunmustur[95]. Son vyillarda
yapilan ekzom dizleme calismalari ile de birgok hastalikla ilgili olarak

somatik mutasyonlarin saptanmasi saglanmistir[95, 97, 99-101].
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MATERYAL-METOD

Bu calisma 3 farkli asamadan olusmaktadir:

Hastalardan doku ve kan orneklerinin toplanmasi

Bu calismada, Marmara Universitesi Norosirurji Anabilim Dali ve
Marmara Universitesi Norolojik Bilimler Enstitiisii biinyesinde yapilan
ameliyatlarla cerrahi olarak ¢ikarilmig 7 hastaya ait AVM dokulari ve bu
hastalara ait kan ornekleri kullaniimistir. Dokular ameliyat sonrasinda
Marmara Universitesi Norolojik Bilimler Ensitlitsiinde bulunan doku
bankasinda sivi azot igerisinde saklanmigtir. Kan ornekleri ise 8.5ml'lik
ACD tupleri icerisine alinmig ve c¢alisma gunune kadar +4°C de

saklanmistir.

Orneklerden DNA izolasyonu

Doku ve kan orneklerinden genomik DNA izolasyonu, Roche Mammalian
DNA Isolation Kit® kitleri ile Ureticinin onerilerine uygun olarak yapilmistir
(DNA Roche, Almanya). Bu yontem ile yaklasik 2 ml kan ya da 2g doku
orneginden 110 yg DNA elde edilmistir. Genomik DNA’lardan c¢aligsma
stoku (25ng/ul) yapildiktan sonra DNA'lar -20°C’de saklanmisgtir.

NimbleGene sistemi ile total ekzom dizileme

Genomik DNA dizileri, ¢ip tabanli NimbleGen 2.1 M Human Array
sisteminde bulunan oligo nukleotitler ile hibiridizasyon yapilabilmesi igin
inkUbe edildi. Daha sonra hibride olan ekzon dizileri, ¢ip Uzerindeki
amplifikasyon sistemi ile ¢gogaltilarak, dizinin dizileme sisteminde
okunabilmesi igin yeterli miktara ulagsmasi saglandi. Daha sonra lllumina
sisteminde, yaklagik 100 baz cifti gruplar halinde okunmasi saglandi.

Okumalar tamamlandiktan sonra sisteme entegre olan Mag® ve BWA®
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yazilimlari ile, normal diziler ile hibridizasyon gostermeyen diziler

arasindaki nukleotit farkhliklari kargilastirildi.

25



BULGULAR

Calismaya dahil edilen hastalara ait kan ve doku orneklerinden elde
edilen DNA larin genomik sekanslamalari tamamlandi. Bu genomik
sekanslara, insan genomuna(hg18) uygun sekilde Mag® ve Samtools®
yazihimlari kullanilarak haritalama iglemi yapildi. Somatic mutasyon
arama islemi icin hem kan hem de doku DNA larina 8 defa okuma
yapildi. Sonuclarin two-tailed Fischer's exact test ile istatistiksel

analiziyle p<10™ olan somatik mutasyon olan genler belirlendi.

A APA12 B APA1D C APA15

(G151R) (G151R) (L168R)
Blood Tumor Tumar cDNA Blood Tumor Tumor cDNA Blood Tumeor Tumor cDNA
I G ¥ I R ¥ . R ¥ LI < T Lol ¥ L B Lok k L R L Lol
—r—r— T e ey s e O sy L L s M B e W, e I s W e
aTTaaGTAT aTTSeaTAT ArtSaarar ATTGGGTAT ATTZGGTAT ATTZGGTAT CTCCTCTTG L-chécn-g CTCCgCTTG
Forward | I Forward i Forward
A NENENEHE AN BERE. N LA ehd L Lhad Al ALY NP S S R S A B S
Y 6 1 Y R 1 Y R Yy 6 | ¥ B L L L L R L L R L
Lo e R B e B s B B s B B E TN (R S e e W e B 2 s O s e
ATACCCAAT nTncc%nA? r.-rhcci_':'. AT ATACCCAAT ATACCZAAT ATACCT CAAGAGGAG CAAGLGGAG CAAGGGAG
Reverse Reverse Reverse

| \ AReLY 8 L) LEY A

D APAG E APAB F APA20

(L168R) (L168R) (L168R)
Blood Tumor Tumor cDNA Blood Tumor Tumor cDNA Blood Tumor Tumor cDNA
O iy ¥ L L L A L Lok L L R L L R L { { O S L R L
el e sk i 2 1 s e e N e L e B e s s ol e i o e
CTECTCTTE CTCC-CTTG CTCCgCTTE CTCCTETTG CTCC—CTTG CTCCZCTTE CTCCTETTG CTCCZCTTE CTCCZETTG
[ [ : 1
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L L L L R L N T S L R L L R L L L L L R L L. i
CAAGABGAG CAAGTGGAG CAAGZGGAG CAAGAGGAG CAAGLGGAG CAAGLGGAG CAAGAGGAG CAAGIGGAG CAAGLGGAG
Reverse " A1 Reverse Reverse

G APA18 H APA19 I HPA1

(L168R) (L168R) (T158A)

Blood Tumor Blood Tumor HPA1-1 HPA1-2 HPA1-3 HPA1-4

L oL oL LR L L L L E: IR, E ~ A E ! A E 1 A E 1 T E
CGTCCTCTTG GTCCZCTTG CTCCTCTTG GTGCCLETTG ATCLCAGAG ATCECAGAG ATCZCAGAG ATCACAGAG

Forward | Forward | | Forward

L L L L R L L L L L R L E A | E A 1 E A E T 1
salonios Basirsias salssiosouiesioe e e e i T L i el W
CAAGAGGAG ff"G:GG"‘G CAAGAGGAG CJ".!'\G;GG-"-G CTCI’G%GAT DICEGEG-"‘T Cr(‘-FG,‘ij| CTCTGTGAT
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i |
TRy | |

Resim 12. 9 gene ait mutasyon ornekleri
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Reference &' -TTGETGTTGEAAAACCTCAGTGGCTTCGTGTCCGCTTTCCTGTTCTCCATTGAGACCGARACAACCATTGGETATGECT TCCGAGTCATCACACAGARGTCTCCAGAGGEEATTATACT!
*
CTETTCTCCATTGAGACCGARRCAACCATTAGGT
cotgtbotocattgagaccgaaacaaccattggytaty
ettt ctecattgagacoganacaaceattaggtatgge
gasRaAcc ragtqncut»gtatrcgctr cctgttotooattasgacogasacaaccattgggtatggett
AMCCTCAGTGECTTCETETCCGET TCTCCATTEACACCGARACANCCATTAGGTATGECTTCLS
ACCTCAGTGECTTCGTGTCCGCTT T TRT T TCCATTGRGACCGARRCAACCATTGGETATGGCTTICGA

TTuTG””“MAAALCTCAFTGGLTTLF”GTCuFC”

ctoagtggottogtgtocgotticotgttotooattgagacogaascaacoattagytatggot toogagt
CAGTGECTTCE TG TCCGCTTTCC TG TTC TCCAT TAAGACCGARACAACCATTGEGTATGECTTECGAGTCA
cttogtgiecyotttectgitotocatigagacagaaacaaccattggatatygcttecqagtoatcaca

TCOGTRICCECTTTCCTRTTC T CCATTGAGACCGARRCARCCATTGGETATGECTTCCGAGTCATCACAGAS
CGTGTCCGCTTTCCTETTC TCCAT TEAGACCGARACAACCATTGGGTATGECT TCCGCGTCAT CACCGAGA
gbgtcogetbtooctgbbctocattgagacegasacaaccattgggtatggct tocgagtcat cacagagaa
tgtcegetttecctgttetocattgagacagaaacaaccattgggtatgycttoogagtcat cacagagaag
CCGCTTTCCTGTTC TCCATTGAGACCGARACRALCATTGGETATGGCTTCCGAGT CATCACARRGRAGTGT
' BCCGnBﬁCAACCATTGGGTRTGGC”TCCGAG”CKTCACAGBEARGTGTCCA

LCGARRCAACLKTTGGhTﬂTbGC“TC
GACCGRANCARCCATTGOET AT GG 'LGA-’JT(.AFCALAGAL‘AAGAGT._ul.'"u(.z(_»\_
CATTGAGACCGAARCAACCATTGGETATGECTTCCGAGTCAT CACAGAGARGT GTCCAGAGGGGATTATAL
TTGAGACCEARACAACCATTGEATATGECT TCCGAGTCAT CACAGACARGGATCCAGAGGEEGETATACT
tgagaccgaaacaaccattgggrat gy cagtoatcacagagaagtatecagaygygattatact
ACRCCGARRC A CCATTGGETATGEC T TCCGAGTCAT CACAGAGARGTGTCCAGAGGGGATTATACT(
cogaaacaaccattgggtatyggctiococgaghcatoacagagasghigtocagaggggattatact:
cgasacaaccattgggtatggcttoecgagtcat cacagagaagtgtoccagaggggattatact
gaaacaaccattaggtatggoitioogayicatocacagagaagigtoccagaggggattatact
CARACAACC AT TACGTAT GG T TCCGASTC AT CACAGAGAAGTCT COACGAGGGGATTATAL
ARRCAACCATTAGGTATGGCTTCCOAGT CATCACASAGRAGTGT CCAGASEGOAT TATACT
ACAACCATTGEETATG TCCGAGTCATCACAGAGARGTGTCCAGAGGEGETTATACTY
caaccattggatatggot tecgagtcat cacagagaagtbat coagaggggattatacts
saccattgggtatggcttoogagtoatocacagagaagtgtocoagaggggattatact
ACCATTAGGTATGGCTTCCOAGTCATCACAGRGANGTGTCCAGAGGOEAT TATACT!
ATTGEETATEECT T CCOAGTCAT CACAGAGAAGTGTC CAGAGEGEA!
TTGGETATGECT T CCGAG T CAT CACAGAGARGT GTC CAGAGGEEA
TAGGTATGECTTCCGAGTCAT CACAGAGAAGTGT CCAGAGGEEATTATACT
AGGTATEECT TCCEACTCAT CACAGAGAAGTET CCAGAGGEEAT TATACTT
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ACCATTGGGTATGGLTT! ,GFG"‘("J’.TC‘FA""HGF\PC"‘F'I‘CCF\FF\FGCFA'“"‘P.TRCTFFTCT'T'G RIT‘FCP."I‘

CCRGAS GA APPFLCCI TTGGTC ALDGCAI;LLuuu
ATGGCTTCCRAGTCAT CACAGAGANGTGTCCARAGGGRATTATACTCCGL T TRETCCAGGCCATCCTGEGCTCC
tottoogattoatocacagaasagtgiccagaggggattatactocogottggtocaggoocatootgggotooate
cticdogagteatocacagagaagtgtocagaggggattatactcetettygtecaggocat cotgggetocatog
T CRAGT AT CACAGAGAR G T GTCCAGAGEEGAT TATACTCCEC TTGETCCAGECCATC CTGGECTCCATCGT
rcgagt atracagagaagtgtcraga
TCATCACAGAGRAGTGTIL

.J\T|J\CI‘XU.’\\JPAGTGTbCAGAGJGmTTI\T]QCTCCGCTTG T CI'GI"('CATCCTGGGCTI‘CATCGTQ‘A’“GCCTT
cagagaagtgiocagagggyattatactectol Lyt ooaggooat cctgcgftccatLchaatgccttca*g

ggattatactcegeottggt aggxCancctaggbtccafc:tcaargfrrtcavgu
GATTATACTCCTCTTGGTCCAGRCCATCCTGGEC TCCATCGTCAATGCCTTCATGE
TTGGETCCATGCCATECT GGG TCCATCGT CRAATGCCTTCATGG!
agaggggatbata cttggbcocoaggocatoctggaotceategtcaatgocttecatgg
gaggggattatactoogottggtocaggocatoctgggotocatcatoaatgocttoatgy

AGGEEA [ACTCOEC T TEET '(.J!"'LaCCAl' CTEEECTOCATCGT CAATGCCTTCATEE!
CGTCAATGCCTTCATGEG!

ATACTCC _1lhuL_uAGGCCAT;Llub;blLLATCGYCAH'
tactastetbggtecaggbeatcetgggetecat oyt caatgoet beatgygl
ARCTCCECTTGETCCRGECCATCOTGGGCTCCATCGTCAAT TTCATGS
ST TEGTCCAGGCCAT CCTEGGCTCCATCGT CAATGCC I TCATGE!

Resim 13. iki hastaya ait sekanslama 6rnekleri
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Tablo 6. Somatik mutasyonlarin p-degeri dagilimlar
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Somatik mutasyon saptanan p-degeri <10 olan genler;

1. ZGPAT: Kromozom 20g13.3 bodlgesinde bulunmakta olup, ‘zinc
finger, CCCH-type with Gpatch domain’ adli nukleer proteini
kodlamaktadir. Hucre ¢ogalmasi, survi ve migrasyonunda gorev
alan EGFR ekspresyonunu negatif olarak reglle eder. EGFR
yolagindaki genleri represe ederek tumor supresor olarak gorev
almaktadir. Meme karsinogenezini suprese etmektedir[102].

2. QTRT1: Kromozom 19p13.3 bodlgesinde bulunmakta olup
queuosine’nin biosentetik prosesinde yer alan ‘queuine tRNA-
ribosyltransferase 1 adl proteini kodlayarak  tRNA
modifikasyonunda rol oynamaktadir. Aktif queuine tRNA-
ribosyltransferase olusturmak amaciyla QTRTD1 ile interakte olur.
Bu enzim, GU(N) antikodonlari olan tRNA larin wobble
pozisyonundaki queuine’nini guanineat’a gevirmektedir. Boylelikle
hipermodifiye nucleosidequeuosine meydana gelmektedir[103].

3. ANO7: Kromozom 2q37.3 bdlgesinde bulunmakta olup, ‘anoctamin
7’ adl iyon transpotunda yer alan proteini kodlamaktadir. kalsiyum
ile aktive olan klorir kanali olarak gorev yapar. Hucreler arasi
interaksiyonda rolu olabilece@i dusunulmektedir[104].

4. HMHA1: Kromozom 19p13.3 bolgesinde bulunmakta olup, ‘minor
histocompatibility antigen HA-1" adli proteini kodlamaktadir. Cinko
ve diger metal iyonlarina baglanmaktadir. Ayrica GTPase aktivator
aktivitesi ile intrasellUler sinyal yolaklarinda rol alir[105].

5. HSPG2: Kromozom 1p36.1 bolgesinde bulunmakta olup, ‘heparan
sulfate proteoglycan 2’ adh proteini kodlamaktadir. bazal
mambranlarin integral komponentidir. Negatif elektrostatik zar
yukind devamliligindan sorumlu olup yuk ve boyut selektif

bariyerdir. Hucrelerin baglanmasinda substrat olarak yer alir.



Vaskularizasyonda esansiyel rol oynar. HSPG2 genindeki defect
sonucu nadir otozomal resesif hastallk olan Schwartz-Jampel
sendromu ortaya ¢ikar[106, 107].

. SIGLEC1: Kromozom 20p13 bodlgesinde bulunmakta olup, ‘sialic
acid binding Ig-like lectin 1° adli proteini kodlamaktadir. Htcreler
arasi ve hucre-matriks adezyonunda rol oynar. Enflamatuar
cevapta yer alir. Klathrin-bagl endositozda endositik reseptor
olarak gorevlidir. Hematopoezde T hucrelerindeki SPN/CD43 e
baglanir. Homozigot mutasyonlarinda B ve T hucrelerinde

degisikliklere ve IgM seviyelerinde azalmaya neden olur[108].

7. ADAMTSL4: Kromozom 1921.3 bolgesinde bulunmakta olup,

‘thrombospondin repeat containing 1 isoform’ adli proteini
kodlamaktadir. Apoptozda pozitif regulator olarak rol oynamaktadir.
Homozigot mutasyonlarinda otozomal resesif bir hastalik olan
ectopia lentis ortaya ¢ikmaktadir[109].

. CROCC: Kromozom 1q bdlgesinde bulunmakta olup, ‘ciliary rootlet
coiled-coil’ adh proteini kodlamaktadir. Siliali hucrelerde silier
rootletin major yapisal komponentini olusturur. Diger hicrelerde ise
sentriollerde yer alarak mitoz bolunmede rol oynar[110].

. LAMAS: Kromozom 20q13.2 bolgesinde bulunmakta olup, ‘laminin
alpha 5 adli proteini kodlamaktadir. Hucrelere yuksek afiniteli
reseptorler ile baglanmaktadir. Embriyonal gelisim sirasinda
hdcrelerin organizasyonlarini, migrasyonlarini ve baglanmalarini
diger ekstraselluler matriks komponentleriyle interaksiyona girerek
saglamaktadir. 3 farkli polipeptit zincirinden olugsan kompleks bir
glikoproteindir. Beyinde eksprese edilmez. Homozigot mutasyonlari
letal olup hamileligin ge¢ donemlerinde fetlslin o6lumune neden
olur[111].
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TARTISMA

Vaskulogenezde rol aldigi bilinen molekuller bagta olmak Uzere, birgok
molekulin AVM’lerdeki ekspresyon durumunun arastirildigi deskriptif
calismalardan birtakim c¢ikarimlar yapilmis olsa da, AVM’lerin molekuler
patogenezini neden-sonug iliskisi igerisinde agiklamak igin kisitli bilgiye
sahibiz[62, 86, 112].

Literatirde AVM gelisiminin molekuler temelleri ile ilgili hipotezler ve
birimimizin bu konudaki 20 yili agkin suredir klinik deneyimi ve 10 yili
askin suredir in vivo ve in vitro deneysel calismalari ile AVM’lerin
molekuler patogenezlerinin anlasiimasinda azimsanmayacak yol kat
edilmig olsa da, elde edilen bulgular, bu malformasyonlarin olusum ve

gelisim nedenlerinin aydinlatilmasi konusunda henuz ¢ok yetersizdir.

Bugune kadar AVM’lerde genom capi iligkilendirme analizinin yapildigi
tek bir calismada herhangi bir genetik risk faktort belirlenemedi; Ug¢
ekspresyon mikroarray calismasinda da kontrol doku secimi ve diger
deneysel parametrelerdeki problemlerden oturu, AVM
transkriptomundaki farkhliklari saglikli olarak ortaya koymakta yetersiz
kalmiglardir. Tek nukleotid polimorfizmler ve kopya sayisi farkhliklar
(CNV: copy number variation) gibi risk faktorlerinin arastirildigr sinirh
sayida calisma bulunmaktadir, ancak bu caligmalar az sayidaki (<200
hasta) hasta gruplarinda gergeklestirildigi igin ya vyeterli istatistiksel
anlamlilikta sonuglar elde edilememis ya da istatistiksel anlamliliga

ulasildiysa da farkli hasta gruplarinda bulgular dogrulanamamigtir.

Kavernomlarda ortaya konan ‘second hit ya da 2-hit'mekanizmasi[113-
115]; damarlanmada dogrudan gorev alan bir genin allellerinden birinde

aileden kalitilan resesif bir mutasyonun bir probleme neden olmadan
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bireyin gelisiminin tamamlamasini takiben, saglikli allelde baska bir
somatik mutasyonun meydana gelmesi sonucu AVM olugabilecegini

ortaya koyan bir calisma mevcut degildir.

Bu calismada ilk kez yeni nesil DNA dizileme tekniklerinden olan tim
ekzom dizileme kullanilarak, AVM hastalarindan elde edilen kan
orneklerinde ve ayni hastalarin cerrahi olarak c¢ikarimis AVM

dokularinda somatik mutasyon taramalari gercgeklestirilmistir.

Ekzom sekanslama yontemi, genlerin sadece protein fonksiyonunda
etkili kodlanan bolgeleri ile iligkili varyantlari belirlemektedir. Yapisal ya
da kodlanmayan bolgelerdeki varyantlari ise belirleyememektedir. Bu
ancak tum genom sekanslama ile mUumkun olabilmekte ise de hasta
sayis| fazlalastikga ve de analiz cok zaman alacagindan yaygin olarak

kullanimi teknik olarak mumkun gézukmemektedir.

Ekzom dizileme, birgok hastalik ile ilgili genleri ortaya ¢ikarma amaciyla
genomun kodlanan bolgelerini(ekzon) secgici olarak sekanslamak igin

verimli bir yontemdir[94, 95].

Sonuglarin two-tailed Fischer’'s exact test ile istatistiksel analiziyle p<10-4

olan somatik mutasyon olan 9 gen belirlendi.

Belirlenen genlerin fonksiyonel arastirmalari ve model transgenik hayvan
caligmalarindan elde edilecek bulgularin degerlendiriimesi ile AVM'nin
molekuler patogenezinin aydinlatimasi konusunda Onemli yol

katedilecegi beklenebilir.

Cok guncel bir yontem olan proteomiks analizler ile, AVM’lerdeki protein
duzeyindeki farkhliklarin DNA ve RNA duzeyinden farkl olarak global

capta saptanmasi, AVM’lerin molekuler patolojisinin anlagiimasi;
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DNA’daki bir mutasyon ya da RNA seviyesindeki bir farkliigin AVM
patolojisini nasil etkiledigi, patolojiden sorumlu molekullerin daha etkin
ayristirilabilmesi AVM dokusu Uzerinde yapilacak ¢alismalar ile mumkuan

olabilir.
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SONUC

Bu c¢alismada, yeni nesil DNA dizileme tekniklerinden olan tum ekzom
dizileme kullanilarak, AVM hastalarindan elde edilen kan orneklerinde ve
ayni hastalarin cerrahi olarak c¢ikarilmis AVM dokularinda somatik
mutasyon taramalari gergeklestirilmistir. Sonuglarin two-tailed Fischer’s
exact test ile istatistiksel analiziyle p<10-4 olan somatik mutasyon olan

genler belirlenerek sonuglar asagida 6zetlenmistir. Sonuglar;

1. Yeni nesil DNA dizileme tekniklerinden olan tum ekzom dizileme AVM

hastaliginda ilk kez kullaniimistir.
2. Somatik mutasyon olan genler,
-ZGPAT

- QTRT1

- ANO7

- HMHA1

- HSPG2

- SIGLEC1

- ADAMTSL4

- CROCC ve LAMASdir.

3. Bu genler, literatirde daha 6nce AVM'ler ile iligkilendirilmemigtir.

4. Ozellikle ZGPAT geni EGFR antagonisti olarak bilinmekte ve tumor

suppressor gen olarak gorev yapmaktadir.
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