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Pulmoner arter hipertansiyonun genetik ve genomikleri

Genetics and genomics of pulmonary arterial hypertension
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Ozet— Pulmoner arteriyel hipertansiyonun (PAH) kalitsal yatkinligi ala-
ninda gectigimizde dekatta major bulgular elde edilmistir. Bunlarin ara-
sinda, major yatkinlk olusturan gen olarak kemik morfogenetik protein
reseptoru tip 2’'nin (BMPR2) ve PAH herediter hemorajik telenjektazi
ile iligkili oldugunda major gen olarak aktivin A reseptor tip-1l benze-
ri kinaz-1'in (ACVRL1, ALK1 olarak da bilinir) tanimlanmasidir. Ailesel
PAH’da bilinen genler i¢in mutasyonun tespiti yaklasik %75’dir, ancak
bu genlerin dikkatli bir incelemesinden sonra dahi olan mutasyon acigi
halen agiklanamamisgtir. PAH’a yatkinlik olusturan ek genetik varyant-
larin tanimlanmasi i¢in, arastirmacilar bu makalede anlatilacak olan
diger genleri tanimlayabilmek i¢in yeni nesil sekanslamanin guicunden
yararlanmaktadir. llave olarak, PAH i¢in yaygin genetik yatkinlik faktor-
leri genom ¢apinda iligki ¢alismalari ile tanimlanabilir ve bu makalede
detaylandiriimigtir. Farkli Ulkelerde PAH hastalarinin genis kayit ¢alig-
malarina dayanan ailelerin dikatli arastirilmasi ve rutin genetik tani ile
kolaylastiriimis ¢aligsmalar diuzenlenmektedir. Bu uzunlamasina veya
kesitsel ¢alismalar mutasyon tagiyicilarinda PAH’In klinik dzelliklerinin
dogru bir sekilde tanimlanmasina izin verecektir. Molekuler genetik ta-
ninin yapilabilirligi major predispozan genin aileler arasinda oldukca
farkli penetrans gosterebilecegi hesaba katilarak ciddi bir hastalik i¢in
danigsmanlik verilmesi dahil hasta bakiminda yeni bir alanin agiimasina
yol agmistir. Hastaligin gelisimine yol acan mekanizmalarin kavranmasi
icin molekuler bilgiler PAH’da etkilenmis dokularin dzellikle pulmoner
vaskuler dokular ve hucrelerin genomik ¢aligsmalari ile elde edilebilir.
Yuksek verimli genomik teknikler, yeni nesil sekanslama temelinde, ri-
bonukleik asitlerin, mikro-ribonukleik asitler dahil érneklerin dogru kan-
titatif analizine izin verir ve deoksiribonukleik asit metilasyonu, histon
metilasyonu ve asetilasyonu veya transkripsiyon faktoru baglanmasi
dahil epigenetik veya duzenletici mekanizmalarin genom ¢apinda aras-
tirlmasina musaade etmektedir. (J Am Coll Cardiol 2013;62:D13-21) #
2013 by the American College of Cardiology Foundation.

Summary—Major discoveries have been obtained within the last decade
in the field of hereditary predisposition to pulmonary arterial hypertension
(PAH). Among them, the identification of bone morphogenetic protein
receptor type 2 (BMPR2) as the major predisposing gene and activin A
receptor type ll-like kinase-1 (ACVRLA1, also known as ALK1) as the ma-
jor gene when PAH is associated with hereditary hemorrhagic telangiec-
tasia. Themutation detection rate for the known genes is approximately
75% in familial PAH, but the mutation shortfall remains unexplained
even after careful molecular investigation of these genes. To identify ad-
ditional genetic variants predisposing to PAH, investigators harnessed
the power of next-generation sequencing to successfully identify addi-
tional genes that will be described in this report. Furthermore, common
genetic predisposing factors for PAH can be identified by genome-wide
association studies and are detailed in this paper. The careful study of
families and routine genetic diagnosis facilitated natural history studies
based on large registries of PAH patients to be set up in different coun-
tries. These longitudinal or cross-sectional studies permitted the clinical
characterization of PAH in mutation carriers to be accurately described.
The availability of molecular genetic diagnosis has openedup anewfield
for patient care, including genetic counseling for a severe disease, tak-
ing into account that the major predisposing gene has a highly variable
penetrance between families. Molecular information can be drawn from
the genomic study of affected tissues in PAH, in particular, pulmonary
vascular tissues and cells, to gain insight into the mechanisms lead-
ing to the development of the disease. High-throughput genomic tech-
niques, on the basis of next-generation sequencing,nowallow the ac-
curate quantification and analysis of ribonucleic acid, species, including
micro-ribonucleic acids, and allow for a genome-wide investigation of
epigenetic or regulatory mechanisms, which include deoxyribonucleic
acid methylation, histone methylation, and acetylation, or transcription
factor binding. (J Am Coll Cardiol 2013;62:D13—-21) # 2013 by the Ameri-
can College of Cardiology Foundation.
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Pulmoner hipertansiyon genetigi

Pulmoner arteriyel hipertansiyona kalitsal
yatkinltk: Major genlerden iliskili tek niikleotid
polimorfizmlerine kadar-

Bilinen aile hikayesi olan pulmoner arteriyel hi-
pertansiyon (PAH) hastalarinin yaklasik %75’inde so-
rumlu olarak 300’den fazla bagimsiz BMPR2 (trans-
forme edici biiyiime faktorii (TGF)-p ailesinin bir tip
II reseptor iiyesini kodlar) mutasyonu tanimlanmustir,
ve PAH 1 altinda yatan major genetik belirleyici ola-
cak sekilde goriiniiste sporadik olan vakalarda %25’¢e
varan oranlarda bu gende defektler saptanmaktadir.
[ Birden ¢ok aile bireyinde rastlanan ACVRLI tip 1
reseptoriinde ve belirgin sekilde daha diisiik siklikta
endoglin tip III reseptdriinde saptanan patojenik mu-
tasyonlar kalitsal hemorajik telenjektazi (KHT) ile
iligskili PAH’a neden olmaktadir.” Hepsi birlikte, bu
gozlemler TGF-P ailesinin PAH gelisimindeki 6nem-
li roliinii desteklemektedir. Sonug olarak, bir seri ¢a-
lisma yeni genetik varyantlar belirlemek icin bilinen
PAH genlerinde mutasyon olmayan hastalarin kohort-
larinda TGF-p reseptor ve etkileyicilerini aragtirarak
yeni gen arayisi yaklagimimi benimsemistir. Konvan-
siyonel analitik tekniklerle, Shintani ve ark.’! 23 Ja-
pon vakanin panelinde kemik morfogenetik protein
(BMP) —sorumlu gen SMAD9 (p.C202X) kisalma
mutasyonu saptamustir. Ikinci bir kisalma mutasyo-
nu (p.R294X) bagka bir asya kokenli hastada tespit
edilmistir.) BMP-6zgii SMAD’larin ve SMAD4’iin
benzer goriintillenmeleri 198 idiyopatik pulmoner
arteriyel hipertansiyon (IPAH) hastasinda 4 varyant
tanimlamistir. Bu varyantlar; standart BMP-aracili
asag1 dogru sinyallesme sonuglarina olan orta diizey
etkilerinin bilinmeyen Onemine goére SMADI1(/p.
V3A), SMADI1 (p.V3A), SMAD4(p.N13S; c.1448-
6T>C), ve SMADY (p.K43E) olarak tanimlanmustir.
51 SMAD9 varyantlar1 daha etkileyicidir, ¢linkii bu
veri SMAD9Y olmayan fare modelinde pulmoner hi-
pertansiyonun klinik ve histopatolojik 6zelliklerinin
gelismesi ile desteklenmektedir.®? Daha yakin za-
manda, 43 hastalik IPAH kohortunda tip I BMPR1B
(p.S160N ve p.F392L9 reseptoriinde 2 missense mu-
tasyon bildirilmistir. Sonraki iglevsel ve haberci tah-
liller bu varyantlarin SMAD9 indiiksiyonu yaptig1 ve
fonksiyon kazanma mekanizmasinin belirleyicisi olan
transkripsiyonel aktivitenin arttirilmasini tetikledigini
bildirmistir. SMAD9 mutant fare modeli ile yapilan
bu gen i¢in haplo yetmezlik i¢in bir molekiiler meka-
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3 nesil aileyi caligmak icin tam exome sekanslama
kullanan Austin ve ark.®! KPAH i¢in yeni bir gen tes-
pit etmistir: Caveolin-1 (CAV1). Ayn1 zamanda IPAH
olan bir ¢ocukta bir ¢ergeve kaymast mutasyonu sap-
tamiglardir. CAV1 endotelde ve akcigerin diger hiic-
relerinde kaveoladan zengin bir membran proteinini
kodlar. Kaveolalar, TGF-f siiper ailesi, nitrik oksit
yolagi, ve G-protein eslesmeli reseptorleri gibi hiic-
resel sinyal kaskadin baslatan hiicre yiizeyi reseptor-
lerinde boldur. Plazma membraninda anormal sinyal
iletisimi PAH patogenezi i¢in bir mekanizma olabilir.
Calismalar1 CAV 1’deki mutasyonlarin ailesel PAH ve
IPAH olan nadir vakalarla iliskili oldugunu ve PAH
patogenezi igin yeni bir kavram saglayabilecegini
gostermiglerdir.

Tespit edilebilir KPAH mutasyonlar1 bulunmayan
birden ¢ok iiyesi etkilenmis bagka bir ailede eksom
sekanslama ile KCNK3 potasyum kanalinda yeni bir
heterozigot missense varyant tespit edilmistir.”’ Diger
ailesel PAH vakalar1 ve IPAH vakalari icin analizler
ek olarak 5 yeni heterozigot missense varyanti ortaya
¢ikarmigtir. Her 6 varyant da olduk¢a korunmus ami-
no asitlerde yer almaktadir ve siliko analizlerde ha-
sar gordiikleri 6ngdriilmektedir. COS-7 hiicrelerinde
gecici transfeksiyon ile tiim yama klamp prosediirleri
6 mutasyonun da fonksiyon kaybi ile sonucglandigi-
n1 gostermistir. Hepsi olmasa da bazi mutasyonlar
fosfolipaz inhibitérii ONO RS-82 tarafindan kurta-
rilmaktadir. KCNK3, 2 por alanla1 siiper aileden bir
pH duyarli potasyum kanali kodlamaktadir.'” Bu
potasyum kanalinin hipoksiye duyarli oldugu ve ist-
rahat membran potansiyelinin ve pulmoner vaskiiler
toniisiin saglanmasinda rol aldig1 gosterilmigtir.!'-%)
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KPAH ve IPAH nedeni olarak bu genin tanimlanmasi
ve kurtaric1 6zgiin mutasyonlarin gosterilmesi PAH
tedavisi i¢in yeni bir hedef saglayabilir.

Cocukluk ¢ag1 baglangicli PAH, erigkin baslangicli
PAH’dan bir kisim klinik ve genetik farkliliklar icerir.
Sporadik vakalarda tespit edilen BMPR2 mutasyon-
larinin siklig1 erigkin baglangi¢cli PAH’dan oldukca
digiiktiir."*1®! Pulmoner hipertansiyon pek ¢ok gene-
tik bozuklukta yaygin olmayan bir komplikasyondur,
ancak Down sendromu gibi belli bagh sendromlarda
daha yaygindir.'”? Down sendromunda artmis PAH
riski soldan saga kardiyak santlara baghdir; ek olarak
tikayict uyku apne sendromu ileiligkili {ist hava yolu
tikanikligi PAH dist pulmoner hipertansiyonu tetikle-
yebilir.l"*! Konjenital kalp hastaligi (KKH) ve pulmo-
ner hipertansiyon ile daha yaygin fakat daha az 6nem-
de iligkili genetik sendromlar DiGeorge sendromu,
VACTERL sendromu, CHARGE sendromu, Schimi-
tar sendromu,!"” Noonan sendromu® ve konjenital
diyafragmatik herni ile iligkili konjenital anomalileri
icerir. Pulmoner hipertansiyon ile iligkili fakat KKH
iligkili olmayan genetik sendromlar Adams-Oliver
sendromu,?!??! nérofibromatozis tip 1,124 uzun QT
sendromu, hipertrofik kardiyomiyopati, Cantu send-
romu,®! otoimmiin poliendokrin sendrom,®! mito-
kondriyal ensefalopati laktik asidoz ve inme benzeri
ataklar dahil mitokondriyal bozukluklar,?”! Gaucher-
hastalig1,®® and glikojen depo hastaliklarini (GDH-I
ve GDH-IIT)™! igermektedir. Pulmoner hipertansiyon
gelistirme mekanizmalar1 pek ¢ok genetik sendrom
icin tam olarak agiklanabilmis degildir ancak; KKH
ile soldan saga sant nedeniyle artmis pulmoner kan
akimmi, {ist hava yolu obstriiksiyonunu, pulmoner
damar stenozunu ve yeniden sekillenmesine yol acan
hiperproliferasyona neden olan vaskiiler diiz kas hiic-
re disfonksiyonunu (Adams Oliver syndrome,?"-?? ve
norofibromatozis tip 1),1***% pulmoner vendz obstriik-
siyonu (Cantu syndrome)?*! veya pulmoner basinglari
arttiran difiize olabilir hepatik faktorlerin tiretilmesini
(Gaucher disease and GSD)™! icermektedir. Ozellik-
le, Gaucher hastalig1 ile birlike pulmoner hipertan-
siyon olan hastalarda enzim replasman tedavisi ile
primer metabolik bozukluklarin tedavisine iyi cevap
oldugu bildirilmisgtir.®]

Nimmakayalu ve ark.*!! mikrosefali, tiroid ve
sensorinOrol anormallikler ile iligkili sendromik bir
pulmoner hipertansiyon vakasinda TBX2 ve TBX4’i
kapsayan bir mikrodelesyon bildirmislerdir. Yakin za-

manda, Kerstjens-Frederikse ve ark.*”) mental retar-
dasyon ve dismorfik 6zellikler ile iliskili idiyopatik
veya ailesel PAH olan 3 ¢ocugu ayni1 lokusu kapsayan
delesyonlar1 saptamak i¢in genomik hibridizasyon ile
aragtirmiglar ve ayn1 zamanda TBX2 ve TBX4 gen-
lerini de iceren 17q23.2°de 3 oOrtiisen delesyon sapta-
mislardir. Bu genler sonradan 20 ¢ocukta sekanslandi
ve kiiglik patella sendromundan sorumlu TBX4 ge-
ninde 3 ek mutasyon saptandi. TBX4 mutasyonu olan
tiim hastalar kiigiik patella sendromunun bulgularini
sergilemekteydi. Karsit sekilde, bilinen kiiciik patella
sendromu olan hastalarin dikkatli tetkiki pulmoner hi-
pertansiyon varligin1 gosterememistir.

PAH i¢in yatkinlik olusturan genlerin tanimlan-
masinda uygulanan bir diger yaklasim tiim genoma
dagitilan polimorfik isaretleyicilerin (tek niikleotid
polimorfizmleri [TNP]) kullanilmasidir. Bu yaklasim,
iki grupta genotip sikliklarinin karsilastirlabilmesi ve
hastalik ve isaretleyici arasinda bir iligkiye isaret eden
belirgin bir farklilik tespit debilmek i¢in biiylik sayida
hasta ve kontrol grubunu gerektirmektedir. Boyle bir
yaklasim ile, Germain ve ark.*! TNP ilisikili iPAH
ve BMPR2 mutasyonu iliskili olmayan ailesel PAH
tanimlamiglardir. PAH ic¢in TNP risk aleli risk orani
1.97 (95% giiven araligi: 1.59 - 2.45; p=7.47 x 10-
10) ve Kr 18q22.3 iizerindeki Cerebellin 2 (CBLN2)
genine yakindir.

BMPR2 mutasyonlarinin penetransindaki ¢esitli-
liklerin molekiiler temeline pek ¢ok calismada degi-
nilmistir. Bu soru, istatistiksel anlam kazanabilmesi
icin biiyiik sayilarda hasta gerektirirken ¢aligmalara
dahil edilebilecek hasta sayisinin smirhiligr ile daha
da giiclesmistir. Farkli yaklagimlar uygulanagelmek-
tedir. Philips ve ark.** BMPR2 penetransini etkileye-
bilecek BMPler ve TGF-B1 sinyal yolaklar1 arasinda
olas1 bir dengesizligi arastirmak i¢in TGF-B1 genin-
de fonksiyonel bir polimorfizmi arastirdilar. TGF-p1
polimorfizminin tan1 yasini ve BMPR2 mutasyonla-
rinin penetransini etkiledigini ileri siirdiiler. West ve
ark.’% etkilenmis olsun olmasin BMPR2 mutasyon
tagiyicilarinin immortal B lenfosit hiicre serinde gen
ekspresyonunu ¢alisan farkli bir yaklagim kullandilar.
En dikkat ¢ekici ekspresyon farki yalnizca kadinlarda
yaklagik 10 kat daha diisiik ekspresyon ile CPP1B1
geninde izlenmistir.’ CYPIBI1, pulmoner vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde antiproliferatif etkileri olan ve
hayvan modellerinde pulmoner hipertansiyonu hafif-
leten 2-OH estradiol metabolitlerinin sentez yolaginda
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gorev almaktadir.7** Karsit olarak, CYP1BI1 inhibe
edildiginde, proinflamatuar, pronjiyojenik ve promi-
tojenik etkileri olan 16-B-OH-estradiol ve —estrone
sentezlenmektedir (Paulin and Michelakis?®'). Ancak,
CYPI1BI1 geni bozulmus fareler gen etkisi baglaminda
cevresel etkiye isaret edecek sekilde deneysel pulmo-
ner hipertansiyon gelisiminde farkliliklar gosterme-
mektedirler.*”! Bu sonuglar, iPAH’da oldugu kadar
KPAH’da da gozlenen PAH’da kadin cinsiyet haki-
miyetini agiklayabilecek hormonal etkilerin karma-
sikligin1 goz Oniine sermektedir.*!! Nonsense aracili
riboniikleik asit (RNA) kusuru ile mutasyona ugramis
mesajci riboniikleik asitlerde (mRNA) bozukluga yol
acan BMPR2 mutasyonu tagiyan hastalardan elde edi-
len hiicre kiiltiiriinde ayni tip yontem ile Flynn ve ark.
(421 lenfositlerde mRNA ekspresyon profili zemininde
bir PAH penetrans imzasi 6nerdiler ve bu profil reak-
tif oksijen molekiil formasyonlarimin hastaligin geli-
siminde énemli rolii rolii oldugunu desteklemektedir.
Es zamanli inflamasyon mutasyona ugramis BMPR2
geninin patolojik etkilerini degistirebilir.[*344!

Kalitsal pulmoner arter hipertansiyonun
klinik prezentasyonu-

PAH i¢in aile Oykiisii olan hastalarin yaklasik
%75’inde, PAH’ a neden oldugu bilinen genlerde bir
mutasyon saptanmigtir,[-154341 en s1ik olarak BMPR2
mutasyonudur. Bilinen aile dykiisii olmayan hastalar-
da (sporadik ya da idiyopatik vakalar), yaklasik %20
germ mutasyonu bulunmaktadir. HHT i¢in kisisel ya
da aile Oykiisii olan hastalarda ACVRL1 mutasyonu
tanimlanan major nedendir. Benzer oranlarda mutas-
yon tastycilart anoreksijen ile indiiklenmis PAH’da
gozlenmektedir. Zit olarak, iligkili PAH’da (sklero-
derma ve bag dokusu hastaliklar1, portal hipertan-
siyon, insan immiin yetmezlik virlisii enfeksiyonu)
KKH’da bazi istisna bildirimler disinda BMPR2 mu-
tasyonlar1 saptanmamistir. Not olarak, pulmoner ve-
nookliizif hastalik vaklari nadiren BMPR2 mutasyonu
iligkilidir.[47-4)

Kayit ¢alismalarinin retrospektif analizindet!:!543:46]
ve 1 prospektif calismal®® BMPR2 mutasyonu tasiyan
KPAH hastalarmin aile dykiisiinden bagimsiz olarak
mutasyonu olmayan IPAH hastalarina gére daha geng
yaslarda hastalig1 gelistirdigini gosterilmistir. Daha-
s1, KPAH hastalar1 tan1 sirasinda daha ciddi klinik ve
hemodinamik fenotip (akut vazodilator tedaviye daha
az cevap, disiik kardiyak indeks, ve yliksek pulmo-
ner vaskiiler rezistans) sergilerler ve 6liim ya da ak-

ciger transplantasyonuna progresyona daha yatkindir-
lar (tasiyici olmayanlara gore daha erken yaslarda).
[46:50-531 Ancak, analiz edilmis gen tasiyicilarinin sayisi
nispeten azdir. Risk siniflamasi ve klinik yonetim i¢in
genetik test yapmanin yararim degerlendirecek ileri
caligmalar gerekmektedir. Benzer bulgular ve kotii
gidisli prognoz ACVRL1 mutasyonu olan belli sayi-
da pediyatrik vakada da gozlenmistir.*® Not olarak,
ACVRLI1 mutasyonu tasiyicilart hem PAH hem de
HHT gelistirebilirler. HHT 60 yaslarinda neredeyse
tam bir penetrans segilediginden, bazt ACVRL1 mu-
tasyonu tastyicilari ¢ok geng yaglarda HHT nin klinik
kamtin1 gostermeyebilirler. HHT i¢in kisisel ve aile
Oykiisii i¢in biriken bilgiler, “forme fruste” dahil 6zel-
likle de pediyatrik vakalarda 6nemli gériinmektedir.

Vanderbilt Pulmoner Hipertansiyon Kayit Calis-
masinin daha genis bir degerlendirmesinde BMPR2
iligkili ailesel PAH’da genetik beklenti olasilig1 hak-
kinda siiphe ortaya atmistir.5 Ailelerin analizinde ilk
aile tanisindan sonra en az 57 yil yasayan mutasyon
tagiyict bireylerde >%385 hastalik ortaya ¢ikmistir. Bu
ailelerde, 6nceki nesillerdeki erken yaglarda baslangi¢
etkisi kaybolmakta, goriintiste etkilenmemis tastyici-
larda hastaligin penetransi zaman almakta ve 75 yasi-
na kadar ¢ikmaktadir. Bu nedenle, genetik yatkinlik
mevcut veri ile daha fazla desteklenmemektedir. Van-
derbilt Pulmoner Hipertansiyon Kayit Calismasinda
hastalik penetransi yeniden degerlendirildi:** toplam
1683 kardesten mutasyon tagima oranini %50 oldugu
varsayildiginda 842 tasiyici igerisinde (1683 kardesin
bir yaris1) 232 etkilenmis birey veya toplamda %27
penetrans. Bireylerin 177°si kadin 59’u erkekti. PAH
i¢cin kadin/erkek orani 6nceki ¢alismalari destekler se-
kilde 3:1 olarak hesaplandi. Kadin penetrans1 yaklagik
%42 ve erkek penetransi yaklasik %14’tii. Bu cinsiyet
farkliliklariin hastalikta ve ailelere genetik danisma
verilmesinde etkileri olmalidir.

Genetik danisma ve testler-

Iki uzlas1 kilavuzu hekimlerin KPAH’1 destekleyen
Oykiisii olan hastalara profesyonel genetik danigma ve
genetik test onermelerini onermektedir.”>*®! Ek ola-
rak, bu kilavuzlarin yazarlar1 {PAH hastalarina has-
taliga neden olabilecek mutasyon tasima olasiliklar1
yiiksek oldugundan genetik test ve genetik danisma
olanaginin hatirlatilmasini 6nermektedir. Kilavuzlar,
diger aile bireylerinden once etkilenmis IPAH hasta-
larina genetik danigma ve testlerin teklif edilmesini
onermektedir. Etkilenmis bir aile bireyinde hastaliga
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neden olan mutasyonun tanimlanmasi eger diger aile
bireyleri de test yaptirmak isterlerse daha az pahali
test yapilmasina olanak saglayacaktir.

Etkilenmis bireyler ve “risk altindaki” aile birey-
leri mutasyon durumlarini aile planlama amagclari igin
bilmek isteyebilirler. Prenatal tarama ya da implan-
tasyon oncesi tan1 ve yonetim mevcuttur. Reprodiiktif
tip KPAH’1n yeni nesile transmisyonunu engelleyen
pek cok secenege olanak saglamaktadir. Gergekten,
BMPR2 mutasyonu tasiyicisi olan ¢iftler igin giincel
reprodiiktif segenekler cocuk yapmamak, prenatal ge-
netik test yapmamak (reprodiiktif sans), prenatal veya
implantasyon dncesi genetik teshis, gamet bagis1 kul-
lanilmas1 veya evlat edinmektir. Prenatal tan1 PAH’a
predispozan bir mutasyon tagiyan fetiisiin uterus ice-
risindeyken tespit edilmesine olanak saglar. Prenatal
tan1 ailesel mutasyonun molekiiler olarak tanimlan-
mis olmasini gerektirir. Eger ailesel mutasyon tanim-
lanirsa, tibbi diisiik bir segenektir.

Diger bir segenek ise implantasyon Oncesi genetik
teshis, secim ile ailesel mutasyonu tasimayan emb-
riyolarm implantasyonu ile tibbi-destekli iiremedir,
boylece tibbi diisiik tehlikesi ortadan kalkmig olur.
Implantasyon &ncesi genetik teshis in vitro fertilizas-
yonu gerektirir ve basarili bir bebek dogurulmasindan
once birden ¢ok defa tekrari gerekebilir. Implntasyon
oncesi genetik teshis her iilkede ulasilabilir degildir
ve her {ilkede ya da her sigorta sirketince sigorta kap-
saminda degildir. Bu yontemler pek ¢ok diger hasta-
lik i¢in kullanilmakta ancak penetransin tam olmadi-
g1 KPAH gibi durumlar i¢in tartigmalidir. Diisiiglin
ilerleyen gebeliklerdeki fizyolojik etkisi nedeniyle,
Ozellikle de tam penetran olmayan genetik hastaliklar
icin, secilmis KPAH ailesindeki pek ¢ok hasta multi-
disipliner miizakere sonrasi finansal olarak uygun ve
tibbi olarak elverisli ise implantasyon Oncesi genetik
taniy1 tercih etmektedir. Fransa’da, giiniimiizde, gene-
tik tan1 KPAH’a neden olan yiiksek penetran BMPR2
mutasyonu tasityan secilmis ailelere Onerilmektedir.
57581 Gebelik PAH igin bir risk fakt6rii oldugundan,
baba adayr mutsyon tasiyicisi olan ciftlere genetik
tan1 Onerilmektedir.

Genetik testler, PAH gelisimi i¢in yliksek risk altin-
daki PAH’a neden olan mutasyonun semptomatik ol-
mayan tagtyicilarini belirlemeye izin verir. Mutasyon
tagtyicilarinda hastalin gelisimini dnleyen kanitlan-
mis bir girisim ya da tedavi mevcut degildir. Bu mu-
tasyon tastyicilarinda risk smiflamasini gelistirecek

PAH penetransin1 modifiye eden iligkili genetik veya
cevresel faktorler halen bilinmemektedir. Bu nedenle,
genetik testler akrabalar arasinda mutasyin tasiyicisi
olmayan ve kalitsal hastalik i¢in artmis riski olmayan
bireylerin etkin sekilde belirlenmesini saglayacak ve
olasilikla belirgin bir rahatlama olusturacaktir; ancak
mutasyon tastyicilari, hekim hangi hastanin hangi za-
manda hastalik gelistirecegini belirleyemeyeceginden
pek ¢ok belirsizlik ile kars1 karsiya kalacaktir. Giinii-
miizde bdyle hastalara egzersiz dispnesi gibi belirtiler
icin acil degerlendirme ile birlikte yillik Doppler ile
ekokardiyografi takibi onerilmektedir. Asemptomatik
akrabalardaki pozitif ya da negatif genetik sonuglarin
fizyolojik etkisi nedeniyle presemptomatik genetik
danigma pulmoner hipertansiyon uzmani, genetik da-
nigsman, fizyolog ve hemsireden olusan multidisipli-
ner bir takim esliginde saglanmalidir.

Fransa’da, mutasyon tastyicilarinin 200 kadar ak-
rabast presemptomatik genetik test i¢in goniillii ol-
mustur. Bu onlarca asemptomtik BMPR2 mutasyon
tastyicisinin tanimlanmasini sagladi. Devam eden bir
calisma bu kohortta presemptomatik tarama ve takibin
etkinligini degerlendirmektedir. Bu ¢aligmada tiim ta-
styicilara yillik egzersiz testi, Doppler ekokardiyogra-
fi, dolasimdaki biyobelirteglerin 6l¢iimii (ve istirahat
ve egzersiz sag kalp kateterizasyonu) dahil tam tesek-
kiillii degerlendirme yapilmaktadir (NCT01600898).
Uzun donem takip, arastirmacilara, presemptomatik
BMPR2 mutasyonu tagiyicilarinda PAH’a ilerleme-
nin ongordiiriiciilerini tespit etme olanag saglayabi-
lecektir. Bu aktif monitorizasyon yaklasimi arastirma
amacl kalmaktadir ve gelecek kilavuzlarin diizenlen-
mesine yardimei olabilir.

Birlesik Devletler’de, hekimler, PAH hastalari, ve
onlarin aile iiyeleri ¢esitli nedenlerden dolay1 oldukca
nadir olarak presemptomatik genetik test yapilmasini
benimsemistir. Birincisi, genetik testler nispeten pa-
hahdir. ikincisi, pozitif (anksiyete ve depresyon) ya
da negatif (etkilenmemisligin su¢lulugu) testin fiz-
yolojik etkisi bazi bireyler i¢cin 6nemlidir. Bu etkiler,
kendi mutasyon durumlarini1 bilmek istemeyen aile
bireyleri i¢in istenmeyen sonuglar dogurabilir. Ugiin-
ciisii, Birlesik Devletler’de Genetik Bilgi Korunmasi
Yasas1 (Genetic Information Non-Discrimination Act
(GINA) (HR 493)) pasajina ragmen genetik bilgiyi
ortaya c¢ikarmada endiseler devam etmektedir. GINA
sigortacilar ve igverenlerce genetik bilginin ortaya ¢1-
karilmasindan korusa da, GINA korumalarinda halen
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bosluklar mevcuttur (6r: hayat sigortasi, engelli ya da
uzun dénem sigorta basvurularinda). Zit olarak, Pul-
moner Hipertansiyon Fransiz Ag1 gegtigimiz 10 yil
icinde ticretsiz genetik danigma igin goniillii 1000’ den
fazla bireye genetik danigma baslatti (M. Humbert,
personal communication, June 2013).

Bir Alman konsept kanit1 yaklasimi®” ve Avrupa
Birligi’'nde daha biiyiik bir ¢alisma, aile {iyelerinin
istirahat, egzersiz ve hipoksi sirasinda Doppler eko-
kardiyografi ile degerlendirilmesi ile egzersiz ve hi-
pokside kontrol grubuna gore bu hastalarda 6zellikle
de indeks hastalarla birlikte BMPR2 mutasyonu tagi-
yan akrabalarda belirgin sekilde daha yiiksek siklikta
artmis trikiispit yetersizlik velositesi izlendigini agiga
cikarmistir.[*) Bu, egzersiz ve hipoksiye yiikselmis
hesaplanmis pulmoner arter basinci ailesel kiimelen-
mede genetik olarak tespit edilebilir. IPAH ve KPAH
hastalarinin akrabalarinda invaziv olmayan degerlen-
dirmenin klinik degerini analiz etmek ve bu kohort
icin bir erken tan1 algoritmasi gelistirebilmek i¢in ileri
caligmalar gerekmektedir.

Pulmoner arteriyel hipertansiyon genomikleri

PAH’1n altinda yatan genetik varyasyonlar ve mu-
tasyonlarin arastirilmasinin yaninda, miimkiin oldu-
gunda akciger dokusunun veya 6zel hiicre tiplerinin
veya dolagimdaki kan hiicrelerinin molekiiler ince-
lemesi hastaliga iliskin mekanizmalarla ilgili 6nemli
bilgiler saglayacaktir.

Pulmoner arteriyel hipertansiyon akcigerlerinde
somatik genetik degisiklikler-

Gectigimiz dekatta PAH patogenezinin neoplastik
benzeri bir stire¢ oldugu hipotezini gelistirmek icin
onemli kanitlar birikmistir.*'6* idiyopatik ve ano-
reksijen PAH vakalariin akcigerlerindeki pleksiform
lezyonlarin mikrodiseksiyonu endotel hiicrelerinin
monoklonal X-inaktivasyon paterni oldugunu goster-
mistir.l%>%4 Bazi lezyonlar, ayn1 zamanda, mikrosatel-
lit kararsizlik, herediter nonpolipozis kolon kanserinin
bir belirteci ve apoptozis diienleyici BAX’da mutas-
yonlar gostermektedir.) Pulmoner arter endotel hiic-
relerinde (PAEH) ve pulmoner artr diiz kas hiicrele-
rinde (PADKH) gozlenen pek ¢ok normal 6zellikler
artmig proliferasyon, azalmis apopitozis, hipoksi ile
indiiklenen faktor -1-alfa aktivasyonu, mitokondriyal
bozukluklar ve oksidatif metabolizmadan glikolitik
metabolizmaya kayma dahil olmak tizere kanser ana-
logudur.1¢-72!

Kopya sayis1 varyasyonlarinin degerlendirilmesi
icin TNP tahlillerinin veya karsilagtirmali genomik
hibridizasyon tahlil verilerinin kullanim1 PAH i¢in
onemli bilgiler saglayabilir. PAH hastalarinin hiperp-
roliferatif PAEH ve PADKH’lerinin analizi endote
hiicrelerinde hastalarin akciger dokusunda floresan in
situ hibridizasyon ile dogrulanan genis skalada geno-
mik degisiklikler tanimlamistir.l”*! Germline BMPR2
mutasyonu olan hastalarda ikinci bir genetik vurusun
ilk kanit1 olacak ve aym1 zamanda hastaligin farkl
tiplerinde somatik degisikliklerin goriilebilecegini
destekler sekilde anormallikler kalitsal, idiyopatik
ve iligkili PAH vakalarinda tespit edilmistir. Ancak,
BMPR?2 lokusunda heterozigozitenin dogrudan kaybi
icin kanit bulunmamaktadir.’ Baz1 vakalarda, sito-
genetik anormal subklon edinilmesi 6ncesinde dahi
PAEH’ler klonal gibi goriinmektedir.”*) Bu altta ya-
tan farkli bir genetik mutasyonu ya da kromozom
yeniden diizenlenmesi i¢in baska sikintilarin varligi-
n1 destekler, hipotez ile iyi ortiisen bir bulgu endotel
apopitozisinin PAH 1n erken evrelerinde proliferatif,
apopitozise direngli hiicrelerde se¢im yapilmasina yol
a¢cmasidir.””

PADKH proliferasyonu da kromozom anormal-
likleri insidans1 PAEH’lerinden daha diisiik dursa da
PAH’da vaskiiler yeniden sekillenmenin kritik bir bi-
lesenidir.®) Bu farklar i¢in nedenler giintimiizde agik
degildir.

Bu ¢alismalar i¢in bir kisitlilik, son dénem hastali-
&1 temsil eden eksplante edilmis ya da otopsiden elde
edilmis akciger dokularina olan gerekliligidir. Ancak,
erken evre PAH’dan akciger biyopsisi ile doku elde
etmek uygulanabilir degildir. Bir diger dnemli husus
bu anormalliklerin in vitro hiicre kiiltiiriindeki basit
artefaktlar olmadiginin gosterilmesidir. Kiiltiir yapil-
mamis akciger dokusunda floresan in situ hibridizas-
yon ile 2 kromozom delesyonlarinin dogrulanmasi ve
kistik fibrozis veya kronik obstriiktif akciger hastaligi
olan hastalardan eksplante edilmis akciger hiicrelerin-
den veya pek ¢ok kontrol grubunda herhangi bir tespit
edilebilir anormalligin olmayis1 dahil bir seri kanit
buna karg1 ¢ikmaktadir.!”*

mRNA ekspresyonu ¢calismalari-

Akciger dokusundaki erken ekspresyon ¢aligsmala-
11 kiigiik 6rneklem biiyiikliigii nedeniyle sinirlanmis-
tir. Dolagimdaki dokularda (periferal kan) alternatif
stratejiler transkripsiyonel profil g¢ikarma imkanim
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One stirmiigtiir.[’® “Tek basina skleroderma”y1 “sis-
temik skleroz iligkili PAH” hastalarindan ayirt etmek
icin dizi temelli siniflama i¢in kohort biiyiikliigiinii
genisletmenin ve iyi tanimlanmig fenotiplerin kulla-
nilmasimin etkinligi kan ve belirtegler ile gosterilmis-
tir.’77 Akciger dokusu gen profillerini incelerken ge-
nis, iyi tantmlanmig kohortlarin kullanilmasinda agik
yarar vardir. Cesitli yeni ¢aba bu yaklasima odaklan-
mistir. Daha biiyiik akciger dokusu 6rneklerinin dizi
analizi pulmoner hipertansiyon ve pulmoner fibrozis
arasinda benzer yolak kesintileri gostermistir.””* Bel-
ki bugiine kadarki akciger dokusu mikroarray profili
bunu gostermis olsa da, pulmoner fibrozis hastalarin-
da pulmoner hipertansiyon varlig1 hem aragtirma hem
test algoritmasinda 6zel bir gen ekspresyonu ile ka-
rakterize edilmektedir.[””!

Hiicre temelli ekspresyon caligmalar1 seg¢ilmis
hiicre populasyonlarinda farkliliklarin tespit edilme-
sinin yani sira secilmis yolaklarin 6zelliklerinin belir-
lenmesinde faydalidir. Sistemik skleroz iligkili PAH
icin, PAH olan ve PAH olmayan sistemik skleroz has-
talarindan elde edilen pulmoner fibroblastlar ve ak-
ciger dokusu karakteristik gen ekspresyon isaretgileri
gostermistir.®% Global gen ekspresyonu isaretgilerini
kullanan g¢esitli calismalar BMPR2 eksikligietkileri
dahil daha giiglii yolaklarin analizlerini tanimlamustir.
81 Interlokin (IL)-13’iin PAH patobiyolojisindeki rolii
dizi olusturma veri bazinda® ve hayvan modeli ¢alis-
malarinda arastirilmaktadir.®! Apelin ve peroksizom
proliferator aktive reseptdr gama gibi potansiyel yeni
tedavi hedefleri genis olarak dizi temelli platformlar-
da caligilmistir.®*#! Tiim genomik yaklagimlarin yeni
sistem bazli analiz yaklagimlarindan yararlanmasi
onemli bir glicliiktiir. Tiim iligkili bilgilerin pulmoner
vaskiiler hastalik sistem modeline eklemek kiymetli
bilgiler saglayacaktir.l®!

Pulmoner arteriyel hipertansiyonda
miRNA’larin rolii-

Mikroriboniikleik asitler (miRNAs); RNA’nin
kiigiik, kodlama yapmayan, pek ¢ok geni, yolagt ve
hiicreler aras1 karmasik biyolojik aglar1 diizenleme
kapasitesi olan tek basina veya bir digeri ile birlik-
te hareket eden sekanslaridir.’”? Kanser ve kardiyak
hastaliklar gibi hastaliklarda, hastalik patogenezinde
miRNAnin rolii iyi tanimlanmistir.® Kardiyovaskii-
ler hastaliklarda miRNA teknoljilerinin ve terapotik
potansiyelleri Small and Olson®”! tarafindan 6zetlen-
mistir. PAH merkezlerinde miRNA’lar i¢in mekanis-

tik caligmalar ve potansiyel terapotik etkiler en genis
evrensel arastirma miR-204 iizerine gergeklestiril-
mistir.®? Bu ¢alismada, arastirmacilar aktive T hiicre
niiklear faktor aktivasyonu, BMPR?2 asag1 regiilasyo-
nu, IL-6 iiretimi, Rho yolagi, PADKH proliferasyonu
ve apoptozise direng gibi bilinen PAH patofizyolojik
stirecine anormal miRNA ekspresyonunu baglayan
bir model sagladilar. Bu ¢alisma yalnizca miRNA’la-
rn PAH’daki 6nemini gostermekle kalmamis ayni
zamanda normal mi-204 seviyelerinin yeniden sag-
lanmasinin insan PAH tedavisinde yeni bir terap6tik
hedef olabilecegini gostermistir.”” Brock ve ark.P!
BMPR2’nin miR-17-5p ve miR-20a tarafindan dog-
rudan hedefledigini ve IL-6’nin STAT3 indiiksiyonu
tizerinden miR-17/92’yi indiikledigini gdstermistir.
miR17/92’nin tetikleyici bolgesindeki oldukg¢a ko-
runmus ve fonksiyonal STAT3 baglanma bdlgesi bu-
lunmustur ve STAT3’{in 1srarc1 aktivasyonu BMPR2
protein ekspresyonunda baskilanmaya yol agar.!

BMP/TGF-f sinyal yolu kendi basina pek ¢ok
farkli1 miRNA’y1 BMP ligandina cevap olarak olgun
miRNA yukan regiilasyonunu saglayan SMAD ve
primer miRNA transkripti arasinda iletisim iizerin-
den diizenler.’” Bu cevap BMPR2 veya SMAD9
mutasyonlar1 olan hastalardan elde edilen akciger
vaskiiler hiicrelerinde anormal miRNA regiilasyonu-
nun KPAH’da 6nemli bir rol oynadigimi destekleye-
cek sekilde kaybolmustu. Bir sistemlerin biyolojisi
yaklagimi bu BMP aracili yolak ile diizenlenen miR-
NA’lardan birinde miR21 i¢in merkezi bir rolii destek-
lemektedir.”® KPAH hiicrelerinde miRNA anormal-
likleri hiicre yiizeyinde BMPR-II protein miktarinin
arttirtlmast ile ya da BMPR2 veya SMAD9’daki non-
sense mutasyonlarin okuma domeynlerinin tegviki ile
diizeltilebilir.***s! Bu yaklagimlar tipki diger BMP
sinyal yaklagimlar1 gibi birden ¢ok miRNA seviyele-
rinin diizeltilmesinde avantaj saglayabilir, bu nedenle
KPAH’da terapdtik yaklagimlar agisindan {imit veri-
cidir. Pulmoner hipertansiyon insan dokularinda ve
hayvan modellerinde yapilmis diger ¢alismalar miR-
17-92 kiimesi ve miR-145 dahil ek miRNA’lara isaret
etmigtir,1%697]

Toplam miRNA ekspresyonunu degerlendiren ¢e-
sitli yontemler mevcuttur ve hem dizi tabanli hem de
polimeraz zincir reaksiyonu tabanli yontemler “bili-
nen” miRNA sekanslarina dayanarak yanli yontemler
olarak goriinmektedirler. miRNA islemleri miRNA
sekanslarinda degisikligi ile sonuglanabildiginden, en
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yanli olmayan ve artan sekilde benimsenen yontem
kiiclik RNA tiirlerini hedefleyen masif paralel sekans-
lama stratejilerinin kullanilmasidir.

Epigenetik diizenlemeler ve
pulmoner hipertansiyon-

Epigenetik 6zellikler kromozomda deoksiriboniik-
leik asit sekanslarinda bir degisiklik olmaksizin ger-
ceklesen degisikliklerden kaynaklanan kararl kalitsal
fenotiplerdir.”® Epigenetik degisikliklerin, farklilas-
mis hiicrelerin farkli bir hiicre kaderi ile sonuclandigi
hiicresel yeniden programlamaya yol ag¢tig1 diisiiniil-
mektedir. Bu diisiince,pulmoner hipertansiyonda PA-
EH’lerin, PADKH’lerin ve adventisyal fibroblastlarin
proliferasyon, apoptozise direng, metabolik doniisiim
ve proinflamatuar gen ekpresyonu gibi 6zelliklerinin
belirgin olarak degistiginin gosterildigi goézlemlerle
uyumludur. Yeni ¢aligmalar, pulmoner hipertansiyon
sican modelinde siiperoksit dismutaz-2 asagi regiilas-
yonunun SOD2 promoter ve intronik enhancer 2 CpG
pozisyonunda dokuya 06zgiin hipermetilasyonunun-
dan kaynaklandigini gostermistir.”” Epigenetik ¢alig-
malar icin bir diger aday da germ mutasyonu yoklu-
gunda dahi pek ¢cok PAH akcigerinde belirgin asagi
regiile edilmis BMPR2’dir.[3:1%]

Cesitli proteinlerde lisin rezidiilerinden asetil grup-
larinin uzaklagtirilmasini histon deasetilaz katalizler.
HDAC’ler niikleozomal histonlar1 desaetilasyon ile
gen transkripsiyonunu regiile ettikleri kromatin bagla-
minda ¢alisilmaktadir. Onsekiz memeli HDAC’leri 4
siifa gruplandirilmistir.’® HDAC’lerin disregiilas-
yonu kanser ve romatoid artiritte inflamatuar yolaklar
dahil gesitli patofizyolojik siirecler ile iliskilidir.

Smif 1 HDACIerin, 6zellikle de HDAC1’in eks-
presyonu pulmoner hipertansiyon olan insan pulmo-
ner arterlerinde ve pulmoner hipertansif modellerin
akcigerlerinde ve damarlarinda dramatik sekilde
artmigtir. Bu bulgular temelinde, giincel caligsmalar
pulmoner hipertansiyon patognezinde sinif 1 HDAC-
lerin roliinii isaret etmeye baslamistir. Ug haftalik
hipobarik hipoksi sican modelinde, segici smifl
HDAC inhibitéri MGCDO0103, PADKH proliferas-
yonunun baskilanmasinin dahil oldugu mekanizma
tizerinden pulmoner arter basmcini distirmistiir.'%%
MGCDO0103’lin antiproliferatif etkileri kismen, Fo-
x03a transkripsiyon faktoriinde yukari regiilasyona
ve p27 siklin bagimli kinaz inhibitériinii kodlayan
gende asag1 yonlii indiiksiyona bagh gercekslesmistir.

[laveten, HDAC inhibitdrlerinin kardiyak hipertro-
fi ve fibrozisi azaltmak igin kullanilbilecegi giderek
daha asikar hale gelmektedir.['%*!

Sonuglar

PAH gelisimi sirasinda olusan patofizyolojik degi-
siklikler ileri derecede karmasiktir ve olasilikla hiic-
rede proliferatif ve metabolik degisikliklere yol agan
gen ekspresyonunda degisiklige neden olan pek ¢ok
genetik ve epigenetik mekanizmayi igermektedir. Bu-
giine kadar, tiim yaklagimlar par¢a parca olmustur ve
hastalik gelisimine biitiinsel bakisa izin vermemektey-
di. Genomik, metabolomik ve proteomiks dahil yeni
yiiksek verimli teknikler bir hastada ve farkl: hiicreler-
de ve biyolojik stvilarda hizla uygulanabilir ve hastalik
ilerledikge tekrarlanabilir. Boyle bir yaklasim 1 birey
icin tanimlanmustir ve faydali bilgiler saglamigtir.!'*#!
Boyle bir yaklasim, 6zellikle de BMPR2 mutasyonu
tasiyicilarinda hastaligin anlasilmasi ve degerlendi-
rilmesi i¢in paha bigilmezdir. Ayn1 zamanda, se¢ilmis
ailelerde yeni nesil sekanslamanin PAH’in kalitsal
formlarmda rol alan 6nemli genleri tespit edecegi-
ni beklemekteyiz. Her ne kadar yeni PAH genlerinin
tanimlanmasi biiyiik oranda hasta i¢in gegerli olama-
yacaksa da, patogenezin anlagilmasinda ve tedavi i¢in
yeni hedefler belirlenmesinde yeni bulgulari destegi
olacaktir. Aymi sekilde, biiyiik, iyi tanimlanmis PAH
gruplarinin analizlerinde yaygin varyasyonlar tespit
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