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KONJENITAL KALP HASTALIKLARINDA GATA4, NKX2-5, TBX5, CRELD1 VE
BMP4 GEN BOLGELERININ MLPA YONTEMI iLE DEGERLENDIRILMESI
Dr. Alper AKPINAR

Konjenital kalp hastaliklarinin etiyolojisinde genetik ve c¢evresel etkenler rol
oynamaktadir. Ozellikle Downsendromu, Di George sendromu, Turner sendromu, Alagile
sendromu, Noonan sendromu, Holt-Oram sendromu gibi hastaliklarda sik goriilmekle birlikte;
literatiirde bazi genlerin kalp embriyogenezinde etkili oldugu ve bu genlerdeki mutasyonlarin
konjenital kalp hastaliklar1 ile sonuglanabildigi bildirilmistir.

Bu ¢alismada dogumsal kalp hastalig1 olan ¢ocuklarda dogumsal kalp hastaligi ile iliskisi
oldugu diisiiniilen NKX2.5, GATA4, BMP4, TBX5 ve CRELD1 genlerine ait mutasyonlart MLPA
yontemi ile arastirildi. Dogumsal kalp hastaligi olan toplam 255 hasta ile kontrol grubunu
olusturan 50 ¢ocuktan alinan ven6z kan ornekleriniSALSA MLPA P311-A2CHD Prob Mix Kiti
ile degerlendirildi.

Hastalarin 78’1 perimembrandz, 66’s1t miiskiilerventrikiilerseptaldefekt (VSD), 60’1
sekundumatriyalseptaldefekt (ASD), 14’4 kompletendokardiyal yastik defekti ve 37’si
siyanotikkonjenital kalp hastalig1 idi. Konjenital kalp hastalig1 olan 255 hastanin 20’inde toplam
24 adet genetik mutasyon saptandi. Hastalarin higbirinde NKX2.5 ve CRELD1 mutasyonu
saptanmadi. Ugii VSD, ikisi sekundum ASD olmak iizere toplam bes hastada GATA4 gen
bolgesinde mutasyon; dordii VSD, biri sekundum ASD olmak iizere toplam bes hastada BMP4
gen bolgesinde mutasyon;VSD’li bir hastada TBX5 gen bélgesinde mutasyon;VSD’li {i¢ ve
Fallottetrolojili ii¢ hastada olmak {iizere toplam alt1 hastada MSR1 gen bdlgesinde mutasyon
saptandi. Downsendromlu hastalarin hi¢gbirinde genetik mutasyon saptanmadi.

Sonug olarak, konjenital kalp hastaliklarinin gelisiminde GATA4, BMP4, TBX5, MSR1
genlerindeki mutasyonlarin etkili olabilecegi diisiiniildii. Ancak bu konuda daha genis vaka

sayilarini iceren ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.



SUMMARY
EVALUATIONOF GATA4, NKX2.5, TBX5, CRELD1 andBMP4 GENES WITH
MLPA TECHNIQUE IN CONGENITAL HEART DISEASE PATIENTS

Dr Alper AKPINAR

Geneticandenvironmentalfactorsplay ~ animportant  role  in  etiology  of
congenitalheartdisease. Especially it is frequent in syndromeslikeDownsyndrome, Di George
Syndrome, TurnerSyndrome, Alagilesyndrome, Noonansyndrome, Holt-Oram syndrome;
However, it is reportedsomegenesareimportant in cardiacembriogenesisandmutations of
thesegenesresultedwithcongenitalheartdiseases.

Inourstudy, weinvestigatedNKX2.5, GATA4, BMP4, TBX5 and CRELD1 gene
mutationswith MLPA technique. Thevenousbloodsamples of
255patientswithcongenitalheartdiseaseand 50 healthychildren as
controlgroupwerecollectedandinvestigatedwith SALSA MLPA P311-A2 CHD ProbMix.

Seventyeight of patients hadperimembraneousand 66 of them
hadmuscularventricularseptaldefect (VSD). Therewere 60 patientswithatrialseptaldefect
(ASD), 14 patientswithcompleteendocardialcushiondefectand 37
patientswithcyanoticcongenitalheartdiseases. Wedetected total 24 mutations in
20patientswithcongenitalheartdisease. Wedid not findanymutations NKX2.5 and CRELD1
genes in thepatients. Therewas GATA4 gene mutation in thefivepatients (three of themwith
VSD, two of themwith ASD), BMP4 gene mutation in fivepatients(oneof themwithsecundum
ASD, four of themwith VSD)andTBX5 genemutation in a patientwith VSD, sixpatients had
MSR1 mutation (three of them VSD, threeof themwithFallottetrology). Therewas not
foundanymutation in patientswithDownsyndrome.

Inconclusion, GATA4, BMP4, TBX5, MSR1 gene mutationscould be important in
congenitalheartdiseasepathogenesis. Howevertherewasneedthestudiesperformed in

largernumberspfpatientswithcongenitalheartdisease in thisissue.

GIRIS VE AMAC
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Konjenital kalp hastaliklart (KKH), kalbin yada intratorasik damarlarin yapisal
anomalileridir (1). Yenidoganda en sik konjenital malformasyonlar1 olugturan, KKH’nin 1000
canli dogumda 8 oraninda goriildiigii ve prenatal kayiplarin en sik nedenini olusturdugu
bildirilmektedir (2,3). Konjenital kalp hastaliklar1 ile ilgili Mendelian kalitimi bulunan
4000°den fazla gen tanimlanmistir. Ancak bu genlerin biiyiilk ¢ogunlugunu malformasyon

sendromlar1 ve kromozomal anomaliler olusturmaktadir.

Embriyolojik donemde bazi gen mutasyonlarinin konjenital kalp hastaliklart ile iliskili
oldugu saptanmigtir. Bu ¢alismalarin ¢ogu hayvan deneyleri olmakla birlikte (4-6), kardiyak
defektlerde genetik kalitimla ilgilili azsayida toplumsal ¢alisma bulunmaktadir (7-9).
Ulkemizde de bu konuda sadece bir calisma yapilmistir (10).Konjenital kalp hastaliklarina
yatkinlik yaratan genlerin tanimlanmasi; hastaligin taranmasi ve prenatal donemde erken
tanis1 acisindan yararli olacaktir. Bu calismada Tiirk toplumunda KKH’da goriilen gen

mutasyonlarinin arastirilmasi amaglandi.

Bu amagla KKH nedeniyle Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Kardiyoloji
Polikliniginde izlenen hastalarda, kardiyak embriyogenezde etkili oldugu diisiiniillen NKX2-5
‘NK?2 transcription factor related, locus 5°, TBX5 ‘T-box 5°, GATA4 ‘GATA binding protein
4’, CRELDI ‘cysteine-rich whit EGF-like domains 1’ ve BMP4 ‘bone morphogenetic protein
4 ’genlerindeki mutasyonlar ‘Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification’ (MLPA)teknigi kullanilarak aragtirildu.

GENEL BILGILER
KONJENITAL KALP HASTALIKLARI
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Konjenital kalp hastaliklar1 kalbin yada biiylik damarlarin yapisal anomalileridir
(1).Konjenital kalp hastaliklarinin prevelansi bolgeler arasinda farklilik gostermekle birlikte
1000 dogumda 6 ile 13 arasinda degismektedir (3, 11-15). ingiltere’de yapilan bir ¢alismada
KKH prevelanst 1000 canli dogumda 6,5 bulunurken (16), Atlanda’da 1000 canli dogumda
8,1 olarak saptanmustir (17). Tayvan’da 2000-2008 yillar1 arasinda yapilan bir ¢caligmada ise
(18);1000 canli dogumda 13,1 olarak bildirilmistir. Ulkemizden 2006 yilinda yapilan bir
caligmada (19), KKH prevelans1 7,77/1000 olarak bildirilmis ve literatiirdeki diger prevelans
caligmalar1 ile uyumlu olarak izole ventrikiiler septal defekt (VSD) %32.,6 iken, ventrikiiler
septal defekti %15,9 ile patent duktus arteriyosus (PDA) ve %13,1 ile atriyal septal defektin
(ASD) izledigi goriilmiistiir.

Etiyoloji

Konjenital kalp hastaliklarinin bilinen nedenleri arasinda kromozomal anomaliler, tek
gen hastaliklari, maternal teratojen maruziyeti yer almaktadir. Ancak sadece %15’inde altta
yatan bir neden gosterilebilmistir. KKH’larinin %85’inin etyolojisinde multifaktoriyel etkiler

s6z konusudur (9).

Kromozomal anomaliler: Kromozomal anomaliler kompleks lezyonlarinin bir parcasi

olarak konjenital kalp hastaliklarina sebep olurlar (16).

e Down sendromu (trizomi 21): Kromozom 21’in bir béliimiinden ya da tamamindan
iic kopya bulunmasi ile karakterize olan sendrom orta derecede mental retadasyonun en sik
nedenidir. Insidansi 1/733’dir. Hastalarda karakteristik dismorfik bulgular, mental motor
retardasyon, hipotiroidi, gastrointestinal sistem anomalilerine ilaveten %350 oraninda
endokardiyal yastik defekti (EYD), VSD, izole sekundum ASD, PDA, Fallot tetratolojisi (FT)
gibi konjenital kalp hastaliklar1 goriilebilmektedir (20).

e Patau sendromu (trizomi 13): Insidans1 1/10000 olan sendromun kardinal bulgular
motor ve mental gerilik, mikrosefali, mikroftalmi, holoprozensefali, hipotelorizm, yarik
damak ve/veya yarik dudak, kardiovaskiiler, genitoiiriner, okiiler malformasyonlardir.
Kardiyovaskiiler malformasyonlar genellikle VSD, ASD, PDA, aort koarktasyonu, bikiispit
aortik kapak ya da pulmoner kapak hastaliklarindan olusmakla birlikte hastalarin %90’1
yasamin ilk yilinda kaybedilirler (20).

e Di George sendromu (22ql11 mikrodelesyonu): Kromozom 22ql1.2°’de goriilen

mikrodelesyon sonucu gelisen sendromun prevelanst 1/4000 olarak bildirilmistir (20).
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Etiyolojide sorumlu tutulan 7BXI; geni T-box transkripsiyon ailesine bagli olup, Di George
sendromlu hastalarda fenotipin belirleyicisidir. Farinks arkinin gelisimininden sorumlu
olmakla birlikte biiylik damar anomalilerinden sorumlu oldugu gosterilmistir (21, 22).
Hastaligin klasik triadi konontrunkal anomaliler, timus aplazisi ve hipokalsemidir. Ayirca
trakeomalazi, bronkomalazi, tiroid agenezisi, 6zafagus atrezisi, gastrodzafageal reflii, koanal
atrezi, yarik damak-dudak semdroma eslik edebilir. Hastalarda timiis aplazik oldugu i¢in T

hiicre fonksiyon bozuklugu ve buna bagli hiicresel immiin yetmezlik goriillmektedir (23).

e Turner sendromu (45,X): Monozomi X olarak da bilinen sendrom 1/2000- 1/5000
dogumda bir goriilmektedir. Kisa boy, ayrik meme ucu, diisiik kulak, yele boyun gibi
fenotipik 6zellikleri olan hastalarda gonadal disfonksiyon ve buna bagli amenore
goriilmektedir. Turner sendromlu olgularin yaklagik %20-30’unda aortik kapak hastaliklar

goriiliirken, aort koarktasyonu goriilme oran1 %3 olarak bildirilmektedir (24, 25).

o Tek gen defektleri: Tek gen hastaliklar bir sendromun pargasi olarak ya da tek

basina konjenital kalp hastaliklarina neden olabilmektedirler.

e Marfan sendromu: Bir bag dokusu hastaligi olan sendrom, fibrillin 1 proteinini
kodlayan gen olan FBN1 gen mutasyonu sonucu olusmaktadir. Iskelet sistemi anomalileri ile
birlikte lens dislokasyonu goriilmekle birlikte, en dnemli ve Sliimciil komplikasyonu aort

anevrizmasi ve diseksiyonudur (26).

e Holt- Oram sendromu: Prevelans1 1/100000 olan hastalik, otozomal dominant olarak
kalitilmaktadir. Transkripsiyon faktorii olan 7BX5 mutasyonu sonucu goriilen sendromda

ASD, VSD ve iletim defektleri ile birlikte, iist ekstremite anomalileri goriilmektedir (27).

e Alagille sendromu: 20pl12 bdlgesinde bulunan JAG1 mutasyonu notch sinyal
yolunda bozulmaya neden olmakta ve bu durum safra yollarinda yetersizlik ile birlikte
kardiyovaskiiler =~ malformasyonlarin ~ olugsmas1  ile  sonuglanmaktadir.  Kardiyak
malformasyonlardan en sik periferik ve valvuler pulmoner darlik ve Fallot tetrolojisi

goriilmektedir (28).

e Noonan sendromu: Insidansi 1/1000-2500 olarak goriilen bu sendrom, otozomal
dominant olarak kalitilmaktadir. Vakalarin %50’sinde Ras sinyal yolaginda bulunan PTPN11
gen mutasyonu goriilmektedir. RAF1 (%3), SOS1 (%13) ve KRAS (%5) gen mutasyonlar1 da

sendromun etyolojisinde yer almaktadir. Kisa boy, pektus ekskavatum, yele boyun ile
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karakterize bu sendromda, pulmoner darlik, ASD ve hipertrofik kardiyomiyopati

goriilebilmektedir (29).

Cevresel ve Maternal Faktorler: Kalp ve vaskiiler sistem olusumu intrauterin donemde
gestasyon ortasinda hemen hemen tamamlanmis olur. Bu nedenle gebeligin ilk aylar
kardiyovaskiiler malformasyonlar agisindan kritiktir.Annenin gebelikte kullandig1 busulfan,
lityum, retinoidler, talidomid trimethoprim ve valproik asit gibi ilaglar kardiyovaskiiler sistem
icin  teratojeniktir (30, 31).Busulfanin teratojen oldugu hayvan modellerinde
gosterilmistir. Ancak insanlarda terotejenite ile ilgili ¢alisma bulunmamaktadir (30).Lityum
trikilispit atrezisi ve Ebstein anomalisi ile iligkili olmakla birlikte, manik depresif hastaligi
bulunan annelerde hastaligin fetiise etkileri kar-zarar oranina gore degerlendirilerek bazi
durumlarda  kullanilmaktadir.Valproik  asit  folat ~metabolizmasi {izerinden  etki
gostermektedir.Annede folik asit eksikligi bulunmasinin fetliste kardiyovaskiiler
malformasyon riskini arttirdigi gosterilmistir.Bu nedenle prekonsepsiyonler dénemde bir ay,
postkonsepsiyonel donemde ise iki ay silireyle annelere folik asit destegi verilmesi
onerilmektedir (32). Yiiksek doz A-vitamini igeren ilaglarin fetiiste kardiyak dokunun hig
olusmamasindan VSD, FT ve biiylik arter transpozisyonuna (BAT) kadar uzanan farkl
etkileri bulunabilecegi gosterilmistir (33). Annenin kokain kullanimi fetal miyositlere direk
toksik etkide bulunarak apoptotik hiicre Oliimiine neden olmaktadir.Bunun sonucunda
kardiyovaskiiler malformasyonlar, ventrikiil yapisinda anomaliler ve intrakardiyak iletim
defektleri gelisebilmektedir(33).Annenin 6zellikle ilk trimestirda alkol kullanimi fetal alkol
sendromuna yol acar ve basta ASD olmak iizere VSD, pulmoner darlik ve biiyiik arter
transpozisyonuna eslik edebilir (33).Gebelikte sigara kullanimi da hipoksi ve nikotin
maruziyeti sonucu miyosit hasarmma neden olmaktadir. Annenin pasif i¢iciliginin de aktif
sigara i¢iciligi kadar kardiyovaskiiler malformasyon acisindan ciddi bir risk faktorii oldugu

bildirilmistir (34).

[k trimestirda annenin gegirdigi atesli hastaliklar ile kardiyak malformasyonlar
arasinda iliski bulunmustur.Annede HIV-1 pozitifliginin bulunmasi durumunda fetiiste
anormal kalp gelisiminin oldugu, bu hastalarda sol ventrikiil disfonksiyonu gelistigi
gosterilmistir(35).1lk trimestirda gegirilen rubella enfeksiyonu, konjenital rubella sendromu
ile iliskilidir.Bu sendromda isitme kaybi ve gorme bozukluklarina ek olarak, basta PDA
olmak iizere ¢esitli KKH’lar1 goriilebilmektedir (36).
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KONJENITAL KALP HASTALIKLARININ SINIFLAMASI

Dogustan kalp hastaliklar1 siyanozun bulunup bulunmamasina gore asiyanotik ve

siyanotik konjenital kalp hastaliklar1 olarak ikiye ayrilir (Tablo 1).

Asiyanotik konjenital kalp hastaliklari; kalpte baskin olan fizyolojk yiikiin durumuna
gore ayrica kendi igerisinde siniflandirilabilir. En yaygin lezyonlar hacim yiikii olusturan sol-

sag santl lezyonlaridir.
ASIYANOTIK KONJENITAL KALP HASTALIKLARI
Atriyal Septal Defekt (ASD)

Atriyal septal defekt, izole anomali olarak tiim dogustan kalp hastaliklarinin %5-10’unu
olustururken; dogustan kalp hastaliklarinin %30-50’sinde kalp defektlerinin bir parcasi olarak
olaya eslik eder. Kizlarda erkeklerden iki kat fazla goriiliir (37,38).

Tablo 1. Konjenital kalp hastaliklari siniflamasi

Konjenital kalp

hastaliklari

Asiyanotik Siyanotik

|_I 1

Pulmoner kan
akimi artmig
- BAT

- Trunkus arter,osus

Obstruktif
lezyonlar

Sol-sag santh

Pulmoner kan
akimi azalmis

-FT
- Pulmoner atrezi

- ASD
-VSD
- PDA
-EYD

-Tek ventrikl
-TPVDA

- TrikUspit atrezisi

J
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ASD: Atrial septal defekt, VSD: Ventrikiiler septal defekt, PDA: Patent duktus
arteriosus, EYD: Endokardiyal yastik defekti, PD: Pulmoner darlik, AD: Aort darlig1, AK:
Aort koarktasyonu, FT: Fallot Tetralojisi, BAT: Biiyiik arter transpozisyonu, TPVDA: Total

pulmoner vendz doniis anomalisi

ASD’lerin, sekundum, primum ve sinus venosus tipi defekt olmak iizere ii¢ tipi
vardir.Diger bir nadir goriilen bir formu da koroner sinus ASD’dir. Ostiyum sekundum tipi
ASD’ler tiim ASD’lerin %50-70’ni olusturur. Defekt, fossa ovalis bolgesinde bulunur ve
kanin sol atriyumdan sag atriyuma sol-sag santina yol agar.Olgularin %10’unda anormal
pulomoner vendz doniis anomalisi vardir.Ostiyum primum ASD, endokardiyal yastik
defektinin bir pargasidir ve %30 oraninda goriiliir.Siniis venosus tipi ASD ise; %10 oraninda
goriiliir. En sik siliperior vena kavanin sag atriyuma giris bolgesinde olan siiperior vena kaval
tip seklindedir. Bu durum siklikla sag akciger iist pulmoner venin anormal doniisiiyle
iliskilidir. Inferior vena kavanin sag atriyuma giris bolgesinde goriilen inferior vena kaval tipi
ise, sag akcigerin inferor vena kava igerisine anormal doniisii ile iligkilidir. Koroner sinus tipi

ASD’de, koroner sinus tavaninda defekt vardir (Sekil 1).

Hastalar genellikle asemptomatiktir. Fizik muayenede ikinci kalp sesi sabit ve ¢ifttir.
Pulmoner odakta daha belirgin olmak {izere sistolik ejeksiyon iifiirimii duyulur.
Elektrokardiyografide sag aks sapmasi, hafif sag ventrikiil hipertrofisi ve sag dal blogu
gozlenir. Ekokardiyografi defektin boyutu ve pozisyonunu gosterir. Belirgin sol-sag santtan
dolay1 sag atriyum ve ventrikiiliin genislemesi, pulmoner kapakta velosite artisinin eslik ettigi

pulmoner arter dilatasyonu gortiilebilir.

Sinfis venozus
defekt

ASD sekundum

ASD prinnun
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Sekill.ASD tipleri

Orta-kiiciik ostiyum sekundum defekti olan hastalarda defekt, spontan olarak
kapanabilmektedir. Ancak defekt sekiz milimetreden biiylikse nadiren kendiliginden
kapanmaktadir. Enfektif endokardit riski oldukc¢a diisiik olmasi nedeni ile ostiyum sekundum
defektlerde enfektif endokardit proflaksisi Onerilmez. Serebrovaskiiler olay, ASD yoluyla
paradoksik emboli sonucu nadiren goriilebilmektedir. Genis defektler tedavi edilmezse ileri

yaslarda pulmoner hipertansiyon ve konjestif kalp yetmezligi gelisebilir (37,38).

ASD’lerde uygun endikasyonlarda kateter yolu ile yerlestirilen cihazlarla cerrahi
olmayan kapatma yontemi uygulanabilir. Transkateter yolu ile kapatmaya uygun olmayan

ancak kapatma endikasyonlar1 bulunan hastalara cerrahi kapatma islemi uygulanir (37,38).
Ventrikiiler Septal Defekt (VSD)

Ventrikiiler septal defekt, en sik goriilen konjenital kalp hastaligidir ve KKH’nin %15-

20’sini olusturur.

Interventrikiiler septum, kiiciik membrandz kisim ve genis miiskiiler kisimdan olusur.
Miiskiiler septumun inlet septum, trabekiiler septum, outlet septum olmak {izere ii¢ boliimii
vardir. VSD’ler yerlestikleri bu bolgelere gore tiplendirilirler (Sekil 2). Trabekiiler septum

ayrica anterior, posterior, orta ve apikal kisimlara da ayrilir.

Sekil 2. VSD tipleri

Membrandz septum aort kapaginin hemen altindadir.Bu bolgede yerlesen membrandz
VSD’ler tiim VSD’lerin  %70’ini  olusturur.Outlet defektler; VSD’lerin  %5-30’unu
olusturmaktadir. Bu tip VSD’lerde aort yaprakcigr VSD igerisinden prolobe olabilir ve aort
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yetersizligine neden olabilir. Inlet defektler ise VSD’lerin %35-8’ini olusturur ve trikiispit
kapak septal yaprakc¢igin altinda yer alirlar. Trabekiiler veya miiskiiler defektler, VSD’lerin
%35-20’sini olusturmaktadir.

Kiictiik VSD’ler genellikle asemptomatiktir.Orta-genis VSD’li hastalarda siit ¢ocuklugu
doneminde biiyiime-gelisme geriligi, egzersiz intoleransi, tekrarlayan akciger enfeksiyonlari
siktir.Fizik muayenede sternum sol alt kenarinda pansistolik tfliriim tipiktir. Kiigiik VSD’lerde
elektrokardiyografi normalken, orta- genis VSD’li hastalarda sol ventrikiil hipertrofisi
goriliir. Ekokardiyografi ile defektin yeri ve boyutu belirlenir. Eslik eden diger anomaliler ve
santin miktar1 belirlenebilir.

Membrandz ve miiskiiler VSD’lerin %30-40’1 hayatin ilk 6 ay1 icerisinde kendiliginden
kapanir.inlet ve outlet defektler kendiliginden kapanmaz. Genis VSD’li hastalarda 6-8 hafta
icinde konjestif kalp yetmezligi gelisebilir. Enfektif endokardit riski vardir.Konjestif kalp
yetmezligi bulunan hastalarda kalp yetmezligi tedavisi ve yeterli kilo alimi ile defektin
kiictilmesi beklenerek operasyon geciktirilir.Konjestif kalp yetmezligi tedavisi verilmesine
ragmen biiyiime geriligi diizelmeyen hastalar, ilk yil icinde opere edilirken; tibbi tedaviye
yanit veren siit cocuklarinin operasyonu ise geciktirilmelidir. Bir yasindan sonra pulmoner
kan akiminin, sistemik kan akimina orani orami (Qp/Qs) orami1 2’den fazla olan hastalarda
kapatma gerekir (37, 38).

Patent Duktus Arteriyosus (PDA)

Sol pulmoner arter ve sol subklavian arter ¢ikisindan yaklasik 5-10mm distalindeki inen
aorta arasinda bulunan normal ‘duktus’ yapisinin devam etmesidir.Prematiireler hari¢ patent
duktus arteriyosus tiim dogustan kalp defektlerinin %5’ini olusturur. Erkek/kiz orani: 1/3’tiir.

Kiiciik PDA’lar genellikle asemptomatiktir.Genis santli PDA’lar ise, akciger
enfeksiyonu ve konjestif kalp yetmezligine neden olabilir.Fizik muayenede genis nabiz
basinct ve sigrayict periferik nabiz karakteristiktir.Sternum sol iist kenarinda ve klavikula
altinda devaml tfiiriim tipiktir.Pulmoner vaskiiler obstruktif hastalik gelistiginde olusan sag-
sol sant, sadece viicudun alt yarisinda siyanoza neden olur.

Genis PDA’larda elektrokardiyografide sol aks ve sol ventrikiil hipertrofisi
izlenir.Ekokardiyografi ile patent duktus arteriyosusun boyutu belirlenebilir. Sol atriyum ve
ventrikiil boyutlar1 degerlendirilir.

Prematiire bebeklerde hipoksi ve PGE1 nedeniyle duktus agik kalirken; zamaninda
dogmus bebeklerde duktusun media ve intima tabakalarinin yapisal hasar1 nedeniyle agiktir.
Bu nedenle prematiirelerin aksine zamaninda dogmus bebeklerde PDA’nin kapanma olasilig1
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daha azdir. Enfektif endokardit riski vardir.Sant genis oldugunda konjestif kalp yetmezligi ve
tekrarlayan akciger enfeksiyonlar1 goriilebilir.

Zamaninda dogan bebeklerde farmakolojik kapatma tedavileri etkili degildir.Kalp
yetmezligi gelismesi halinde antikonjestif tedavi uygulanabilir. Hemodinamik olarak énemli
duktus, yasa bakilmaksizin kapatilmalidir.Cesitli cihazlar kullanilarak PDA’lar kateter
yoluyla kapatilabilmektedir.Bu tekniklere uygun olmayan hastalara cerrahi kapatma yontemi

uygulanir (37, 38).

Komplet Endokardiyal Yastik Defekti (EYD)

Komplet endokardiyal yastik defekti dogustan kalp hastaliklarinin = %2’sini
olusturur.Komplet EYD’li hastalarin %701 Down sendromludur.Down sendromlu ¢ocuklarin
%40’1nda dogustan kalp hastaliklar1 bulunur ve bu defektlerin %50°si EYD’dir.

Patolojik olarak, ostiyum primum ASD, inlet VSD, mitral kapak anterior ve trikiispit
kapak septal yapraklarinda yarik vardir (Sekil 3c).

Klinikte biiytime geriligi, konjestif kalp yetmezligi, tekrarlayan akciger enfeksiyonu
bulgular1 siktir.Sternum sol alt kenarinda holosistolik iiflirim duyulur.Elektrokardiyografide
sol-siiperior QRS aks1 karakteristiktir. Ekokardiyografi ile defektin boyutu ve agirhig
degerlendirilebilir. Anjiografide karakteristik ‘kugu boynu deformitesi’ goriilebilir.

Erken donemde kalp yetmezligi bulgular1 ve akciger enfeksiyonlar1 gelisir.Bir yastan
sonra pulmoner vaskiiler obstruktif hastalik gelismeye baslar.Bu nedenle erken siit cocuklugu

doneminde cerrahi diizeltme uygulanmalidir (37, 38).

Sekil3.Parsiyel ve komplet EYD

Parsiyel Endokardiyal Yastik Defekti
Parsiyel EYD’de atriyoventrikiiler kapaklarda yarik ve ostiyum primum ASD vardir

(Sekil 3b).Dogustan kalp hastaliklarinin %1-2’sini olusturur.
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Ostiyum  primum  ASD’li  hastalar  genellikle ¢ocukluk ¢ag1  boyunca
asemptomatiktir.Ortak atriyum ya da mitral yetmezlik varliginda, tekrarlayan akciger
enfeksiyonu, biliylime geriligi gibi belirtiler bulunabilir.Fizik muayenede mitral kapak
yetmezligine bagl sistolik ejeksiyon iiftiriimii duyulabilir.Elektrokardiyografide sol- siiperior
QRS aks1 karakteristiktir. Olgularin yaklasik %50’sinde birinci derece atriyoventrikiiler blok
bulunur. Ekokardiyografi tani koydurur.

Defekt  kendiliginden = kapanmaz.Parsiyel EYD  varligt  cerrahi  onarim
endikasyonudur.Cocukluk caginda konjestif kalp yetmezligi goriilebilir. Bu durum mitral
yetmezlik ve diger eslik eden defektler ile iliskilidir. Eriskin donemde pulmoner hipertansiyon
gelisebilir.Hastalarin %20’sinde aritmiler goriiliir (37, 38).

Pulmoner darhk (PD)

Izole pulmoner darlik tiim dogumdal kalp hastaliklarinin %8-12’sini olusturur.Pulmoner
darlik; valvuler, subvalvuler (infundibuler) ve supravalvuler olabilir. Sag ventrikiil genellikle
normal olsa da kritik PD’da hipoplastiktir. Displastik kapaklar genellikle Noonan
sendromunda goriiliirken; izole infundibuler darliklar ise, nadirdir ve genellikle FT’de oldugu
gibi genis VSD ile birliktedir. Supravalvuler pulmoner arter darlig1 siklikla konjenital Rubella
sendromu, Williams sendromu, Noonan sendromu, Alagille sendromu, Ehler Danlos
sendromu ve Silver Russel sendromu gibi sendromlarla goriilebilir (37, 38).

Aort Darhg: (AD)

Tiim dogustan kalp hastaliklarinin %10’unu olusturur.Erkeklerde kizlardan dort kat
daha siktir.Aort darligi valviiler, subvalvuler ve supravalviiler diizeyde goriilebilir.En sik
valvular darlik goriiliirken (%71); subvalvuler darlik %23, supravalvuler darlik ise %5-6
oraninda goriilmektedir.Valvuler aort darlifi, en sik bikiispit aortik kapak nedeniyle
goriiliir.Supravalvuler AD ise Williams sendromu ile birliktedir (37, 38).

Aort Koarktasyonu (AK)

Dogustan kalp hastaliklarinin %8-10’unu olusturan aort koarktasyonu, erkeklerde
kizlardan iki kat daha fazla goriiliir. Koarktasyonun proksimal ve distal segmentleri arasinda
kollateral dolasim bulunurken, hastalarin %85’inde bikiispit kapak eslik eder.Turner
sendromlu olgularin %30’unda AK bulunur (37, 38).

SIYANOTIK KONJENITAL KALP HASTALIKLARI

Biiyiik Arter Transpozisyonu (BAT)

Tim dogustan kalp hastaliklarinin %35-7’sini olusturan biiylik arter transpozisyonu,
erkeklerde kizlardan ii¢ kat daha fazla goriiliir. Aort viicuda desatiire kan1 tagir, 6nden ve sag
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ventrikiilden ¢ikar.Pulmoner arter arkadan, sol ventrikiilden ¢ikar ve akcigerlere
oksijenlenmis kani tasir. Tiim viicutta hipoksik kanm dolasmasi yasamla bagdasamaz.iki
dolagimin karismasina izin veren ASD, VSD ya da PDA gibi defektler yasam icin gereklidir.

Siyanoz dogumdan itibaren her zaman vardir.Hipoksemi oksijene yanit vermez. Fizik
muayenede yenidoganda orta-agir siyanoza takipne eslik eder. Ikinci kalp sesi tek ve
siddetlidir. VSD  ile  birlikte  olan  hastalarda  holosistolik ~ VSD  iifiirimi
duyulabilir.Elektrokardiyografide sag QRS aksi vardir. Ilk giinlerden sonra genellikle sag
ventrikiil hipertrofisi bulunur.Tan1 i¢in anatomik ve fonksiyonel bilgiyi ekokardiyografi
saglar.Cerrahiye kadar gecen siirede PGE1 infiizyonu ile duktus ac¢ik tutulmalidir. Karisimi
yeterli olmayan olgularda operasyona kadar balon atriyal septostomi yapilir. Hastalara en kisa
stirede cerrahi diizeltme yapilmalidir (37, 38).

Fallot Tetralojisi (FT)

Tiim dogustan kalp hastaliklarin %5-10’unu olusturan Fallot tetralojisi, en sik goriilen
siyanotik konjenital kalp hastaligidir.Genis VSD, sag ventrikiil ¢ikis yolu darligi, sag
ventrikiil hipertorfisi ve aortanin ‘overriding’ini igeren dort anomaliyi kapsar. Anomalinin en
agir formunda pulmoner kapak atretiktir.Hastalarin %5’inde koroner anomaliler eslik eder.

Dogumda {ifiiriim duyulur.Hastalarin ¢ogunda dogumdan kisa siire sonra siyanoz
belirir.Pulmoner atrezili olan yenidoganlarda dogumdan hemen sonra agir siyanoz goriiliir.
Fizik muayenede degisken derecede siyanoz, takipne ve parmaklarda ¢omaklagsma vardir.
Siklikla sternum sol {ist ve orta kenarinda sistolik iiftirlimvardir.Elektrokardiyografide sag aks
ve sag ventrikiiler hipertorfi; direk grafide bot seklinde kalp ya da ‘coeure en sabot’
gorlinlimii tipiktir. Ekokardiyografi ile hastaligin tanis1 ve siddeti belirlenir. Eslik eden
anomaliler belirlenebilir.

Hastalarda siyanoz varsa giderek artarken, asiyanotik hastalarda ilerleyen zamanlarda
siyanoz goriiliir.Siyanoza ikincil olarak polisitemi gelisir. Siit ¢ocuklarinda huzursuzluk ve
aglamanin neden oldugu sag ventrikiil ¢ikis yolu darligmin artmas: ve kan akiminin
azalmasina bagli olarak, FT nin en 6nemli komplikasyonu olan hipoksik nobetler goriilebilir.
Siyanoz siddetli ise biiyiime geriligi beklenir.Nadiren beyin apsesi ve serebrovaskiiler olay
gelisebilir.Enfektif endokardit riski vardir.Koagulopati siyanozun ge¢ komplikasyonudur.

Hipoksik nobetlerin onlenmesi i¢in oral propranolol kullanilmalidir. Goreceli demir
eksikligi taranmali ve tedavi edilmelidir. Pulmoner kan akimini arttirmak amaciyla palyatif
sant operasyonlar1 uygulabilir. Tam onarim ameliyati, oksijen saturasyonunun %75-80’den az
olmas1 halinde yapilir. Semptomatik siit ¢ocuklarina 3-4 aylik olduktan sonra primer onarim
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uygulanabilirken; asemptomatik hastalar, asiyanotik olsalar bile 1-2 yasinda primer onarim
yapilmas1 gereklidir.Erken primer onarim ile sag ventrikiil hipertorifisi ve fibrozisinin
azalmasi ile pulmoner arterlerin normal genislemesi, aritmilerin azalmasi ile 6liim riskini
azaltilmas1 amacglanmaktadir (37, 38).

Persistan Trunkus Arteriyozus

Tim dogustan kalp hastaliklarinin %1°den azin1 olusturmaktadir.Kalpten trunkal
kapakla birlikte tek bir arter govdesi ayrilir ve pulmoner, sistemik ve koroner dolasimlara
dallar verir.Trunkal kapagin altinda genis perimembrandz VSD bulunur. Hastalarin %33’iinde
hipokalsemi ile birlikte DiGeorge sendromu eslik eder.

Hastalar kalp yetmezligine yonelik tedavi edilmelidir.Di George sendromu agisindan
hastalar arastirilmalidir. Trunkus arteriyozus tipine gore cerrahi operasyonuntipi ve hastaligin
seyri degisir(37, 38).

Trikiispit Atrezisi

Dogustan kalp hastaliklarinin  %1-3’linii olusturur. Trikiispit kapak atretiktir. Sag
ventrikiil hipoplastiktir ve giris kismi yoktur. Yagamin devamliligi i¢cin ASD, VSD veya PDA
gibi defektler gereklidir.Olgularin %70’inde biiyiik arterler normal iliskideyken; %30’unda
transpozisyon bulunur.Hastalarin %30’iinde ise L-tipi transpozisyon vardir.

Bu hastalarda dogumdan itibaren ciddi siyanoz goriiliir.Belirgin takipne ve beslenme
zorlugu vardir.Elektrokardiyografide siiperior QRS aksi karakteristiktir.Sol ventrikiil
hipertorfisi bulunur.Ekokardiyografide trikiispit orifis yoklugu, belirgin sag ventrikiil
hipoplazisi ve genis sol ventrikiil goriiliir.Cerrahi diizeltme yapilmayan hastalar 6 ay
icerisinde  kaybedilir.Yenidoganlara ~ PGE1  inflizyonu  baslanarak  PDA  agik
tutulmalidir.Palyatif operasyonlar ardindan Fontan tipi ameliyat yapilir (37, 38).

Total Pulmoner Venéz Doniis Anomalisi (TPVDA)

Tiim dogustan kalp hastaliklarinin %1’ini olusturur.Pulmonervenler ile sol atriyum
arasinda dogrudan iliski yoktur.Pulmoner venler direkt veya sistemik venler araciligi ile sag
atriyuma agilir.Pulmoner venlerin acildigi yere bagli olarak suprakardiyak, kardiyak,
infrakardiyak ve mikst olmak {izere dort tipi vardir.Suprakardiyak tip,TPVDA’lihastalarin
%350’sini olusturur ve ortak pulmoner vendz sinus sol vertikal ven ve sol innominate ven yolu
ile siiperior vena kavaya dokiiliir. Kardiyak tipte pulmoner venler sag atriyuma ayr1 ayr1 dort
yerden veya ortak pulmoner vendz sinus araciligi ile koroner siniise agilir.Infrakardiyak tip,
TPVDA’li hastalarin %20’sini olusturur.Ortak pulmoner vendz sinus portal ven, duktus
venosus, hepatik ven veya inferior vena kava agilir.
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Siyanoz, biiylime geriligi, konjestif kalp yetmezligi ve tekrarlayan akciger
enfeksiyonlar1 goriilebilir.Elektrokardiyografide sag ventrikiil hipertrofisi, direk grafide
suprakardiyak tip TPVDA’de ‘kardan adam’ belirtisi ya da ‘8’ sekli goriilebilir. Cerrahi
onarim yapilmazsa hastalarin ¢ogu bir yasindan dnce kaybedilirler (37, 38).

Tek Ventrikiil

Tim dogustan kalp hastaliklarinin %1’inden azini olusturur. Her iki atriyoventrikiiler
kapak, ana tek ventrikiile agilir ve ana odacik bulboventrikiiler foramen yoluyla rudimenter
bir odaciga baglanir. Ana odaciktan tek bliyiik arter ¢ikarken, digeri rudimenter odaciktan
cikar. Olgularin %85’ inde biiyiik arter transpozisyonu bulunur.

Dogumdan itibaren farkli derecelerde siyanoz bulunabilir. Fizik muayene bulgular
pulmoner kan akimina baglidir. Pulmoner kan akiminda artis varsa, fizik muayene bulgular
genis VSD’li hastalara benzerken; pulmoner kan akiminda azalma varsa FT a benzer.

Pulmoner darligi olmayan hastalarda erken siit cocuklugu déneminde pulmoner
hipertansiyon veya konjestif kalp yetmezligi gelisebilir. Cerrahi uygulanmayan hastalar
genellikle bir yil icerisinde kaybedilirler. Palyatif operasyonlar ardindan 18-24 aylikken
Fontan tipi ameliyat uygulanir (37, 38).

Cift Cikish Sag Ventrikiil

Tim KKH’larinin %]1’inden azini olusturur. Siklikla diger kompleks defektlerin eslik
ettigi heterotaksili hastalarda bulunur. Hem aorta hem de pulmoner arter sag ventrikiilden
cikarken, sol ventrikiiliin tek ¢ikis1 genis VSD’dir. Ventrikiiler septal defektin pozisyonu ve
pulmoner darligin varlii hemodinamik durumu etkiler ve ¢ift ¢ikish sag ventrikiil tiplerini
belirler.

Klinik bulgular ¢ift cikishi sag ventrikiiliin tipine gore degisir. PD’lig1 olmayan
subaortik VSD’li olgularda siyanoz hafifken,PD’l1 olgularda siyanoz belirgindir ve klinik
FT’e benzer.Kalp yetmezligi tedavisi ve defektin tipine gore diizeltici operasyonlar
yapilmalidir (37, 38).

Ebstein Anomalisi

Trikiispit kapaklarin Ebstein anomalisi tim KKH’nin %1’inden azmi olusturur.
Trikiispit kapagin septal ve posterior yaprakciklari, sag ventrikiil kavitesinin i¢inde apekse
dogru yerlesmistir. Bu durumda sag ventrikiiliin bir kism1 sag atriyuma dahil olur ve sag
ventrikiil fonksiyonel hipoplazisiyle sonuglanir. Tiim hastalarda sag-sol santli interatriyal
baglanti vardir. Siklikla ‘Wolf Parkinson White’ sendromu eslik eder ve hastalarda
supraventrikiiler tasikardi yatkinligini olusturur (37,38).
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BAZI GENETIK TERIMLER ve MLPA YONTEMI

Gen:Fonksiyonel bir iirin olusturmak i¢in gerekli olan kromozomal DNA dizisidir.
Genler her hiicrenin c¢ekirdeginde kromozom adi verilen organelleri olusturan DNA’da
kodlanmaktadirlar ve kromozom iizerinde kesin pozisyonu veya lokusu olacak sekilde
dogrusal bi¢imde siralanmislardir. Herhangi bir spesifik lokusta ayni genin 6zdesi veya ¢ok az
farkli formu olabilir ve allel olarak adlandirir (39).

Ekzon: Gen tarafindan kodlanan ve RNA islemlenmesi ardindan olgun RNA’da yer alan
niikleik asit dizisidir (39).

Mutasyon:DNA’daki gen yapisini olusturan niikleotid ciftlerinin siralamasinda veya
yapisinda olusan, sentez edilecek olan proteinin yapisini ve islevini saptirici nitelikteki
degisikliklere mutasyon denir. Mutasyonun en 6nemli sonuglarindan birisi, bir sonraki kusaga
farkli genetik 6zellikler aktarilmasina neden olmasidir (39).

Bir DNA dizisindeki tek bir niikleotid degisimi (veya nokta mutasyonu) li¢lii bazdaki
kodu degistirebilir ve gen iirliinlinde bir aminoasidin digeriyle yer degistirmesine sebep
olabilir: ‘Missense mutasyonlar’. Insanlarda genetik hastaliga neden olan mutasyonlarin yarisi
bu mutasyonlardir. Ug ‘stop kodonundan’ birini meydana getiren mutasyon; ‘nonsense
mutasyon’ olarak adlandirilir. Bu mutasyonlar, hastaliga neden olan mutasyonlarin %12 sini
igerir.

Mikrodelesyon:Kromozomal mutasyon tiplerinden biridir. Tek gen hastaliklarinda,
bozuklugu molekiiller metotla tanimlanan gen i¢i mutasyonlar1 ile olusurken;
mikrodelesyonlar, komsu birka¢ geni ortadan kaldirarak mutasyona neden olurlar. Bu nedenle
mikrodelesyon sendromlar1 ‘contiguous gen sendromu’ olarak da adlandirilirlar (39).

MLPA Yontemi

‘Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification’ (MLPA), giincel bir yontemdir ve
tek reaksiyonla 50’ye yakin iligkili gen bolgesinin degerlendirilmesine imkan vermektedir.
‘Relatif kantitatif PCR’ olarak adlandirilan bu yontem, ilk defa 2002 yilinda yilinda Schouten
ve arkadaslan tarafindan tanimlanmistir (40). MLPA, uygulamas: kolay bir yontemdir ve 45
dizinin amplifikasyonu i¢in 20ng DNA yeterlidir(40).MLPA reaksiyonunda amplifiye olan
hedef dizi degil, hedef diziye hibridize olan MLPA problaridir. Standart bir multipleks
PCR’dan farkli olarak, sadece bir tek primer cifti kullanilir. Elde edilen amplifikasyon
iirtinleri 130-490 baz ¢ifti uzunlugunda olup, jelde yiiriitiiliir ve kapiller elektroforez sistemi
yardimiyla pikler elde edilir. Bu pikler referans 6rnekler ile karsilastirilarak, delesyonlar veya
amplifikasyonlar tespit edilebilir.
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MLPA problar1 hedef diziye hibridize olduklarinda, her prob i¢in birbirine
eklenebilecek iki oligoniikleotid dizisi tasarlanmistir. Biitiin hibridize problar, 5° ve 3’
uclarinda PCR ile ayni anda tek primer c¢ifti ile amplifiye olmalar1 igin sabit evrensel primer
dizileri igermektedir. Prob uzunlugunun ayarlanmasi i¢in genellikle her iki oligoniikleotid
parcasinda dolgu (stuffer) dizisi bulunmaktadir. 3’ oligoniikleotid pargasi, 5’ ucundan
fosforiledir. Dolayisiyla 5° oligoniikleotid parcasi ile birlesebilir. Her MLPA probunun 5’
oligoniikleotid parcasinin 5’ ucunda 19 niikleotidlik evrensel primer dizisi; 3’ ucunda ise, 21-
30 niikleotid uzunlugunda hedefe 6zgii dizi bulunmaktadir. 3’ oligoniikleotid par¢asinin 3’
ucunda ise, 23 niikleotid uzunlugunda evrensel primer dizisi; 5’ ucunda ise, 25-43 niikleotid
uzunlugunda ilk proba komsu hedef diziye hibridize olacak dizi bulunmaktadir. 19-370
niikleotid uzunlugundaki dolgu dizisi de probun 3 oligoniikleotid ucuna eklenerek, toplam

prob uzunlugu ayarlanir (Sekil 4).

Probun 3’
oligontkleotd
percas 80-420nt
Probun §'
olgoniikbsatid
pargas) 4049t by
c
f mm Frimere 6zgln

== Dolgu dizisi
mm Hedefe tzgan

19t 2130 25430t

5!
\ Te65°C 3 5 Tm65°C

Sekil4.MLPA problariin sematik gosterilmesi

80-440 niikleotid uzunlugundaki oligoniikleotidler, MLPA kalitesini olumsuz
etkilediklerinden kimyasal olarak sentezlenmektedir. Bu oligoniikleotidler, M13 klonlarinin
tek zincirli DNA’s1 ile sentezlenmektedir. MLPA’da kullanilan kitlerin ¢ogu 35-42 prob
icermektedir ve problar arasinda 6-9 baz ciftlik uzunluk farki vardir. Bu problar farklit M13
kaynakli vektorlerden tasarlanmigtir. Bu problar arasinda heterodubleks olusumunu
engellemek i¢in sadece ug¢ kisimlariin ortak dizi igermesine dikkat edilir. M13 kaynakli,118
farkl1 dizide ve uzunlukta dolgu dizisi iceren MLPA vektorii bulunmaktadir. Gerekli fragman
uzunlugu, bu vektorlerin hedef diziye spesifik oligoniikleotidlere eklenmesi ile elde edilir.
Amplifikasyon iirlinii 94-124 baz ¢ifti olan problar, MLPA yonteminde basarili bir sekilde
kullanilabilmektedir (40). M13 kaynakli oligoniikleotid problarinin hibridize olmayan dolgu
dizilerinin farkli uzunlukta olmasi 6nemli avantajlar saglamaktadir. Amplikasyon iiriinlerinin

farkli ozellikleri bu sayede degerlendirilebilmektedir. Hibridizasyonu gerceklesen hedefe
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Ozgii kisa diziler ise, yarismali olarak baglanmadiklarindan tek niikleotid polimorfizmleri ve
mutasyonu degerlendirmede kolaylik saglamaktadir.

MLPA teknigi, 4 temel asamadan olusmaktadir. Denatiirasyon, hibridizasyon, ligasyon
ve son olarak PCR ile amplifikasyon asamasidir (Sekil 5).cPCR asamasinda biitiin problar tek
bir primer ¢ifti ile amplifiye edilir. Primer ¢iftlerinden bir tanesi N-(3-fluoranthyl) maleimide
(FAM) ile isaretlenmistir. Elde edilen PCR firiinleri kapiller elektroforez yardimiyla kontrol
grubu pikleri esas alinarak degerlendirilir. MLPA yontemi genomik DNA’da oldugu gibi
mRNA c¢alismalarinda da kullanilabilir.

1.Denatiirasyvon ve Hibridizasyvon

PCR X primeri dizist

PCRY primeri dizist

2.Ligasyon

3.Evrensel X ve Y primerleriile PCR

4.Fragman Analizi

}“mlll“l’.'""l""!"'

SekilS.MLPA asamalari

KONJENITAL KALP HASTALIKLARI iLE ILISKILi BAZI GENLER;

Kardiyak embriyogenezde etkili oldugu gosterilmis bazi genler
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BMP4 ‘Bone morphogenetic protein 4°: Bes ekzondan olusan gen genomik DNA’nin
yaklagik 4,8 kb’ini olusturmaktadir. Kromozom 14q22°de yerlesen gen p-telomerden yaklasik
10Mb uzakliktadir. BMP4, TGF- sitokin ailesine aittir. Epitelyal mezenkimal
transformasyonunda o6nemli rolii oldugu bildirilmistir. Kardiyomyositlerde BMP4
ekspresyonunun gdsterilmesi septasyon ve valvulogenezde BMP4 geninin etkili oldugunu
diistindiirmektedir. Bu genin eksikliklerinin atriyoventrikiiler septal defekt ile sonuglandig:
bildirilmektedir (41).

CRELDI ‘Cysteine rich with EGF domains’: Onbir ekzondan olusan gen, yaklasik
olarak 11,6 kb’tir ve kromozom 3p25°te yerlesmistir. Epidermal growth faktor (EGF) ailesine
ait olan gendeki mutasyonun; atriyoventrikiiler septal defekt ile iliskisi oldugu arastirilmistir
(42).

NKX2-5 ‘NK2 transcription factor related, locus 5°: Kromozom 5q35°te yerlesen gen, 2
ekzondan olusur ve yaklasik 3,1 kb biiytikliiktedir. Konjenital kalp hastaliklarinin %3’{inde
NKX2-5 ‘homeobox’ transkripsiyon faktoriinde mutasyon saptanmistir. En sik konontrunkal
anomaliler ile iligkili olan genin kardiyak iletim defektleri ve tiroid disgenezi ile iliskili
oldugu bildirilmistir (43).

TBX5 (T-box 5): Genomik DNA’da yaklasik 5,2kb yer kaplayan gen 10 ekzondan
olugmaktadir. Kromozom 12q25°de yerlesen gen, p-telomerden 113,3 Mb uzaklikadir. 7hx5
geni Ust ekstremite ve kalp gelisiminde etkili olmasi nedeni ile mutasyonu Holt-Oram
sendromu ile iligkili olarak bildirilmektedir. 7hx5 gen mutasyonun Holt- Oram sendromu
olmayan ASD, VSD ve atriyoventrikiiler septal defektleri ilede iliskili oldugu gosterilmistir
(44).

Thx20 ‘T-box 20’: Farelerde kardiyak progenitor hiicreleri tarafindan exprese olan
Tbx20 geninin endokardiyal yastiklar, atriyentrikiiler kanal, interatriyal septum olusumunda
onemli oldugu gosterilmistir (45).

GATA4 ‘GATA binding protein 42°: Yedi ekzondan olusan gen, kromozom 8p23°de
yerlesmektedir ve yaklasik 55,8kb boyutundadir. Kardiyak septasyonda rolii bulunan genin
mutasyonun pulmonerdarlik ve kardiyak septal defektler ile iligkili oldugu bildirilmistir (45).
Tbx 5 geni ile birlikte kardiyak gelisim sirasinda normal kardiyomyosit gelisiminde etkilidir
(46).

GATAS ‘GATA binding protein 5': GATA ailesine ait olan genin GATA4 ve 6 ile kalp
embriyogenezinde dnemli oldugu gosterilmistir. GATAS geni olmayan farelerin, gestasyon
donemi ortalarinda kardiyovaskiiler defektler nedeni ile kaybedildigi gosterilmistir (47).
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GATA6 ‘GATA binding protein 6. Kalp gelisirken eksprese olan genin eksikligi,
farelerde kardiyak gelisim Oncesi embriyonik kayip ile sonuglanmistir (48). Konjenital kalp
hastaligi olanlarda GATA6 mutasyonunun saptanmasi da kardiyak morfogenezde GATA6

geninin énemli oldugunu gostermistir (46).

GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Ekim 2012- Ekim 2013 tarihleri arasinda Pamukkale Universitesi Tip
Fakiiltesi Cocuk Kardiyoloji Bilim Dal1 tarafindan izlenen hastalar arasindan konjenital kalp
hastaligi oldugu saptanan toplam 260 hastada kesitsel olarak yapildi. Calismaya alinan
hastalar; Pediatrik Kardiyoloji poliklinigine ilk kez basvuran ve calisma kriterlerine uygun
olan hastalar ile daha oOnceden izlenen ve calisma kriterlerine uygun olan hastalarin
cagirilmasiyla  olusturuldu. Tiim hastalar fizik muayene, elektrokardiyografi ve
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ekokardiyografi ile degerlendirildi. Degerlendirmeye alinan toplam 260 hastanin besi genetik
degerlendirilme i¢in alinan kan 6rneklerinin pihtilt olmasi nedeniyle ¢aligma dis1 birakildi ve
255 hasta ile calisma yapildi.

Down sendromu disinda; Di George sendromu, Marfan sendromu, Holt-Oram
sendromu, Allagille sendromu vs gibi sedromlara ait stigmalar1 olan hastalar ile diabetes
mellitus, kas hastalig1, epilepsi, kistik fibrozis gibi kronik hastalig1 olan ¢ocuklar¢alisma dist
birakildi. Ritim-iletim bozuklugu olan ¢ocuklar ¢aligmaya alinmadi.

Toplam 255 hastanin 144°i VSD, 60°1ASD, 14’GEYD idi. Hastalarin 36’sindasiyanotik
konjenital kalp hastalifi vardi. Ventrikiiler septal defektli hastalarin 78’1 perimembrandz
VSD, 66’s1 ise miiskiiler VSD idi. Atriyal septal defektli hastalarin hepsi ostiyum sekundum
tip ASD idi. Siniis venozus ve primum tipASD tanili hastalar ¢alismaya dahil edilmedi.
Atriyal septal defektli hastalarin hepsi daha Oncesinde cerrahi veya anjiyo yontemi ile
kapatma yapilmis veya kapatma tedavisi diisiiniilen genis ve hemodinamik acidan anlaml
sekundum ASD’li hastalardi.Siyanotik konjenital kalp hastaligi bulunan hastalarin 29’u Fallot
tetralojisi, besibiiyiik arter transpozisyonu, ikisipersistan turunkus arteriyosusve bir tanesiise
Ebstein anomalisi idi.

Kontrol grubu; cocuk kardiyoloji poliklinigine ifiirlim, goglis agris1 ve senkop gibi
yakinmalarla basvuran ve tamamen saglikli olduklari tespit edilen; patent foramen ovale dahil
hi¢bir dogumsal kalp hastaligi olmayan 50 ¢ocuktan olusturuldu.

Calismaya dahil edilen tiim cocuklarin ayrintili anamnez, 6zge¢cmis ve soygecmis
ozellikleri alindi. Fizik muayene, elektrokardiyografi ve ekokardiyografik degerlendirmeleri
yapildi. Ebeveynler arasindaki akrabalik hikayesi ve ailede dogumsal kalp hastaligi varlig
ayrintili olarak sorgulanip; hastalar i¢in olusturulan formlara kaydedildi. Tiim c¢ocuklarda
genetik ¢alisma i¢in EDTA’l tiipe 2ml serum Ornegi alindi. Bu ornekler calisma grubu
tamamlanincaya kadar -20 °C’de  buzdolabinda  saklandi.  Calisma  grubu
tamamlandiginda, Tibbi Genetik Anabilim Dali Molekiiler Genetik Laboratuvarinda SALSA
MLPA P311-A2 CHD kiti ile degerlendirildi.

Calisma ve kontrol grubuna alinan ¢ocuklarin ailelerine sozlii ve yazili olarak ¢alisma
hakkinda ayrintili bilgi verildi. Aragtirmay1 kabul eden ailelerden bilgilendirilmis aile goniilli
olur formu imzalatilarak izin alind1.

Calisma 6ncesi Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Etik Kurulundan izin
alindi (Etik belge numarasi: 2012TPF029).Calisma, Pamukkale Universitesi Bilimsel
Arastirma Fonu tarafindan desteklendi.
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MLPA YONTEMI

Periferik Kandan DNA izolasyonu

Kan orneklerinden DNA saflastirilmasi, Fujifilm Quick Gen-Mini 80 DNA
Ekstraksiyon Cihazi kullanilarak yapildi. Saflastirma isleminde asagidaki sira izlenmistir.

1.1.5 mI’lik ependorf tiipiline (greiner bio-one), 30 ul QuickGen proteaz konuldu.

2.DahasonraEDTA’l1 tiipigerisindebulunanperiferikkan o6rneginden 200 pl alinip
tiipeaktarildi.

3. 250 uI Lysis Buffer eklenip, 10 saniye vortekslenerek karistirildi.

4. 1.5
ul’likependorftiipiiniinkapaginayapisankismimindiismesii¢inkisasiirelisantrifiijyapildi.

5.Dahasonra 56 °C’de 2 dakikainkiibasyona(BOECOBioTDB-100) birakildu.

6. Eppendorflara %9611k 250 plI etanol eklendi, 15 saniye vortekslendikten sonra tekrar
kisa siirelisantrifiijyapildi.

7.QG-Mini80 cihazindakitiiptasiyicilarindan, Onkisminaatikkabi(W), arkatarafina(E)
DNA’nintoplanacagt 1,5ml’likyeniependorftiipli yerlestirildi. Filtrelikartujlaratikkaplarinin
iistlerineyerlestirildiktensonralizatintamami bukartujlaraaktarildi.

8.QG-Mini80 cihazindabasin¢lamaislemiyapildi.Kartuja 750 pl yikama tamponu
eklendikten sonra QG-Mini80’de basin¢lamaislemiyapildi.Buislem 3 keztekrarlandi.

9.QG-Mini80  cihazinda  Onkisminayerletirilmis  olanDNA’ninbulundugukartuj,
arkakismindakisafDNA nintoplanacagi ependorftiipiiniin iistiinetrasferedildi.

10.Filtratiicerenatiktiipleratildi.

11. 200 pl eliisyontamponu (ElutionBuffer) kartujacklendivebasinglamaislemiyapildi.

12.EldeedilenDNA ’lar, -20 °Cdesaklandi.

izoleEdilenDNA’nminSafikDegerlendirmesi

IzoleedilenDNA  6rneklerininkonsantrasyonvesafliktayiniThermoScientificNanodrop
2000cspektrofotometrecihazi ileyapildi.

DNADenatiirasyonuveSALSAProbMiksileHibridizasyonu

1. IzoleedilenDNA 6rneklerinden 5 pl (50-150 ng DNA) alinds.

2.Alian 6rnekler 0.2 mI’likPCRtiiplerineaktarildi.

3.ThermalCycler(TECHNETC-412)  cihazinda 98°C’de 5  dakikabekletilerek,
DNAdenatiirasyonugerceklestirildi.

4.Dahasonra orneklerThermalCyclercihazinda 25
°C’yekadarsogutulduvebeklemeyealindi.
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5. 25 °C’debulunanDNA o6rnegine, 1.5 pl SALSA MLPA P311-A2CHD Prob Mix
(Buffer) olmak iizere 3’er pleklenippipetajyapildi vehomojenizeedildi.

6. 95 °Cde 1 dakikainkiibeedilen Orneklerdahasonra 60 °C’de 16-20
saathibridizasyonabirakildi.

LigasyonReaksiyonu

1.HibridizasyonsiiresibitimiileTermalCyclercihazinin 1sis1 54 °C’yegetirildi.

2. 54°C’de orneklere 32 pl ligasyon miks solusyonu (25puldistilesu, 3 pl Ligase-65
buffer A, 3 ul Ligase-65 buffer B ve 1 ul Ligase-65) ilave edildi ve pipetaj yapilarak
homojenize edildi.

3. Ornekler 54 °C de 15 dakika inkiibasyona birakild1.

4. Daha sonra ligaz enzimini inaktive etmek i¢in 6rnekler 98 °C de 5 dakika bekletildi.

5. Ornekler 20°C’ye sogutuldu ve Thermal Cycler cihaz1 20°C’de beklemeye alindi.

Polymerase Chain Reaction

1. Polimeraz master misk (7.5ul distile su + 2ul SALSA PCR primer miks +0.5 ul
SALSA Polimeraz) hazirlandi ve 10’ar nIPCR tiipiine eklendi. Pipetaj yapilarak homojenize
edildi.

2. Daha sonra PCR reaksiyonu baslatildi.

PCR basamaklari

Amplifikasyon (35 dongii)

Denatiirasyon: 95 °C 30 saniye

Eslesme (Annealing): 60 °C 30 saniye

Uzama (Ekstansiyon): 72 °C 1 dakika
Son Ekstansiyon

72 °C 10 dakika

Daha sonra 15°C’de beklemeye alindi.

MLPA Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Kapiller elektroforez cihazinda yiiriitme iglemi bittikten sonra, 6rneklere ait pik alanlar
ve prob uzunluklar1 Microsoft Office Excel dosyasi formatinda kaydedildi. ilgili probmikslere
0zgiin olmayan pikler kaldirildi. Elde edilen veriler, MAPezersoftware programina yiiklendi.
Her reaksiyonda sagliklt oldugu bilinen en az bes bireyin DNA’s1 internal kontrol olarak
kullanildi. MRC-Holland firmasinin konjenital kalp hastaliklar1 i¢in spesifik olarak tasarladigi
SALSA MLPA P311-A2CHDXkiti blok normalizasyonuna gore hesaplandi(Tablo 2). Blok
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normalizasyonu, her hasta icin, her bir prob amplifikasyon {iriiniine ait pik alani, kit igersinde
bulunan referans problar1 amplifikasyon {iriinleri pik alanlar1 toplamima boliindi. MAP
ezersoftware programi ile asagidaki formiile gore, her bir spesifik prob bolgeleri i¢in doz

orani belirlendi.

Hasta -TPAD

Hasta -RKPATD

Doz Orani Tayini=
Kontrol 1-TPAD Konirol 2 -TPAD Kontrol 3 -TPAD
+ +

Kontrol 1-RKPATD Kontrol 2 - RKPATD Kontrol 3- RPATD

3

TPAD : Test Piki Alan Degeri
RKPATD  : Referans Kontrol Prob Pik Alanlar1 Toplam Degeri

Programda tespit edilen her prob bdlgesi icin, 0,7 ile 1,3 arasi normal doz; 0,5 ile 0,7
arasi ve 1,3 ile 1,5 aras1 gri alan; <0,5 ise delesyon yani doz eksikligi, >1,5 ise amplifikasyon
yani doz fazlalig1 olarak tanimlanmaktadir. Gri alan bolgelerinde ise, gergek bir delesyon ya
da amplifikasyon olup olmadigi, bu pik degerinin elde edildigi hastanin sentetik prob
biiytikliigi ile kontrollerin sentetik prob biiyiikliikleri karsilagtirilarak belirlenmektedir.

Hasta Spesifik Prob Alam

Hasta Mutasyonlu Prob Alam

Gri Alan Formiilfis -~ e e e

Kontrollerin Ortalama Spesifik Prob Alam

Kontrollerin Ortalama Hasta Mutasyonlu Alana
Karsilik Gelen Bélge Alam
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Tablo 2.SALSA MLPA P311-A2 CHDK:iti

; e | L =
Gi-70-76-82 | Q-fragments: DNA quantity; only visible with less than 100 ) sample DA
BE-02-96 M@qu:ﬂﬂwﬁmﬁwmmmmmm
100 X-Aragment: Specific for the X chromosonme
105 ¥-fragment: Specific for the ¥ chomosome

124 ~ HER] probe 04235-L0ET70 Bpad
130 | €TS8 probe 012130076 Dowretream GATA
136 CRELDA probs 02141-Li1620 Exon 3
142 GATA4 probe 07641-L07326 Exon 5
148 GATAA probe (5300-L0973] fxon ]
154 Refererce probe 11356-L1NA1 | 12913
] THXS probe 05628-L05] 36 Exon 9a
166 | TBXS probe (5207-L05127 Exon 1
174 TBXS probe 05606-L05133 Exon 10
184 TBXS probe 05687-L05129 Exon 3a
1540 -5 probe 1255511345 Exon 1
195 TBXS probe 05683-L05130 Exai 4
il GATAA probe 07643007328 Exon 7
2+ GPIBE probe (5844-100114 Il
10 Refierence probs 0G570-LOSSTL 17q23
2] GATAA probe G7857L0MI4 Lipstream GATAY
138 GATAA probes O7642.L07127 Exon 6
47 TBXS probe 05851.L05133 Exon 7
255 BHP4 probe 12567-114521 Exan 1k
T MO(E=5 probe 11625-L1200 Exon &
174 MIOLE-5 probe 1364813403 Exon 1
M3 TBXS probe 05625-L05137 Exon 94
292 & Rsfererce probe 11087-L11770 p24
303 TBES probe (5657-L0513% Exon 10
310 GATA4 probe 07635-L07323 Exii 2
307 TBXS peobe 05656 LOSHIE fxon 3
328 | Referarcs probe GB2LLLIES | 6ol
137 GATiA probs 07630-L07314 Exomn 3
6
355 | GATAM probe 07640-L07305 Exon 4
Wl GATAA probe OT656-L0T4L3 Lipstream (ATA4
39 Rifarenicn probe 13377013386 igd?
il DCRE probe 05476110765 FrIN
) BMP4 probe 12445-113484 Exon %
eaLl] CRELD probe 12470113485 Exan 10
L) Risfererce probe 0T208-L05253 pld
418 Rufirerice probs 11008-L11670 423
427 HIOLE-5 probe 1347113406 Exon it
436 BMP probe 1673003487 Exon 3
445 | Refererce probe 11000-L11680 | 7a3
454 BMP4 probe 12473-L13458 Exon 4
465 COCAS peobs (5463105308 11
472 Puchererce probe (S00S-LL4EET | Lol
1 Reference probe 12530-L13530 Ga2Y

SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI (iSTATiISTIKSEL ANALIiZ)
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Calismada elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde SPSS 17.0
(Statistical Package for Social Sciences for Windows) paket programi kullanildi.
Nonparametrik verilerin degerlendirilmesinde ki-kare testi kullandi. P<0,05 degeri istatistiksel

olarak anlamlik sinir1 kabul edildi.

BULGULAR
Calismaya alinan toplam 255 hastanin yaslar11-23 arasinda degismekle beraber ortalama
yas 5,6 = 5,1yil olarak saptandi. Hastalarin 132’si erkek (%52), 123’1 kiz (%48) idi.
Akrabalik Oykiisii 14 hastada (%35,5) mevcuttu. Akrabalik, hastalarin dokuzunda birinci
dereceden kuzen evliligi  seklindeyken; bes hastada daha wuzak akrabalik
seklindeydi.Anamnezden 7 hastada (%2,7) ailede dogumsal kalp hastalig1 varligi 6grenildi.
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Bunlarin ikisinin kardesinde, birinin annesinde {iciliniin de amcasinda miiskiiler VSD
saptanirken; bir hastanin babasinin ASD tanist ile opere oldugu onerildi.

Kontrol grubuna alinan 50 hastanin ortalama yas1 5,5 £+ 3,7 ve 27’s1 (%54) erkek, 23’1
(%46) kiz idi. Kontrol grubu ile ¢alisma grubu arasinda cinsiyet ve yas agisindan istatistiksel
olarak farklilik saptanmadi (p>0,05). Kontrol grubuna alinan cocuklarda ailede akrabalik
vekalp hastalig1 oykiisii yoktu. Calisma ve kontrol gruplarina ait demografik veriler Tablo3’de

gosterilmistir.

Tablo 3.Hasta ve kontrol grubuna ait demografik veriler

Veri KKH (n: 255) Kontrol (n: 50)
Yas (yil) 5,6£5,1 5,5+3,7
Cinsiyet
Erkek 132 (%52) 27 (%54)

Kiz 123 (%48) 23 (%46)
Ailede Kalp Hastahg

var 7 (%2,7) -

yok 248 50
Akrabahk

var 14 (%S5,5) -

yok 241 50

Toplam 255 hastanin 144’1 (%56,4) VSD, 60’1 (%23,5) ASD, 14’1 (%5,4) EYD idi.
Hastalarin 37’sinde (%14,5) siyanotik konjenital kalp hastaligina vardi. Ventrikiiler septal
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defektli hastalarin 78’1 (%54,2) perimembrandz VSD, 66’s1 (%45,8) ise miiskiiler VSD idi.
Atriyal septal defektli hastalarin hepsi sekundum tip ASD idi. Siyanotik konjenital kalp
hastaligi bulunan hastalarin 29’u (%78,4) Fallot tetralojisi, besi (%13,5) biiyiik arter
transpozisyonu, ikisi (%5,4) persistan turunkus arteriyosus tipl ve bir tanesi ise (%2,7)

Ebstein anomalisi idi (Tablo 4).

Tablo4.Konjenital kalp hastalig: tipleri

Konjenital kalp hastahg tipi Say1 (n) %
VSD 144 56,4
Perimembranoz 78 54,2
Miiskiiler 66 45,8
Sekundum ASD 60 23,5
EYD 14 5,4
Siyanotik 37 14,5
Fallot tetrolojisi 29 78,4

BAT 5 13,5

Trunkus arteriyozus 2 5,4

Ebstein 1 2,7

SALSA MLPA P311-A2 CHD Kkiti ile bakilan genetik mutasyon incelemesinde; GATA4
mutasyonu toplam bes hastada (%2), TBX5 mutasyonu bir hastada (%0,4), BMP4 mutasyonu
bes hastada (%2), MSRI mutasyonu alt1 hastada (%2,4) pozitif olarak saptandi. Hastalarimizin
hi¢birinde CRELDI ile NKX2.5 genlerinde mutasyon saptanmadi.Di George sendromuna
0zgl klinik stigmalarin olmamasina ragmen 7 hastada (%2,7) CDC45 (22ql1) bolgesinde
mutasyon saptandi. Kontrol grubunda ise GATA4, TBX5, BMP4, MSRI, CRELDI, NKX2.5 ve
CDC45 genlerinin higbirinde mutasyon saptanmadi(Tablo 5). Istatistiksel olarak anlaml
farklilik saptanmasa da konjenital kalp hastalig1 olan grupta genetik mutasyon sikliginin fazla
oldugu goriildii(p>0,05).

Ventrikiiler septal defekti olan 144 hastanin iiclinde (%2,1) GATA4 geninde, birinde
(%0,7) TBX5 geninde, dordiinde (%2,8) BMP4 geninde, tiglinde MSRI geninde (%2,1) ve
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ikisinde CDC45 (%]1,4) geninde mutasyon saptandi. Sekundum ASD’li 60 hastada toplam bes
adet gen mutasyonu saptandi. Bunlarin ikisi (%3,3) GATA4, biri(%]1,6) BMP4, ve ikisi (%3,3)
CDC(C45 genlerindeydi. Komplet endokardiyal defektli 14 hastanin ise birinde (%7,1) CDC45
mutasyonu saptandi. Siyanotik dogumsal kalp hastalig1 olan 37 hastanin ii¢linde (%8,1) MSR1
ve ikisinde (%5,4) CDC45 genlerinde mutasyon saptandi (Tablo 5). Mutasyon saptanan
hastalarin hepsi Falot tetralojili hastalar idi.

Tablo5. Konjenital kalp hastalarindaki genetik mutasyonlarin tipleri

Konjenital Kalp Hastalig1 Tipi

Genler VSD ASD EYD Siyanotik Toplam  Kontrol
(n:144) (n:60) (n:14) (n:37) (n: 255) (n: 50)

GATA4 3(%2,1)  2(%3,3) - - 5(%2) -
NKX2.5 - - - - - -
TBXS 1 (%0,7) - - - 1 (%0,4) _
BMP4 4(%2,8)  1(%1,6) - - 5(%2) -
CRELDI - - - - - -
MSR]1 3 (%2,1) ; - 3(%8,1) 6 (%2,4) _

CDC45 2(%14)  2(%33)  1(%71)  2(%54)  7(%2,7) -

Ventrikiiler septal defektli 144 hastanin 78’1 (%54,2) perimembrandz ve 66°s1
(%45,8)miiskiiler VSD idi. Perimembrandz VSD’li hastalara baktigimizda bir hastada (%1,3)
GATAA4, tc hastada (%3,8) BMP4, bir hastada (%1,3)MSRI ve birhastada da (%1,3) CDC45
geninde mutasyon saptandi. Miiskiiler VSD’li hastalarin ikisinde (%3)GATA4, birinde (%1,5)
TBX5, birinde (1,5)BMP4, ikisinde (%3)MSRI ve birinde (%1,5) CDC45genlerinde mutasyon
saptandi1 (Tablo 6).Kontrol grubu ile VSD’li grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmasa da GATA4, BMP4, TBX5, MSRI ve CDC45 genlerindeki mutasyon sikliginin
VSD’li grupta daha fazla oldugu goriildii(p>0,05).
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Tablo 6.Ventrikiiler Septal Defektli hastalarda saptanan genetik mutasyonlar

Ventrikiiler Septal Defekt Tipi

Genler Membranoz Muiiskiiler Toplam
(n:78) (n:66) (n:144)
GATA4 1 (%1,3) 2 (%3) 3 (%2,1)
NKX2.5 - - -
TBX5 - 1 (%1,5) 1 (%0,7)
BMP4 3 (%3.8) 1 (%1.,5) 4 (%2,8)
CRELDI - - -
MSRI1 1 (%1,3) 2 (%3) 3 (%2,1)
CDC45 1 (%1,3) 1 (%1,5) 2 (%1,4)

Komplet endokardiyal yastik defektli toplam 14 hastanin sadece birinde CDC45
(%7,1)mutasyonu saptandi (p>0,05).

Siyanotik kalp hastaligi olan hasta grubunda saptanan genetik mutasyonlarin hepsi
Fallot tetralojili hastalarda idi. Fallot tetrolojili ii¢ hastada (%10) MSRI, iki hastada (%6,9)
iseCDC45 genlerinde mutasyon izlendi(Tablo 7). Istatistiksel olarak farklilik saptanmasa da
(p>0,05) Falot tetralojili grupta genetik mutasyon siklig1 daha fazla idi.

Tablo 7. Siyanotik Konjenital Kalp Hastaligi bulunan hastalarda saptanan genetik

mutasyonlar

Genler TGA FT Trunkus Ebstein Kontrol Toplam
(n:5) (n:29) arteriyosus (n:2)  (m:1) (n:50) (n:37)

GATA4 - - - - - _
NKX2.5 - - - - - -
TBX5 - - - - - -
BMP4
CRELDI - - ; ; ; ;

MSRI 3 (%10) - - - 3(%8,1)
CDC45 2 (%6,9) - - - 2(%5,4)

Calismamizda konjenital kalp hastalig1 olan toplam 255 hastanin 12’°si (%4,7) Down

sendromu idi. Bu hastalarin dordiinde (%33)ventrikiiler septal defekt, sekizinde (%67) ise
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komplet endokardiyal yastik defektimevcuttu.Down sendromlu 12 hastanin hig¢birinde
NKX2.5, TBX5, GATA4, CRELD1 ve BMP4 genlerinde mutasyon saptanmadi.

Konjenital kalp hastaligi olan hastalarimizin 14’tinde (%5,5) ebeveynler arasinda
akrabalik mevcuttu. Ancak genetik mutasyon saptanan olgularin higbirinde ebevenler arasinda
akrabalik saptanmadi.

Ailede konjenital kalp hastalifinin varlig1 agisindan bakildiginda ise; genetik mutasyon
saptanan toplam 20 hastanin (%7,8) sadece ikisinde (%10) ailede konjenital kalp hastalig1
mevcuttu. Bu iki hastanin kardes oldugu ve herikisin de miiskiiler VSD nedeniyle izlendigi
saptandi.Bu kardeslerin ikisinde de GATA4 geninde mutasyon bulundu.Birinde GATA4
genindeki mutasyona ek olarak,7BX5 ve MSRI genlerinde de mutasyon vardi.

Calismamizda konjenital kalp hastalig1 olan 255 hastanin 20’sinde (%7,8) toplam 24
(%9.,4) adet genetikmutasyon saptandi. GATA4 mutasyonu saptanan toplam bes hastada 4 ayr1
ekzonda mutasyon vardi. Ekzon 1 mutasyonu bir hastada, ekzon 2 mutasyonu bir hastada,
ekzon 4 mutasyonu bir hastada ve ekzon 6 mutasyonu ise iki hastada saptandi. BMP4
mutasyonu saptanan 5 hastada 2 ayri1 ekzonda mutasyon vardi.Ekzon 2 mutasyonu 4 hastada
saptanirken, bir hastada ekzon 5 mutasyonu vardi.Genetik mutasyon saptanan hastalar ve
mutasyon tipleri Tablo 8 de verilmistir.

Genetik mutasyon saptanan hastalarin SALSA MLPA P311-A2 CHD kiti verileri ek 1-

20’de verilmistir.

Tablo 8.Genik mutasyon saptanan hastalardaki mutasyonlarin tipleri

Hastano  Aile OyKiisii Tam MLPA
V14 + Miiskiiler VSD MSR1
TBXS5 ekzon4
GATA4 ekzon 2
V22 Yok Membranéz VSD BMP4 ekzon 2
CDC45
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V31 + Miiskiiler VSD GATA4ekzon 6
V32 Yok Membranéz VSD GATA4ekzon 6
V33 Yok Miiskiiler VSD MSR1

V53 Yok Miiskiiler VSD BMP4ekzon 2
V63 Yok Membran6z VSD BMP4ekzon 2
V120 Yok Membranéz VSD MSR1
V141 Yok Membranéz VSD BMP4ekzon 5
V143 Yok Miiskiiler VSD CDC45

A2 Yok Sekundum ASD GATA4ekzon 1

A8 Yok Sekundum ASD CDC45
A20 Yok Sekundum ASD GATA4ekzon 4

CDC45

A26 Yok Sekundum ASD BMP4ekzon 2

S3 Yok TOF CDC45
S10 Yok TOF CDC45

S11 Yok TOF MSRI1

S12 Yok TOF MSRI1

S13 Yok TOF MSRI1

S34 Yok EYD CDC45

TARTISMA

Konjenital kalp hastaliklar1 kardiyovaskiiler sistemin dogustan var olan yapisal

anomalilerini icermektedir (1). Siklig1 tiim canli dogumlarda %0,8 olarak belirlenmis ve

prenatal kayiplarin en sik nedenini olusturdugu bildirilmistir (2, 3).

Genel olarak konjenital kalp hastaliklarinda belirgin cinsiyet ayrimi olmamakla birlikte;
atriyal septal defekt ve patent duktus arteriyosus gibi bazi konjenital kalp hastaliklar kizlarda
daha fazla goriiliirken; aort darligi, aort koarktasyonu, biiyiik arter transpozisyonu ve
infrakardiyak tip total pulmoner vendz doniis anomalisi gibi bazi defektler ise erkek
cinsiyetinde daha fazla goriilmektedir (37). Bizim calisamamiz bir prevelans g¢alismasi

olmamakla birlikte tim konjenital kalp hastaligi olan hastalarimiza baktigimizda, cinsiyet
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acisindan farklilik olmadigin1 gordiik. Ancak biiylik arter transpozisyonu olan bes hastanin
tamaminin erkek olmasi dikkat ¢ekiciydi.

Ventrikiiler septal defekt, konjenital kalp hastaliklari i¢erisinde en sik goriilenidir. Tiim
KKH’nin %5-10"unu olusturan Fallot tetralojisi ise, en sik goriilen siyanotik konjenital kalp
hastaligidir (37,38). Calismamizda da olgularimizin ¢ogunu ventrikiiler septal defektli
cocuklar olusturuyordu. Siyanotik konjenital kalp hastaligi grubunda ise Fallot tetralojisi
cogunluktaydi.

Ulkemizde akraba eviligi bolgeler arasinda degismekle birlikte Tiirkiye Niifus ve Saglik
Arastirmalart Kurumu’nun 2008 verilerine gore (49) %21 oranminda goriildiigii tespit
edilmistir. Farkli toplumsal ¢alismalarda genel olarak 6zellikle birinci derece kuzen ve daha
yakin olan akraba evliliklerinde konjenital kalp hastalig1 goriilme riskinin arttig1 gosterilmistir
(50). Ulkemizden yapilan bir ¢alismada (51), yenidogan yogun bakim iinitesinde konjenital
kalp hastalig1 tanisi ile izlenen hastalarin %15’inin ebeveynleri arasinda akrabalik oldugu
saptanmistir. Bu hastalarin ¢ogunda birinci derece kuzen evliligi oldugu goriilmiistiir.
Calismamizda hastalarimizin %5,5’inde ebeveynler arasinda akraba evliligi saptandi. Akraba
evliligi olan hastalarin dokuzunda birinci derece kuzen evliligi, besinde ise daha uzak
akrabalik vardi.

Konjenital kalp hastaliklar1 genel olarak sporadik kabul edilmekle birlikte kardeste ya
da bir ebeveynde KKH bulunmasinin dogumsal kalp hastalig1 gelisme riskini ti¢ kat arttirdig1
gosterilmistir (52). Calismamizdaki %2,7’lik aile Oykiisii pozitifligi Pakistan’da 250
konjenital kalp hastasi ve 250 kontrol grubu ile yapilan konjenital kalp hastaligi risk
faktorlerinin arastirildigr bir calismadasaptanan %2’lik aile Oykiisii pozitifligi ile uyumlu
bulundu(53).Pozitif aile dykiisii saptadigimiz yedi hastanin ikisinde kardeste, birinde annede,
iiciinde amcada miiskiiler ventrikiiler septal defekt varken; bir hastamizin babasi atriyal septal
defekt nedeni ile opere edilmisti.

Konjenital kalp hastaliklarinda g¢evresel ve genetik faktorlerin birlikte eslik ettigi
multifaktoriyel ge¢is sorumlu tutulmaktadir. Genetik faktorlerden bazi kromozomal
anomaliler ile tek gen defektlerinin konjenital kalp hastaliklari ile iliskili oldugu bildirilmistir
(10,16). Bu sendromlardan bazilar1 trizomi 13 olarak bilinen Patau sendromu, Turner
sendromu, Down sendromu ve Di George sendromudur. Bu sendromlar arasinda en yaygin
olam1 toplumda 1/733 oraninda goriilme siklig1 ile Down sendromudur. Down sendromlu
olgularda %50 oraninda konjenital kalp hastaligi goriilmektedir. Di George sendromu,
22q11.2°deki delesyon sonucu olusan konontrunkal anomaliler, timus aplazisi ve hipokalsemi
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triad1 ile seyreden bir sendromdur. Calismamiza Down sendromu diginda bilinen kromozomal
anomalisi ya da sendrom stigmatlar1 olan hastalar dahil edilmedi. Konjenital kalp hastalig
olan yedi hastada 22ql1 ile uyumlu oldugu bilinen CDC45 gen bdlgesinde mutasyon
saptandi. Ancak bu hastalarimizda Di George sendromuna 6zgii hipokalsemi ve timus aplazisi
gibi bulgular yoktu ve FISH yontemi ile yapilan genetik analizlerinde 22ql1 delesyonu
saptanmamisti. Literatiirde atriyoventrikiiler septal defekti olan Down sendromlu hastalarda
yapilan bir ¢alismada (54), CRELD1 mutasyonunun fazla oldugu bildirilmistir. Caligmamizda
Down sendromlu 12 olgumuzun sekizinde atriyoventrikiiler septal defekt, dordiinde
ventrikiile septal defekt mevcuttu ve bu hastalarin hi¢birinde genetik mutasyon saptanmadi.
Ancak genetik mutasyon saptanmamast Down sendromlu hastalarimizin az olmasina baglh
olabilir.

Kromozomal hastaliklar disinda bazi tek gen hastaliklart da konjenital kalp
hastaliklarina neden olabilmektedir. Bunlardan bazilar1 fibrilin 1 geninde mutasyon sonucu
olusan ve aort anevrizmasi- diseksiyonu riski bulunan Marfan sendromu; Tbx5 mutasyonu
sonucu atriyal septal defekt, ventrikiiler septal defekt ve iletim defektleri ile birlikte iist
ekstremite anomalileri bulunan Holt-Oram sendromu; JAG1 mutasyonu sonucu pulmoner
darlik, Fallot teralojisi ve safra yollarinda yetersizlik bulunan Alagille sendromu ve Ras sinyal
yolagindaki PTPN11 gen mutasyonu sonucunda pulmoner darlik, atriyal septal defekt,
hipertrofik kardiyomyopati, kisa boy, yele boyun vepektus ekskavatum gibi fenotipik
ozellikleri gosteren Noonan sendromudur (26-29). Calismaya dahil edilen hastalarimizda bu
kromozomal hastaliklara 6zgii klinik ve fenotipik bulgular yoktu.

Bilinen genetik hastaliklar disinda baz1 genlerin kardiyak embriyogenezde etkili oldugu
ve mutasyonlarinin konjenital kalp hastaliklarinda daha fazla goriildiigi ile ilgili ¢alismalar
mevcuttur. Bu genlerden bazilar;;NKX2-5, GATA4, BMP4, CRELDI ve TBX5 gen
bolgeleridir(9, 55-81). Bu gen bdlgeleri i¢inde en ¢ok arastirilan1t NKX2-5 gen bolgesidir.

NKX2-5 geninin kardiyak embriyogenezindeki oOnemi ilk kez 1993 yilinda
Drophilia’larda kesfedilmistir(55). Embriyolojik siirecte NKX2-5 geni; kalp, tiroid, farinks,
mide ve dalakta eksprese edilmektedir.  Ozellikle faringeal endodermdeki
traskripsiyonununkalp gelisimini baslatacagi ve miyogenezde Onemli rol oynadigi
gosterilmistir. NKX2-5 genindrosophilia,ve farelerde yapilan ¢aligmalarda (55, 56) kardiyak
gelisim i¢in gerekli oldugu saptanmis; embriyonun 7,5. giinlinde eksprese olmaya
baslayanNKX2-5’in homozigot olarak negatif oldugu durumlarda,normal kalp formasyonu
olmasina ragmen embriyonun 11. giiniinde 6ldiigii gosterilmistir.
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NKX2-5’in kardiyak embriyogenezdeki roliiniin gosterilmesinin ardindan 1998 yilinda
Schott JJ ve arkadaslar1 (57), ASD ve atriyoventrikiiler iletim defekti olan hastalarda NKX2-5
geninde ii¢ farkli mutasyon saptamislardir. Bu durumun kardiyak malfomasyonlarin NKX2-5
geninin de bulundugu 5q35 kromozomunda yerlesmesine bagli oldugu belirtilmistir. NKX2-
5’in ASD ve atriyoventrikiiler iletim defekti ile iliskili oldugunun gosterilmesinin ardindan
yapilan baska bir ¢calismada ise (43), 15 atriyoventrikiiler bloklu ve 20 Fallot tetralojili hasta
degerlendirilmis ve NKX2-5 geninde yedi mutasyon saptanmistir. Bu durum konjenital kalp
hastaliklarinda NKX2-5 gen mutasyonunun 6nemli oldugunu gdéstermistir. Yiizdokuz ASD
hastasinda PCR yontemi ile yapilan bir caligmada (58), sadece bir vakada mutasyon saptanmis
ve bu vakanin ii¢ jenerasyonun incelendigi soyagacinda ise dort bireyde NKX2-5 geninde
mutasyon oldugu gosterilmistir.

McElhinney ve arkadaslarinin konjenital kalp hastaliklarinda yaptig1 bir calismada (59),
370 konontrunkal anomalili, 71 sekundum ASD’li ve 7 Ebstein anomalili hastada NKX2-5
mutasyonu arastirtlmis ve 18 hastada 12 ayri mutasyon saptanmistir. Mutasyon; Fallot
tetrolojisi bulunan 201 hastanin dokuzunda, sekundum ASD’li 71 hastanin igilinde, trunkus
arteriyozusu olan 22 hastanin birinde, biiyiik arter transpozisyonu olan yedi hastanin birinde
ve ¢ift cikish sag ventrikiilii olan 31 hastanin birinde saptanmistir. Mutasyon saptanan 18
hastanin sadece ikisinde aile dykiisii pozitif bulunmustur. Reamon-Buettner ve arkadaslari ise
(44); ASD, VSD ve atriyoventrikiiler septal defekti olan toplam 68 hastadan defektin oldugu
ve olmadigr bolgelerden kardiyak doku biyopsi alarak NKX2-5 somatik mutasyonunu
degerlendirmislerdir. NKX2-5 genine ait 33’li daha dnce tanimlanmamis olan toplam 35 adet
mutasyon saptamislar ve bu mutasyonlarin normal kalp dokularinda goriilmedigini
gostermislerdir. Mutasyon saptanan hastalarin 12°s1 ASD, 14’ atriventrikiiler septal defekt ve
29°u VSD grubunda tespit edilmistir. Hastalikli kalp dokusunda bulunan mutasyonlarin ayn
hastanin normal kalp dokusunda goriilmemis olmasinin mutasyonlarin mozaik patternde ve
somatik Ozellikte olduguna isaret edecegini belirtmislerdir. Bagka bir calismada ise (60);
konjenital kalp hastaligi bulunan 159 hastanin periferik kan 6rneklerinde PCR ve DNA liquid
kromotografi yontemi ile ¢alisilan NKX2-5 mutasyon incelemesinde biri Fallot tetralojisi,
digeri Ebstein anomalisi olan iki hastada mutasyon saptanmistir. Toplam mutasyon oraninin
%1,26 olmasi nedeni ile konjenital kalp hastalifi olan hastalarin bir kisminda NKX2-5
mutasyonunun etkili oldugu sonucuna varilmistir. Konjenital kalp hastalig1 tipi agisindan ¢ok
cesitlilik gosteren 268 hastanin incelendigi bir calismada da (61); ASD, VSD ve FT’li
ailelerde ii¢ yeni heterozigot missense mutasyon bulunmustur. Bu mutasyonlarin 200 kisiden
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olusan saglikli kontrollerde goriilmemesi NKX2.5 genindeki farkli mutasyonlarin konjenital
kalp hastaliklarina neden olabilecegini gostermistir.

Kardiyak gelisimdeki NKX2-5 etkisini arastirmak i¢in zebrafishlerde yapilan bir
arastirmada (62), NKX2-5in olmamas1 halinde erken kardiyak gelisiminin oldugu; ancak kalp
odaciklarinin eksik gelistigi gosterilmistir. Bu calismada NKX2-5 eksikliginin sadece kalbin
ge¢ donemde gelismesini etkilemekle kalmayip, ayrica BMP4, TBX5 ve TBX20’nin de
anormal ekspresyonuna yol agtig1 belirtilmistir (62). Elliot ve arkadaslar1 da (63), aile dykiisii
pozitif olan ASD hastalarinda NKX2.5 mutasyonunun arastirilmasi gerektigi sonucuna
varmiglardir. Ancak literatiirde konotrunkal anomaliler ile diger konjenital kalp
hastaliklarinda NKX2.5’in etkili olmayabilecegini bildiren caligsmalar da mevcuttur (10).
Konjenital kalp hastaliklarindaNKX2.5 gen mutasyonundiisiik orandaki pozitifliginin ¢evresel
etkilere de baglanabilecegi bildirilmistir (10). Calismamizda hastalarimizin hi¢cbirinde NKX2.5
mutasyonu saptamadik. Bunun nedeni, hastalarimizdaki aile Oykiisiiniin azlig1 olabilecegi
gibi; bu gendeki mutasyonlarin konjenital kalp hastalig1 gelisiminde tek basina etkili olmayip,
cevresel faktorlere de bagli olmasi olabilir.

GATA ailesinin bir iiyesi olanGATA4 geninin kardiyak embriyogenezde, miyokardiyal
farklilagma ve miyokard fonksiyonlari iizerinde etkili oldugu gosterilmistir(64-72).

Rajagopal ve arkadaglari (64); GATA4 heterozigot mutasyonunun farelerde
endokardiyal yastik defekti, ASD, VSD, hipoplastik sol kalp sendromu ve kardiyomiyopati
gelisimi lizerinde etkili oldugunu; ancak insanlarda endokardiyal yastik defekti ve ASD ile
iliskiliyken, kardiyomiyopati ile iligki olmadigini gostermislerdir.

GATA4 geninin TBXS5 fizerinden etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu etkilesimi
arastirmak icin farelerde yapilan bir ¢calismada (65);,GATA4 ve TBX5 homozozigot mutasyonu
olan farelerin yasamadigi, GATA4 ve TBX5 heterozigot mutasyonu olan farelerin yasadigi
ancak komplet atriyoventrikiiler septal defektlerinin oldugu gosterilmis ve GATA4, GATAG6 ve
TBX5 genlerininkardiyak embriyogenezde birlikte etki gosterdikleri saptanmistir(65).

Konjenital kalp hastaliklar1 ve GATA4 mutasyonu arasindaki iliskiyi arastiran
caligmalarda ailesel konjenital kalp hastaliklar1 ile GATA4 mutasyonu arasinda iligki oldugu
gosterilmistir (65-72). Garg ve arkadaslar (66), bes farkli kusagin toplam 16 bireyinde ASD
olan biiyiik bir ailede GATA4missense mutasyonu saptanmiglardir. Ayni ailedeki hasta
olmayan bireylerde GATA4 geninde mutasyonun saptanmamis olmasi, bu mutasyonun
otozomal dominant kalitilan atriyal saptal defekt gelismesinde O©nemli oldugunu
gostermektedir (66). Calismamizda miiskiiler VSD’li iki kardesteGATA4 geninde ekzon 2 ve
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ekzon 4’te mutasyon saptandi. Bu durum,GATA4 geninin ailesel konjenital kalp
hastaliklarinda etkili olabilecegini desteklemektedir. Literatiirle uyumlu olarak atriyal septal
defektli iki hastada ve ventrikiiler septal defektli li¢c hastada GATA4 geninde mutasyon varligi
tespit edildi.

Kromozom 3p25 (OMIM 606217) ve kromozom 1p31 (OMIM 606215)
atriyoventrikiiler ~septal defektler ile iligskisi gosterilmis olan kromozomlardir.
CRELDIgeninin kromozom 3p25 komsulugunda olmasi nedeni ilemutasyonunun
atriyoventrikiiler septal defekt gelisiminde rol oynadig1 gosterilmistir. Atriyoventrikiiler septal
defekti bulunan Down sendromluhastalarda CRELDI mutasyonu %5,1 olarak bildirilmistir
(73). Ghosh ve arkadaglar1 (74) normal karyotipi ve atriyoventrikiiler septal defekti olan
olgular ile Down sendromu ve atriyovenrtikiiler septal defekti olan olgular1 incelemisler ve
her iki grupta da tliger adet CRELDI gen mutasyonu oldugunu saptamiglardir. Bu durumun
atriyoventrikiiler septal defekt gelismesinde CRELDI geninin rolliinii gdsterdigini
belirtmislerdir.Down sendromu olan hastalarda CRELDI mutasyonunun tek basma etkili
olmadigi baska genlerle etkilesiminin olmasi gerektigi gosterilmistir(74, 75). Robinson ve
akradaslarinin Down sendromu olmayan konjenital kalp hastalarinda CRELDI mutasyonunu
arastirdign bir calismada (76) komplet atriyoventrikiiler septal defekti olan 13 hastanin
hi¢birinde mutasyon gosterilmemis; parsiyel atriyoventrikiiler septal defekti olan 22 hastanin
ise ikisinde mutasyon saptanmistir. Calismamizda toplam 14 komplet endokardiyal yastik
defektli hasta vardi. Bu hastalarin sekizi Down sendromu idi ve hi¢bir hastamizda CRELD]
mutasyonu saptanmadi.

BMP4 geni, kromozom 14q22°de yerlesmekte ve 5 ekzondan olusmaktadir. Kardiyak
miyosit 0zellesmesi ve daha sonra endokardiyal yastik gelisimi icin BMP4 ekspresyonu
gerektigi gosterilmistir (77-80). Deneysel ¢alismalarda BMP4 olmayan farelerde dogumdan
sonra agir siyanoz gelistigi ve ¢ogunun dogumdan birkag¢ saat sonra 6ldiigii gosterilmistir. Bu
genin mutasyonunun endokardiyal yastik defektleri ile iligkili oldugu bildirilmistir (78).
Calismamizda da dort VSD’li, bir ASD’li hastadaBMP4 geninde mutasyon saptadik.

Posh ve arkadaslar1 konjenital kalp hastalarinda CRELDI, BMP4, NKX2-5, GATA4
mutasyonunu degerlendirdikleri ¢aligmalarinda(80); bu genlerde 12’si yeni olmak {izere
toplam 17 genetik mutasyon bildirmiglerdir. Ne var ki dokuz aileden toplam 16 ailesel ve 26
sporadik atriyoventrikiiler septal defektli hastada yapilan bir ¢alismada (42),GATA4 ve
CRELDI genlerinde mutasyon saptanmamistir.Onbir ASD, 18 VSD ve alt1 atriyoventrikiiler
septal defektli hastada cerrahi esnasinda alinan ve frozenile ¢alisilan kardiyak doku ornekleri
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ile yapilan NKX2-5 ve GATA4 incelemesinde (81);NKX2-5 geninde bir variable, iki
polimorfizm ve GATA4 geninde alti variable, iki polimorfizm saptanmistir. Hastalarin
kardiyak dokularinda tespit edilen bu genetik mutasyonlar, periferik kan orneklerinde de
saptanmistir.

Ulkemizden dogumsal kalp hastaliklar ile genetik mutasyonlar arasindaki iliskiyi
degerlendiren sadece bir ¢aligma bulunmaktadir (10). Ancak bu calismada sadeceNKX2-5
genindeki mutasyonlar degerlendirilmistir. Ak¢aboy ve arkadaslar1 (10) konontrunkal defekti
olan 72 hasta ile 185 saglikli ¢ocugu degerlendirmisler ve Fallot tetralojisi olan bir hastada
p-Arg25Cys mutasyonu saptamislardir. Ancak ayn1 mutasyonun Fallot tetralojisi olan hastanin
saglikli babasinda da bulunmasi nedeni ile,konontrunkal defektlerde NKX2-5’in etkili
olmayabilecegini  diistinmiislerdir.Caligmamizda hastalarimizda ~NKX2-5 mutasyonu
saptamadik. Bu durum konotrunkal anomalili hasta grubumuzun ve calisma grubumuzdaki
aile hikayesinin azligina bagl olabilecegi gibi; bu genin konjenital kalp hastaliklarinda tek
basima etkili olmayip genetik olarak yatkin bireylerde cevresel etkiler sonucunda konjenital
kalp hastaliklarinin  gelisecebilecegine de isaret edebilir.CalismamizdaAkcaboy ve
arkadaslarin ¢aligmasina (10) benzer olarak NKX2-5gen bodlgesinde mutasyon izlenmemesi;
NKX2-5’in Tiirk toplumunda konjenital kalp hastaligina neden olmayabilecegine isaret
edebilir. Ancak bu konuda iilkemizden yapilan genis capli ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

Aragtirmamizda sadece NKX2.5 geninin konjenital kalp hastaliklarindaki etkisini degil,
ayn1 zamanda GATA4, BMP4, CRELDI, TBX5 genlerindeki mutasyonlar1 da arastirdik. Bu
yonii ile ¢alismamiz {ilkemizden yapilan dogumsal kalp hastaliklar1 ve genetik mutasyonlar
arasindaki iliskiyi degerlendiren ilk ¢alismadir.Dogumsal kalp hastaliklarinda tilkemizdeki
calismalarda dahil olmak {izere literatiirde yapilan tiim ¢alismalarda NKX2.5, BMP4,
CRELDI, GATA4, TBX5 genleri geleneksel  hiicre kiiltiiri  yontemi ile
degerlendirilmistir.Calismamizda NKX2.5, BMP4, CRELDI, GATA4 veTBX5 genlerindeki
mutasyonlar1‘Multiplex ligation-dependent probe amplification’ (MLPA) yontemi ile
degerlendirdik.

Ik kez 2002 yilinda Schauten ve arkadaslar1 (82) tarafindan tanmimlanan ‘Multiplex
ligation-dependent probe amplification’ yontemi ile az miktarda DNA Ornegi alinarak
kromozom analizleri, mikrodelesyonlar, duplikasyonlar ve tek gen mutasyonlar1 hizli ve
giivenlir bir sekilde saptanabilmektedir.Bu yontemle ilk ¢alisilan genler BRCAI, MSH2 ve
MLH]1 genleri olmakla birlikte; glinlimiizde MLPA yontemi ile bir ¢cok hastaligin taramasi
yapilmistir (83-87). MLPA yontemi, geleneksel hiicre kiiltiirlerine gore oldukca spesifik,
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giivenilir ve az maliyetlidir. Fetlislerden alinan kan 6rneklerinin MLPA yontemi ve geleneksel
hiicre kiiltiirii yontemi ile kiyaslanarak degerlendirildigi bir karyotip calismasinda (88);
dogruluk MLPA yontemi ile %99 oraninda saptanirken, geleneksel hiicre kiiltiirii yontemi ile
%64 oraninda saptamustir. Iran’da yapilan bir calismada Retinoblastom nedeni ile izlenen 121
hasta, MLPA P047-B1 RBI1 kiti ile taranmis ve 21 hastada 22 adet mutasyon saptanmistir
(84). Bagka bir calismada (85), ‘Salmonella entericar serovar Thypi’ mikroorganizmasinin
genomu MLPA yontemi ile incelenmis ve bu yontem ile tek nukleotid polimorfizmlerini %90
oraninda saptayabildigi gosterilmistir. Prader Willi ve Angelman sendromlu hastalarda UDP
delesyonlarii saptamak i¢cin MLPA yontemi kullanilmis ve geleneksel yontemler ile uyumlu
sonuglar elde edilmistir (86). Literatiirde MLPA yoOntemi ile herediter nonpolipozis kolon
kanserli, adenmat6z polipozis koli ve herediter over/meme kanseri olan olgularda yapilan
caligmalar ile de MLPA yonteminin delesyonlar ve polimorfizmleri kolay ve giivenilir bir
sekilde saptayabilecegi belirtilmistir (87).

Literatiirde dogumsal kalp hastalarinda MLPA yontemi kullanilarak yapilmis az sayida
calisma vardir (88-90). Sorensen ve arkadaglari (89) dogumsal kalp hastaliklarinda
sendromlara 6zgii mutasyonlari aragtirmislar veiki hastada erken tan1 olmak {izere toplam yedi
hastada sendrom tanis1 koymusladir. MLPA yonteminin konjenital kalphastalarinda delesyon
ve duplikasyonlarin tespiti ile genetik sendrom taramasi agisindan kullanilabilecegini
bildirmislerdir. Guida ve akradaslar1 ise (90), 33 ASD, 40 atriyoventrikiiler septal defekt, 80
Fallot tetralojisi ve 8 ebstein anomalili hastadaSALSA P234 MLPA kiti ileGATA4, NKX2.5ve
FOG2 genlerinin arastirmiglar ve higcbir hastada amplifikasyon veya delesyon
saptamamiglardir.Biz de c¢alismamizda SALSA MLPA P311-A2CHDkitini  kullanarak
konjenital kalp hastaliklari ile iliskili olabilecekGATA4, NKX2.5, TBX, CRELDI ve BMP4 gen
mutasyonlarini inceledik.Calismamiz, konjenital kalp hastalarindaki gen mutasyonlarinin
MLPA yéntemi ile degerlendirildigi ikinci calismadir. Ilk c¢alisma olan Guida ve
arkadaglarinin ~ yapti§i  calismada (90) sadeceGATA4 veNKX2.5 gen bolgeleri
degerlendirilmisken; biz diger gen bdlgelerindeki mutasyonlar1 da arastirdik ve BMP4,
GATA4, TBX5ve MSRI genlerinde mutasyon varhgm saptadik. Ozellikle genetik
mutasyonlarin birliktelik gdsterdigi hastalarda sendromik agidan daha ayrintili degerlendirme
yapilmasi gerektigini; ve MLPA yonteminin az miktarda kan Ornegi ile daha fazla gen
bolgesini degerlendirebilmesi agisindan bu amagcla tarama yontemi olarak kullanilabilecegini
diisiiniiyoruz. Calismamizda CDC45 mutasyonu saptadigimiz yedi vakanin daha 6nce FISH
yontemi ile yapilan genetik analizleri normaldi. Bu durum, MLPA yonteminin daha spesifik
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oldugunu ve Sorensen ve arkadaslarinin caligmalarina (89) benzer olarak sendrom
taramasinda kullanilabilecegini desteklemektedir.

Konjenital kalp hastalarinda GATA4, NKX2.5, CRELD1, TBX5 ve BMP4 mutasyonlarini
arastirdifimiz ¢alismamizda;ventrikiiler septal defektli hastalarin iiglinde, atriyal septal
defektli hastalarinin ikisinde GATA4 mutasyonu saptadik. Bu mutasyonun miiskiiler VSD
olan iki kardeste pozitif saptanmasi, ailsel konjenital kalp hastaliklarindaGATA4 mutasyonun
etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Hastalarimizin hi¢birinde NKX2.5 mutasyonunun
goriilmemis olmasi; ¢alismamizda aile dykiisii pozitifliginin az olmasina bagl olabilecegi gibi
bu genin konjenital kalp hstaliklarinda tek basma etkili olmayip, genetik olarak yatkin
bireylerde ¢evresel etkiler sonucunda konjenital kalp hastaliklarinin gelisecebilecegineayrica
Tiirk toplumunda da etkili olmayabilecegine de isaret edebilir.Dordii ventrikiiler septal defekt,
biri atriyal septal defekti olan toplam bes hastada BMP4 mutasyonun gdsterilmesi,BMP4’iin
dogumsal kalp hastalig1 gelisiminde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda kontrol grubunda hicbir hastada genetik mutasyon saptanmadi. Calisma
grubumuzda genetik mutasyon varlig1 ve sikligi ile kontrol grubu verileri arasinda istatiksel
olarak anlamli farklilik saptanmamasi kontrol grubunun calisma grubuna gore belirgin
azligina baghidir. Ancak genetik mutasyon ile ilgili ¢aligmalarda polimorfizm calismalarinin
aksine kontrol grubuna ihtiya¢ olmadig1 da bilinmektedir.

Calismamizda su ana kadar literatirde dogumsal kalp hastaliklar1 ile iligkisi
gosterilmemis olan MSRI gen bolgesinde, licli ventrikiiler septal defekt ve iicii Fallot
tetrolojisi olmak iizere toplam alt1 hastada mutasyon saptadik.Literatiirde MSR/gen bolgesine
yonelik calismalarda Prostat kanserinde bu gen bdlgesinde mutasyon varligr bildirilmisitir
(91).MSR1 genine yonelik tasarlanan 8p22°de yerlesmis gen bolgesi, kullanilan kit
katalogunda da belirtildigi tizereCNS ‘copy number variant’ bolgesi olarak tanimlanan
polimorfik  bir boélgedir. Bu nedenle bu bolgedeki delesyonlarinhastalik ile
iliskilendirilebilmesi icin bu bolgeye yonelik daha genis kapsamli toplumsal c¢alismalara
ithtiyag vardir.

MLPA teknigi, molekiiler genetik alaninda bir¢cok gen bolgesini ayni anda ve diigiik
maliyet ile inceledigi i¢in tercih edilen bir yontem olmaktadir. Ulkemizde daha &nceden bu
sekilde dizayn edilmis bir ¢alisma olmadigindan verilerimiz yurtdisinda yapilan ¢alismalarla
kiyaslanmistir. Ayni hastalik i¢in farkli toplumlarda farkli genetik mutasyonlarin
saptanabilecegi; her toplum ve 1rka 6zgii fakli genetik egilimlerin olabilecegi bilinmektedir.
Calismamizda kullandigimiz mevcut kitin dizayn ve mutasyon bdolgeleri yurtdisinda yapilan
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caligmalar 1s18inda hazirlanmistir. Bu nedenle iilkemiz i¢in iliskili genler ve mutasyon
bolgeleri farklilik gosterebilir. Bu konu ile ilgili lilkemizden yapilacak benzer ¢alismalar ile
iligskili genler konusunda daha fazla bilgi sahibi olunacak ve ozellikle iilkemize ozgii
mutasyonlarin yer aldig1 yeni kitler dizayn edilebilecektir.

Sonug olarak aragtirmamiz, MLPA yontemi ile yapilmis konjenital kalp hastaliklarinda
bes gen bolgesini ayn1 anda arastiran iilkemizden yapilan ilk calismadir. NKX2.5 ile konjenital
kalp hastaliklar1 arasinda iligki saptanmamis olmasma ragmen;MRS/ gen mutasyonunun
konjenital kalp hastaliklarinda ilk kez pozitif bulunmasi bu genin, BMP4, GATA4 ve TBX5
gibi dogumsal kalp hastaliklar1 patogenezinde rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. MLPA
yontemi bu hastalarda tarama amac1 ile kullanilabilecek kadar ucuz, giivenilir ve spesifik bir
yontemdir. Ancak bu yontem ile 6zellikle ailesel konjenital kalp hastaliklarinda daha fazla
sayida hasta tlizerindelilkemizden yapilacak arastirmalara ihtiya¢ vardir. Bu calismalar
1s1¢inda MLPA tekniginde hali hazirda dizayn edilmis olan probun daha da genisleterek rutin
kullanimda kullanilabilir duruma gelecegini ve bu sayede konjenital kalp hastaliklarinda

genetik etyolojisininin daha net aydinlatilabilecegini diistiniiyoruz.



SONUCLAR
Tiirk toplumunda konjenital kalp hastaliklar ile iligkili oldugu disiiniillen GATA4,

NKX2-5, TBX5, CRELDI, BMP4 genlerinin ‘multiplex ligation dependent probe

amplification’ (MLPA)yontemi ile degerlendirildigi ¢alismamizda asagidaki sonuglar elde

edilmistir:

Calismaya alinantoplam 255 hastanin ortalama yast 5,6 = 5,1 yil ve 132’°si erkek
(%52), 123’1 kiz (%48) idi. Kontrol grubuna alinan 50 hastanin ortalama yas1 5,5 +
3,7 ve 27°s1 (%54) erkek, 23’1 (%46) kiz idi

Akrabalik Oykiisii 14 hastada (%5,5) mevcuttu. Akrabalik, hastalarin dokuzunda
birinci dereceden kuzen evliligi seklindeyken; bes hastada daha uzak akrabalik
seklindeydi.

Yedi hastada (%2,7) ailede dogumsal kalp hastaligi vardi. Bunlarin ikisinin
kardesinde, birinin annesinde {i¢liniin de amcasinda miiskiiler VSD bulunurken; bir
hastanin babast ASD tanisi ile opere olmustu.

Konjenital kalp hastaligi bulunan 255 hastanin 20’sinde (%7,8) toplam 24 (%10)
mutasyon saptandi.

Hastalarimizin  higbirinde NKX2.5 ve CRELDI gen bolgelerinde mutasyon
saptanmadi.

Hastalarimizin 12’sinde Down sendromu vardi. Down sendromu olan hastalarin
hi¢gbirinde GATA4, NKX2.5, TBX5, CRELD1, BMP4 genlerinde mutasyon saptanmadi.
GATA4 genin ekzon2, ekzon 4 ve ekzon 6. bolgelerinde, toplam bes adet mutasyon
saptandi. Bu hastalarin ikisinde miiskiiler VSD (birinde ekzon2, digerinde ekzon 6),
birindemembranéz VSD (ekzon 6) ve ikisinde de sekundum ASD (birinde ekzon 1,
digerinde ekzon 4)vardi.

Toplambes hastada BMP4 genin ekzon 2 ve 5. ekzon bdlgelerinde mutasyon saptandi.
Bu hastalarin iigli membranéz VSD (ikisinde ekzon 2’de, birinde ekzon 5’te), biri
miiskiiler VSD (ekzon 2°de), biri sekundum ASD (ekzon 2’de) idi.

TBX5 gen bolgesinde mutasyon sadece bir hastada ekzon 4 bdlgesinde saptandi.Bu
hastanin miiskiiler VSD’si vardi.

Alt1 hastada MSR1 (8p22), yedi hastada CDC45 (22ql1) gen bolgesinde mutasyon
saptandi. MSR/ gen mutasyonu bulunan hastalarin ikisi miiskiiler VSD, biri

membranéz VSD ve li¢ii Fallot tetralojilisi nedeni ile izlenmekteydi. CDC45 gen
LI



1.

bolgesinde mutasyon goriilen yedi hastanin birinde membrandéz VSD, birinde
miiskiiler VSD, ikisinde sekundum ASD, ikisinde Fallot tetralojisi, birinde
endokardiyal yastik defekti vardi. CDC45 geninin bulundugu 22ql11 gen bdlgesi Di
George sendromu gelismesinde etkili olmasma ragmen, hastalarin higbirinde Di
George sendromuna ait stigmalar yoktu. Daha 6nce FISH yontemi ile yapilan genetik
analizlerde 22ql1 delesyonu saptanmamisti. Bu bulgumuz MLPA yOnteminin
sendromlarin taramasinda kullanilabilecegini gostermektedir.

Miiskiiler VSD nedeni ile takipli iki kardeste GATA4 gen bolgesinde mutasyon
saptand1. Bu durum ailesel konjenital kalp hastaligindaGA7A44 gen bolgesinin dnemli

olabilecegini diistindiirdii.
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