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OZET

Hipertrofik Kardiyomiyopati (HKM), genellikle ailesel
olan primer bir kalp hastaligichr. Genel popiilasyondaki
prevalanst %0.2°dir. HKM, hipertansiyon veya kapak has-
taligi gibi hipertrofi yapabilecek baska nedenlerin bulun-
madigi, genellikle sol ventrikiilde ve interventrikiiler sep-
tumda yerlesen asimetrik bir hipertrofiyle karakterize oto-
zomal dominant bir hastaliktir. p-miyvozin agir zinciri, tro-
ponin T, troponin I, a-tropomiyozin, esansiyel ve regiila-
tor hafif zincirler, kardivak miyozin baglayici protein C,
aktin ve titin gibhi sarkomerik proteinleri kodlayan genler-
deki mutasyonlar HKM'ye neden olurlar. Hastalik kardi-
vak yapida ve klinik bulgularda degisikliklerle beliren ¢ok
cesitli klinik goriintimlere sahiptir. En agur bulgusu, ani
kalp oliimiidiir. Bu ¢aligmanin amact, kdtii prognoz ve
yitksek ani kalp éliimii insidansi gésteren  gmiyozin agir
zincir genindeki Arg403Gln, Arg453Cys, Arg719Trp ve
Arg719GIn mutasyonlarun saptamaktr. Caligmaya klinik
ve ekokardiyografik verileriyle HKM tanist konulmug 18
olgu alindi (9 erkek, 9 kadin, ort. yas:39). Hastalardan
alinan kanlardan fenol-kloroform ekstraksivonu ve etanol
coktiirme ydntemiyle DNA'lar elde edildi. Murasyonlarin
belirlenmesinde, PCR ve kisitlayict enzim kesimi + mini
horizontal agaroz elektroforez teknikleri kullanildi. Calig-
mada wluslararast literatiirde en sik gozlenen mutasyon-
lar éncelikli olarak tarand: ve diinyada kabul edilen mo-
lekiiler genetik vintemler uyguland. incelenen 18 hasta-
da Arg403Glin, Arg453Cys, Arg719Trp ve Arg719GlIn mu-
tasyonlarinin olmadigr saptandi. Daha fazla sayida hasta
ve daha genig imkanlarla HKM den sorumiu olan mutas-
vonlarin belirlenerek bir iilke veri taban olusturulmasty-
la, preklinik tam ve ani kalp dliimii i¢in risk tayini yapila-
bilecegi sonucuna ulagildi. Tiirk Kardiyol Dern Arg 2002;
30: 30-35
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Hipertrofik kardiyomiyopati (HKM), en sik gériilen
kalhitimsal kardiyovaskiiler hastaliklardan biridir.
Klinik, morfolojik ve genetik acidan heterojenite
gosteren HKM'nin en belirgin 6zelligi sol ventrikiil
hipertrofisidir. Hipertrofi, genellikle asimetrik ve in-
terventrikiiler septum (IVS) yerlesimlidir. Ancak,
kesin tani i¢in sol ventrikiil hipertrofisine yol acabi-
lecek baska bir patoloji (hipertansiyon, kapak hasta-
1181, koroner kalp hastalig1, aort koarktasyonu, kon-
jenital kalp hastalig1) bulunmamalidir (1),

HKM, %55 ailesel (Familyal Hipertrofik Kardiyo-
miyopati-FHK) formda olup, otozomal dominant ka-
litim gosterir. Bunun digindaki olgular sporadik ola-
rak belirlenmektedir (2). Hastaligin klinik goriintimii,
asemptomatik durumdan, siddetli kalp yetersizligi,
hatta ani kalp ¢limiine kadar uzanan genis bir spekt-
rum cizer 3). Ozellikle sporcularda olmak iizere 35
yagin altindaki genglerde goriilen ani kalp éliimiiniin
en sik nedenidir 4). HKM'deki baghca patolojik bul-
gu, sarkomer yapisinda bozulma ve miyozit hipertro-
fisidir (5-7).

Hastaligin farkl toplumlarda ortalama goriilme sikli-
g1 %0.2'dir 8. Molekiiler genetik tekniklerle
HKM'ye yol agtigi saptanan 9 gen, [F-miyozin agir
zinciri-[B-MAZ], troponin T, troponin I, o.-tropomi-
yozin, regiilator ve esansiyel hafif zincirler, miyozin
baglayan protein C, aktin ve titin kalp kasinin sarko-
merinde bulunan farkli komponentleri kodlar (¥). Bu
genlerden biri olan B-MAZ genindeki mutasyonlara

bagl degisiklikler, FHK'nin %35'inden sorumludur
(10),

B-MAZ genindeki degisik mutasyonlara sahip birey-
lerde hastaligin klinik goriiniimii ve siddeti farkli ol-
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maktadir. Arg403Gln, Arg453Cys, Arg719Trp ve
Arg719GIn mutasyonlarina sahip bireylerde kétii
prognoz, yiiksek penetrans, yiiksek ani kalp &liimii
insidansi ve siddetli sol ventrikiil hipertrofisi gozle-
nir. Glu930Lys ile Arg249GIn mutasyonlar: ise ani
kalp 6liimii insidans1 yoniinden orta derecede bir risk
tagirken, Leu908Val, Gly256Glu, Val606Met,
Phe503Cys ve Arg723Cys mutasyonlart benign bir
prognoza sahiptirler (2.11-13),

Calismamizda, hastalifin molekiiler temelini belirle-
mek iizere 18 HKM hastasinda, B-MAZ genindeki
Arg403Gln, Arg453Cys, Arg719Trp ve Arg719GIn
mutasyonlari incelendi.

MATERYEL ve METOD

(aligmaya alinan hastalar anamnez, fizik muayene, EKG,
iki boyutlu ve Doppler ekokardiyografik yonden incelendi.
HKM tamsi; iki boyutlu ve Doppler ekokardiyografide

sol ventrikiil duvar kalmlifimn 13 mm veya daha

biiyiik bulunmasi, hipertrofi yapabilecek baska bir nede-
nin bulunmamasi, gosterdikleri semptomlar (6zellikle aile-
de ani dliimlerin olmasi) ve EKG anomalileri kriterlerine
gore yapildr 44, Caligmanin kapsami agiklanip onaylan
alinan hastalarin venéz kanlari K2EDTA'L tiiplere toplan-
du. Periferik kan Igkositlerinden, Proteinaz K-fenol-kloro-
form ekstraksiyon yontemi kullanilarak DNA elde edildi
(13), B-MAZ geninde bulunan ve literatiire gire en sik giiz-
lenen Argd03Gln, Arg453Cys, Arg719Trp ve Arg719GIn
mutasyonlarinin yer aldigi ekzon 13, 14 ve ekzon 19'un
PCR ile amplifikasyonu i¢in asagidaki primerler kullamild:
(16)

Ekzon 13 (Arg403Gln): (Fragman biiyikligii: 267 baz
cifti)

Primer Forward: 5' TTA CAG GCA TGA ACC ACA
CACC3

Primer Reverse: 3' GTG AAC TTG AAA ACT CTC ATC
CcC3'

Ekzon 14 (Arg453Cys): (Fragman biiyiikligii : 287 baz
cifti)

Primer Forward: 5' CAC TCT TCC CAA CCC TG 3'
Primer Reverse : 5' GGT CCA CAG CTG GCT CTA AG
3

Ekzon 19 (Arg719Trp,Arg719GIn): (Fragman biiyiikli-
gii: 200 baz cifti)

Primer Forward : 5' CTC ACA GAC TCC TCC TAC TTC
CTT C3

Primer Reverse : 5' GCC TGG CTC CCC CTG TTC TAT
GAGC3

PCR reaksiyonunda, toplam hacim 25p! olacak sekilde;
10mM Tris HCI (pH 8.3), 50mM KCl, 1.5mM MgCl,,
200pM dNTP, 0.2uM herbir primerden, 1.25 U Taq DNA
polimeraz ve lul kalip DNA kullanildi. PCR sicaklik pro-
fili; 1k denatiirasyon 95°C'de 5 dk., sonra 30 cevrim ola-
cak gekilde, 95°C'de 45 sn denatiirasyon, 65°C'de 45 sn
annealing ve 72°C'de 45 sn uzama'dan olugmaktaydi.

PCR iiriinii saptanmug &rneklerde; Arg403Gln mutasyonu
icin Dde T U7, Arg453Cys mutasyonu icin Nla IIT 08,
Arg719Trp ve Arg719GIn mutasyonlari igin de Msp 1 &
kisitlayict enzimleri (RE) kullanilarak, kisitlayict enzim
kesimi parga uzunlugu polimorfizmi (RFLP) yapildi. RE
kesim y&ntemi uygulanan PCR iiriinleri, 0.5 X TBE tam-
pon igerisinde 0.5 pg/ml etidium bromid igeren %2'lik aga-
rozda 10 V/em olacak sekilde marker DNA ile birlikte 30
dk. ytriitiilmenin ardindan Eagle Eye II cihazinda deger-
lendirildi.

BULGULAR

Iki hastanm aile 6ykiisiinde ani kalp 6liimii kuskusu
mevcuttu. Hastalarda en sik gozlenen semptomlar,
carpinti ve efor dispnesiydi. Sadece 1 hastada atriyal
fibrilasyon mevcuttu. Hastalarin tamaminda, ekokar-
diyografik olarak sol ventrikiil hipertrofisi mevcut-
ken, ancak %61'inde anormal EKG bulgulari saptan-
di. Ortalama IVS kalinligi 21.6 mm (16 mm-25 mm)
olarak bulundu. Hastalarin %40'mda sistolik tne ha-
reket (SAM), %35'de LV cikig yolu obstriiksiyonu
gozlendi. Tiim veriler Tablo 1'de gériilmektedir.

PCR reaksiyonlari sonrasinda Arg403GIn mutasyo-
nunu i¢ine alan f-MHC'nin 13. ekzonunda 267 baz
ciftlik, Arg453Cys mutasyonunu icine alan 14.ekzo-
nunda 287 baz ciftlik, Arg719Trp ve Arg719GIn

Tablo 1. Hastalarin klinik ézellikleri

Ozellikler Say1 (Toplam: 18)
Erkek / Kadin 919
Yas (ort) 39
Semptomlar 15 (%83)
Dispne 4(%22)
Gogiis Agrisi 3(%]16)
Carpinti 5 (%28)
Senkop 1 (%5)
Siyanoz 1 (%5)
Semptomu Olmayan 4 (%22)
Atriyal Fibrilasyon 1 (%5)
Oskiiltasyon Bulgulari (+) 9 (%30)
Anormal EKG 11 (%61)
Aile Oykiisii 2(%11)
SAM (+) 7 (%40)
LV Obstriksiyonu 6 (%35)
IVS kalinhig (Ort./mm) 21.6 mm

SAM: Sistolik éne hareker, LV: Sol ventrikiil, IVS: Interventrikii-
ler seprum.
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mutasyonlarint i¢ine alan 200 baz ciftlik amplifikas-
yon tirtinleri elde edildi.

KISITLAYICI ENZIM KESIMI PARCA
UZUNLUGU POLIMORFIZMI

Arg403Gln mutasyonu i¢in incelenen 13. ekzonun
267 baz ciftlik amplifikasyon iiriinlerini Dde T ile
muameleye tabi tuttugumuzda, vakalarin hepsinde
161 ve 106 baz cifti bilyiikliigiinde iki bant elde
edildi (Sekil 1). Bu boélgede mutasyon varlifinda
G2—A baz degisimi sonucu CGG baz dizisinin CAG
baz dizisine doniisiip yeni bir Dde [ kesim bolgesi
olugmasi nedeniyle, Dde 1 kesimi uyguladigimizda
129, 106 ve 32 baz ¢ifti blyikliigiinde 3 bant mey-
dana geldiginden, incelenen vakalarda Arg403Gln
mutasyonunun olmadigi sonucuna varildi.

Argd53Cys mutasyonu ig¢in incelenen 14. ekzonun
287 baz cifti biiyiikligiindeki amplifikasyon iiriin-
leri, Nla III ile incelendiginde hi¢bir kesim iiriint
saptanmadi@1 ve 287 baz ¢ifti biyiikliigiindeki tek
bir bandin kesilmedigi gozlendi (Sekil 2). Bu bol-
gede mutasyon varliginda, C'—=T baz degisimi
sonucu CGC baz dizisinin TGC baz dizisine donii-
stip yeni bir Nla III kesim bolgesi olusmasi nedeniy-
le bu enzimle yapilan incelemede 153 ve 134 baz
cifti biytikligiinde 2 bant meydana gelece§inden,
vakalarin hi¢birinde Arg435Cys mutasyonu olmadi-
&1 bulundu.

Arg719Trp ve Arg719GIn mutasyonlari i¢in incele-
nen 19. ekzonun 200 baz ciftlik amplifikasyon iirtin-
lerini Msp I ile muameleye tabi tuttuumuzda vaka-
larin hepsinde 143 ve 57 baz ¢ifti biiyiik-
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130
147
110

ligiinde 2 bant elde edildi (Sekil 3). Bu
bélgede mutasyon varhifinda; Arg719Trp
mutasyonu icin, C'—=T baz degisimi so-
nucu CGG baz dizisinin TGG baz dizisi-
ne; Arg719GIn mutasyonu igin ise,
G*—A baz degisimi sonucu CGG baz di-
zisinin CAG baz dizisine doniislip var
olan Msp I kesim bolgesinin kaybolmasi
nedeniyle, Msp I kesimi uygulandiginda
kesim olmaksizin 200 baz ¢ifti bilytklii-
giindeki tek bant elde edilecektir. Calisi-
lan hastalarin hepsinde de 2 bant gézlen-
diginden, hicbir vakada mutasyon olma-
digr saptand1. Mutasyonun bulunmast ha-

linde, DNA dizi analizi yapilarak hangi

Sekil 1. Ekzon 13'iin 267 be biiyiikliigindeki amplifikasyon iiriininiin Dde I enzimi ~ amino asit degigimine yol agtig1 belirle-

ile kesimi sonucu. (m:marker, lane 1: normal birey standart DNA's1, lane 2-10: nor-
mal oldugu saptanan bireyler. Dde I kesimi normal bireyde: 161 ve 106, mutasyon ta-

styanda 129,106 ve 32 bantlarini vermektedir.)

Sekil 2. Ekzon 14'tin 287 be biiyiikligiindeki amplifikasyon firii-
niintin Nla III enzimi ile kesimi sonucu. (m:marker, lane 1: nor-
mal birey standart DNA'sy, lane 2-10: normal oldugu saptanan bi-
reyler.Nla III kesimi ile normal bireyde kesim olmamakta, mu-
tasyon tagiyanda 153 ve 134 bantlarini vermektedir.)
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necekti. Mutasyon olmamas: nedeniyle
DNA dizi analizi yapilmamustir.

Incelenen hastalar ile Dr. K. Schwartz ve Dr, R.J.
Trent'den saglanan mutasyon tasiyan érnekleri kargi-
lagtirarak yaptigimiz kontrol deneylerinde, kullani-
lan primer ve kisitlayici enzimlerin caligtigi kanit-
lanmis oldu (Sekil 4, 5, 6).

TARTISMA

HKM tamsinda en hassas ve spesifik klinik tani me-
todu ekokardiyografidir. Ekokardiyografik olarak ta-
n1, hipertrofi yapabilecek bagka bir nedenin olmadig:
bir durumda kardiyak hipertrofinin saptanmasiyla
konur. Ancak hipertrofi genellikle puberteye kadar
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hastalarinda ani kalp &liimi icin bir genetik
markerin belirlenmesinin énemi biyiiktiir,
HKM hastalarinda gézlenen klinik bulgula-
rin bir cogu, ani kalp 6liimii gibi ciddi komp-
likasyonlarin tamsinda yardimer olmaz. Ani
kalp oliimi riski; sol ventrikiil hipertrofisi
siddeti ve dagilimindan bagimsizdir. Genetik
bulgularla, HKM'deki farkli mutasyonlarin
bu riskle korele oldugu ve klinik belirtiler or-

taya ¢ikmadan hastalik beklentisi belirlenir
(20),

Marian ve arkadaslarinin tesbit ettigi

Sekil 3. Ekzon 19'un 200 bg biiyiikligiindeki amplifikasyon iiriiniiniin Msp | en-
zimi ile kesimi sonucu. (m:marker, lane 1: normal birey standart DNA's1, lane 2-
10: normal oldugu saptanan bireyler. Msp I kesimi ile normal bireyde 143 ve 57
bantlart olugmakta, mutasyon tagiyanda ise kesim bdlgesi kayboldugundan kesim

olmamaktadir.)

Arg403GIn mutasyonu tastyan iki ailede 20
hasta bireyden 11 tanesi bu mutasyona sahip
olup; 9 tanesinde ani kalp 6liimii gézlenmis-
tir. Ayni ¢aligmada, ani kalp 6liimii ortalama
yas1 33 olarak belirlenmistir 1), Watkins ve

m 7 W E- N

13

arkadaglar1 da, Arg403Gln mutasyonlu iki
ailede, etkilenmis 44 kisiden 21'inde mutas-
yonu pozitif buldular. Bunlarin 9'u ortalama
33£15 yaginda ani kalp 6liimii nedeniyle ya-
samlarimni yitirmigtir (22), Ani kalp 6liimiiniin
sik rastlandigr diger f-MHC mutasyonu da
Arg719GIn mutasyonudur. Altmig bir kisilik
4 ailede yapilan bir ¢caligmada, bu mutasyon
yliksek ani kalp 6liimii insidansi ile iligkili
bulunmustur. Olgularin 35 tanesi bu mutas-
yonu tastyorken, bunlarin 22 tanesi ortalama
38 yasinda ani kalp 6limii nedeniyle yasam-
larimi yitirmiglerdir (12). Bagka bir malign
mutasyon olan Arg453Cys mutasyonu 13 et-

Sekil 4, Arg403GIn mutasyonu (ckzon 13) i¢in kontrol deneyi.

(m:marker; lane 7,10,11 ve 13: normal oldugu saptanan bireyler; K: mutasyon ta-
slyan standart heterozigot birey. Burada normal bireyde olan 161bg biiyikligiin-
deki bandin yikim diriinii olan 129 ve 32 bantlart olugmakia ancak 32 griilme-
mektedir, heterozigot olmas dolayisiyla diger kromozomdaki 161 de gériilmek-

tedir.)

meydana gelmez. Penetransin diisiik oldugu durum-
larda hipertrofinin gézlenmesi, dolayisiyla tani ko-
nulmasi orta yaglara kadar miimkiin olmaz. Genetik
diizeyde mutasyonun saptanmasi, hastalifin tanisini
kesinlestirir. Diigiik penetransli mutasyon tagiyan ai-
lelerde, birgok birey genotipik olarak etkilenmesine
rafmen ekokardiyografide saptanabilen bir hastalik
gostermeyeceklerdir (19, HKM'den sorumlu olan
mutasyonlarin belirlenmesi asemptomatik hastalar-
daki mutasyonlari saptamak i¢in rutin tarama yap-
maya ve preklinik taniya imkan saglayacaktir. HKM

kilenmis bireye sahip bir ailenin 9 ferdinde
gozlenmistir. Bunlarin da 6 tanesi ortalama
30+12 yasinda ani kalp 6liimii nedeniyle
kaybedilmiglerdir (22),

Biz bu calismada HKM hastalarinda, f3-
MHC genindeki 4 malign mutasyonu DNA teknolo-
jisi kullanarak arastirmayi ve sonucta da, iilkemizde
sadece Arg403GIn mutasyonunun (23) caligildigr goz
Oniine alinarak, bu mutasyonlarin dagilimi hakkinda
bilimsel veri elde edilmesi ve klinik agidan normal
olarak gériinen ancak ani 6ltiim riski tagiyan bireyle-
re korunma olanagi saglamayr amagladik. Inceledi-
gimiz hastalarda, B-MAZ geninde arastirilan 4 ma-
lign mutasyonun bulunmadiini saptadik. HKM'de
bulunan genetik heterojenite ve bu heterojenitenin
hastalik genlerindeki cesitlilikten de &te, sadece o ai-
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m 7 10 K 11 13

ke diizeyinde veri tabami olusturulmasi ve
ileri yaglarda HKM'ye baglh ani 6liimleri 6n-
leme diisiintilmektedir.
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Sekil 6. Arg719GIn ve Arg719Trp mutasyonlari (ckzon 19) igin
kontrol deneyi.

(m:marker; lane 7,10,11 ve 13: normal oldugu saptanan bireyler;
K: mutasyon tagiyan standart heterozigot birey.)

leye 6zgii cok farkli mutasyonlarin varhig1 nedeniyle,
elde edilen bu sonucun olast bir durum oldugu orta-
dadir. Hastalara daha ileri inceleme yontemleri kul-
lanarak, HKM'ye neden oldugu belirlenmis biitiin
gen bolgelerinin arastirilmasiyla yeni mutasyonlar
saptanabilir.
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acan PB-MAZ genindeki Arg403Gln, Arg433Cys,
Arg719Trp ve Arg719GIn mutasyonlarinin incelen-
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