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ABSTRACT

Intracranial aneurysms (IA) are balloon like dilation of the intracranial arterial wall in the brain. It affects %2-5 of the general
population and arise from the action of multiple genetic and environmental risk factors. Single nucleotide polymorphisms
(SNPs) are variations at a single position in a DNA sequence among individuals and they are associated with certain diseases
to evaluate an individual's genetic predisposition to develop a disease. Recently, several SNPs associated with IA have been
identified in genome-wide association studies. To our knowledge, the effects of these SNP's in Turkish population has not
been studied and this arises great necessity to study them. In this study it is aimed to genotype and analyze rs911271
polymorphism, known to be associated with IA in different populations, to determine genetic risk predisposition of this SNP
in Turkish population. Genotyping of 1s911271 polymorphism was conducted by using the iPLEX assay in study group
which consists of 105 intracranial aneurysm patients and 102 healty controls. Findings of this study showed that there is a
lack of association between rs911271 and intracranial aneurysm in Turkish population. Despite the odds ratio was determined
as 1,03 (95% CI=0,70-1,51) for carriers of any A allele, this result was not associated with IA in our population because of
having a p value of 0,890.

Keywords: Intracranial aneurysm, single nucleotide polymorphism (SNP), SNP genotyping.

INTRAKRANIAL ANEVRIZMA iCiN rs911271 POLIMORFiZMIiNiN GENOTiPLENMESIi VE ANALIZi
0z

Intrakranial anevrizmalar (IA) beyindeki intrakranial arter duvarinin baloncuk seklinde genislemesidir. Birgok genetik ve
¢evresel risk faktorlerinden kaynaklanan sebepler ile toplumun %2-5'ini etkilemektedirler. Tek niikleotid polimorfizmleri
(SNP) DNA dizilimindeki bir pozisyonda goriilen varyasyonlardir ve bireylerin belirli hastaliklari gelistirme durumlarina
kars1 genetik yatkiligini belirleme ile iliskilendirilmektedirler. Son zamanlarda, genom boyu arastirma g¢aligmalart ile birkag
tek niikleotid polimorfizmi intrakranial anevrizma ile iliskilendirilmistir. Bilgimiz dahilinde, Tiirk populasyonundaki etkileri
heniiz degerlendirilmemis olan bu SNP'lerin ¢alisilmasina biiyiik ihtiyag dogmaktadir. Bu ¢alismada farkli toplumlarda IA ile
iliskilendirilen rs911271 polimorfizminin Tiirk toplumunda genetik risk yatkiligini belirlemek amaciyla genotiplemesi ve
analizi gergeklestirilmistir. 105 intrakranial anevrizma hastasi ve 102 kontrol bireyinden olusan ¢aligma grubunda rs911271
polimorfizminin genotiplemesi iPLEX" yontemi ile gerceklestirilmistir. Bu galismanin bulgulari Tiirk toplumunda TA ile
rs911271 polimorfizmi arasinda iligki bulunmadigini gostermistir. A alleli tagiyan bireylerde OR degeri 1,03 (95% CI=0,70-
1,51) olarak belirlenmesine karsin, bu sonu¢ p degerinin 0,890 olarak bulunmasindan dolayr toplumumuzda IA ile
iliskilendirilememistir.

Anahtar Sézciikler: Intrakranial anevrizma, tek niikleotid polimorfizmi (SNP), SNP genotipleme.
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1. GiRiS

Intrakranial anevrizmalar (IA) genel toplumun %2-5'ini etkileyen ve arter duvarinda internal
elastik lamina tabakasindaki kollajen fiberlerin dejenerasyonu ve zayiflamasi sonucunda olusan
bir hastaliktir [1]. Anevrizmalar bas agrisindan kitle etkisine, tromboemboliye ve subaraknoid
kanamaya (SAK) uzanan klinik tablolara yol agabilir. IA'larin en istenmeyen komplikasyon
olasiligi degistirilemeyen bir takim risk faktorlerine bagli olarak olusan kanamadir. SAK,
anevrizmalarin en sik goriilen ve geng eriskinlerde ¢cogunlukla 6liimle sonuglanan bir formudur
[2]. Tim tibbi ve norosiriirjik gelismelere karsin intrakraniyal anevrizmaya bagli gelisen SAK
olgularinda bireylerin %40-50'si tedaviye ragmen kaybedilir. Buna ilave olarak %10-20'si
cogunlukla fel¢ gegirir ve tiim vakalarm yaklasik %40'1 iyilesme gostermektedir. [3]. Intrakranial
anevrizma olusumunun etiyolojisi tam olarak kesinlesmemis olmakla beraber, IA olusumu ve
gelisiminde rol oynayan faktorleri anevrizma ve ¢evre vaskiiler yapilarindan bagimsiz olanlar,
anevrizma ve serebral sirkiilasyon ile ilgili olanlar ve genetik faktdrler olarak gruplandirmak
miimkiindiir. Yas, cinsiyet, hipertansiyon, sigara kullanimi, alkol kullanimi, 6zgegmiste diyabet,
gecirilmis SAK varlig1 ve etnisite gibi faktorler anevrizma risk faktorleri arasinda yer almaktadir.
Bunlardan en ¢ok incelenenler genetik faktorler ile yas, cinsiyet ve 6zgecmiste intrakranyal
sirkiilasyonda bagka bir anevrizmaya bagli ikincil gelismis SAK varligidir [4], [5].

Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) genomun herhangi bir bolgesinde bulunan tek niikleotid
dizilim farkliliklar1 olup populasyondaki oOrnek bireyler arasinda yiiksek yer degistirme
(substitiisyon) orani gosteren, niikleotitler olarak da tanimlanabilir [6]. SNP’ler bazi durumlarda
hastaliga yatkinlik nedeni olabilmektedirler [7]. Bu nedenle, SNP’ler hastalikla iliskilendirme
caligmalarinda ideal belirtegler olarak onerilmektedir. Farkli toplumlarda risk allellerinin de farkli
oldugu bilinmektedir, bu nedenle her toplumun SNP profilleri ayr1 ayri tanimlanmalidir [8].
Cesitli populasyonlardan hasta ve kontrol gruplarinda yapilan arastirmalar sonucu, intrakranial
anevrizma ile iliskili olan baz1 SNP’ler tanimlamustir [9], [10], [11], [12] [13],[14]. 1911271
polimorfimi genom boyu iliskilendirme caligmalar ile gesitli dogrulama caligmalarinda farkli
toplumlarda intrakranial anevrizma ile iliskilendirilmistir [9]. Tiirk toplumunda SNP’lerin
intrakranial anevrizma ile iliskileri biiylik o6lglide bilinmemektedir. Bu g¢alismanin amact
toplumumuzda rs911271 polimorfizminin ile intrakranial anevrizma iliskisinin arastirilmasidir.

2. DENEYSEL CALISMA
2.1. Kimyasal Maddeler ve Primerler

Calismaya baglangic materyali olan kan orneklerinden genomik DNA izolasyonu yapmak
amactyla DNA izolasyon kiti (Invisorb Spin Blood Mini Kit) Invitek’ten temin edilmistir.
Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan dNTP’ler (100 mM) Applied Biosystems’den,
HotStarTaq Plus DNA polimeraz (5 U/ul) , 10 x PCR tampon ¢dzeltisi ve MgCl, (25 mM)
QIAGEN’den ve tiim asamalardaki ultrasaf PCR-seviyesi distile su Invitrogen’den temin
edilmistir. PCR sonrasi temizleme reaksiyonunda kullanilan shrimp alkaline fosfataz enzimi (1.7
U/ul) ve tampon ¢ozeltisi; tek baz spesifik uzama reaksiyonunda kullanilan iPLEX enzim, 10 x
iPLEX tampon c¢ozeltisi, iPLEX Extension Mix ve rezin ile muamele agamasinda kullanilan
SpectroCLEAN rezin Sequenom Inc.’den temin edilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonunda ve
genotipleme analizinde kullanilan primerler Sequenom Inc. tarafindan sentezlenmistir.

Amplifikasyon primerleri ve tek baz spesifik uzama reaksiyonununda kullanilan uzama
problart Sequenom’un Assay Designer yazilimi kullanilarak tasarlanmustir [15]. rs911271
polimorfizminin genomdaki konumu ve polimorfik bolgenin yer aldig1 yaklasik 200 baz ¢iftlik
DNA dizileri elde edilerek primerlerin ve uzama problarinin genomdaki konumu dogrulanmustir.
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2.2. Calisma Grubu ve DNA izolasyonu

Calisma populasyonu dijital substraksiyon anjiyografi (DSA) ve bilgisayarli tomografi
anjiyografi (BTA) ve manyetik rezonans anjiyografi (MRA) yontemlerinden en az biri
kullanilarak kesin tanis1 konulmus 105 adet intrakraniyal anevrizmali hasta ve yine aymi tani
yontemleri ile intrakraniyal anevrizma olmadig: belirlenen 102 adet kontrol drnegi olmak iizere
207 ornekten olusmaktadir. Bakirkdy Dr. Sadi Konuk Egitim ve Arastirma Hastanesi’nin
2012/03/02 Karar No’lu Etik Kurul Onayi ile, yine ayni hastanenin Girisimsel Noéroradyoloji ve
Radyoloji Klinigine bagvuran hastalardan periferik kan 6rnekleri EDTA’l1 tiiplere alinmustir.
Hastalardan 6mek alimmadan once kisiler g¢alisma hakkinda bilgilendirilmis ve asgari
bilgilendirilmis olur formu ile hastalarin onam1 alinmistir. Ayrica drnek alinan hastalardan IA ile
iliskili olabilecek diger durumlarin belirlenmesi amaciyla hasta bilgi formu &rnegi doldurtularak
bilgi alinmistir. Temin edilen kan 6rneklerinden genomik DNA izolasyonu ticari kit (Invisorb
Spin Blood Mini Kit, Katalog No:1031100300) kullanilarak {iretici talimatlarma gore
gerceklestirilmigtir. DNA miktar ve saflik tayini 260 nm ve 280 nm dalga boylarindaki UV
spektrofotometrede Ol¢lim yapilarak gergeklestirilmisti. DNA’nin saf olarak elde edilebilmesi
icin 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans degeri oraninin 1.7 ile 2.0 arasinda olmasi
gerekmektedir (Ajg0/Arge=1.7-2.0) [16].

2.3. SNP Genotipleme

Bu c¢alismada SNP genotipleme analizi igin iPLEX® yontemi uygulanmustir. iPLEX®
yonteminde oncelikle SNP'yi iceren genom bolgeleri spesifik primerler yardimiyla PCR ile
cogaltilir ve {irtinler kalip olarak kullanilarak daha sonra tek baz uzama reaksiyonu (iPLEX
reaksiyonu) gergeklestirilir. Uzama probu ad1 verilen bir tespit edici primer 3’ ucundaki niikleik
asit dizisine yapisarak bu primer ddNTP iceren tek bir baz tarafindan uzatilir [17]. Primerin 3’
ucu allelik bazdan meydana gelmektedir ve polimorfik bolgeyi iceren PCR iiriinii kalip gorevini
gormektedir. Bu sebeple sadece 3’ bazin hedef DNA’da bulunan allele komplementer olmasi
durumunda primer uzatilir. Primer uzama olaymnin izlenmesi DNA &rneginde bulunan allelin
anlasilmasina izin verir [18], [19]. Allellerin kiitle esasl tespit edilmesi islemi Matriks destekli
lazer desorpsiyon/iyonizasyon ucus zamanli (MALDI-TOF) kiitle spektrometrisi (MS: Mass
Spectrometry) araciligi ile gergeklestirilir.

Genotipleme analizinin baglangic basamaginda niikleik asit degisimlerinin belirlenebilmesi
icin oncelikle genomik DNA’daki hedef bolge, tasarim sonucu elde edilen forward ve reverse
primer ciftleri kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir. Amplifikasyon sekilde Roche PCR enzimi
kullanilarak 92 °C’ de 2 dakika 6n denatiirasyon, 95 °C’de 30 saniye denatiirasyon, 56 °C’de 30
saniye baglanma, 72 °C’de 1 dakika uzama ile 45 dongii ve 72 °C’de 3 dakika son uzama olacak
sekilde gerceklestirilmigtir. Amplifikasyon sonrasi {irlinlerdeki baglanmamis dNTP’ler, serbest
dNTP’den bir fosfat grubunu keserek geri doniisiimsiiz olarak dNDP’ye ¢eviren shrimp alkalen
fosfotaz (SAP) enzimi ile notralize edilmistir. Bu reaksiyonda 0,30 ul SAP enzimi (1,7 U/ul),
0,17 ul TS Tamponu (10X) ve 1,53 pl dH,O ile hazirlanan 2ul SAP karigimi multipleks PCR
tiriinlerine eklenerek ornek plakasi 1000 rpm hizinda santrifiij edilmistir. SAP reaksiyonu 37 °C’
de 40 dakika siireyle gerceklestirilmis, reaksiyon karisimi enzimin inaktive edilmesi igin 85
°C’de 5 dakika inkiibe edilmigtir. SAP reaksiyonu sonucu elde edilen iiriinler ile tek baz spesifik
uzama reaksiyonu gergeklestirilerek dizayn edilen problarin hedef bélge ile hibridizasyonu ve tek
kiitle-modifiye niikleotid uzamas: gerceklestirilmistir. 0,619 ul dH,O, 0,2 pl iPLEX tamponu
(10X), 0,2 ul iPLEX terminasyon karisimi, 0,940 pl iPLEX uzama primeri karisim: ve 0,041 pl
iPLEX enzimden olusan reaksiyon karigimi hazirlanarak 1000 rpm hizinda 1 dakika santrifiij
edilmistir ve 6rnek plakasi iizerindeki her kuyuya 2 pl eklenmistir. Ornek plakasi yavasca
karigtirtlmistir ve termal dongiileyici asamasi 6ncesinde 1000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir
[20], [21]. Tek baz spesifik uzama reaksiyonu kosullar1 Cizelge 1’de verilmigtir.
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Cizelge 1. Tek baz spesifik uzama reaksiyonu kosullar

Basamaklar islem Sicaklik ve Siire
1 On denatiirasyon 94 °C’de 30 saniye
2 Denatiirasyon 94 °C’de 5 saniye
3 Baglanma 52 °C’de 5 saniye
4 Uzama 80 °C’de 5 saniye
5 Son uzama 72 °C’de 3 dakika
Dongii sayilari 3-4 basamaklar 5 dongii; 2-4 basamaklar
40 dongii

Kiitle spektroskopisi ile analizde Na', K* ve Mg*" gibi iyonlar1 uzaklastirarak arka plan
kirliligini minimuma indirmek gerekmektedir. Bu amacla katyonsk degisim saglayan rezin tek
baz spesifik uzama reaksiyonu iiriinleri iizerine eklemistir [22], [20]. Son olarak elde edilen
modifiye iiriiniin analizi igin ortalama 15 nl PCR iiriinii 384-element SpectroCHIP® I iizerine
Nanodispenser kullanilarak aktarilmistir. Daha sonra ¢ip genotipleme analizi igin kiitle
spektroskopisi (MassARRAY® Analyser 4) cihazina yiiklenmistir. Lazer atimi sonrasi kiitle
spektroskopisi cihazindan elde edilen verilerin analizi, spektro goriintiisiiniin ve allel spesifik
piklerin elde edilmesi i¢in (iPLEX SpectroCHIP® II analizi) MassARRAY®™ TYPER 4.0
genotipleme yazilimi kullanilmistir [20], [21].

2.4. istatistiksel Analizler

Genotipleme analizi sonucu elde edilen verilen istatistiksel analizinde SPSS (Statistical
Packages of Social Sciences, SPSS for Windows, Version 20.0, Chicago, IC, USA) paket
programi kullanilmistir ve tiim testlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
rs911271 polimorfizminin Hardy Weinberg dengesini degerlendirmek amaciyla ki-kare testi
uygulanmistir. Intrakranial anevrizma ile SNP allellerinin iliskilendirilmesinde g¢alisma
populasyonunda kontrol grubuna gore yaygin (majér) olan allel belirlenerek referans olarak
almmustir [23]. Hastalik ile iligkili olabilecegi dngdriilen minér allelin referans allele gore odds
ratio (OR) degeri ve % 95 giiven araliklar1 (GA) hesaplanmistir. Caligma populasyonunda kontrol
grubuna gore yaygin olan homozigot genotip belirlenip referans olarak alinarak intrakranial
anevrizma ile SNP genotiplerinin iliskilendirilmesi gerceklestirilmistir. OR degerleri ve % 95
giiven araliklart homozigot karsilastirma modeline (Ornegin TT ile CC) ve dominant modele
(Ornegin TT+TC ile CC) gore hesaplanmustir [23], [24].

3. SONUCLAR VE TARTISMA
3.1. Cahisma Grubundaki Orneklerin DNA Saflik ve Miktar Analizi

Genotipleme analizinin baglangic materyali olarak izole edilen DNA 6rneklerinin ¢alismada
kullanilabilmesi amactyla 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans degerlerinin oran1 1.7 ile
2.0 arasinda olmalidir [16]. izole edilen 207 DNA 6rneginin tamamina ait A,g/A,g degerleri 1.7-
2.0 arasinda bulunmustur. Ayrica DNA 6rneklerinin tamaminin konsantrasyonu belirlenerek PCR

ile amplifikasyon i¢in uygun deger olan minimum 20 ng/ul olarak elde edilmistir.

3.2. Biyoinformatik Araclar ile rs911271 Polimorfizminin Genomdaki Konumunun
Belirlenmesi

rs911271 polimorfizminin genomdaki fiziksel konumunu belirlemek amaciyla NCBI SNP
veritabam ve genom boyu iliskilendirme ¢aligmalart katalogu kullanilmustir. Tlgili polimorfizmin
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genomdaki fiziksel pozisyonu 236,310,024 olup kromozom 1’de bulunmaktadir. Bulundugu
pozisyondaki gen GPRI37B ve allel degisimi A/C olarak belirlenmistir [25], [26]. Sequenom
Assay Designer yazilimi kullanilarak belirlenen ve PCR’da kullamilan forward ve reverse
primerler ile tek baz spesifik uzama problarinin genom dizisi tizerindeki konumlar1 manuel olarak
tespit edilmistir. Boylece yazilimlar kullanilarak tasarlanan primer ve problarin SNP’nin
bulundugu genom dizisi iizerindeki konumlart dogrulanmistir (Cizelge 2).

Cizelge 2. rs911271 polimorfizminin bulundugu DNA dizisi (Forward PCR primeri kirmizi olan
diziye, reverse PCR primeri mavi ile gdsterilen diziye gore tasarlanmustir, uzama probunun dizisi
alt1 ¢izili kalin olarak gosterilmistir, b¢:baz ¢ifti)

SNP’nin bulundugu DNA dizisi be

5 100 bg
TCCGTGCAATGCACACGATGCTGCAGTACGCAGCCCCGGCTGCCCTTG | [A/C]

GGTACACATCTGAGGGTAATGCGATCATGAGCAAGCTCAATTITGATT | 100 bg
AACTT[A/C]CCCCTAAATCACTGCTTTTAAATTCTGCCATGTTAAGTCTC
TTTCCACCCCTAATGACCTCTCAGGCAGATCCTATGGCTTTCTAGTCAT

ACTCGGTAAT 3'

Multipleks reaksiyon sonrasi tek baz spesifik uzama reaksiyonunda muhtemel hatali
baglanmalar1 6nlemek amaciyla tasarimda her bir amplifikasyon primerinin 5' ucuna genel bir 10-
mer etiketi (5-ACGTTGGATG-3") eklenmesi gerekmektedir. Bu nedenle forward ve reverse
PCR primerleri tasarlanirken her iki primer dizisinin 5' ucuna 10-mer etiketi eklenerek Cizelge
2’de forward primer icin kirmiz ile gosterilen 5!
ACGTTGGATGGCGATCATGAGCAAGCTCAA 3' dizisi ve reverse primer i¢in mavi ile
gosterilen 5' ACGTTGGATGGGAAAGAGACTTAACATGGC 3' dizisi elde edilmigtir. Uzama
probu tasarlanirken Cizelge 2’de alt1 ¢izili olarak gosterildigi gibi probun 3' ucu polimorfik
bdlgenin hemen yaninda se¢ilmistir.

3.3. istatistik Analiz Sonuclar

rs911271 polimorfizmi 105 hasta ve 102 kontrol 6rnegi olmak iizere toplam 207 6rnekte
genotiplenerek 6rneklerin tamamina ait sonuglar elde edilmistir. Ilgili polimorfizmin Hardy
Weinberg dengesini test etmek igin ki-kare testi uygulanmistir ve p=0,44 degeri ile dengeden
sapma gostermedigi belirlenmistir (p<0,05). Intrakranial anevrizma ile SNP allelerinin
iliskilendirilmesinde odds ratio degerleri hesaplanmistir. r1s911271 polimorfizminde C allelinin
toplumumuzda yaygin olarak bulundugu saptanmistir. Odds ratio degeri nadir olan A alleli i¢in
1,03 (%95 GA= 0,70-1,51) ve p degeri ise 0,890 olarak hesaplanmistir. Odds ratio degeri 1’den
biiyiik olarak tespit edilip hastalik ile iliski olabilecegini dngérmesine ragmen p degerinin 0,890
olarak hesaplanmasi ile istatistiki olarak anlamli bir sonu¢ elde edilemedigi i¢in rs911271
polimorfizmi intrakranial anevrizma riski ile iliskilendirilememistir (Cizelge 3). Genotipe goére
yapilan analiz sonucu toplumumuzda yaygin olarak bulunan CC genotipi referans alinarak odds
ratio ve p degerleri hesaplanmig ancak p > 0,05 oldugu i¢in istatistiksel olarak anlamli bir sonug
elde edilememistir (Cizelge 3).

Bilguvar ve arkadaglart 2008 yilinda intrakranial anevrizma ile belirli lokuslari
iliskilendirmek iizere bir genom boyu iliskilendirme c¢alismasi yapmislardir. Bu ¢aligmada
baslangi¢ populasyonu olarak Avrupa atasal kdkenli 1,580 hasta ve 6,276 kontrol grubu ve tekrar
caligmasi olarak Japon atasal kokenli 495 hasta ve 676 kontrol grubunun incelenmesi sonucu
Avrupa ve Japon populasyonunda p=4x10%, OR=1,24 (%95 G.A.=1,15-1,34) degerleri ile
13700651-G polimorfizmini ve r$9298506-A, rs1333040-T, rs10958409-A polimorfizmlerini bu
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populasyonlarda intrakranial anevrizma ile iliskili olarak tanimlamislardir [9]. Aynmi ¢alismada
r$s911271 polimorfizmi i¢in Finlandiya, Hollanda, Japonya, Avrupa (genel) ve tiim bu dort
populasyona ait genotiplerin ortak degerlendirmesi de gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglara
gore 1s911271 polimorfizmi OR= 1,19 (1,10-1,28) ve p=1x10" degerleri ile Avrupa genelinde
intrakranial anevrizma ile iligkili bulunurken, Japon populasyonunda ise OR=0,98 (0,83-1,16) ve
p=8,2x10"" degerleri ile intrakranial anevrizma ile iligkilendirilememistir.

Bu caligma ile rs911271 polimorfizminin Tirk toplumunda intrakranial anevrizma ile
iliskisinin bulunmadigi tespit edilmistir. Ancak OR degerinin 1'den biiyiik olarak tespit
edilmesine karsin p degerinin istatistiki olarak anlamli bulunamamasi nedeniyle, 6rneklem sayisi
arttirllarak caligmanin tekrar degerlendirilmesi gerektigi 6nerilmektedir.

Cizelge 3. 1s911271 polimorfizminin allel ve genotip frekanslari

rs7501939 Hasta (n=105) Kontrol OR (% 95 GA) p degeri
(n=102)
C 0,565 0,572 referans
A 0,435 0,428 1,03 (0,70-1,51) 0,890
CC 39 (0,364) 32 (0,308) referans
0,292
CA 43 (0,402) 53(0,529)  0.666 (0.359-1.234)
0,284
AA 23 (0,234) 17(0,163)  1.110 (0.508-2.427)
CA+AA 66 (0,636) 70 (0,692)  0.774 (0.435-1376) 0218
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