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OZET

Giiclii F.

Troponin T Gen Mutasyonlarinin Tiirk populasyonundaki Dilate Kardiyomiyopatili

Hastalarda Taranmasi.

Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
[stanbul. 2006

Genel Bilgi: Dilate kardiyomiyopati (DKM), artmis ventrikiiler dilatasyon ve bozulmus
sistolik fonksiyon ile karakterize bir kalp kasi hastaligidir. Etyolojisinde miyokardit, iskemik
kalp bozuklugu, enfeksiyon ve gen mutasyonlart gibi nedenler rol oynar. DKM vakalarin
yaklasik %30’u kalitsaldir. Kardiyak Troponin T (TNNT2) gen mutasyonlart DKM’ ye neden
olmaktadir.

Amag: Bu calismada, Tiirk toplumundaki idiyopatik DKM’li ¢ocuklarda, hastaligin
etyolojik nedenlerinin arastirilmasinin bir basamagi olarak TNNT2 gen mutasyonlarinin
incelenmesi amaclandi.

Yontem: Calismada, yas ortalamasi 2 olan, 23 idiyopatik DKM’li ¢ocuk hasta ve 100
saglikli birey bilinen ve bilinmeyen TNNT2 gen mutasyonlar1 agisindan incelendi. Bu gendeki
mutasyonlar, HKM’ye de yol agmasi nedeni ile ikinci bir kontrol grubu olarak, 50 HKM’li hasta
bireyde incelendi. TNNT2 geninin fonksiyonel olarak 6énemli olan 10 ve 13. ekzonlarinda olasi
mutasyonlarin varligt SSCP yontemi ile tarandi. Ayrica, TNNT2 geninde DKM’ye yol actig1
bildirilen R141W ve AK210 mutasyonlar1 da ¢alisma grubumuzda arastirildu.

Sonug¢: Bilinen bu iki mutasyonlar ¢aligma grubumuzda tespit edilmedi. Genin 10.
ekzonunun SSCP analizi sonucunda, DKM’li hasta grubunun ti¢linde, saglikli kontrol grubunun
ikisinde ve HKM’li kontrol grubunun birinde farkl1 bir bant paterni saptandi. Bu farkliligin, dizi
analizi sonucunda TNNT2 geninin intronik bdlgesinde yer alan yeni bir varyant oldugu
belirlendi. IVS10 +57G>C baz transversiyonu olarak isimlendirilen bu varyantin sikligi
hastalarda %13 (n=23) kontrol grubunda ise %2 (n=100) olarak bulundu (p= 0.003).

Elde edilen bu bulgular, saptadigimiz IVS10 +57 G>C degisimin DKM fenotipi ile
iligkili olabilecegini gostermektedir. Bu veriler TNNT2 geninin, DKM olusumunda etkin rol

oynayan bir aday gen olabilecegi hipotezini desteklemektedir.
Anahtar Kelimeler : Troponin T, dilate kardiyomiyopati, SSCP, sarkomerik protein, kalp

Bu calisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan T-
534/21102004 no’lu proje olarak desteklenmistir.
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ABSTRACT

Giiclii F.

Analysis of Troponin T gene mutations in Turkish Populations Patients with Dilated

Cardiomyopathy.

Istanbul University, Institute of Health Science, Genetics Common Programme,
Istanbul, 2006

Introduction: Dilate cardiomyopathy (DCM) is a heart muscle disease
characterized by left ventricular dilatation and systolic dysfunction. The underlying
causes of DCM are heterogenuos including myocarditis, myocardial ischemi induced,
metabolic and genetic abnormalities. A genetic cause of DCM is identified in
approximataly 30% of cases. Cardiac Troponin T (TNNT2) gene mutations cause
DKM.

Aim: We aimed to investigate TNNT2 gene mutations in the Turkish child with
idiyopathic DCM as a step for searching ethyological causes of the disease.

Method: The mutations of TNNT2 gene caused DCM investigated which 23,
idiopathic DCM patients (age mean is 2) and 100 healthy individuals and 50
hypertrophic cardiomyopathic (HCM) patients as a control group. Functionally
important exons of TNNT2 gene, 10th and 13th exons are examined via SSCP method
for possible mutations. Moreover, in the TNNT2 gene R141W and AK210 mutations
associated with DCM are analysis in patients with DCM and control groups.

Result: These two mutations were not our study groups. SSCP analysis of 10th
exon, three DCM patients, two individuals from control group and one HCM patient,
formation of one, distinct band pattern was observed. Investigation of this difference via
sequence analysis is concluded that there is a IVS10 +57G/C base transversion at the
intronic region of the TNNT2 gene. The frequency of the difference is determined as
13% (n=23) at patients, 2%(n=100) at control group (p= 0.003).

Outcome of this project exhibits that IVS10 +57 G>C base transversion can be
related with DCM phenotype. Consequently, our data suggest that TNNT2 gene is the
important candidate gene for DCM disease.

Key Words: Troponin T, dilated cardiomyopathy, SSCP, heart, sarcomeric proteins.

This study is supported by IU Research Grantor /Project no: T-534-21102004



1. GIRIS VE AMAC

Dilate kardiyomiyopati (DKM), ventrikiiler dilatasyon, sistolik fonksiyonda
bozulma ve ilerleyici refrakter kalp yetmezligi ile karakterize edilen miyokardiyal bir
hastaliktir (1). Dilate kardiyomiyopati, en sik (%60) goriilen kardiyomiyopatiler tipi
olup genel populasyonda sikligi 100.000 de 40 ile 50 arasindadir (2). Cocuklarda
idiyopatik DKM nin prevelansi 2,6/100.000 olarak bildirilmistir (3). Etiyolojisinde kalp
kasina ait bozukluklar, miyokardit, iskemik kalp bozuklugu, inflamasyon, infeksiyon,
metabolik bozukluklar, miyokardiyal basincin artmasi, toksik ajanlar ve gen defektleri
gibi nedenler rol oynar. Vakalarin %25-30’unda “idiyopatik DKM olarak ifade edilir.
DKM, vakalarin %70’inde sporadik, %30’unda kalitsal (ailesel) olarak ortaya cikar (4).
Sarkomerik proteinler, hiicre iskeleti proteinleri ve niiklear membran proteinlerini
kodlayan genlerdeki mutasyonlarin kalitsal ve sporadik DKM’ ye neden oldugu
belirtilmistir (5).

Sarkomerik bir protein olan troponin T’yi kodlayan TNNT2 geninde ki R141W
ve AK210 gen mutasyonlarin, DKM ile iligkili oldugu literatiirde bildirilmektedir (6-8).
Bu mutasyonlar, fenotipik olarak DKM’nin erken yaslarda baslamasina, bebeklik ve
cocukluk doneminde konjestif kalp yetmezligine, siddetli ventrikiiler dilatasyona yol
acmaktadir (6-8). Buna bagli olarak, DKM nin etyopatogenezinde rol aldig1 bildirilen
TNNT2 gen mutasyonlarinin ve genin fonksiyonel olarak onemli iki bdlgesinde
olugsmas1 muhtemel yeni mutasyonlarin dilate kardiyomiyopatili ¢ocuklarda incelenmesi
amaglanmaktadir. Genin Onemli fonksiyonel alanlarinin analizi ile hem yeni bir
mutasyon bulma ihtimalinin yiikselecegi, hem de bulunacak varyasyonun(larin) genin

fonksiyonu agisindan 6nemli olacagi hipotezi ile yola ¢ikilmaktadir.

Kardiyak TNNT2 gen mutasyonlarinin, DKM’li olgularda incelenmesinin
ardindan mutasyon elde edilmesi durumunda bu mutasyonunun sikliginin tespit
edilmesi, klinik bulgular ile arasinda iliski kurulmasi ve riskli bireylere erken tani ve
tedaviye yonelme olanaginin saglanmasi bu projenin ana amacini olusturmaktadir.
Ayrica, kardiyak Troponin T mutasyonlar1 acgisindan Tiirk toplumu analiz edilerek,
mutasyon sikligi belirlenecek ve TNNT2 gen mutasyonlarinin DKM ile iligkisi

desteklenecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Kardiyomiyosit Yapis1 ve Hiicresel Fizyolojisi

Kalp kasi, enine ¢izgilenmeler gdsteren ve birbirine paralel uzanan
kardiyomiyosit ad1 verilen 6zel hiicrelerden meydana gelir. Kas lifleri, birbirine parelel
cok sayidaki miyofibrillerden olusur. Her miyofibril sarkomer adi verilen temel
kontraksiyon {initelerinden ibarettir. Bunlar, tek bir hat halinde sadece kalp kasinda
bulunan interkalar diskler ile u¢ uca baghdirlar. Interkalar disklerde; fasia (zonula)
adherens (N-cadherin, catenins ve vinculin proteinlerini igerir), macula adherens
(desmozom) (dezmin, desmoplakin, desmocollin ve desmoglein proteinlerini igerir) ve
gap junction (konneksin proteinini igerir) olmak tizere li¢ temel baglanti bulunur.
Kardiyomiyosit nukleuslar1 1-2 adet olup, merkezi yerlesimlidir (Sekil 2-1). Iskelet kas1
ve kalp kasi miyositlerinde kontraktil proteinlerin yap1 ve fonksiyonlari birbirine

benzerdir. Kalp kasi istemsiz, diizenli ve ritmik sekilde kasilir (9,10).

Kalp i¢inde; atriyum kasi, ventrikiil kas1 ve ileti kas lifleri olmak {izere ii¢ tip kas
yer alir. Atriyum kasi ve ventrikiiler kas arasinda farklar vardir. Atriyal kas daha az T
tiibiillerine sahiptir ve kardiyomiyositler daha kiigiiktiir. Bunun yaninda, iki tip kasta da
miyofilamentlerin diizenlenmesi birbirine benzemektedir. Kardiyomiyositler, ¢ok sayida

mitokondri igermektedir ve sitoplazmanin % 40’1indan fazlasini olusturmaktadir (9).

Sekil 2-1: Kalp kasinin boyutuna Kkesiti.

Interkala diskler araciligiyla birbirine baglanan kas hiicreleri ve bu kas hiicrelerinin merkezi konumlu
nukleuslarinin sematik goriiniimii (http://w3.tvi.edu/~bsailer/muscle.html)




2.1.1 Sarkomerin yapisi ve sarkomerik hiicre iskeleti proteinleri

Kalp kasilmasinin molekiiler temelini anlamak i¢in ilk ©6nce kardiyak
miyofibrillerin anatomisini ve organizasyonunu anlamak gereklidir. Kardiyomiyositler
ince bir membran olan sarkolemma ile cevrilidir. Her bir miyosit i¢ kisminda
boylamasina paketlenmis bicimde diizenlenmis miyofibrillerden olusmaktadir.
Miyofibriller bu diizen sayesinde karakteristik 0zelligi olan ¢izgili goriiniimlerini
kazanirlar. Fibrillerdeki kasilma birimlerine sarkomer adi verilir. Sarkomerler st iistte
uzanan iki ¢ift miyofilamentin diizenlenmesi ile olusur (sekil2-2). Aktin filamenti (ince
filament); aktin, troponin ve tropomiyozin proteinlerinden olusmus bir komplekstir
(sekil 2-2). Aktin molekiilii, filamentin bel kemigini olusturur ve globular aktin (G-
aktin) monomerleri ile birleserek ¢ift heliks seklinde biribiri etrafinda dolagmis uzun
ipliksi polimerlerden (F-aktin) ibarettir. Her bir G-aktin monomeri, miyozin baglanma
bolgesi icerir. Aktin filamentinin diger yapi tasit olan tropomiyozin molekiilii ¢ift

heliksli iki alt {initeden meydana gelir (9,10).

Troponin T

I ,/Troponin C

i ,/ ,Tmpaninl Tropomiyozin
a

Aktin

Capraz Koprii

| B- miyozin
dir zincir

Sekil 2-2: Aktin ve miyozin filamentlerinin sematik goriiniimii.

Aktin filamenti (ince filament) olusturan; troponin T,I,C a-tpomomiyozin molekiilleri. Miyozin filamenti
(kalin filament) olusturan; miyozin molekiilleri (Kamisago 2000’den diizenlendi.)



Uzun linear bir molekiil olan tropomiyozin F-aktin iplikleri ile zayif bir sekilde
birlesmekte, F-aktin sarmalinin dis ylizeyine spiral olarak sarilmaktadir. Aktin
filametini olusturan diger bir protein ise troponin molekiiliidiir. Troponin globiiler bir
molekiildiir ve tropomiyosin bu molekiiliin ucuna eklenir. Troponin, gergekte her biri
kas kasilmasinin kontroliinde rol oynayan ii¢ proteinden olusmus bir komplekstir. Bu
kompleks, aktine baglanan troponin I, kalsiyum iyonlarimi baglayan troponin C ve
troponin kompleksini tropomiyozine baglayan troponin T’den olusur. Tropomiyosin ve
troponin kompleks proteinleri kontraktil proteinler olmayip, aktin-miyozin etkilesimini
aktive veya inhibe eden ve kasilma mekanizmasinda diizenleyici rol oynayan
proteinlerdir. Aktin ve miyosin arasindaki reaksiyon, kalsiyuma bagli olarak troponin ve

tropomiyosin tarafindan kontrol edilir (9,10).

Miyozin filamenti (kalin filament); bir¢ok miyozin molekiilinden (~ 200
miyozin molekiili/miyozin filamenti) olusmaktadir. bir miyozin molekiilii, iki agir
zincir ve dort hafif zincir olmak iizere alt1 polipeptid zincirinden olusur. Molekiil,
globular bir bas kismu ve spiral olarak uzanan bir kuyruk kismi igerir (sekil 2-2).
Miyozin molekiillerinin kuyruklart demet halinde toplanarak filametin govdesini
olustururken, govdeden disar1 sarkan yapi ise bas kismini olusturur. Disar1 sarkan bu
yapl “miyozin bas1” olarak isimlendirilir. Miyozin bast kas kasilmasinda ATP
hidrolizinde rol oynar. Ayrica, her miyozin molekiiliiniin bas kismi1 yana dogru uzanarak
G-aktin monomerleri ile ¢apraz kopriiler olusturur. (sekil 2-2). Bu capraz kopriiler kas

kasilmasinda 6nemli rol oynar (9,10).

Aktin (ince) ve miyozin (kalin) filamentlerinin 6zgiin diizenlenmesi ile olusan
sarkomer, iki Z ¢izgisi arasinda kalan miyofibrilli boliimii kapsar ve her bir sarkomer
bir A bandi igerir. Her sarkomerdeki miyozin filamentleri, genis ve koyu sabit
uzunlukta (1.5n) A bandi ile gosterilir (sekil2- 3A). Sabit miyozin filament iiniteleri
miyozin filamentlerinin orta noktalarindan diger miyozin filamenti ile bag yaparak
birbirlerine tutunurlar. Miyosin {initelerinin etrafinda, sabit uzunlugu 1.0 p olan aktin
filamentleri bulunur. Bunlar koyu Z ¢izgisinde sarkomerin ucuna tutunur. Z bandlar1 ve

interkalar diskler, yeni sarkomerlerin olusumunda islev goriirler. (9,10,11).



Acik renkli bantlar sadece aktin filamentini icerir ve I band1 olarak tanimlanir.
Degisik boyutlardaki acik renk I bandinin orta kisminda yer alan aktin filamentlerinin

etrafi sabit miyozin iskeletiyle ¢cevrelenmistir (sekil 2-3).

IJIJ'.' - _":-
Diyastol o
{Gevseme) o
Z cizgisi M cizogisi  Z gizoisi
I |
|
SARKOMER

L pizgisi £ pizgisi ealrirdv[E]

B ' £ '

Kasiimanin )
baglangici

Z

Sistol :
{Maksimal kasilma)

Sekil 2-3: Sarkomerin sematik goriiniimii.

Akas diyastol esnasina bir miyofibrili olusturan miyofilamentlerin sarkomerdeki goriiniimi, B:
sarkomerin boyunun kisalmasi, C: kas sistol esnasinda sarkomerin boyunun en kisa hali.

Fizyolojik sartlar altinda biitiin sarkomer uzunlugu kardiyak siklusta 1.5-2.2 um
arasinda degisiklik gosterir. Iki Z cizgisi arasi, mesafe diyastol sonu lif gerginliginin
derecesine ve kontraksiyon sirasindaki kisalma mesafesine baglidir. Iskelet kasinda akut
asirt gerilim durumunda, miyokardiyumda ise daha az bir derecede gerilme sonucunda
ortaya patolojik bir genis H zonu ¢ikar. Bu, kalin ve ince filamentlerin parsiyel olarak
serbest kaldigin1 gosterir. Bunun tersi bir durumla ventrikiiliin kronik ileri derecede
dilatasyonunda miyofibrillerin kaymasi ve yer degistirmesi seklinde durumunda

karsilasilir (11).

Diyastolde sarkomerin boyu (kas lifinin boyunun) normal, sistolde (tam gergin)
sarkomerin boyu 2 mikrometredir. Sistolde aktin filamentleri miyozin filamentlerinin

tizerine dogru kayar ve karsilikli olarak birbiri iizerine gelirler (sekil 2-3C).



Titin ve Miyomesin, sarkomerdeki temel kasilma proteinleri olan aktin ve
miyozin filamentlerinin yap1 iskeletinin olusmasinda rol alan sarkomerik hiicre iskeleti
proteinleridir. Titin, miyozin ile aktin molekiillerini bir arada tutan ipliksi bir
molekiildiir. Titin, Z ¢izgisinden M ¢izgisine kadar uzanarak sarkomer organizasyonuna
ve kardiyak fibrillerin esnekligine katkida bulunur. Miyomesin, Z diskinde kafes
bi¢iminde olan, miyosin I ve II olarak iki formu bulunan ve titin ile etkilesen bir
molekiildiir. Miyomesin, titin molekiillerinin ters bi¢imi ile, komsu sarkomerlerdeki
miyofilament diizeninin korunmasinda rol alir. Aktinin, filamin, nebulette, telethonin ve
miyotolin miyofilament organizasyonunun korunmasinda o6nemli olan diger Z diski

proteinleridir (10).

2.1.2 Ekstrasarkomerik hiicre iskeleti proteinleri

Ekstrasarkomerik hiicre iskeleti, sarkolemma ve hiicre dis1 matriks proteinlerini
sarkomere baglayan proteinlerden olugan ags1 bir yapidir. Bu yapi, hiicreler arasinda
kimyasal ve mekanik sinyallerin iletimini saglar. Intermiyofibriler hiicre iskeleti, ara
(intermediate) filamentler, mikrofilamentler ve mikrotubiillerden olusur. Desmin,
onemli bir ara filament proteinidir. Z disklerini ¢evreleyen desmin bitisik sarkomerin Z
diskleriyle subsarkolemmal kostamerler ile yandan baglantilar olustururlar. Tubulin,
mikrotubiillerin polimerize olan ve polimerize olmayan formlarinda bulunan hiicresel
bir proteindir. Kostamerler, sarkolemmanin sitoplazmik kismi boyunca uzanan
sarkolemma ve sarkomer baglanti aglar1 arasinda i¢ baglantiy1 saglayan subsarkolemmal
yapilardir. Distrofin, distrofin iligkili glikoprotein kompleks (o ve B distroglikanlar ve

a,B,0,y- sarkoglikanlar, distrobrevin) diger ekstrasarkomerik protinlerdir (9,10).



2.2.Kalp Kasilmasinin Molekiiler Mekanizmasi

Kasilma kisaca, aktin filamentinin miyozin filamenti iizerine kaymasi sonucunda
sarkomer boyunun kisalmasidir. Bu olay, miyozin filamentlerinin ¢apraz kopriileri ile
aktin filamentlerinin etkilesimi sonucunda ortaya ¢ikar. Aktin ve miyozin arasindaki
etkilesim “kurek hareketi hipotezi” veya “kayan filament hipotezi” ile agiklanir. 1957°de
Huxley’in ileri siirdiigii kayan filament kasilma teorisine gore, kasin kasilmasi, aktin
(ince) filamenti sabit miyozin (kalin) filamentine dogru hareket eder, aktinin aktif kismi1
ile miyosin arasindaki ¢apraz kopriiler olusur ve aktin ile miyozin etkilesir. Kasilma
esnasinda, iki filamentin uzunlugu degismeden kalir ancak sarkomerin boyu kisalir

(9,10,11) (Sekil 3).

Miyozin filamentlerinin aktin filamentleri arasinda kaymasini, miyozin
filamentlerinin c¢apraz kopriileri ile aktin filametlerinin etkilesimi sonucunda olusan
mekanik giicler saglar. Bu durum “kirek hareket” teorisi ile agiklanir. Kasilma
baslamadan Once, miyozin capraz koprii baslari ATP ile baglanir ve miyozin basinin
ATPaz aktivitesi sayesinde ATP molekiilii hidrolizlenir. Hidroliz sonucu, agiga c¢ikan
ADP ve inorganik fosfat (Pi), gevsek bir sekilde miyozin filamentinin aktif bolgesine
bagl halde kalir (sekil 2-4,1). Bu durumda basin bi¢imi dikey konumdadir ve aktin
filamentine dogru uzanmakla birlikte, heniliz aktine baglanmamistir. Troponin-
tropomiyozin kompleksine kalsiyum iyonu baglaninca, aktin filamenti {izerindeki aktif
bolgeler agilir ve miyozin baglanir (sekil 2-4,2). Capraz koprii baginin aktin filamentinin
aktif bolgelerine baglanmasi, basla gévde arasinda 45 derecelik ag1 olusmasina sebep
olur. Bu, aktin filamentini ¢ekmek i¢in gli¢ vurumu (power stroke) saglar (Sekil 2-4,3).
Gli¢ vurumu ATP molekiiliiniin hidrolizi sirasinda depolanmistir. Gii¢ vurumu
gereklestikten sonra, miyozin basina baglanmis olan ADP ve Pi salinir. Miyozin basina
yeni bir ATP baglanir. ATP molekiiliiniin baglanmasi basin aktin filamentinden
ayrilmasina neden olur (sekil 2-4,4). Bas aktin filamentiden ayrildiktan sonra, yeni bir
ATP molekiilii hidroliz edilir. A¢iga ¢ikan enerji bast dikey pozisyonuna, yeni bir gii¢
vurumu dongiisiine baglamak iizere hazir hale getirir (Sekil 2-4,5). Daha sonra ATP’den
sagladig1 depo enerjisi ile hazirlanmig bas, yeni bir aktif aktin filamenti bolgesi ile

baglandig1 zaman yeniden gili¢ vurumu yapar.

Kalp kasilmasinin molekiiler mekanizmasi, sarkomerik proteinlerin karsilikli

etkilesimleri ile miimkiin olmaktadir (9,10).



Tropomiyozin

Sekil 2-4: Kalp kasilmasinin sematik goriiniimii.

Kiirek hareketi hipotezi ile kalp kasilmasi esnasinda, Ca+2’mun Troponin C’ye, ATP’nin miyozin
basina baglanmasi ve hidrolizi (1), Miyozin filamentinin aktin filamentindeki aktif bolgelere
baglanmasi capraz koprii olusumu ve ADP’de Pi’nin ayrilmasi (2), miyozin filamenti ile aktin
filamentinin etkilesimi ile gii¢ vurumunun olusumu ve ADP’nin ayrilmasi (3), miyozin filamentinin
aktin filamentinden ayrilarak yeni dongii icin ATP molekiilii hidrolize etmesi (4), basin yeni bir gii¢
vurumu dongiisii i¢in dikey hale gelmesi (5).



2.3. Kardiyak Troponin T Proteini

Kardiyak Troponin T (cTnT), tropomiyozin ile etkilesime giren troponin
kompleksinin bir iiyesidir (12). Kas kasilmasinin diizenlenmesinde onemli bir rol
oynayan troponin kompleksi, troponin T (TnT), ince ve kalin filamentin etkilesimini
baskilayan troponin I (Tnl) ve bu etkilesimin ortadan kalkmasi i¢in gerekli kalsiyum
iyonlarmm1  baglayan troponin C (TnC) proteinleri igerir. TnT, bu kompleksi
tropomiyozine baglar ve miyofilamentlerin kalsiyum konsantrasyonuna bagli ATPaz
aktivitesi kazandirir (13-15). Troponin kompleksini olusturan bu proteinler, aktin
filamenti boyunca 1:1:1 oraninda ve yedi aktin monomerinde bir kompleks baglanacak

sekilde diizenlenirler (12)(sekil 2- 5).

Sekil 2-5: Troponin kompleksi ve troponin T

Aktin filamentini olusturan aktin moletikiilii, Troponin kompleksi (TnT; troponin T, TnC; troponin C,
Tnl; troponin I), Tm; tropomiyozin. (Parmecek 2002’den diizenlendi.)

Pek ¢ok memeli tiiriinde, kuslarda ve omurgasizlarda, TnT nin iskelet ve kalp
kasindaki temel yapisi tanimlanmistir (15). Elektron mikroskoskopisi ¢alismalarinda,
TnT’nin 185-205 A° uzunlugunda, virgiil seklinde bir molekiil oldugu belirlenmistir.
TnT, aktin heliks oluguna yerleserek, aktin filamenti boyunca devam eden ~35-kD’luk
asimetrik bir proteindir (12,16).

Molekiiler klonlama ydntemi kullanilarak, insan ve diger omurgalilarda 3 farkli
Troponin T geni (TNNT) tanimlanmistir. Kalp kasinda TNNT2, yavas ¢izgili kasda
TNNT1 ve hizli ¢izgili kasda TNNT3 genleri, dokuya 6zgii eksprese olmaktadir (17).
Bu genlerin her biri, “alternatif splicing (alternatif kirpilma)” ile TNNT geninin dokuya
0zgl izoformlaridir. Kalbe 6zgili TnT ve hizl ¢izgili kasa 6zgii TnT proteinleri arasinda
N-terminal bolgeleri acisindan Onemli farklar vardir. Bu farklar, iskelet kasi

izoformunun kardiyak izoformdan yaklasik 30 aminoasid daha kisa olmasi ve kardiyak
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izoformunda iskelet kasi izoformuna gore asidik aminoasitlerinin (glutamik asit)

sayisinin daha fazla olmasidir (17).

Memeli kalp kasinda, kardiyak TnC (cTnC) ve kardiyak Tnl (cTnl) tek bir
izoform olarak eksprese olmalarina ragmen, kardiyak TnT birden fazla izoform halinde
eksprese olmaktadir (18,19). Yapilan farkli calismalarda, insan kalp kasinda, cTnT nin
dort izoformu tanimlanmistir (20,21).Insanda c¢TnT1, ¢TnT2, c¢TnT3, cTnT4 olarak
adlandirilan bu izoformlar, kodlama bdlgesinin 5> kismina yakin bulunan
4. (15bg) ve 5. (30bg) ekzonlarmin alternatif kirpilmalar1 sonucu olusur. Izoform
c¢TnTl, 4. ve 5. ekzonlarin her ikisini igerirken, izoform cTnT2 sadece 5. ekzonu igerir.
[zoform ¢TnT3 sadece 4. ekzonu icerirken, izoformun c¢TnT4 ise 4.ve 5. ekzonlarin
ikisini de icermemektedir (20,21) (sekil2-6). Bu izoformlar, embriyonik gelisim

déneminde 6nem tasirmaktadir.

Tm Tm, Tnlve TnC
baglagmabolgesi ___baglanma bolgesi lzoform
Beon o [l s]e]|7|s]|o|w|n]u|a]|u|s[e|n] TnTl
Arrino - 4 17- 222 32 51- 66 78 98 137- 163 200- 203- 240- 270- 284
asit 3 16 21 31 S0 6 77 97 136 162 19 202 239 269 283 297
m Tm, Tnlve TnC
baglanma bolgesi baglanma boélgesi
1= 1T ——
Boon (a3 | [8]e|7|s|o|w|njefafu|[s]s|r] TnT2

AN 1 14 1. 2 2 51

. 6- 78 98 137- 163 200- 203- 240- 270- 284
asit 1316 21 31 50 6 77 97 136 162 19 202 239 269 28 297
Tm Tm, Tnlve TnC
baglanma bolgesi __baglanma bolgesi
I
Bkzon | 2 | 3| 4 Gl 78|90 {2)E|W|[I5[8]17 TTlT3
AN 1714 170 - 32 5L 66 7% 9% 13- 163 200 203 240- 270~ 28+
asit 13 16 21 31 5 6 77 97 136 162 19 202 239 269 283 297
Tm Tm, Tnlve TnC
baglanmabodlgesi  baglanmabolgesi
I
Beon |2 ]3] sl 7[s]o[w]ufe]ofu]s|s|r]| TnT4
ATINO 4 14 17- 22 3 5 66 T8 9% 13- 16 200 20> 240 270 284
asit 3 16 21 31 5 65 77 97 136 162 19 202 239 269 283 297

Sekil 2-6: Kardiyak Troponin T izoformlar ve izoformlarin ekzon dagilimi

Amino asit numaralari insan kardiyak TnT1 dizisini gosterir. X; ekzon delesyonu gosterir. Sari renkli
ekzon alternatif splicing bolgesini isaret eder (Gomes 2002°den diizenlendi)
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Cesitli calismalarda, normal ve kalp yetmezligi gozlenen kalplerde cTnT
izoformlarin ekspresyonlarmin farkli seviyelerde oldugu gosterilmistir. Embriyonik
donemde her izoformun ekspresyonunun olmasina ragmen cTnT2’nin ekspresyon
seviyesinin ¢ok diisiik oldugu, cTnT3 ve cTnTIl’nin ise, daha yiiksek seviyelerde
ekspresyonu oldugu gosterilmistir (20-22). Embriyonik kalp gelisim siirecinde cTnT]1
izoformunun ekspresyonu giderek azalirken, cTnT3 izoformunun ekspresyonu artar.
Postnatal doénemde ise, c¢TnT4 izoformunun ekspresyonu c¢cok az iken, cTnT3
izoformunun ekspresyonu daha fazladir (sekil 2-7). Yetiskin donemde kalpte sadece
c¢TnT3 izoformu eksprese olur (20-23). Yetiskin donemde embriyonik izoformlarin
(cTnT1, cTnT2) varligimin kalbin kasilma fizyolojisininde degisiklige neden olmasiyla
birlikte kalp yetmezligi meydana geldigi bildirilmistir (24). Fakat bu izoformlarin

ekspresyonlarinin kalp yetmezligine nasil etki ettikleri bilinmemektedir.

/

TNNT1
Yavas Cizgili Kas

S

TNNT3
Hizl Cizgili Kas

¢

4 izoform
izoformlanin ekspresyon miktarlar ve donemleri
CTNT] ce—
cTnl2 ———
CTNTS — ——
cTnT4

Embriyonilc Neonatal Paostnatal

ekil 2-7: Troponin T izoformlari.ve kardiyak troponin T’ izoformlarinin ekspresyon diizeyleri
p y p presy y

TNNT1 yavas ¢izgili kas’da, TNNT2 kalp kasinda, TNNT3 hizl ¢izgili kasda eksprese olur. cTnT1 ve
c¢TnT3 izoformlari, embriyonik gelisim doneminde yogundur. Postnatal donemde, TnT3 izoformunun
ekspresyonu fazladir, cTnt4 izoformu ¢ok az miktarda ekspresyon gosterir ve cTnT1 ile cTnT2
izoformlariin ekspresyon seviyeleri yoktur. Mavi ¢izgiler, embriyonik donem ekspresyonlarini, pembe
cizgiler postnatal ekspresyon diizeylerini gosterir.
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Normal kalp kasilmasmin siirdiiriilebilmesi, kas hiicrelerindeki Ca+2
homeostazina ve miyofilamentlerin Ca™ iyonlarma kars1 olusturdugu tepkiye bagldur.
Insanda, TnT izoformlar1 kalsiyuma duyarhiliginda degisiklie yol agarak Kkalp
kasilmasin1 etkiler. Embriyonik c¢TnT1 izoformu, fonksiyonel olarak yetiskin
donemdeki izoformdan farklidir ve kardiyak kas kasilmasinin diizenlenmesinde 6nemli
bir rol oynar (23). TnT1 ve TnT2 izoformlarimin kalsiyum iyonlarma duyarliligi,
yetiskin donemde ekspresyonu gozlenen TnT3 ve TnT4’e gore daha fazladir (24).
Izoform TnT1 ve TnT2’nin postnatal donemde miyofilamentlerde eksprese olmaya
devam etmesi ile, miyofilamentlerin kalsiyum iyonlarina duyarliligmnin artist ve

diyastolik fonksiyon bozuklugu gézlenmistir (24).

Farkli cTnT izoformlarindaki ekspresyon diizeylerindeki degisikliklerin 6nemi,
kalp yetmezligi gozlenen insan sol ventrikiiler miyokardiyumda, miyofibrillar ATPase
aktivitesi ve izoform ekspresyonu arasinda bir iligkinin varliginin gdsterilmesi ile

desteklenmistir (20).

Aktin filamenti i¢in 6nemli bir regiilatdr protein olmasi sebebiyle, kalp gelisimi
esnasinda TnT izoformlarmin ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin, miyokardiyal
kasilmanin kalsiyum regiilasyonunda énemli olabilecegi ileri stiriilmiistiir. Saglikli insan
kalp dokusunun eldesi zor olmasi nedeniyle bu konuda az g¢alisma yapilmistir. Bu
calismalarda, TnT izoformlarinin ekspresyonlarindaki degisikliklerin kardiyak
hipertrofi, diyabet ve konjenital kalp hastaliklar1 ile baglantili oldugu bildirilmistir
(25,26). Kalp yetmezligine neden olan c¢TnT izoformlarinin ekspresyonlarindaki
degisikliklerin normal kasilma islevini gerceklestiremeyen kalbin, kasilmasinin devami
icin onemli oldugu ileri siiriilmiistiir. Bununla birlikte idiyopatik kardiyomiyopati
hastalarindan alinan kalp dokusunda c¢TnT izoformlarinin ekspresyon diizeylerinde

farkliliklar saptanmugtir (20).
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2.3.1 Troponin T’nin Kas Kasilmasindaki Rolii

Virgiil seklinde asimetrik bir uzanti olan TnT molekiilii, troponin I, troponin C,
tropomiyozin ve aktin arasindaki baglantiyr saglar (16). TnT’nin C-terminal kismi
globiiler bir domaindir. Bu domain, tropomiyozin, aktin ve troponin kompleksi ile
etkilesime girer. TnT’nin N-terminal kismi virgiil seklinin kuyruk kismini olusturan
uzun bir domaindir. Bu domain, tropomiyozin ile interaksiyona girdigi ve komsu
tropomiyozin dimerlerinden birinin C-terminali ile digerinin N-terminali ile bir baglant1
olusturur. Boylece TnT, iki komsu tropomiyozin molekiiliiniin etkilesimini,
tropomiyozinin polimerizasyonunu ve aktinle tropomiyozinin etkilesimini saglanir (13).
Aktin ve tropomiyozinin etkilesiminde TnT’in nasil etki ettiginin anlasilmasi i¢in
yapilan ¢alismalarda, TnT proteindeki ilk 150 aminoasitlik bolgesi delesyona ugratilmis
mutant TnT iceren troponin kompleksinin, normal TnT iceren troponin kompleksine
gore aktin ve tropomiyozinin etkilesimini daha az etkiledigi gosterilmistir (13). Bu da
TnT’nin N-terminal kisminda kisa ekzonlarin olmasi ve bu ekzonlarinda “alternatif
splicing”den dolay1 g¢esitlilik goOstermesine dayanir. cTnT, sadece troponin
kompleksinin yapisal biitiinliglinii saglanmakla kalmayip ayni zamanda troponin
kompleksinin sarkomerin yapisina girmesinde ve kardiyak kasilmada gerekli bir

proteindir (27).

TnT, aktin-tropomiyozin filamentine troponin kompleksinin sabitlenmesinin
yaninda aktomiyozin ATPaz aktivitesinin diizenlemesinde de dnemli bir rol oynar. TnT,
Cat2 yoklugunda aktomiyozin ATPaz’in inhibisyonu saglarken Ca+2 varliginda
aktomiyozin ATPaz’in aktivasyonunu saglamaktadir (28). TnT’nin TnC ile direk

interaksiyona girmesi bdyle bir aktive edici etkisinin oldugunu desteklemektedir.

Kalsiyum konsantrasyonu, ¢cTnC-cTnT arasindaki etkilesimi etkiler. cTnC-¢cTnT
arasindaki meydana gelen etkilesim aktin ve miyozin filementi arasinda kayma hizinin

kontrolii i¢in gereklidir (12,29).

Kas gevsek haldeyken aktin filamentlerindeki aktif bolgeler, troponin-
tropomiyozin kompleksi tarafindan baskilanir veya kapatilir. Baskilanan bolgeler
miyozin filamentlerinin baslarina tutunamaz. Aktin filamenti Troponin-tropomiyozin
kompleksi olmadigi zaman, ATP ve miyofibrilde bol miktarda bulunan magnezyum
iyonlar1 varliginda miyozin molekiilleri baglarina baglanma egilimindedir. Kasilmanin

meydana gelebilmesi i¢in aktin filamenti {izerindeki troponin-tropomiyozin
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kompleksinin baskilayici etkisi engellenmelidir. Bu durumda kalsiyum iyonlarinin
miktarinin artmasi sonucunda troponin-tropomiyozin kompleksinin aktin filamenti
{izerindeki baskilayici etkisi ortadan kalkar. Ca™ troponin kompleksindeki troponin
C’ye baglanir ve troponin C’nin N-terminal kisminda yapisal bir degisiklik meydana
getirir. Bu degisim sonucunda aktin filamenti ile troponin I’'nin etkilesimi zayiflar ve
troponin I aktin filamentinin aktif bolgesinden uzaklasir. Troponin I uzaklagirken belli
bolgelere dogru hareket eder. Boylece aktin filamenti iizerindeki troponin T’nin
pozisyonunu etkileyerek yeniden bir diizenlenme olusturur. Bu diizenlenme sonucu
Troponin T’ye bagli olan Tropomiyozin molekiilii, aktin filamenti {izerindeki
pozisyonunu degistirerek iki aktin ipligi arasindaki oluga cekilir. Boylece aktin
filamentinin aktif bolgeleri agiga cikar. Aktif hale gelen aktin filamenti ile miyozin
filamentinin bag1 birbirine baglanir ve kasilma meydana gelir. Troponin T kasilmanin

baslayabilmesi gereklidir (12,29-31).

2.4 TNNT2 Geni

Kalp kasinda eksprese olan Kardiyak troponin T (TNNT2) geni, 1q32
kromozomal bolgesine lokalizedir (32). TNNT2 geni, 17 ekson ve 16 intron
icermektedir (33). Eksonlarin uzunluklari, 9 ila 117 baz cifti arasinda degismektedir.
Genin tamami 17 kb uzunlugundadir (33). Yetigskin kalp dokusunda eksprese olan
izoformu (TnT3), 288 amino asit uzunlugundadir (33). Insan TNNT2 geni, sican ve
tavuk genomik dizileri karsilastirildiginda ayni genomik organizasyonu gostermektedir.
Bu tiirler arasinda sadece intron uzunluklar1 farklilik géstermektedir (33). Genin 4, 5, 10

ve 13 ekzonlar1 “alternatif splincing” bolgelerini kapsar (22-24).

BB N A N N N ER R R R R
-!.r -;I I.‘- \_l
r ] [}

b
i i . K
[ \
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Y g ) 3
13 171! ¥
a-tropomiyozin

Sekil 2-8: TNNT?2 geni ekzonik yapisi. 78-171 amino asitleri, a-tropomiyozin baglanma bélgesini
(sar1 kutu) , 198-288 amino asitleri, a-tropomiyozin, troponin C ve troponin I baglanma bolgeleri gosterir
(kirmiz1 kutu).
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2.4.1 TNNT2 gen mutasyonlari

Kardiyak TNNT2 gen mutasyonlari, mutasyonun tipine ve lokalizasyonuna bagh
olarak hipertrofik kardiyomiyopati (HKM) ve dilate kardiyomiyopati (DKM) gibi
miyopatilere neden olmaktadir. HKM, kardiyak hipertrofi ve bozulmus diyastolik
fonksiyon ile karakterize bir miyokardiyum hastaligidir (1). DKM ise, kardiyak
dilatasyon ve azalmis sistolik fonksiyon ile karakterize miyokardiyum hastaligidir (1).
TNNT2 geninin fonksiyonel olarak onemli bolgelerinde meydana gelen mutasyonlar
DKM ve HKM’ye yol actigi daha 6nce yapilan cesitli ¢calismalarda bildirilmistir. Bu
mutasyonlar icinde TNNT2 gen mutasyonlar, HKM hastalarinda yaklasik olarak % 5-
10 oraninda bulunmustur (34). Yapilan son caligmalardan birinde, TNNT2 geninde bir
de-nova mutasyonun, ii¢iincii bir fenotip olarak infantil restriktif kardiyomipatiye neden
oldugu bildirilmistir (35). Restriktif kardiyomiyopati, ventrikiiler dolum hacminin
bozulmasi sonucu meydana gelen anormal diyastolik fonksiyon, ventrikiiler diyastol
sonu basincinda artis ve dilated atria ile karakterize edilen nadir bir kardiyomiyopati
tipidir (1).

TNNT2 gen mutasyonlari, sarkomer tarafindan olusturulan gii¢ iiretiminde
kalsiyum duyarsizliligima neden olmaktadir (36). “TNNT2’deki allelik mutasyonlar,
farkl1 kardiyak fenotiplere nasil sebep olur?” sorusundan yola ¢ikilarak yapilan
caligmalarda, DKM’ye neden olan mutasyonlarin kalp kasilmasinda sarkomerik
proteinler tarafindan olusturulan gii¢ tiretiminde eksiklik meydana getirdigi buna karsili
HKM’ye sebep olan mutasyonlarin ise gii¢ {iretiminin artisina neden oldugu

savunulmustur (36-38).

R205L
R131W D270N

Ria1w A171S AK210

DKM mutasyonlan

R276C
AE160 E244D
HKM mutasyonlari WIN  pgy  F110I Etgak S179F Intron 15
RIZW E163R i

RI2Q

. a-Tropomiyozin baglanma bélgesi

i a-Tropomiyozin,troponin | ve Troponin C baglanma bdélgesi

Sekil 2-9: DKM ve HKM’ ye neden olan TNNT2 gen mutasyonlarimin sematik goriiniimii. Yesil
boliimler; Troponin T’nin tropomiyozin, troponin I ve troponin C ile etkilesime girdigi bolgeleri, kirmizi béliimler;
Troponin T’nin tropomiyozin ile etkilesime girdigi bolgeleri gdstermektedir. R141W(pembe) ve AK210 (yesil)
mutasyonlar1 tez ¢aligmasi kapsaminda incelenen mutasyonlardir. (Stefanelli 2004’den diizenlendi.)
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2.5 Dilate Kardiyomiyopati (DKM)

2.5.1 Tanim ve Prevalansi

Dilate kardiyomiyopati (DKM), artmis ventrikiiler dilatasyon (Sekil 2-10),
sistolik fonksiyonda bozulma ve ilerleyici refrakter kalp yetmezligi ile karakterize
edilen miyokardiyal bir hastaliktir (1). Dilate kardiyomiyopati, kardiyomiyopatiler
icinde en sik (%60) goriilen tip olup genel populasyonda sikligi 100.000 de 40 ile 50
arasindadir (2). Dilate kardiyomiyopatinin, bilinen bir nedeni yoksa ve sporadik olarak
gelismis ise idiyopatik dilate kardiyomiyopati (IDKM) olarak adlandirilir. IDKM biitiin
yas gruplarinda gozlenir. Fakat ¢ocuklarda ve bebeklerde daha az siklikla rastlanir
(39,40). Cocuklarda idiyopatik DKM’nin prevelansi 2,6/100.000 olarak bildirilmistir
(40). Idiyopatik dilate kardiyomiyopatinin insidansi, her y1l 100.000 de 5-8 vaka olarak
tahmin edilmektedir (41).

Normal Kalp Dilate Kardiyomiyopatili Kalp

Okas l(alp odaciklanr  Mana damarlar

Sekil 2-10: Normal ve dilatasyon bulunan kalbin sematik goriiniimii.
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2.5.2 Septomlari

Hastaligin klinik bulgulari, baslangi¢c doneminde belirsizdir. Etkilenmis kisilerde
yorgunluk, halsizlik, dispne veya c¢arpinti gozlenir. Hastalik ilerledik¢e kasilma
islevinde gerileme, kalp yetmezligi, atrial ve ventrikiiler aritmiler gibi kotiilesen
bulgular gozlenir (42). Hastalarin 1/3’de gogiis agris1 gozlenir. Hastalik progresiftir.
Hastalarin cogu semptomlar basladiktan sonra genellikle 5 yil i¢inde 6liir (5). Hastaligin
belirli bir patolojik bulgusu olmamasina ragmen kardiyak kiitlede artis ve ventrikiiler
duvar hipertrofisi gézlenir. Bununla birlikte hi¢ klinik septom da gozlenmeyebilir. Sol
ventrikiiler dilatasyon ve sistolik fonksiyonda bozukluk olmasina ragmen bireyler
aseptomik goriiniir. Bu bireylerde septomlar ekzersiz durumlarinda kendini gosterir
(42). Prematiir 6liimler, pompalamanin tamamiyle bozulmasi, tromboembolik olaylar ve
aritmi gibi bozukluklardan dolayr meydana gelir. DKM’nin tanisinda kontraksiyon
islevinin azalmasina bagli olarak kardiyak sistolik ve diastolik boyutunda artma en

temel bulgudur (5).

2.5.3 Etiyolojisi

Etiyolojisinde kalp kasina ait bozukluklar, miyokardit, iskemik kalp bozuklugu,
inflamasyon, infeksiyon, miyokardiyal basincin artmasi, toksik ajanlar ve gen defektleri
gibi nedenler rol oynar. Aile ¢aligmalar1 ve ekokardiyografik 6l¢iimler gostermistir ki
gen mutasyonlar1 sonucu olusan DKM’nin %25-30’u “idiyopatik DKM” olarak ifade
edilir (4). DKM, vakalarin %70’nde sporadik %30’ nda ailesel olarak ortaya cikar (4).
Ailesel DKM’de, otozomal dominant, otozomal resesif, X’e bagli ve mitokondrial
kalitim tipleri gozlenmesine ragmen en siklikla otozomal kalitim paterni gozlenir. Son
yillarda DKM’ nin etiyolojisinin ve patogenezinin daha iyi anlasilmasi, Diinya Saglik
Orgiitii’niin (DSO) kardiyomyopatileri yeniden tamimlanmasma ve siniflandirmasina
neden olmustur. DSO’ye gore Dilate kardiyomyopatiler idiyopatik, ailesel (genetik
orijinli), viral (otoimmiin orijinli) ve alkolik (toksik orijinli) olmak {izere dort alt gruba

ayrimustir (1).

Hastaligin orta yaslardan sonra baslamasi ve tam olmayan penetrans, aile
bireylerinde taniy1 zorlastirir. Bu faktorlere ek olarak prematiir 6liimler ve yeterli sayida
aile bireyinin olmamas1 genetik analizleri gliglestirir. Baglant1 analizi ve aday gen
yaklagimi gibi metodlar kullanilarak yapilan biiytik aile ¢caligmalar1 sonucunda DKM ile
iliskili 20°den fazla gen ve lokus tanimlanmistir (Tablo 1). Ailesel DKM’de tam
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olmayan (incomplete) penetrans (mutasyonu tasiyan bireylerin klinik semptom
gostermemesi), ekspressivite degiskenligi, lokus ve allelik heterojenite gostermesi

tanida zorluk yaratir (43).

2.5.4 Tamis1 ve siiflandirilmasi
Dilate kardiyomiyopatinin tanis1 noninvazif olarak kardiyak goriintiileme

yontemleriyle yapilir. Genellikle iki boyutlu ekokardiyofrafi kullanilir (44).

Ekokardiyografide, hastalarin tiimiinde sol ventrikiiler boslukta dilatasyon,
normal veya incelmis ventrikiiler duvar ve global olarak sistolik azalma, diastolik
fonksiyonda bozukluk ve genellikle kan dolum basincinda artis gozlenir. DKM nin
tanis;, “World Health Organization/International Society ve Federation of

Cardiology”nin belirledigi kriterlere gore yapilir.

Ailesel DKM tanisi icin probandin 2 veya daha fazla sayida etkilenmis
akrabalarinin olmasi (DKM tanisi igin gerekli kriterleri tagiyan) ve probandin bir
akrabasinda 35 yasindan Once nedeni agiklanmayan ani 6liim olmasi, ailesel DKM
olarak tanimlanabilir. Ailesel DKM’de aile {iyeleri etkilenmis, etkilenmemis ve
bilinmeyen olarak siniflandirilir. Bu siniflandirmanin temelinde mindr ve major kriterler

Onem tagsir (44).

Bireyin etkilenmis olarak tanimlanmasi i¢in; 1) 2 major kriter veya 2) sol

ventrikiilde dilatasyon ve bir mindr kriter veya 3) 3 minor kriter tagimast gerekmektedir.
Major kriterler;

1) Kisalma fraksiyonunun (KF), %25’den ve ejeksiyon fraksiyonunun (EF)

%45°den daha az olmasi,

2)  Sol ventrikiilde diyastol sonu ¢apinin (LVEDD) %]117’den daha yiiksek

olmasi,
Minor kriterler;

1) Aciklanamayan supraventrikuler aritmiler (atriyal fibrilizasyon) veya 50

yasindan once ventrikiiler aritmi,

2) Sol ventrikiil dilatasyonu (>%112),
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3) Nedeni aciklanmayan sol ventrikiil fonksiyon ve kardiyak ileti sistemi

bozuklugu,
4) 50 yasindan 6nce inme ve agiklanmayan ani 6liim,

Intraventrikiiler ileti defektleri veya iskemik kalp hastaliginin yoklugunda
segmental duvar hareketi anormalliklerinden 3 tanesi probandin akrabalarinda varsa

etkilenmis olarak kabul edilir.

Aile Oykiisiinden baska klinik parametre yoksa ailesel formdan ailesel olmayan
formu ayirt etmek zordur. Bazi vakalarda genetik olarak etkilenmis bireyler
asemptomatik olabilmektedir. Bu vakalar ¢ogunlukla rastgele kardiyak inceleme sonucu
ortaya cikar. Ailesel DKM’li bireylerde tani, ailesel olmayan bireylere gore daha erken

yaslarda konulmaktadir (44).

DKM, yasa bagl penetrans ve klinik heterojenite gostermesine gore de alt klinik
gruplara aynlir: 1) Tek bagma dilate kardiyomiyopati, 2) Ileti sistem hastaliklarinin
eslik ettigi dilate kardiyomiyopati (sinus bradikardisi, atrioventrikiiler iletim blogu,
atrial tasiaritmiler), 3) Iskelet kasi miyopatilerinin eslik ettigi dilate kardiyomiyopati
veya hem miyopati hemde ileti sistem bozuklulugunun eslik etmesi, 4) Sensorindral

isitme kayiplarinin eslik ettigi dilate kardiyomiyopati (42).
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2.6 DKM ile iliskili genler ve kromozomal lokuslar1

Gegen birkag¢ yilda Long QT sendromu, hipertrofik ve dilate kardiyomiyopatiler
gibi bir ¢cok kardiyovaskiiler hastaligin genetik temeli anlagilmaya baglanmistir. Dilate
kardiyomiyopatili biiylik ailelerde genom-wide baglant1 analizi ve kii¢lik ailelerde aday
gen yaklasimi gibi yontemler kullanilarak yapilan ¢aligmalar sonucu DKM ile iligkili
bircok gen tanimlanmistir. Bu genlerin kodladigi protein {iriinlerinin iglevlerine gore

DKM’ye neden olan proteinler bes temel katagoriye ayrilir (5) (sekil 2-11):

1- Sarkomerik proteinler; kardiyak aktin, kardiyak troponin T, miyozin binding

protein C, a-tropomiyozin, 3-miyozin agir zincir vb.

2- Miyosit hiicre iskeleti proteinleri; desmin, titin, d-sarkoglikan, plakoglobin,

dystrophin, kas LIM protein, a-aktinin-2, metavinculin vb.

3- Nuklear membran yapisina katilan proteinler; lamin A/C, emerin vb.
4- Kalsiyum homeostazini diizenleyen proteinler; Sur2a, fosfolamban
5- Mitokondriyal genler

Bu proteinleri kodlayan genlerin kalitim paternine bagli olarak da DKM,
otozomal dominant, otozomal resesif, X’e bagli ve mitokondrial olmak tizere dort gruba

ayrilir. (Tablo 1)

Baglant1 analizi ile otozomal dominant kalitimla iligkili olarak tanimlanan
genlerin disinda sekiz kromozomal lokus tanimlanmistir. Tanimlanan doért lokusun
hepsinde kardiyak dilatasyon gézlenmistir (45-48). Bu dort lokusun ikisinde, kardiyak
dilatasyonun disinda mitral valp prolapsusu (46) ve sensorinoral isitme kaybinda azalma
(47) gozlenmistir. Tanimlanan diger li¢ lokusda, ileti sistemi bozukluklari ile beraber
gozlenen dilate kardiyomiyopati goriilmiistiir (49-51). En son tanimlanan lokus da

sadece dilatasyon gozlenmistir (52). Bu lokuslardaki genler heniiz tanimlanmamustir.

DKM genetik ve fenotik olarak heterojen bir hastaliktir. Heniiz etiyolojisi ve
patofizyolojisi tam olarak anlagilamamistir. Pozisyonel klonlama ve aday gen yaklagimi
ile DKM yol acan yeni genlerin tanimlanmasina devam edilmektedir. Kardiyak
bozukluklarin eslik ettigi iskelet miyopatilerine neden olan, kalpain3, laminin a-2,
miyotonin-protein kinaz ve emerin proteinlerini kodlayan genlerin DKM i¢in aday gen

oldugu bildirilmistir (42).



21

Sarkolemma

Sitoplazma

Sarkomer ve Z diski

Aktin
Filamenti

Miyozin
Filamenti

Mitokondri

Sarkoplazmik
Retikulum ve
Nukleus

Matavinculin
Myosin-binding Protein C

-
o o P
(S

I -q'.“zr — il “. — ol Yo
= A
et Loy
'8 - -

W aTow o'm
2-disc €2

Telathonin l

\

MLP

|

v ]

==t Sant.
g B ks
LIJE.:I.Inf roponin T/I/IC

a-Tropomyosin

B-Myosin heavy chain J
—
s ‘( Lamin A/C
S

\
_

Tafazzin

Phospholamban

Sekil 2-41:Dilate kardiyomiyopatiye yol acan proteinlerin kardiyomiyosit icinde hiicresel
yerlesimi. Sarkomer ve hiicre iskeleti proteinleri ile nukleus membrani ve sarkolemmadaki
proteinlerdeki mutasyonlar dilate kardiyomiyopatiye neden olmaktadir. (Osterziel 2005’den diizenlendi.)



Tablo 2-1: DKM’ye neden genlerin listesi.
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Dilate kardiyomiyopatili ile iliskili genler

;(;l;?nnil Lokus Gen Protein Preotein islevi Kaynaklar
15q14 ACTC Kardiyak aktin Ezzklg;‘fgisfmtem; 53
Distrophin iliskili glikoprotein
2q35 DES Desmin komplek protein; 54
kasilmanin gii¢ iletimi.
Distrophin iliskili glikoprotein
5q33-34 SGCD o8- sarkoglikan komplek protein; 55
kasilmanin gii¢ iletimi.
14q12 MYH7 B-Miyozin agir zincir E:Zkl; r:ﬁ:ll;slzmtem; 56,6
1q32 TNNT2 Kardiyak troponin T Sarkomerik protein; 6-8
kas kasilmas1
15g22.1 TPMI1 a- tropomiyozin Sarkomerik protein; 57
kas kasilmasi
2q31 TTN Titin Sarkomerik yapi1 58
10g22.1-23 VCL Metavinkiilin Sarkomerik yapi; inretkaladisk 60
1921.2-3 LMNA Lamin A/C Niiklear membran proteini; 60
11p15.1 MLP/CSRP3  Kas LIM protein Sarkomer stretch sensor /Zdisk 61
Otozomal Sarkomerik yap1; miyofibrillar
Dominant 1q42-q43 ACTN2 o —Actinin-2 aktin 62
kalitim icin destek
Sarkoplazmik retikulum Ca+
6q22.1 PLN Phosholamban diizenleyicisi; SERCA2 63
pompasini baskilar
109222233 ZASP/LBD3 ng/Ilr)lzri;L;M baglayici El;jlrri as1lsk¢:let1n1n bir arada 64
12p12.4 ABCC SUR2A Kir6.2’nin regiilator subuniti; 65
14q12 MYHG6 o~ Miyozin agir zincir E:Zkl; r:ﬁ:ll;slzmtem; 66
3p21.3-pl4.3  TNNCI1 Kardiyak troponin C Ezzlzr:lfgiimtem; 67
reseif kg 194134 TN Troponin s sty o8
Distrophin iliskili glikoprotien
Xp21.2 DMD distrophin kompleksin primer proteini, 69,70
X’e bagh kasilmanin iletilmesi
kahtim Xq28 TAZ/G4.5 Tafazzin Bilinmiyor. 71
Mitokondrial 7

kalitim
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2.7 Ailesel Dilate Kardiyomiyopati

2.7.1 Otozomal dominant kalittmh olanlar

Ailesel dilate kardiyomiyopatilerde, ~ %90 siklikla otozomal dominant kalitim
paterni gozlenmektedir (73). Otozomal dominant DKM’ye neden olan 17 gen
tanimlanmistir (Tablo 2-1). DKM’de ilk olarak, sarkomerik bir proteini kodlayan
“kardiyak aktin” geni hastalikla iligkili bulunmustur. ikinci olarak hiicre iskeleti proteini
kodlayan “desmin” geni iliskilendirilmistir. Fakat idiyopatik DKM ve ailesel DKM igin
aktin ve desmin gen mutasyonlarmin siklig1 (<%1) olduk¢a nadirdir (74) Daha sonra
diger sarkomerik protein genleri incelenmis ve B-miyosin agir zincir, kardiyak troponin
T, a-tropomiyozin, kardiyak miyozin baglayici protein C ve titin genleri de DKM ile
iligkili bulunmustur. Lamin A/C ve B-miyosin agir zincir genlerindeki mutasyonlarin
siklig1 diger otozomal dominant kalitima neden olan genlerin sikligindan daha fazla
oldugu tahmin edilmektedir (75). Bu hastalikta hem lokus hem de allelik heterojenite
gozlenmektedir. Aym1 genlerde meydana gelen farkli mutasyonlar hem dilate
kardiyomiyopati hem de hipertrofik kardiyomiyopati, left ventrikiiler non kompaksiyon,
muskiiler distrofi ve aritmiye neden olmaktadir. Otozomal dominant kalitimda
cogunlukla tam olmayan penetrans gézlenmesine ragmen bir ¢aligmada %100 penetrans

bildirilmistir (67).

2.7.2 X’e Bagh Kalitim olanlar

Ailesel dilate kardiyomiyopatili vakalarin yaklasik % 5-10’unda X’e bagl
kalittm paterni gozlenmektedir (73,75). Bu durumda genellikle distrofin gen
mutasyonlar1 sonucu meydana gelmektedir. idiyopatik dilate kardiyomiyopati tanili
erkek hastalarda distrofin gen mutasyonlar1 tammmlanmistir (76). Ayrica G4.5 (tafazzin)
gen mutasyonlar1 da X’e bagh kalitim paternine yol agmaktadir. Bu gen mutasyonlari
X’e bagh dilate kardiyomiyopatinin non-sendromik ve letal infantil formlarinda

gozlenmektedir (71).

2.7.3 Otozomal resesif kalitimh olanlar

Otozomal resesif kalitim, dilate kardiyomiyopatinin yaygin bir nedeni degildir.
Kardiyak troponin I geninde bir mutasyonun DKM ile iligkisi tanimlanmistir. (68).
Otozomal resesif DKM, belli etnik gruplarda ve 6zellikle erken baslangicli (10 yasindan
once) vakalarda daha belirgin olarak ortaya ¢ikmaktadir (77).
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2.7.4 Mitokondriyal kalittml olanlar

Mitokondriyal nokta mutasyonlar veya delesyonlar idiyopatik DKM ve ailesel
DKM olgularinda rapor edilmistir (72,78,79). Bununla birlikte kontrol gruplarinda da
mutasyonlar rapor edilmistir. Mitokondriyal gen mutasyonlari, hastali§in primer nedeni
olmasa da hastaligin gelisiminde rol almaktadir. Mitokondriyal gen mutasyonlari

infantil donemdeki DKM’1i ¢ocuklarda daha yaygin olarak goriiliir (79).

2.8 Dilate Kardiyomiyopatide TNNT2 Gen Mutasyonlar:

AK210 (Lys210del) mutasyonu, DKM’ye yol actigi bildirilen, TNNT2
genindeki ilk mutasyondur (56). Bu mutasyon, proteinin karboksi ucunda meydana
gelmistir. Mutasyonun meydana geldigi bu bolge troponin T’nin troponin C ile
etkilesime girdigi bolgedir (7,56). Troponin T proteinin, troponin C ile baglandig:1 bu
bolgede alt1 adet korunmus lizin aminoasiti bulunur. Bu bdlgedeki korunmus ii¢
aminoasit (208,209 ve 210. amino asitleri) temel aminoasitlerdir ve troponin C ile
troponin T’nin sik1 bir ikili kompleks olusturmalarina katki saglar (56). Housdusse ve
grubu bu siki baglantinin troponin C’nin yiizeyinde yerlesen asidik aminoasitlerin bir
halka ile tamamlayici etkilesimi araciligryla meydana geldigini gosterdi (56). Troponin
T’nin bu korunmug bolgesinde bulunan 210. lizin aminoasidinin delesyonu proteinin
iyonik etkilesimi azaltir. Aym1 zamanda kalsiyum iyonlarinin varliginda uyarilan
aktomiyozin ATPaz’in aktivasyonunu bozar. Bu mutasyon, kardiyak kas kasilmasinda
Cat+2 duyarliliginda azalmaya yol acarak kalp kasilmasinda meydana gelen gii¢

vurumununda azalmaya neden olur (36,37).

R141W (Argd71Trf) mutasyonu, DKM’ye yol agtigr bildirilen, TNNT2
genindeki ikinci gen mutasyonudur (7). Bu mutasyon, troponin T’nin tropomiyozin ile
etkilesime girdigi bolgede meydana gelmistir (7,38). Bu mutasyon, kardiyak kas
kasilmasinda TnT’nin tropomiyozine olan afinitesinde artmaya ve Ca+2 duyarliliginda

azalmaya neden oldugu ileri siiriilmektedir (36-38).

TNNT2 geninde, DKM ile iliskili tiglincli mutasyon A171S gen mutasyonudur
(80). Troponin T’nin a-tropomiyozin ile etkilesime girdigi korunmus bir bolgede
meydana gelen bu mutasyon, hidrofobik bir amino asit yerine hidrofilik bir aminoasit

yer degisimine neden olur (80).
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R141W mutasyonu gibi A171S mutasyonuda, troponin T’nin a-tropomiyozin ile
etkilestigi 70-170 aminoasitlik bolgeyi kapsayan kuyruk kisminda meydana gelir.
Kuyruk kismi, tropomiyozine baglanmada ve olusan troponin T-tropomiyozin
kompleksinin aktin filamenti iizerindeki pozisyonun belirlenmesinde 6nemlidir (81).
Kas kasilmasinda Troponin T-tropomiyozin kompleksinin olusmasi ile, miyozin basi ve

aktinin etkilesebilme yetenegini diizenlenir.

Son zamanlarda yapilan diger caligmalarda, R131W, R205L,ve D270N
mutasyonlarin DKM’ye neden olduklar1 bildirilmistir (67). Tanimlanan bu yeni
mutasyonlarin, troponin kompleksindeki proteinlerin birbirleriyle etkilesimleri ve ayni
zamanda bu kompleksin tropomiyozin ve aktin proteinleri ile de etkilesimleri igin

gerekli olan korunmus bolgelerde meydana geldigi bildirilmistir (67).

TNNT2 geninde Arg92Trp ve Lys273Glu gen mutasyonlarmin hipertrofik
formdan dilate forma gegcisle ilgili oldugu bildirilmistir (82,83).

2.9 Genotip-Fenotip Tliskisi

DKM mutasyonlar, HKM’ ye neden olan aktin filamenti mutasyonlarinin
tersine, miyofibril fonksiyonlarini baskilamaktadir. Miyofibril fonksiyonlarmin kalp
kasilmasindaki islevi diisiiniiliirse DKM’ye neden olan mutasyonlarin, kalbin kasilma
fonksiyonunda azalma ile kalbin diyastolik ve sistolik fonsiyonda bozulma gibi klinik

fenotipleri tetikledigini desteklemektedir (84).

R141W mutasyonlarinin  saptandigr aileler ile AK210 mutasyonlarinin
saptandig1 ailelerin hastalik siddeti agisindan benzer oldugu ve mutasyon bulunan hasta
bireylerin énemli bir kisminin, yasamlarinin 2. ve 3. dekatlarinda kardiyak nedenle
erken Oliime yol actigt ve bu nedenle kardiyak transplantasyon gerektirdigi onceki
calismalarda bildirilmistir (6,7). Ayn1 calismalarda, hastaligin ekpresyonunun gesitlilik
gosterdigi gozlenmis ve mutasyon tasiyan ileri yaslardaki bireylerde septomlarinin
hicbirinin  gozlenmedigi saglikli kisiler oldugu rapor edilerek mutasyonlarin
penetransinin tam olmadigi ileri siiriilmiistiir (6,7). Mogensen ve grubu tarafindan
yapilan calismalarda, TNNT2 gen mutasyonlarmin penetransinin %100 oldugu
gosterilmistir. Aymi ¢alismada, troponin kompleksindeki ii¢ proteinde gozlenen gen
mutasyonlarmin sanildigindan daha sik DKM’ye neden oldugu bildirilmistir (67).
Etiyolojisinde TNNT2 genindeki, R141W veya AK210 mutasyonlar1 gézlenen DKM’li
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bireylerde hastaligin kotii prognozlu seyrettigi ve yiiksek penetrans gosterdigini ifade
etmiglerdir (67). Ayrica hayvan deneylerinde, infantil kardiyomiyopatilere yol acan
R141W ve AK210 mutasyonlarinin fetal isoform olan TnT]1 {izerine etkileri arastirilmig
ve bu mutasyonlarin infantil dilate kardiyomiyopatinin siddetini arttirdig1 bildirilmistir
(85). R141W mutasyonu, aile bireyleri arasinda fenotipik olarak cesitlilik
gostermektedir. Kardiyak septomlar mutasyonu tasiyan bazi bireylerde 20li yaslarda
baslarken, bazi bireylerde 40 yaslarina gelmelerine ragmen hala ekokardiyografik DKM

bulgusu tanimlanmamustir (6).

Stefanelli ve grubu tarafindan rapor edilen A171S mutasyonu, otozomal
dominant kalitim paterni gostermesine ragmen erkek ve kadinlar arasinda hastaligin
siddeti acisindan farkliliklar gostermektedir. Mutasyonu tasiyan erkek hastalarda, sol
ventrikiiler dilatasyon ve sistolik fonksiyonda bozulmanin kadinlara goére daha fazla
oldugu rapor edilmistir. A171S mutasyonunun, 20 yasin {iizerindeki bireylerde

gozlenmedigi bildirilmistir (80).

Hipertrofik kardiyomiyopatili hastalarda sistolik fonksiyon normaldir ve sol
ventrikiiler dilatasyon gozlenmez. Sol ventrikiiler dilatasyonlu kalp yetmezligi ve
ejeksiyon fraksiyonunda azalma DKM’nin klinik bulgusu olmasma ragmen HKM
hastalarin yaklagik %10’unda da gozlendigi bildirilmistir (86). HKM’den DKM
fenotipe gegcisle ilgili olarak troponin T, alfa tropomiyozin, beta miyozin agir zincir,
miyozin baglayan protein C genleri ve mitokondrial genomda bilinen birkag¢ spesifik

mutasyon belirlenmistir (82,83,87-88)
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2.10 DKM’ nin patofizyolojisi

Belirli genlerdeki farkli mutasyonlar bir¢ok farkli patofizyolojik mekanizmalar
ile DKM’ye yol a¢maktadir. Dilate kardiyomiyopatiye neden olan patofizyolojik
mekanizmalar, giic lretiminde (force generation) azalma, giic iletiminde (force
transmission) bozulma, enerji liretimininde yetersizlik ve son olarak da nedeni hala

belirlenemeyen durumlar olmak iizere dort hipotez ile agiklanir (Sekil 2-12) (89).

Sekil 2-52: DKM’ye yol acan cesitli mekanizmalarin sematik goriiniimii. Gii¢ {iretimi ve
iletiminde bozukluklar, enerji iiretiminde yetersizlik, ve apoktosis/nekroz mekanizmalarinin her biri
ventrikiiler dilatasyona ve kalp kasilmasinda defektlere neden olur. DKM’ye neden olan yolaktaki tek gen
mutasyonlart (¢emberin ici), bazi ¢evresel nedenler (¢emberin dig1) gosterilmektedir. ?, etki
mekanizmalari bilinmeyen mutasyonlardir. (Schonberger 2001°den diizenlendi.)
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Giic uretimde (Force generation) azalma hipotezi;

Kardiyak kasilma, kas hiicrelerinde temel kasilma birimi olan sarkomer
tarafindan Uretilen giice baglidir. Sarkomerin, yapisinda bulunan proteinlerde meydana
gelen mutasyonlarin aktin molekiilii ve miyozin molekiilii arasindaki etkilesimi bozarak
kasilmanin baslamasi i¢in gerekli olan gli¢ vurumunu engelleyerek dilate
kardiyomiyopati’ye neden oldugu ileri siirilmektedir. Troponin kompleksi, kas
kasilmasinda, kalsiyum-bagimli aktomiyozin ATPaz aktivitesini diizenler. Bu
kompleksin bir iiyesi olan troponin T deki defektler, aktin-miyozin interaksiyonundaki
baglanma ve ayrilma igin gerekli olan enerjin iiretilmesini baskilayarak sarkomer
icindeki kasilma giiciinii azaltir (43). Kardiyak troponin T genindeki Lys 210 delesyonu,
kardiyak troponin T’nin kardiyak troponin C ile etkilesime girdigi bdlgede meydana
gelmekte ve iyonik etkilesimi zayiflatmaktadir. Etkilesimin zayiflamasi, kalsiyum-
bagimli aktomiyozin ATPaz’in kalsiyuma duyarliliginda azalmaya neden olur.
Kalsiyum duyarhi§inda azalma, aktin molekiilii ile miyozin molekiiliiniin etkilesimi
bozarak glic vurumunun olusumunu engellemektedir (36-38). Bdylece, azalma

dilatasyona ve sistolik fonksiyonda bozukluga neden olur .

R141W mutasyonu, troponin T’nin tropomiyozine olan afinitesinde artis
gostermesi ile iligkili bulunmustur. Troponin T, aktin filamenti ile troponin I’nin
etkilesimini sagladigi i¢in troponin T’nin tropomiyozine olan afinitesindeki bu artis
aktin ile troponin I'nin etkilesimini gii¢clendirmektedir. Buna bagl olarak kalsiyum
iyonlarinca uyarilan troponin C ile troponin I'nin etkilesimini azaltarak kasilmanin

bozulmasina neden oldugu diistiniilmektedir (81).

A171S mutasyonu, DKM’ye neden olan diger iki mutasyon gibi miyositlerde
kalsiyum iyonlar1 ile diizenlenen gii¢ iiretiminde kalsiyum iyonlarma karst cevabin
azalmasina neden olur. A171S mutasyonu, troponin T’nin tropomiyozin ile etkilesime
girdigi karboksi terminal bolgesinde meydana gelir. Buna bagli olarak tropomiyozinin
baglanmasini direk etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Kalsiyum iyonlarina cevapta bu
anormallikler kardiyak fonksiyonda sistolik ve diyastolik anormalliklere neden olabilir

(80).

Miyozin molekiilii’iin aktin molekiilii ile baglanma bdlgesinde yer alan
mutasyonlarin, kasilmanin giic vurumunun (pover stroke), baska bir deyisle aktin

molekiilii ile miyozin molekiilii arasindaki etkilesim sonucu aciga c¢ikan gii¢’lin
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baskilanmasina yol agmaktadir. Miyozin molekiiliiniin diger baglant1 bolgelerinde ki
amino asit degisimlerine neden olan mutasyonlarin kasilma dongiisii esnasinda miyozin

filamenti boyunca hareketin devami ve yoniinii etkileyen yapisal degisimlere neden

oldugu bildirilmistir (89).

Giiciin iletilmesi (Force transmisson) bozulma hipotezi;

Kalp kasilmasinin fizyolojisinde, sarkomer tarafindan iiretilen giiciin etkili
bicimde ektrasellular matrikse iletimi gerekmektedir. Hiicre iskeleti, hiicre i¢inde bir
yapisal iskelet olusturarak sarkomer tarafindan olusturulan kasilma giicliniin (force)
sarkomerden ekstrasellular matrikse iletilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bdylece,
hiicre iskeleti proteinlerinde meydana gelen mutasyonlarin giiciin iletilmesinde (force
tranmissionunda) azalmaya neden olarak DKM’ye yol actigi ileri siiriilmektedir.
Sarkomerin merkezinde yer alan kardiyak aktin, giiciin iiretilmesine katki sagladig gibi
hiicre iskeleti proteinleri ile de baglantili olmasinda dolayr olusan giiciin iletilmesine
katki saglar. Kardiyak aktin geninde, erken baslangicli otozomal dominant dilate
kardiyomiyopatiye neden olan iki mutasyonun, aktinin hiicre iskeleti proteinleri ile
etkilesime girdigi bolgelerde meydana geldigi bildirilmistir (54). Bu mutasyolarin,
aktinin hiicre iskeleti proteinleri ile etkilesime girdigi amino asitlerde degisimlerine
neden olarak, sarkomerden hiicre iskeletine giiciin iletilmesini azaltig1 ve bdylece dilate

kardiyomiyopatiye yol actig1 bildirilmistir (89).

Alfa-tropomiyozini kodlayan gende, tanimlanan DKM ile iligkili iki mutasyonun
(57), tropomiyozinin aktin ve troponin kompleksinin bilesenlerinin olusturdugu aktin
(ince) filamentinin biitiinliglinii bozarak gii¢ iletiminde defektlere neden oldugu

bildirilmistir (89).

Hiicre iskeletinin, sarkolemmaya baglandig1 bolgede kostamer lokalizasyonunu
saglayan desmin ve Z diski bilesenlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlarin gii¢
aktariminda probleme neden oldugu ileri siiriilmektedir. Bu mutasyonlar ya
kostamerlerdeki kararliligin bozulmasina ya da Z diskindeki uzama asamasinda
defektlere sebep oldugu diisiiniilmektedir (89). Ayrica DKM’ye neden olan, o-
sarkoglikan, metavinculin ve distrofin genlerinde tanimlanan mutasyonlarinda giiciin

iletilmesinde bozulmaya neden oldugu desteklenmektedir (55,59,69).
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TNNT2 genindeki DKM ile iligkili R141W ve AK210 mutasyonlari, kalsiyum
duyarliliginda azalmaya neden olurken HKM ile iliskili mutasyonlar kalsiyum
duyarliliginda artis ile iligkilidir (38,90). Bu mutasyonlar, kasilmada kalsiyuma kars1
cevabiin azalmasina, kalp kasilmasinda azalmaya ve kardiyak dilatasyona yol acar
Ayni gendeki farkli mutasyonlar kalsiyum duyarliliginda artisa neden olarak anormal

kuvvetli bir kasilmaya, orta dereceli hipertrofiye ve aritmiye yatkinliga sebep olur (81).

Enerji iiretiminde vetersizlik hipotezi:

Roe ve Ding tarafindan yapilan g¢alismalarda, kardiyak yag asitlerinin [-
oksidasyonunda yer alan enzim ve transport proteinleri kodlayan genlerdeki resesif
mutasyonlarin dilate kardiyomiyopatiye neden oldugu bildirilmistir (89). Enerji
yoklugunda, mitokondriyal B-oksidasyon 6nemli bir enerji kaynagidir. Mitokondriyal -
oksidasyon etki yolundaki hatalar yetersiz enerji sebebiyle dolayli veya oksidasyondaki

ara metabolitlerin zararl etkisi sebebiyle dogrudan miyokardiyuma zarar verir.

Carnitin, uzun-zincirli yag asitlerinin mitokondriye alimi i¢in gereklidir.
Carnitin eksikligi uzun zincir yag asitlerinin mitokondri i¢ine alinmasi engeller.
Carnitin aktariminda ve metabolismasinda rol oynayan proteinlerdeki mutasyonlar
dilate kardiyomiyopati ile iliskili bulunmustur ve bu mutasyonlarin resesif bir kalitima

neden oldugu Roe ve Ding tarafindan bildirilmistir (89).

Mutasyonlarin mekanizmalarinin aciklanamadigi durum:

Tafazzin (G4.5), lamin A/C (LMNA) gen mutasyonlarinin da dilate
kardiyomiyopatiye yol ag¢tig1 bildirilmistir (59,70). Lamin A ve C, hiicrede i¢ niiklear
lamina da bulunan ara filament proteinleridir. Niiklear membranin biitlinliigliniin
korunmasinda yapisal bir rol oynadigi ileri siiriilmektedir. Lamin Ave C kardiyak
miyositlerde hem giiclin iletiminde hem de giiciin {iretiminde dogrudan katkida
bulundugu ileri siiriilmektedir fakat bunun nasil oldugu heniiz agik degildir (89).
Tafazzin, islevi heniiz tam olarak bilinmeyen bir proteindir. G4.5 geni tarafindan
kodlanir. Bu gen mutasyonlari sonucu dilate kardiyomiyopatinin klinik 6zelliklerini
tasiyan Barth sendromu gelisir. Asiltransferaz gen ailesinin bir iiyesi olan tafazzin,
fosfolipit biyosentezinde yeralir fakat diger yapisal proteinlerle iliskisi heniiz

bilinmemektedir (89). Bu nedenle DKM’ye nasil yol ac¢tig1 da acik degildir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 Geregler

3.1.1 Hasta Grubu

Hasta grubu, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali, Pediyatrik Kardiyoloji Bilim Dali’'nda fizik inceleme
elektrokardiyografik (EKG), ekokardiyografik, telekardiyografik incelemeler ve
laboratuvar tetkikleri sonucunda idiyopatik dilate kardiyomiyopati tanis1 konmus 23
hastadan olusturuldu. Tamida DSO kriterleri esas alindi. Bu hastalarda, dilate
kardiyomiyopatinin etyolojisinde yer alan metabolizma hastaliklarin1 diglamak icin viral
seroloji, aritmi, idrar ve kan aminoasitleri, T3, T4, TSH, karnitin, selenyum, privat
laktat, ve kan gazi laboratuvar tetkikleri yapildi ve herhangi bir patoloji saptanmadi.
Idiyopatik DKM tanis1 alan hastalardan, 10 ml vendz kan &rnegi vakumlu steril
EDTA’L tiiplere alind1 ve toplanan kan oOrneklerinden genomik DNA izolasyonu

yapilarak DNA bankas1 olusturuldu.

3.1.2 Kontrol Grubu

Kontrol grubu olarak DKM bulgularina sahip olmayan 100 saglikli bireyden
olusturulan DNA bankas1t kullanildi. TNNT2 geninin, allelik heterojenite
gostermesinden dolayr saptanan degisim veya degisimlerin DKM spesifik oldugunun
ispatlanmasi i¢in daha dnceden hipertrofik kardiyomiyopatili bireylerden olusturulan
DNA bankasindan 50 hipertrofik kardiyomiyopatili birecy TNNT2 gen mutasyonlari
acisindan incelendi. Hipertrofik kardiyomiyopatili 50 bireyin 16’sinda hastalik ailesel
olarak ortaya ¢iktig1 gozlendi.
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3.1.3 Bilgilendirilmis Onay Formu
GONULLU BIiLGILENDIRME FORMU

Cahsmamn Kapsami:

Yapilmasi planlanan genetik incelemeler i¢in sizden oncelikle 10 ml periferik
kan Ornegi alinacaktir. Alman kan Orneginde DNA materyaliniz izole edilerek
saklanacaktir. Olusturulan bu bankada kisi isimleri kullanilmayacak, 6rnekler numarali

olarak korunacaktir.

Arastirilacak olan hastalia neden oldugu diisiinillen 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.

Aragtirma kapsaminda yapilan c¢aligmalarin siiresi kesin degildir ve sonucunda

tedaviye yonelik cevap elde edilmeyebilir.

Arastirma sirasinda genetik test sonuclarinin sizi ve ailenizin psikolojik veya
diger bir yonden etkileyecegini diisiinmeniz durumunda, arastirmadan isteginiz iizere

ayrilabilirsiniz.

Elde edilen genetik bilgi sonuglar sifre korumali bir bilgisayar programinda
korunacak olup, sadece size ve hekiminize bildirilecek, {g¢ilincli sahislara

aktarilmayacaktir.

Aragtirmada, 50 dilate kardiyomiyopati hastasi ile 100 saglikli goniillii yer

alacaktir.

Yapilmast planlanan genetik incelemeler i¢in sizden maddi destek talep

edilmeyecektir.
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3.1.4 Onay Formu
GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniilliiye arastirmadan Once verilmesi gereken bilgileri gdsteren
metni okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla
sozkonusu klinik arastirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin

katilmay1 kabul ediyorum.

Goéniilliiniin Adi-soyadi, Imzas1, 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,...)

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin

Adi-soyadi, Imzas1



3.1.5. Kimyasallar
Agaroz

Akrilamid

Amonyum asetat

Amonyum klorid

Amonyum persiilfat

Glasiyal Asetik asit
Bisakrilamid

Borik asit

Bromo fenol blue

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)
Etidium bromid

Etil alkol

Formaldehit

Formamid

Gliserol (%100)

Giimiis nitrat

Ksilen siyanol

Mineral yag

Potasyum klorid (KCI)
Sodyum klorid (NaCl)
Sodyum hidroksid (NaOH)
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Tetrametiletilendiamin (TEMED)

Tris — HCI
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3.1.6 Kullanilan Cihazlar
PZR cihazi

Yatay elektroforez aleti

Gli¢ kaynagi

CCD kamera- bilgisayar donanimi
UV-transilluminator

Yatay calkalayici

Dikey elektroforez aleti
Dikey sogutucu

Horizontal beyaz 11k kaynagi
Spektrofotometre
Calkalamali su banyosu
Ceker ocak

Hassas Terazi

Mikropipetler

Vorteks

Is1 blogu

Masatiistii mini santrifiij

Buzdolaplari ve dondurucular (+4°C ve -20°C)

Distile su cihazi
Hibridizasyon firin
PH metre

Sogutmali santrifiij
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(Eppendorf, Pelkin Elmer)
(Bio-Rad)

(EC Appatus corporation)
(Mitsubishi, Macintosh centis 650)
(Fotodyne)

(Edmund Biihler, WS-5)
(Owl Separation Systems)
(Polyscience)

(Fotodyne)

(Biotech)

(Memmert)

(Kermanlar)

(Shimadzu)

(Gilson, Eppendorf)
(Kermanlar)
(VWR-scientific)
(Eppendorf)

(Ugur, arcelik)

(Milipore)

(Techne)

(Corning)

(Heraus)
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3.1.7 Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

DNA izolasyonu icin kullamilan cozeltiler

EDTA 0,5 M (1000 ml)

186,1g EDTA distile su ile 1000ml’ye tamamlanarak otoklavlandi ve oda

1s1sinda muhafaza edildi.
Tris-HCI1 M (1000 ml, pH 8.0)

121,1 g Tris-HCI distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. pH HCI ile 8.0’a

ayarland1 ve otoklavlanarak oda 1sisinda muhafaza edildi.
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Stok Cozeltisi %10 (50 ml)

5 g SDS distile su ile 50 ml’ye tamamlandi. Sterilizasyon, 0.2-0.45 um’lik

membran ile filtre edilerek yapildi. Oda 1sisinda muhafaza edildi.
Sodyum Kloriir — NaCl SM (100 ml)

29,22 g NaCl distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak otoklavlandi ve oda 1sisinda

muhafaza edildi.
Amonyum asetat - NH4Ac 9.5 M (1000 ml)

770 g NH4Ac distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. 0.2-0.45 um membran ile

filtre edilerek oda 1sisinda muhafaza edildi.
Tris-EDTA (TE) Tamponu (100 ml, pH 8.0)

I ml 1M Tris-HCI ve 2 ml 0,5 M EDTA distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

Otoklavlanarak oda 1sisinda muhafaza edildi.

Proteinaz K (1ml, 20 mg/ml)
0,02 g proteinaz K 1 ml’ye steril distile su ile tamamlandi ve -20 °C’de saklandi.

Eritrosit parcalama cozeltisi (RBL) (1000 ml, pH 7.4)

1 ¢ KHCO3, 200 pl 0,5 M EDTA, 8,74 g NH4CI distile su ile 1000 ml’ye
tamamlandi. pH NaOH ile 7.4’a ayarland1 ve otoklavlanarak oda 1sisinda muhafaza

edildi.
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Lokosit parcalama c¢ozeltisi ( WBL) (400 ml)

10 ml 4M NacCl, 20 ml 0,5 M EDTA distile su ile 400 ml’ye tamamlanarak

otoklavland1 ve oda 1s1sinda muhafaza edildi.

Agaroz Jel Elektroforez Cozeltileri

Etidyum Bromiir
Steril distile su ile 10 mg/ml olacak sekilde stok hazirlandi.
6X Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (10 ml)

10 ml steril distile su i¢ginde %0,25 bromofenol mavisi, %30 Gliserol olacak

sekilde 6X konsantrasyonda hazirland1 ve oda 1sisindan muhafaza edildi.
50X TAE (Tris-asetat EDTA) (1000 ml)

292 gr Tris base, 57,1 ml glasiyal asetik asit ve 100 ml 0,5 M EDTA distile su

ile 1000 mI’ye tamamlanarak otoklavlandi ve oda 1s1sinda muhafaza edildi.

Poliakrilamid Jel Elektroforez Cozeltileri

5X TBE (Tris baz-Borik asit- EDTA) (1000 ml)

60,57 gr Tris base, 30,9 gr Borik asit ve 3,75 gr EDTA distile su ile 1000 ml’ye

tamamlanarak otoklavland: ve oda 1s1sinda muhafaza edildi.
%12°lik Non denatiire edici poliakrilamid jel stok cozelti (99 :1) (100 ml)

11,88 gr Akrilamid, 0,12 gr N,N’Methylene-bis-Bisakrilamid, 10 ml %100
gliserol ve 10 ml 5X TBE distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak stok ¢ozelti hazirlandi.

Oda 1s1sinda saklandi. Kullanimdan 6nce membran filtre kagidi ile siiztildii.
%38’lik Non denatiire edici poliakrilamid jel stok ¢ozelti (99 :1) (100 ml)

7,92 gr Akrilamid, 0,08 gr Bisakrilamid, 10 ml %100 gliserol ve 10 ml 5X TBE
distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak stok ¢ozelti hazirlandi. Oda 1sisinda saklandi.

Kullanimdan 6nce membran filtre kagidi ile siiziildii.
Amonyum Persiilfat (APS) %10 stok ¢ozelti (50 ml)

10 g amonyum persiilfat steril distile su ile 50ml’ye tamamlandi ve +4 °C’de

muhafaza edildi
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2X Denatiire edici poliakrilamid jel yiikleme tamponu (1000 pl)

980 pl formamid (%95), 5 ul bromofenol mavisi (%5), 5 ul ksilen siyanol (%5)
ve 10 pl EDTA (25 mM) toplam hacim 1000 pl olarak hazirland: ve +4 °C’de muhafaza
edildi.

Giimiis Bovama Cozeltileri

Fiksasyon Cozeltisi (A Soliisyonu) 10X (300 ml)

15 ml Glasiyal asetik asit, 285 ml % 95 etil alkol distile su ile 300ml’ye

tamamlandi.

Boyama Cozeltisi (B Soliisyonu) 10X (300 ml)
3 g AgNO; (%1) distile su ile 300ml’ye tamamlandi.

Gelistirme Cozeltisi (C Soliisyonu) 1X (300 ml)

4,5 gr NaOH, 0,03 gr NaBorat ve 1,2 ml formaldehit distile su ile 300ml’ye

tamamlandi. (Taze hazirlanir.)
Sabitleme Cozeltisi D soliisyonu 10X (300 ml)

22.5 g NaHCO:; distile su ile 300ml’ye tamamlandi.
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PZR Reaksivonu icin Kullanilan Cozeltiler

Tag DNA polimeraz (rekombinant) (5U/ ul) MBI Fermantas
-20 °C’de muhafaza edilir.
PZR Tampon (10X) 100 mM Tris-HCI, 500 mM KCIl, %0,8 nonidet P40
-20 °C’de muhafaza edilir.
MgCI2 (25 mM)
-20 °C’de muhafaza edilir.

dNTP 100 mM’lik deoksi-niikleotid

trifosfatlarin her

birinden 10 mM igerecek sekilde

stok karisim hazirlanir.
-20 °C’de muhafaza edilir.

Primerler Hazir liyofilize sekildeki primerler,
100 uM stok ¢dzelti hazirlanacak
sekilde otoklavlanmus filtreden
gecirilmis distile su igerisinde

vorteks ile ¢oziiliir.
-20 °C’de muhafaza edilir.

RFLP icin Kullanilan Kimvasallar

Restriksiyon Enzimi:  Hpa Il (Mspl) 10 U/ul, MBI Fermantas,-20 °C’de muhafaza

edilir.
Inkiibasyon 1s1s1 37°C
Inkiibasyon siiresi 4 saat
Tanima bolgesi 5°...C-CGG...3’
3’...GGC-C...5°

Buffer Y+/Tango 33 mM tris-asetat pH 7.9,10 mM magnezyum asetat, 66 mM
potasyum asetat,0,1 mg/ml BSA, -20 °C’de muhafaza edilir.



Kullanilan Kitler

PZR Purifikasyon Kiti (Roche)

Baglama soliisyonu: (Binding Buffer )

3M guaninidine-thiocyanate, 10 mM Tris-HCI, % 5 Etanol, pH 6,6
Yikama soliisyonu: (Wash Buffer) :

% 20 Etanol, 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7,5
Elisyon soliisyonu : (Elution Buffer)

10 mM Tris-HCI, pH 8,5

40
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3.2. Yontem

3.2.1 Periferik kandan DNA izolasyonu

1) 10 ml periferik kan 50 ml’lik falkon tlipline aktarilarak iizerine 1:3 oraninda
eritrosit parcalama soliisyonu (RBL) eklendi. + 4°C’de 10 dakika bekletilip, 1500
rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.

2) Ornek, santrifiijden aliarak siipernatant kismu atildi. Pellet kismi vortekslendi
ve lizerine 1:3 oraninda RBL soliisyonu eklenip 1500 rpm’de 15 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 islem tekrarlandi.

3) Pellet iyice vortekslenerek iizerine 10 ml 16kosit pargalayict soliisyon (WBL),
500 ul SDS (%10’luk), ve 50 pl proteinaz K (20mg/ml) eklenerek gece boyu 56 °C’de
inkiibe edildi.

4) Inkiibasyon sonrasi érneklere 3700 pul Amonyum asetat (9,5 M) ilave edilip
iyice homojenize edildi. 4500 rpm’de 20 dk santrifiij edildi.

5) Santrifiij sonras1 siipernatant kismi steril falkon tiipe alinarak {izerine 1:2

oraninda %100 etanol eklendi ve DNA’nin toplanmasi beklendi.

6) Toplanan DNA steril 1.5’luk eppendorf tiipe aktarild1 ve lizerine %70’lik
etanol eklenerek 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip DNA ¢oktiiriildii. Ust faz pipet
yardimiyla alind1 ve tiipler 56 °C de 1sitict bloklara konularak kalan alkoliin ugmasi

saglandi.

7) Elde edilen DNA’nin miktarina gére 100-300 pl TE (Tris-EDTA) tamponu
eklenerek DNA’nin ¢oziinmesi igin 56 °C’de 1 saat bekletildi ve DNA + 4°C’de

saklandi.

3.2.2 DNA konsantrasyonu ve Safliginin Ol¢iimii

izole edilen DNA’larin konsantrasyon ve safliklari olgiildii. Stok DNA
orneginden 10 ul drnek 0.5 ml’lik eppendorf tiipiine konuldu. Uzerine 190 ul TE
tamponu eklenerek oOrnegimiz 1/20 oraninda sulandirildi. Hazirlanan 6rnegin
spektrofotometrede 260 ve 280 nm ultraviyole dalga boyundaki absorbsiyon degerleri
olgtldi.
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DNA miktar1 ve saflig1 formiile gore hesaplandi:

Konsantrasyon = 20 (diliisyon orani) x 50 (sabit) x OD 260=ng/ul DNA
DNA’nin saflig;

OD 260/280 > 1.8 RNA,

OD 260/280 < 1.8 protein, kontaminasyonu olarak degerlendirildi.

3.2.3 PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Kardiyak troponin T (TNNT2) geninin daha 6nceki calismalarda mutasyon
bulunan 10. ve 13. eksonlarmi amplifiye etmek i¢in NM 000364 dizisi iizerinden
“FastPCR" (Microsoft Visual Studia 6.0, Visual Basic 6.0 SP6) primer dizayn programi
kullanilarak forward ve reverse primer ¢iftleri dizayn edildi. Dizayn edilen primerlerin
“BLAST” programi ile Gen Bankasindaki insana ait diger genlerdeki homolojisi

arastirildi ve bagka genlere uymadigi saptandi.

Hasta ve kontrol 6rneklerine ait genomik DNA’lar kardiyak TNNT2 geninin 2
ekzon bolgesi PZR ile ¢ogaltildi. Her reaksiyon i¢in forward ve reverse olmak iizere iki

cift primer kullanildi. (sekil )

Elkzon 10

gtgtgaccgt
accattotte
caccocatgo

cocgtggagot
aagastotgg
aggtttoctgt

gyttgaaagt ggagococtity gaggocgggo
aaggaacscot cococaggaa thtocctttge

acctygogagt gtcaccttot coctatgoac

acckt

ttogotott

agtgacococct

agoocaggoc

catggaggoc

coccatgoto

coagotootyg

ctggogoocoo

aggococtot

ctattcatoca

acatgaatga

aatcagtoaa

Elkzon 13

ctoctgoagg
cagggaggyy

gagacaatatt

cottgotoca
goaatotgge

cococagggg
cagtitacto

gtttggyggag
togotboocac

gyttagggga
acootooa

Loggggoetag

gaggaatggt

oo Eqfcpe oo ac

Egocoogoeako

Ego o bogogoga

gaggtogggc

caaggogoact

EcEEgotglog

ROCCRCCRGR

gggoegged

goctoacata

trEtoocatg

goaagbtiogog

Eggoaoc 3ga

oc Egggoooo

gcagglogy

gocaactock

Erctoergo bk

tgctgatogy

gaaadgqagaac

toagoaongto

coccacacoot

ctogagettoa

cotacocaca

Sekil 3-0-1: TNNT2 geni 10. ve 13. ekson dizileri ve primer yerlesimi.

PEMBEIBBIMISE cksonlar, sari boliimler; forward ve revers primerleri, alti ¢izili ve italik kisimlar;
¢ogaltilan bolgeyi gostermektedir (NM_000364).



Tablo 3-1: TNNT?2 geni 10. ve 13. ekzonlarin PZR primer ciftleri.

Primerler:

Ekzon 10

TNNT?2 10 Forward
TNNT?2 10 Reverse
Ekzon 13

TNNT?2 13 Forward

TNNT?2 13 Reverse

5’- ATGCAGGTTTCTGTACCTGCGATG -3’

5’- TGATGATGAATAGAGFAGGGGCCTG -3’

5’- TTACTCTGCTTCCCACAC -3

5’- ATCAGCAAAGCCCAGAAAGG -3

Tablo 3-2: TNNT?2 geni 10. ve 13. ekzonlarimmin PZR Kkosullari.

PZR PZR

Reaksiyon icerigi Miktar reaksiyon kosullar1

Ekzon 10

10X tampon 2.5ul Predenatiirasyon 95°c 5’
dNTP’s 2l Denatiirasyon 95°C I’
Primerler Tl Baglanma (Anneling) 62°C 307
MgCl, 1,5 ul Uzama (Elangasyon) 72°C  30”
Taq polimeraz (MBI) 0,1l Tamamlanma 72°C 10
DNA (100ng) 0,5 ul Dongii sayis1 35

Ekzon 13

10X tampon 2.5 ul Predenatiirasyon 94°Cc 5
dNTP (2mM) 2 ul Denatiirasyon 9°c 1
Primerler (10pmol) 1,5 u Baglanma (Anneling) 58°C 307
MgCl, (25mM) 2ul Uzama (Elangasyon) 72°C 30>
Taq polimeraz (MBI) 0,1l Tamamlanma 72°C 10
DNA (100ng) 0,5 ul Dongii sayist 35

43
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3.2.4 Agaroz Jel Elektroforezi

Toplam 25 pl voliimde gergeklestirilen PZR ile ¢ogaltilmis bolgenin kontrolii
amaci ile 10 pl 6rnek alinarak 6X agaroz yiikleme tamponu ile karigtirildi. %2’lik
agaroz jele Puc-Mix (MBI) size marker ile birlikte yiiklenen PZR iiriinleri, 85
miliamper akimda yaklasik 1 saat yiiriitiildii. UV 1s1k altinda CCD kamera ile goriintiiler
bilgisayara aktarildi.

Agaroz Jelin Hazirlanmasi

% 2 konsantrasyonda agaroz jel hazirlanmasi i¢in 1 g agaroz tartilarak 50 ml
TAE soliisyonu icinde bir beherde ¢oziindiiriildii. Karisim mikrodalga firinda
homojenize olana dek kaynatildi. Takiben 56°C’ye kadar sogutularak igerisine 10mg/ml
stok olarak hazirlanmis etidyum bromiir soliisyonundan 1 pl ¢eker ocak altinda eklendi.
Sivi haldeki agaroz elektroforez tepsisine dokiildii. Taraklar yerlestirildi ve jelin
donmasi i¢in beklendi. Tepsi 1X TAE soliisyonu igeren yatay elektroforez tankina

yerlestirildi.

Agaroz Jelin Yiiklenmesi- Elektroforezi- Goriintillenmesi

Daha once hazirlanan agaroz jeli, ig¢inde yliriitme tamponu TAE bulunan
ylriitme tankina, kuyular negatif kutba yakin olacak sekilde yerlestirildi. PZR
tirtinlerinin jeldeki kuyucuklara ¢okmesini saglamak amaciyla 6X brom fenol mavisi
iceren yiikleme tamponundan 1pl, PZR iiriinlinden 10 ul 6rnek karistirilarak jeldeki
kuyucuklara yiiklendi. Biitiin 6rnekler ve Puc-Mix (MBI) size marker yiiklenmesini
takiben tankin elektrotlar1 giic kaynagina takildi ve 80-90 V akimda ornekler yaklasik
15-30 dakika vyiiriitiildii. Islem sonunda jel UV 1s1g1 alinda CCD kamera ile
goriintiilendi. Goriintiiler bilgisayara aktarildi ve thermal kagida bilgisayar ¢iktilari

alindi.
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3.2.5 Tek iplik Konformasyon Polimorfizmi / SSCP (Single Strand Conformation
polymorphism-)

Tek bazlik degisimlere hassas bir teknik olan SSCP analizinde PZR reaksiyonu
sonucu ¢ogaltilan iirlinlerin non-denatiire poliakrilamid jel elektroforezinde mobilite
farkliliklarina gore bantlarin ayrilmasi saglanacak ve goriintileme i¢in de giimiis
boyama yontemi uygulanacaktir. SSCP analizinde kullanilan poliakrilamid soliisyonuna
gliserol eklenmesi ilk sarttir. Jele yiliklenecek PZR iiriinleri ylikleme Oncesi denatiire
edilmelidir. Denatiirasyon amaciyla Ornekler formamid iceren yiikleme tamponu ile
karigtirilarak 94 °C’de denatiire edilmelidir. Denatiire edilen ornekler buz iistiine
alimarak DNA’nin tek iplikli halde kalmas1 saglanmalidir. SSCP analizin hassasiyetinin
350-400 bp uzunlugunu asan DNA orneklerinde azaldigi bilinmektedir. Bu nedenle
orneklerin ¢ogalma boyutu 200-320 bp arasinda tutulmustur. Ornekler sabit volt ve 1s1da

yiiriitiildii. Jel giimiis nitrat ile boyanarak 6rneklere ait bantlar analiz edildi.
Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi

Jelin dokiilecegi cam yiizeyler, spacer’lar ve taraklar deterjanla iyice yikandi,
duruland1 ve %70’lik alkol ile silindi. Cam ¢iftleri araya spacer yerlestirilerek karsilikli
getirildi ve &zel mandallarla sabitlendi. Onceden hazirlanmis ve filtre edilmis
poliakrilamid soliisyonundan 2 ml ayr1 bir falkona tiipe alindi. igerisine polimerizasyon
icin 40 pl APS ve polimerizasyonun hizlanmasi i¢in 2 ul TEMED eklendi, karistirildi ve
camlarin alt kismina pipet yardimi ile aktarildi. Boylece hizla donma egiliminde olan

jelden bir bariyer olusmasi saglandi.

Elde edilen cam aparatin yilizey alan1 ve araya konulan 0.8 mm’lik spacer
sebebiyle 25 ml s1v1 alacagi bilindiginden yine ayr1 bir falkon tiipte 25 ml poliakrilamid
igerisine 250 pl (1:100) APS ve 25 ul (1:1000)TEMED eklendi, karistirildi ve cam
aparata arada hava boslugu kalmamasina dikkat edilerek bosaltildi. Hizlica tarak

yerlestirildi ve jel yatay pozisyonda 2 saat oda sicakliginda donmaya birakildi.
Poliakrilamid Jelin Yiiklenmesi- Elektroforezi- Goriintiilenmesi

Polimerizasyon sonrasi camlar elektroforez cihazina yerlestirildi, yiiriitme
tamponu olarak 0.5 X TBE tamponu ilave edildi. PZR iiriinlerinin jele yiiklemeden 6nce
denatiire edilmesi amaciyla 3:1 PZR {iriinii, 9 1 formamid (final konsantrasyon %75 v:v)

iceren 2X yiikleme tamponu ile karigtirildi ve 10 dakika siire ile 95 °C’de denatiire
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°C) alind1. Boylece
orneklerin renatiire olmasi engellenmektedir. Ornekler jele hizli bir sekilde
yiiklendikten sonra dikey elektroforez sisteminin elektrodlar: yerlestirildi. Farkli voltaj,
akim ve yliriitme siireleri denenerek SSCP islemi her amplikon i¢in 6zel olarak optimize
edildi. Bunun yani sira yiiksek gerilim altinda ytirtitiilen 6rneklerin bu sebeple olusacak
151 degisikliklerinden etkilenerek konformasyon degistirmelerini 6nlemek amaciyla da
elektroforez siiresince dikey jel sisteminde sabit bir 1s1 aralii saglanmasi
gerekmektedir. Calismalarimizda dikey elektroforez sistemlerimizde sogutucu
yardimiyla sabit 1s1 altinda ¢alisilmistir. Optimize edilen siireler sonunda jel ¢ikartilarak
glimiis boyama islemine gecildi. Hasta ve kontrol 6rneklerine ait TNNT2 geninin 10. ve
13. eksonlarinin SSCP analizinde kullanilan poliakrilamid jel soliisyon igerikleri ve

kosullar1 tablo 4’de verilmistir.

Tablo 3-3: SSCP taramasi icin poliakrilamid jel konsantrasyonlar: ve yiiriime sartlar

) 0 Akim Yiirtime
PAG (%) Gliserol (%) Is1(C) Volt
(Miliamper) zamani (saat)

Ekzon 10 12 10 23 600 200 45

Ekzon 13 8 10 20 450 200 2,5

Poliakrilamid Jelin Giimiis Nitrat ile Boyanmasi

PZR iiriinlerinin goriintiilenebilir hale getirilmesi amaciyla yapilan giimiis
boyamada kullanilan soliisyonlarda ve boyama esnasinda kullanilan suyun kalitesi
onemlidir. Bu nedenle kaliteli distile su kullanildi. Yiiriimesi sonlanan jel tek cam
ylizeyi iizerinde tutunacak sekilde uygun bir kap igene alinarak 6 dakika 300 ml 1X A
sollisyonu igerisinde hafifce c¢alkalanarak tutuldu. Ardindan 100 ml distile su ile
durulandi. Daha sonra jel 300 ml 1X B soliisyonunda 15 dakika ¢alkalandi ve yine 100
ml distile su ile durulandi. Bundan sonra jel, bantlar goriiniir hale gelene dek taze olarak
hazirlanan 300 ml 1X C soliisyonunda bekletildi. Bantlarin iyice belirginlesmesiyle jel

son defa distile su ile durulandi ve D soliisyonu ile renk fikse edildi. Boyamasi
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tamamlanan jeller nemli olarak asetat arasina alinarak hava almasi engellenecek sekilde

saklandi.

3.2.7 Restriksiyon Enzim Kesimi ile Mutasyon Taramasi

TNNT2 geninin 10. eksonunda Argl41Trp (C471T) mutasyonu ic¢in Hpa II
restriksiyon enzimi tanima bolgesi igcermektedir. 471. niikleotideki C’nin T’ye
doniistimii Hpa II restriksiyon enziminin 5°...C — CGG...3’ olan tanima bdlgesinin
degismesine neden olmaktadir. Bdylece mutasyonlu oOrneklerde restriksiyon kesimi
meydana gelmemektedir. Mutasyonun taranmasi amaci ile ¢ogaltilan drneklere tabloda

belirtilen sartlarda Hpa II restriksiyon enzim kesimi yapild1 (tablo 3-4).

Tablo 3-4: Hpa II restriksiyon enzim kesimi sartlari

Reaksiyon karisimi Miktar1
Y+/Tango Buffer 2,0 ul
ddH20 2,7 ul
Enzim 0,3 ul
PZR {irtini 15,0 ul
Toplam hacim 20,0 ul

37°C’de 4 saat inkiibe edildi.

inkiibasyon sonrasinda 6rnekler reaksiyonun sonlanmasi i¢in -20°C’ye konuldu.
Kesim {riinlerinin bant boyutlarinin birbirine yakin olmasi nedeni ile 6rnekler % 5

agaroz jel elektroforezinde size markerla kontrol edildi.

Ayrica 6rnek boyutlarinin yakin olmasi nedeniyle enzim kesim o&rnekleri
%10’luk poliakrilamid jel elektroforezinde size markerla kontrol edildi. Goriintiileme

i¢cin giimiis boyama uygulandi.
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3.2.6. Dizileme Analizi

Dizilenecek Orneklerin Secimi

SSCP yonteminde mobilite farklili1 yaratan drneklere niikleotid degisimlerinin
tanimlanmasi1 amaci ile dizi analizi yapildi. Dizilemeye, farklilik gbézlenen ve kontrol

amaciyla degisim gostermeyen Ornekler gonderildi.
Dizilenecek Orneklerin Purifikasyonu (saflastirilmasi)

Dizilemeye gonderilecek DNA Orneklerine 100ul’lik PZR yapildi. PZR
tiriinlerinin saf ve temiz olmasi gereklidir. Bu nedenle ortamda arta kalan PZR
bilesenlerini uzaklagtirmak amaciyla PZR friinleri, purifikasyon kiti (Roche)

kullanilarak saflastirildi.

100 ml PZR iiriiniine 500 ml baglanma soliisyonu eklendi. Ornekle soliisyon
homojenize olmasi i¢in iyice karistirildi. Karigim toplama tiiplerinin igine yerlestirilen
filtreli tiiplere aktarildi ve 13.000 rpm’de 30-60 saniye santrifiij edildi. Santrifiij sonras1
toplama tiipii atilarak yeni toplama tiipii i¢ine filtreli tliplere aktarilip, 500 ml yikama
soliisyonu eklendi ve 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 ayni
islem tekrar edililerek 200 ml yikama soliisyonu eklendi ve 13.000 rpm’de 1dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda filtreli tiipler steril 1,5ml’lik eppendorf tiiplerine aktarildi ve
tizerine 100 ml elisyon soliisyonu eklenerek, 13.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Bu
asamanin sonrasinda Ornekler saf halde elde edildi. Saflastirilan {iriinler %’2lik agaroz
jel elektroforezinde ®X174 markeriyla yiiriitiilerek yogunluklar1 hesaplandi ve dizileme

analizine gonderildi. Ornekler dizileme analizine kadar +4 °C’de saklandh.
Dizileme Orneklerinin Bilgisayar Analizleri

Dizileme sonuglari Chromas MFC Application 2.3.0.0 Software kullanilarak

analiz edildi.
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4. BULGULAR

Calismada, idiyopatik dilate kardiyomiyopati (DKM) hastalarinin etyolojik
nedenlerinin arastirilmasiin bir basamagi olarak TNNT2 gen mutasyonlarinin ve bu
mutasyonlarin fenotip-genotip iliskilerinin incelenmesi amaglandi. Hasta grubu,
Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim
Dali, Pediyatrik Kardiyoloji Bilim Dali’'nda “idiyopatik DKM” tanis1 konulmus yas
ortalamasi yaklasik olarak 2 olan 23 hasta secildi. Hastalardan, 10 ml venoz kan 6rnegi
alindi ve kan Orneklerinden DNA izolasyonu yapilarak DNA bankast olusturuldu.
Saglikli kontrol 6rnekleri i¢in daha dnceden olusturulmus DNA bankasindan 100 birey
kullanildi. Ayrica, TNNT2 geninin genetik heterojenite gostermesi nedeni ile 50
hipertrofik kardiyomiyopatili (HKM) birey ikinci bir kontrol grubu olarak incelendi.
Hasta ve kontrol gruplarinda, TNNT2 geninin 10. ve 13. ekzonlar1 bilinen ve yeni

mutasyonlar agisindan incelendi.

TNNT2 Geni 10. Ekzon Analiz Sonuclari

TNNT2 geninin 10. ekzonu PZR ile uygun sartlarda ¢ogaltildi. PZR {iriinleri
%2’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi (Sekil 4-1). PZR ile ¢ogaltilan 237
b¢’lik bolgede ilk olarak Hpa II restriksiyon enzim ile R141W mutasyonu arastirildi.
Daha sonra bu bolgede yeni mutasyon olmasi ihtimaline kars1 tek iplik konformasyon

analizi (SSCP) yapildi.

311 bg

249 bg

237 bg 200bg

Sekil 4-1: TNNT2 geni ekzon 10 jel elektroforez goriintiisii. TNNT2 geni, 10. ekzon PZR
riinlerinin %2 agaroz jel elektroforezinin UV ile goriintiilenmesi. 1-4; PZR ile ¢ogaltilan hasta ve
kontrol &rnekleri, M; $X 174 molekiiler agirlik markert.
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Hasta ve kontrollerde, R141W mutasyonu, PZR-RFPL (restiriksiyon fragment
uzunluk polimorfizmi) yontemi ile analizi edildi. R141W mutasyonu olan bireylerin
DNA'’larinda Hpa II restiriksiyon enziminin kesim bdlgesinde (5°...C — CGG...3’) C/A
niikleotid degisimi olmaktadir. Buna bagli olarak mutasyonlu bireylerde enzim kesimi
gerceklesmezken, mutasyon olmayan oOrneklerde bu enzimin tamima bolgesi
korunmaktadir. Hpa II restriksiyon enzim kesim sonucu 125 ve 112 bg¢’lik uzunlukta
tirtin olusmaktadir. Sekil 4-2°de Hpa II restiriksiyon enzimi ile kesimleri yapilan PZR
driinlerinin, %35’lik agaroz jel elektroforezi gosterilmektedir. Ayrica enzim kesim
iirlinlerinin boylarinin birbirine yakin olmasi nedeni ile 6rnekler % 10’luk poliakrilamid
jel elektroforezi ile kontrol edildi (Sekil 4-3). Calismamizda, 100 saglikli bireyde 23
DKM’li ve 50 HKM’li hastada R141W mutasyonu arastirildi ancak higbirinde bu

mutasyon tespit edilmedi

Sekil 4-2: 10 ekzon RFPL analizi jel elektroforez goriintiisii. PZR ile ¢ogaltilan TNNT2 geni
10. ekzonun RFLP analizi. Hpa II restriksiyon enzimi ile kesilerek R141W mutasyonunu tagimadigi tespit
edilen 6rneklerin (1-11) % 5 agaroz jel elektroforezinde Puc mix 8 marker (M) ile gdsterilmesi.

L8

Sekil 4--3: 10. ekzon RFPL poliakrilamid jel elektroforez goriintiisii. Hpa II restriksiyon
enzim kesim firiinlerinin % 10’lik denatiire olmayan poliakrilamid jel elektroforezi ardindan giimiis
boyama ile goriintiilenmesi. 1-6; Hpa II enzimi ile kesilen 6rnekler, M: pGEM DNA Marker.
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R141W mutasyonunu saptayabilmek ic¢in yapilan PZR ile ¢ogaltilan gen
bolgesinde muhtemel yeni mutasyonlar SSCP yontemi ile arastirildi. Tek bazlik
degisimlere hassas bir teknik olan SSCP analizinde PZR reaksiyonu sonucu ¢ogaltilan
tiriinlerin denatiire olmayan poliakrilamid jel elektroforezinde mobilite farkliliklarina gore
bantlarin ayrilmasi saglandi. Goriintiileme icin glimiis boyama yontemi uygulandi. (Sekil 4-
4A). SSCP analizi sonucunda, 23 DKM’li hastanin ikisinde, saglikli bireylerin {i¢iinde ve
50°1i hipertrofik kardiyomiyopatili hastanin birinde farkli bant paternine rastlandi. Farkli
bant paterni gdsteren ornekler ile sik rastlanan bant paterni gosteren 6rnekler tekrar PZR ile
cogaltild1 ve %2’lik agaroz jel elektroforezi yapildi. Cogaltilan PZR {iriinlerini saflastirmak
icin PZR-Purifikasyon Kiti (Roche) kullanildi. saflastirilan 6rnekler %2’lik agaroz jelde
X174 Marker’1 ile yiiriitiildii. Orneklerin, $X174 Marker’a gére yogunluklar1 tayin
edilden sonra, farkli bant paternine neden olan degisikligin tanimlanmasi i¢in Ornekler
dizileme analizine gonderildi. SSCP analizinde sik rastlanan ylirlime paternine sahip
orneklerin dizileme analizi sekil 4-4B’de, farkli mobiliteye sahip olanlar, sekil 4-4C’de
gosterilmistir. Buna gore farkli bant paterni olusturan Orneklerin TNNT2 geninin 1966
(ENSG00000118194) niikleotid de G — C degisiminin oldugu ve bu bireylerin GC

genotipine sahip olduklar1 belirlendi.
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Sekil 4-4: 10. ekzon SSCP ve dizileme analiz sonuglarl. (1-14) %12’lik poliakrilamid jel
elektroforezi. mobilite farkindan olusan iki farkli bant paterni. A; TNNT2 geni 10. ekzonun PZR ile
cogaltilan orneklerin (1-14) giimiis boyama ile gorintillenmesi. B; 1-5, 7-13 nolu &rneklerin dizileme
analizi. C; 6 ve 14 nolu &rneklerin dizileme analizi sonucu kromatogramlarinin goriintiilenmesi.
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TNNT?2 Geni 13. Ekzon Analiz Sonuglari

TNNT2 geninin 13. ekzonu PZR ile uygun sartlarda ¢ogaltildi. PZR iiriinleri
%?2’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi (Sekil 4-5 ). Hasta ve kontrollerde PZR
ile cogaltilan 323 bg¢’lik bolgede iic niikleotidlik delesyona neden olan AK210
mutasyonunun taranmasi amact ile ayrim giiciiniin fazla olmasindan dolayr % 10
denatiire olmayan poliakrilamid jel elektroforezinde yapildi (Sekil 4-6). Hasta ve

kontrollerde, AK210 mutasyonu saptanmadi.

Daha sonra bu bolgede yeni mutasyon olmasi ihtimaline karsi tek iplik

konformasyon analizi (SSCP) yapild1 (Sekil 4-7).

501-489 bg
404 bg

331 be

Sekil 4-5:TNNT2 geni ekzon 13 agaroz jel elektroforz goriintiisii. 13. ekzon PZR iiriinlerinin
%?2 agaroz jel elektroforezinin UV ile goriintiilenmesi. 1-6; PZR ile ¢ogaltilan hasta ve kontrol 6rnekleri,
M; pUC mix 8 marker.

sekil 4-6: TNNT2 geni ekzon 13 poliakrilamid jel goriintiisii. 13. ekzon PZR iiriinlerinin %
10’lik non denatiire poliakrilamid jel elektroforezi ardindan giimiis boyama ile goriintiilenmesi. 1-5;
ornekler M: pUC mix 8 marker.
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Tek bazlik degisimlere hassas bir teknik olan SSCP analizinde, PZR reaksiyonu
sonucu ¢ogaltilan {irlinlerin denatiire olmayan poliakrilamid jel elektroforezinde
mobilite farkliliklarina gore bantlarin ayrilmasi saglandi. Goriintiileme i¢in de glimiis
boyama yontemi uygulandi. (Sekil 4-7). Uygulanan SSCP analizi sonucunda, 23
DKM’li hastada, 100 saglikli ve 50 HKM hasta farkl1 bir bant paternine rastlanmadi.

sekil 4-7: TNNT2 geni ekzon 13 SSCP goriintiisii. (1-6) 6rneklerin SSCP analizi, TNNT2 geni
13. ekzonun, %8’lik poliakrilamid jel elektroforezinin giimiis boyama ile goriintiilenmesi. Mobilite
farklilig1 saptanmamustir.
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Tablo 4-1: DKM hastalarin EKG, EKO ve telekardiyografi bulgular

Hasta E/K Yas Ani 6lim KY  Tele EKG EKO
NO 0/1 oykiisii KM Aritmi LVH ST-T EF KF LVEDD
Degisikligi (%) (%) >%117

1 1 7 aylik - + - + + 17 8 +
2 1 2,5aylik - + + - + + 24 10 +
3 1 1 yas - + + - - - 40 15 +
4 0 6 aylik - - + - + - 34 13 +
5 1 14 aylik - - + - - - 41 20 +
6 1 2 yas - - + - - + 34 16 +
7 0 3 aylik - + + - + - 36 13 +
8 1 2,5 yas - + + - + - 30 14
9 0 10aylik - - + - + - 40 27 +
10 1 1,5 yas - + + - - + 44 20 +
11 1 10 yas - - + + + + 23 11 +
12 0 5 aylik - + + - - + 19 11 +
13 1 7 aylik - - + - + - 42 22 +
14 0 1,5 yas - + + - + 45 25 +
15 1 10 aylik - - - - - - 42 16 +
16 0 7 aylik - - + - + - 19 8 +
17 1 7 yas - - + - + 28 15

18 0 6 aylik - + + - - - 48 24 -
19 0 7 aylik - - - - - - 41 21 +
20 1 2 yas - + + - - - 44 17 +
21 0 3 yas - + + - + - 42 16,5 +
22 1 8 yas - + + - + 29 10 +
23 0 1,5 yas - + - - + - 28 13 +

E/K; cinsiyet 0; erkek, 1; kiz, KY; kalp yetmezligi, KM; kardiyomegali, LVH; sol ventrikiiler hipertrofi, ST-T
degisimi, EF;ejeksiyon fraksiyonu, KF; kisalma fraksiyonu, LVEDD; sol ventrikiil sonu diyastolik ¢ap, (-); %117 az,
(+); %117°den fazla.

Tablo 4-2: EKO parametrelerinin hasta grubunda dagilimi.

Parametreler Ortalama Min. Max.
Yas 2 2,5 aylik 10 yas
EF 33,82 13 50

KF 16,89 8 36
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5. TARTISMA

Troponin T, kas kasilmasi esnasinda aktin ve miyozin arasindaki etkilesimin
diizenlenmesinde rol olan sarkomerik bir proteindir. Bu tez kapsaminda, bu proteini
kodlayan kardiyak TNNT2 gen mutasyonlarinin vaka-kontrol calismasi ile Tiirk

toplumunda analiz edilmesi amaglanmistir.

Dilate kardiyomiyopati (DKM), artmis ventrikiiler dilatasyon, sistolik
fonksiyonda bozulma ve ilerleyici refrakter kalp yetmezligi ile karakterize edilen
miyokardiyal bir hastaliktir. Dilate kardiyomiyopatinin, bilinen bir nedeni yok ise ve
sporadik olarak gelismis ise idiyopatik dilate kardiyomiyopati (IDKM) olarak
adlandirilir. Idiyopatik dilate kardiyomiyopati kalp yetmezliginin geng yaslarda en sik
nedenidir ve kalp transplantasyonu gerektiren durumlarin basinda gelir. DKM nin
patofizyolojisinin iyi bilinmesine ragmen altinda yatan genetik mekanizmalar tam
olarak bilinmemektedir. Hastalik olusumu inflamasyon, otoimmun olaylar ve genetik

yatkinlik ile gelismekte ancak tek bir mekanizmayla a¢iklanamamaktadir (41).

DKM vakalarinda penetransin tam olmamasi nedeniyle ailelerde etkilenmis
bireylerin sayis1 azdir ve yeterli geniglikte aile agaci olusturulamaz. Bu nedenle, pek
cok calismada idiyopatik DKM ile iligkili genlerin tanimlanmasinda, aday gen
yaklagimi, baglanti analizine gére daha sik kullanilmistir. DKM’ye neden olabilecegi
tahmin edilen aday genlerde olas1 mutasyonlar SSCP (single strand conformation
polymorhism) veya DHPLC (denaturing high performance liquid chromatography) gibi
mutasyon tarama yontemleri kullanilarak belirlenmeye c¢alisilmistir. Bu yontemlerle
tanimlanan mutasyonlar, fonksiyonel analizler ve vaka kontrol ¢aligmalari ile analize

edilip, hastalik patogenezi ile iligkisi arastirilir.

Cesitli calismalarda, mutasyon tanimlama yoOntemleri kullanilarak TNNT2
geninin dilate kardiyomiyopati (DKM) ile iliskili oldugu bildirilmistir. DKM’li ailelerde
yaptig1 caligmalarda Kamisago ve grubu, TNNT2 geninde AK210 (del210lys)
delesyonunu belirlemistir (6). Bir baska 6nemli ¢calismada ise genis bir ailede yaptiklari
analizlerde Li ve grubu da yine aym gende R141W (Argd71Trf) mutasyonunu
tanimlamiglardir (7). Bu belirlenen iki mutasyon, genin fonksiyonunu yerine

getirmesinde Onemli rol oynayan 10. (R141W) ve 13. (AK210) ekzonlarinda
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bulunmaktadir. Proteinin fonksiyonuna gore yonelik dizayn edilmis ¢alismalar ile bu

mutasyonlarin TNNT?2 aktivitesin de azalmaya yol agtig1 gosterilmistir.

Kamisago ve grubu, TNNT2 geninde AK210 delesyon mutasyonunu ilk defa
dilate kardiyomiyopatili iki ailede tanimlamislardir (6). Bu c¢alismada, ailesel DKM
gozlenen toplam 19 aile incelenmis ve bunlardan ikisinde AK210 gen mutasyonu
bulunmustur (6). Bu mutasyonu tasiyan 13 bireyin ikisi infantil, {i¢ii 10’lu yaslarda,
dordii 20°li, geri kalanlar ise daha ileri yaslarda hastalik tanis1 almislardir.
Kamisago’nun hasta grubunda Ozellikle ani 6lim frekansinin yiiksek olusu dikkat
¢ekicidir. Daha sonra Hanson ve grubu, DKM’li 61 ailesel ve 53 idiyopatik bireyde,
TNNT2 gen mutasyonlarinin varhi@imi aragtirmiglardir. Bu c¢alisma sonucunda, yedi
tiyeli bir ailede AK210 mutasyonu saptanmistir (8). Hastaligin baslangi¢ yasinin erken
olmasi ve siddetinin artmasi Kamisago’nun caligsmasiyla benzerlik gostermektedir.
Ayrica Hansonun AK210 mutasyonunu tanimladigi bireylerde fenotipik olarak ani kalp
Oliimleri, atriyal fibrilasyon ve atrioventrikuler blok iceren ileti sistemi hastaliklar1 ve

kalp yetmezligi gdzlemlenmektedir.

Bir baska caligmada, Li ve grubu 72 iiyeli bir ailenin 20 bireyinde DKM ile
iligkili TNNT2 geninde RI41W mutasyonunu tanimlamiglardir (7). R141W
mutasyonunun tanimlandig1 ailede, 20 bireyin 14 tanesi hayattadir. Yaslari 1 ila 5
arasinda degisen bes ¢ocuk hayatta degildir ve 2,5 yasinda bebekte otopsi sonucu DKM
tanis1 dogrulanmistir. Hayatta olan 14 aile {iyesinin 12 tanesinde ekokardiyografik
sonuglar 10 yasindan Once ortaya cikmustir. Bu calismada ayni aile iginde farkli
fenotipler olusturmaktadir. Kardiyak septomlar, bu mutasyonu tasiyan bazi bireylerde
20’11 yaslarda saptanmisken, bazi bireylerde 40’11 yaslara gelmelerine ragmen DKM
bulgusuna rastlanmamustir. Yapilan bu caligmalarin karakteristik 6zelligi, mutasyon
verilerinin genis ailelerin kullanildig1 ¢alismalarda elde edilebilmesidir. Ozellikle bu
gene ait mutasyonlar bu aragtirmalarda calisilan ailelerin sadece bir ya da ikisinde
belirlenebilmis digerlerinde rastlanmamistir. Bu durum mutasyonun ailelere 0zgii
kaldigina isaret etmektedir. R141W ve AK210 mutasyonlarinin sadece birkac ailede
belirlenmesi ve populasyonda rastlanmamasi ailelerdeki homojen fenotiplerle

agiklanabilir.
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Cesitli gruplarin yaptig1 ¢alismalarda da bu gene ait mutasyonlarin saptandigi
ailelerin fenotiplerinin mutasyon goriilmeyen ailelerden farklt olmasi gendeki
mutasyonlarin ailelere 6zgli oldugu savimi destekler niteliktedir. Belirlenen ve

belirlenmeyen ailelerdeki fenotipik farklilikta bu durumu agiklamaktadir.

Calismada, ilk olarak TNNT2 geninde AK210 ve R141W mutasyonlarinin hasta
ve kontrol gruplarinda varlig arastirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda idiyopatik DKM
tanist konulmug 23 DKM’li ¢ocuk (yas ortalamasi 2) hastada ve kontrol grubu olarak
100 saglikli bireyde TNNT2 geni incelenmistir. Ayrica, TNNT2 gen mutasyonlarinin
HKM’ye de yol agmasindan dolayi ikinci bir kontrol grubu olarak 50 HKM hastas1 da
arastirma kapsamina dahil edilerek incelenmistir. Calismanin bu ilk boliimiinde, hasta
ve kontrol grubunda R141W ve AK210 mutasyonlar1 taranmistir. Yapilan ilk analizler
sonucunda hasta ve kontrol gruplarinda R141W ve AK210 mutasyonlarina

rastlanmamustir.

Incelenen hasta grubu, akraba olmayan 23 sporadik ¢ocuk olgudan olusmakta ve
calismada biiyiik aileler yer almamaktadir. Fenotipleri itibari ile bu hastalar bir birlerine
benzerlik gostermekte ve homojen bir grup niteligi tasimakta olmasma ragmen
mutasyon  tamimlanan  ailelerdeki  hastalarin  fenotipleri  ile  benzerlik
gostermemektedirler. Dolayis1 ile elde ettigimiz veriler R141W ve AK210
mutasyonlarinin belirli fenotipten sorumlu olabilecegi yoniindedir. Ozellikle genis
katilimli, homojen klinik gosteren aile calismalar1 ve baglant1 analizi ¢aligmalar ile bu

mutasyonlarin etkileri irdelenebilir.

Kalp kasilmasinin diizenlenmesinde troponin T molekiiliiniin énemli bir roli
vardir. Kasilmada, aktin ve miyozin filamenti arasindaki etkilesimin olabilmesi i¢in
oncelikle aktin filamentini olusturan troponin kompleksi bilesenleri ile tropomiyozin
arasindaki etkilesimin gerceklesmesi gerekmektedir. Kardiyak troponin T’nin, alfa-
tropomiyozin ve troponin C ile baglandig1 bolgeler bu acidan 6nemli bolgedir. Bahsi
gecen baglanma bdlgelerini kodlayan ekzonlar olduklari i¢in, TNNT2 genine ait 10. ve
13. ekzonlarinin fonksiyonel bir protein kodlamasi agisindan onemli olacagini 6ne
sirmek miimkiindiir. FElimizdeki olgularin fenotiplerine, RI141W ve AK210
mutasyonlarindan farkli mutasyonlarin neden olma ihtimali bulunmaktadir. Bu ihtimal
g6z onilinde bulundurularak 10. ve 13. ekzonlar PZR-SSCP yontemi ile incelenmistir.

Segilen SSCP yontemi ile kullanilan fragmanin stabilitesine bagli olarak %60-80
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dogruluk oraninda mutasyon taramasi yapmak miimkiin olabilmektedir (91). SSCP agik
bir sistem oldugu i¢in yontemi etkileyen pek c¢ok fizik, ¢cevre ve ortam (sicaklik, voltaj,
jel konsantrasyonu, soliisyon pH degerleri vb.) faktorii bulunmaktadir (91). Bu
faktorlerin  tlimiiniin  laboratuvar  sartlarinda sabitlenmesi ile bu ¢alisma
gergeklestirilmistir. Ancak bunlarin tiimiinde tam bir kontrol saglanmasi durumunda
bile yonteme bagli hata paymin yine de calismayr etkileyebilecegi literatiirde de

tartisilmaktadir.

Olusturulan hasta ve konrol gruplarinda, TNNT2 geninin 13. ekzonu SSCP
analizi ile incelenmis ve bir farklilik saptanmamistirdi. TNNT2 geninin 10. ekzonunun
SSCP analizi sonucunda ise, incelenen idiyopatik DKM’li hasta grubu icinden fi¢
olguda ve saglikli kontrol grubundaki bireylerde ve HKM’li kontrol grubunun bir
bireyinde farkli bir bant paterni saptandi. Bu bant paterninin tanimlanmasi i¢in dizi
analizi yapildi. Dizi analizi sonucunda, bu bant paterninin TNNT2 geninin 10. intronik
bolgesinde G>C transversiyonu sonucu yeni bir varyant (IVS10 +57 G>C) oldugu tespit
edildi. Farkli bant paternine sahip olan 6rneklerde bu baz degisimi heterozigot (GC)
iken normal paterne sahip olan orneklerde homozigot (GG) genotipine sahip oldugu

belirlendi.

Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cocuk Saghigi ve Hastaliklar:
Anabilim Dali, Pediyatrik Kardiyoloji Bilim Dali’nda takipli edilen 23 hastanin iigiinde
tespit edilen bir baz degisimi, TNNT2 geninin kodlanmayan bolgesinde meydana
gelmektedir. Ayrica genin splicing bolgesinde de bulunmamaktadir. Bu GC degisiminin
siklig1 hastalarda %13 (n=23) kontrol grubunda ise %2 (n=100) olarak belirlenmistir.
Yapilan istatistik degerlendirmeler sonucunda hasta ve kontrol grubu arasinda anlaml
bir fark bulundugu gosterilmistir (p= 0.003). Elde edilen bu bulgular, saptadigimiz
IVS10 +57 G>C degisiminin DKM fenotipi ile iligkili olabilecegini gostermektedir.
Tespit edilen bu degisiminin saglikli kontrol grubunda da saptanmasindan dolay1 bu
degisim polimorfizm olarak da tanimlanabilir. Klinik septomlarin siddetinde bir
farklilik olusturabilecegi diisiiniilerek bu polimorfizmin hasta grubumuzdaki klinik
bulgularla baglantis1 incelenmistir. Bu degisimi GC heterozigot olarak tasiyan bir
hastada aritmi gozlenmektedir. Diger hicbir hastada aritmi yoktur. Bu hastada kalp
yetmezligi bulunmamaktadir. Ayrica, sol ventrikiiler hipertrofi ve kardiyomegali

bulunmaktadir. Diger iki hastanin birinde kalp yetmezligi, sol ventrikiil hipertrofisi
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bulunmazken kardiyomegalisi oldugu gozlenmistir. Diger bir hastada ise, kardiyomegali
ve sol ventrikiiler hipertrofi gézlenirken kalp yetmezligi gézlenmemistir. Her ailede
farkli mutasyonlarin olabilecegi géz 6niinde bulundurularak hasta ailelerinin bu varyant

acisindan incelenmesi gerekmektedir.

Calismamiz idiyopatik DKM’nin etyolojik nedenlerinin incelenmesi agisindan
az sayida hasta icermektedir. TNNT2 gen mutasyonlari ailesel kalitilan DKM’ye neden
oldugu bildirilmistir. Olgularimizda ise hastalik ailesel olarak geligmemistir. Tiirk
toplumu igin ailesel DKM nin goriilme siklig1 iizerine bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Calismamizda, hasta grubundaki olgu sayisinin azlhigi ve olgularda ailesel dilate
kardiyomiyopati olmamasi1 sebebiyle yeterince veriye ulasilamamis olabilir. Diger
yandan, TNNT2 gen mutasyonlarinin, penetrans diisiikligli gostermesi sebebiyle
mutasyon tagiyan tiim aile bireylerinin bulgu vermiyor olabilecegi ihtimalini de géz ardi

etmemek gerekmektedir.

Idiyopatik DKM’nin genetik nedenlerinin arastirilmasinda mutasyon bulma
olasiliginin arttirilmasi i¢in dogru gen ve yontem se¢ilmelidir. Gen se¢iminde hastaligin
fenotipik bulgular1 géz oniinde tutulmalidir. Ozellikle, mitokondriyal genlerin, distrofin
geninin, troponin kompleksindeki diger aday genlerin infantil ve sporadik DKM nin

patogenezinde rol aldigina iligkin ¢aligsmalar vardir.

Ailesel DKM’lerin %16’sinda resesif kalitim gozlendigi rapor edilmistir. Fakat
resesif kalitim modeli i¢in fazla bir gen tanimlanmamistir. Murphy ve grubu (2000)
resesif idiyopatik dilate kardiyomiyopati i¢in troponin I (TNNI3) genini
tanimlamislardir (68). TNNI3 gen mutasyonu tanimlanan probandin ebeveynlerinin ve
bir kiz kardesinin mutasyonu heterozigot olarak tasidig1 ve elektrokardiyogramlarinda
hicbir klinik bulgu gdstermedigi gozlenmistir. Fakat probandin diger kiz kardesinde
ayni mutasyonun homozigot olarak tasindigi ve klinik olarak DKM bulgularina sahip

oldugu gozlenmistir.

Ruppert ve grubu (2004) ailesel olmayan kardiyomiyopatili hastalarin
mitokondriyal DNA’(mtDNA)larinda farklilik gosterip gostermedigi ve mutasyonlarin
mitokondriyal genomda nasil dagilim gosterdigini incelemistir. Bu grup, mtDNA’da
toplam 458 dizi degisikligi tanimlamistir. DKM’1i hastalarda, normallere gore birgok
yeni dizi degisimleri saptanmistir. DKM’li hastalarda kontrollere goére, NADH

dehidrogenaz alt iinitelerini kodlayan genlerde belirlenen mutasyonlarin sayisinda
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onemli artis (P<0,05) belirlenmistir. Sonu¢ olarak, DKM’li hastalarin mtDNA’larinda
meydana gelen mutasyonlarin kontrollerin mtDNA’larinda meydana gelen
mutasyonlardan daha sik olarak meydana geldigi gosterilmistir (92). Bulunan
mutasyonlarin bazilar1t DKM’nin patogenezinde etkin rol oynayabilir. Ciinkii bu
mutasyonlar evrimsel olarak korunmus aminoasitlerde degisimlere neden olmaktadir ve
degisen aminoasitler ise protein alt iinitelerinin fonksiyonlarinda degisimlere neden
olabilmektedir. Bu mutasyonlarin solunum fonksiyonunda rol alan enzim alt
tinitelerinde de degisime neden olabilmesi sebebiyle mitokondriyal degisikliklerin

DKM’ nin patogenezi ile iliskisi tartisilmaktadir. (92).

Shimizu ve grubu tarafindan DKM i erkek hastalarda distrofin mutasyonlariin
prevalanst %4,4 (3/68) oldugu bildirilmistir. Sporadik vakalarda da distrofin

mutasyonlart saptanmugtir (93).

Cocuklarda DKM’nin, infeksiyoz miyokardit, perinatal asfiksi, dogumsal
metabolizma bozukluklari, noéromuskiiler hastaliklar, koroner arter anomalileri ve
DKM’nin kalitsallig1 gibi bir¢ok etyolojik nedeni olabilir. Cocukluk dénemindeki
DKM, genellikle daha ciddi bir prognoza sahiptir. Buna dayanarak yeni dogan ve geng
fare modelleri olusturularak kardiyak dilatasyon ve kalp yetmezligine yol acan nedenler
bircok calisma grubu tarafindan arastirilmistir. Hall ve grubu tarafindan olusturulan
hayvan modellerinde koneksin 43 seviyesinin azalmasi ile hastaligin septomlarinin
erken bagladigi ve bozulmus kardiyak fonksiyondan once kasilma defektlerinin
olustugunu gostermislerdir (94). Ayn1 ¢alismada, koneksin 43 seviyesinin azalmasi ile
kalp yetmezligine yol agan kasilma defektinin baglangi¢ zamani arasinda bir iligki
oldugunu belirtmiglerdir (94). Farkli bir c¢alismada, trombomodulin asir1
ekspressiyonunun siddetli DKM gelistirdigi ve erken dogum sonrasi donemde genellikle
Olime yol agtigmi bildirmiglerdir (95). Bu durumda ¢ocukluk cagindaki DKM’li
hastalarda koneksin 43 ve trombomodulin proteinlerini kodlayan genlerdeki
mutasyonlarin arastirilmasi hastaligin etiyolojinin aydinlatilmasinda daha aciklayici

olabilir.
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Bu c¢alismadan elde edilen veriler ile literatiirdeki bilgiler karsilastirildiginda,
ortaya ¢ikan tablo mtDNA, distrofin, troponin I, troponin C, koneksin 43 ve
trombomodulin genleri mutasyonlar yoniinden ayrintili arastirilmasi gerektigine isaret
etmektedir. Buna yonelik yapilacak diger calismalar DKM fenotipine etki eden

mekanizmalari belirleme yoniinde yeni bulgular verebilir.

Calismamizda, DKM’li ¢ocuk hastalarda TNNT2 gen mutasyonlari arastirildi.
TNNT2 geninin 10. intronik boélgesinde G>C tranversiyonu sonucu yeni bir varyant
(IVS1057G>C) bulundu. Bu varyantin hastalarda sikligi %13 (n=23), saglikl1 kontrol
grubunda %2 (n=100) olarak bulundu. Istatistiksel olarak hasta ve kontrol grubu
arasinda anlamli bir fark (P=0,003) oldugu gozlendi. Bu varyanti tasiyan hasta ve
saglikli oldugu diisiiniilen kisiler tekrar kardiyolojik muayeneye tabi tutulduktan sonra
varyantin klinik etkisi aydinlatilabilir.
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FORMLAR

GONULLU BILGILENDIRME FORMU

Cahsmamn Kapsami:

Yapilmasi planlanan genetik incelemeler i¢in sizden oncelikle 10 ml periferik
kan Ornegi alinacaktir. Alman kan oOrneginde DNA materyaliniz izole edilerek
saklanacaktir. Olusturulan bu bankada kisi isimleri kullanilmayacak, 6rnekler numarali

olarak korunacaktir.

Arastirilacak olan hastalia neden oldugu diisiinillen 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.

Aragtirma kapsaminda yapilan c¢aligmalarin siiresi kesin degildir ve sonucunda

tedaviye yonelik cevap elde edilmeyebilir.

Arastirma sirasinda genetik test sonuclarinin sizi ve ailenizin psikolojik veya
diger bir yonden etkileyecegini diisiinmeniz durumunda, arastirmadan isteginiz iizere

ayrilabilirsiniz.

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

aktarilmayacaktir.

Aragtirmada, 50 dilate kardiyomiyopati hastasi ile 100 saglikli gonillii yer

alacaktir.

Yapilmast planlanan genetik incelemeler i¢in sizden maddi destek talep

edilmeyecektir.
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GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniilliiye arastirmadan Once verilmesi gereken bilgileri gdsteren
metni okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla
sozkonusu klinik aragtirmaya kendi rizamla hicbir baski ve zorlama olmaksizin

katilmay1 kabul ediyorum.

Géniilliiniin Adi-soyad1, Imzas1, Adresi (varsa telefon no., faks no....)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin

Adi-soyadi, Imzas1, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)
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ETiK KURUL KARARI

ISTANBUL TIP FAKU LTESI .
YEREL ETIK KURUL TUTANAGI

Toplantt Tarihi: 08.09.2004
Toplanti Yeri : Behget Kittiphanesi Pembe Salonu
Toplanti Sayisi: 08

Drot * Nl Cavier «
TOLNU.Oayisi «

“Sorumlu aragtinciiim Deneysel Tip Aragtirma Ens‘utusu Ogretim Uyesi
Prof.Dr.Nihan Erginel Unaltuna’nin,tstlendigi Biyolog Filiz Guglt'ntin  yoratecegi
“Troponin T gen mutasyénlarinin Tirk populasyonundaki dilate kardiyomiyopatili
hastalarda taranmasi” baghkli tek merkezii (tani testi gelistirmeye yénelik) calismasi
kurulumuzda incelendi ve arastirma fonundan desteklendigi takdirde etik yénden bir
sakinca tasimadigi goéraldi, uygulamaya konulabilecedine karar verildi.

Prof.Dr.Ahmet GUL [6)’”%34’0( Prof.Dr.Miibeccel DEMIRKOL 1, geeole
Prof.Dr.Berrin UM AN Prof.Dr.Cahide KKUSU
Prof.Dr.Koray ACARLI . . Prof.Dr.Selim BADUR

Prof.Dr.Pinar SAIP

/3 : prof.DW

Prof.Dr.Veli UYSAL Prof.Dr.Kamil PEMBECI

YR

Prof Dr.Aykan CANBERK

Prof.Dr.Beyhan OMER/Zﬁ

Prof.Dr.Nuran YILDIRIM
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi Filiz Soyadi Gigli
Dog.Yeri |Istanbul Dog.Tar. 28.04.1979
Uyrugu |[T.C. TC Kim No |25723325414
Email filizguclu@yahoo.com Tel
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yih
Doktora
Yiik.Lis. |1.U. Saglk Bilimleri Enstitiisii Genetik Programi 2006
Lisans I.U. Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii 2001
Lise Erenkdy Kiz Lisesi 1996

is Deneyimi (Sondan ge¢mise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Y1)

1. Arastirma Gorevlisi I.U. Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii 2006

2. -

3. -
Yabanc1 |Okudugunu % % UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma® | Yazma Puani Puam
Ingilizce |iyi zay1f orta 60
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhk Sozel
LES Puam 57.829 57.454 57.398
(Diger Puam
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi

Microsoft office Cok iyi
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Yaymlary/Tebligleri Sertifikalary/Odiilleri

Sozlii Bildiri:

Metabolik sendromlu bireylerde Apo E polimorfizminin risk faktorii olarak aragtiriimasi. (SB-016)
Giiglii XXI. Ulusal Kardiyoloji Kongresi, 26-29 Kasim 2005, Antalya.

Poster Bildiri

1)Embriyonik Dokularda N1 Ekspresyonu ve Kalp Gelisiminde Etkisi,

M.Poda, F. Giiclii, N. Kiremit Korkut, N. Erginel — Unaltuna

XX. Ulusal Kardiyoloji Kongresi, 27-30 Kasim 2004, Antalya

2) Troponin T Gen Mutasyonlarinin Idiyopatik Dilate Kardiyomiyopatili Hastalarda Arastiriimasi (P85)
Giiclii F, Demir T, Oztung F, Erginel-Unaltuna N.

VIL. Ulusal Prenatal Tani ve Tibbi Genetik Kongresi, 17-20 Mayis 2006, Kayseri.



