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OZET

Giileg, C. Hipertrofik Kardiyomiyopatili Hastalarda HOP (Homeodomain Only Protein)
Gen Mutasyonlarinin Analizi. istanbul Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitisii, Genetik
Ana Bilim Dali. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2006 .

HOP, yakin zamanda tanimlanmis ve, dogum Oncesi ve sonrasinda kalp
bilytimesini kontrol ettigi goOsterilmis olan bir gendir. Calismamizin amaci, HOP

geninin hipertrofik kardiyomiyopatideki olas1 modifiye edici roltiniin anlagiimasidir.

Klinik heterojenite HKM(hipertrofik kardiyomiyopati)’de karsilasilan Snemli
sorunlardan biridir. HKM’deki klinik heterojenitenin; ¢evresel faktorler, hastaliga neden
olan mutant gen ve modifiye edici genlerin etkilesimi sonucu olustugu diisiiniilmektedir.
HOP’ta yapisal degisiklige neden olan mutasyonlarin, HOP’un kardiyak hipertrofideki
islevini, dolayisiyla kardiyak hipertrofi iligkili hastaliklarin fenotipini etkileyecegini
varsaydik. Bu nedenle HKM tanis1 almig 50 hastada HOP geninin, protein kodlayan
dizilerini de iceren ii¢ ekzonunu PZR-SSCP yontemleri ile inceledik. Protein yapisini
degistirecek 6zellikte herhangi bir mutasyon bulunmadi. Genin 4. ekzonunu igeren
bolgede daha 6nce tanimlanmis olan intron yerlesimli iki polimorfizm bulundu. Bu
polimorfizmlerden biri tek niikleotid degisimi, digeri 8 bazlik delesyon-insersiyon
degisimiydi. Poliakrilamid jelde, ©Orneklerin 8 bazlik delesyon-insersiyon (D-I)
polimorfizmi yoniinden genotiplemesi yapildi. Hasta grubunda (n=50) 13 kisinin (%26)
D/D, 15 kisinin (%30) I/ ve 22 kisinin (%44) D/l genotipine sahip oldugu, kontrol
grubunda (n=100) ise 30 kisinin (%30) D/D, 24 kisinin (%24) 1/ ve 46 kisinin (%46)
D/I genotipine sahip oldugu goriildii. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli fark
gostermeyen genotip sonuglari, hastalara ait bazi klinik verilerle karsilastirildi.
[statistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmadi. Bu sonuglar, HOP’un modifiye edici
roliinti ag¢iklamak i¢in daha duyarli yontemler ve daha genis hasta grubu ile ¢alisilmasi

gerektigini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler : HOP, SRF, kardiyak hipertrofi, kardiyomiyopati

Bu cahisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
T-533/21102004 no’lu proje olarak desteklemistir.
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ABSTRACT

Gulec C. Analysis of HOP Gene Mutations in Patients with Hypertrophic
Cardiomyopathy. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of
Genetics. Thesis of Master. Istanbul. 2006.

HOP is a gene described recently and shown to control prenatal and postnatal
heart growth. The aim of our study was to understand the possible modifying role of

HOP gene in hypertrophic cardiomyopathy.

Clinical heterogenity in HCM (Hypertrophic Cardiomyopathy) is thougt to be
result of interaction between enviromental factors, disease causing gene and modifying
genes. We hypothesed that mutations which cause structural changes in HOP, might
effect the function of HOP in cardiac hypertrophy, thus phenotype of cardiac
hypertrophy related diseases. We, therefore, analysed three exons, including protein
coding sequences, of HOP gene by PCR-SSCP techniques in 50 patients diagnosed with
HCM. We have not found any mutation which could change primer stucture of the
protein. Within the region which includes 4™ exon of the gene, we have found two
intronic variations defined before. One of those variations is single nucleotide
polymorphism (SNP), and the other is deletion-insertion polimorphism (8-bp-DIP).
Samples was genotyped by polyacrilamid gel for 8-bp-DIP variation. It has been seen
that, 13 samples (%26) from patient group (n=50) have D/D, 15 samples (%30) have I/
and 22 samples (%44) have D/I genotype, and 30 samples (%30) from control group
(n=100) have D/D, 24 samples (%24) have I/l and 46 samples (%46) have D/l
genotype. Genotyping results, which are not significantly different between patient and
control groups, were compared with some patient data. Statistically, there couldn’t been
found any correlation. Those results indicate that further study with more sensitive

techniques and wider patient group is requered to elucide modifying role of HOP gene.
Key Words: HOP, SRF, Cardiac Hypertrophy, Cardiomyopathy

This study was supported by The Research Support Unit of Istanbul University as the
project no T-533/21102004



1. GIRIS VE AMAC

Kalp hastaliklarina bagli 6liimler, diinya genelinde 6nlenmesi hedeflenen saglik
sorunlarinin basinda yer almaktadir. Ozellikle gelismis iilkelerin Gnemli bir sorunu olan
kalp oliimlerinden, genellikle koroner arter tikanmalarina bagli miyokard enfarktiisii
sorumludur. Koroner hastaliklar disinda kalp yetmezligi, hipertansif kalp hastaliklar1 ve
kardiyomiyopatiler gibi kalbin birincil ya da ikincil hastaliklar1 da kalp &liimlerinin
basta gelen nedenleri arasindadir. Bu ti¢ hastalik grubunun en Snemli ortak bileseni
kardiyak hipertrofidir. Kardiyak hipertrofi, kalp is yiikiinde artisa ya da kalp islevinde
azalmaya neden olan herhangi bir fizyolojik ya da patolojik durum karsisinda devreye
giren bir uyum mekanizmasidir. Kisa dénemde faydali olan kardiyak hipertrofinin uzun
siirmesi durumunda, kalp islevinde belirgin bir azalma ortaya ¢ikar. Kalp islevindeki bu

azalma da genellikle kalp yetmezligi ya da kardiyomiyopati ile sonuglanir.

Kardiyak hipertrofinin molekiiler temellerinin anlasilmasi ve fizyolojik
hipertrofi ile patolojik hipertrofi arsindaki farkhliklarin tanmmimlanmasi, kardiyak
hipertrofi temelli kalp hastaliklarinin tam1 ve tedavisinde Onemli gelismeler
saglayacaktir. Hipertrofik yanitta farkliliklara neden olan genetik polimorfizmlerinin
belirlenmesi de bu amaca yonelik ¢alismalarin baslangicini olusturmaktadir. Kardiyak
hipertrofi konusunda yapilan ¢aligsmalarla; hipertrofik uyarida, hipertrofik yanitta ve bu
ikisini birlestiren ara basamaklarda gérev alan ¢ok sayida molekiil tanimlanmaistir.
Hipertrofik yanitin kontroliinde 6nemli islevleri oldugu anlasilan molekiillerin basinda
GATA-4, MEF2C, NFAT ve SRF gibi transkripsiyon faktorleri bulunmaktadir. Bu
molekiillerden SRF, gelisim sirasinda iskelet kasi, kalp kasi ve diiz kas hiicrelerinin
bolinme ve farklilagsmasini kontrol eder. Dogum sonrasinda boliinme yetenegini
kaybeden eriskin kalp kasi hiicrelerinde ise SRF, hipertrofik yanitin diizenlenmesinde

gorev almaya baslar.

HOP, kalp kasindaki SRF’ye bagli gen ifadesini baskilayarak kalp gelisimini ve
biiytimesini diizenleyen bir molekiil olarak tanimlanmistir. SRF’nin kardiyak
hipertrofideki diizenleyici rolti dusiiniildiigtinde, HOP’un kardiyak hipertrofi temelli
kalp hastaliklar1 icin modifiye edici gen adayr olabilecegini varsaydik. Bu amagcla,
kardiyak hipertrofi gelistirmis kisiler ile saglikh kisilerde HOP geninin protein

kodlayan bdlgeleri PZR ve SSCP yontemleri ile incelenmis, protein yapisinda



degisiklige neden olabilecek dizi farkhiliklar1 arastirilmistir. Kardiyak hipertrofi
gelistirmis hasta grubu olarak, Hipertrofik Kardiyomiyopati (HKM) tanis1 almis hastalar
secildi.

HKM, kalbin sarkomerik proteinlerini kodlayan genlerdeki bazi mutasyonlarin
neden oldugu ailevi ya da sporadik bir kalp kas1 hastaligidir. HKM, neden oldugu
hipertrofinin derecesi, yerlesimi ve ortaya c¢ikis zamani, ve bunlara bagh olarak da
klinik bulgu ve gidisatt degiskenlik gosteren bir hastaliktir. Tasidigi bu klinik
heterojenite 6zelliginden dolayr HKM’yi, kardiyak hipertrofinin anlasilmasi i¢in bir

model hastalik olarak kabul ettik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Hox Genleri ve Homeodomeyn

Gelisim biyolojisindeki en Onemli ilerlemelerden biri homeobox (Hox) gen
takiminin tanimlanmasidir. Embriyonel gelisimin temel diizenleyicilerinden olan Hox
genlerinin ortak ve ayirt edici ozelligi homeobox dizisidir. ilkel omurgasizlardan
gelismis omurgalilara kadar evrimsel olarak korunmus, 183 baz uzunlugundaki bu dizi,
ilgili genin drettigi proteinde (homeoproteinde) 61 aminoasit uzunlugunda
“homeodomeyn” isimli bolgeyi kodlar. Hox gen {iriinii olan protein (homeoprotein),
sahip oldugu homeodomeyn bolgesi araciligiyla DNA’ya baglanabilmekte ve bir¢ok
genin transkripsiyonunu kontrol edebilmektedir. Bu 6zelliginden dolay1 transkripsiyon
faktorii olarak tanimlanan Hox gen iirtinleri DNA’ya monomer, homodimer ya da
heterodimer olarak ve diziye 6zgii bir bigimde baglanir. Kromozom iizerinde siralanarak
kiime olusturan ve bu kiimedeki siralarina gére embriyonel eksende ifade edilen Hox
genleri disinda, genoma dagilmis baska homeobox genler de vardir. Bu genlerin
kodladig1 proteinlerde genellikle homeodomeyn disinda baska boélgeler de bulunur.
Homeodomeyn igeren tiim bu proteinler, homeodomeyn bolgesindeki aminoasit dizi
benzerliklerine ve homeodomeyn disinda sahip oldugu diger (Paired box, LIM, Pou

gibi) korunmus bolgelere goére simiflandirilir (1, 2).

2.2. HOP (Homeodomain Only Protein) Geni

Chen ve arkadaslari, 2002 yilinda PAX3 homeodomeynini prob olarak
kullanarak farede, yalniz homeodomeyn bolge kodlayan bir gen tanimlamislar ve bu
gene homeodomain only protein (Hop) adini vermislerdir (3). Ayni yil, bagimsiz olarak
Shin ve arkadaslar1 tarafindan da klonlanan Hop’un insandaki homologu (HOP), EST
veri tabanmin taranmasiyla bulunmustur (4). Daha sonra farkli gruplar tarafindan da
klonlanan gen Toto, Cameo (Cardiac homeobox), Smap31 (Small protein 31) ve Obl
(Odd homeobox) gibi farkli bicimlerde adlandirilmistir (3, 4, 5, 6).

Toto, Cameo, Smap31, Obl gibi farkli adlarla tanimlanan bu genin en belirgin
ozelligi, yalmz homeodomeyn igeren ¢ok kiigiikk bir protein kodlamasidir. Bu
ozelliginden dolayi, bilinen en kiiciik homeodomeyn proteini kodlayan bu gene

Homeodomain Only Protein (HOP) adi uygun bulunmustur (3).



2.2.1. HOP Geninin Yapisi ve Uriinleri

HOP, insanda kromozom 4 (4ql2) iizerinde bulunan 5 ekzonlu bir gendir.
Genom iizerinde yaklasik 33,3 kilobazlik yer kaplayan genin ekzonlarindan {igii
alternatif ekzondur (E1, E2 ve E3) ve diger iki ekzon (E4 ve ES) ile birlikte bilinen ii¢
farkli transkript kodlar. Bu ti¢ transkriptin kodladig1 proteinler ise aynidir (Sekil 2-1).
HOP geninin protein {iriinii 73 aminoasit uzunlugundadir. Fare ve insan disinda sigan,
sigir, domuz, tavuk, bir tiir kurbaga (Xenopus laevis) ve balikta (zebra baligi) da bu
genin homologlart tanimlanmistir. Simdiye kadar incelenen (D. melanogaster, C.
elegans gibi) hicbir omurgasizda homologunun bulunmamasi, HOP geninin evrimsel
olarak ge¢ donemde ortaya ¢ikmis, omurgalilara 6zgii, gen¢ bir gen oldugunu akla

getirmektedir (3, 4).
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Sekil 2-1- HOP geninin genomik yapist, transkriptleri ve protein iriinii



73 aminoasit iceren HOP, 61 aminoasitlik bir homeodomeyn bolgesine sahiptir.
Kodladig1 proteinin aminoasit dizisine gore HOP geni, paired-tip homeobox gen
grubuna girer ve bu grupta yer alan goosecoid ve Pax6’nin homeodomeyni ile benzerlik
gosterir. Ug alfa heliks yapist iceren HOP (Sekil 2-2), tanimlanmis en kiiciik

homeodomeyn proteindir (3, 4).

Paired Domain Homeodomain

Pax6  N=—] | I | —— | I |f—c

HOP N —]] I | —C

Sekil 2-2 Hop’un Pax6 ile karsilastirmali ve li¢ boyutlu yapisi

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/mmdb/mmdbsrv.cgi?form=6&db=t&Dopt=s&uid=28757)

Diger homeodomeyn proteinlerde bulunan birgok aminoasit HOP’ta korunmus
oldugu halde, homeodomeyn bélgesinin DNA’ya baglanmasindan sorumlu olan
aminoasitler korunmamistir (Sekil 2-3). Bu da, niikleus yerlesimli olmasima ragmen
HOP’un dogrudan DNA’ya baglanma yetenegine sahip olmadigim gostermektedir.

Deneysel veriler de bu goriisii dogrulamaktadir (3, 4).
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Valin insersiynu
Tiim homeodomeyn proteinlerin 53. ve 55. konumdaki
48. ve 49. konumlarinda bazik aminoasitler
triptofan (W) ve fenilalanin (F) (arjinin-N- ve lizin-K-),
bulunur DNA’nin seker-fosfat
omurgas ile etkileserek
51. konumdaki honf:dorr;yrll proteinin
iin (N). tanima ¢ | DNA’ya baglanmasini
glsmpzrﬁdek(lN) a:lemn ile saglar. HOP’un 53 ve 55.
etkilesir konumlarinda ise
(Losin/L) ve
asidik (Glutamat/E)

aminoasitler yer alir.

Sekil 2-3 : HOP’ta bulunan ve DNA’ya baglanmasini engelleyen 6nemli aminoasit farkliliklar

(Kaynak 4’den diizenlendi)



2.2.2 HOP Geninin ifadesi

Gelismekte olan farenin ve eriskin farenin birgok dokusunda, kodlama bolgeleri
ayni, 5° UTR dizileri farkli olan Hop transkriptleri tamimlanmigtir. Aym proteini
kodladig diistiniilen bu transkriptlerin 5° UTR bd&lgelerindeki dizi farklhiliklariin islevi
bilinmemektedir (3,4).

Hop gen ifadesi farede ilk olarak gelisimin 7. giiniinde (E 7.75), trofoblastlarda
ve mezodermin kardiyak alaninda (kardiyak mezodermde) baslar. Gelisimin 8. giiniinde
(E 8.0) dogrusal kalp tiipii boyunca ifade edilen Hop, miyokarddaki ifadesini tiim
embriyonel gelisim ve eriskin yasami boyunca devam ettirir. Endokard, epikard ve
bilyiik damarlarda ifade edilmez. En baskin ve uzun siireli ifade alan1 miyokard olan
Hop geninin transkriptleri kalp disindaki dokularda da bulunmustur (Tablo 2-1). Yutak
yaylari, bagirsak epitel kriptleri, noral tiipiin ve telensefalonun karmcik bolgesi, bobrek
glomertilleri, gelismekte olan meme bezleri ve akcigerin distal hava yolu epitelleri Hop
transkriptleri bulunan diger dokulardir. Bu dokularda yaklasik 1.2 kilobazlik
transkriptler bulunmustur. Fare ve insana ait kalp, beyin, akciger, bagirsak, uterus, idrar
kesesi, diiz kas, bobrek ve dalak gibi bircok doku ve organda Hop ifadesinin eriskin
yasamda da devam ettigi bilinmektedir (3, 4).

Tablo 2-1 Farede, farkli embriyonel donemlerde Hop ifadesinin goriildiigii doku ve organlar
(kaynak 3 ve 4’den diizenlendi)

E7.75: Ekstraembriyonik membrablardaki trofoblastlarda, kardiyak mezodermin lateral bolgelerinde
ES8.0: Dogrusal kalp tiipiinde, bag katlantilarinda

E8.5-9.5: Miyokardda (trabekiiler miyokardda daha yaygin olarak), faringeal yaylarda

E12.5: Noral tiipiin periventrikiiler bolgesinde

E13.5:  Intestinal epitelde (diisiik diizeyde)

E16.5: Akcigerin gelismekte olan havayolu epitelinde, olfaktor epitelde, telensefalonun ventrikiiler bolgesinde




Genin 5° diizenleyici bolgesi incelendiginde Hop promotorunda 12 tane yiiksek
afiniteli NKE (Nkx Cevap Elementi-TNNAGTG) dizisi bulundugu goriilmiistiir. Bu
diziler, Hop geninin kalpteki ifadesinin, kalbe 6zgii bir transkripsiyon faktorii olan
Nkx2-5 tarafindan kontrol edildigini gostermektedir. Hop promotorundaki korunmus
NKE dizilerinin varhigi ile birlikte; Nkx 2-5 mutant farelerin kalbinde Hop ifadesinin
gerceklesmemesi, kardiyak mezodermde Hop ifadesinin Nkx 2-5 ifadesindan hemen
sonra baslamasi ve daha kiiglik bir alanda sinirli kalmasi gibi veriler de, kalpteki Hop

ifadesinin Nkx 2-5 tarafindan kontrol edildigini dogrulamaktadir (3, 4).

Hop geninin 7 kb 5° komsulugundaki yaklasik 418 b¢’lik bir bagka bolgenin de,
Hop’un beyin ve merkezi sinir sistemindeki ifadesinden sorumlu oldugu
dusiintilmektedir. Bu bolgede TCF/Lefl ve Oct6 transkripsiyon faktorleri i¢in baglanma
dizisi bulunmaktadir (7) (Sekil 2-4).

Oct6, TCF/Lef1

sow ]
IR R ] 1 [N B

Nkx2-5

Sekil 2-4 Kalpte ve noral tiipteki Hop ifadesinin promotor diizeyindeki kontrolii ve in situ
hibridizasyon ile goriiniimii. (nt:noral tiip, a:atrium, v:ventrikiil) (in situ hibridizasyon goriintiisii

kaynak 2’den)

2.2.3 HOP Geninin Gorevleri

Diizeyleri farkli olsa da bir¢ok dokuda HOP transkriptleri bulunmaktadir. Bu
dokulardan akciger ve plasentada HOP’un, hiicre boliinmesini kontrol eden, timor
baskilayict bir gen olarak calistigi gosterilmistir (6, 8). Merkezi sinir sisteminde,
Hop’un yaygin ifade edildigi omurilik karincik bolgesi, beyin kabugu ve ependimal

hiicre tabakasinin, ndron olusumunun gergeklestigi ana bolgeler olmasi, Hop’un hiicre



boliinmesi ve/veya farklilagmasinda gorev aldigi goriisiinii desteklemektedir (7).
Hop’un en fazla ve kalici ifade edildigi doku olan kalp kasinda da benzer bir gorev

aldig1 gosterilmistir (3,4).

DNA’ya dogrudan baglanamayan, siradisi bir homeodomeyn protein olarak
tanimlanan Hop’un, hiicre boliinmesi ve farklilasmasini farkli dokularda nasil kontrol
ettigi heniliz aciklanamamistir. Fakat kardiyomiyositlerde Hop’un, SRF’ye bagh gen
ifadesini baskiladig1 ve bu yolla, kalp gelisimini diizenledigi anlasilmistir ( 9, 10).

Hop’un islevinde, dogrudan etkili oldugu anlasilan iki ©nemli molekiil

bilinmektedir:

I- SRF: Hop’un fiziksel olarak etkilestigi bilinen tek transkripsiyon faktoriidir.
SRF, MADS (MCM1, Agamous, Deficient, SRF) box transkripsiyon faktor ailesinin bir
tiyesidir. Embriyonel gelisim sirasinda diiz kas ve kalp kasinin farklilasmasini kontrol
eden SRF, DNA’da CArG dizisi ya da SRE (Serum Cevap Elementi) adi verilen
bolgelere baglanir. Promotorunda CArG bulunan, dolayisiyla SRF tarafindan
etkinlestirilen genler iki farkli hiicresel siirecte (hiicre boliinmesinde ya da miyosit
farklilagmasinda) gorev alirlar. Yaygin bir transkripsiyon faktorii olan SRF’nin hangi tip
genin promotoruna baglanacagi diger transkripsiyon faktorleri ve kofaktorleri tarafindan
belirlenir. Kalp kasi1 ve diiz kas hiicrelerinde SRF, bu hiicrelere 6zgii bir transkripsiyon
koaktivatorii olan myocardin araciligtyla miyosit farklilasmasini saglayan genlerin

promotoruna baglanir (11, 12, 13, 14, 15, 16, 17).

Kas hiicreleri disindaki hiicrelerde ve g¢ogalmakta olan (mitotik) Onciil kas
hiicrelerinde ise SRF; TCF (veya MRTF) ile birlikte c-fos gibi hiicre boliinmesini
kontrol eden genlerin promotoruna baglanir (11, 12, 13, 18, 19, 20).

Hop’un, kalpteki SRF etkinligini myocardin’in  SRF’ye baglanmasini
engelleyerek siirlandirdigr diistiniilmektedir (3, 4).

II- HDAC: Transkripsiyon faktorlerinin, transkripsiyonu etkinlestirmeleri ya da
baskilamalar1 genellikle hedef genin promotorundaki kromatin yapisinda meydana
getirdikleri geri dontisimlii degisiklikler (modifikasyonlar) ile gergeklesir. Bu

degisikliklerin en 6nemlisi olan histon asetilasyonu iki ¢esit enzimatik etkinlikle kontrol
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edilir. Histon asetil transferaz (HAT) etkinligi histon asetilasyonunu katalizleyerek
kromatinin gevsemesine ve transkripsiyonun kolaylasmasina neden olurken histon
deasetilaz (HDAC) etkinligi histonlar1 deasetile ederek kromatin yogunlasmasina ve

transkripsiyonun zorlagmasina neden olurlar (9, 21).

Bir¢ok transkripsiyon faktoriit HAT aktivitesine sahiptir, ya da HAT aktivitesine
sahip p300/PCAF gibi molekiilleri baglayabilmektedir. Transkripsiyon fakt&rlerinin
HAT aktivitesiyle baslattiklart gen ifadesi, HDAC lerin transkripsiyon kompleksine
baglanmasiyla tekrar baskilanir (21, 22, 23).

Memelilerde HDAC’ler, bira mayasindaki ii¢ ana histon deasetilaz tipi ile
benzerliklerine gore ii¢ ana sinifa ayrihirlar. Simif [ HDAC’ler yalmz katalitik par¢adan
olusurken simif I HDAC’ler katalitik parga disinda amino (N-) ve karboksi (C-)
bolgelerinde uzantilara sahiptir. Siif 11 HDACler, transkripsiyon faktoriine dogrudan
baglanabildigi halde smif I HDAC’ler transkripsiyon faktoriine baglanabilmek igin
araci molekiillere ihtiyag¢ duyar (21, 24, 25).

Hop’un, sinif I HDAC iiyesi olan HDAC 2’nin, SRF’ye baglanmasina aracalik
ettigi ve SRF’ye bagl transkripsiyonu bu yolla baskiladig1 diistiniilmektedir (3, 4, 9).

2.3 HOP Geni ve Kanser

Hop genini tanimlayan Chen ve arkadaslari 2003 yilinda, skuamoz hiicreli
akciger karsinomunda ifadesi azalan bir gen tamimlamislar ve homeobox icerdigi
anlasilan bu gene LAGY (Lung Cancer-Associated Gene Y) adini vermislerdir (8). Ayni
yil, trofoblastlarin malin doniisiimleri tizerinde calisan Asanoma ve arkadaslari da
koryokarsinom hiicre soyu CC1’de ifadesi kaybolan bir tiim&r baskilayici gen adayi
bulmuslar ve homeobox iceren bu gene NECCI (Not Expressed in Choriocarcinoma
Clone 1) adim vermislerdir (6) Bu iki grubun birbirinden bagimsiz olarak tanimladiklar
iki tiimor baskilayici gen adaymnin aslinda ayni gen oldugu ve bu genin 2002 yilinda

tanimlanmis olan HOP oldugu anlasilmistir (6, 8).

HOP geninin, ifade edildigi dokulardaki gorevlerinin bilinmemesine karsin, bu
dokularm bazilarindan (akciger ve plasenta gibi) kaynaklanan ttimorlerde HOP
ifadesinin azaldiginin ya da kayboldugunun gosterilmesi, HOP’un eriskin yasamda, en

azmdan bazi1 dokular i¢in, tiimor baskilayici gen olarak ¢alistigimi gostermektedir (6,8).



11

Asanoma ve arkadaglar1 tarafindan LAGY, Chen ve arkadaglar1 tarafindan
NECCI olarak adlandirilan genin HOP oldugunun anlasilmasindan sonra, Lemaire ve
arkadaglar da, bas ve boyun skuamoz hiicre karsinomunda (hipofaringeal karsinomda)
bu genin ifadesinde azalma oldugunu gostermisler ve HOP genini ‘timor siipressor gen’

olarak tanimlamiglardir (26).

Chen ve arkadaslari, HOP ifadesi kaybolmus koryokarsinom hiicre soyuna HOP
geni aktarildiginda, hiicre morfolojilerinin normallestigini ve in vivo tiimor olusumunun

baskilandigim1 g&rmiislerdir (8).

Baska bir c¢alismada ise Pauws ve arkadaslari, papiller tiroid karsinomunda

HOP gen ifadesinin normalden yiiksek oldugunu gostermislerdir ( 27 ).

Tiimor baskilanmasinda ya da olusumunda HOP’un nasil gorev aldigi heniiz
bilinmemektedir. Fakat, HOP’un fiziksel olarak etkilestigi bilinen tek transkripsiyon
faktorii SRF, kontrol ettigi genlerden biri olan c-fos nedeniyle onkogenezle dolayh

iliskiye sahiptir.

Yaygmm olarak ifade edilen SRF, etkinligi zayif olan bir transkripsiyon
faktorudir. SRF’nin zayif olan etkinligi, kalpte myokardin adli kofaktor tarafindan
giiclendirilirken kalp disi dokularda bu giiclendirme TCF ve MRTF (-A ve -B)
tarafindan saglanir. SRF’nin TCF ya da MRTF ile olusturdugu kompleks, c-fos ve Egrl
gibi, promotorunda SRE bulunan proto-onkogenleri etkinlestirerek hiicre boliinmesini
baslatir. MRTF-A’nin, t(1;22) translokasyonu sonucu OTT/RBM-15 (One Twenty Two/
RNA Binding Protein 15) geni ile olusturdugu MRTF-RBM-15 fiizyon proteinin, t(1;22)
translokasyonlu megakoryoblastik 16semi olusumundan sorumlu oldugu bilinmektedir.
MRTF-RBM-15 flizyon proteinin onkojenik 6zelligini ise, SRF aracihgiyla
etkinlestirdigi proto-onkogenler ile gosterdigi diisiiniilmektedir. Megakaryoblastik
16semi olusumundaki rolii  nedeniyle MRTF-A ve -B, ayni zamanda MKL
(Megakaryoblastic Leukemia)-1 ve -2 olarak da adlandirilmaktadir (28, 29).

SRF uyaricist olan MRTF(MKL) nin megakaryoblastik 16semi patogenezindeki
rolii kismen agiklanmis olsa da, SRF baskilayicisi olan HOP’un akciger kanseri,
koryokarsinom, hipofaringeal karsinom ya da papiller tiroid karsinomu patogenezindeki

rolii heniiz agiklanmamistir. Dogrudan SRF’nin, ya da HOP ile etkilesen olasi baska
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transkripsiyon faktorlerinin, bu tiir malin dontisiimlerden sorumlu oldugu diisiiniilebilir.
Ancak, bu sorular ve HOP’un tiim6r olusumundaki gérevi, etkilestigi diger molekiillerin

tanimlanmasiyla aydinlatilacaktir.

2.4 HOP Geni ve Kalp

Hop geninin goérevini anlamak i¢in iiretilen delesyonlu (Hop'/') farelerde kalbi
etkileyen farkli anomalilerin gozlenmesi, bu genin 6zellikle kalp gelisimi i¢in Snemli

bir diizenleyici oldugunu gdstermistir.

Shin ve arkadaslarinin yaptigi calisma ile (2), Hop'/‘ mutant farelerin, gebeligin
11. giiniine kadar normal gelisim siirecini izledigi goriilmiistiir. Emriyonlarin bir
kisminin gebeligin 11. giiniinde (E 11.5) gelisim geriligi nedeniyle 6ldiigii g6zlenmistir.
Bu asamada 6len embriyonlarin, normalden kiigiik oldugu goézlenen kalplerinde iki
onemli bulgu dikkat c¢ekmistir; kardiyomiyosit sayisinin azligina bagli hipoplazik
(hiposeliiler) miyokard ve hipoplazik miyokardin perforasyonuna bagli oldugu

diisiiniilen epikardiyal eflizyon (Tablo 2-2°de FENOTIP I).

Gelisimin 11. glntinii gegebilen mutant fareler doguma kadar herhengi bir
anomali g&stermeden biiylimeye devam etmislerdir. Dogumdan hemen sonra ise mutant
farelerin kalplerinde anormal bir biiyiime oldugu gézlenmistir (Tablo 2-2°de FENOTIP
IT) (Sekil 2-5). Histolojik incelemelerle, kalpteki bu biiylimenin kardiyomiyosit
hiperplazisinden kaynaklandigi anlasilmistir (2).

NORMAL

Sekil 2-5 Hop mutant farelerde, dogumun ardindan ortaya ¢ikan hiperplazik kalp biiytimesi (4)
(Fenotip II).
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Hop”™ mutant farelerin bityiime donemlerinde de kalple ilgili bulgularin ortaya
ciktigr goriilmiistiir. Dogum sonrast gelisimin 6. ayindaki mutant farelerde fibrozlu,
biiytimiis, dilate kalp dikkat g¢ekmistir (Tablo 2-2°de FENOTIP III) (Sekil 2-6). Bu
donemdeki kardiyak biiyiimenin hiperplazik degil hipertrofik oldugu goriilmiistiir.
Dilate kalp fenotipi gosteren bu farelerin kalbinde herhangi bir kontraktil anomali

gdzlenmemistir (3, 4).

Mutant farelerin bir kisminda ise kardiyak hipertrofi ge¢ donemde (eriskin
yasamda) ortaya cikmistir. Bu tip gecikmis kardiyak hipertrofiye kontraktil anomalilerin
de eslik ettigi gozlenmistir (Tablo 2-2‘de FENOTIP 1V) (3, 4).

-/

NORMAL

Sekil 2-6 Hop mutant farelerde yetiskin yasamda ortaya ¢ikan hipertrofik kalp biiylimesi (4).
(Fenotip III ve 1V)

Tablo 2-2 Hop” farelerde gozlenen kalp ile ilgili dort grup fenotip (3 ve 4°den hazirland)

Hop-/- Mutant Farelerde

Gozlenen Fenoti Etkilenen Dénem Fenotipik Degisiklik
. Kardiyomiyosit sayisinin
FENOTIP | Kardiyak Hipoplazi Brken Emrbriyogenez | oo cizligine bag fotal

B115 kalp yetmezligi

Kardiyomiyosit sayisinin
FENOTIP II Kardiyak Hiperplazi Perinatal Dénem fazlaligina bagli postnatal
kardiyak bilyime

Kardiyomiyositlerin
aksentrik hipertrofisi ve
fibrozuna bagl dilatasyon

FENOTIP Il Kardiyak Dilatasyon P“‘”(ae‘a'a;f’"em

Kardiyomiyositlerin
FENOTIP IV Kardiyak Hipertrofi Ergenlik Dénemi konsantrik hipertrofisi,
kontraktil anomaliler
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Kalp Gelisiminde HOP Geni

Hop mutant farelerde gozlenen fenotipik degisikliklerden ikisi (Fenotip 1 ve
Fenotip II) sirasiyla, kardiyomiyosit sayisinin normalden az ve normalden fazla
olmasinin bir sonucudur. Bu sonuglar Hop’un, kardiyomiyosit sayisini normal smirlar

arasinda tutan mekanizmann bir parcasi oldugunu gostermektedir.

Kalp gelisimi sirasinda, Nrg, Fgf ve Bmp10 gibi proteinlerin ve retinoik asitin
etkisiyle, miyokardin epikard ile ortiilii dis yaris1 ve endokard ile ortiilii i¢ yarisi
arasinda, mitoz siklig1 acisindan farklilik ortaya ¢ikar. Miyokardin epikard ile ortiilii dig
yarisi, yiiksek mitoz sikligi nedeniyle siki (kompak) miyokarda doniisiirken, endokard
ile ortiilti olan i¢ yarisi, diisiik mitoz sikligi nedeniyle bosluklu (trabekiiler) miyokarda
dontigtir.  Trabekiilasyon olarak adlandirilan bu asamada p27 gibi mitoz

baskilayicilarinin etkili oldugu bilinmektedir (30, 31).

Kalp gelisiminin trabekiilasyon asamasindan 6nce tiim miyokardda yiiksek
diizeyde ifade edilen Hop, bu asamadan sonra (fare icin yaklagik 11. giinde) mitoz
sikhg diisiik olan trabekiiler miyokardda yiiksek, mitoz sikhgi yiiksek olan kompak
miyokardda diisiik diizeyde ifadesini stirdiiriir (3,4). Gen ifadesindeki bu degisiklik
Hop’un anti-proliferatif ¢zelligi ile uyumluluk gosterir (Sekil 2-7). Miyokardin,
ozellikle trabekiiler yarisinda ifade edilen Hop’un, kalbin elektriksel ileti sistemini
olusturan hiicrelerde de yiiksek diizeyde bulundugu goriilmiistiir. Bu da Hop’un yetigkin
kalbindeki elektriksel ileti hiicrelerinin isleyisi icin 6nemli olabilecegini goriilmektedir

(32).

Mutant ve normal farelerde yapilan EKG 6lgiimleri sonucunda, Hop” farelerin
normal farelere gére daha genis bir QRS kompleksi ve p-dalgasina, ve daha uzun bir Q-
T arahgina sahip olduklart goriilmiistiir (32). Mutant farelerin kalbinde, 6zellikle His
demeti altindaki (distal) ileti hiicrelerinde, hiicrelerarasi iyon gegisinden sorumlu bir

transmembran protein olan Connexin40 ifadesinin azaldigi da bildirilmistir (32).
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Sekil 2-7 Kalp gelisiminin trabekiilasyon asamasinda Hop
2.5. Kardiyak Hipertrofi

Boliinme yetenegini koruyan hiicrelerin olusturdugu bir dokuda, artan
gereksinim karsisinda hiicreler boliinerek organda fizyolojik bir biiylimeye neden
olurlar. Hiperplazi ad1 verilen bu biiyiime organin veriminde de artisa neden olur. Bazi
patolojik durumlarda metaplazi, displazi ve neoplaziye kadar ilerleyebilse de hiperplazi,
degisen kosullar karsisinda bazi dokularda devreye giren yararli bir uyum

mekanizmasidir.

Sitolojik yapilar1 geregi boliinemeyen hiicrelerin olusturdugu iskelet kasi ve kalp
kas1 gibi dokularda ise, artan gereksinim karsisinda hiicrelerin sayisinda degil
bitytikliigiinde artis meydana gelir. Bu artisa bagl olarak da organda biiyiime gozlenir.
Hipertrofi adi verilen bu biiylime tiirii de hiperplazi gibi yararli bir uyum
mekanizmasidir ve hiperplazi gibi hipertrofi de bazi1 patolojik durumlarla baglantilidir

(33, 34).
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Gelismekte olan kalpte, bir yandan ¢alisirken bir yandan bdliinerek g¢ogalabilen
kas hiicreleri dogumun ardindan (insan igin ilk bir hafta i¢inde) bdliinme yeteneklerini
geri donlisiimstiz olarak kaybederler. Bu noktadan sonra kalpteki biiyiime hiicre
sayisindaki degil hiicre boyutundaki artisla saglanir. Kardiyak hipertrofi adi verilen bu
olgu, yasamin herhangi bir doneminde tekrar ortaya c¢ikabilir (33, 35).

Kardiyak hipertrofi baz1 fizyolojik ya da patolojik uyaranlarm varhginda kalp
kasinin gosterdigi uyumsal bir yamttir. Bu yamt, kardiyomiyosit biiyiimesine bagl
vantrikiil duvar kalinlagmasiyla belirgindir. Kardiyak hipertrofinin uyarilar1 ¢ok
cesitlidir ve kalp veriminin, kalp is ylikii karsisinda yetersiz kaldig1 herhangi bir durum
kardiyak hipertrofiye neden olabilir. Hipertansiyon ya da aort darhiina bagh kalp is
yiikii artigi, miyokard enfarktiisiine ya da enfeksiyonuna bagli kardiyomiyosit kaybi,
kapak¢ik hastaligina bagli hemodinamik bozukluklar ya da sarkomerik gen
mutasyonlarma bagl kontraktil protein bozukluklar1 kardiyak hipertrofiyi baslatan en
onemli patolojik uyaranlardir. Patolojik uyaranlarin yaninda kalp is yiikiinii arttiran
sportif etkinlikler ya da gebelik gibi fizyolojik kosullarda da kardiyak hipertrofi
tetiklenebilir. Fizyolojik ya da patolojik uyaranlar ile tetiklenen bu uyum mekanizmasi,
normal kosullarda, kalp verimi ile is yiikil arasindaki denge saglandig1 zaman devre dis1
kalir. Kisa siireli faydasi olan bu fizyolojik tepki, uyaranm kalici oldugu durumlarda
(hipertansiyon gibi) ya da kalpte yapisal bir bozukluk oldugu durumlarda
(kardiyomiyopati gibi) normalden daha uzun siirer ve bu da kalp yetmezIigi, aritmiler,

miyokard iskemisi ve ani 6liimle sonuclanabilen komplikasyonlara neden olur (33, 34).

2.5.1. Kardiyak Hipertrofide Molekiiler Mekanizmalar

Kardiyak hipertrofi, hiicre dis1 ya da hiicre i¢i bazi uyarilarin kalp kasi

hiicrelerinde neden oldugu ve biiylime ile sonuglanan degisiklikleri kapsar.

Hiicre dis1 bir uyariya bagh gelisen hipertrofi, bazi salgisal (nérohiimoral)
molekiillerin, kardiyomiyosit tizerindeki reseptdrlere baglanmasiyla tetiklenir. Kalp
debisinin yetersiz kaldig1 durumlarda periferik dokular tarafindan dolasima salinan
endotelin-1, anjiyotensin-II gibi ndérohiimoral faktorler, kardiyak hipertrofiyi tetikleyen

en 6nemli hiicre dis1 uyaranlardir. Hiicre dis1 uyaranlarin baglandigi reseptorler, hiicre
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icinde bazi1 sinyal ileti yollarm etkinlestirir. Cogunlugunu protein kinaz ve protein
fosfataz enzimlerinin olusturdugu hiicre i¢i sinyal ileti yolu, zincirleme bir fosforilasyon

ve/veya defosforilasyon tepkimesini tanimlar (33, 34, 36).

Norohtimoral faktoriin baglandigi beta adrenerjik reseptorler ve G-protein bagh
reseptorler hipertrofik sinyali diizenleyici enzimlere, siklik AMP (cAMP) ve kalsiyum
(Ca®™) gibi molekiiller aracih@iyla iletir. PKA (Protein Kinaz A) enzimi cAMP
varliginda etkinlesirken CaMK (Ca-Kalmodulin baglantili protein kinaz) ve Cn
(kalsinorin) gibi enzimler Ca®* varhiginda etkinlesirler. Hiicre ici sinyal iletimini
saglayan PI3K/AKT, ERK, JNK ve p38 gibi enzimler de hiicre dig1 uyarilara duyarlhidir.
Hiicre dis1 uyaranlarin yamnda, sarkomerik kalsiyum kullanimimdaki bozukluga bagl
sitozolik kalsiyum artig1 da hipertrofik yaniti baglatan 6nemli bir uyarandir (34, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43).

Kalp duvar gerimindeki artisin, ndrohiimoral faktorlerin yoklugunda dahi
kardiyak hipertrofiyi tetikleyebildigi bildirilmistir. Bu durumda, integrin gibi
proteinlerin mekanik almag¢ gibi davranip memrandaki gerilimi melusin araciliiyla
hiicre ici sinyal yollarina (AKT/GSK3 ve Ras/ERK) ilettigi ve hipertrofik programi
baslattigi diisiiniilmektedir (44, 45, 46).

Kalp kasi hipertrofisinde iki hiicre tipi rol oynar;

1- Bag dokusu hiicreleri (Kardiyak Fibroblastlar)

2- Kas hiicreleri (Kardiyomiyositler)

Hipertrofik biiylime sirasinda bag dokusu hiicrelerinin sayisinda ve kollojen
iiretiminde artis olur. Miyokardin hiiclererarasi protein igerigindeki artig ve
hiicreleraras1 proteinleri parcalayan MMP (Matriks Metalo Proteaz) gibi enzimlerin
iiretimi kardiyak hipertrofinin bircok patolojik sonucundan sorumludur (47, 48).

Hipertrofik biiylimenin ana bilesenini olusturan kardiyomiyositler, boliinme
yetenekleri olmadigr igin hipertrofik uyariya ¢ogalarak degil biiyiiyerek yanit verirler.
Hipertrofik uyari ile biiylimeye baslayan kardiyomiyositlerde molekiiler diizeyde iki

onemli degisiklik meydana gelir;

1- Translasyonel Degisiklik
2- Transkripsiyonel Degisiklik
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1-Translasyonel Degisiklik:  Hipertrofik yanit sirasinda ortaya ¢ikan kiitle
artigl, yeni sentezlenen yapisal ve sarkomerik proteinlerin birikiminin bir sonucudur.
Hiicrenin protein icerigindeki bu artis ise, protein sentezinden sorumlu ribozomlarin ve
translasyon faktorlerinin (elF, 4E-BP, eEF2 gibi) etkinligindeki artisa baglidir. MAPK
(ERK, p38 ve INK) sinyal yolu ile etkinlesen Akt, mTOR ve p70 S6K gibi enzimler,
translasyon faktorlerini ve ribozom altbirimlerini fosforile ederek translasyonda (protein

sentezinde) genel bir artisa neden olurlar (49, 50, 51, 52, 53).

Kardiyak hipertrofinin en belirgin hiicresel 6zelligi olan kardiyomiyositlerdeki
bilylime, yeni tiretilen yapisal proteinlerin varolan oncekilere eklenmesiyle gergeklesir.
Yeni sarkomerlerin 6ncekilere eklenme bigimine gore kardiyomiyosit, boyuna biiytime
ya da enine biiylime gosterebilir. Yeni sarkomerlerin Oncekilere ‘paralel’ olarak
eklenmesi kardiyomiyositin, dolayisiyla kalp duvarinin kalinlagmasina neden olur.
Konsantrik tip olarak adlandirilan bu tip hipertrofi normal kalpte, basing yiiklenmesi
durumunda ortaya c¢ikar. Yeni sarkomerlerin oncekilere ‘seri’ olarak eklenmesi ise
kardiyomiyositin boyuna uzamasina, kalp duvarinda da genislemeye neden olur.
Eksentrik hipertrofi olarak adlandirilan bu tip hipertrofi ise normal kalpte, hacim
yliklenmesi durumunda ortaya ¢ikar (54) (Sekil 2-8).

Konsentrik
Hipertrofi
Basing
Yiiklenmesi = E‘- =E1T
SEEESE]
SEEEEE Yiiklenmesi
Eksentrik
Hipertrofi
EESESEEEE
r— =

Sekil 2-8: Fizyolojik kosullarda, kalp is yiikiindeki artisa bagli gelisen iki hipertrofi tipi
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2-Transkripsiyonel Degisiklik: Kardiyomiyositlerde hipertrofik uyar1 ile
etkinlesen protein kinazlarin substratlari arasinda ribozom altbirimleri ve translasyon
faktorleri disinda transkripsiyon faktorleri de bulunur. Fosforilasyonla etkinlesen (ya da
baskilanan) transkripsiyon faktorleri, hiicrenin gen programinda degisiklige neden
olurlar. Gen programindaki bu degisiklik; hipertrofik gen ifadesindeki artis1 ve fotal gen
reaktivasyonunu igerir (55) (Sekil 2-9).

I- Hipertrofik Gen Ifadesinde Artis: Fizyolojik kosullarda hipertrofik yanit,
pozitif ve negatif diizenleyicilerin denetimindedir. Hipertrofik yanit, genellikle pozitif
diizenleyicilerdeki etkinlik artis1 ya da negatif diizenleyicilerdeki baskilanmanin sonucu
olarak ortaya cikar. Glikojen sentaz kinaz (GSK-3beta), PLA2 (Fosfolipaz A2), HDAC
gibi enzimler ve MCIP, A20 gibi diizenleyici proteinler, transkripsiyon faktorlerinin
etkinligini ya da kalsiyum diizeyini diistirerek hipertrofik yaniti baski altinda tutarlar.
Hipertrofik uyar1 sirasinda ise bu tiir negatif diizenleyiciler baskilanirken transkripsiyon
faktorlerini etkinlestiren ya da kalsiyum diizeyini yiikselten pozitif diizenleyiciler

etkinlesir (56, 57, 58, 59, 60, 61).

II- Fotal Gen Reaktivasyonu:  Yeni sarkomerik ve yapisal proteinlerin
iiretilmesi, kalp kasi hiicresinde RNA ve protein sentezindeki artisi (nicel degisikligi)
gerektirir. Hipertrofik yamit sirasinda transkripsiyon ve translasyondaki nicel

degisikligin yaninda, transkripsiyonda nitel degisiklikler de olur.

Kalp, dogum oncesinde ve dogum sonrasinda farkli kosullar altindadir. Bu
nedenle fotal kalpteki yapisal, islevsel ve metabolik proteinler yetiskin kalpteki
proteinlerden farkl 6zellikler tasir. Embriyonel ve fotal yasam boyunca kalpte etkin
olan yapisal ve metabolik proteinlerin bazilart dogumun ardindan etkinligini
kaybederken bazilari, yerlerini yetiskin izoformlarina birakir. Etkinlikleri fotal yasamla
sinirli olan bu genler, yetiskin donemde hipertrofik uyari ile karsilasan kalpte yeniden
etkinlesirler. Fotal yasamda tiim miyokard tarafindan, yetigkin yasamda ise sinirl1 olarak
yalniz atriyal miyokard tarafindan {iretilen ANF (Atriyal Natritiretik Faktor), hipertrofik
uyar1 kargisinda, ventrikiiler miyokard tarafindan tekrar iiretilmeye baglanir. Ventrikiil
tarafindan {tiretilen ANF, kardiyak hipertrofinin bir gostergesi olarak kabul edilir.

Miyozin agir zincirinin f6tal izoformu (BMyHC) da hipertrofik yanit sirasinda yeniden
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etkinlesen fotal genler arasindadir. Miyozin agir zincirinin yetiskin izoformu («MyHC)

ise hipertrofik yanit sirasinda baskilanir (35, 62, 63, 64).

Kalbin kontraktil proteinlerinde hipertrofik yanit sirasinda goriilen yetiskin
izoform / fotal izoform doniistimiine benzer bir durum, metabolik proteinlerde de
goriiliir. Fotal kalpte enerji gereksinimi biiylik olgiide glikolitik yolla karsilanirken
saglikli yetiskin kalbinde yag asidi oksidasyonu baskin durumdadir. Hipertrofik yanit
sirasinda ise sarkomerik proteinlerin fotal izoformlarinin yeniden etkinlesmesi gibi
kardiyak metabolizmada da glikolitik yolun yeniden etkinlesmesi soz konusudur (49,

65 , 66).

Hipertansiyon
Kontraktil Protein-Yapisal Protein Kapakeik Hastaligt
Bozukluklan Miyokard Enfarktiisii
Norohiimoral Salgilar
Endotelin-1
Anjiotensin-II
Reseptorler
Anjiyotensin Reseptorii
Beta Adrenerjik Reseptor
v Enzimler
. . MAPK MAPK Yolu Aktivasyonu
Sitoplazmik Ca ArfiS! e K5l inGrin Sitoplazmik Ca artist
Transkripsiyon Faktérleri
TA-4
NFAT
MEF2
SRF
PRO-HIPERTROFIK GEN
PROGRAMI
Fital Gen Protein Sentezinde
Reaktivasyonu / Artis
KARDIYAK
HIPERTROFI

Sekil 2-9  Kardiyak hipertrofinin olusmasindaki bazi basamaklar
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2.5.2. Kardiyak Hipertrofide Onemli Transkripsiyon Faktorleri

Hipertrofik gen programindaki artis ve fotal genlerin yeniden etkinlesmesi
(reaktivasyonu), kardiyomiyositlerdeki transkripsiyon faktorlerinin denetimi altindadir.
Kardiyak hipertrofide etkin olan 6nemli transkripsiyon faktorleri arasinda GATA-4,
NFAT, MEF2C ve SRF bulunur. Embriyonel ve fotal yasam sirasinda kalbin
gelisiminden de sorumlu olan bu transkripsiyon faktorlerinin yatiskin kalbindeki
etkinligi, hiicre dis1 uyarilarla ya da hiicre ici Ca®* diizeyi ile tetiklenen enzimler
tarafindan denetlenir. Bu transkripsiyon faktorlerinin hedef genleri arasinda, kontraktil

proteinlerin fotal izoformlarini kodlayan genler de vardir (46, 55, 67, 68).

GATA-4: Kalp gelisiminin 6nemli bir dizenleyicisi olan GATA-4, yatiskin
kalbinde bazal diizeyde ifade edilir ve kalp kasi hiicrelerinin devamhhg icin gereklidir.
Hipertrofik uyar1 varliinda MAPK enzimleri yetiskin kalbindeki GATA-4 etkinligini
arttirir. Diger transkripsiyon faktorleri ile de etkilesen GATA-4, ANP ve BNP gibi
hipertrofiye 6zgii birgok genin promotoruna baglanarak pro-hipertrofik gen programinin
etkinlestirir. Kalp kasinda yapay olarak gerceklestirilen yiiksek GATA-4 ifadesinin
kardiyak hipertrofiye yol agtifi goriilmistiir. Hipertrofik bir transkripsiyon faktorii
olarak kabul edilen GATA-4’iin etkinligi HDAC ve GSK-3p tarafindan negatif yonde
denetlenir (67, 69, 70, 71) (Sekil 2-10).

NFAT: Sinir hiicreleri, kas hiicreleri ve T-lenfositleri gibi hiicrelerde, hiicre igi
kalsiyum diizeyini hiicrenin gen programia baglayan ortak transkripsiyon faktorii
NFAT dir. Uyarilmamis hiicrede GSK-3f tarafindan fosforillenmis halde ve c¢ekirdek
diginda bulunan NFAT, Crn (kalsinorin) isimli bir protein fosfataz tarafindan defosforile
edilir. Defosforile edilen NFAT ise hiicre ¢ekirdegine girerek ilgili genlerin diizenleyici
bolgelerine baglanir. NFAT etkinlesmesini saglayan Cn enzimi ise hiicre i¢i kalsiyum
diizeyindeki artis ile etkinlesir. Cn tarafindan defosforile edilen ve cekirdege giren
NFAT, GSK-3B tarafindan fosforilleninceye kadar kalp kasinda, pro-hipertrofik
genlerin transkripsiyonunu uyarir. BNP ve kardiyak bir metabolik gen olan adssl
(adenilosuksinat sentetaz 1), GATA-4 ile NFAT’nin transkripsiyon diizeyinde dogrudan
ortak hedefleridir (52,72,73,74, 75, 76, 77) (Sekil 2-10).

MEF2C: Kas farklilasmasinin onemli diizenleyicilerinden biri olan MEF2C,
yetigskin kalbinde bazal diizeyde ifade edilir ve kalbin yapisal ve metabolik
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proteinlerinin tiretimi ig¢in gereklidir. MEF2C etkinligindeki artisin da kardiyak
hipertrofiye yol ac¢tigi bilinmektedir. Kalp kas1 hiicrelerinde hedef genin promotoruna
bagl bulunan MEF2C, normal kosullarda HDAC tarafindan baski altinda tutulmaktadir.
Hiicre ici kalsiyum diizeyindeki artis ile uyarilan CaMK enzimi, HDAC’nin
fosforillenmesine neden olur. Fosforillenen HDAC, MEF2C’yi birakir ve 14:3:3
proteini esliginde cekirdekten uzaklasir. HDAC baskisindan kurtulan MEF2C ise diger
transkripsiyon faktorleri ile birlikte, promotoruna bagli bulundugu hipertrofik genleri

etkinlestirir (78, 79, 80, 81, 82, 83, 84) (Sekil 2-10).

SRF: SRF, embriyonel gelisim sirasinda diiz kas ve kalp kasi hiicrelerinin
farklilagmasint kontrol eden bir transkripsiyon faktoriidiir. Dogum sonrasinda ise, stres
uyaranlariyla karsilasan diiz kas ve kalp kas1 hiicrelerinde proliferatif (diiz kas i¢in) ya
da hipertrofik (kalp kasi igin) yanitin diizenlenmesine katilir. Kardiyak hipertrofide
onemli bir diizenleyici oldugu anlasilan SRF karmasik molekiiler etkilesimlerle kontrol

edilir (85, 86).

SRF, DNA iizerinde A ve T bakimindan zengin CArG [CC(A/T)¢GG] dizilerine
baglanmaktadir. Hiicre b&liinmesini kontrol eden c-fos ve Egr-1 gibi genlerin, ve ileri
diizeyde farklilasmis hiicre tiplerine 6zgii olan kardiyak aktin, miyozin, distrofin gibi
genlerin promotorlarinda bu diziler vardir. Cogalmay1 saglayan genlerin promotorunda
genellikle tek bir CArG dizisi bulunurken farklilasmay1 saglayan genlerin promotorunda
iki ya da daha fazla CArG dizisi bulunur. Her iki gruptaki genlerin promotorunda CArG
dizilerinin bulunmasi, birbirine karsit olan hiicre béliinmesi ve hiicre farklilasmasi
siireglerinin ortak bir transkripsiyon faktorii (SRF) tarafindan dtizenlenebildigini
gostermektedir. Ileri diizeyde farklilasmis olan kalp kast hiicrelerinde ise SRF’nin, yine
birbirine karsit iki siire¢ olan pro-hipertrofik ve anti-hipertrofik gen programlarmin

diizenlenmesinde gorev aldig goriilmektedir (12, 19, 85) .

Hiicre boliinmesi / hiicre farklilasmasit ve pro-hipertrofik program / anti-
hipertrofik program gibi birbirine karsit siireclerin her iki tarafinda da yer almasi,
SRF’nin anlagilmasini zorlastirmaktadir. SRF’nin bu ikili davramis1 biiyiik 6lgiide
etkilestigi molekullerden kaynaklanmaktadir. SRF, boliinebilir hiicrelerde TCF ya da

MRTF esliginde mitotik genlerin promotoruna baglanarak hiicre ¢ogalmasmi uyarir.
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Diiz kas ve kalp kasinda bulunan myocardin varliginda ise SRF kas hiicresine 6zgii

genlerin promotoruna baglanarak hiicre farklilasmasimi baslatir (12, 85).

SRF’nin mitotik gen promotoruna baglanmasim saglayan TCF ve MRTF, hiicre
dig1 ve hiicre i¢i degisikliklere duyarli molekiillerdir. Hiicredeki TCF etkinligi, hiicre
dis1 bazi uyaranlar ile denetlenirken, MRTF etkinligi, hiicrenin aktin dinamigi (F-aktin /
G-aktin orani) ve RhoA kinaz yolu tarafindan denetlenir (87, 88, 89).

SRF etkinligini belirleyen diger bir etmen, SRF’nin caspase aracili yikimi ve bu
yikim sonucu olusan {iriindiir. SRF’nin yikim {riinii, SRF’nin baz1 alternatif transkript
tirtinleri (SRFAS5) gibi DNA’ya baglanma yetenegi yoktur ve dimer olusturdugu normal
SRF’nin de DNA’ya baglanmasini engeller (85, 90, 91).

SRF etkinliginin belirlenmesinde 6nemli gorevi olan molekiiller arasinda, diger
transkripsiyon faktorleri de vardir. SRF DNA’ya baglanirken, baglanma bolgesi
yakimlarinda bulunan TCF, NKX2-5, GATA-4, MEF2C, YY1 gibi transkripsiyon
faktorlerinin varhigindan etkilenir. DNA {izerindeki baglanma bolgesi, SRF baglanma
bolgesi ile cakisik olan YY1, SRF etkinligini azaltirken, SRF baglanma bolgesi
yakmina baglanan (NKX2-5 ve GATA4 gibi) diger transkripsiyon faktorleri SRF
etkinligini arttirir. Benzer bigcimde, DNA’ya dogrudan baglanmadiklar1 halde myocardin
SRF etkinligini arttirirken, Hop SRF etkinligini azaltir (14, 92, 93, 94, 95).

Ca**
-GATA 4- -NFAT - HDAC
A A
GSK GSK Cn CaMK
GATA 4
ERK ERK
38 HDAC —1- ‘V
GATA 4- NF AT M EF2C

N\

PRO-HIPERTROFIK GEN PROGRAM |

Sekil 2-10 Kardiyak hipertrofide 6nemli dort transkripsiyon faktoriiniin kontrolii
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2.5.3. Kardiyak Hipertrofide HOP

Hop mutant farelerde gozlenen fenotipik degisikliklerden ikisi (Tablo 2-2’deki
Fenotip I ve Fenotip II) prenatal ve perinatal dénemde kendisini gosterirken diger ikisi
(Tablo 2-2°deki Fenotip IlI ve Fenotip 1V) postnatal donemde ortaya ¢ikar. Fenotip
II’deki kalp biiytimesi hiperplazik oldugu halde fenotip IIl ve IV’de ortaya cikan kalp
biiylimesinin hipertrofik oldugu anlasiimistir. Bu da Hop’un dogum &ncesinde hiicre
boliinmesini, dogum sonrasinda ise hiicre biiylimesini (hipertrofiyi) baskilayan bir

diizenleyici oldugunu gostermektedir (3, 4).

Mutasyonu yetiskin farelerde hipertrofik kalp biiylimesine neden olan Hop
geninin kardiyak hipertrofi ile iliskisini anlayabilmek icin ¢esitli deneyler yapilmistir.
Bu deneyler sonucunda Hop’un kardiyak hipertrofideki etkisini SRF araciligiyla
gosterdigi anlasilmistir (Sekil 2-11). SRF’ye baglh gen ifadesinin Hop tarafindan
baskilanmasi, anlasildig1 kadariyla iki yolla ger¢eklesmektedir. Ik yolda Hop, SRF nin
DNA’ya baglanmasini engelleyerek SRF’ye bagli gen ifadesini baskilar. Nkx2-5’in
homeodomeynini taklit ederek SRF ile dimer olusturan Hop, DNA’ya baglanma 6zelligi
olmadigr i¢in SRF’nin de DNA’ya baglanmasmi engeller. Ikinci yolda ise Hop,
DNA’ya baglanmis durumdaki SRF’yi hedef alir ve transkripsiyonu baskilamak igin
simf I HDAC’lere gereksinim duyar (Sekil 2-12). Hop, simf [ HDAC tiyesi olan
HDAC2’nin SRF’ye baglanmasini saglayarak SRF’nin transkripsiyonel etkinligini
baskilamaktadir. Kalp kasindaki yiiksek Hop ifadesinden kaynaklanan hipertrofinin,
HDAC inhibitérleri varhginda ger¢eklesmemesi, Hop’un hipertrofik etkisini HDAC
aracih@iyla gosterdigini dogrulamaktadir. Hop mutant farelerde oldugu gibi, yiiksek
diizeyde Hop ifade eden farelerde de kardiyak hipertrofi gelistigi goriilmiistiir. Bu
celiskili durum, SRF’nin hipertrofik yanittaki ikili davranisina baglanmaktadir (3, 4, 9,
96, 97) (Sekil 2-13).

GATA-4 NFAT MEF2C SRF
/ HOPX
PRO-HIPERTROFIK GENLER ANTI-HIPER TROFIK GENLER

Sekil 2-11 Hipertrofik yanitta HOP’un yeri
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Sekil 2-12 Hop’un yoklugunda (sol) ve varliginda (sag), SRF’ye bagli gen ifadesinin
diizenlenmesini agiklayan iki mekanizma. Hop, SRF’nin DNA’ya baglanmasini engelleyerek
(A), ya da transkripsiyon repressériit HDAC’yi SRF’ye baglayarak (B) SRF’nin transkripsiyonel

etkinligini baskilar.
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2.6 Kardiyomiyopatiler

Kardiyomiyopatiler (kalp kasi hastaliklar); kalp kasinda, kalbin g¢alismasini
aksatacak bir bozuklugun ortaya ¢ikmasiyla beliren klinik tablolarin genel adidir. Bu
bozukluk viriis gibi bir enfeksiyon etkeninden, metabolik bir bozukluktan ya da
kimyasal bir maddeden kaynaklanabilir. Bu tiir edinsel kalp kas1 hastaliklar1 (enfektif,
metabolik ve toksik kardiyomiyopatiler) disinda kalan kalitsal kalp kasi hastaliklari ise
kalbin yapisal, metabolik veya kontraktil proteinlerindeki bozukluklardan kaynaklanir

(98, 99).

Farkli nedenlerden kaynaklansa da kardiyomiyopatiler, genellikle yasami tehdit
edebilen bazi ortak komplikasyonlarla sonuglanir. Bu komplikasyonlarin basinda kalp
yetmezligi, miyokard enfarktiisii ve kardiyak aritmiler gelir. Hastaligin seyri, tedavi

secenegi ve prognozu kardiyomiyopatinin nedenine bagli olarak degisir (49,98,99,100).

2.6.1 Hipertrofik Kardiyomiyopatiler (HKM)

Kalitsal kardiyomiyopatilerin biiytik bir kismi (6zellikle kontraktil protein
bozuklugu tasiyanlar), interventrikiiler septumda asimetrik bir kalinlagmaya neden olur.
Miyosit kiitle artisindan kaynaklanan bu kalinlagma, sol ventrikiil hipertrofisi olarak

adlandirihr ve HKM igin en 6nemli bulgudur (99).

Sol ventrikiil hipertrofisi, degisik nedenlerden dolayr sol ventrikiil
miyokardinda meydana gelen biiylimeyi tamimlar. Sistemik hipertansiyon, aort kapak
hastaligi, koroner arter hastaligi, aort darlig1 ve bazi dogumsal kalp hastaliklarina ikincil
olarak gelisebilen sol ventrikiil hipertrofisi, bu durumlarda, ilgili hastaligin bir belirtisi
(semptomu) olarak degerlendirilir. Kalp kasinin kendi hastahigina (kardiyomiyopatiye)
birincil olarak gelisen sol ventrikiil hipertrofisi ise hipertrofik kardiyomiyopati (HKM)
hastaligi adi altinda ayr1 degerlendirilir. Altinda yatan nedenlerin farkli olmasindan
dolayr birincil (kardiyomiyopatik) hipertrofi ile ikincil (hipertansif veya aortik)
hipertrofinin ayirimi klinik olarak 6nemlidir. Bu nedenla HKM tanisi, hipertansiyon ve
aort kapak hastaligi gibi sol ventrikiil hipertrofisine neden olabilen durumlarin

diglandigi sol ventrikill biiytimesi varliginda diisiiniiliir (98,99).

Tami: Sol ventrikiil hipertrofisine neden oldugu bilinen sistemik hipertansiyon,

koroner arter hastaligi, aortik kapak hastaligi, aort darlig1 ve dogumsal kalp hastaligi
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gibi hastaliklarin yoklugunda, nondilate odacigin (ve korunmus sistolik islevin) eslik
ettigi sol ventrikiil hipertrofisi HKM tanisimi diisiindiiren ilk nedendir. HKM tanisi, tipik
olarak asimetrik dagilim gosteren sol ventrikiil hipertrofisinin 2-D ekokardiyografide

gosterilmesiyle kolaylikla konabilir (101).

Goriintiileme teknikleriyle olgiilen sol ventrikiil duvar kalinliginin 15 mm’nin
tizerinde olmast HKM i¢in en &nemli tani kriteridir. Atlet kalbi olarak adlandirilan
fizyolojik hipertrofide dlgiilen sol ventrikiil duvar kalinligi (12 mm) ile HKM tan1 siniri
(15 mm) arasinda kalan (13-14 mm) Ol¢timlerin degerlendirilmesi daha dikkat

gerektiren durumlardir (102).

Hastalarin yaklasik % 70’inde interventrikiiler septumun asimetrik tutulumu
goriiliirken, hastalarin % 8-10’u, asimetrik septal hipertrofi yerine konsantrik hipertrofi
gelistirir. Bazal yerlesimli septal hipertrofi hastalarin % 15-20’sinde goriiliirken, apikal
ya da lateral duvar yerlesimli hipertrofi bati toplumlarinda ¢ok diisiik (< % 2), Japon
toplumunda ise yiiksek (% 25) oranda bulunur (98,100).

Etiyoloji: HKM, kalp kasi hiicrelerinin sarkomer bilesenlerini kodlayan
genlerdeki mutasyonlarin neden oldugu genetik bir hastaliktir. Kontraktil, yapisal ya da
diizenleyici islevi olan, 15’ten fazla sarkomerik protein geninde 150°den fazla
mutasyonun HKM nedeni oldugu bildirilmistir. Tanimlanan bu mutasyonlar i¢inde en
yaygin olanlarin PMyHC (% 35), MyBPC (% 20) ve TNNT (% 15) genlerinde
bulundugu goriilmiistiir. PMyHC geninde HKM nedeni olan 65’ten fazla, MyBPC
geninde 30, TNNT geninde ise 14 mutasyon bulunmustur. «TM, TNNI, MLC-2, MLC-
2, aAC ve TTN gibi diger genlerde bulunan mutasyonlar ile birlikte PMyHC, MyBPC
ve TNNT genlerindeki mutasyonlar, tanimlanan tiim HKM hastalarinin yaklasik %
70’inden sorumludur. Geng¢ niifusta sikligi 1/500 olarak ol¢iilen HKM, hastalarin
yaklasik % 50°sinde ailevi olarak kalitihr. Aile hikayesi olmayanlarda hastaligin yeni
mutasyonlardan kaynaklandigi ya da aile i¢inde gézden kagacak kadar silik belirti

verdigi diistinlilmektedir (98, 100, 102).

Klinik Bulgular ve Prognoz: Dispne, anjina, konjestif kalp yetmezligi,
miyokard iskemisi, aritmi ve mitral regiirgitasyon gibi farkli belirtiler verebilen HKM,

klinik gidisati degiskenlik gosteren bir hastaliktir. Baz1 hastalarda HKM yasam boyu
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belirtisiz kalirken, baz1 hastalarda mekanik ya da elektriksel anomalilere bagh ani kalp

oliimlerine neden olabilmektedir (98, 100, 103, 104, 105).

Belirtilerinin yaninda, hipertrofinin yerlesimi bakimindan da HKM degiskenlik
gosterir. Hipertrofinin yerlesimine bagh olarak ortaya ¢ikan bu degiskenlik hastaligin
adlandirilmasina da yansimistir. HKM’nin baslangicta Hipertrofik Obstriiktif
Kardiyomiyopati, Miiskiiler Subaortik Stenoz ve Idiyopatik Hipertrofik Subaortik
Stenoz gibi farkhh bigimde adlandirilmasinin nedeni hipertrofinin yerlesimindeki

degiskenliktir (98,100).

Hipertrofik kitlenin yerlesimine bagh olarak ortaya ¢ikabilecek en 6nemli klinik
bulgu tikanmadir (obstritksiyon). Aort agzina yakin (sub-aortik) yerlesim gosteren
hipertrofik kitle, sistol sirasinda sol ventrikiilden aortaya kan gegisini dereceli olarak ya
da tamamen engelleyebilir. Kalp atim yolu tikanikligi olarak adlandirilan bu durum
HKM hastalarinda yaklasik % 25 oraninda goriiliir ve ani Sliimlerin Snemli bir
nedenidir. Bu nedenle HKM’nin tikag olusturan (obstriiktif) ve olusturmayan (non-
obstriiktif) bi¢imlerinin ayirimi klinik olarak onemlidir. Sub-aortik yerlesimli septal
hipertrofi disinda ventrikiil i¢i papiller kas hipertrofisi de sistol sirasinda tikag

olusturabilmektedir (99, 106, 107).

HKM hastalar1 i¢in en ciddi risk, kalp atim yolu tikanikhigina ya da aritmilere
bagh ani kalp oltimleridir. Bazi durumlarda hastaligin ilk belirtisi olarak ortaya ¢ikan
ani kalp oliimleri, 6zellikle geng sporculardaki ani liimlerin ilk nedenleri arasindadir.
Daha ileri yaslarda ise HKM, kalp yetmezligine ilerleyebilecegi gibi klinik bulgu
vermeden de kalabilir (100, 108).

Histopatoloji: HKM’deki ii¢ temel histolojik bulgu miyofibriler diizensizlik,
interstisiyal fibroz ve Kkardiyomiyosit hipertrofisidir. HKM’yi diger hipertrofik
durumlardan aywran ve HKM’ye 06zgii olan en O6nemli histolojik bulgu miyosit
diizensizligidir. Mutant ve normal sarkomerik proteinler arasindaki islevsel
uyumsuzluktan kaynaklandigi diistiniilen miyofibriler diizensizligin orani degiskenlik
gosterir ve sol ventrikiil duvarinin % 33°uni tutabilir. Yapilan otopsiler sonucu,
ozellikle hastaliktan dolay1 Slen genglerde bu oranin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Interstisiyel fibroz ise, genellikle iskeminin tetikledigi apoptoz sonucu dlen miyositlerin

yerine bag dokusu hiicrelerinin gegmesiyle olusur. Kalp kasmin esnekliginde azalmaya
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neden olan interstisiyel fibroz, ayn1 zamanda kalp ileti sisteminde de aksakliklara yol
acabilmektedir. HKM nin en 6nemli, fakat 6zgiil olmayan histolojik bulgusu ise miyosit
hipertrofisidir. Miyosit hipertrofisi konsentrik tiptedir ve HKM ‘deki kalp biiyiimesinin

esas sorumlusudur (49, 109).

Kiiglik intramural koroner arterlerin duvarlarindaki mediyal hipertrofi de
HKM’de sik goriilen bir bulgudur. Hastalarm % 80’inden fazlasinda goriilen mediyal
hipertrofi, koroner arter liimeninin daralmasina neden olur. Koroner arter liimenindeki
daralma, miyokardin oksijenlenmesini azaltir. Miyokard hipertrofisine bagli olarak
artan oksijen gereksinimi ile birlikte bu durum HKM hastalarinda iskemi olasiligini

arttirir (98, 100, 110).

Patogenez: HKM patogenezinden sorumlu olan hiicresel ve molekiiler
mekanizmalar tam olarak bilinmese de iki onemli agiklama one siiriilmektedir. Ilk
aciklamaya gore normal ve mutant proteinlerin sarkomer igindeki heterojen dagilimlari,
aktin-miyozin arasindaki uyumu bozar. Ikinci agiklamaya gre mutasyon ya ATPaz
etkinligini degistirdigi i¢cin dogrudan, ya da dolayli yollarla, mutant miyositin enerji
gereksinimini arttirir. Her iki durumda da hipertrofik gen programinin devreye
girmesiyle hiicrede yeniden yapilanma baslar. Hiicre biiylimesi (hipertrofi) ile belirgin

olan yeniden yapilanma enerji gereksinimini organ diizeyinde arttirir (98, 100).

Farkli mutant proteinlerin miyositlerde hipertrofik yaniti farkli sinyal yollar
aracihgyla tetikledikleri diistiniiliiyor olsa da kalsiyum hepsi i¢in 6nemli bir ortak nokta
olusturmaktadir. HKM patogenezinde kalsiyumun 6nemi hayvan deneylerinde de
gosterilmistir. HKM’li farelere L-tipi kalsiyum kanal inhibitorii diltiazem verildiginde

histopatolojik degisikliklerin diizeldigi goriilmiistiir (49, 111).

MyHC7 ve MyBPC3 mutasyonlarinda, sol ventrikiil hipertrofisi gelismeye
baslamadan 6nce dahi azalmis diyastolik islev gelismeye basladig goriilmiistiir. Hayvan
modellemeleriyle, diyastolik gevsemedeki bu yetersizligin artmis kalsiyum

duyarliligindan kaynaklandig1 anlagilmistir (49, 112).

Mutant proteinin yiiksek kalsiyum duyarlilii nedeniyle arttigi dusiiniilen
sitoplazmik kalsiyum diizeyi, kalsinorin (Cr) ve CaMK gibi enzimlerin etkinlesmesine

neden olur. Hiicre i¢i kalsiyum artisinin yaninda hiicre disi uyarilar da MAPK
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enzimlerinin etkinlesmesine neden olur. Hiicre i¢i ya da hiicre dis1 uyarilarla etkinlesen
bu enzimlerin substratlar1 arasinda yer alan MEF2, GATA4, NFAT ve SRF gibi
transkripsiyon faktorlerinin ise yetiskin kalbinde hipertrofik yanita 6zgii fotal gen

reaktivasyonundan sorumlu olduklari bilinmektedir (37, 49).

HKM’deki temel sorun mutant sarkomerik proteinlerdir. Mutant proteinin neden
oldugu kalp islev bozuklugu, kalp islevini arttirmaya yonelik uyumsal yapilanmalari
tetikler. Bu yeniden yapilanmalarin en Snemlisi de hipertrofidir. Hipertrofik yanit ile
kalp, sayisini arttiramadi@ hiicrelerinin, sarkomerik icerigini arttirarak sorunu ¢dzmeye
calisir. Fakat, sorunun asil kaynagi olan bozuk sarkomerlere eklenen yeni sarkomerler
de bozuk olacagi igin, bu uyum mekanizmasi sorunun ¢éziimiinden ¢ok biiylimesine ve
baska yeni sorunlarin eklenmesine neden olur. Kisa dénemde faydali olmasina ragmen
uzun dénemde yeni sorunlara kaynaklik eden hipertrofinin 6zellikle sol ventrikiilii
tutmasi, sol ventrikiil is yiikiiniin fazla olmasina baglidir. Bu nedenle HKM, biiyiimenin
ve buna bagl olarak sol ventrikiil is yiikiintin siirekli arttig1 eriskin oncesi (¢ocukluk-

genclik) donemde belirtilerini genellikle gostermis olur (98,101).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Hasta Grubu

Calismamiza; Kosuyolu Kalp Egitim ve Arastirma Hastanesi’'nde
ekokardiyografi ile tanis1 konulan 50 Hipertrofik Kardiyomiyopatili (HKM) hasta dahil
edildi. Hastalara yapilacak ¢alisma hakkinda bilgi verildi ve bilgilendirilmis onay formu
okunarak imzalanmasi istendi. Hastalardan EDTA’ tiipe 10 cc kan alindi ve amonyum

asetat yontemi ile DNA izolasyonu yapildi.

3.1.2. Saghkh Kontrol Grubu

Kontrol grubu i¢in hipertrofik kardiyomiyopati bulgularina sahip olmayan 100
saglikli birey segildi. Kontrollerden EDTA’l tiipe 10 cc kan alind1 ve amonyum asetat
yontemi ile DNA izolasyonu yapildi.

3.1.3. Enzimler
Tag DNA Polimeraz

Proteinaz K

3.1.4. Primerler

Tablo 3-1 : Kullanilan primerler

Bolge Ekzon Primer Primerin Dizisi (5'-3") Beklenen Bant Boyu (b¢)
1 1 HOP-e1F AACGTGCTATCAGCAGCCTG 177
HOP-e1R GCATTTTGGTCTAGTTCCTGCAC
5 4 HOP-e2F CGACCGCCTTCCTTCGCTGC 308
HOP-e2R GACGAACAGGACCGCCCAGC
3 5 HOP-e3F CTTGTGCCACAGAGGCTACC 206
HOP-e3R CCTTCATGGAGTGAAGCTGTC




3.1.5. Kimyasal Maddeler

Agaroz

Akrilamid

Amonyum Asetat

Amonyum Kloriir (NH4CI)
Amonyum Persiilfat (APS)
Asetik Asit

Bisakrilamid

Borik Asit

Brom Fenol Mavisi

Etanol

Etidyum Bromid

EDTA ( Etilen Diamid Tetraasetik Asit)
Formaldehit

Formamid

Gliserol

Giimiis Nitrat

Ksilen Siyanol

Potasyum Bikarbonat (KHCO3)

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
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Sodyum Hidroksit (NaOH)

Sodyum Kloriir (NaCl)

TEMED (Tetrametiletilendiamin)

Tris baz

3.1.6. Kullanilan Cihazlar

Buzdolab1 ve Derin Dondurucu

CCD kamera-bilgisayar donanimi

Calkalamali su banyosu
Calkaliyici (shaker)
Ceker Ocak

Distile su cihazi

Dikey elektroforez aleti
Dikey jel sogututcu
Elektroforez aleti

Etiiv

Giic kaynagi

Hassas terazi
Hibridizasyon firmi

Homojenizator

Horizontal beyaz 151k kaynagi

Is1 blogu
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(+ 4 °C ve -20 °C Ugur, -80°C Memmert)

(Mitsubishi-Machintosh)
(Memmert)

(Memmert)

(Kermanlar)

(Milipore)

(Owl Separation System)
(Polyscience)

(Owl)

(Heraeus)

(Ec Appatus Corporation)

(Shimadzu)

(Techne)

(Heidolph)

(Fotodyne)

(Vive scientific)
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Masaiistii mini santrifiij (Eppendorf)

Otomatik pipetler (Gilson)

PZR cihaz (Techne-Perkin Elmer-Eppendorf)
PH metre (Corning)

Sogutmali santrifiij (Heraus)

Spektrofotometre (Labomed)

UV- transluminator (Fotodyne)

UV-crosslink (Stratagene)

3.1.7. DNA lzolasyon Cézeltileri

RBL (Alyuvar Parcalayic1 Cozelti), pH 7.4

NH,CI 8.74 g
KHCO; lg
0,5 M EDTA, pH 8.0 200 ml
Distile Su 800 ml.

WBL (Akyuvar Parcalayic1 Cozelti)
4 M NaCl 10 ml
0,5 M EDTA, pH 8.0 20 ml

Steril distile su ile 400 mI’ye tamamlandi. Oda 1sisinda saklandi.

Amonyum Asetet Cozeltisi ( 9.5 M )
Amonyum Asetat 770 g

Distile su 1 000 ml



Sterilizasyon i¢in (.2 mikronluk filtre kullanildi ve oda 1sisinda saklandi.

TE (TrisEDTA) Tampon Cozeltisi (1000 ml, pH 8.0)

1 M Tris-HCI (pH 8.0) 10 ml
0.5M EDTA 20 ml
Distile su 970 ml

SDS %1 (50 ml, pH 7.2)

SDS (Sodyum dodesil siilfat) 5¢g

Steril distile su ile 50ml’ye tamamlandi. pH HCl ile 7.2°ye ayarlandi.

Oda 1sisinda saklandi.
3.1.8. Elektroforez Cozeltileri
Yiikleme Tamponlar:
Agaroz Jel Elektroforezi icin Yiikleme Tamponu (6X)
0.25% brom fenol mavisi
30%  gliserol
Poliakrilamid Jel Elektroforezi icin Yiikleme Tamponu (2X)
0.25% brom fenol mavisi
0.25% ksilen siyanol

95% formamid
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Yiiriitme Tamponlar

Agaroz Jel Elektroforezi I¢cin Yiiriitme Tamponu

TAE (50X)

Tris baz: 242 ¢
Glasiyal asetik asit: 57.1¢g
EDTA (0.5M): 100 ml

Distile su ile 1 It’ye tamamlandi ve otoklav ile steril edildi.

Poliakrilamid Jel elektroforezi i¢in Yiiriitme Tamponu

TBE (5X)

Tris baz: 60.57 g
Borik asit: 3090 g
EDTA (0.5M): 40 ml

% 10 Poliakrilamid Jel Cozeltisi (SSCP icin) (99:1)

Akrilamid 10g
Bisakrilamid 0,1g
5 X TBE c¢ozeltisi 10 ml

Distile Su 90 ml



% 10 Poliakrilamid Jel Cozeltisi (100 ml)
% 40 Akrilamid —Bisakrilamid (19:1)
5 X TBE c¢ozeltisi
Distile Su
Giimiis Boyama Cozeltileri
A Cozeltisi (10X)
%95 Etil alkol

%5 Asetik asit

B Cozeltisi (10X)
Glimiis nitrat Jer

Distile su 300 ml

C Cozeltisi (Taze hazirlanir)
NaOH 4.5 gr

Borik Asit  0.03 gr
Formaldehit %0.4

Distile su 300 ml

D Cozeltisi (10X)

Sodyum bikarbonat 22.5 gr

Distile su 300 ml

20 ml

20 ml

60 ml

37



38

3.2. Yontemler

3.2.1. Yontem Bilgisi

PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PZR, biyolojik bir maddede, varlig1 bilinen ya da tahmin edilen bir DNA (ya da
RNA) parcasinin, in vitro kosullarda, &lgiilebilecek miktarlara kadar c¢ogaltilmasi
islemidir. PZR, varligi tahmin edilen bir DNA bdlgesinin varligin1 gostermek ya da
varligi bilinen bir DNA bdlgesini baska amaglarla kullanilabilecek miktarlarda elde
etmek amactyla uygulanabilir. PZR yontemi, Tag DNA Polimeraz enziminin, tek
zincirli bir DNA molekiiliinii kahp olarak kullanarak serbest bir 3’OH ucuna, kahp
diziye uygun niikleotidleri ekleyebilme yetenegine dayalidir. Hiicre iginde DNA
Polimeraz igin serbest 3°’OH ucu tek zincirli kisa RNA molekiilleriyle saglanirken, in
vitro kosullarda (PZR’de) 3’OH ug, yapay olarak tiretilen tek zincirli kisa DNA
molekiilleri ile saglanir. Primer adi verilen bu tek zincirli DNA molekiilleri, PZR’in
secgiciligini belirleyen esas bilesendir. Primer dizisi kurgulanarak serbest 3°’OH ucunun

hedef DNA’da baglanacagi yer, dolayisiyla ¢ogaltilacak bslge 6nceden belirlenebilir.
SSCP (Tek Zincir Bicimlenme Polimorfizmi)

Primerler kullanilarak yapilan PZR sonucunda elde edilen tiriin birgok amag igin
kullanilabilir. Bu amaglardan biri de, incelenen bdlgedeki mutasyonlarm (ya da
polimorfik degisikliklerin) belirlenmesidir. Varligi daha o6nce baska orneklerde
gosterilmis, bilinen bir mutasyonu gorebilmek i¢in RFLP ve ASO-PZR gibi yontemler
kullanilirken, daha 6nce tanimlanmamis yeni mutasyonlari bulabilmek i¢in daha degisik
yontemler kullanilir. PZR firiiniiniin - dogrudan dizilenmesi, yeni mutasyonlar
gorebilmek icin uygulanabilecek en kesin yontemdir. Fakat, yiiksek maliyeti nedeniyle
DNA dizileme yontemi, ¢ok sayida drnek igeren ¢alismalar i¢in kullanilmamaktadir. Bu
nedenle mutasyonun varligimi dolayl olarak gostererek dizilenecek &rnek sayisini en
aza indirmeyi amaglayan hetodubleks-homodubleks analiz, HPLC ve SSCP gibi farkh
yontemler gelistirilmistir. Bu ydntemlerden biri olan SSCP, tek zincirli DNA
molekiiliiniin poliakrilamid jeldeki yiiriime tarzinin molekiiliin bicimine bagh oldugu

varsayimma dayanir. Tek zincirli DNA molekiiliiniin bi¢imi, yani kendi iizerine
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katlanma tarzi ise ortamin fizikokimyasal durumuna ve DNA’nin baz dizisine baghdir.
Dolayisiyla aym fizikokimyasal kosullar altinda, ayni diziye sahip tek zincirli DNA
molekiillerinin aymi  bi¢imde katlanacaklar1 ve poliakrilamid jelde ayni tarzda
yiiriyecekleri varsayilir. Dizisinde bir farklilik olan DNA molekiiliiniin ise aym
fizikokimyasal kosullar altinda farkli bir katlanma bi¢imine sahip olacagi, bunun da

ornegin jeldeki yiiriime tarzim degistirecegi varsayilir.

SSCP’de kullanilacak olan tek zincirli DNA, PZR ile elde edilen ¢ift zincirli
DNA iirtinlerinin denatiirasyonu ile saglanir. PZR tirtintintin denatiirasyonu yiiksek 1si
ile gercgeklestirilir. Denatiirasyonla elde edilen tek zincirli DNA molekiillerinin
renatiirasyonunu engellemek amaciyla formamid gibi denatiire edici kimyasallarin
varliginda sok sogutma uygulanir. Sok sogutma sirasinda kendi {izerine katlanan tek
zincirli PZR iriinii, denatiire halde poliakrilamid jele yiiklenir ve elektrik alanda
poliakrilamid jelde yiiriitiiliir. Elektroforez sonunda jel giimiis boyama yontemi ile

goriintiilenir ve 6rnekler kendi aralarinda kargilastirilarak degerlendirilir.

Denatiirasyondan elektroforez sonuna kadar uygulanan her asamadaki
fizikokimyasal kosullar, sonucu etkileyebilecegi i¢in SSCP her 6rnege aynmi kosullarda

uygulanmalidir.
SSCP’de sonucu etkileyen bir¢ok etmen vardir;
-PZR {iriiniiniin uzunlugu,
-PCR iiriinii-formamid orant,

-Denatiirasyon sicakligi ve siiresi,

-Poliakrilamid jelin yiizdesi, akrilamid-bisakrilamid orani, gliserol icerigi ve
orant,

-Elektroforezde uygulanan voltaj, sicaklik ve siire

3.2.2 Periferik Kandan DNA izolasyonu

1 10 ml EDTA’I1 periferik kan, 50 mI’lik falkon tiipiine aktarild1. Uzerine 30 ml
(1:3 oraninda ) RBL (Eritrosit Parcalayic1 Cozelti) eklendi. RBL ile karistirilan kan 20
dakika, +4 °C sicaklikta bekletildi ve 10 dakika, 1500 rpm devirde santifiij edildi.
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2 Santrifiij sonrasinda falkon tiipteki sivi kisim (siipernatan) dokiildii. Tiip
dibindeki kat1 kisim (¢okelti) restispanse edilerek tizerine 20 ml RBL eklendi. 1500 rpm
devirde tekrar 10 dakika santrifiij edildi.

3 Siipernatan kisim atilarak pelet resiispanse edildi. Uzerine 500 pl SDS (10%),
50 pl proteinaz K (20 mg/ml) ve 9.4 ml WBL (L&kosit Parcalayic1 Cozelti) eklenerek
gece boyu 55 C’lik su banyosunda bekletildi (inkiibasyon).

4 Inkiibasyonun ardindan su banyosundan alinan falkon tiipiine 3700 pl, 9.5

molarlik amonyum asetat ¢ozeltisi eklendi ve iyice karnistirildi.

5 Ornekler —20 °C’de 10 dakika bekletildikten sonra +4 °C’de 20 dakika 4500

rpm devirde santrifiij edildi.

6 Santrifiij sonrasinda {ist kismdaki berrak sivi (stipernatan) yeni bir falkon
tiiptine aktarildi. Yeni falkon tiipiindeki berrak sivi lizerine 20 ml saf etanol eklenerek
DNA’nin toplanmasi saglandi. DNA, 1,5 ml’lik eppendorf tiipe aktarilarak 1ml’lik
%70’lik etanolde yikandi. Mikrosantriftij ile 14.000 rpm devirde 5 dakika santrifiij

edilerek ¢oktiiriildii.
7 Alkol atilarak ¢okelti halindeki DNA kurumaya birakildi.

8 Yeterli ol¢iide kuruyan DNA’nin {izerine, miktarma gére 100-300 pl TE
(Tris-EDTA) tamponu eklendi ve ¢oziinmesi i¢in 55 C’de 1 saat bekletildi. Eppendof
tiipteki DNA 4 °C’de sakland.

3.2.3. DNA’nin Miktar ve Safiginin Ol¢iimii

1 Elde edilerek 4 °C’de saklanan DNA’dan 5 pl alind1 ve 1.5 pl’lik eppendorf

tiiptine aktarildi.

2 Alman 5 pl’'lik DNA, iizerine 95 pl TE tamponu eklenerek 1/20 oraninda

sulandirilda.

3 Ultraviyole spektrofotometresi ile 0©Ornegin 260 nm ve 280 nm

dalgaboylarindaki emilim (absorbsiyon) degerleri Sl¢iildii.
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4 DNA’nin konsantrasyonu ; sulandirma orani (100), 260 nm’de okunan deger
(OD260) ve sabit bir saymin ( ¢ift zincirli DNA icin 50) carpimi ile, mikrolitrede
nanogram (ng/pl) cinsinden hesaplandi. C(ng/ul)= 100 X 50 X OD260

5 Spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm’de Oolgiilen degerlerin oram

(OD260/0D280)

fle, elde edilen DNA nin saflig1 degerlendirildi:

OD 260/0D 280 < 1.8 ise protein kontaminasyonu

OD 260/0D 280 > 2.1 ise RNA kontaminasyonu oldugu diisiiniildii.

3.2.4. PZR
PZR Karisimlary:
PZR1 PZR2

(HOP-el ve HOP-e5 icin) (HOP-e4 icin)
H,O 16.4 ul 13.9 ul
10X Tampon 2.5 ul 2.5 u
MgCl, (25nM) 1.5 1.0 ul
dNTP 2mM) 1.5 ul 2.0 ul
Primer 1 1.0 ul 1.0 ul
Primer 2 1.0 ul 1.0 ul
DMSO - 2.5 u
Tag DNA Polimeraz 0.1 ul 0.1l
Toplam 24.0 wl 24.0 pl

DNA 1.0 ul 1.0 ul
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PZR Kosullari
" [ Sicaklik ] Siire
a- On Denatiirasyon 1 dongii
|a1- Denatiirasyon 95°C | 5dakika
b- Amplifikasyon 35 déngi
b1- Denatiirasyon 94 °C 45 saniye
b2- Primer Baglanmasi * 1 dakika
b3- Sentez 72 °C 1 dakika
c- Sonlanma 1 dongu
c1- Son sentez 72 °C 10 dakika

* Primer baglanma sicakligi
HOP-el ve HOP-e5i¢cin 59 °C
HOP-¢4 i¢in 65 °C
Agaroz Jelin Hazirlanisi

%2’lik agaroz jel hazirlamak icin beher iginde 50 ml TAE tamponuna 1gr
agaroz eklenerek karistirildi. Agaroz, tomponda ¢oziiniinceye kadar karigim mikrodalga
firinda yaklasik 5 dakika 1sitildi. 40°C’ye kadar soguyan karisima 2 ul etidyum bromid
eklenerek karistirildi. Karigim, dnceden hazirlanan ve jel taragi ile jel tepsisinden olusan

diizenege dokiildii.
PZR Sonug¢larimin Kontrolii

0.2 pl’lik tiiplerde 25 pl’lik karisim i¢inde gerceklestirilen PZR reaksiyonunun
sonuclarin1 ~ kontrol etmek icin, PZR firiinlerinden 5 pl’lik 6rnek alinarak TAE
tamponundaki %2’lik agaroz jele 6X yiikleme tamponu ile birlikte yiiklendi. Uriin
boylarini 6l¢ebilmek icin jele pUC- mix isaret 6rnegi de yiiklendi. Agaroz jele yiiklenen
ornekler 90 volt ve 70 mA akimda yaklasik 1 saat yiriitiildii. Jel transiliiminator

kullanilarak UV altinda CDD kamerasiyla goriintiilendi.
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3.2.5. SSCP

Poliakrilamid Jelin Hazirlanisi

Onceden hazirlanmis olan poliakrilamid ¢ozeltisinden 25 ml alinarak 25 pl
APS ve 2.5 ul TEMED ile kanstirildi. Tki cam yiizey arasinda hazirlanan 0.5 mm
genisligindeki bosluga dokiilerek jelin polimerlesmesi beklendi. Polimerlesen jel
sirastyla oda sicakliginda, +4 °C’de ve yliriitme tamponu sicakliginda en az bir saat

bekletildi.
Orneklerin Hazirlamisi

Agaroz jel elektroforezi ile amplifikasyonun gergeklestigi goriilen ornekler
secildi. 4 pl PZR iirtinii 12 pl formamidli yiikleme tamponu ile 1:4 oraninda karistirildi.
Ornekler 95 °C’de 10 dakika denatiire edildikten hemen sonra buz igine aktarildi ve

sogumaya birakildi.
Elektroforez

Sirkiilatorlii sogutucuya bagl dikey elektroforez cihazina yiirlitme tamponu
ile yerlestirilen jele, denatiire ornekler yiiklendi ve belirli bir voltajda Srneklerin jel
boyunca yiirlimesi saglandi. Yiikleme tamponunda bulunan ve &rnekle birlikte jele
yiiklenen brom fenol mavisi ve ksilen siyanol boyalarinin yiiriiyiisleri, diizenegin
voltaji, direnci ve sicakhigi takip edilerek elektroforez kontrol edildi. Belirli bir siire
sonunda elektroforez islemi durduruldu ve jeller boyama i¢in elektroforez diizeneginden

alind1. (°C)

Tablo 3-2 : Ug bélge igin kullanilan SSCP kosullari

Jel Gliserol | Sicaklik | Voltaj Siire
Bolge Ekzon | yizdesi | ligerigi (°C) (volt) (saat)
1 1 8 10% 23 450 1,5
2 4 10 - 23 450 2
3 5 10 10% 25 500 1,5
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Giimiis Boyama

Camdan ayrilan jelin sirasiyla A, B, ,C ve D cozeltilerinde hafif ¢alkalanarak

boyanmasi saglandi. C ¢ozeltisi boyama sirasinda taze olarak hazirlandi.

A- Baslangigta 10X olarak hazirlanan ve saklanan A ve B ¢dzeltilerinden bir jel

icin, 30 ml almarak 270 ml distile suda 1X olacak sekilde sulandirildi.

B- Jel, 300ml 1X A c¢ozeltisinde 6 dakika calkalanarak orneklerin tespiti

saglandi
C- Boyama islemi i¢in jel, 300 ml 1X B ¢6zeltisinde 15 dakika ¢alkalandi

D- Taze hazirlanan 300 ml C ¢6zeltisinde 15 dakika c¢alkalanan jel son olarak

300 mI’lik D ¢6zeltisine aktarild

3.2.6. istatistik Analizler

Istatistik analiz SPSS for windows 10.0 istatistik paket programinda yapildi.
Karsilastirmalarda xz, Fisher exact test ve Hardy-Weinberg esitligi kullanild:.
Anlamlilik sinir1 olarak p<0,05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Hasta Verileri

Calismada kullanilan hastalara ait klinik verilere gére, 50 HKM hastasinindan
25 tanesi (%50) non-obstriiktif (tika¢ olusturmayan), 23 tanesi (%46) obstriiktif (tikag
olusturan) tiptedir (Tablo 4-1). Hipertrofi, obstriiktif olanlardan 18 tanesinde (%78) sub-
aortik yerlesim gosterirken 2 tanesinde (%8,6) apikal, 2 tanesinde (%8,6) mid-
ventrikiiler yerlesim gostermektedir. Hasta grubu 30 (%60) erkek ve 20 (%40) kadindan
olusmaktadir. Yas ortalamasi kadinlarda 46,31, erkeklerde 41,74 olarak hesaplandi.

Tablo 4-1 : Hasta grubuna ait bazi klinik verilerin ve cinsiyetin dagilimi

n
e e Tikag Olusturan 23 Er

Hipe rirofinin Tin = n
. ’ Tikag O lustarm avan 25 A0
B TTHe s ree o3 Var 34 it

LT LLIGd Wi ol

! Yok 15 30
Gila el n Boami i LT ide s res War 11 2
ile de And Olim Hikayes Yok =7 =
Hipe rirofinin Da giim fons entrk ‘ 12
Pe T & i etk 76 72
an A
30 Al
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4.2 PZR Sonuclar
Her ti¢ bolgenin PZR sonuglar1 agaroz jel elektroforezi ile degerlendirildi (Sekil

4-1).

CEEMOHEL ML HiW  EEEN) Kromozom 4

T

AGGGACCATGTCGGUGHAGACTGCGA
GBOGGOCCCACAGIGEACCEGETEGLE

AACACAGCTTCCAAACTCAD
GECTTGCGCTTECCTTTGEOC
T

CTTCOAGLLRTEGTTTALGOL

Q006

Sekil 4-1: HOP geninin PZR ile incelenen ekzonlari, genomik DNA iizerinde
primerlerin baglandig1 yerler ve PZR iiriinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii. Ornek 1 ve 2;

ekzonl, 6rnek 3; ekzon 4, 6rnek 4; ekzon 5 (Kromozom 4; http://www.ensembl.org’dan)
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4.3 SSCP ve Dizileme Sonuc¢lan

Eksonl1: Incelenen 50 HKM hastasi ve 100 saghkli kontrolde, HOP geni
birinci ekzonuna ait SSCP jelinde goriiniim farklihigi gozlenmedi (Sekil 4-2).

- —
ot —

H

Sekil 4-2- HOP geni 1. ekzonuna ait SSCP jel goriintiisii

Ekson 4: Hasta ve kontrol grubunda, ekzon 4’tin SSCP taramasi sonucunda ii¢
farkh bant goriiniimii (g1, g2, g3) tespit edildi (Sekil 4-3). Hasta ve kontrol grubundaki
tiim orneklerde dagihim gosteren bu {i¢ farklilik disinda, kontrol grubundaki bir drnekte

dordiincii bir goriiniim farklihgi (g4) belirlendi (Sekil 4-3).

SSCP jelinde yiiriiyiis bigimi farklilik gosteren 6rneklerin dizilenmesi ile bu dort
farkhihigin, iki polimorfik degisiklikten kaynaklandigi anlasildi. Kontrol grubundaki
degisikligi (g4) tasiyan ornegin dizilenmesi ile, ekzon 4’tin 3’ komsulugundaki intron
icinde, daha once tanimlanmis (rs4626270) bir G-A doniistimii bulundu (Sekil 4-4).
Kontrol grubunda yer alan 6rnegin, bu polimorfizmi homozigot (A/A) olarak tasidigi

goriildii.

Diger ii¢ degisikligi ( g1, g2 ve g3 ) tasiyan, se¢ilmis bazi drneklerin dizilenmesi
ile, ekzon 4’tin 5° komsulugundaki intron iginde, 8 bazlik bir delesyon-insersiyon (8-bg
D/T) polimorfizmi bulundu (Sekil 4-4). Bu polimorfizmin de daha &nce tanimlanmig
(rs11279383) oldugu goriildii. SSCP jelinde gozlenen ii¢ farkli bant degisikliginin (gl,
g2 ve g3), bu polimorfizmin olusturdugu ii¢ genotipi ( I/I, I/D ve D/D) yansittig
anlasild1 (Sekil 4-4). Her iki grupta da bulunan ve poliakrilamid jelde gozlenebilen
(Sekil 4-5) 8 bazlik D/I polimorfizmi, hasta ve kontrol grubundaki dagilimlari ve hasta
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grubuna ait bazi klinik verilere gore dagilimlari SPSS programi kullanilarak

karsilastirildi.

Daha 6nce tanimlanmis oldugu anlasilan 8 bazlik D/I polimorfizminin, genotip
(DD, DI ve II) dagilim1 hasta ve saglikli grup arasinda karsilastirildiginda anlamli bir
fark olmadigi goriildii (Tablo 4-1).

Hipertrofinin tipi ve yerlesimi, hastanin cinsiyeti, aile hikayesinin ya da ailede
ani 6lim hikayesinin varligi gibi hasta verileri, D/l genotipi ile karsilastirldiginda

istatistiksel olarak anlamli bir iliskinin olmadig1 goriilmiistiir (Tablo 4-2).

Hastanin cinsiyeti ve D allelinin varli1 arasinda goriilen olasi zayif ( p = 0,058 )
iliski nedeniyle genotip dagilhimi, her iki cinsiyette ayr1 olarak incelendi (Tablo 4-3 ve

Tablo 4-4).

Sekil 4-3- HOP geni 4. eksonuna ait SSCP jel goriintiisii
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Sekil 4-4- Ekzon 4 SSCP’sinde farklilik gosteren dort 6rnegin jeldeki goriiniimleri ve
dizileme sonuglari. G/A (sag alt ve sag list) polimorfizmi (ters yénde dizileme) ve 8
bazlik delesyon (sol alt) /insersiyon (sol iist) polimorfizmi.

1118 be
881 be

Heterodubleks bant

190 bg

147 bg

111 be
110 be

) Sekil 4-5- 8 bazlik D/I polimorfizminin % 10’luk poliakrilamid jeldeki goriintimii.
Ornek 3 ve 6; D/D, 6rnek 2 ve 5; I/1, 6rnek 1, 4 ve 7; D/I genotipine sahiptir.
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Tablo 4-2: Ekzon 4 yakininda bulunan, intron yerlesimli, 8 bazlik insersiyon / delesyon ( 8 bg
I/D ) polimorfizminin (rs11279383) genotip ve allel dagiliminin iki c¢alisgma grubu
(Hasta/Saglikl1) ile karsilastiriimasi (I: insersiyon, D: Delesyon)

Geno iip TAlieli D Alfleli
7] 1D DD |p Degeri| | LIHID DD | p Degen 1 | UD+DD | p Degeni
Hasta i3 12 13 37 13 13 33 o on
Ko ntral 24 45 30 T 70 30 24 76 S

Tablo 4-3-
karsilastiriimasi

8 bg I/D polimorfizminin genotip ve allel dagiliminin, bazi hasta verileri ile

Genotip | Alleli D Alleli
1 1ID DID P Dggeri 1/1+1/D D/ID p Dgg_eri N 1/ID+D/D | p Deg eri
*
Hipertrofinin Tipi I r::: = 2 1; g 0,174 12 g 0.147 g 12 0.412
Ailede Hastalik Hikayesi I \"I‘;'r‘ I 122 I 175 I Zs I 0,072 297 g 0.178 122 fg 0.174
Ailede Ani Oliim Hikayesi I T;;I: I 3 I 166 I 112 I 0,161 fg 112 0.246 Z 278 0.458
e [Ekek | 6 [ 14 [ 10 ] 20 10 6 24
Cinsiyet [Kadin | 3 | S | 3 | 0.525 2 g 0.63 3 7 0.652
AsimetrikSeptal [ Yok | 6 | 4 | 3 | 10 3 6 7
Hipertrofi [ var [ 8 | 18 | 10 | ke 26 10 0526 8 28 0.152
Konsentrik Hipertrofi I Tlglr( I 131 I 139 I 121 I 0.662 3&? 121 0.645 131 350 0.672
o*: obstriiktif (ikag olugturan)
no*: non-obstriiktif (tikag olusturmayan)
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Ekzon 5: SSCP ile hasta ve kontrol grubunun taranmasi sonucunda HOP geni

5. ekzonunda farkliliga rastlanmadi (Sekil 4-6).

Sekil 4-6- HOP geni 5. ekzonuna ait SSCP jel goriintiisii
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5. TARTISMA

HKM, sol ventrikiil duvarinda kalinlagsmayla belirgin, klinik bulgular1 ve gidisati
degiskenlik gosteren genetik bir hastahiktir. Hastaligin anlasilmasinda karsilagilan en
onemli sorun klinik bulgularindaki ve ilerleyisindeki degiskenlikten kaynaklanan
heterojenitedir (115, 116). Klinik heterojenitenin, hastalifa neden olan mutant gene
bagh oldugunu gosteren net bir fenotip-genotip iliskisi kurulamamistir. Ancak bazi
genlerdeki bazi mutasyonlarin, hastaligin ortaya ¢ikis yasi (49, 117), ani dliime neden
olma olasihigr (118) ve hipertrofik kitlenin yerlesimi (119) gibi HKM degiskenleri ile
iliskili oldugu gosterilmistir. Mutant geni esas alan fenotip-genotip iliskisi tiim olgulari
aciklayamadigr icin, HKM’deki klinik heterojenitenin modifiye edici faktorlerden de
etkilendigi kabul edilmektedir. Beslenme ve fiziksel etkinlik gibi gevresel modifiye
edici faktorlerin yaninda, mutant gen disindaki genlerde bulunan ve kisinin genetik arka
planin1 olusturan polimorfik farkliliklarin da modifiye edici faktor olduklar
dusiiniilmektedir. HKM i¢in modifiye edici gen adaylari arasinda yer alan ACE
genindeki DD (Delesyon/Delesyon) genotipinin, hipertrofi ve ani kardiyak o6liim
olasihigi ile iliskili oldugu bulunmustur (116).

Modifiye edici genlerin varhgm gosteren en Onemli delil, aMyHC (403/+)
mutasyonu tasiyan fareler iizerinde yapilan bir c¢alismayla gosterilmistir (120).
Insandaki en ©nemli HKM nedeni olan aMyHC mutasyonlarindan Arg403Gln
degisiminin, iki ayr1 fare soyunda hastalhigi farkli oranlarda ag¢iga ¢ikardig goriilmustiir.
aMyHC (403/+) mutasyonunu tasiyan /29SvEv soyundan olan farelerin hepsinde
(%100) sol ventrikiil hipertrofisi gelisirken, ayni mutasyonu tasiyan Black Swiss
soyundan olan farelerin yarisinda (%50) sol ventrikiil hipertrofisi gelistigi bildirilmistir.
Aym mutasyonun iki ayr fare soyunda farkli oranlarda hipertrofi gelistirmesi, iki soy
arasindaki genetik farkliliklar ile agiklanmaktadir. Bu farklihktan sorumlu olan
modifiye edici gen ya da genler ise heniiz tanimlanmamistir (120).

HKM’deki klinik degiskenligi aciklayabilecek modifiye edici yeni gen
adaylarinin tanimlanmasi hastaligin daha iyi anlagilmasmi, dolayisiyla tanisini ve
tedavisini kolaylastiracaktir. Norohiimoral salgilar (katekolamin hormonlar1 ve
sitokinleri) ve aralarinda ACE’nin de bulundugu renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi
HKM i¢in, modifiye edici olduklar1 diistintilen genlerin tirtinleridir. Kalpte bu salgilarin

baglandigi, aym zamanda HKM’de uygulanan tedavilerin hedefini olusturan
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reseptorleri (beta adrenoseptor, endotelin reseptorii) kodlayan genlerdeki polimorfik
farkliliklarin da HKM’de modifiye edici rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak bu
genlerde heniiz HKM ile iliskili polimorfik degisiklikler tanimlanmamistir (98).

Saglikl kalpte uyumsal bir yanit olarak gelisen fizyolojik hipertrofi, genetik
arka plana bagh olarak kisiler arasinda farkhhk gosterebilir. Tasidig1 polimorfik
degisiklikler nedeniyle hipertrofik yamtin esik degerini, siiresini, siddetini ya da
sonlanma bi¢imini  degistirebilecek olan modifiye edici genler etkilerini,
kardiyomiyopatili hastalarda klinik bulgu farkhiligi biciminde yansitabilir. Saglikl
kisilerde ise ayni etki agir fiziksel aktiviteye yatkinlik derecesi bi¢iminde yansiyabilir.
Bu nedenle hipertrofik yanmit farklihgina neden olan modifiye edici genlerin
belirlenmesi, yalniz HKM, DKM ve kalp yetmezligi gibi hipertrofi gelistiren kalp
hastaliklari i¢in degil, saglikl kisilerdeki spor yatkinhigini1 agiklayabilmek i¢in de 6nem
tasiyacaktir.

HKM’de ve diger patofizyolojik durumlarda gelisen kardiyak hipertrofinin
baslangig, ilerleme ya da sonlanma asamalarinda gorev alan GATA-4, NFAT, MEF2C
ve SRF gibi transkripsiyon faktorlerini kodlayan genler de, dogrudan kardiyak hipertrofi
ile iliskili bir mutasyon tanimlanmamistir. GSrevleri geregi iyi korunmus olduklarr igin,
hipertrofik transkripsiyon faktorlerinden ¢ok, bu transkripsiyon faktorlerini denetleyen
ve daha az korunmus olan diizenleyici proteinlerin HKM i¢in modifiye edici etki
gosterdikleri soylenebilir.

Kardiyak hipertrofide, hem pro-hipertrofik hem de anti-hipertrofik genleri
etkinlestirerek hipertrofik yamtin diizenlenmesini saglayan en 6nemli transkripsiyon
faktorii SRF°dir. Yaki zamanda tamimlana HOP geni, SRF’nin DNA’ya baglanmasim
engelleyerek ya da HDAC’yi SRF’ye baglayarak, kalpteki SRF’ye bagli gen ifadesini
baskilayan kiigiik bir diizenleyici protein kodlar. SRF’nin kardiyak hipertrofideki
onemli gorevi nedeniyle, SRF baskilayicisi olan HOP’un da, temel bileseni kardiyak
hipertrofi olan HKM i¢in modifiye edici gen adayi olabilecegini varsaydik.

HOP’un HKM icin modifiye edici bir gen oldugu varsayimini sinamak icin
HKM tanis1 almis ve bazi klinik verileri toplanmis hastalarda HOP genini incelemeyi
planladik. Bilinen polimorfik farkliliklar disinda, bilinmeyen yeni mutasyonlarin
bulunmasi amaglandigr i¢in gen SSCP yontemi ile incelendi. HKM, kardiyak
sarkomerin yapisal ya da kontraktil proteinlerindeki mutasyonlardan kaynaklanan bir

hastalik oldugu i¢in, sarkomerle iliskisiz, ¢ekirdek yerlesimli bir protein olan HOPta,
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HKM nedeni olabilecek mutasyonlarin bulunma olasilig1 diisiiktiir. HOP geninde, diisiik
de olsa HKM ile nedensel iliskisi olan bir mutasyon bulunabilecegi i¢in, HKM hastalari

ile birlikte saghkli kisiler de incelendi.

Modifiye edici bir gendeki polimorfizmlerin, ilgili hastahgin fenotipini, gen
iirtintinde yapisal (nitel) ya da miktarsal (nicel) bir degisiklige neden olarak etkiledigi
dusiintilmektedir.  Protein  driiniinde miktarsal degisiklige neden olabilecek
polimorfizmlerin, genellikle genin promotorunda ya da protein kodlamasina katilmayan
bolgelerinde, yapisal degisikliSe neden olabilecek polimorfizmlerin ise protein
kodlamasina katilan ekzon bolgelerinde yerlestigi kabul edilmektedir. HKM ic¢in
modifiye edici gen oldugunu diisiindigiimiiz HOP geninde, oncelikle gen iiriiniinde
yapisal degisiklige neden olabilecek polimorfizmleri bulmay1 amagladik. Bu nedenle
genin protein kodlamasina katilan bdlgelerinin bulundugu iki ekzonu SSCP ile taradik.

Ayrica, genin kalpteki transkriptindeki 5 UTR bolgesini kodlayan ekzon da incelendi.

Calisma sonucunda, gen {iriiniinde yapisal degisiklige neden olabilecek bir
mutasyon bulunmadi. Kodlama bdlgesi disinda iki polimorfik degisiklik belirlendi. Her
ikisi de 4. ekzona yakin yerlesim gosteren polimorfizmlerden biri, ekzonun 5’
komsulugundaki intronda (-42 bg), digeri 3° komsulugundaki intronda (+42 bg)

bulunmaktadir.

Ekzonun 42 baz sonrasinda (+42 bg 3’ yoniinde) yerlesik bulunan 8 bazlik D/I
polimorfizminin hasta ve saglikli gruptaki dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir
farkin bulunmamasi (Tablo 3), bu polimorfizmin HKM ile nedensel bir iliskisi
olmadigin1 diistindiirmektedir. D/l polimorfizminin olast modifiye edici etkisini
anlamak i¢in ise, hastalarin genotipi ile bazi klinik veriler karsilastirildi (Tablo 4).
Hipertrofinin tipi ve dagilimi, hastanin cinsiyeti, ailesinde hastalik ve ani 6liim
hikayesinin varhigi gibi verilerle D/I polimorfizmi arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir iligki goriilmedi.

Ekzonun 42 baz Oncesinde (-42 b¢ 5 yoniinde) yerlesik bulunan G/A
polimorfizmi yalmiz bir kontrol Orneginde homozigot AA biciminde bulunmustur.
Uluslararast HAPMAP calismasinda ise AA genotip siklhigt, farkh toplumlarda %11 ile
% 47 arasinda hesaplanmistir. Elimizdeki ¢alisma grubunda AA genotip sikligiin bu
kadar duisiik bulunmasi, kullandigimiz SSCP yonteminin duyarhligima bagh olabilir. Bu
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nedenle, Tiirk toplumundaki G-A allel ve genotiplerinin gercek sikligin1 ancak RFLP ya
da allel spesifik PZR gibi yontemler kullanilarak hesaplanabilir.

Bu calismada, HKM i¢in modifiye edici gen adayr oldugunu diistindiigiimiiz
HOP’un ii¢ ekzonu SSCP yontemi ile incelenmis, protein yapisini degistirecek bir
mutasyon ya da polimorfizm bulunmamistir. Protein miktarin1 degistirebilecek
mutasyonlarin bulunabilecegi bolgeler ise bu cahismaya dahil edilmemistir. Ancak,
dilate kardiyomiyopati hastalarinda gelisen kalp yetmezliginde, SRF uyaricisi olan
myocardin diizeyi artarken SRF baskilayicisi HOP’un azalmast (114) ve bazi
tiimorlerde HOP miktarinin artmis (27) ya da azalmig (6, 8) olmasi, HOP’un islevinde
yapisal degisikliklerden ¢ok miktarsal degisikliklerin daha Onemli oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle HKM’de, varsa HOP’un modifiye edici etkisi, genin
transkripsiyonunu diizenleyen bolgelerindeki polimorfik degisikliklerin sonucu olabilir.
Gen firiiniindeki miktarsal degisikligin incelenmesi biyopsi orneklemesini veya hiicre
killtiriinit  gerektirdigi igin, caligmamiz gen uriinlindeki yapisal degisiklikleri
arastirmakla sinirlandirilmistir. Calismamizin sonraki agamasinda, buldugumuz intronik
polimorfizmlerin RFLP gibi daha duyarli yontemlerle incelenmesini ve elde edilen

genotip dagiliminin daha ayrintili verilerle istatistik analizini amagladik.

Hop mutant (Hop-/-) farelerin kalbinde ifadesi artan genler incelendiginde,
cogunun SRF’nin hedef genleri arasinda oldugu goriilmektedir (Sekil 5-1) (4). Bu
genlerden beta miyozin agir zinciri (BMyHC) ve miyozin baglayici protein C (MyBPC)
genlerinin ifadesinde sirasiyla 15 ve 10 kat artis olmasi dikkat ¢ekicidir. Bu iki gendeki
mutasyonlarm, en sik rastlanan HKM nedeni oldugu (98,100) g6z Oniine alinirsa, bu
genlerden birinde mutasyon tasiyan HKM hastalarinda, HOP genindeki olasi baska bir
mutasyon mutant protein (BMyHC veya MyBPC) iiretimini (15x ve 10x), dolayisiyla

hastalik fenotipini onemli dl¢iide etkileyecektir.

[leride promotor bolgesinin ve diger diizenleyici bolgelerinin incelenmesiyle,
HOP geninin HKM ya da kalp yetmezligi gibi kardiyak hipertrofi iligkili diger
hastaliklarindaki rolii daha iyi anlasilacaktir. Ayrica, daha genis klinik verileri bulunan
HKM hastalarinda, ya da HKM disindaki baska hasta gruplarinda HOP’un incelenmesi
ile farkl sonuclara ulagsilabilir. Hop mutant farelerde QT araliginin uzamis olmasi (32)

ve HKM hastalarinda QT uzamasina bagh ani kalp dliimlerinin sik olmas1 (121, 122)
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HOP’un, ozellikle HKM’deki ani o©liim hikayesi ile iliskili olabilecegini akla
getirmektedir. Aritmi hastalarinda ya da NKX2-5 mutasyonlarinin neden oldugu
atrioventrikiiler blok (123) hastalarinda da HOP’un incelenmesi anlaml olabilir. Nkx2-
5, kalp ileti sisteminin proksimal (atrioventrikiiler diigiim) kismi igin gerekli oldugu
halde, Nkx2-5’in hedef genlerinden biri olan Hop, kalp ileti sisteminin distal (His
demeti sonrasi) kismi i¢in gereklidir (32). Bu da HOP’un, distal ileti sistemini tutan ve

atrioventrikiiler blok kadar agir olmayan aritmilerde rol oynayabilecegini

diistindtirmektedir.
Biiytime ile Siklin D3 (3x)
ilgili genler —p cgr (3x)
— SM22 (2x)
) — Kalponin (3x)
SRF . Diiz kas —» SM « aktin (2x)
-7 genleri Alfa aktinin-2 (3x)
— Sisteince zangin protein 2 (CRP 2) (3x)
=% ANF (5x)
BNP (5x)
Kalp kast —» SERCA (3x)
genleri —>[ MyHC (15x)
Kardiyak MLC (3x)
—» MyBPC (10x)

Sekil 5-1: Hop mutant farelerde ifadesi artan genler. SRF hedefi oldugu bilinen genler kirmizi
ok ile, genlerin ifadesindeki artis oranlari mavi parantez iginde gosterilmistir. (Kaynak 4’den

diizenlendi)

HOP genindeki mutasyon veya polimorfizmlerin incelenmesi, genin
hastaliklarla iliskisinin aciklanmasinda yararh olabilecegi gibi, HOP’in fonksiyonel
caligmalarla incelenmesi de ilgili hastaliklarin tedavisinde yararh olabilir. Son yillarda,
kardiyak hipertrofi tedavisinde HDAC inhibittrlerinin kullanim giindeme gelmistir
(35). Ancak HDAC’lerin yaygin ifade ediliyor olmasi nedeniyle bu tedavi heniiz
uygulanamamaktadir. Ileride, HDAC2’nin kalp kasindaki etkisine aracilik yapan
HOP’un hedef alindigi bir yontemin gelistirilmesi, kardiyak hipertrofi tedavisinde

yararh olabilir.
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ETiK KURUL KARARI

isTaNBUL TIP FAKU LTESI
YEREL ETIK KURUL TUTANAGI

Toplant Tarihi: 08.09.2004

Toplant Yeri : Behget Kitlphanesi Pembe Salon
Toplant Sayisi1:08

Prot.Mo.Saysn :

Sorumlu arastincibgint Deneysel Tip Arastirma Enstitisd. Ofretim  Uyesi
Prof Dr.Nihan Erginel Unaltuna'nin,Ostlendiyl Biyolog Cagn Goleg'in yiritecefji
*Hipertrofik Kardivomiyopatili Hastalarda HOP (Homeodomain Only Protein) Gen
Mutasyonlannin  Analizi® baglikll tek merkezii (tam testi geligtirmeye yGnelik)
galismasi kurulumuzda incelendi ve arastirma fonundan desteklendigi takdirde, stk
yianden bir sakinca tasimadif géraldd, uygulamaya konulabilecadine karar verildi,

Prof.Dr.Deniz SARGIN Prof.Dr.Mibsccel DEMIRKOL MO
Prof, Or.Barmin UMMA Prof.Dr.Cahide GOKKUSU %Lm
Prof.Or.Koray ACARLI Prof.Dr.Selim BADUR

Prof. Dr.Avkan CANBER . Prof.Dr.Emin DARWULER

Prof. Dr.Beyhan I‘:JMER/g 4“‘ ~ Prof.Dr Dg:@!%ﬁ%

Prof.Or.Veli UYSAL i Frﬂijr.Ka | PEMBECI

Prot.Dr.Nuran YILDIRIM J(_m-’ i
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FORMLAR

GONULLU BIiLGILENDIRME FORMU

Callsmanm Kapsami:

Yapilmasi planlanan genetik incelemeler icin sizden &ncelikle 10 ml periferik
kan Ornegi alinacaktir. Alman kan orneginde DNA materyaliniz izole edilerek
saklanacaktir. Olusturulan bu bankada kisi isimleri kullanilmayacak, 6rnekler numarah

olarak korunacaktir.

Arastirilacak olan hastaliga neden oldugu diisiiniilen gende mutasyon,
polimorfizm taramasi yapilacaktir. BOylece, hastaligin ilgili gendeki mutasyonlarla

muhtemel iliskisi arastirilmis olacaktir.

Arastirmadan beklenen tibbi yarar, hastaligin erken tanisinin ve ailesel genetik

taramalarin miimkiin olabilecegidir.

Arastirma kapsaminda yapilan ¢alismalarin siiresi kesin degildir ve sonucunda

tedaviye yonelik cevap elde edilmeyebilir.

Arastirma sirasinda genetik test sonuglarmin sizi ve ailenizin psikolojik veya
diger bir yonden etkileyecegini diisiinmeniz durumunda, arastirmadan isteginiz {izere

ayrilabilirsiniz.

Elde edilen genetik bilgi sonuglar sifre korumali bir bilgisayar programinda
korunacak olup, sadece size ve hekiminize bildirilecek, figlincii sahislara

aktarilmayacaktir.

Arastirmada, 50 Hipertrofik kardiyomiyopati hastasi ile 100 saghkl goniillt yer

alacaktir.

Yapilmast planlanan genetik incelemeler icin sizden maddi destek talep

edilmeyecektir.
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GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniillilye arastirmadan ©nce verilmesi gereken bilgileri gosteren
metni okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve s6zlt agiklamalar yapildi. Bu kosullarla
sozkonusu klinik arastirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin

katilmay1 kabul ediyorum.

Goniilliiniin Adi-soyadi, Imzasi, Adresi (varsa telefon no., faks no....)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin

Adi-soyadi, imzas1, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)
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Kisisel Bilgiler
Adi Cagni Soyadi Giilec
Dog.Yeri | Zonguldak Dog.Tar. 29.08.1973
Uyrugu | T.C. TC Kim No | 57670555088
Email cagrigulec @hotmail.com Tel 0212 414 22 00-33316
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yih

Yiik.Lis. 1.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik Ortak Programi

Istanbul ~ Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, 1995

Lisans T1bbi Biyolojik Bilimler Boliimii

Lise Odemis Lisesi 1991

is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Y1)
I.U.  Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
1. Laborant Fikret Biyal Acil Biyokimya Lab. 2002-
Yabane1 | Okudugun | Konusma " KPDS/UDS (Diger)
Dilleri u Anlama* | * Yazma
Puam Puam
Ingilizce | iyi zayif orta UDS-65

*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin



