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III. OZET

COCUKLARDA iZOLE ATRIYAL SEPTAL DEFEKT
ILE ROCK2 (RHO-KINAZ) GEN POLIMORFiZMi
ARASINDAKI ILISKININ ARASTIRILMASI
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pr. Ijatice UYGUN
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TEZ DANISMANI
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Atriyal septumda foramen ovale disindaki agikliklar atriyal septal defekt (ASD)
olarak  tanimlanir.  Atriyal septal defektlerin  etyopatogenezi tam olarak
aydinlatilamamigtir. Rho-kinaz sinyal yolaginin, hiicrenin farklilasmasi, ¢ogalmasi,
boliinmesi ve 6limi gibi ¢ok sayida hiicre fonksiyonunda rol oynadigi gosterilmistir.
ASD olusum teorilerinden birisi, transkripsiyon faktorlerindeki mutasyonlara baglh
olarak ortaya c¢ikan gen ekspresyonu ve farklilagmasindaki anormalliklerdir. Bu
caligmada ROCK-2 gen polimorfizmi ile izole ASD arasindaki iligkiyi ortaya koymak
amaclanmstir.

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Pediatrik Kardiyoloji Boliimii
poliklinigine bagvuran, izole ASD tanisi almis hastalar (n=150) ve kalp hastalig1
olmayan saglikli goniilliller (n=150) caligmaya alinmistir. Hastalardan ve kontrol
grubundan alinan kan Orneklerinden DNA izolasyonlar1 yapilmig, PCR yontemi ile
Ekzon 16 ve 26 bolgesi, Real Time PCR yontemi ile Ekzon 10 bolgesi igin SNP (tek
niikleotid polimorfizmi) tespitleri yapilmistir. Kontrol grubundan 22, ASD grubundan
27 kisinin DNA’lar1 ayristirilamadigindan ¢alismadan ¢ikarilmistir.

ROCK2 geni ekzon 10 bolgesi Thr431Asn polimorfizmi i¢in Thr-Thr, Thr-Asn ve
Asn-Asn genotip frekanslar1 ile Thr ve Asn allel frekanslari; ekzon 16 bdlgesi
Asp601Val polimorfizmi i¢in Asp-Asp, Asp-Val ve Val-Val genotip frekanslari ile Asp
ve Val allel frekanslari; ekzon 26 bolgesi Lys1083Met polimorfizmi i¢in Lys-LYys, Lys-
Met ve Met-Met genotip frekanslari ile Met ve Lys allel frekanslar1 incelendi. Kontrol
grubu ile hasta grubu arasinda genotip frekanslar1 ile allel sikliklar1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05).

Sonu¢ olarak, ROCK2 geni Thr431Asn polimorfizmi ile izole ASD arasinda
anlamli bir iligki saptanmamustir (p>0.05).

Anahtar sozciikler: Atriyal septal defekt, Polimorfizm, ROCK2, Rho-kinaz.
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IV. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ASSOCIATION BETWEEN ROCK2 (RHO-
KINASE) GENE POLYMORPHISM AND ISOLATED ATRIAL SEPTAL
DEFECTS IN CHILDREN

Dr. Hatice UYGUN
Recident Thesis, Department of Pediatrics
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Osman BASPINAR
Gaziantep-August 2011, 59 pages

Apertures at atrial septum except foramen ovale are named as atrial septal
defect(ASD). The ethiopatogenesis of ASD’s can not be clearly illuminated. Has been
shown that Rho-kinaz signal pathway plays a role at some critical cellular functions like
cell differantiation, proliferation , division and death. One of the theories about ASD
formation is abnormalities in gene expression and differantiation caused by mutation at
transcription factors. The aim of this study was to investigate the relationship between
ROCK-2 gene polymorphizm and isolated ASD.

The patients who admitted to Pediatric Cardiology department outpatient clinic of
University of Gaziantep Medicine Faculty Hospital and have been diagnosed as isolated
ASD (n=150) and healty volunteers who has no cardiac disease (n=150)was taken into
this study. DNA isolation were made from blood samples of the patients and control
group. SNP (single nucleotide polymorphism) detection was made for exon 16 and 26
by PCR method and for Exon 10 by Real Time PCR method. 22 persons in control
group and 27 patients in ASD group were excluded from the study because of
unsuccesful DNA isolation.

For Thr431Asn polymorphism on Exon 10 region ROCK2 Gene Thr-Thr, Thr-Asn,
Asn-Asn genotype frequencies and Thr —Asn allele frequencies; for Asp601Val
polymorphism on Exon 16 region Asp-Asp, Asp-Val, Val-Val genotype frequencies and
Asp-Val allele frequencies; for Lys1083Met polymorphism on Exon 26 region Lys-Lys,
Lys-Met, Met-Met genotype frequencies and Met-Lys allele frequencies were studied.
There were no statistically significant difference between controls and patients in
genotype frequencies and allele frequencies (p>0.05).

Finally no statistically significant relation between isolated ASD and Thr431Asn
polymorphism on ROCK2 gene has been found (p>0.05).

Key Words: Atrial septal defect, Polymorphism, ROCK2, Rho-kinase.
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1.GIRIS VE AMAC

Atriyal septumda foramen ovale disindaki agikliklar atriyal septal defekt (ASD)
olarak tanimlanir (1.2). Atriyal septal defektlerin kesin nedeni tam bilinmemekle birlikte
hem c¢evresel etkenlerin hem de ailesel yatkinligin etyolojide rol oynadigi kabul
edilmektedir. Cocuklarda atriyal septal defekt sikligi birgok yazara gore degismekle
birlikte tiim dogumsal kalp anormalliklerinin %6-10’unu olusturmaktadir (3). Insidansi
1500 canli dogumda birdir (4). Ancak renkli Doppler ekokardiyografi ile yapilan yeni
calismalarda insidansin daha da yiikksek oldugu (%0.2) bildirilmektedir (5).
Etyopatogenez ile ilgili gesitli hipotezler one siiriilmektedir; atriyal septal defekt
olusumuna, transkripsiyon faktorlerindeki mutasyonlara bagli olarak ortaya ¢ikan gen
expresyonu ve farklilasmasindaki anormalliklerin neden olabilecegi hipotezi, bizi bu
calismay1 yapmaya sevketmistir.(6).

Rho-kinaz sinyal yolagmin, hiicrenin farklilasmasi, c¢ogalmasi, bdoliinmesi ve
6limii, trombosit kiimelesmesi, lenfosit ve fibroblast adhezyonu, aktin hiicre iskeleti
reorganizasyonu, hiicre hareketi ve go¢ii, diiz kas kasilmasi, stres liflerinin olusumu,
aksonal uzama ve tiimOr metastazi gibi hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde
onemli gorevleri oldugunu biliyoruz. Rho proteinleri monomerik GTPazlarin Ras
stiperfamilyasinin Rho subfamilyas: tiyeleridir. Kii¢iik molekiil agirliklt GTP baglayici
proteinler, 20-40 kDA’lik monomerik G proteinleridir. Rho-kinaz yaklagik 1388
aminoasit dizisinden olusur. Bu dizide amino (N) ve karboksil (C) uglar1 bulunmaktadir.
Rho-kinaz, ayn1 zamanda ROCKa veya ROCK2 olarak isimlendirilir. ROCKp veya
ROCK1 Rho-kinazin bir izoformudur. Insanda ROCK1 ve ROCK2 genleri sirasiyla 18.
kromozom (18ql11.1) ve 2. kromozomda (2p24) yer almaktadir. ROCKL1’in akciger,
karaciger, dalak, bobrek ve testiste ROCK2’nin de beyin ve kalpte daha fazla ekprese
edildigi bildirilmistir. Rho-kinaz enziminin hemen hemen her dokuda varligi

gosterilmistir (7-11).



Rho-kinaz yolaginin ASD’nin patogenezinde rolii olabilecegini gosteren insanlar
tizerinde yapilmig ¢aligma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile Tiirk toplumunda ROCK2
gen polimorfizmi (Thr431Asn (ekzon 10), Lys1083Met (ekzon 26) ve Asp601Val
(ekzon 16)) ile ASD arasindaki muhtemel iliskiyi ortaya koymak amaglanmustir. izole
ASD’de erken genetik inceleme ve tanimlama miimkiin olabilirse hastaligin
patofizyolojisinin anlagilmasi, buna dayali olarak daha 0zgiin tedavi yOntemlerinin
gelistirilmesi ailelerin genetik danismanligi yami sira diger kardiyak defektlere model

olusturmasi agisindan yol gosterici olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Atriyal septal defekt

2.1.1 Tanim

Atriyal septumda foramen ovale disindaki agikliklar ASD olarak tanimlanir (1,2).

Defektin lokalizasyonuna goére “sekundum atriyal septal defekt (fossa ovalis
defekti), ostium primum tip atriyal septal defekt, siniis venozus tip atriyal septal defekt
ve koroner siniis tipi atriyal septal defekt” olmak tlizere dort farkli sekilde gortliirler (1).

Defektlerin tiimii gercek interatriyal septumda yer almiyor olsalar da benzer sekilde
interatriyal baglantiya neden olurlar. Izole veya diger konjenital kalp hastaliklar1 ile
birlikte goriilebilirler (1).

[lk olarak Galen normal fetusta interatriyal iliskinin varligin1 gdstermistir. Leonardo
Da Vinci ise 1513 yilinda (Quaderni d’Anatomia,1513) insan otopsilerinde ASD’yi
bildirmistir (12). ASD’nin ilk anatomik tanimimi ise 1875 yilinda Von Rokitansky
yaparken, Bedford ve arkadaslari (13) 1941 yilinda bir kisim hastada ASD’yi klinik

olarak tanimlamislardir .

2.1.2. Embriyoloji

Fetal hayatin ilk 20 giiniinde kalp ve damarlarin gelisimi baslamaktadir. Baslangicta
birbirine paralel iki boru seklinde olan bu sistem 4. haftanin basinda tek bir boru halinde
orta hatta birlesir. Bunu izleyerek kalp tiipiinde bogumlasmalarla atriyum, ventrikiil ve
trunkus bolgeleri belirir (14-16).

Fetal hayatin birinci ay1 sonunda atriyumlar iki loblu bir goriiniim kazanir. Primitif
kalbin septum primum ve septum sekundum olarak bilinen iki septasinin gelisimi ile iki
atriyum olusur. Bu septumlar ortaya ¢ikis zamanlarma gore isimlendirilir. Septum
primum embriyolojik yasamin 4. haftasinda primitif atriyumun 6n alt kisminda, sagittal

bir kivrim seklinde atriyoventrikiiler (AV) kanalin endokard yastiklarina dogru biiyiir



(Sekil 1).

Septum primumun alt kenarindaki agiklik ‘ostium primum’ olarak adlandirilir.
Septum primumun AV kanalin endokard yastiklar1 ile kaynagmasi ve ostium primumun
kapanmasindan 6nce, septum primumda ikinci bir agiklik ortaya ¢ikar. Bu agiklik
septum primumun st kismindaki dokunun rezorpsiyonu ile olugur ve ‘septum primum
ostium sekundum’ olarak adlandirilir. Bu yap1 embriyolojik yasamin 5-6. haftalarinda
olusur. Bu sirada primitif kalpte ikinci bir septum gelismeye baglar. Septum primumun
saginda yer alir ve bu ikinci septum ‘septum sekundum’ olarak adandirilir. Alt ucu
atriyal septumun en alt kismi ile kaynasir. Septum sekundumdaki agiklik konkav sekli
nedeni ile foramen ovale (FO) adin1 alir. Foramen ovale ve ostium sekundum sag
atriyum ile sol atriyum arasinda sagdan sola kan akimina izin verir. Bu sagdan sola
akim fetusta akcigerlerdeki pulmoner damar direncinin sistemik damar direncinden
fazla olmasiyla olusur (17).

Dogumdan sonra septum sekundum ve septum primumun foramen ovale bolgesinde
kaynasmasi ile foramen ovale ve septum primum tiimiiyle kapanir. Ancak yetiskinlerin
%25-35’inde septum primumun kapagi septum sekundum ile tam olarak kaynasmaz ve
foramen ovalenin kapagi olarak davranir. Bu yap1 agilma riski tasir ve patent foramen
ovale (PFO) adin1 alir (2).

Sag atriyum basinct sol atriyum basincindan fazla oldugunda santa izin verir.
Ancak normal bir bireyin postnatal yasaminda sol atriyum basinci sag atriyum
basincindan fazla oldugu i¢in foramen ovalenin kapag: genellikle kapalidir.

Atriyal septasyon ile es zamanli olarak siniis venozusun sag boynuzu sag atriyumla
birlesirken, sol boynuzu ise koroner siniisii olusturur. Sinoatriyal bileskede ice katlanma
ile sag ve sol venoz kapaklar meydana gelir. Sol vendz kapak fossa ovalisin siiperiyor,
posteriyor ve inferiyor kenarlarina fiizyon yaparken sag venoz kapak inferiyor vena
kava ve koroner siniisiin rudimenter kapaklarini olusturur (sirasiyla Eustachian ve

Thebesian kapaklar) (18)
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Sekil 1. Interatriyal septumun embriyolojik gelisim siireci

2.1.3.Etyoloji

Atriyal septal defektlerin kesin nedeni iyi bilinmemekle birlikte hem c¢evresel
etkenlerin hem de ailesel yatkinligin etyolojide rol oynadigi kabul edilmektedir. Atriyal
septal defektler genellikle sporadik olarak olugsa da ailevi olarak da goriilebilir.

Ailevi gecisin en 1yi bilinen 6rnegi Holt Oram sendromudur. Holt Oram tarafindan
1960 yilinda tanimlanmustir. En sik radius yoklugu veya hipoplazisi seklinde {ist
ekstremite anormallikleri ve sag dal blogu veya 1. derece atriyoventrikiiler blok gibi
iletim anormallikleri ASD’ye eslik eder (19).

Li ve ark. 1997 yilinda bir komponenti ASD olan, iist ekstremite anomalileri ile
birlikte giden ve yiiksek penetransli otozomal dominant kalitim paterni gdsteren Holt-
Oram sendromuna, TBX5 teki mutasyonun sebep oldugunu gostermislerdir (20).

Foramen ovale tipi ASD’lerin bir baska ailevi tipi, uzun AV iletili ailevi ASD
sendromudur. Otozomal dominant gecisli olup penetransi ¢ok yliksektir. Ancak
bunlarda iskelet anormalligi gériilmez (13).

Son yillarda sendromik olmayan ve ailesel gegis gosteren ASD alt tipleri
tanimlanmistir. Bunlarla ilgili iki heterozigot gen, NKX2.5 ve GATA-4 tespit edilmistir
(212).

Nadeaua ve ark. (22) 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda transkripsiyon faktori



olan Tbx5, GATA4, NKX2.5’in mutasyonlarinin insanda ASD olusumunda etkili
oldugunu gostermislerdir .

King ve ark. (23) 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda hiicrenin ¢ogalmasi,
farklilagsmasi ve dliimiinde rolii olan transkripsiyon faktorii E2F3’tin kaybinin farelerde
ASD ve bir¢ok konjenital kalp hastaligi olusumunda rolii oldugunu gostermislerdir .

Matsson ve ark. (24) 2007 yilinda yaptiklari ¢alismalarinda 15. kromozom q13—-g21
lokalizasyonundaki alfa kardiyak aktin (ACTC1)’in normal kardiyak morfogenezde
kritik 6nemi oldugu ve eksikliginin ASD olusumuna neden oldugunu gostermislerdir .

Zhu ve ark. (25) 2007 yilinda yaptiklari ¢alismalarinda transkripsiyon faktorii olan
Csx/Nkx-2.5’teki mutasyonlarin memelilerde ASD olusumuna neden oldugunu
gostermislerdir .

Genetik danismanlik yapilirken bu ailesel formlarin taninmasi 6nemlidir. Birinci
derece akrabalarda hastaligin goriilme riski ASD’nin sik goriilen sporadik formunda %3
iken, ailesel formlarinda bu oran %50’e ¢ikmaktadir (26).

Otozomal dominant gegisli Noonan sendromlu olgularin %25’inde ASD
goriilmekte, atriyoventrikiiler septal defektlerin primum ASD komponenti, Down
sendromu, DiGeorge sendromu ve otozomal resesif gegisli Ellis-Van Creveld sendromu
ile birlikte goriilmektedir (27).

2.1.4. Epidemiyoloji

Ekokardiyografi klinik kullanima girene kadar ASD’nin prevalansi tam olarak
ortaya konulamamistir. Ciinkii ¢ogu hasta asemptomatiktir. Bu hastalar kardiyak
kateterizasyon ve anjiografi icin de aday degildir. Ayni1 zamanda sik rastlanilan
kendiliginden kapanma nedeni ile post mortem verilerin incelenmesine dayali klinik
caligmalarin da prevalansi tam olarak gostermedigi diigiiniilmektedir.

Cocuklarda atriyal septal defekt siklig1 bir¢ok yazara gore degismekle birlikte tiim
dogumsal kalp anormalliklerinin %6-10"unu olusturmaktadir (3). Insidans1 1500 canli
dogumda birdir (4). Ancak renkli Doppler ekokardiyografi ile yapilan yeni ¢aligmalarda
insidansin daha da yiiksek oldugu (%0.2) bildirilmektedir (5).

Erigkinlerin %25’inde patent foramen ovalenin varligi bilinmektedir. Ger¢ek ASD
ise erigkinlerin en sik rastlanilan dogustan kalp anomalisidir. Bunun nedeni hastalarin

cogunda ciddi semptom olmadigindan hastalifin gézden kagmasidir.



Cocuklarda ve eriskinlerde ASD’nin kadinlarda erkeklere oranla iki kat daha fazla

goriildiigl bilinmektedir (3). Ancak bunun nedeni hala agiklanabilmis degildir.

2.1.5. Atriyal septum anatomisi

Kalbin sag tarafindan bakildiginda, atriyal septumun interatriyal ve
atriyoventrikiiler boliimlerden olustugu goriilebilir. Interatriyal septum, morfolojik sag
atriyumun anatomik bulgusu olan fossa ovalis ile karakterizedir. Distaki kasli cevre
dokusu at nali seklindeki limbus olup, icteki merkezi ¢ukurlasma fossa ovalisin
kapagidir (28,29).

Limbus ve kapak arasindaki potansiyel atriyumlar arast gegis yoluna (fetal donem
boyunca agik olan) ‘foramen ovale’ denir. Sol taraftan bakildiginda, atriyal septumun
atriyoventrikiiler boliimii mitral aniiliisiin altinda, sol ventrikiil ile sag atriyumun
arasinda kaldigindan, sadece interatriyal boliimii goriilebilir. Ayn1 sekilde fossa ovalisin
limbusu mat bir kapakla kapatilmistir ve bu yilizden sol atriyum tarafindan limbusun
goriilebilmesi miimkiin degildir (30).

Erigkinlerin 2/3’linde foramen ovale anatomik olarak kapalidir, fakat kalan
1/3’tnde agik olup sant ve paradoksik emboli i¢in risk olusturmaktadir. Her iki
atriyumun oldukea biiylidiigii durumlarda atriyal septumun gerilmesi agik olan foramen
ovaleyi edinilmis bir atriyal septal defekte dontistiirebilir. Posteriyor aortik siniis
interatriyal septumun hemen komsulugundadir. Transseptal islem esnasinda fossa
ovalisin kapagmin siirlari igerisinde kalmaya 6zen gosterilmelidir, aksi halde aortik
siniis yirtilabilir (29)

Atriyal septumun atriyoventrikiiler boliimii majér miiskiiler ve minér membrandz
parcalardan olusur ve sag atriyumu sol ventrikiilden ayirir. Bu sol ventrikil ile sag
atriyum arasinda potansiyel bir ge¢is yolu oldugunu agiklar. Atriyoventrikiiler septum
asag1 yukar1 Koch tiggenine denk gelir. Koch tiggeni AV diigiimii ve AV (his) demetinin
proksimal boliimiinii i¢ine alan 6nemli bir anatomik cerrahi bolgedir. Atriyoventrikiiler
septumun miiskiiler boliimii anteriyordaki membrandz septum ile posteriyordaki internal
kardiyak nokta arasinda bulunur. Miiskiiler septumda bir defekt oldugu zaman mitral
aniiliis diiserek trikiispit aniiliistiniin bulundugu seviyeye gelir, boylece defekt primer
olarak interatriyal defekt (primum atriyal septal defekt) adini alir ve AV ileti inferiyora

kayar (29-31).



2.1.5.1. Sag atriyum

Krista terminalis olarak isimlendirilen belirgin internal kas ¢ikintisi sag atriyum
serbest duvarini, koroner siniisii ve vena kavayi bulunduran piiriizsiiz yiizeyli posteriyor
bolge ve miiskiiler anteriyor bolge olmak iizere ikiye ayirir. Miiskiiler anteriyor bdlge
sag atriyal apendiksi de olusturan paralel pektinat kaslarla kaplidir (28,30).

Sag atriyal apendiks sag aortik siniisiin yakin komsulugunda olup proksimal sag
koroner arterin ilizerinde uzanir. Pektinat kaslar1 arasinda sag atriyum serbest duvari
kagit kadar incedir, dolayisi ile kateter ile kolaylikla yirtilabilir (28,30).

Inferiyor vena kava kan akimi Ostaki kapagmin etkisiyle foramen ovaleye,
siiperiyor kan akimi ise trikiispit kapaga dogrudur (30). Bundan dolay:1 transseptal
kateterizasyonu inferiyor vena kava yolu ile gerceklestirmek daha kolaydir. Ayni
mantikla sag ventrikiil apeksinde yapilacak bir islemin siiperiyor vena kava yolu ile
gerceklestirmesi daha kolaydir.

Sag atriyumun endokrin fonksiyonlart da vardir. Sag atriyum dilatasyonu veya
konjestif kalp yetmezligi gibi durumlarda atriyal natritiretik peptid salgilar, sodyum ve

viicut s1visinin diizenlenmesinde kardiyorenal sistemin bir parcasi olarak rol oynar (2).

2.1.5.2. Sol atriyum

Pulmoner venlerin agizlari sol atriyal boglugun posterolateral (sol pulmoner venler)
ve posteromediyal tarafinda (sag pulmoner venler) bulunur. Sol ve sag iist pulmoner
venler anterosuperiora dogru yonelirken, alt pulmoner venler posteriyor atriyal duvara
dik bir aciyla sol atriyuma girerler (28,30). Sol atriyal kas lifleri pulmoner venlerin igine
dogru bir miktar uzanir.

Atriyal appendiks anterolateral bolgede bulunur ve sol sirkiimfleks arterin veya bazi
kisilerde sol koroner arterin iizerinde, sol atriyoventrikiiler olukta uzanir (29).

Sol atriyal appendiks sag atriyal apendiksten daha kiiciik, daha kivrimlidir ve
piramit sekline daha az benzer (28,30). %80 oraninda birden fazla loba sahiptir (en sik
iki lobludur fakat dort loblu da olabilir). Yasa ve cinsiyete bagli olarak apendiksin
boyutlarinda da farkliliklar olabilir. Sag atriyal serbest duvarmin aksine solda krista
terminalis bulunmaz ve pektinat kaslar1 apendiks disinda yoktur. Koroner siniis sol

atriyumun posteriyor duvari boyunca sol atriyoventrikiiler olukta uzanir.



2.1.6. Atriyal septal defekt tipleri

2.1.6.1. Ostium sekundum ASD (Fossa ovalis defektleri )

Gergek atriyal ‘septal’ defektler, fossa ovalisteki defektler olup sekundum ASD
olarak isimlendirilirler. En sik goriilen formdur (%70-80). Miiskiiler interatriyal katlanti,
septum olarak adlandirilir ve fossanin yoklugu veya perforasyonu sekundum defekti

olusturur(32). Sekundum ASD’ler tek ya da multipl (pencereli atriyal septum) olabilirler
(17).

2.1.6.2. Siniis venozus ASD

Tiim ASD’lerin % 5-10’unu olusturur. Siniiz venosus tipi ASD siiperiyor vena kava
girisi ile yakin iligki icerisinde olup atriyal septumun siiperiyor kisminda yerlesmistir.
Nadiren inferiyor vena kava agzinda yer alirlar. Sadece anteriyor rimi bulunur (2).
Siklikla bir veya daha fazla pulmoner ven (genellikle sag akcigere ait olanlar) anormal
olarak siiperiyor vena kavaya drene olurlar. Bazen defekte siiperiyor vena kava da dahil
olur; bu durumda sistemik vendéz kanin bir kismi sol atriuma girer, fakat nadiren
siyanoza neden olur.

Ekokardiyografi ile bir siniis venozus ASD saptandig1 zaman, iligkili parsiyel venoz

doniis mutlaka arastirilmalidir.

2.1.6.3. Koroner siniis tipi ASD

Nadir olarak goriiliir. Koroner siniis ¢atisinin  gelisimsel eksikligi sorumlu
tutulmaktadir (2). Fossa ovalis’in anteriyor inferiyor kisminin defektidir. Koroner siniis
ile sol atriyum arasindaki atriyal septum dokusunun kismen veya tamamen yoklugu ile

karakterizedir. Bir¢ok vakada persistan sol siiperiyor vena cava mevcuttur (32).

2.1.6.4. Ostium primum ASD

Atriyal septumun biiyiik kismimin defektif oldugu tiptir. Bu hastalardaki temel
anomali atriyal septal defekt i¢indeki bir soldan saga sant ile mitral kapak yetersizliginin
(bazen trikiispit) bilesimidir. Primum ASD ayni zamanda parsiyel atriyoventrikiiler
septal defekt olarak da bilinir. Sant genellikle orta ile biiyliik derecede olup, mitral

yetersizligin derecesi hafif ile orta diizeyde ve pulmoner arteriyel basing tipik olarak
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normal veya sadece hafif¢e artmistir (17). Mitral kapak her zaman yarik seklindedir ve

birgogu asemptomatiktir.

2.1.7. Patent foramen ovale (PFO)

Fetal hayatta sag atriyumdan sol atriyuma dogru normal interatriyal baglantiy1
saglayan foramen ovale, postnatal donemde pulmoner vendz doniis artip sol atriyum
(LA) basinci sag atriyum (RA) basincinmi gegince, fossa ovalis valvinin limbusu {lizerine
basilmasi ile fonksiyonel olarak kapanir. Yasamin ilk yilinda limbus ve valv arasinda
fibroz adezyonlarin olugmasi ile tam anatomik kapanma gerceklesir. Normal toplumun
%25-30’unda bu birlesme olmaz, ancak LA basimnct RA basincindan daha yiiksek
oldugu siirece valv limbus iizerine kapali kalacagindan interatriyal sant goriilmez. Bu
duruma ‘patent foramen ovale’ adi verilir. Sag atriyal dilatasyona sekonder olarak
limbus gerilip kapak valv ile arasi agilirsa, foramen ovaleden kardiyak siklus boyunca
interatriyal sant goriiliir, akkiz bir ASD olarak nitelendirilecek bu duruma ‘valviiler

inkompetan foramen ovale’ ad1 verilir (15,33-36).

2.1.8. Atriyal septal anevrizma

Fossa ovalis valvinin dokuca fazlaligi nedeni ile meydana gelir. Atriyal septumun
sag veya sol atrium i¢ine dogru >10 mm uzanmasidir. Zamanla gerileme egilimindedir.
Bebeklerde daha siktir. Patent foramen ovale, sekundum ASD ve mitral valv prolapsusu

ile birlikte sik goriiliir (33 ,37).

2.1.9. Atriyal septal defektlere eslik eden anomaliler

Tiim ASD’lerin %14 iinde pulmoner vendz doniis anomalisi goriiliir (siniis venozus
ASD’lerde %83, sekundum ASD’lerde %3). Mitral valv prolapsusu mitral kleft, mitral
yetmezlik, triispit yetmezligi, ventrikiiler septal defekt (VSD), patent duktus arteriyozus
(PDA), pulmoner darlik, aort koarktasyonu ASD ile birlikte sik goriilen kardiyovaskiiler
sistem anomalileridir (15,38).

Primum ASD’lerle birlikte diger ASD tipleri, sol persistan siiperiyor vena kava,
VSD, PDA, pulmoner darlik, sol ventrikiil ¢ikis yolu darliklar1 ve aort koarktasyonu

goriilebilir.
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2.1.10. Patofizyoloji

Postnatal ilk birkag hafta icinde pulmoner vaskiiler direng diiser, sag ventrikiil (RV)
kompliyans1 artar, boylece ASD’den sol-sag sant artar (39,40). Atriyal septumdaki
defekt nedeni ile LA’dan RA’ya gegen kan RV tarafindan akcigere pompalanir.
Pulmoner kan akimi sistemik kan akimina oranla artmistir. Biiylik defekt s6z konusu
oldugunda kronik sol-sag sant sag tarafli kalp yapilar iizerinde hacim yiiklenmesine
neden olur. Trikiispit ve pulmoner kapak anulusu genisler, kapaklarda yetersizlik
gelisebilir. Ayrica ana pulmoner arterin genislemesi goriilebilir.

ASD’den santin yoniinii LA ve RA’nin nispi basinglart belirler. Atriyal basinglar
ilgili olduklar1 ventrikiillerin dolusa kars1 direnci ve esnekligi ile belirlenir. Bu nedenle
olusan santin diizeyi, LV ve RV nin goreceli esnekligine baglidir (14,41).

Dogumda RV ve LV esnekligi birbirine ¢ok yakindir, bu nedenle neonatal donemde
sant ¢ok azdir. Pulmoner vaskiiler diren¢ azaldik¢ca ve RV karakteristik olarak ince
duvarli seklini aldikca RV’nin dolusa kars1 direnci azalir ve ASD’den gegen sol-sag sant
zamanla artar. Ayrica yasla birlikte LV esnekligi de azalir bu da sol-sag sant1 artirir. LA
basinct tiim kalp siklusu boyunca RA basincini astig1 i¢in sol-sag sant devamlidir. Sol-
sag basing farklar1 ventrikiil sistoliiniin ikinci yarisinda en belirgindir. Sol atriyumun V
dalgasi sirasinda farkli bir pik olusur. En fazla sol-sag sant bu sirada olusur (41,42).

Atriyal septumdan gecen sol-sag sant ekspiryumda gdgiis i¢i basincinin artmast ile
artar, inspiryumda gogiis i¢i basincinin azalmasi ile azalir. Sag-sol santta durum tam
tersidir. Sag ventrikiil hipertrofisi ve pulmoner vaskiiler hastalik kalp siklusu sirasindaki
sag-sol santin siliresini ve diizeyini artirir (41,42).

Defektin ¢ap1 sant miktarin1 belirlemede ikincil rol oynar. Klasik olarak ASD de
defekt capinin sant miktari ile iliskisi olmadig1 kabul edilirse de son zamanlarda defekt
capt ve defekt alani ile pulmoner akimin (Qp) sistemik akima (Qs) orani (Qp/Qs)
arasinda anlamli iliski oldugu gosterilmistir (43).

Capt <6 mm, Qp/Qs <1.5, sag ventikiil yiiklenmesi olmayan, interventrikiiler
hareketleri normal, pulmoner arter basinct <30 mmHg olan izole defektler kiiciik ASD;
capt >7 mm, Qp/Qs >1.5, sag ventrikiil yiiklenmesi olan izole defektler orta-genis
ASD’ler olarak nitelendirilir (18).

ASD’li bebeklerde semptomlarin belirgin olmamasi, erken yasamda sag ventrikiiliin

miiskiiler duvarinin kalin ve esnekliginin diisiik olmasina baghdir. Bebek biiytidiik¢e ve
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pulmoner vaskiiler direng diistiikce, sag ventrikiil duvari incelir ve ASD’den gecen
soldan saga sant artar (2). Kalbin sag tarafindan kaynaklanan biiyiik kan akimi sag
atriyum ve ventrikiiliin genislemesine ve pulmoner arterin dilatasyonuna neden olur. Sol
atriyum genisleyebilir ancak, sol ventrikiil ve aort normal biylkliiktedir. Artmis
pulmoner kan akimina ragmen pulmoner arteriyel basing, pulmoner ve sistemik
dolasimlar arasinda yiiksek basingli baglantinin olmamasindan dolayr genellikle
normaldir.

Pulmoner vaskiiler direng, eriskin donmede artmaya baslamaktadir. Bu da santin
ters donmesine ve klinik olarak siyanoza neden olabilmektedir. Bu durum ¢ocukluk ¢agi
boyunca genelde goriilmemektedir (17). Pulmoner vaskiiler obstriiktif hastalik vakalarin

% 5-10’unda bildirilmektedir (33,44).

2.1.11.Klinik belirti ve bulgular

ASD’li bebeklerin ¢ogu asemptomatiktir. Fizik muayenede sol ikinci interkostal
aralikta yumusak bir sistolik iifiirlim, ikinci sesin genis ve ¢ift olarak duyulmasi ile
tesadiifen fark edilir (2).

Semptomlar yasa ve santin biiyiikliigine baglidir. ileri derecede biiyiikk bir
sekundum ASD bile, ¢ocukluk ¢aginda nadiren kalp yetersizligi olusturur. Ancak
primum ASD’lerde sol AV kapak yetersizligi nedeni ile kalp yetersizligi daha sik
goriiliir. Kiiclik ¢ocuklarda hafif biiylime geriligi bulunabilirken; daha biiyilik cocuklarda
egzersiz kapasitesinde azalma goriilebilir (17).

Orta derece santi olan biiyilk ¢ocuklar genelde asemptomatiktir. Biiylik santli
cocuklarda c¢abuk yorulma, dispne goriilebilir ve yakinmalar ¢ocuk biiyiidiik¢e artar.
Kalp yetersizligi ve tekrarlayan alt solunum yolu enfeksiyonlar1 goriilebilir. Cocukluk
cagindaki bu nispeten selim seyrinin aksine eriskinlerde yasin ilerlemesi ile yasam
kalitesi olumsuz etkilenir ve onemli derecede mortalite ve morbiditeye neden olur.
Yasla birlikte santin artmasi kalp yetersizligini artirip 30’lu yaslardan sonra pulmoner
hipertansiyona bagli olarak pulmoner vaskiiler obstriiktif hastalik oranini giderek
artirabilir. Kronik atriyal hacim yiikii hastalarda atriyal flatter, fibrilasyon, tasikardi gibi
disritmilere zemin olusturur. Disritmiler yasla birlikte artarak mortalite ve morbiditenin
en 6nemli nedenlerinden birini olustururlar. Paradoksal emboli ve disritmiye ikincil

olarak gelisen tromboembolik olaylar da 6nemli sorun olusturabilir (14,45,46).
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2.1.12. Fizik muayene

Biiylik santli hastalarda prekordiyum belirgin ve kalp vurusu hiperdinamiktir. Sol
parasternal kenar ve subksifoid bolgenin palpasyonunda asir1 dinamik ve genislemis sag
ventrikiil vurusu hissedilebilir (13).

Her ne kadar sik goriilmese de izole ASD’li hastalarda pulmoner vaskiiler hastalik
gelistigi zaman buna bagli siyanoz goriilebilir.

Soldan saga sant nedeni ile artmis olan kan akimi pulmoner kapaktan gecerken
ejeksiyon tipinde 2. interkostal aralikta duyulan sistolik {ifiirime neden olur. Genellikle
trill yoktur. ASD’nin karakteristik dinleme bulgusu ikinci sesin genis ve sabit
ciftlesmesidir. Biiyiik sol-sag santli ve pulmoner arter basinct normal olan hastalarda
duyulur (32).

Qp/Qs orani 2/1°den biiyiik oldugu zaman trikiispit kapaktan gecen kan miktari
artar ve sternum sol alt kenarinda erken middiyastolik iifiiriim duyulur (47). ASD’de

ayrica pulmoner arter dilatasyonundan kaynaklanan diyastolik iifiiriim duyulabilir (32).

2.1.13. Tam

2.1.13.1. Elektrokardiyografi

Genellikle siniis ritmi goriilmekle birlikte bazen bazi hastalarda kavsak ritmi veya
supraventrikiiler tagikardi ya da atriyal flatter goriilebilir. Biiyiik hastalarda 1. derece
AV blok goriilebilir veya PR mesafesi uzayabilir (48). Vakalarin yarisinda RA
yiiklenmesine bagli P dalgasi sivridir (2). QRS kompleksinin siiresi genellikle uzamigtir
ve Kkarakteristik olarak V1 derivasyonunda inkomplet sag dal bloguna bagli rsR’ veya
rSr’ paterni goriilebilir. Bu durum RV voliim yiiklenmesini gosterir (13). Ugiincii
dekattan sonra ASD’li hastalarda atriyal disritmiler, 6zellikle de atriyal fibrilasyon,

flatter ve supraventrikiiler tasikardi yiiksek oranda goriiliir (13,14).
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2.1.13.2. Telekardiyografi

Kiiciik bebekler ve sant miktar1 ¢ok kiigiik erigkinlerde telekardiyografi genelde
normaldir. Onemli sol-sag sant oldugu zaman sag ventrikiil dilatasyonuna bagl hafif
veya orta diizeyde kardiyomegali ve pulmoner vaskiiler golgelerde artig goriilebilir. Ana
pulmoner arter ve dallarinin genislemesi ve aort kavsinin genis olmasi karakteristiktir.
Pulmoner vaskiilarite artisi ve pulmoner belirginlesme santin biyiikligli ve yasla
orantili olarak artar. Pulmoner vaskiiler hastalik gelisirse, ana pulmoner arter hizla
genisler ve periferal damarlanma azalarak silinir (13).

Sekundum ASD’de normal goriinimde olan sol ventrikiil, parsiyel

atriyoventrikiiler defektlerde mitral yetersizligine bagl olarak genislemistir.

2.1.13.3 Ekokardiyografi

Iki boyutlu ekokardiyografi ile sag atrium ve sag ventrikiildeki genisleme ve ASD
goriiliir (49). Subkostal goriintii yontemi ASD tanisinda en etkili tan1 yontemlerindendir.
Ciinkii atriyal septum en iyi bu pozisyonda goriiliir (2). M-mod ekokardiyografi ile
ozellik gosteren bulgu saptanmaz. Sadece anormal septal hareket goriilebilir (50). iki
boyutlu ekokardiyografi ASD’nin, RA ve RV boyutlariin direkt olarak goriilmesini ve
morfolojinin degerlendirilmesini saglayan yararli, noninvaziv tan1 yontemidir (13). iki
boyutlu ekokardiyografi, ASD’nin direkt goriilmesinin yanisira RA, RV ve pulmoner
arterin genislemesini ve septumun paradoksal hareketlerini de gosterir.

Doppler ekokardiyografi, atriyal seviyede sol-sag santin akimini saptayabilir (39).
Karakteristik olarak ASD’den gecen sant kiiciik defektlerde akim yoniinde tiirbiilans
akim gosterirken, genis defektlerde ise laminar akim gdosterir. Sekundum ASD’de atriyal
sant ge¢ sistol ve erken diyastolde olusur. Doppler teknigi Qp/Qs orani hakkinda
yaklasik bilgi verir (51).

Renkli akim Doppler ekokardiyografi ile ASD’den kan akimi gecisi ve hacmi
kolayca goriilebilir (52). Ayrica sag ventrikiil sistolik basinci ve pulmoner arter basinci
hesaplanabilir (2).

Transozefagial goriintiileme tekniklerinin gelisimine paralel olarak c¢ocuklarda
dogumsal kalp hastaliklarinin tanisinda ve tedavisinde girisimsel uygulamalarda yol
gostericiligi ile transozefagial ekokardiyografi (TOE) uygulama alani bulmustur

(53,54). TOE’nin o6zellikle girisimsel kardiyolojide ASD’lerin kapatilma islemi
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sirasinda floroskopi ile es zamanli kullanimi rutin protokollerde yer almaktadir (55,56).

TOE girisimsel islem 6ncesinde atriyal morfoloji hakkinda bilgi verir, interatriyal
septumun uzunlugu, ASD’nin normal veya islem sirasinda Gl¢iim balonu ile gerilmis
cap1 Olgiilebilir, kenarlarin atriyoventrikiiler kapaklarla iligkilerinin belirlenmesini
saglayabilir (55,57).

Ug boyutlu ekokardiyografi ASD’nin septumdaki pozisyonu, sekli, boyutlar,
kardiyak siklus boyunca degisimi ve komsu yapilarla iligkisini en iyl gosteren
yontemdir. Iki boyutlu ekokardiyografiden farkli olarak defektin tam karsidan
goriintlilenmesine olanak verir (58,59).

Kalp kateterizasyonu ise ekokardiyografinin gelisiminden 6nce, ASD tanisinda
temel tan1 yontemi olarak kullanilmaktaydi, ancak su an i¢in sekundum ASD’nin tanisi
icin gerekli degildir. Bircok hastada klinik ve girisimsel olmayan tekniklerle tani
konulabilmektedir. Pulmoner vaskiiler hastalik ve ilave kardiyak anomalilerin

saptanmasinda halen 6nemli yeri vardir.

2.1.14. Tedavi

2.1.14.1. Cerrahi tedavi

Gliniimiizde biiyilk c¢apli ASD’li hastalarda dahi cerrahinin elektif yapilmasi
konusunda genelde fikir birligi vardir. Daha onceleri ¢cocuk ve geng eriskinlerde Qp/Qs
> 1.5/1 ise ilk tercih cerrahi idi. Ancak bir¢ok ASD’li bebegin bu durumu ¢ok 1yi tolere
etmesi ve ASD’nin kendiliginden kapanma sans1 olmas1 nedeni ile genelde dort yasina
kadar beklenmektedir. Dort yasindan sonra ertelemenin avantaji yoktur. Kalp
yetersizligi ve pulmoner hipertansiyonu olan bebek ve kiiciik cocuklarda erken
operasyon gerekebilir (60).

Atriyal santin kiigiik oldugu veya belirgin pulmoner hipertansiyonun mevcut oldugu
olgularda cerrahi tedavi tartigmalidir. Ciinkii kiiclik defektler genellikle 1yi prognoza
sahiptir. Bu nedenle kiigiik defektleri kapatmanin yarari, kardiyo-pulmoner by-pass’in
riski ile karsilastirilirsa operasyonun risklerinin kiigiik defektleri kapatmanin yararindan
cok daha fazla oldugu goriiliir. Benzer sekilde ilerlemis pulmoner vaskiiler hastalik

mevcut ise operasyonun mortalite ve morbiditesi yiiksek olacaktir (41).
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2.1.14.2. Kateter Yontemi ile Defektin Onarimm

Atriyal septal defektin transkateter ile kapatilmasi acik kalp cerrahisine alternatif
bir yontem olarak yaklasik olarak otuz yildir kullanilmaktadir.

ASD onarimi i¢in giiniimiizde Amplatzer septal okliider, uygulama kolaylig

olmasi, bagar1 oraninin yiiksek olmasi ve giivenli bir sekilde kullanilabilmesi nedeni ile

daha ¢ok tercih edilmektedir (61,62) (Sekil 2).

Sekil -2: Amplatzer septal okliider

Atriyal septal defektin transkateter yontemi ile kapatilabilmesi igin atriyal septanin
kenarlarinin ve yapisinin iyi bilinmesi gerekir. Hangi cihaz ile onarim yapilirsa yapilsin
tim cihazlarda uygulama teknigi anjiografik goriintileme ve balon ile defektin
Ol¢limiinii igerir. Daha sonra uygun boyuttaki cihaz, tasiyici katetere yiiklenerek defekt
bolgesine tasinir. Cihazin yerlestirilmesi, saliverilmesi ve yerine sabitlenmesi
transozefagial ekokardiyografi ve floroskopi esliginde yapilir. Islemden hemen sonra
defektten kii¢iik rezidiiel kacak 6zellikle renkli dopler ekokardiyografi ile sik¢a goriiliir.
Bir¢ok hastada rezidiiel sant kendiliginden kaybolur. Islemden bir yil sonra bu

hastalarin sadece %5-10’unda rezidiiel sant izlenmektedir (63).
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2.1.14.2.1.Perkiitan ASD kapatilma kriterleri

1. Defekti cevreleyen atriyal dokunun hayati kardiyak yapilara (mitral kapak,
triklispit kapak, vena kava siiperiyor, sag iist pulmoner ven, koroner siniis) uzaklig1 4-5
mm’den fazla olmali

2. Anteriyor, posteriyor ya da inferiyor kenarlardan en az ikisi saglam olmali

3. Siiperiyor kenar1 eksik defektlere sag iist pulmoner vene yakinligi nedeni ile

uygulanmaz.

2.1.14.2.2. Transkatater kapatmaya bagh olusabilecek komplikasyonlar
Kardiyak perforasyon
Cihaz malpozisyonu
Emboli

Rezidiiel sant
Vaskiiler travma
Trombiis

AV kapak yetmezligi
Atriyal aritmi
Infektif endokardit
10. Ani 6lim

© 0 N o g bk~ wDhPE

Emboli ve malpozisyona siklikla cerrahi miidahale gerekmektedir (64). Emboli
riski literatirde %1 olarak bildirilmistir. Ulkemizde yaklastk %0.5 civarinda
bildirilmektedir (2,63).

Transkateter kapatma sonras1 goriilen elektrokardiyografik anormallikler; prematiir
atriyal kontraksiyon, atriyal flatter, atriyal fibrilasyon, supraventrikiiler tagikardi, ST
elevasyonu ve AV bloktur (65).

Islemden alti ay sonrasmma kadar infektif endokardit proflaksisine devam

edilmelidir.

2.1.14.2.3. Transkateter ASD kapatilmasinin kontrendikasyonlari
1. Siniis venozus tipi defekt olmasi

2. Primum ASD’ler
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3. Pulmoner vaskiiler hastalik gelismis olmasi
4. Biytik defektler

5. Yetersiz kenarlarin olmasi (< Smm)

2.1.14.2 4. Transkateter yontem ile kapatmanin avantajlari:

En Onemli avantaji perkiitan yolla kapatma isleminin gerceklesmis olmasi ve
dolayis1 ile psikolojik etkilerinin daha az olmasidir. Skar gelismemesi, daha kisa
hastanede yatis siiresinin olmasi ve yogun bakim izlemi gerektirmemesi hem hasta hem
de aile acisindan 6nemli faktdrlerdir. Islem sirasinda atriyal miyokard etkilenmedigi i¢in

aritmi riski oldukca diisiiktiir (66).

2.1.15. Atriyal septal defektlerin dogal seyri

Eslik eden baska kardiyak defekt yok ise ve defekt ¢ok biiyiikk degilse oldukga
iyidir. Bir¢ok hasta altinci-yedinci dekada kadar sikayetleri olmadan yasar (12,67).
Bebeklerde kii¢iik ASD’lerin  kendiliginden kapanma oran1 %4-66 arasinda
bildirilmektedir (68). ASD’nin kendiliginden kapanmasinin 2-8 yaslar arasinda oldugu
belirtilmekte, ancak kapanma mekanizmasi tam bilinmemektedir. 2 yasindan kiigiik
hastalarda cerrahi tedaviye karar vermeden oOnce kendiliginden kapanma
olabileceginden hastanin ¢ok iyi degerlendirilmesi gerekmektedir (2).

Kendiliginden kapanma siklig1 ve zamaninin ASD’nin ¢ap: ile ters orantili oldugu
kabul edilmektedir (2). Bazi1 yazarlar, defekt ¢apt 3 mm’den kii¢iik olan hastalarin takip
edilmeyecegini, defekt capt 3-5 mm veya 5-8 mm olanlarin ise 12. ve 15. ayda
degerlendirilebilecegini ¢iinkii bu donemde degerlendirildiginde vakalarin %80’inin
kapanmis oldugunun goriilecegini bildirmektedir (69).

Orta ve biiylik ¢apli ASD’li cerrahi tedavi yapilmayan hastalar genellikle {iglincii
dekada kadar semptomatik degildirler, daha sonra progresif olarak semptomatik hale
gelirler (41).

Pulmoner vaskiiler hastalik, tedavi edilmemis ASD’li hastalarin %5-10"unda, daha
stk olarak da kadinlarda goriiliir (70). Genellikle 20 yasindan sonra olusursa da, ¢ok
nadiren erken c¢ocukluk caginda da gelisebilir (71). Pulmoner vaskiiler hastaligin
nedenleri, hangi hastalar ve hangi yasin risk olusturdugu konusunda tartismalar devam

etmektedir (2).
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2.1.16. infektif endokardit profilaksisi

ASD’den gecen sant akim hizi diisiik oldugundan izole sekundum ASD’lerde
infektif endokardit gelisme riski normal toplumdan farkli degildir, bunlarda infektif
endokardit riski tasiyan iligkili anomaliler yoksa profilaksi Onerilmez. Ancak defekt
kapatildiktan sonra 6 ay siire ile profilaksi gereklidir. Primum ASD ise; daima
atriyoventrikiiler septal defekt kompleksinin bir varyanti oldugundan, AV kapak

malformasyonu agisindan orta risk grubuna girer ve yasam boyu proflaksi onerilir (72).

2.1.17. Yasam kalitesi
ASD’si ¢ocukluk caginda kapatilan hastalari uzun dénem izleminde (20-30 yil)
yasam kalitelerini kendi goriislerine gore normal, kisisel ve sosyal iligkilerinin iyi,

egitim diizeylerinin yasadiklar {ilke ortalamasinin da iizerinde oldugu goriilmiistiir (73).

2.2. Rho-kinaz sinyalizasyon yolag

2.2.1. Rho proteinleri

Rho proteinleri, monomerik GTPazlarin Ras siiperfamilyasinin Rho subfamilyasi
tiyeleridir. Rho geni ilk olarak 1985’de bir deniz salyangozu olan Aplysia’dan bir Ras
homologu olarak klonlanmis ve bunu kisa siire sonra ii¢ insan homologu RhoA, RhoB,
RhoC’nin bulunmasi izlemistir (74). Kii¢iik molekiil agirliklt GTP baglayici proteinler,
20-40 kDa’luk monomerik G proteinleridir. Memeli Rho ailesi en az 10 farkli iiyeden
olusur. Bunlar: Rho izoformlar1 olan RhoA, RhoB, RhoC, RhoD, RhoE, RhoG; Rac
izoformlar1 olan Racl, Rac2; Cdc42 izoformu ve TC10 izoformudur (75).

RhoA, RhoB ve RhoC’nin efektor bolgeleri ayni aminoasid dizilimine sahiptirler ve
bu GTPaz proteinlerin hiicresel fonksiyonlar1 benzerdir. Rho’nun agiklanan c¢ogu
fonksiyonu RhoA ile yapilan caligmalara dayanmaktadir (76). RhoA, viicutta en fazla
bulunan ve en ¢ok calisilan Rho proteini alt tipidir 77).

Kiiciik G proteinleri olan Rho alt tipleri, GDP, GTP, GTPaz aktivitesi ve efektorleri
ile etkilesmekten sorumlu aminoasit dizilimine sahiptirler. Sentezlendikten sonra
lipidler ile posttranslasyonel degisikliklere gereksinim duyarlar. Bu lipid yapilar
genellikle, palmitoil, farnesil ve geranilgeranil’dir. Kiiciik G proteinlerinin lipid

modifikasyonu, bunlarin aktivitelerini yerine getirebilmeleri ic¢in gereklidir (78).
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Rho’nun aktive olabilmesi igin geranilgeranillenmis C-terminal ucu ile membrana
tutunmasi gerekir. Guanin niikleotid degisiminden sonra Rho; Rho-kinaz (ROCK),
protein kinaz N, rhophillin, rhotekin, citron, p140 mDia ve fosfolipaz D gibi alt
efektorlerlerini aktive eder (79). Kiiclik G proteinlerinin GDP-bagh inaktif ve GTP-
bagl aktif olmak iizere birbirine doniisebilen iki formu vardir. Bu doniisiim ii¢ grup
protein tarafindan diizenlenir (Sekil 3).

Bunlar:

1- GTPaz aktive edici proteinler (GAPs, Rho’nun intrinsik GTPaz aktivitesini
arttirarak GTP bagli Rho’nun inaktivasyonunu kolaylastirir).

2- GTPaz aymrici inhibitorler (GDIs, bazi Rho ailesi GTPazlarinin membrana
baglanmalarini inhibe eder. Niikleotid ayrilmasini ve bdylece aktivasyonunu onler).

3- Guanin niikleotid degistirici faktor (GEF, inaktif GDP-Rho’yu aktif GTP Rho’ya
dondstiiriir) (80,81).

-~ G protemn keneth
Buywmwe hormonu resepty  ntegrms: Sitokin

Sekil 3: Rho aktivitesinin diizenlenmesi. PKN; protein kinaz N

Rho-kinaz sinyal yolaginin, hiicrenin farklilagmasi, ¢cogalmasi, béliinmesi ve 6liimii,
trombosit kiimelesmesi, lenfosit ve fibroblast adhezyonu, aktin hiicre iskeleti
reorganizasyonu, hiicre hareketi ve gocii, diiz kas kasilmasi, stres liflerinin olusumu,

aksonal uzama ve tiimOr metastazi gibi hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde
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onemli gorevleri oldugu bilinmektedir (82-84).

2.2.2. Rho-kinaz

Rho-kinaz yaklasik 1388 aminoasit dizisinden olusur. Bu dizide amino ve karboksil
uclart bulunmaktadir. Rho-kinaz, ayni zamanda ROCKa veya ROCK2 olarak
isimlendirilir (85). ROKp (veya ROCK1) Rho-kinazin bir izoformudur (86). insanda
ROCK1 ve ROCK2 genleri sirasiyla 18. kromozom (18q11.1) ve 2. kromozomda (2p24)
yer almaktadir (87). ROCK1’in akciger, karaciger, dalak, bobrek ve testiste ROCK2 nin
de beyin ve kalpte daha fazla ekprese edildigi bildirilmistir. Rho-kinaz enziminin hemen
hemen her dokuda varlig1 gosterilmistir (88).

Rho kinazin N terminalinde kinaz bolgesi vardir. Orta bolgesinde kuramsal olarak
kangal gibi kivrilmis bolge ve C-terminal bolgesinde plekstrin homoloji bolgesi bulunur
(Sekil 4). Aktive olmus Rho, Rho-kinazin kangal gibi kivrilmig bolgesinin C-terminal
parcasiyla etkileserek kinaz bolgesini aktive eder (89). Bu olay sonucu aktive olan Rho-

kinaz (Tablo 1) substratlar1 fosforile ederek gesitli hiicre i¢i olaylara katkida bulunur

(90,91).
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Rho Baglayici Bélge
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Sekil 4: Rho-kinaz ve diizenlenmesi. PH; plekstrin homoloji bdlgesi, RB; Rho baglayict AA;
arasidonik asit, GTP-Rho; Rho’nun aktif formu
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Substratlar

Fonksiyonlari

Hiicresel Yanitlar

Miyozin fosfatazin
miyozin baglayici alt

unitesi

Miyozin fosfatazin

inhibisyonu

Diiz kas kasilmasinda Ca2+

duyarlagmasi

Miyozin hafif zinciri

Miyozinin F-aktine

baglanmasinda artig

Stres lifleri olusumu, fokal adezyon
olusumu, nérit retraksiyonu, hiicre

kasilmasi, hiicre motilitesi

CPI-17 proteini

Miyozin fosfatazin inaktive

edici aktivitesinin

aktivasyonu

Kalponin

F-aktine baglanmada

azalma

Diiz kas kasilmasinda Ca2+

duyarlagmasi

Ezrin Radiksin Moesin
(ERM)

Ezrin Radiksin Moesin

Mikrovillus olusumu

interacting kinaz)

inhibisyonu

Aktivasyonu
Addusin F-aktine baglanmada artis | Membranal olaylar (ruffling), hiicre
Flamentlerin dagilimi motilitesi
Intermediyer L
Degistirici aktivitenin Flamentlerin sitokinez i¢in ayrilmasi
flamentler ]
aktivasyonu
Na+/ H+ degistiricisi Stres lifleri olusumu
LIM kinaz Kinaz aktivitesinde artis Kofilinin fosforilasyonu
CRMP-2 .
) Biiytime konisi kollaps1
ZIPK (zipper Miyozin fosfatazin

Diiz kas kasilmasinda Ca2+

duyarlagmasi
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Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin agonistle indiiklenen kasilmasinda, Rho-kinazin bir

substrati olan miyozin hafif zincirinin fosforilasyon derecesi kasilma giiciiniin

belirleyicisidir. Miyozin hafif zincirinin fosforilasyonun miktari Ca’'/kalmodulin
bagimli miyozin hafif zincir kinaz ve miyozin fosfataz arasindaki dengeye baglidir
(90).

Miyozin fosfataz {i¢ alt iiniteden olusur:

1. Miyozin baglayan alt {inite (miyozin fosfataz target olarak da bilinir),

2. 37 kDA tip 1 fosfataz katalitik alt iinite,

3. 20 kDA katalitik olmayan alt {inite,

Miyozin fosfataz, miyozin baglayan alt iinite iizerinden fosforillenmis miyozin
hafif zincirine baglanir ve onu defosforile eder. Rho-kinaz myozin baglayan alt iiniteyi
fosforile ederek miyozin fosfatazi inhibe eder. Bu enzim myozin baglayan alt iiniteyi
cesitli bolgelerinden fosforile eder bunlardan treonin 696 ve treonin 853 major olan
bolgelerdir ve treonin 853’1 treonin 696’dan li¢ kat daha fazla fosforile eder. Rho kinaz
ayni zamanda miyozin hafif zincirini de fosforile ederek kasilma islemine katkida

bulunur (92).

2.2.3. Kardiyovaskiiler doku ile rho-kinaz sinyalizasyon yolagi iliskisi

Trombin, anjiyotensin II, trombosit kaynakli biliylime faktorii ve serotonin gibi
cesitli vazoaktif ajanlar Rho-kinaz sinyal yolagini aktive ederler. Fasudil ile uzun siire
tedavi sonucunda vaskiiler diiz kas hiicresinin kasilabilirligini, fibroblast proliferasyon
ve migrasyonunu, inflamatuar hiicrelerin vaskiiler duvara gogii gibi kritik basamaklarin
inhibe edilebilecegi diisiiniilmektedir. Rho-kinaz ile aracilik edilen sinyal yolagi
vaskiiler hastaliklarin patolojisinde biiyiik onem tasir (93). Nitrik oksit (NO), siklik
guanil mono fosfat (¢cGMP) bagimli protein kinaz araciligiyla damar diiz kasinda
gevseme olusturur. Yapilan bir ¢aligmada rekombinat cGMP ile cGMP-bagimli protein
kinazin RhoA’y1 fosforilleyerek inhibe ettigi gosterilmistir. Sican aortasinda yapilan bu
calismada, bir Rho-kinaz inhibitorii olan Y-27632’nin endotelyumlu dokularda
fenilefrin ile olusturulan kasilmalar1 endotelyumsuz olanlara gore nispeten daha giiglii
bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica sodyum nitroprusiyatin fenilefrinle

indiiklenen RhoA translokasyonunu geri c¢evirdigi gosterilmistir. Buna karsin, endoteli
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saglam aorta halkalarinda, nitrik oksid sentaz (NOS) inhibitdrleri ve guanilat siklaz
inhibitorleri varliginda, fenilefrin kasilmalarinin Y-27632’ye verdigi gevseme yanitlari
kiintlesmistir (93). Biitiin bu bulgular, intakt sigan aortasinda, NO’in Rho-kinaz’in
kastiric1 etkinligi lizerinde inhibitér bir etkisi oldugunu telkin etmektedir. Sicaklik
distiriilerek olusturulan mikrotiibiil depolimerizasyonunun, Rho-kinaz aktivasyonu
araciliiyla sigan aortasinda kasilmalari arttirdigi, hiicresel mikrotiibiil aginin vezikiiler
transport, sinyal iletimi ve hiicre boliinmesi gibi ¢esitli hiicresel olaylarda gorev aldigi
bildirilmistir (94).

RhoA ve mitojenle aktive olan kinaz gibi intraselliiler sinyalizasyon yolaklarinin,
sfingozin 1-fosfat ile aktive edildigi bulunmustur. Sfingozin 1-fosfat, aktive olmus
trombositlerden saliverilen bir lipiddir. Vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirlerinde sfingozin
1-fosfat sinyalinin, hiicre proliferasyonunu uyardig: gosterilmistir (95).

Tavsan baziler arterinde yapilan bir ¢alismada, Rho-kinaz enziminin selektif bir

inhibitorii olan Y-27632, endotelin-1 ile indiiklenen kasilmalar1 inhibe etmistir (93). Ek

olarak Rho-kinaz yolag: sigir serebral arterindeki ca”’ duyarligindan da sorumludur
(96). Rho kinaz enzimini ve kismen protein kinazi da inhibe eden fasudilin in vivo
olarak hayvanlara verildiginde vazodilator etki olusturdugu gosterilmistir. Bu ajan
giinlimiizde serebral vazospazmin tedavisinde denenmektedir (96).

Aortokoroner ya da infrainguinal bypass ameliyati1 yapilan hastalardan alinan safen
veni, in vitro ortamda arteryel basin¢ kosullarinda perfiize edildiginde fenilefrin ve
serotonine duyarlili@in arttig1r gorilmiistiir. Bu duyarlik Y-27632 ile onlenebilmistir
(97).

Trombinin insan umblikal veninde hizli ve gegici bir RhoA aktivasyonuna neden
oldugu gosterilmistir. Buna artmig miyozin hafif zincirinin fosforilasyonu, F-aktin stres
lifleri olusumu ve artan permeabilite eslik etmistir. Y-27632 ile Rho kinazin
inhibisyonu, biitiin bu etkileri belirgin olarak azaltmistir (98).

Bir bakteri toksini olan lipopolisakkaritin kastirici reseptorlerin sinyalizasyon
yolaginda bir etki yapacagi diisiiniilmiis bu toksinle muamele edilen sicanlarin
mezenter arterinde ROCK2’nin kontrole gére daha fazla eksprese edildigi ve bu artisin
endotelin-1 ile indiiklenen vasokonstriksiyonun giiglenmesine aracilik edebilecegi
bildirilmistir (99).

Koroner bypass ameliyat1 yapilan 15 hastadan izole edilen endoteli uzaklastirilmis
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internal torasik arterlerde serotonin ve histamin ile olusturulan kasilmalar
hidroksifasudil ile belirgin olarak inhibe edilmistir. Serotoninle indiiklenen kasilmalar
stiresince miyozin fosfatazin miyozin baglayici alt tinitesi ve C-kinaz ile aktive olan
fosfataz inhibitorii fosforilasyonu belirgin olarak artmistir. Hidroksifasudil, miyozin
baglayict alt iinite fosforilasyonunu inhibe ederken C-kinaz ile aktive olan fosfataz
inhibitori fosforilasyonunu inhibe etmemistir (100).

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin media tabakasindan subendotelyal bolgeye gocii,
balon anjiyoplasti ve ateroskleroz sonucu gelisen intimal kalinlasma da onemli rol
oynar. Aktive olmus trombosit ve hiicrelerin bir iiriinii olan lizofosfatidik asid, diiz kas
hiicre biiyiimesine ve c¢esitli hiicrelerin gogiine neden olur. Lizofosfatidik asid ve
trombosit kaynakli biiylime faktorii araciligiyla olusan diiz kas gocii Rho-kinaz
araciligiyla olmaktadir. Lizofosfatidik asid aracili diiz kas go¢ii miyozin hafif zincir
fosforilasyonu ile baglantili iken trombosit kaynakli diiz kas go¢ii miyozin hafif zincir
fosforilasyonundan bagimsiz olarak bulunmustur (101).

Rho-kinaz yolagi bozukluklar1 siklikla 6liime neden olan hipertansiyon, vaskiiler
spazm ve arteriyosklerozun patolojisinde yer almaktadir. Rho-kinaz aktivitesini spesifik

olarak inhibe eden problarin kullanilmasi bu patolojik durumlarin tedavisinde yararli

olacaktir. Ilk olarak, Ca2+-bag1m11 kastirict mekanizmalari hedef alan Ca’ kanal
blokerlerine ek olarak, 6zgiil Rho-kinaz inhibitorleri ile Rho-kinaz yolagimin modiile
edilmesi diiz kas1 gevsetmek icin gelismis bir metod olabilir. kincisi, bir¢ok iskemik
hastalik patogenezi ve vaskiiler bozuklukla baglantili olan ateroskleroz geri
dontisimliidiir ve Rho-kinaz inhibisyonu ile tedavi edilebilir (74,102).

Vazospastik anjina, iskemik inme ve kalp yetmezligi gibi kardiyovaskiiler
hastaliklarda Rho-kinazin 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir (102). Rho-kinaz, miyozin
fosfataz inaktivasyonu ve direkt miyozin hafif zincir fosforilasyonu ile kalsiyumdan
bagimsiz olarak (Sekil 5) diiz kas kasilmasin1 artirir (103-105).
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Sekil 5: Vaskiiler diiz kas kasilmasinin mekanizmasi

Vazospastik anjinali hastalarda Rho-kinaz inhibitorii uygulamasinin, asetilkolinle
olusan koroner arter spazmini azalttigi, elektrokardiyografideki iskemik degisimleri ve
gogls agrisin Onledigi gosterilmistir (106,107). Anestezi altindaki kopekte pacing ile
indiiklenen efor anjinasinda, fasudil ve hidroksifasudil ST segment depresyonunu
onlemis ve koroner kan akimini arttirmistir (108). Diger bir ¢alismada ise endotelin-1
ile olusturulan vazospastik iskemide, fasudilin miyokardiyal hasar1 Onledigi
bildirilmistir (109). Miyokardiyal infarktiisiin deneysel modeli olarak uygulanan
koroner arter okliizyon-reperfiizyon modelinde, Rho-kinaz inhibitorlerinin anestezi
altindaki siganlarda iskemi-reperfiizyonla olusan aritmiler ve infarkt alani tizerindeki
etkileri incelenmis ve Rho-kinaz inhibitorlerinin kalpte dnkosullama olusturabilmeleri
yaninda antiaritmik etkili olduklar1 gésterilmistir (110,111).

Fenilefrin, anjiotensin-11 ve endotelin-1 gibi vazokonstriktdr ajanlar, hem Gg11 hem
de Giznz proteinleri ile eslesen reseptorleri uyarir (112). Ggui, PLCg-aracili Ca*%-
bagimli miyozin hafif zincir kinaz diizenlenmesinde rol oynarken, Giz;13, Rho-kinaz

aracilt miyozin fosfatazin diizenlenmesinde rol oynar. Rho-kinaz aktivasyonu, vaskiiler
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direncin artmasinin olast bir nedenidir (113). Arastirma sonuglari, diiz kas
kontraksiyonunun diizenlenmesinde Ca***un ¢ift yonlii rol oynadigim ve bu yollarda
miyozin hafif zincir kinazin aktivasyonu ile miyozin hafif zincir fosfatazin Rho aracili
inhibisyonunun yer aldigmi gostermektedir (114). Miyozin hafif zincir fosfatazin
inhibisyonu Ca™® duyarlihigindan sorumludur. Rho-kinaz yolunun énemi pulmoner
vazokonstriksiyonda (115), siganlardaki mineralokortikoid kaynakli hipertansiyonda
(116), artan vaskiiler reaktivitede ve serebral vazospazmda gosterilmistir (117). Rho-
kinaz polimorfizminin ikizlerde herediter hipertansiyon patogenezinde rolii olabilecegi
gosterilmistir (118). Kronik NOS inhibisyonu nedeniyle hipertansif olan siganlarin
arterlerinde op-agoniste verilen kontraktil yanitin, RhoA aktivasyonu araciligiyla arttig
bildirilmistir (119). Rho-kinaz proteini, arterlerde sentezlenir ve agonist kaynakl diiz
kas kontraksiyonunu diizenler ve Rho-kinaz inhibitoriiniin vazodilatér etkisi endotel
tabakasindan bagimsizdir. Bu nedenle Rho-kinaz sinyali vaskiiler direncin kontroliinde
rol oynayabilir ve Rho-kinaz inhibitorleri, hipertansiyon, vazospazm ve ateroskleroz
gibi bazi kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde etkili olabilir (120). Rho-kinaz
aktivasyonu, muhtemelen Bax upregiilasyonu ve apopitozisi indiikleyerek iskemi-
reperfiizyonla olugan hiicre 6liimiine katkida bulunur (121).

RhoA/ROCK yolagi endotelyal NOS aktivitesinin diizenlenmesinde de 6nemlidir.
Rho-kinaz direkt olarak endotelyal NOS’u Thr495’den fosforile eder ve endotelde NO

olusumunu baskilar (122).

2.2.4. Rho-kinaz gen polimorfizmi

Polimorfizm, bir toplumda veya toplumlar arasinda bir genin allelleri ya da bir
kromozomun homologlartyla birlesen ¢esitli fenotipik formlarin varligi, bir lokusta bir
allelden fazlasinin bulunmasi olgusudur. Saglikli toplumlarda bu degisiklikler
kodlanmis proteinin islevinde herhangi bir degisiklige neden olmayan noktalarda veya
deoksiriboniikleik asitin kodlayict olmayan bdlgelerinde goriiliir.

Rho-kinaz gen polimorfizmi ile ilgili simdiye kadar yayinlanmis aragtirmalar
hipertansiyon ile iligkilidir. Amerikan toplumunda ikizler tizerinde yapilan ¢aligmalarda
ROCK2 gen polimorfizmi ile hipertansiyon arasinda iliski saptanirken (118,123), Cin
toplumunda ROCK2 geni Thr431Asn polimorfizminin hipertansiyonla iliskili olmadigi
bulunmustur (120).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin tipi

Bu caligma, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklart
Pediyatrik Kardiyoloji poliklinigine bagvuran ve ekokardiyografi ile ASD tanisi almis
hastalarda ROCK2 (Rho-kinaz) gen polimorfizminin saptanmasini amaglayan, agik
uclu, longitidiinal bir calismadir. Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu’ndan 16.12.2010 tarih ve 12-2010/16 karar numarasi ile arastirma i¢in onay

alinmistir.

3.2. Arastirmanin evreni

Arastirmanin evrenini, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali Pediyatrik Kardiyoloji poliklinigine bagvuran veya serviste
yatan hastalardan ASD tanisi almis, arastirmanin dahil edilme ve dislanma kriterlerine
uyan ve bilgilendirilmis onay formu ebeveynlerince imzalanmis 150 hasta ve 150

saglikli kontrol denegi olusturmustur.

3.3. Arastirmanin dahil edilme olciitleri

Arastirmanin dahil edilme 6l¢iitleri;

1. ASD tanisi almis olmasi,

2. Ek bir kardiyolojik patoloji olmamasi,

3. Hastalarin 0-16 yas grubu arasinda olmasi,

4. Yazih bilgilendirilmis onam formunun imzalanmig olmast.

Kontrol grubuna ise kan alinmasi planlanan, bilinen bir kardiyak defekti olmayan,
ailesinde kalp hastalif1 6ykiisii olmayan, ayaktan tedavi edilebilir basit bir enfeksiyonu
olan (iist solunum yolu, alt solunum yolu, idrar yollar1 vs.) veya tamamen saglikli olan

kisiler dahil edildi. Bu kriterlerin disinda kalanlar ¢alismaya dahil edilmedi.
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3.4. Kanlarin alinmasi ve saklanmasi
Calismaya alinan hasta ve kontrol grubundan 5 ml Etilendiamintetra asetik asit

(EDTA)’li kan 6rnegi alind1 ve érnekler Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi

Molekiiler Genetik Tani Birimi Laboratuar’inda -20°C’de DNA izolasyonu yapilancaya
kadar saklandi. Kan 6rneklerinden DNA izolasyon kiti kullanilarak DNA eldesi yapildi.

3.5. DNA izolasyonu ve polimerize zincir reaksiyonu (PCR)

Oncelikle EDTA’li 5 ml kan iizerine 5 ml (kendi hacmi kadar) distile soguk su
eklenerek yavasca 5 dakika alt-iist edilir. 4000 rpm’de 15 dakika santrifilyj edilir,
santrifiij sonunda siipernatant dokiiliir. Cokeltinin hacmi kadar tekrar distile soguk su
eklenir ve 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilir. Siipernatant dokiilerek ayni islem ii¢
kez tekrarlanir. Siipernatant atilir, pellete 3 ml iireli par¢alama ¢ozeltisi eklenir (iire
lysis buffer). Pellet tamamen ¢oziiliir. 400 pl %20’lik sodyum dodesil stilfat eklenir.
100 pl 10mg/ml proteinaz K eklenip, 1 gece i¢in 37°C’deki hibridizasyon firminda
bekletilir. Ertesi giin hibridizasyon firinindan alinan 6rneklere 2 ml 5 M NaCl eklenir.
Uzerlerine 14 ml kloroform konularak 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilir. Santrifii]
sonunda {i¢ ayr1 faz olusur. En iist faz temiz bir tiipe alinarak hacmi kadar soguk etil
alkol eklenir. Etil alkolde yumak seklinde olusumu goézlenen DNA’lar i¢inde 1 ml
%70’lik etil alkol bulunan 1.5 ml’lik santrifiij tliptine alinir. Tiipler 10 dakika 13000
rpm’de santrifiij edilerek DNA’larin tiipiin dibine yapismasi saglanir. Uzerindeki alkol
dokiilerek tekrar 1 ml %70’lik etil alkol eklenir. Bu islem tii¢ kez tekrarlanir. Yikama
isleminden sonra alkol tamamen dokiilerek tlipler agz1 agik olarak vakumlu kurutucuya
yerlestirilir ve bir saat kurutulur. Kuruyan DNA’larin {izerine miktarina gore (400 pl)
distile su eklenerek +4 derecede bir gece ¢oziinmeye birakilir. Daha sonra derin

dondurucuya kaldirilir.

3.6. PCR islemi ile Ekzon 16 (Rs35768389) ve Ekzon 26 (Rs34945852) bolgesi
polimorfizmlerinin tespiti
Ekzon 16 (rs35768389) PCR islemi

Optimizasyon islemlerinden sonra hasta gruplarmin Ekzon 16 ve Ekzon 26
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bolgelerinin ayr1 ayri PCR protokolleri olusturularak PCR islemi gergeklestirildi. Ekzon

16 bolgesi PCR karigimai igin:

ddH,0O =18. ul
10 x Tampon = 2.5 pul
MqgCl, =1.5pul
dNTP =1.5ul
Fw =02 ul
Rw =0.2 ul
Taq =0.1pl
DNA =1ul

Karisim 0.2 lik PCR tiiplerine aktarilarak reaksiyon islemine gecildi. Reaksiyon

islemi igin;
94 °C
94 °C
53°C
72 °C
72 °C

3 dakika
45 saniye (30 dongii)
30 saniye (30 dongii)
45 saniye (30 dongii)
5 dakika

Reaksiyon islemi bittikten sonra %2’lik jel hazirlanarak PCR iiriinlerinin jel

elektroforezinde yiiriitilmesi saglandi ve ¢ikan sonuca gore enzim kesim iglemine

gecildi (Resim 1).

Resim 1: Ekzon 16 PCR sonucu

Ekzon 16 enzim kesim islemi

PCR isleminden sonra ekzon 16 bdlgesi igin MbO1 adli kesim enzimi kullanilarak

PCR fiiriinlerinin kesim islemi yapildi. Bu islem i¢in;
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0.1 pl Enzim

2 ul Buffer R

3 ul dH20

15 pl PCR iiriinii

Hazirlanan karisim 0.2°lik PCR tiiplerine konularak 37°C de 1 gece inkiibasyonda
bekletildi. Bir gece inkiibasyondan sonra %2’lik jel hazirlanarak kesim sonuglarina
bakildi. Jel elektroforezinde yliriitme islemi i¢in kesim iirlinlerinin {izerine 6 pl loading
dye konup jeldeki kuyucuklara yiiklendi ve en bastaki kuyucuga 4 pl marker konup

yiiriitiilerek kesim sonuglarina bakildi (Resim 2).

——
=
—
—
—
_—
—
—

Resim 2: Ekzon 16 kesim sonucu

Ekzon 26 (rs34945852) bolgesi PCR karisimi icin:

ddH,0 =18.1pl
10x Tampon = 2.5 pl
MqgCl, =1.5pul
dNTP =1.5ul
Fw =0.15pl
Rw =0.15pl
Taq =0.1pul
DNA =1ul

Karigim 0.2°’lik PCR tiiplerine aktarilarak reaksiyon islemine gecildi. Reaksiyon
islemi igin;
94°C 3 dakika
94 °C 45 saniye (30 dongii)
53.5°C 30 saniye (30 dongii)
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72 °C 30 saniye (30 dongii)
72°C 5 dakika
Reaksiyon islemi bittikten sonra 9%2’lik jel hazirlanarak PCR iiriinlerinin jel
elektroforezinde yiiriitilmesi saglandi ve ¢ikan sonuca gore enzim kesim islemine

gecildi (Resim 3).

Resim 3: Ekzon 26 PCR sonucu

Exon 26 (rs34945852) enzim kesim islemi
PCR isleminden sonra ekzon 16 bdlgesi icin MbO1 adli kesim enzimi kullanilarak
PCR fiiriinlerinin kesim islemi yapildi. Bu islem i¢in;
0.1 pl Enzim
2 ul Buffer R
3 ul dH20
15 pl PCR firiinii

Hazirlanan karisim 0.2°lik PCR tiiplerine konularak 37 °C de 1 gece inkiibasyonda
bekletildi. Bir gece inkiibasyondan sonra %2 lik jel hazirlanarak kesim sonuglarina
bakildi. Jel elektroforezinde yiiriitme islemi i¢in kesim iirlinlerinin lizerine 6 pl loading
dye konup jeldeki kuyucuklara yiiklendi ve en bastaki kuyucuga 4 pl marker eklenerek
130 voliime -400 watt -40 dakika yiiriitiilerek kesim sonuglarina bakild1.

3.7. Real time PCR ile Ekzon 10 (Rs:9808232) bolgesi polimorfizmlerinin
tespiti

Ekzon 10 (rs:9808232) bolgesi Primer Design Precision HRM MasterMix ve
raZor® probe kullanilarak RT PCR yapildi.
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HRM raZor PCR mix :7.5 pul
primer/raZor probe mix : 1 ul
Rnase- free water 1.5l
Hazirlanan mix her hasta i¢in 10 pl 0.1 lik tiiplere dagitildi {izerine 5 ul 10 ng’ a
sulandirilmis DNA ilave edildi. Asagidaki PCR tepkime kosullar1 uygulandi (Tablo 2).

Tablo 2: Ekzon 10 i¢in HRM (High Resolution Melting) analizi ile SNP tespiti

PCR basamaklari Zaman Sicaklik
Enzim aktivasyonu 8 dk 95°C
3 tekrar Denatiirasyon 15sn 95 °C
Baglanma ve uzama 45 sn 66 °C
Denatiirasyon 15 sn 95 °C
3 tekrar
Baglanma ve uzama 45 sn 64 °C
Denatiirasyon 15 sn 95 °C
3 tekrar
Baglanma ve uzama 45 sn 62 °C
Denatiirasyon
) 15 sn 95°C
Veri toplama
50 tekrar 45 sn 60 °C
HRM denatiirasyon
45 sn 95°C

Corbette Rotorgene Real Time PCR cihazi kullanilarak yapildi. HRM (High
Resolution Melting) analizi ile SNP tespiti yapildi (Sekil 6).
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Sekil 6: Real Time PCR ile SNP tespiti. 1: Thr/Thr, 2: Thr/Asn, 3: Asn/Asn

3.8. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde Statistical Program in Social Sciences 13.0
paket programi kullanildi. Kategorik ol¢limler (yas, cinsiyet vs.) ortalama ve standart
sapma olarak dzetlendi. Istatistik degerlendirmede hasta ve kontrol gruplari cinsiyet,
yas ve polimorfizm dagilimi yonlinden incelendi. Kategorik odlglimlerin
karsilagtirilmasinda, gruplar arasinda verilerin genotip dagilimi ve allel sikliklarinin
karsilagtirilmasinda Ki-Kare testi kullanildi. Tim testlerde istatiksel onlem diizeyi
p<0.05 olarak alindi.
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4. BULGULAR

Calismaya %51 kiz (n=77), %49 erkek (n=73) olmak iizere 150 izole ASD hastas1
ve %48 kiz (n=72), %52 erkek (n=78) olmak iizere toplam 150 kontrol grubu alindi.
Kontrol grubundan 22, ASD grubundan 27 kisi DNA ayrisimi1 yapilamadigindan
calismadan ¢ikarildi. Boylece ¢alismaya 128 kontrol (%48 kiz, %52 erkek) ve 123 izole
ASD hastas1 (%51 kiz, %49 erkek) ile devam edildi (Sekil 7).

B KIZ(%51) O ERKEK(%649)

Sekil 7: Hastalarin cinsiyetlerine gore dagilimi

Kontrol grubunun yas ortalamas: 100.3+54.2 ay, ASD grubunun yas ortalamasi
62.3+£56.2 ay olarak saptandi (Tablo 3). ASD’li hasta grubunu %2.5 (n=3) yenidogan
hastalar, %36 (n=44) siit cocuklari, %29 (n=36) okul 6ncesi ¢ocuklar ve %32.5 (n=40)
okul donemi cocuklari olusturmaktaydi (Sekil 8). Kontrol grubunu %8.5 (n=11) siit
cocuklari, %33 (n=42) okul Oncesi ¢ocuklar, %58.5 (n=75) okul donemi ¢ocuklari

olusturmaktaydi1 ve hi¢ yenidogan yoktu. iki grup arasinda cinsiyet agisindan yapilan



karsilastirmada anlamli fark saptanmadi (p>0.05) (Tablo 3).
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Sekil 8: Atriyal septal defektli hastalarin cocukluk donemlerine gore dagilinm

Tablo 3: Atriyal septal defekt ve kontrol gruplarinin cinsiyet, yas ve ¢ocukluk donemlerine

gore dagilimi

Parametreler Kontrol grubu ASD grubu P degeri
(n=128) (%) (n=123) (%)
Yas (ay) 100.3+54.2 62.3% 56.2
Kiz/Erkek (%) 62/66 (48/52) 63/60 (51/49) 0.6595
Kiz/Erkek Oram1 | 0.93 1.05
Yenidogan (%) 0 (0) 3(25)
Siit cocugu (%) 11 (8.5) 44 ( 36) <0.0001
Okul oncesi (%) 42 (33) 36 (29)
Okul dénemi (%) | 75 (58.5) 40 (32.5)
Ki-kare testi

Defekt tiplerine goére siniflama yaptigimiz zaman hastalarin %96.7 (n=119)

sekundum ASD, %3.3 (n=4) high venozum ASD idi ve primum ASD’li hasta yoktu.
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ASD’li hastalar1 defekt ¢capina gore sinifladigimiz zaman hastalarin %48.8 (n=60)
kiigiik, %28.4 (n=35) orta ve %22.8 (n=25) biiyiikk boyutlu ASD’ye sahip idi. Bu
hastalardan ¢ap1 kiiciik olanlarin tamami sekundum ASD, biiylik capli olanlarin ise;
%85.7 (n=24) sekundum ASD ve %14.3 (n=4) high venozum ASD idi (Tablo 4, Sekil
9).

Tablo 4: Atriyal septal defektli hastalarin ¢apa gore siniflamasi

ASD Tipi Kiiciik (n)(%) | Orta (n)(%0) Biiyiik (n)(%) Toplam(n)(%)
Sekundum 60 (48.8) 35 (28.4) 24 (19.5) 119 (96.7)
High venosum 0 (0) 0 (0) 4(3.3) 4 (3.3)
Toplam 60 (48.8) 35 (28.4) 28 (22.8) 123 (100)
100
80
60
40 -
0 . L [ 1
Kiguk Orta Buyuk Toplam
M Toplam (%) 48,8 28,4 22,8 100
O Sekundum (%) 48,8 28,4 19,50 96,7
O High venozum (%) 0 0 3,3 3,3

Sekil 9: Atriyal septal defektli hastalarin boyuta goére dagilimi

Kontrol grubu ve ASD hastalarinda ROCK2 geni Ekzon 16 Asp601Val ve Ekzon

26 Lys1083Met polimorfizmi i¢in genotip frekansi ve allel sikliklari incelenmis ve
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herhangi bir farklilik saptanmamistir (p> 0.05)(Tablo 5,6).

Tablo 5: Kontrol grubu ve atriyal septal defektli hastalarda ROCK2 geni Ekzonl6
Asp601Val polimorfizmi genotip frekansi ve allel sikliklari

Genotipler/ Kontrol grubu  Hasta grubu P
Alleller (n=128) (%) (n=123) (%)

Asp/Asp 128 (100) 123 (100)

Asp/Val 0 (0) 0 (0

Val/Val 0(0) 0 (0 >0.05
Asp 256 (100) 246 (100)

Val 0(0) 0 (0)
Ki-Kkare testi

Tablo 6: Kontrol grubu ve atriyal septal defektli hastalarda ROCK2 geni Ekzon26
Lys1083Met polimorfizmi genotip frekans1 ve allel sikliklar

Genotipler/  Kontrol grubu Hasta grubu P
Alleller (n=128) (%) (n=123) (%)

Lys/Lys 128(100) 123(100)

Lys/Met 0 (0) 0 (0)

Met/Met 0(0) 0 (0 >0.05
Asp 256(100) 246(100)

Val 0 (0) 0 (0)

Ki-kare testi

Kontrol grubu ile ASD hastalar1 arasinda ROCK2 geni ekzon 10 bolgesi
polimorfizmi i¢in genotip frekansi, Thr-Asn allel sikliklar1 incelenmis ve herhangi bir

farklilik bulunamamistir (p>0.05) (Tablo 7-8).
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Tablo 7: Kontrol grubu ve atriyal septal defektli hastalarda ROCK2 geni Ekzonl10
Thr431Asn polimorfizmi genotip frekansi ve allel sikliklar:

Genotipler/ Alleler  Kontrol grubu Hastalar P OR (95% CI)
(n=128) n (%)  (n=123) n (%)

Thr/Thr 32 (25.0) 37 (30.1)
Thr/Asn 54 (42.2) 59 (48.0) 0.853 0.945 (0.519-1.722)
Asn/Asn 42 (32.8) 27 (21.9) 0.088 0.556 (0.283-1.094)
Thr 118 (46.1) 133 (54.1)
Asn 138 (53.9) 113 (45.9) 0.097 0.743 (0.522-1.056)
OR, Odds orani, CI, giivenlik aralig
Ki-kare testi

Tablo 8: Sekundum atriyal septal defektli hastalarda Ekzon 10 Thr431Asn polimorfizmi
icin genotip frekansi ve allel sikliklar

Genotip/ Kontrol grubu ASD tipi P OR (95% CI)
Alleler (n=128) n (%) Sekundum

(n=119) n (%)
Thr/Thr 32 (25.0) 36 (30.3)
Thr/Asn 54 (42.2) 57 (47.9) 0.836 0.938 (0.513-1.717)
Asn/Asn 42 (32.8) 26 (21.8) 0.085 0.550 (0.278-1.089)
Thr 118 (46.1) 129 (54.2)
Asn 138 (53.9) 109 (45.8) 0.072 0.723 (0.507-1.030)

OR, Odds orani, CI, giivenlik aralig
Ki-kare testi
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S.TARTISMA

Atriyal septumda foramen ovale disindaki agikliklar ASD olarak tanimlanir (1,2).
Atriyal septal defektin ilk anatomik tanimini 1875 yilinda Von Rokitansky yaparken
Bedford ve arkadaglar1 1941 yilinda ASD’yi klinik olarak tanimlamislardir (13).

Atriyal septal defektlerin kesin nedeni iyi bilinmemekle birlikte hem gevresel
etkenlerin hem de ailesel yatkinligin etyolojide rol oynadigi kabul edilmektedir. Atriyal
septal defektler genellikle sporadik olussa da ailevi olarakta goriilebilir.

Cocuklarda atriyal septal defekt sikligi birgok yazara gore degismekle birlikte tiim
dogumsal kalp anormalliklerinin %6-10’unu olusturmaktadir (3). insidansi 1500 canli
dogumda birdir (4). Ancak renkli Doppler ekokardiyografi ile yapilan yeni ¢alismalarda
insidansin daha da yiiksek oldugu (%0.2) bildirilmektedir (5).

Bizim ¢alisgmamizda 123 hastanin 63’1 (%51) kiz, 60’1 (%49) erkek olup K/E:
1.05 olarak bulunmustur. Yapilan caligmalarda cocuklar ve erigskinlerde ASD’nin
kadinlarda erkeklere oranla 2 kat daha fazla goriildiigii bildirilmektedir (3,12). Ertiirk
ve arkadaslar1 (124) 149 olguyu geriye doniik olarak degerlendirdikleri ¢alismalarinda
K/E: 1.8; Azhari ve arkadaslar1 (125) K/E: 1.6; Christensen ve arkadaslar1 (126) ise
K/E: 1.4 olarak bulmuslardir. Hiidaoglu (127) 370 ASD’li olguyu inceledigi tez
calismasinda K/E: 1.1 olarak bulmustur. Bizim sonug¢larimiz bu g¢alisma ile benzerdir.
Calismamizda yas ortalamamiz 62.3+56.2 ay olarak bulunmustur.

Calismamizda hastalarimizin %48.8’inde (n:60) defekt cap1 0-7 mm (kiigiik ASD),
%28.4’tinde (n:35) defekt ¢ap1 8-15 mm (orta ASD), %22.8’inde (n:28) defekt ¢ap1 >15
mm (genis ASD) idi. Ertlirk ve arkadaslarinin (124) ¢alismasinda defekt caplart 4 mm
ve altt %49, 5-6 mm %10, 7-8 mm %11 ve 8 mm tlizerinde %28 olarak bildirilmistir.
Radzik ve arkadaglarinin (69) calismasinda ise defekt capt 8 mm ve iizerinde olanlar
%4 olarak bulunmustur.

Atriyal septal defektleri tiplerine gore sinifladigimizda olgularin %96.7°1 (n:119)
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izole sekundum ASD, % 3,3’ (n:4) high venosum ASD idi.

Rho-kinaz sinyal yolaginin, hiicrenin farklilagsmasi, ¢ogalmasi, boliinmesi ve
Oliimii, trombosit kiimelesmesi, lenfosit ve fibroblast adhezyonu, aktin hiicre iskeleti
reorganizasyonu, hiicre hareketi ve gogii, diiz kas kasilmasi, stres liflerinin olusumu,
aksonal uzama ve timor metastazi gibi hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde
onemli gorevleri oldugu bilinmektedir (82-84).

Rho-kinaz yolunun oOnemi pulmoner vazokonstriksiyonda (114), si¢anlardaki
mineralokortikoid kaynakli hipertansiyonda (116), artan vaskiiler reaktivitede ve
serebral vazospazmda yapilan ¢esitli calismalarla gosterilmistir (117).

Rho-kinaz gen polimorfizmi ile ilgili simdiye kadar yayinlanmis arastirmalar
hipertansiyon ile iligkilidir. Amerikan toplumunda ikizler iizerinde yapilan ¢alismalarda
ROCK2 gen Thr431Asn polimorfizmi ile hipertansiyon arasinda iliski saptanirken
(118,123), Cin toplumunda ROCK2 geni Thr431Asn polimorfizminin hipertansiyonla
iligkili olmadig1 gosterilmistir (120).

Rho-kinaz yolaginin izole ASD’in patogenezinde rolii olabilecegini gdsteren
literatiirde yapilmis ¢calisma bulunmamaktadir.

Biz de, transkripsiyon faktorlerindeki mutasyona bagli olarak ortaya g¢ikan gen
ekspresyonu ve farklilasmasindaki anormalliklerin ASD gelisimine neden olabilecegi
hipotezinden yola ¢ikarak bununla iliskili, defektten sorumlu olabilecegini
diistindiigiimiiz  ROCK2’nin gosterebilecegimiz polimorfizmlerinin konjenital kalp
hastaliklarinin etyopatogenezine 151k tutabilecegini diisiinerek bu g¢alismayr yapmaya
karar verdik (6).

Literatiire baktigimizda transkripsiyon faktorii olan Tbx5, GATA4, NKX2.5’in
mutasyonlarinin insanda ASD olusumunda etkili oldugu gosterilmistir (22).

Hiicrenin ¢ogalmasi, farklilasmasi ve Oliimiinde rolii olan transkripsiyon faktorii
E2F3’iin kaybinin farelerde ASD ve birgok konjenital kalp hastaligi olusumunda rolii
oldugu gosterilmistir (23). 15.kromozom ql13-g21 lokalizasyonundaki alfa kardiyak
aktin (ACTC1)’in normal kardiyak morfogenezde kritik 6nemi oldugu ve eksikliginin
ASD olusumuna neden oldugu gosterilmistir (24). Transkripsiyon faktorii olan
CSX/NKX2.5’teki mutasyonlarin memelilerde ASD olusumuna neden oldugu
gosterilmistir (25).

Bizim ¢alismamizda, kontrol grubu ve ASD hastalarinda ROCK2 geni Ekzonl6
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Asp601Val ve Ekzon 26 Lys1083Met polimorfizmi i¢in genotip frekansi ve allel
sikliklarini inceledik ve herhangi bir farklilik saptayamadik (p>0.05).

Kontrol grubu ve ASD hastalarinda ROCK2 geni Ekzon 10 bolgesi polimorfizmi
igcin Thr-Thr, Thr-Asn ve Asn-Asn genotip frekanst ve Thr-Asn allel sikliklarimi
inceledik ve istatistiksel bir farklilik saptayamamakla birlikte Asn alleli acgisindan p
degerini >0.05 olarak bulduk.

Bu bilgiler 1s18inda arastirmamizin sonucu olarak Tiirk toplumunda ROCK2 geni
Ekzon 10, Ekzon 16 ve Ekzon 26 bdlgesinde polimorfizm saptanmamakla birlikte
ASD’li hastalarda rho-kinaz ile ilgili olarak yapilmis ilk calisma olmasi, daha genis
katilimli, daha fazla sayida c¢alismalara ihtiyag duyulmasi agisindan {imit verici

olmustur.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu arastirmada asagidaki sonuglara varilmistir.

. Bu aragtirmada ROCK-2 geninin ekzonunda yer alan sadece 2 SNP’si
incelenmistir. Bu gendeki hem ekzon hem de intron bdlgesindeki diger SNP’ler
de calisilip, ASD ile iliski olup olmadig1 incelenebilir.

ROCK1 geni ile ASD iliskisi de bilinmemektedir ve bu gendeki polimorfizmler
ile iligkisi de aragtirilabilir.

. Bu konuda yapilmis bagka ¢alisma olmadigi i¢in karsilastirma yapilamamustir,
farkli toplumlarda iligkinin olup olmadig1 arastirilabilir.

. Anlamli sonuca ulasabilmek i¢in ¢aligmanin daha fazla sayida hasta ve kontrol

grubu ile yapilmasi dnerilebilir.
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