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1. OZET

COCUKLUK CAGI ARITMILERINDE YENi NESIL DiZiLEME
TEKNIKLERIi KULLANILARAK NOKTA MUTASYONLARIN ANALIZi

Normal kalp ritmindeki bozulmalar Uzun QT, Kisa QT, Brugada,
Katekolaminerjik Polimorfik Ventrikiiler Tasikardi (KPVT) ve Aritmogenik Sag
Ventrikiiler Tasikardi (ASVT) gibi hastaliklara sebep olmaktadir. Yeni nesil
dizileme (YND) teknikleri kullanilarak bakilan genetik mutasyonlar ve elde edilen
biiyiik datalarin biyoinformatik aracglarla incelenmesi tani konmasina katki
saglamaktadir. Bu calismada YND ile elde edilen verilerin analizinde kullanilan
ACMG, HGMD, ClinVar gibi klinik veri tabanlarinin sonuglarinin kiyaslanmasi
amagclanmistir. Bu amacla, Mart 2016 - Eyliil 2017 tarihleri arasinda Istanbul
Medipol Universitesi Genetik Tam1 Merkezi'ne kalpte ritim bozuklugu test
istemiyle gelen < 16 yasinda 42 erkek, 30 kadin toplamda 72 kisi caligma
kapsamina alindi. Patojenik ve muhtemel patojenik olarak raporlanan 18
varyantdan , ACMG HGMD ve ClinVar siniflandirmalarinda sirasiyla 6, 5 ve 7
tanesi uyumlu bulundu. Klinik anlami kesin olmayan varyant (VUS) olarak
raporlanan 29 varyantdan, ACMG, ClinVar siniflandirmasina gore sirastyla 27 ve
12 tanesi uyumlu bulundu . HGMD veri tabaninda VUS smiflamas1 yapilmamastir.
HGMD ve Clin Var veri tabanlarinda bulunmayan 15 varyant ACMG kriterlerine
gore 13 tanesi VUS, 1 patojenik ve 1 tanesi muhtemel patojenik olarak
degerlendirilmis ve raporlanmistir. ACMG den farkli olarak raporlanan 15
varyantin 4 tanesi farkli tanimlanmistir. Sonug olarak; HGMD, Clin Var, ACMG
veri tabanlar1 birbirini tamamlamaktadir. Hasta klinigi, hekimin deneyimi, gilincel
makalelerin heniiz veri tabanlar tarafindan degerlendirilmemis olmasi sonuglari
degistirebilmektedir. Laboratuvarin kendi veri bankasit sonuglarin artmasi

laboratuvar giivenilirligini arttiracaktir.

Anahtar Kelimeler: Ritim bozuklugu, iyon kanallari, yeni nesil dizileme



2. ABSTRACT

ANALYSIS OF POINT MUTATIONS USING A NEXT GENERATION
OF SEQUENCING TECHNICS IN JUVENILE ARRYTHMIA

Disturbances in normal heart rhythm cause Long QT, Short QT, Brugada,
Catecholaminergic  Polymorphic  Ventricular Tachycardia (CPVT) and
Arrhythmogenic Right Ventricular Tachycardia (ARVT). Examination of genetic
mutations observed and large data obtained with next generation sequencing
(NGS) technics, using bioinformatics tools greatly contribute to the ability to
establish diagnoses.The aim of this study is to compare the results of clinic
databases such as ACMG, HGMD and ClinVar which are used for analyzing data
obtained with NGS. For this aim, a total of 72 individuals, consisting of 42 male
individuals and 30 female individuals, requesting cardiac arrythmia tests in
Istanbul Medipol University's Genetic Diagnostics Center were included in the
study. These individuals are at or below 16 years old. Among the 18 variants
reported as "pathogenic" and '"possible pathogenic", six, five and seven
individuals respectively were found to be in line with ACMG, HGMD and
ClinVar classifications. Of the 29 variants which were reported as variant of
uncertain significance (VUS), 27 and 12 respectively were found to be in line with
ACMG and ClinVar classifications. HGMD database does not include a VUS
classification. 15 variants who are not included in HGMD and ClinVar databases
were evaluated according to ACMG criteria. 13 of these variants were evaluated
and reported as VUS, one as pathogenic and one as possible pathogenic. Four of
the 15 variants, which weren't reported in line with ACMG, were defined
differently. As a result, the HGMD, ClinVar and ACMG databases complement
each other. The results of this study might be subject to variances in patient
clinics, physician's level of experience and the fact that current articles are not yet
evaluated using databases. Gradual accumulation of the laboratory's own database

results will increase laboratory reliability.

Key Words: Arrythmia, ion channels, new generation sequencing



3. GIRIS VE AMAC

Kalp ritim bozuklugu iilkemizde ve diinyada ¢ok yaygin olarak goriilen bir
kalp rahatsizligidir. Yapisal kalp bozuklugu bulunmayan bireylere de
Elektrokardiyogram (EKG) verileri, aile Oykiisii, konjenital sagirlik gibi klinik
veriler 1s18inda tanisi konulabilen ¢ocuk ve yetiskinlerde ortaya ¢ikabilen bir
hastaliktir. Kalbin normal ritmini kaybederek normalden az (bradikardi) ya da
fazla atmasi (tasikardi) gibi diizensizlikler hastaligin 6nemli belirtileridir. EKG
verileri ile kalpteki bu dalgalanma klinik olarak uzun zamandir bilinmektedir ve
bu verilere gore ritim bozuklugu hastaliklar1 siiflandirilabilmistir. Uzun QT, Kisa
QT, Brugada, Katekolaminerjik Polimorfik Ventrikiiler Tasikardi (KPVT) ve
Aritmogenik Sag Ventrikiiler Tasikardi (ASVT) en sik goriilen ve iizerinde uzun
stiredir ¢alisilan kalp ritim bozuklugu hastaliklaridir. Bu hastaliklara sebep olan
genetik degisimler de tan1 koymak ya da taniy1 giiclendirmek amaciyla uzun

yillardir kullanilmaktadir (1, 2).

1995 yilinda Keating ve arkadaglar1 tarafindan EKG’de ventrikiiler
repolarizasyonun uzamasi seklinde kendini gosteren Uzun QT sendromunun
voltaj kapili iyon kanallarindaki otozomal dominant gecisli mutasyonlardan
kaynaklandigin1 gostediler. Sonraki 10 yilda hastaliga sebep olan onlarca yeni
mutasyon bulundu. Ani 6liimlere de sebep olabilen Uzun QT hastaliginin 10’un
iizerinde formu vardir ve genetik ¢alismalar hastaligin bu ¢esitlerinini tanisini
koymada 6nemlidir. Ilk kez 1950’lerin basinda tanimlanan Brugada sendromu
1990 larda belirgin yapisal kalp hastaligi bulunmayan, sag ventrikiiler EKG
abnormalitesi olan ve ani Oliimlere egilim gosteren hasta gruplarinda tanimlandi.
Yine bu sendromunda farkli alt tipleri buglin genetik caligmalarla
belirlenebilmektedir. KPVT ve Kisa QT gibi diger ritim bozuklugu hastaliklarinin

tansinin konulmasinda genetik ¢alismalar kullanilmaktadir (2).

Kalpteki elektriksel faaliyetin temel iinitesi voltaj kapili iyon kanallaridir.

Bu nedenle ritim bozuklugu hastaliklarina sebep olan genetik degisimler genel



olarak voltaj kapili sodyum, potasyum ve kalsiyum iyon kanallar1 ve onlarin

diizenleyici alt linitelerinde saptanmustir (3, 4).

Voltaj kapili sodyum iyon kanalinin alfa iinitesini kodlayan SCNSA
genindeki degisimler farkli ritim bozuklugu hasatliklarma sebep olabildigi gibi
iyon kanallarimin diizenlenmesinden sorumlu ya da kasilma eyleminin genel
mekanizmasida rol alan farkli proteinleri sentezleyen genlerdeki mutasyonlar da
ritim bozukluklarina sebep olmaktadir. Adrenalin ve nonadrenalin gibi
hormonlarin hiicre mekanizmasini diizenleyici etkisi, cyclik AMP gibi ikincil
mesajcilarin faaliyeti, genomik DNA’y1 diizenleyen faktorler, kardiyomiyositlerin
fiziksel ve yapisal ozellikleri gibi pekcok faktdrdeki bozukluk ya da yetersizlik

kalp ritminin bozulmasina sebep olabilmektedir (5-8).

Yeni nesil dizilemenin biiyiik veri iiretebilme kapasitesi ile sundugu
olanaklardan biri de bu mekanizmanin biitiinciil bir sekilde anlasilmasia olanak
vermesidir. Bilylik verilerin analizi i¢in farkli programlar kullanilmaktadir. Bunlar
BWA (Burrows-Wheeler Aligner), Sequence Alignment Map (SAM), Genome
Analysis Tool Kit (GATK) gibi analiz programlar1t ile klinik olarak
yorumlanmasint saglayan ClinVar, HGMD, ACMG, ExAc, in silico fonksiyonel
analiz geregleridir (9, 10).

Bu calismada bu olanaktan yararlanilarak, aritmi ile klinik olarak
iliskilendirilmis 39 genin biyoinformatik analizinin yapilmasi i¢in kullanilan

biyoinformatik araglarin karsilastirilarak degerlendirilmesi amaglanmistir.



4.GENEL BILGILER

4.1. Kalbin Ritmi

Kalp ritmik olarak kasilan elektromekanik bir pompadir. Kalbin bu
fonksiyonu aksiyon potansiyelin (AP) olusumuna ve yayilmasma baghdir. Bir
sonraki AP olusana kadar kasilmay1 gevseme takip eder. AP, hiicre i¢ine ve disina
akim tasiyan iyon kanallarmin sirasiyla aktiflesmesi ve inaktif olmasiyla olusur.
Kalbin farkli bolgelerinde AP yayilimi (dalga formu) belirgin farkliliklar icerir. Bu
farklilik normal kardiak ritim ve aktivasyonunun direk olamayan dagilimi i¢in

normal olarak kabul edilir (9).

Normal kalp ritmi; iyon kanallarinin birlikte calismasi ve kalp kas hiicreleri
(kardiyomiyosit) arasinda elektrik akiminin diizenli yayilmasina baghdir. Bu
akimin diizenli olusmasinda temel fonksiyonel birimler iyon kanallaridir. Iyon
kanallar1, birden fazla iinitesi olan transmembran protein komplekslerinden olusur.
Bu makromolekiillerin temel fonksiyonu, biyolojik elektrikselligin temel

tinitelerinden biri olmasidir (10).

19. yiizy1l siiresince kalp kasilmasini saglayan sinyallerin sinir sistemi mi
yoksa kardiyomiyositler araciligi ile mi tagindig1 iizerine bir fikir birligi yoktu. Bu
ylizyilda, 1852 yilinda Hermann Friedrich Stannius (1808 — 1883) amfibiyan kalbi
tizerinde yaptig1 c¢alismalarda elektriksel sinyallerin atriumdan ventrikiile
(atrioventrikiiler) birbiriyle iletisim halinde olan kalp kas1 hiicreleri ile tasindigini
gosterdi. Ancak elektriksel sinyallerin yayiliminda 06zellesmis kalp kasi
hiicrelerinin sorumlulugu tam olarak anlasilamadi. Kalbin dogal uyar1 kaynagi
olan hiicrelerin (pacemarker) varligi Sor Arthur Keith tarafindan 1907 yilinda
kesfedildi. Bu 6zel hiicre grubunun bulundugu yere sinoatrial diigim (SAD)
denildi (11).



SAD, sag atriumda kiimelenmis 6zel kalp kasi hiicrelerinden (Pacemaker
hiicreleri) olusur. Kalpte elektriksel sinyalin ilk olustugu yer burasidir. Pacemaker
hiicrelerinde polarizasyonun bozulmasi (depolarizasyon) sonucu olusan elektriksel
ileti belirli bir iletim yolunu izleyerek atrioventrikiiler (AV) diigiime gelir. AV
diigiimde ve onu takip eden his demetinde elektriksel ileti bu bolgedeki hiicreler
arast siki baglanti kanallarinin (Gap-Junction) azligi nedeniyle yavaslar. His-
demetinden sag ve sol ventrikiilere iletim iki dala ayrilarak devam eder. Iki
ventrikiilde depolarizasyon purkinje lifleri kanah ile AV diigiimde oldugundan
cok daha hizlica gergeklesir. Bu hizda hiicreler arast Gap-Junctions iyon
kanallarinin sayisinin fazlaligi rol oynar. Biitlin bu iletim sisteminin dogru

caligmast sonucunda kalp kasi sistematik bir sekilde kasilir ve gevser (12, 13).
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Sekil 4.1.1. Kalbin uyar1 ve ileti sistemi

Elektrokardiyogram (EKG) grafigi kalbin bu elektriksel ritminin bir
ifadesidir.

P dalgasi: Sinoatrial diiglimden baslayan depolarizasyon sonucu olusan
atrial aktiviteyi temsil eder.

P-R segmenti: Atrioventrikiiler diigiimde ger¢eklesen gecikme sonucu
olusan bosluk.

QRS piki: Kompleks ventrikiiler aktivite

T dalgas:: kalp kasi hiicrelerinin repolarizasyonu sonucu olusur (11).
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Sekil 4.1.2. Ventrikiiler EKG Grafigi

4.2. Kasilma ve Gevsemenin Hiicresel Mekanizmasi

Kalp hiicrelerinde elektriksel iletimin olusmasi ve hiicrelerin kasilmasi
kompleks bir siiregtir. Bu silire¢ hiicre membraninin i¢i ve digi arasinda ki
potansiyel farki, kardiyomiyosit membranlarinin birbirleriyle iliskisi, Sodyum
(Na"), potasyum (K*), Kalsiyum (Ca™) iyon gradienti ve ATP bagimli sodyum-

potasyum pompasi sistemlerini igerir (12).

Diger biitiin hiicreler gibi kardiomiyositler de hiicre i¢i ve disindaki iyon
kansantrasyon farkindan kaynakli bir elektriksel potansiyeline sahiptir. Bu
elektriksel potansiyel mikroelektrotlar ile milivolt (mV) cinsinden Olgiilebilir.
Ornegin dinlenme durumundaki bir ventrikiiler kardiyomiyositin membran
potansiyeli -90 mV olarak 6l¢iilmiistiir. Bu dinlenme membran potansiyeli hiicre
membraninin i¢i ve dis1 arasindaki negatif ve pozitif iyon konsantrasyonu ile iyon
pompalarinin etkinligi ile olusur. Dinlenme halindeki bir kardiyomiyositin K" iyon
konsantrsyonu hiicre iginde 150 mM iken hiicre disinda 4 mM’dir. Na® iyon

konsantrasyonu ise tam tersi, hiicre iginde 20 mM iken hiicre disinda 145 mM’dur.



Tablo 4.2.1. Miyositlerin dinlenme halinde iken membran i¢i ve disindaki
iyon konsantrasyonu

Iyon Hiicre i¢i yogunluk (mM) Hiicre dist yogunluk (mM)
Na’ 20 145

K" 150 4
Ca* ‘0.001 2.5

Cr 25 140

Hiicreler istirihat halindeyken (herhangi bir uyaran olmadiginda) bu
konsantrasyon farkin1 dengeleyen elektriksel yiik Nernst formiilii ile hesaplanir.
Asagidaki formiilde 37 °C’de K’ iyonunun membran potansiyelinin Nernst

formiiliine gére hesaplanmasi verilmistir.

E, :—61-10g@:—96mV

Ex: Denge Potansiyeli (Nernst Potansiyeli)

Potasyum konsantrasyonu: [K+];: 150 mM ve [K+]o: 4 mM

-61: RT/zF (R universal gaz sabiti. Z iyon degerligi. F Faraday sabit. T
mutlak sicaklik)

Na" iyonunu bu formiilde yerine koydugumuzda +52 mV olarak bulunur.
Diger iyonlarin membran potansiyeli de ayni formiil kullanliarak hesaplanabilr.

Tiim bu etkilerin sonucunda hiicre membran potansiyeli olusur (13,14).

Dinlenme  halindeki bu membran polarizasyonunun  bozulmasi
(depolarizasyon) ile Na" iyonlar1 hiicre igine girer ve K iyonlari hiice disina ¢ikar.
Bu olay hiicre zarinda bulunan voltaja bagl ¢alisan transmembran proteinlerin
kontroliinde gergeklesir. Depolarizasyonun ardindan zar potansiyeli eski haline
doner. Bu olaya da repolarizasyon denir. Kardiak hiicrelerinde sekil 4.2.1°de de

goriildiigii gibi elektriksel aktivasyon farkliliklart belirgindir (15).
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Sekil 4.2.1. Kalpte polarizasyon-depolarizasyon diyagrami ve aksiyon potansiyeli grafigi.
Kalbin purkinje hiicrelerinde elektriksel aktivasyon grafigi belirgindir. Na*
iyonunun hiicre i¢ine girmesi ile gergeklesen depolarizasyon kardiak aksiyon
potansiyeli grafigi’nde faz 0 olarak gosterilmis. Hemen sonrasinda K* iyonunun
hiicre disma ¢ikist faz 1°de gosterilmistir. Faz 2’de yavasga azalan plato, Ca™
iyonunun hiicrelerarasi alandan hiicre i¢ine alinmasini ve ventrikiiler kasilma
siirecini  gosteriyor. Ayn1 zamanda K" iyonlar1 bu asamada hiicre disina

pompalanir. Faz 3 ise repolarizasyon ile hiicrenin yeniden polarize olma

durumunu ifade eder (16).

Kalbin kasilmasi, elektriksel enerjinin mekanik enerjiye doniismesidir. Bu
doniisiim, uyum icinde hareket edebilen hiicresel birimlerde gergeklesir ve Sekil
4.2.1’de goriildiigii gibi kalbin farkli bolgelerinde 6zel bigimler alir. Ozellikle
voltaj bagimli iyon kanallarinin sayisal ve fonksiyonel farkliligi kalbin kendi
icinde Ozellesmis yapilarin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir. Sekil 4.2.2°de ki

grafikte gorilfugii gibi dinlenme halinde ventrikiller membran potansiyeli



yaklagik -90 mV iken sinoatrial pacemarker hiicrelerinde polarize membran

potansiyeli yaklagik -65 mV tur.
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Sekil 4.2.2. Ventrikiller ve atriyal kardiyomiyositlerin polarizasyon-depolarizasyon

diyagrami.

Bu membran polarizasyonu aksiyon potansiyelinin etkisi ile -55 mV’lara
geldiginde voltaj bagimli Na" iyon kanallar1 agilir ve hiicre i¢ine hizli bir sekilde
giren Na' iyonlar1 membran potansiyelini pozitif degerlere dogru ¢ikartmaya
baglar. Bu siire¢ SAD, atrium ve atrioventrikiiler bolgede Na® yerine diisiik
voltajlarda aktive olabilen (-50 mV) T-Tipi Ca** kanallarmi aktive eder ve hiicre
icine Na' ile birlikte daha yogun olarak Ca*" iyonlar1 girer. Hiicre membran
potansiyeline Na® iyonu ile ayni etkiyi yapar ve membran potansiyeli pozitif
degerlere dogru yiikselir. Bu siirece depolarizasyon denir (faz 0). Membran
potansiyeli -30 mV lara geldiginde K" iyon kanallar1 aktive olarak potasyum
iyonlarini hiicre disina pompalar. Hiicre disina K™ iyonu pompalanmasina ragmen
belirli bir slire membran potansiyeli pozitif degerlere ¢ikamaya devam eder ve
membran potansiyeli 25-35 mV’lara kadar yiikselir. Bu ylikselis -20 mV’larda
iken voltaj-bagimli L-tipi Ca™ kanallar1 (LTCCs, Cav1.2) agilir ve Ca*" iyonlar1
hiicre igine girerek I... akimi olusur. Bu Ca™ akim sarkoplazmik retikulumda
(SR) bulunan ve calsequestrin (CASQ2) proteinlerinde depolanan Ca™ iyonunun
hiicre sitoplazmasina salinmasini tetikler. Bu salinmaya SR iizerinde bulunan ve
Ca™ salinimindan sorumlu Ryanodin Reseptor Tip-2 (RYR2) protein kompleksi
aracilik eder. Sitozole salinan Ca* iyonlan kardiak troponin C (TnC) proteinine
baglanarak kasilmadan sorumlu kas filamentlerini (myofilament) aktive eder. Ca™

iyonlarinin sitozelden SR icine geri ¢ekilmesi ile kardiak hiicrelerinin kasilmasi
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durur. Bu siireg SR Ca™ -ATPase tip-2a (SERCA2a) kanallarinin kalsiyum
iyonunu SR icine geri ¢ekmesiyle ya da Na'/Ca™ degisimini saglayan hiicre zari
iyon kanallarinin (NCX) aktivasyonu ile olur. Membran potansiyeli bir siireligine
polarizasyon degerlerinin de altina diiserek hiicrede hiperpolarizasyon yasanir.
Bunu sebebi Na" iyon kanallarmin K iyon kanallarindan daha erken
kapanmasidir. Bu hiperpolarizasyon durumunda daha ¢ok SAD’da (pacemarker)
bulunan hyperpolarization activated cyclic nucleotide gated potassium channel
4 (HCN4) iyon kanllar1 aktive olur ve hiicre i¢ine K™ ve Na' iyon akimi (funny
akimi, Ir) gerceklesir. (13,17,18).

4.3. Kasilma I¢in Gerekli Yapilarin Genetik Kékeni

4.3.1. Genetik materyalin aktarim

Fred Griffith’in 1928 yilinda hastalik yapicit ve hastaliga sebep olmayan
Streptocossus pneumonie bakteri suslari ile yaptig1 deneyler, kalitimin varli§ina
dair ilk ¢alismalardandir. Zatiirre hastaligina yol agan bu bakterilerden patojen
olan susun yiiksek 1sida oOldiiriilmesinden sonra Ozelliklerini zararsiz susa
aktarmasi kalitima dair onemli bilgiler sundu. Griffith’in deneyinden sonra
Oswald Avery ve arkadaslari, temellerini Griffith’in deneyinden alan ve 14 yil
siiren c¢alismalarindan sonra kalittmm DNA molekiilleri ile aktarildigini
gosterdiler. Ancak DNA’nin kalitim materyali olduguna dair silipheleri ortadan
kaldiran kesin bulgular 1952 yilinda Alfred Hershey ve Martha Chase tarafindan
bakteriyi enfekte eden virlisler (faj) {izerinde gerceklestirilen deneyler ile

gergeklesti (19).

Bakteri ve viriisler ile yapilan bu kaliim deneyleri, kalitimin; bir soyun
kendi benzerini liretme mekanizmasi oldugu kadar, 6zellikle bakteri ve viriis gibi
ilksel canlilalarda kendilerinde olmayan belirli 6zellikleri edindikleri bir siireg
oldugunu gostermistir. Lateral Gen Mekanizmas1 (LGM) olarak bilinen bu
mekanizma giiniimiizde bakteri ve viriislerde hala ¢ok yaygindir ve ilk canh

yasamin ortaya ¢iktig1 zamanlardan gliniimiize varligin siirdiirmektedir (20).

11



Yaklasik 2 milyar yil 6nce benzer bir mekanizma dkaryot yagamin ortaya
ctkmasini sagladi. Mitokondri ve kloroplastlarin atasi olan bir bakteri tiiriiniin
arkealarin i¢inde yasam bulmasiyla iki organizma arasinda gerceklesen lateral gen
aktarimi Okaryotlarin bugiinkli yapisinin ortaya c¢ikmasinda etkili olmustur

(21,22).

Bu birlesmeden sonra, oncelikle bakteri ve arkealarda ortaya ¢ikan aktin-
tubilin benzeri yapilar (FtsZ, MreB, FtsA, WACA vb.) sonradan Okaryotik
hiicrelerde yeni fonksiyonel ozellikler kazanarak hiicre i¢i iskelet sistemi ile
birlikte kasilmanin temel yapilarindan birine doniistiiler. Prokaryotlarda hareket
etme ve boliinme gibi temel hiicresel faliyetlerin gerceklesmesinden sorumlu bu
yapilarin homologlart mitokondri ve kloroplast gibi Okaryotik hiicre
organallerinde korunmus bir sekilde varligimi siirdiirmektedir. Bu da oOkaryot
yasamin ve hiicresel kasilmanin kokenine dair onemli bilgiler vermektedir.
Okaryotlarda aktin ve tubilin benzeri yapilarn disinda ileri derecede dzellesmis
kinesin, dynein ve myosin gibi motor proteinler de bulunmaktadir. Ozellikle
kalbin kasilmasindan sorumlu motor protein ‘alfa miyosin agir zinciri’, Miyosin
Heavy Chain 6 (MYH6) geni tarafindan kodlamir. Okaryotik hiicre i¢i iskelet
sisteminin olusumunda lateral gen aktarimi ile yeni 6zellikler kazanan flament
yapist ve ileri derecede Ozellesmis protein yapilart ile birlikte gen

duplikasyonlarinin rolii biiytiktiir (23,24).

4.3.2. Gen duplikasyonlar:

Gliniimiizden yaklagik 800 milyon yil dnce tek hiicreli Okaryotik ve
prokaryotik yasamin hemen yaninda ¢ok hiicreli 6karyotik yasam formlar1 ortaya
cikti. Metazoan biiyiikk alemi icinde tanimlanan bu c¢ok hiicreli yasam, kas
hiicrelerinin de i¢inde bulundugu atasal formlarinin olusacagi simetrik viicut
planma (Bilateral) yaklasik 700 milyon yil 6nce kavustu. Kas hiicresinin iskelet
kasi, diiz kas ve kalp kas hiicrelerine farklilasarak ilk kalp benzeri organmi
olusturmasinin ise yaklasik 500 milyon yil 6nce gerceklestigi diisiiniiliiyor. Cok

hiicreli organizmalar igindeki c¢esitliligin arttig1 bu donem (Kambriyen patlama)
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viicut planinda 6nemli rol alan homebox gen ailesi gibi ig¢inde iyon kanali
genlerinin de bulundugu bir¢ok genin kopya sayisinin arttig1 (gen duplikasyonlari)
molekiiler calismalarla gosterilmistir. Homebox gen ailesi i¢inde yer alan NK2
homeobox 5 (VKX2-5) geninin kalbin embriyonik doénem gelisiminde onemli
rolii bulunmaktadir ve bu gende olusan mutasyonlarin kalp ritim bozukulugu da
dahil bir¢ok kalp problemine sebep oldugu bilinmektedir. Bu ve benzeri deneysel
caligmalar gen duplikasyonlarmin canli ¢esitliliginin olusmasina énemli katkilar

yaptigini gosterilmistir (22).

4.4. iyon Kanallar1 ve Diger Bilesenler

Hiicrede bulunan proteinlerin yaklasik %30’u hiicre membran proteinleridir.
Bunlarin da yaklagik yarisi iyon kanallarinin da iginde bulundugu tasiyici

proteinlerdir (25).

Biyolojik elektrikselligin temel iinitesi olan iyon kanallarindaki gesitlilik;
genetik materyalde olusan gen duplikasyonlart ve noktasal baz degisimlerinin
etkisiyle tek ya da smirli sayida iyon kanali tipinden olusmustur (10). 1970’lerin
sonunda DNA dizilemenin baslamasiyla (26) ve ozellikle 2000’li yillarda Yeni
Nesil Dizileme (YND) teknolojisinin gelismesiyle birlikte filogenetik
caligmalarda saglanan biiyiik ilerlemeler birgok Okaryotik membran kanalinin
bakteri ve arkealarlarda bulunan membran kanallar1 ile homolog oldugunu

gostermistir (27,28).

fyon kanallarinin temel birimi por formundaki oyukla birbirinden ayrilan 2
transmembran (2-TM) segmentten olusur. Bazi prokaryotlarda ve genel olarak
Okaryotlarda bulunan iyon kanallar1 bu 2 transmembran segmentli proteinden
gelismistir. Ikili transmembran segment yapisi yasamin erken ddnemlerinde
Symporter kanal 6zelligi olan proteinleri kodlayan genin duplikasyonu sonucu
ortaya ¢ikmistir. Bu iki transmembran segmente 4 transmembran segment daha
eklenmesiyle 6 transmembran segmentli yapilar meydana gelmistir. Okarytik

hiicrelerde bulunan K*, Na* ve Ca™ kanallar1 bu 6-TM’li yapilardan olusur. 6-TM
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izerinde yapilan fonksiyonel ¢aligmalar ile voltaj sensorii gorevi yapan 4. segment
ve iyon spesifikligini saglayan pore yapisi ortaya ¢ikarilmistir. Na“ ve Ca™
kanallar1 birbiri ile homolog 4 adet 6 segmentli transmembran protein
tinitelerinden olusurken K" kanallar1 bu dortlii yapi yerine 6 segmentli tek bir
domainden olusur. Bu nedenle K* kanalimn Na" ve Ca™ kanallarinin 6nceli

oldugu distiniiliir (31).
4.4.1 Voltaj kapih potasyum (K*) kanah

Voltaj kapili potasyum kanali (Kv) ¢esitlilik bakimindan diger kanallardan
fazladir. Kv kanal ailesi ilk yapilan ¢alismalarda Kv1, Kv2, Kv3, Kv4 olarak
smiflandirilmistir. Sonraki yillarda yapilan ¢aligmalar dokudan dokuya ve tiirden

tiire degisen ¢ok sayida Kv kanali oldugunu gdstermistir.

O

s || - O

A

C Terminal
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N Terminal

Sekil 4.4.1.1.. Voltaj kapili potasyum (K") kanah

Kv kanallarimin; kontrollii hiicre 6limii (Apoptosis), hiicre farklilasmasi ve
bliyiimesi, hormon ve ndrotransmiterrlerin salinimi, kardiak aktivite gibi hiicresel
stireclerde Onemli diizenleyici rolleri vardir. Bu nedenlerle bu gendeki
mutasyonlar; kardiak ritim bozuklugu, sagirlik, epilepsi gibi ailesel gegis gosteren

bir¢ok hastaliga sebep olabilmektedir.
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Kv kanalinin a-subiinitesi Sekil.4.3.3.1°de goriildiigii gibi helezon formunda
ve transmembran yapidadir. Bu transmembran kompleks fonksiyonel ve yapisal
olarak 2 temel par¢adan olusur. Birirncisi, K iyonunun gecisini saglayan S5-S6
helikslerinin olusturdugu ve kanalin merkezinde yer alan por yapisidir. Bu por
yapist ion segiciligine ve gecirgenligine sahiptir. likincisi ise membran
potansiyelindeki elektriksel degisimi algilayan, S1-S4 heliks yapilarinin
olusturdugu ve kanalin ¢evresini saran voltaj duyarl yapidir. Voltaj duyarli yap1

ve por yapist S4-S5 baglantisi iizerinden kovalent bag ile birbirine baglanir.

Kv kanali transmembran kisminin yani sira N ve C uglarinin olusturdugu
sitoplazmik kisimlardan olusur. Hiicre sitoplazmasina uzanan bu N ve C uclar
korunmus boélge icermez ve farkli Kv kanal ailelerinde farklilagmaktadir. Kv
kanallar1 temelde iyon gecisini saglayan o-subunit ve sitoplazmik ve/veya
transmembran yapidaki yardimci [-subunits yapilardan olusur. B-subunits ve
diger yardumci alt iiniteler a-subunit fonksiyonlarini diizenlerler. Bu kompleks
yapt Kv kanaliin fonksiyon ve o6zelliklerini belirleyerek c¢esitli kanal yapilarinin

olusmasini saglamaktadir (25)

Bu genis Kv kanal ailesinin memeli kalp, ¢izgili-diiz kaslarinda bulunan ve
ozellikle Uzun QT ve Kisa QT ritim bozukluklarina sebep olan tiirii Kv7.1
(KCNQI)dir (31).

KCNQI (potassium voltage-gated channel subfamily Q member 1,
Kv7.1): Bu gen kardiak aksiyon potansiyelinin repolarizasyonu icin gerekli olan
voltaj duyarli potasyum iyon kanallarinin a-subunit fonksiyonel birimini kodlar.
Bu protein KCNE1 (Potassium voltage-gated channel subfamily E regulatory
subunit 1) ve KCNE3 (potassium voltage-gated channel subfamily E
regulatory subunit 3) potasyum kanal proteinleri ile heteromultimer bit yap1
olusturur. Bu gende olusan mutasyonlar Uzun QT sendromu (Romano-Ward
sendromu) Jervell and Lange-Nielsen sendromu ve Ailesel Atrial Fibrillasyon ile

iliskilendirilmistir. Genin ifadesi dokulara spesifik 6zellikler gosterir.
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KCNE] ve KCNE3 alt tinniteleri alfa {initesinin kanal dinamigini diizenler
ve potasyum kanalinin stabilitesini arttirir. Ayrica KCNEI geninde olusan
mutasyonlar Jervell ve Lange-Nielsen ve ayn1 zamanda da Long QT sendromunun

bir formu olan Romano-Ward hastaligi ile iliskilidir (32)

KCNH?2 (potassium voltage-gated channel subfamily H member 2,
Kv11.1): Bu gen eag familyasina ait voltaj-duyarli potasyum kanalin1 kodlar. Bu
gendeki mutasyonlar Uzun QT tip-2 (LQT2) sendromuna sebep olur. Bu kanal
proteinin diizenleyici alt {initesi KCNE2 (potassium voltage-gated channel
subfamily E regulatory subunit 2)’dir. KCNE2 kalp ve kas hiicrelerinde ifade
edilir. Bu gendeki mutasyonlarda aritmi ile iliskilendirilmistir

Kalp ritim bozuklugu ile iligkili diger bazi gen kompleksleri ise asagida
listelenmistir (32).

- KCNAS5 (potassium voltage-gated channel subfamily A member S5,
Kv1.5)

- KCNJ5 (potassium voltage-gated channel subfamily J member 5,
KIR3.4)

- KCND3 (Potassium voltage-gated channel subfamily D member 3,
KV4.3)

- KCNJ8 (potassium voltage-gated channel subfamily J member 8,
KIR6.1)

- KCNJ2 (potassium voltage-gated channel subfamily J member 2,
KIR2.1)

4.4.2. Voltaj Kapih Kalsiyum (Ca*?) Kanah:

Kalsiyum iyon kanallar1 4 ya da 5 alt birimden olusan kompleks protein
yapilaridir. Bu kompleks yapinin en biiytik birimi o, tinitesidir. Bu yap1 por, voltaj
duyarli segment ve voltaj duyarl kap: diizeneginden olusmustur. Voltaj kapili Ca*
kanalinin o, iinitesi Sodyum kanalinin o tiinitesi ile benzerlik gdosteririr. Dort

homolog domainden (I-IV) olusan 6 transmembran segmentten (S1-S6) olusur. S4
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Segmenti voltaj sensorii olarak bilinir. Transmembran her domaindeki S5 ve S6
segmentler por yapisint olustururlar. o, {nitesi, kalsiyum kanalinin
lokalizasyonunda ve diizenlenmesinde énemli rol onayan [ alt iinitesi ve disiilfit
bagi ile birarada duran 0,6 alt tinite kompleksi kalsiyum kanllarinin birgogunda
bulunur. y alt iinitesi iskelet kas hiicrlerinde bulunur ve ayrica kalp ve beyin

dokularinda da ekspresse olur.
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Sekil 4.4.2.1. Voltaj kapili kalsiyum (Ca'?) iyon kanali

Memelilerde bulunan o, {initesi en az on farkli gen tarafindan kodlanir ve
voltaj kapil1 kalsiyum kanal1 Cay olarak isimlendirilir. Cay dort farkl alt gruptan
olusur. Cayl (Cayl.1, Cayl.2, Cayl.3 ve Cayl.4) ailesi kalp kasi hiicrelerinede
bulunan Cayl.2 kanalint da iceren L-Tipi kalsiyum kanallaridir. Cay2 alt ailesi
(Cay2.1’den Cay2.4’e kadar) P/Q-Tipi ve R-Tipi kanal ailesini icerir. Cay3 alt
ailesi (Cav3.1’den Cay3.4’e kadar) ise T-tipi kanal ailesini icerir. Bu kanal yapilari

doku spesifik kalsiyum kanal ailesini olusturur (33,34).
CACNAIC (calcium voltage-gated channel subunit alphal C): Bu gen

voltaj bagimli kalsiyum kanalinin 24 transmembran segmentten olusan alfa-1-

subunitesini kodlar (32).
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CACNB? (calcium voltage-gated channel auxiliary subunit beta 2): Bu
gen voltaj-bagimli kalsiyum iyon kanallarinin beta alt iininetisini kodlar. Bu

gendeki mutasyonlar Brugada Sendromu ile iliskilendirilmistir (32).

CACNA2D1  (calcium voltage-gated channel auxiliary subunit
alpha2delta):

Bu gen voltaj-bagimli kalsiyum kanallarinin alfa2 ve delta subunitelerini
kodlar. Ayn1 gen iizerinden sentezlene bu iki protein yapisinda meydana gelen

mutasyonlar Brugada ve Uzun QT Sendromlari ile iliskilendirilmistir (32).

RYR?2 (ryanodine receptor 2): Bu gen kalp kas hiicrelerinin sarkoplasmik
reticulumunda bulunan Ryanodine Reseptorii 2 proteinini kodlar. Ryanodine
Receptor 2 proteini sarkoplasmic retikulumdan kalsiyum iyonlarinin salinimini
kontrol altinda tutar. Ca* iyonlar1 herhangi bir uyar1 gelmediginde sarkoplazmik
retikulum icinde calsequestrin (CASQ2) proteinlerinde depolanir. Hiicre igine
Ca™ iyonu salimmi uyarisi geldiginde RYR2 Ca™ iyonlarmi sarkoplasmik
retikulumdan sitoplazma i¢ine gonderir. RYR2 protein kompleksi ile CASQ2
arasindaki bag Triadin (TRDN) protein zinciri ile kurulur. Kalp kas1 hiicrelerinde
T-Tiibiilii iizerinde lokalize olan Ca®* iyon kanali ile sarkoplasmik retikulumda
bulunan RYR2 kanali arasindaki yakin bag ise junctophilin 2 (JPH2) protein
yapisi ile kururlur. Sitoplazma i¢inde miktar1 artan Ca*" iyonlar1 kalsiyum bagimli
sinyal proteini olan Calmodulin 1 (CALM]1)’i aktiflestirerek iyon kanallar1 da
dahil bircok mekanizmay1 diizenler. Ayrica sitoplazma i¢inde Troponine baglanan
Ca™ iyonlar1 kasilma eylemini baglatir. Bu gendeki mutasyonlar Katekolaminerjik
Polimorfik Ventrikular Tasikardiya (KPVT) ve Aritmiyogenik Sag Ventrikuler
Displazia (ASVD) hastaliklar ile iliskilendirilmistir (35)
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4.4.3 Voltaj kapih sodyum (Na®) kana:

Memeli dokularinda ifade edilen (ekspresse olan) 9 farkli (Navl.1-Nav 1.9)
voltaj bagimli sodyum iyon kanali 11 farkli gen (SCNIA-SCNI1IA) tarafindan
kodlanir. Bu Sodyum kanallar1 yiizde 50’nin {izerinde ileri derecede benzerdir.
Sodum kanalinin o {nitesi, dort homolog domainden (I-IV) olusan 6
transmembran segmentten (S1-S6) olusur. S4 Segmenti voltaj sensorii olarak
bilinir. Transmembran her domaindeki S5 ve S6 segmentler por yapisini
olusturular. a-subunit temelde diizenleyici olarak gorev yapan [-subunitleri (B1-
B4) ile kompleks bir yap1 olusturur. Na,1.5’1 kodlayan SCN5A genindeki ve B-
subunitlerini kodlayan SCN4B, SCN3B, SCNIB genlerindeki mutasyonlar kalp
ritim bozuklugu ile iligskilendirilmistir (36).
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SCNS5A (sodium voltage-gated channel alpha subunit 5): Bu gen 21
transmembran segmentten olusan volltaj kapili Na™ iyon kanallarinin alfa tinitesini
kodlar. Bu gende olusan mutasyonlar “Uzun QT 3” kalp ritim bozuklugu

hastaligina sebep olur (32).

SCNIB (sodium voltage-gated channel beta subunit 1) : Bu gen voltaj
kapili sodyum iyon kanallarmin Beta 1 alt iinitesini kodlar. Bu protein kanal
inaktivasyonunun kinetigini diizenler. Gende olusan mutasyonlar Brugada

Sendromu 5 ile iliskilendirilmistir (32).

SCN3B (sodium voltage-gated channel beta subunit 3): Bu gen voltaj
kapili Na® iyon kanallarinin Beta 3 alt dnitesini kodlar. Protein kanal

inaktivasyonunun kinetigini diizenler (32).

SCN4B (sodium voltage-gated channel beta subunit 4): Bu gen Voltaj
bagimli Na" iyon kanallarinin Beta 4 alt tinitesini kodlar. Kodlanan protein iyon

kanalinin kinetiginin diizenlenmesinde rol alir ve gende olusan mutasyonlar Uzun

QT 10 sendromu ile iliskilendirilmistir (32).
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4.4.4. CAV3, AKAP ve ANK2? ailesi

Kalp hiicrelerinin membran yapist ileri derecede 6zellesmistir ve bu 6zel
membran yapisinin olusmasinda CAV3 geni tarafindan kodlanan Caveolin-3
(Cav3) proteinin dnemli rolii vardir. Bu protein kolestrol ve sfingolipidin yogun
oldugu hiicre zar1 bolgelerinde T-Tiibiilleri de dahil hiicre membran oyuklarinin
(caveolae) olugsmasinda gorev alir. Iyon kanallar1 ve sinyal molekkiillerince zengin
bu oyuklar hiicrelerde iletim hizimi arttiran kardiyomiyositlere 6zgii membran
yapisint  olusturur. CAV3 geninde olusan mutasyonlarin Na® iyon kanalini
etkileyerek Na® akiminda gecikmelere neden oldugu ve Uzun QT hastaligina

neden olabilecegi bildirilmistir (34).

Kalp kasi hiicreleri membranlarinda bulunan bu oyuk sistemi (caveolac)
Beta-Adrenerjik reseptorce zengindir. Katekolaminler (adrenalin-noradrenalin)
Beta-Adrenerjik reseptorler tarafindan algilandiginda kalp atim hizi da dahil
kasilma eylemini etkileyecek bir dizi uyarici etki yaparlar. Katekolaminler Beta-
Adrenerjik reseptore baglandiginda G-protein kompleksi uyarilir ve hiicre i¢cinde
ADP’den ikincil mesajc1 olan Cyclic-adenosine monophosphate (cAMP) iiretilir.
cAMP hiicrede inaktif sekilde bulunan Protein Kinaz A (PKA)’y1 fosforlayarak
aktiflestirir. Aktiflesen PKA molekiilleri iyon kanali protein kompleksleri ile
birarada bulunan A-kinase anchoring protein (AKAP) ile biraraya gelir ve kanal
fonksiyonunda diizenleyici rollerini oynarlar. AKAP proteini iyon kanallarina gore
farklilik gosterir. Potasyum iyon kanali (KCNQI) AKAP9-Yatio, Kalsiyum iyon
kanali (CaV 1.2) AKAP150 ve Sodyum iyon kanali (NaV 1.5) AKAPIS ile
birarada bulunur. Ayrica sarkoplasmik iyon kanllart RYR2 ve SERCA da PKA
araciligi ile fosforlanan 4KAP protein aileleri ile iligki i¢indedir (37).

Katekolaminler ile aktive olan cAMP o6zellikle atriumda bulunan HCN4
(funny, f kanali) iyon kanali {izerinde herhargi bir araci protein kompleksi
olmadan direk etkide bulunarak, aktivasyon voltajinin araligin1 daha pozitif yone
dogru kaydirir. Bu etki kanalin acilmasini kolaylastirir. Buna karsilik asetil kolin

tarafindan cAMP {iretiminin inhibe edilmesiyle aktivasyon enerjisi daha negatif
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degerlere dogru kayar ve HCN4 kanalinin agilma olasiligint diisiiriir. Bu siireg

kalp atim ritmini direkt olarak etkiler (38).

Voltaj duyarli iyon kanallarmin fonksiyonlarma etki eden bir diger protein
Aankyrin-B (ANK2)’dir. Ankyrin-B’nin kas hiicresi iyon kanallarinin yapisal

organizasyonu ve fonksiyonunun diizenlenmesinde 6nemli rolleri vardir (39).

Hiicre membraninin depolarizasyonu sonucu olusan hiicre igine Ca*" iyon
akimi sarkoplasmik retikulumda bulunan RYR2 protein kompleksinden hiicre
sitoplazmasina Ca*" iyon akiminm saglar. Ca** iyonlar1 troponin C ile baglanarak
kasilma eylemini baglatir. Hiicre sitoplazmasina salginan Ca**iyonlarinin bir kismi
SR Ca” ATPase (SERCA) ile sarkoplasma igine geri alinir. Geri kalan boliimii de
Na'/Ca’" degistirici (NCD) iyon pompalar ile hiicre disina atilir. Boylece kasilma
eylemi baglamis ve bitmis olur. PKA iyon kanalmi fosforlayarak kasilmay1
baslatma yoniinde diizenlerken protein phosphatase type 2A (PP2A) fosfati iyon
kanalindan kopartarak kasilma eylemini durdurma yoniinde diizenler. Bdylece
Beta-Adrenerjik sinyal mekanizmasi ile baslayan ve PKA iizerinden iyon
kanallarinin aktiflesme yoniinde isleyen mekanizma PP2A ile tersi yonde yeniden

diizenlenmis olur (40).

PP2A bu diizenleyici etkisini B56a altlinite iizerinden iyon kanallar1 ile
iligki i¢cindeki Ankyrin-B (ANK?2) iizerinden gerceklestirir. Ankyrinler ayrica BII
spectrin ile kompleks bir yap1 olusturarak hiicre zarmin altinda temel yapisal
flamentlerden aktin flamenti ile bag kurarlar. Na*/Ca’" degistirici (NCD) iyon
pompasi, Na/K pompast (Na/K ATPase), Cay 1.3 gibi iyon kanallar1 ile “ANK2-
BII spectrin protein kompleksi” lizerinden gerceklesen bu bag iyon kanallarinin

hiicre membrani {izerindeki konumunu ve stabilitesini belirler (41).
Ankyrin-B de olusacak fonksiyon bozukluklari, konjenital aritmi, siniis

node hastaliklari, atrial fibrilasyon, ventrikiiler tasikardi ve katekolaminerjik

polimorfik ventrikiiler tagikardi (KPVT) ile iliskilendirilmistir (39).
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Hiicre i¢i indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonlart da iyon kanallarinin
diizenlemesinde &nemlidir. Ornegin Dihidroksiaseton fosfat1 gliserol-3-fosfata
ceviren glycerol-3-phosphate dehydrogenase-1-like (GPDI-L) proteini Sodyum
iyon kanali (SCN5A) alfa initesi ile siki iliski i¢cindedir. NaV ve GPDI-L
arasindaki bu iliski molekiiler indigenme-yiikseltgenme reaksiyonunun NADH
tizerinden etkisi oldugunu gostermistir. NADH deki artis Na" akimini direkt olarak
azaltmistir. Bu azaliy NADH-bagiml protein kinaz C (PKC) aktivasyonu ya da
mitokondrial siiperoksidasyonu ile iliskilidir. GPDI1-L ile iligkili olarak PKC
aktivitesi, SCN5A’nin fosforlanmasini arttirarak iyon kanalinin diizenlenmesinde

etki gostemektedir (42).

4.4.5 Hormon ve sinyal molekiilii NPPA

Caveolae yapilar1 natriliretik peptit reseptorlerince de zengindir (Atrial
natriliretik peptit) ve bu reseptorle Cav-3 proteini ile siki iligki i¢indedir (43).
Kalp ritim bozukluklar ile iligkili Atrial Natriuretic Peptit A (NPPA) natriuretic
peptit ailesinin bir parcasidir ve temelde kalbin atrial dokusundan sentezlenir.
Kalp ritmine 2 farkli mekanizma iizerinden etki eder. Birincisi Kalpten salgilanan
NPPA kalp kas hiicrelerinde bulunan natriiiretik peptit reseptorlerince algilanir ve
guanosine diphosphate (GDP)’den hiicre i¢i mesajct olarak bilinen cyclic
guanosine monophosphate (cGMP)’nin sentezlenmesini tetikler. cGMP diizeyi
cGMP-bagimli protein kinazlar1 (PKGs) aktiflestirir. PKG voltaj bagimli kalsiyum

iyon kanlallarinin ¢aligmasinin diizenlenmesinde rol alir (44).

NPPA’in ikinci etki mekanizmasi yine cyclic guanosine monophosphate
(cGMP)-PKG yolag iizerinden bu sefer bobrekler lizerindendir. Salgilanan peptit
bobreklerde bulunan Natriuretic Peptide Receptor-A (NPR-A)’ya baglanarak kalp
kas1 hiicresindekine benzer bir mekanizma ile glomerlerde filtrasyon oranim
arttirarak kanin basing, elektrolit (Na“ iyonu) ve miktar bakimindan dengesini

saglar. Bu gendeki mutasyonlar Atrial Fibrilasyon (AF) ile iliskilendirilmistir (45).
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4.4.6 ABCCY

ATP’ye duyarli potasyum 1iyon kanallar1 (Kar) hiicresel ATP
konsantrasyonu azaldiginda acilir, arttiginda ise bloklanir (42). Dokulara 6zgii
farkli Karp kanallar1 vardir. Kardiak miyositlerinde bu kanallar KCNJII geni
tarafindan kodlanan Kir6.2 ana finitesi ile ABCC9 geni tarafindan kodlanan
diizenleyici alt tinite sulfonylurea reseptdr (SUR2A)’tinden olusur (50, 51).

Bu kanal yapisi hiicre i¢inde ATP azaldiginda hiicre dismma K+
pompalayarak kalpte aksiyon potansiyeli siiresini kisaltir ve kasilmay1 azaltici

yonde etki yaparak ATP tasarrufu saglar (47).

4.4.7 Hiicre hiicre baglanti komplekslaeri ve hiicre i¢i baglant1 yapilar

SNTAI (Syntrophin a-1): Hiicre dis1 matriks ile hiicre i¢i iskelet sistemi
arasinda bag kuran Dystrophin protein kompleksi ile Na™ iyon kanali arasinda bag
Syntrophin proteini (SNTAI, syntrophin alpha 1) ile kurulur. Syntrophin a-1’in
Na“ kanali ile baglanti noktasi, sitoplazmik C-terminal u¢ta bulunan serine—
isoleucine—valine ya da SIV motif olarak adlandirilan aminoasit dizisidir. SNTA1
geninde oluga mutasyonlar Na® akiminin gecikmesine sebep olarak Uzun QT

hastaliginin ortaya ¢ikmasina sebep olurlar (34).

Desmozomal glikoprotein (DSC2 ve DSC3): Desmozomlar hiicre i¢i ara
filamentlerle (intermediate flament) iliski icinde olan gii¢lii hiicreler aras1 baglanti
noktalaridir. Bu baglant1 noktalar1 6zellikle kalp ve deride dokuya hem esneklik
hem de dayaniklilik vererek doku biitiinliigiiniin korunmasinda Onemlidir.
Desmozom iki set desmozomal kaderin proteini igerir. Bunlar desmoglein ve
desmokolindir(DSC). Desmozomal glikoprotein 2 (DSC2) ve Desmozomal
glikoprotein 3 (DSC3) de olusan mutasyonlarin kalp ritim bozukluklar ile iliskili
oldugu yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (48).

GJAS5 (gap junction protein alpha 5, CX40): Aralikli kavsaklar (gap

junction) iyonlarin, ikincil mesajcilarin, suyun ve elektriksel sinyaller gibi kiiciik
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bilesiklerin enerji gerektirmeyen, pasif gegisine izin veren hiicreler aras1 baglanti
yapilaridir. Aralikli kavsaklar aileisinin GJAS5 geninden ifade edilen CX40 iiyesi
ozellikle kardiak miyositlerde ifade olur ve atrial ritim bozukluklar1 ile

iliskilendirilmistir. (49).

4.4.8 RANGRF (MOGI-RAN guanine nucleotide release factor )

Ran proteini, Ras-iligkili GTPase biiyiik protein ailesinini evrimsel olarak
iyi korunmus bir iiyesidir. Temel fonksiyonu hiicre ¢ekirdegi ile sitoplazma
arasinda protein ve RNA gibi biiyiik molekiillerin taginmasidir. MOG1 proteini
direkt olarak Ran proeteini ile baglanarak bu molekiillerin taginmasinda rol alir.
MOG/1 proteininin bu gérevi yaninda mekanizmasi tam olarak anlasilmasa da Na"
iyon kanallar1 (NaV1.5/SCN5A4) iizerinde diizenleyeci etkisi oldugu yapilan
caligmalarda gosterilmistir. Na® iyon kanalinin sitoplazmik pargasi ile iliski
halinde bulunan MOG! proteininin gen ifadesindeki artisinin Na® iyon akimi
izerinde arttirici etkide bulundugu, bu ifadedeki azalisin ise iyon akimini azalttig

gosterilmistir (55,56, 57).

4.4.9 Lamin A/C (LMNA) ve Emerin (EMD)

Okaryotik hiicrelerde kalitim materyali hiicre ¢ekirdegi icinde bulunur. Cift
tabakal1 lipid yapidan meydana gelen hiicre ¢ekirdeginin hemen altinda Lamin ve
Emerin gibi farkli protein yapilari bulunur. Bir ara flament (intermated flament)
cesidi olan Lamin A, B, ve C hiicre ¢ekirdeginin hemen altinda lokalize olmustur
ve Emerin proteini ile bir arada kompleks bir yapt olusturur. Bu yapi hiice
cekirdegine gii¢ ve belirli bir yap1 kazandirirken ayn1 zamanda genlerin ifadesinin
diizenlenmesinde de rol alirlar. Ornegin Lamin A Gap Junction proteininin gen
ifadesinin diizenlenmesinde rol alirken Emerin proteinin hiicre cekirdeginde
bulunan farkli proteinler araciligi ile kromatin yapisi ve gen ifadesinde genel bir

diizenleyici rolii vardir (52).
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4.5. Kalp Ritim Bozuklugu ve Kanalopatiler

Normal kalp ritmi, iyon kanllarmin birlikte calismasi ve kalp kas
hiicrelerinin boyunca elektrik akiminin diizenli yayilmasina baglidir. Bu diizenin
bozulmasi ile olusan hastaliklara ritim bozuklugu ya da kanalopatiler denir.
Normal Kalp Ritmi 60-100 atim/dakikadir.100’{in lizerindeki durumlar tasikardi ,

60’1 altindaki durumlar bradikardi olarak tanimlanir (53).

Ani oliimlerin yaklasik %10-20’sinde yapisal bir kardiyak anomali tespit
edilememistir. Kalp hastaligi bulunmayan ani kardiyak Oliimlerin 6nemli
potansiyel nedenleri Uzun QT sendromu, kisa QT sendromu, Brugada sendromu
ve katekolaminerjik polimorfik ventrikiiler tagiaritmi (KPVT) gibi ion kanali
hastaliklaridir. Dinlenme ve egzersiz esnasinda alman EKG, iyon kanal
hastaliklarinin tanisinda ¢ok dnemlidir. Molekiiler genetik tarama, kardiyak iyon
kanal hastaliklarin tanisint  %70’e kadar arttirabiliyor. Kanalopatisi olan
hastalarda, senkop veya ani kardiyak O6liim gibi aritmik olaylar icin egzersiz,
yorucu aktivite, isitsel uyaranlar veya artmig vagal tonus gibi spesifik klinik

tetikleyiciler belirlenmistir (54).

4.5.1 Uzun QT sendromu (Long QT syndrome)

Uzun QT sendromu (LQTS); EKG de uzamis QT mesafesi, vetrikiiler
aritmiler, torsade de pointes (TDP) ve ventrikiiler fibrilasyona egilim sebebiyle
olusan senkop ve ani Oliimle karakterize klinik ve genetik olarak heterojen bir
sendromdur. QT mesafesindeki uzama ve T dalga morfolojisinde goriilen
anormallikler sendromun 6zelliklerini olusturur.

LQTS, membran iyon kanallarindaki yapisal ve fonksiyonel defektlere bagh
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Giinlimiizde konjenital LQTS’ nin 12 farkli alt tipi
tamimlanmistir. Su ana kadar yapilan ¢alismalar sonucunda 300 civarinda
mutasyon saptanmistir.

Konjenital Uzun QTS nin ana tipleri; otozomal dominant gegisli Timothy

sendromu, Andersen sendromu, Romano-Ward ve otozomal resesif gecisli Jervell
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ve Lange-Nielsen sendromlaridir. Akkiz olarak goriilen form, konjenital forma
kiyasla daha sik goriilmektedir. Ilaclara, elektrolit bozukluklarma, bradikardiye,
toksinlere ve miyokardiyal iskemiye bagl olarak gozlenir. Akkiz formda tedavi
sorumlu ajanin kesilmesi, elektrolit bozukluklarinin giderilmesi gibi nedene
yoneliktir. Konjenital LQTS de ise beta adrenoreseptdr blokerleri tedavideki ilk
basamaktir. Beta-blokerlere cevap alinamayan hastalarda servikal torasik
sempatektomi, kalp pili ve implante edilebilir kardiyoverter defibrilatér (ICD)

alternatif tedavi yontemleridir (55).

Uzun QT sendromunun konjenital formu kalitsal bir iyon kanal1 hastaligidir.
Hastalik transmembrandz sodyum ve potasyum iyon kanali proteinlerini kodlayan
genlerdeki mutasyonlardan dolayr meydana gelmektedir (56) 1995 yilinda
Keating ve meslektaglart Uzun QT hastaligina sebep olan iyon kanali genlerindeki
degisimlerin otozomal dominant (OD, sadece 1 mutant allelin hastaligin
goriilmesine neden olmasi) gegisli oldugunu agikladilar. Sonraki yillarda yapilan
caligmalar farkli bircok Uzun QT formunu ortaya c¢ikarmistir. Uzun QT
hastaliginin toplumlarda goriilme sikligi 1:3000-5000°dir (10).
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Tablo 4.5.1.1 Uzun QT tipleri ile iliskilendirilmis genlerin listesi (57)

KCNH2 LQTS2 25%-30% 97%-98%

KCNQ1 LQTS1 30%-35% 97%-98%

SCN5A LQTS3 5%-10% Raporlananlari
hepsi

AKAP9 LQTS11

ANK?2 LQTS4 <1%

CACNAI1C LQTS8 <1%

CALM1 LQTS14 <1%

CALM2 LQTS15 <1%

CAV3 LQTS9 <1%

KCNE1 LQTS5 <1%

KCNE2 LQTS6 <1%

KCNJ2 LQTS7 <1%

KCNJ5 LQTS13 <1%

SCN4B LQTS10

SNTA1 LQTS12 <1%

4.5.2 Kisa QT sendromu (Short QT syndrome)

Kisa QT sendromu (SQTS), kisalmis QT intervali, uzun sivri ve simetrik T
dalgasi, atriyal fibrilasyona (AF) egilim ve ani Oliim riskinde artis gdsteren

otozomal dominant bir hastaliktir (56).

Genellikle yapisal kalp hastaligi olmayan infantlar, ¢ocuklar ve geng
insanlarda goriilmektedir. Hastalarin baska bir ortak 6zelligi ¢ogunun ailesinde ani
kardiyak olim Oykiistiniin bulunmasidir. Hastaligin genetik temelinde kardiyak
potasyum kanali ile ilgili 3 farkli gen mutasyonunun (KCNH2-KCNQI-KCNJ2)
rol oynadig1 bilinmektedir. Kisa QT sendromu olan hastalarda ani kardiyak 6lim
riskinin yiiksek olmasi nedeniyle, ICD kullanim1 tedavinin en énemli parcasidir

(58).
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4.5.3 Brugada sendromu

Brugada Sendromu ilk kez 1950’lerin basinda tanimlandi. 1990 yilinda
Brugada belirgin yapisal kalp hastalig1 olmayan, sag ventrikiiler EKG anormalligi
bulunan ve ani Oliimlere egilim gosteren hasta gruplarinda tanimlandi.
Giinlimiizde Brugada Sendromu sag prekardial EKG abnormalitesi ile tanimlanir
ve yiiksek risk grubundaki hastalarda %40’lik 5 yila kadar varan yagam oraniyla
oliim oran1 yiiksek bir hastaliktir (10).

Na" kanalinin olusumundan sorumlu SCNAS5 genindeki mutasyonlar Uzun
QT 3 ve Brugada Sendromu i¢in aday gendir ve bu iki sendromun siki iligkisini
gostermektedir. Idiopatik VT hastalarinin bazi alt gruplarina sag bundle-branch
blok, ST-segment artis1 ve ani Oliimle karakterize olan belirgin EKG’ler
aciklanmistir ve yeni klinikler Brugada Sendromunda refere edilmistir. Brugada
Sendromu-2 (BrS2) ye yol agan mutasyonlar ise GPDIL (glycerol-3-phosphate
dehydrogenase 1 like) geninde tespit edilmistir (1).

Prekordiyal derivasyonlarda (V1-V3) sag dal blogu ile birlikte ST
yliksekligi goriilen hastalar, ventrikiiler fibrilasyon gelisme riski tagirlar. Brugada
sendromu, genellikle yapisal kalp hastalig1r olmayan 4. Dekat , erkek hastalarda
gozlenir. Hastaliktan, hiicre membraninda voltaj bagimli Na* kanalin1 kodlayan
SCN5A4 gen mutasyonlart sorumlu tutulmaktadir. Amiodaron ve fB-Blokerler bu
hastalarda etkili degildir. Tedavide ICD ve kinidin 6nerilir (59).

4.5.4. Katekolaminerjik polimorfik ventrikiiler tasikardi (KPVT)

Reid ve arkadaglar1 1975 yilinda kalbinde yapisal anomali bulunmayan, 6
yasinda bir kiz ¢ocugunda efor ve duygusal stres ile artan ¢ift yonlii ventrikiiler
tagikardi saptadilar (60). Daha sonraki yillarda, aileleri i¢eren vaka serileri ve
ayrica sporadik vakalar goriildi. KPVT prevalansi kesin olarak bilinmemekle

birlikte 1:10,000 olarak tahmin edilmektedir.
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Kalitimsal aritmojenik bozukluklarin en ciddilerinden birisidir. Genetik
bozukluga bagli olarak ortaya ¢ikan 2 tipi vardir. Otozomal dominant olan tipte
kardiyak ryanodine reseptor (RyR2) geninde; otozomal resesif olanda ise kardiyak
calsequestrin (CASQ?2) geninde olusan mutasyonlar sebep olmaktadir. Senkop,
polimorfik ventrikiiler tasikardi ve ani 6liim ile karakterizedir. %30 olguda, ailede
bir veya daha fazla sayida ani kardiyak o6liim Gykiisii mevcuttur. Her iki tipte de
hiicre igcinde Ca™ diizeyi artar. Siklikla erken cocukluk g¢aginda semptomlar
gorlilse de bazen 30’lu yaslarda da bulgu verebilir.

Klinik degerlendirmeler ve genetik tarama ile erken tani mimkiindiir ve

onemlidir. Clinkii B- adrenerjik blokerler ve ICD tedavisi ¢ogu vakay1 kurtarabilir

(61).

4.5.5. Ailesel atriyal fibrilasyon

Atrail fibrilasyon kalbpte SAD’da bulunan pacemajer hiicrelerine benzer

islev yapan farkli merkezlerin ortaya ¢ikmasiyla olusur (62)

Atrial fibrilasyon (AF) bulunan hastalarin temel 6zelligi EKG de diizensiz
RR araliklaridir ve belirgin bir P dalgas1 bulunmamaktadir. Hastali§in prevalansi
% 1-2 ile en yaygin aritmi tiiriidiir. Avrupada bu hastaliktan sikayet¢i yaklagik 6
milyon insan vardir. AF sol ventrikiiler islev bozuklugu ile de iliskilendirilmistir

(63)

4.5.6. Hasta siniis sendromu HSS (Sick sinus syndrome 2 )

Hasta siniis sendromunda siniis nodunda yapisal bozukluklara rastlanir.
Siniis nodunda duraklama, diizenli-diizensiz atriyal tasikardi, tagikardi-bradikardi

ataklar1 veya atriyal fibrilasyon, A-V ileti kusurlar1 gibi ¢esitli aritmi tipleri ile

karakterize olur (64).
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4.5.7. Aritmojenik sag ventrikiil displazisi (ASVD) (Arrhythmogenic

right ventricular dysplasia)

Aritmojenik sag ventrikiil displazisi (ARVD), sag ventrikiilde yer alan
miyokardlarin fibroz yag doku ile yer degistirmesiyle olusur. Prevalansi yaklasik
olarak 4.4-6:10000 arasindadir. En sik goriilen semptomlari, efor sonrasi halsizlik
gbgiis agrist ve bayillmadir. Tan1 yas1 genellikle 20-50 arasindadir ama hastalarin
% 10’unda 20 yasindan 6nce tani1 konulabilmektedir. Klinik bulgular1 arasinda sag
prekordial derivasyonlara lokalize depolarizasyon/repolarizasyon degisiklikleridir

(65).

4.5.8. Atrial standstill 2 (Atrial sessizlik 2)

Atrial sessizlikte sinoatrial diiglimden beklenen zamanda uyari1 ¢ikmaz ve
bradikardial ritm olusur. Yiizey EKG sinde P dalgas: yoktur ve QRS kompleksi ile
arrest sonrasi gelen ilk P dalgasi arasinda uzun bir izoelektrik ¢izgi bulunur. Uzun
siiren siniis arrestte atriyal, nodal veya ventrikiiler escape atim (veya kagis ritmi)

gortiliir (66)

4.6. Ailesel Kalitim ve Nokta Degisimleri

DNA (Deoksiribo Niikleik Asit)’nin RNA (Ribo Niikleik Asit) diizeyinde ya
da protein diizeyinde ifadesi olan fonksiyonel birimine gen denir. Gen,
diizenleyici kisim (promoter), ifadesi olan dizi ve diger fonksiyonel dizilerden
olusur. Genin boliimleri sekil 4.6.1°de gosterilmistir (67).

5 3

b

11
2 5 9

Sekil 4.6.1. Genin Boliimleri: 1) Diizenleyici dizi. 2) Intergenik 5 iissii yonii. 3) 5 iissii
UTR. 4) Ekzonun baslangict. 5) Ekzon. 6-7) Splice diziler. 8) Intron. 9) Stop kodon. 10) 3 iissii
UTR. 11) 3 iissii yonii.
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Insan genomu 23 ¢ift kromozom, yaklasik 20 ila 23 bin gen ve 3.2 milyar
baz (Adenin-A, Guanin-G, Sitozin-S, Timin-T) c¢iftinden olugmaktadir. 23 ¢ift
kromozomun yaris1 anneden yaris1 da babadan g¢ocuga aktarilir. Her bir ¢ift
kromozom genin iki allelini igerir. Kromozomlarin 1 den 22’ye kadar olani
otozomal olarak, 23. kromozom ise cinsiyet kromozomu (X ve Y) olarak
adlandirilir. Kaliim materyali olan DNA’nin kendini eslemesine replikasyon,
DNA’nin fonksiyonel birimlerinden RNA sentezine transcription, RNA’dan
protein sentezine ise translation denilir. Bu mekanizmada DNA iizerinde meydana
gelecek noktasal baz degisiklikleri eger genler iizerinde meydana gelirse RNA
diizeyinde ve protein diizeyinde bozulmalara sebep olacaktir. 19. yiizyilin
ortalarinda Gregor Mendel bu noktasal baz degisimlerinin ailesel gecis
mekanizmasini agikladr ve 5 farkli kategoride topladi:

Otozomal Dominant (OD) gecis: Mutasyonun anneden ya da babadan
gelen tek bir allel iizerinde olsa dahi hastaliga sebebiyet vermesi.

Otozomal Resesif (OR) gecis: Mutasyonun anneden ve babadan gelen iki
allel izerinde iken hastaliga sebebiyet vermesi.

X’e bagh dominant gecis: Mutasyonun disi bireyi erkekten daha fazla
etkilemesi.

X’e bagh resesif gecis: Mutasyonun Erkek bireyi disi bireyden daha fazla
etkilemesi.

Mitokondrial gecis: Mitokondrial genetik yapt her zaman anneden

cocuga gecis gosterir (68).

Tablo 4.6.1. Noktasal degisimlerin kategorizasyonu

Degisim Aciklama Ornek (Gen)

Nokta varyantlar Baz degisimleri ile olusan Nokta varyasyonlar G>A,  G>T,
Transisyon veya Transversiyon seklinde olur. C>A, T>A

(@ b, ¢, d siklary Pirimidin bazlar1 olan Timin (T) ve Sitozin (C)

(Tek nokta degisirse ya da piirin bazlar1 olan Adenin (A)

degisimi, TND)  ve Guanin (G) yer degisikligi olursa Transisyon

denir. Piirin ile piirimidin  bazlar1 yer

degisikligine Transversiyon denir.
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a- Missense DNA iiglii (triplet) kodonunda bir baz degisimi p.R23G
(Yanlis anlamli) sonrasinda kodondan sentezlenen aminoasit
degisir.
b- Silent (Sessiz, DNA {¢lii (triplet) kodonunda bir bazp.R23R
Sinonim degisimine ragmen kodondan sentezlenen
degisim) amino asit degismez.
c- Nonsense Uclii (triplet) kodonda meydana gelen bir baz p.R23X
degisimi sonrasinda STOP kodon olusturur.
(Susturucu)
d- Notral Kodlamayan =~ DNA  bdlgelerinde  olusan
degisimler.
Duplikasyon Sekans dizisinin eklenerek  kendisini|c.81dupGTT
(Eklenmeler) kopyalamasidir. Eger bu eklenme DNA’daki 3
li kod yapisin1 bozarsa c¢erceve kaymasi
(frameshift) olarak adlandirilir.
Delesyon Sekans dizisinde baz eksilmesidir. Eger buc.81delT
(Eksilme) silinme DNA’daki 3 1lii kod yapisin1 bozarsa
cerceve kaymasi (frameshift) olarak
adlandirilir.
Insersiyon Sekans dizisinde baz eklenmesidir. Eger buc.81nsT
(Eklenme) silinme DNA’daki 3 lii kod yapisin1 bozarsa
cerceve kaymasi (frameshift) olarak
adlandirilir.
Splice degisimler Intronda meydana gelen (ekzon art1 eksi 2 bazc.81-1T>C
cifti) noktasal baz degisimleri sonucu bir ya da
daha fazla ekzonun RNA diizeyinde ifadesini
eksilten degisimler.

4.7. Yeni Nesil Dizileme (YND) Calisma Prensibi

DNA dizileme metodu Sanger, Coulson, Maxam ve Gilbert tarafindan 1977
yilinda gelistirildi. DNA’nin otomatik cihazlar ile dizilenmeye baslandigi bu
metotda Sanger daha popiiler oldu ve birinci nesil (jenerasyon) dizileme
metodunun adi Sanger dizileme olarak yayginlasti. Spesifik floresan boyalar ile
isaretlenmis ve dizi sonlandirict ddNTP (Dideoxynucleotides triphosphates)
bazlarmin kapiler elektrofez cihazindan gegerek detektde edilmesine dayanan

Sanger metodu bugiin hala ‘altin standart’ olarak kabul edilmektedir (28, 74).
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1977°den gilinlimiize kadar farkli teknolojik alt yapilara dayanan ikinci ve
ticlincii nesil dizileme metodlar1 gelistirildi. YND olarak da adlandirilan bu
metodlarin ikinci nesil olanlarn ilki 2004 yilinda gelistirilen 454 Roche GS FLX
Sistemi, ikincisi ise 2006 yilinda gelistirilen Illumina genom analizator
sistemleridir. 2007 yilinda SOLID dizileme cihazi ve 2010 yilinda da Ion Torrent
dizileme cihazlarn gelistirildi. YND’de c¢alisma temelde iki boliimde
gergeklestirilir. Genetik materyalin cihaza yiikklemek i¢in hazirlik asamasi

(kiittiphane olusturma) ve cihazdaki DNA dizileme agamasi (69) .

4.7.1 Kiitiiphane hazirhgi

YND’de kiitliphane hazirliginda ilk basamak genomik DNA’nin rastgele bir
sekilde kirilarak parcalara ayrilmasidir (fragmente edilmesi). Illumina nextera
teknolojisinde bu rastgele kirma islemi modifiye edilmis transposon enzimleri ile
gergeklestirilir. Transposon enzimleri genomik DNA’y1 rastgele kirarken, kirilan
DNA parcalarinin 5’ ve 3’ u¢larina sekans dizilerini igeren DNA pargalarini ekler.
Ikinci islem; bu sekans dizileri kalip DNA olarak kullanilarak Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile evrensel adaptor-barkod (PS5 ve P7 adaptor dizileri ile 6rnek

spesifik diziler) dizilerinin parcalarinin fragmente olmus DNA’ya eklenmesidir.

Transposon Sekansi:

5.
GCCTCCCTCGCGCCATCAGAGATGTGTATAAGAGACAG

5.
GCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGATGTGTATAAGAGACAG

Adaptorler (6rnek spesifik barkot ve P5 dizisi ile)

5.
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT[barcode] CGGTCTGCCTTGCCAGCC
CGCTCAG-3'

PZR Primerleri
5’-AATGATACGGCGACCACCGA

5’-CAAGCAGAAGACGGCATACGA (70)
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Rastgele kirilan ve uglarina adaptor eklenen bu DNA parcalarinin ¢alismaya
uygun uzunluktaki parcalarin ayiklanmasi isleminde manyetik 6zelikleri olan 6zel

boncuklar kullanilir (76, 77).

Rd1 Seq Primer Index Seq Primer
é‘ ——————— > é -——
.
EX
P INDEX
Jswnd bag zpy
dizilenecek parca %

Sekil 4.7.1.1. P5-P7 adaptorleri, indeks ve sekans dizilerinin olusturdugu kiitiiphane

fragmani

Parcalara boéliinen ve adaptor-barkot baglanan DNA fragmentlerinden
incelenecek hedef bolgelerin ayiklanmasi islemine yakalama (capture) denilir. Bu
secilim hedef diziye uygun DNA parcalarmin (prop) yardimi ile tim DNA
havuzundan istenilen pargalarin ¢ekilmesi ile gerceklestirilir. Bu isleme hedef

bolgenin zenginlestirilmesi de denilir (73).

4.7.2 Cihaz iizerinde klonal amplifikasyon ve dizileme

[Mlumina platformu (MiSeq, NextSeq500, HiSeq) dizileme agsamasinda DNA
pargalarina reaksiyonu durdurucu etkide florosan boyali nukleotidlerin baglanarak
okunmas1 ve bu nukleotidlerin ortamdan uzaklastirilarak bir sonraki nukleotidin
okunmasina olanak vermesini igeren “Sequencing by reversible termination”
dizileme mantig1 ile c¢alisir. Uglar1 adaptor ve indeks dizileri ile uzatilmis DNA
pargalar1 (kiitliphane) cihaz i¢inde illumina dizileme platformuna 6zgii flow-cell
(dizileme isleminin gerceklestigi ylizey-cihaz pargasi) (Sekil 4.7.2.1.) lizerinde
“bridge PCR” yontemi ile klonal olarak cogalir (Sekil 4.7.2.2.). Klonal olarak
cogalan DNA parcalarina; 3’OH grubu bloke edilmis ve floresan boya ile
etiketlenmis nukleotidler (ANTP), DNA polimeraz enziminin aktivasyonuyla her

baglandiginda 1s1ma yapar ve cihaz kamera ile bu floresan boyalarin verdigi 151k
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rengine gore DNA baz sirasmi belirler. ikinci asamada 3’OH grubudaki blokaj
kaldirilir ve yeni reaksiyon i¢in DNA parcalar1 hazir hale gelir. Tekrarlayan bu
reaksiyonlarin her birine dongii (cycle) denir. YND teknolojilerinden sadece
illumina sistemleri Paired-end okuma teknolojisini kullanir. DNA fragmentleri
klonal olarak ¢ogalirken bridge-PCR teknolojisinin sagladigi bu olanakla yiiksek
kalitede ve yliksek miktarda data olusturma esnekligine kavusur (69,74,75).
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Sekil 4.7.2.1Paired-End Okuma

[Mlumina teknolojisine 6zgii paired-end okumada sekil 4.7.2.1 de goriliigi
gibi adaptor ve barkot dizileri eklenmis kiitliphane fragmani kopri-
amplifikasyonu (bridge-amplification) ile flowcell iizerinde klonal olarak
cogaltilarak dizileme gerceklestirilir. Sekil {izerindeki numaralarin agiklamasi
asagida verilmistir.

1) Denaturasyon sonucu tek zincirli hale gelen DNA kiitiiphanesi Flow-
cell’deki DNA pargalarina spesifik P5 ve P7 adaptor dizisi ile DNA’n1 3° ucundan
FlowCell yiizeyine yapisir. Flow-Cell {izerindeki oligoniikleotidler primer gorevi

gorerek tek zincirli DNA’nin komplementini olusur.
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2) Orjinal dizi (DNA’nin 3’ ucundan baglanan ilk fragman) yikanarak
ortamdan uzaklastirilir. Geriye kovalent bag ile Flow-Cell’e baglanmis kiitiiphane
dizileri kalir.

3) Her bir fragmentten bridge-amplifikasyon ile 1000 kopya olusur
(cluster generation). Bu cluster’lardan flow-cell’in  kapasitesine  gore
milyonlarcasi ayr1 birimler olarak olusur.

PS5 adoptiirii kesilerek ortamdan uzaklastirilir ve sadece P7 adaptdr dizisi ile
flow-cell’ bagh fragmentler kalir.

4) Sekans primeri P5 adaptor dizisine baglanarak dizileme (sequencing by
synthesis) islemi baslar. Bu iiretilen diziye Read-1 dizisi denilir.

5) Ornek spesifik barkotlar (indeks) Read-1 okumasi gergeklestikten ve
Read-1 dizisi uzaklastirildiktan sonra indeks primer baglanarak okunur. Boylece
P7 ucundaki barkot dizisi dizilenmis olur.

6) Flow-cell iizerinde yeniden bridge-amplifikasyon ile ¢ogalma islemi
gercgeklesir.

7) Bu sefer P7 adoptiirii kesilerek ortamdan uzaklastirilir ve sadece PS5
adaptor dizisi ile Flow-cell’e bagli fragmentler kalir.

8) Sekans primeri P7 adaptor dizisine baglanarak dizileme (sequencing by

synthesis) islemi baslar. Bu iiretilen diziye Read-2 dizisi denilir. (76).

4.7.3 YND’nin smirlari

1) Genomik DNA’da fragmente olmus kiitliphane hazirligi birbirini takip
eden bir dizi calisma gerektirir. Hem kiitliphane olusturulurken hem de cihaz
tizerinde gerceklesen klonal amplifikasyon ile aynt DNA pargalarindan birgok
kopyanin olusturulmasi PZR hatalarina yol agar. Bu hatalar orjinal DNA nukleotid
dizilerinden bazilarinin yanlis kopyalanmasina neden olur (PZR ¢ogaltma hatalari,

PZR duplication).

2) YND dizileme teknolojisinin getirdigi bir diger smirlama fragmente
olmus DNA’dan gelen verinin kisa okumalar ile olusturulmasi. Bu kisa okumalar

daha sonra biyoinformatik programlar ile birlestirilerek biitline gidilir.
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3) Bir ylizey iizerinde (Illumina-Flowcell) Bridge-Amplifikasyon (koprii
kurarak cogalma) ile klonlanan DNA fragmentlerinin nukletidlerinin okunmasi
(dizileme) 4 farkli boya ile isaretlenmis deoksi-nukleotidlerin (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP) cihaz iizerinde bulunan charge-coupleddevice (CCD) kameralar ile
okunmasi ile gergeklesir. Kamera her 1simay1 gercek zamanli ve sirali bir sekilde
okuyarak kaydeder. Kameranin c¢oziiniirliigii ve odaklanma kapasitesi bu

teknolojinin siirlarin belirlenmesindebir diger 6nemli husustur (69,77).

4.8. Data Isleme ve Biyoinformatik

4.8.1. Fotograflarin niikleotid dizi dosyalarina doniistiiriilmesi ve

Kalitesi

Her bir niikleotid 1s1mas1 kalitesine gore skorlanarak bel2fastq doniistiirme
programi ile BCL dosyasindan (fotograf dosyasi) baz kalite skorlar1 ile sekans
dizilerinin oldugu metin dosyasina (6rnek olarak .txt uzantili doyalar)
doniistiiriiliir. Bu doniistiirme sirasinda dosyalar birden fazla 6rnegin birbirinden
ayrilmasini saglayan barkot dizilerine uygun olarak ornekler birbirinden ayrilarak

uretilir.

@DB775P1:229:C1IDAACXX:3:1101:17936:7565 1:N:0:
CTATTACTGCCTGCAACAACATAAGGATACCATAAATTGTAATTCTTAACAAAGCAGAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAG
T
CCCFFFFFHHHHGIIJJ333GGIJJ333IIIIIIIIGIGIIIIIIIIIIIGIIIIITIIIIHIIIIIIIITIHHEDFCEEEE
@DB775P1:229:C1IDAACXX:3:1101:17888:7593 1:N:0:
TACATCAGCAAACCACCAGTGGTACGCAAATACATGGTGCTTCTTTAATCTTCAGTCCTCGGCTTTCCTCATATATCACT
+
CCCFFFFFHHHHHIJJJ3JJHIJIHHIII3333333333FHII333333333333331333311IIIHHHHHHFFFFFFFEE
@DB775P1:229:C1JDAACXX:3:1101:17820:7597 1:N:0:
GTAACTGCACCATATGCTGGATTCTGGACAATGAATATCGAAGTAAATAAGAAAACCTCATACCTCATCTTTCTCAATGG
+
BCCDFFEFHHHHHIJJJJIJIJJIJJJJJIIGIIIDFITIIIIIFHIJIGGIGIJIIIIIHIIGHGDIJCEEGHIGIGCACEF

Sekil 4.8.1.1 Fastq file igerigi ve skorlama

MiniSeq ve MiSeq illumina sistemlerinde bu BCL’den Fastq dosyasina
cevirme islemi cihaz iizerinde gergeklesirken, NextSeq, HiSeq ve Novaseq

illumina platformlarinda cihaz ¢iktis1 olarak BCL dosyas1 alinir (78).
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Sekil 4.8.1.2 Fotograf dosyalarindan dizi dosyalarinin olusturulmasi.

Her bir bazin kalite skorlarinin bulundugu Fastq metin dosyalarinda bu
skorlama ‘Phred Kalite Skorlama ile yapilir. Dizileme sirasinda olusan olasi
nukleotid hatalar1 bu skorlama ile belirlenir. Her bazin kalitesi “Qppred:
-10xlogio(Pe)” formiiline gore hesaplanir ve 1’den 60’a kadar skorlanir. Bu

skorlamanin anlami Tablo 4.8.1.1°de verilmisti (84, 85).

Tablo 4.8.1.1.Phred quality skor tablosu

Phred quality skor Kalite arahig: Bazin dogruluk yiizdesi
10 1-10 90%
20 1-100 99%
30 1-1,000 99.9%
40 1-10,000 99.99%
50 1-100,000 99.999%

4.8.2. Sekans dizilerinin referans genom ile hizalanmasi

Yapisal baz degisimlerinin (varyant) saptanabilmesi i¢in YND cihazindan
gelen kisa okumalarin biiyiik referans genomu (insan genomu) ile eslestirilmesi
gerekir (80). Bunun i¢in Burro-Wheeler Aligment (BWA, Li and Durbin 2009],
SOAP2 (Li et al. 2009) ve Bowtie (Langmead et al. 2009) gibi kisa okumalar1
biiyiik genomlar ile eslestirebilen 6zel yazilimlar kullanilir (8)

Insan iizerine yapilan calismalarda referans genom olarak Genome
Reference  Consortium  (https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/grc)’un ~ 2009/02/27
tarthinde erisime agtift Genome Reference Consortium Human Build 37
(GRCh37, hgl9) ya da 2017/12/21 atrihinde yayinlanan yeni versiyonu Genome
Reference Consortium Human Build 38 patch release 12 (GRCh38.p12)
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kullanilabilir. GRCh37’ye gore insan genomunun biiyiikligi 3,137,144,693 baz
¢ifti GRCh38.p12’ye gore ise 3,257,319,537 baz ciftidir (81,82)

YND datasinin referans genom ile karsilastirilmast sonucu “Sequence
Alignment Map (SAM)” adinda yeni bir metin dosyasi elde edilir. Bu yeni
dosyada YND dizilerinin genomda nereyle eslestigi, kalitesi, okuma derinligi* ve
genomik koordinatlar1 gibi varyant analizi i¢in gerekli bilgileri igerir. SAM
dosyasinin bilgisayarda kapladigi yeri azaltmak ve hizli isleme olanak vermek igin
boyut olarak daha kii¢lik boyutlu BAM (Binary Alignment Map) formata ¢evrilir
(83).

BAM dosyalar1 Broad Enstitiisii tarafindan gelistirilen ve islenmis datay1
gorsel olarak bakmaya imkan veren Integrative Genomics Viewer (IGV) programi

kullanilarak incelenir (Sekil: 4.8.2.1) (84).

File Genomes View Tracks Regions Tools GenomeSpace Help

Human hg19 chhrl ‘v”chrl237‘604.515—237‘604‘6EU Go Bt <« » MO X 2 | g =

TTAGGAAAAATTGGATGTAGGGGTGAGAAAAGAAGT AGATGGCATGGGAACAT CTGAAAT AAAAT A4
K L D v G v R K E v D G M G i E | Y
RYR2

Sekil: 4.8.2.1 Dizilerin IGV goriintiisii.

*Okuma derinligi: Referansta ayni bolge ya da noktaya eslesen sekans dizilerinin (Readl

ve Read2) sayisidir.
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4.8.3. Varyant dosyasinin olusturulmasi

Varyantlar (tek nokta degisimleri, insersiyon, delesyon) SAM/BAM
dosyalarindan referans ile eslesmeyen dizilerin belirli programlar kullanilarak
cagrilmastyla elde edilir. Bu programlarin bazilari SAMtools, Genome Analysis
Tool Kit (GATK) Unified-Genotyper and HaplotypeCaller , FreeBayes , Platypus,
Atlas2, Suite, SNP and INDEL callers in the Short Oligonucleotide Analysis

Package (SOAP, http://soap.genomics.org.cn/)’dir. Bu programlardan FreeBayes,

GATK HaplotypeCaller ve Platypus “De Bruijn graph” algoritmasini kullanir ve
direk olarak SAM/BAM dosyasindan varyantlar1 ¢cekerler (85).

“de Brujin” grafigi kisa okumalar {lizerinde kiigiik diziler (k-mer = k-1
nukleotid) halinde tarama yaparak varyantlar1 saptar. Bu yontem ayni niikleotid

bolgesinin derinlikli okumasi ve kisa baz dizilerinde verimli ¢alisir (86).

™
B
45

Sekil 4.8.3.1. Brujin grafiginin 6rnek gosterilisi. Burada k=5 (k-mers) olarak verilmistir.

Ustteki dizi forward yonii, alttaki dizi komplementerini gdstermektedir.
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4.8.4. Varyant dosyasinin veri bankalari ile iliskilendirilmesi

Bulunan varyantlar, klinik veri bankalari, populasyon veri bankalari,
fonksiyonel analiz yazilimlar1 gibi bulunan degisimin ¢ok yonli
degerlendirmesine imkan verecek bilgiler ile karsilastirilarak degerlendirilir. Bu
degerlendirmede American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)*
kriterleri de dahil birgok parametre uygulanir. Bu kriterlerde kullanilan veri

bankalarinin en yayginlari agagida aciklanmistir (87).

*ACMG rehberi yeni bulunan varyantlarin smiflandirilmasinda toplumsal frekans, klinik
veri bankalari, sekans bankalari, missense degisimler, splice etki, korunmus bdlgelerin fonksiyonel
analizini yapan (in silico) programlardan gelen veriler birlikte degerlendirilir. Bu degerlendirme

sonunda elde edilen skor varyantin patojenik etkisinin analizinde kullanilir.

Insan Gen Mutasyon Veri Tabami (HGMD)

Insan Gen Mutasyon Veri Tabami (Human Gene Mutation Database,
HGMD) niikleer genlerdeki mutasyonlarin altinda yatan veya insandaki kalitsal
hastaliklarla yakindan baglantili yayinlanmis kapsamli germline mutasyonlardan
olusmustur. Yazildig1 tarih olan mart 2017°de veri tabani 203.000 den fazla
tanimlanmis gen lezyonunu igeriyordu. Halen yilda 17.000'1 asan yeni mutasyon
girdileri ile Next-Generation Sequencing (NGS) datalarinin yorumlanmasi i¢in

onemli bir biyoinformatik aragtir (88).

HGMD kayitlarinda verilerin siniflandirmas agsagidaki gibidir.

a) Hastalikla iligkili polimorfizm (Disase-associated polymrphism, DP):
Hastalik ve fenotiple iliskisi lizerinden rapor edilmis ancak fonksiyonel (gen
ifadesi ¢aligmalar1) kanitlar1 yetersiz olan varyantlar bu kategori altindadir.

b) Hastalikla iliskili fonksiyonel polimorfizm (Disase-associated
polymrphism with supporting functional evidence, DFP), Hastalik ve fenotiple
iligkisi lizerinden rapor edilmis ve fonksiyonel (gen ifadesi ¢alismalari) kanitlar

sunulmus varyantlar bu kategori altindadir.
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c) Fonksiyonel polimorfizm (Functional poliymorphism, FP): Hastalikla
iligkisi rapor edilmemis ancak genin ifadesi, yapist ve fonksiyonuna etki eden
acisindan rapor edilmis varyantlar.

d) Hastalik nedeni mutasyon? (Disase causing mutation?, DM?):
Muhtemel patojenik olarak rapor edilmis varyantlar.

e) Hastalik nedeni mutasyon (Disase causing mutation, DM): Patojenik

olarak rapor edilmis varyantlar (89).

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)

OMIM insan gen ve genetik fenotipi ile ilgili verilerin tutuldugu ve giinliikk
olarak giincellenen bir data bankasidir. 15000’in iizerinde gen ve bilinen
Mendelyen hastaliklarin timiinii iceren veri bankasi net ve kisa bilgiler sunar.
OMIM’de bulunan kayitlar fenotip ve genotip arasindaki iliskiye odaklanmustir.
Bu data bankasi 1960’11 yillarin basinda Dr. Victior A. tarafindan hazirlanmaya
baglanmistir. Online versiyona 1987 yilinda gecilmistir ve gliniimiizde National
Center for Biotechnology Information (NCBI) altinda iicretsiz olarak hizmet

vermektedir (90).

ClinVar

ClinVar insanlarda varyant ve fenotip arasindaki iliskilerle ilgili yayinlanmig
kaynaklarin verisini tutan iicretsiz faydalanilabilen veri bankasidir. Bu veriler
varyantlarin klinik yorumlanmasinda énemlidir. Varyant kayitlar1 Human Genome

Variation Society (HGVS) standartlarina uygun olarak tutulur (91).

Varyantlarin patojenik etkileri ACMG’nin 5’li siniflandirmasina gore;
patojenik, muhtemel patojenik, benign, mutemel benign ve klinik anlami kesin
olmayan varyant (VUS) olarak verilir. Degisim icin birden fazla kayit var ise

‘conflict/celigki’ olarak tanimlanir (92).
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HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee)

Insan genomunda bulanan protein kodlayan genlerin, kodlamayan RNA
(Ribonucleic Aside) genlerinin ve pseudogene bolgelerinin isimlendirilmesi ve
sembollestirilmesine katkida bulunan komitedir. Kataloglarinda 40.000’in

iizerinde gen bolgesi sembollestirilmistir (93).

dbSNP (Single Nucleotide Polymorphism database)

dbSNP data bankasi tek baz nukleotid degisimlerini (single nucleotide
polymorphisms, SNPs), siirli sayida bazin sebep oldugu delesyon ve insersiyon
degisimlerini (deletion insertion polymorphisms, DIPs) ve kisa nukleotid tekrar
bolgelerinin (hort tandem repeats, STRs) kayitlariin tutuldugu data bankasidir.
Bu kayitlar fonksiyonel calismalarin performansini, populasyon yapilarinin
aciklanmasini, genetik haritalandirma c¢alismalarinda kullanilir ve insan

genetiginin anlagilmasinda 6nemli veriler sunar (94).

Populasyon Frekansi

Genetik varyantlarin data bankasini olusturmak, degisimlerin toplumsal
frekansint 6grenmek i¢in Onemlidir. Ciinkii nadir Mendelyen hastaliklarin
arastiritlmasinda ve varyantin klinik etkisinin arastirilmasinda ilk olarak yapilan
islerden birisi degisimin toplumsal frekansina bakmaktir. Son zamanlara kadar
Exome Sequencing Project (ESP) 6,503 ekzom datasindan elde edilen
varyantlarin kaydin tutarken, 1000 Genomes Project (1000G) 2,504 tiim genom
ve ekzom datasindan gelen kayitlar1 tutuyordu. Bugiin Exome Aggregation

Consortium (ExAC; http://exac.broadinstitute.org) yiiksek kalitede 60,706 ekzom

datasinin verisini paylasmaktadir. Bu sayr 91,000 ekzom datasindan yiiksek
kalitede olanlarin filtrelenmesiyle elde edilmistir. Boylece polymorfik (toplumda
gorlilme siklig1 %1’in altinda olan varyant) olan varyantlar daha gilivenilir bir

sekilde elde edilebilmektedir (87,95.
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Varyantlarin  Fonksiyonel Etkilerinin Belirlenmesi: In  Silico

Programlar

Amino asit degisiminin fonksiyonel etkisini analiz eden in silico analiz
programlarinin ACMG smiflandirmasinda yaygin kullanilanlar1 ve skorlamasi
asagida belirtilmistir.

1) MutationTaster (http://www.mutationtaster.org): A"

("disease causing_automatic"); "D" ("disease causing"); "N" ("polymorphism");

"P" ("polymorphism_automatic"

2) MutationAssessor (http://mutationassessor.org): H: high; M: medium;
L: low; N: neutral. H/M means functional ve L/N non-functional

3) FATHMM (http://fathmm.biocompute.org.uk): D: Deleterious; T:
Tolerated

4) SIFT (http:/sift.jevi.org): D: Deleterious (sift<=0.05); T: tolerated
(sift>0.05)

5) PolyPhen-2 HDIV( http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2): D: Probably
damaging (>=0.957), P: possibly damaging (0.453<=pp2 hdiv<=0.956); B:
benign (pp2_hdiv<=0.452)

6 PolyPhen-2 Hvar ( http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2):D: Probably
damaging (>=0.909), P: possibly damaging (0.447<=pp2 hdiv<=0.909); B:
benign (pp2_hdiv<=0.446)

7) PROVEAN (http://provean.jcvi.org/index.php)

http://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/user-guide/filter/

Splice etkide bulunabilecek degisimlerin fonksiyonel analizini analiz
programlarinin  ACMG smiflandirmasinda  yaygin kullanilanlarilar1  asagida
belirtilmistir.

1) Human Splicing Finder (http://www.umd.be/HSF/)

2) GeneSplicer
(http://www.cbcb.umd.edu/software/GeneSplicer/gene _spl.shtml)

3) NetGene?2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2)
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4) NNSplice (http://www.fruitfly.org/seq tools/splice.html)

Evrimsel olarak korunmus bolgede saptanan nukleotidlerin fonksiyonel
etkisinin analizini yapan programlarin ACMG smiflandirmasinda yaygin
kullanilanlar1 asagida belirtilmistir.

1) GERP(http://mendel.stanford.edu/sidowlab/downloads/gerp/index.html)

2) PhastCons (http://compgen.bscb.cornell.edu/phast/)

3) PhyloP (http://compgen.bscb.cornell.edu/phast/)

ACMG smiflandirmasi ve VarSome programi

ACMG varyantlari; patojenik, muhtemel patojenik, klinik anlami kesin
olmayan (uncertain significance, VUS), muhtemel benign ve benign olarak
siniflandirir.  ACMG kriterleri de dahil yaklasik 33 milyar varyant ve genetik
bilgiyi biraraya getiren ve bir¢ok klinik veriyi bir arada sunan herkese acik

VarSome arama motoru ise birgok akademik yapiy1 iginde barindirir (96).
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5. METOT VE MATERYAL

Mart 2016-Eyliil 2017 tarihleri arasinda Istanbul Medipol Universitesi
Genetik Tan1 Merkezi’ ne kalpte ritim bozuklugu test istemiyle gelen < 16 yasinda
42 erkek, 30 kadin toplamda 72 kisi caligma kapsamina alindi. Calismada
materyal olarak, kalp ritim bozuklugu olan ¢ocuklardan EDTA’l1 tiiplere alinan
tam kan kullanildi. Kan, soguk zincir ile ayni giin merkezimize ulagtirildi.
Pihtilagmis ya da hemolize ugramis kanlar ¢aligma kapsami disinda birakildi.
Gelen tam kan numunelerinden DNA izolasyonu yapildiktan sonra, DNA
kaliteleri bakildi. Illumina TruSight Cardio kiti (FC-141-1010) kullanilarak 6rnek
kiitiiphaneler TruSight Cardio Sequencing Kit Reference Guide (Document #
15063774 v01, January 2016) takip edilerek hazirlandi. Illumina Miseq cihazi ile
kiitiiphane dizilendi. Veriler alindiktan sonra, analiz programlarmin kullanilarak
nokta mutasyonlari, kiigiik delesyon ve insersiyonlar yoniinden incelendi.

YND i¢in uygun analiz programlari (MiSeq analiz programi, ACMG,
HGMD, ClinVar, OMIM vb.) kullanilarak hastalardan elde edilen datalar
biyoinformatik yontemler kullanilarak karsilastirildi. Nokta mutasyon degisimleri

anlamlandirildi.

5.1. Illumina TruSight Cardio Kit

TruSight Cardio Sequencing Kit, Imperial College London’da gelistirililen
17 kardiyoloji hastaliin1 kapsayan 174 genlik hazir bir paneldir. Hedeflenen
genlerin ekzonik bolgelerini en az 20X derinlikte yiizde en az 95 ‘lik bir basari ile
dizilenmesi i¢in tasarlanmis ve optimize edilmistir. 174 geni iceren hedef bolge
genomda 572 milyon baz (Mb)’lik bir bolgeyi kapsar. Yakalama problarini
uzunlugu 80-mer olarak olarak dizayn edilmistir.  Calismada 2x150 baz
dizileyebilme kapasitesindeki MiSeq Reagant Kit tavsiye edilmektedir ve bu kit
ile indeks adaptorler kullanilarak 12 6rnege kadar ¢alisma onerilmektedir. Cardio
kiti Nextera kiitliphane hazirlama teknolojisini kullanir ve zenginlestirme

protokolii ile hedef bolgeyi yakalamay1 igerir (97).
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Adapter (~65 bp)

HEDEF (150 bp)
~20 bp

80-mer probe

P
Ty

.
-

Sekil 5.1.1 Hedef DNA’nin 80-mer lik problar ile ¢ekilmesi.

Adapter (~65 bp)

Calismada 174 genlik bu hazir panelin iginde ritim bozuklugu ile

iliskilendirilmis 39 genin analizi yapilmig ve ritim bozuklugu bulunan hastalar bu

39 gen iizerinden degerlendirilmistir. Genler ve iliskili hastaliklarin tablosu Tablo

5.1.1. de verilmistir.

Tablo 5.1.1. Aritmi ile iligkili incelenen 39 gen ve OMIM kayitlar

Gen Sembolii Gen Aciklamasi OMIM [Fenotip Gegis
mekanizmasi
NPPA natriuretic peptide A 108780 |Atriyal fibrilasyon, OD*
ailesel, 6
Atrial fibrillation,
familial, 6
Atriyal sessizlik 2~ OR**
Atrial standstill 2
KCND3 potassium voltage- 605411 Brugada sendromu 9 (OD
gated channel Brugada syndrome 9
subfamily D
member 3
CASQ?2 calsequestrin 2 114251 |Ventrikular tasikardi, OR
katekolaminerjik
polimorfik, 2
\Ventricular
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tachycardia,
catecholaminergic

polymorphic, 2

GJAS

gap junction protein

alpha 5

121013

Atriyal fibrilasyon,
ailesel, 11
Atrial fibrillation,

familial, 11

OD

Atriyal sessizlik,
digenik
Atrial standstill,
digenic

(GJAS/SCNSA)

OD

LMNA

lamin A/C

150330

Kardiyomiyopati,
dilated, 1A
Cardiomyopathy,
dilated, 1A

OD

RYR2

ryanodine receptor 2

180902

IAritmojenik sag
ventrikdil

(ARVD) 2

displazisi

IArrhythmogenic
right ventricular

dysplasia 2

OD

Ventrikular tasikardi,
katekolaminerjik
polimorfik, 1
\Ventricular
tachycardia,
catecholaminergic

polymorphic, 1

OD

CAV3

caveolin 3

601253

Uzun QT sendromu
9
Long QT syndrome

OD
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9

GPDIL

glycerol-3-
phosphate
dehydrogenase 1
like

611778

Brugada sendromu 2

Brugada syndrome 2

-~

SCN5A4

sodium voltage-
gated channel alpha

subunit 5

600163

Atriyal  fibrilasyon,
ailesel, 10
IAtrial fibrillation,

familial, 10

OD

Brugada sendromu 1

Brugada syndrome 1

OD

Uzun QT sendromu
-3

Long QT syndrome-
3

OD

Hasta Sints
Sendromu 1

Sick sinus syndrome

1

OR

Ventrikuler
fibrilasyon, ailesel, 1
\Ventricular
fibrillation, familial,

1

ANK?2

ankyrin 2

106410

Kardiak aritmi,
ankyrin-B iligkili
Cardiac arrhythmia,

ankyrin-B-related

OD

Uuzun QT sendromu
4
Long QT syndrome
U

OD
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NKX2-5

INK2 homeobox 5

600584

Atriyal septal hasari
7 AV iletim hasarl
va da hasarsiz

Atrial septal defect 7,
with or without AV

conduction defects

OD

Hipoplastik sol kalp
sendromu 2
Hypoplastic left

heart syndrome 2

OD

Ventrikular septal
hasar 3
\Ventricular

defect 3

septal

OD

TRDN

triadin

603283

'Ventrikular tasikardi,
katekolaminerjik
polimorfik, 5 kas
zy1flig1 ile birlikte ya
da bagimsiz.
\Ventricular
tachycardia,
catecholaminergic
polymorphic, 5, with
or without muscle

weakness

OD

CACNA2D1

calcium voltage-

gated channel
auxiliary subunit

alpha2delta 1

114204

UKAPY

A-kinase anchoring

protein 9

604001

?Uzun QT sendromu
11

?Long QT

OD
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syndrome-11
KCNH?2 potassium voltage- 152427 [Uzun QT sendromu OD
gated channel 2
subfamily H Long QT syndrome
member 2 2
Kisa QT sendromu 1
Short QT syndrome
1
CACNB2 calcium voltage- 600003 Brugada sendromu 4 [?
gated channel Brugada syndrome 4
auxiliary  subunit
beta 2
KCNQI potassium voltage- 607542 |Atriyal fibrilasyon, OD
gated channel ailesel, 3
subfamily Q Atrial fibrillation,
member 1 familial, 3
Jervell ve Lange-OR
Nielsen sendromu
Jervell and Lange-
Nielsen syndrome
Uzun QT sendromu|OD
1
Long QT syndrome
1
Kisa QT sendromu 2 |(OD
Short QT syndrome
2
KCNE3 potassium voltage- 604433 Brugada Sendromu 6
gated channel Brugada syndrome 6
subfamily E
regulatory subunit 3
SCN4B sodium voltage-|608256 |Atriyal fibrilasyon, OD
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gated channel beta ailesel, 16
subunit 4 Atrial fibrillation,
familial, 16
Uzun QT sendromu|OD
10
Long QT syndrome-
10
SCN3B sodium voltage-|608214 |Atriyal fibrilasyon, OD
gated channel beta ailesel, 17
subunit 3 Atrial fibrillation,
familial, 17
Brugada sendromu 7 OD
Brugada syndrome 7
KCNJ5 potassium voltage- 600734 Uzun QT sendromu|OD
gated channel 13
subfamily J member Long QT syndrome
S 13
CACNAIC  |calcium voltage-|114205 Brugada sendromu 3
gated channel Brugada syndrome 3
subunit alphal C
Timothy sendromu  OD
Timothy syndrome
KCNAS potassium voltage- 176267 |Atriyal fibrilasyon, OD
gated channel ailesel, 7
subfamily A Atrial fibrillation,
member 5 familial, 7
KCNJS potassium voltage- 600935
gated channel
subfamily J member
8
ABCCY ATP binding 601439 |Atriyal fibrilasyon, OD
cassette subfamily C ailesel, 12
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member 9

IAtrial fibrillation,
familial, 12

PKP2

plakophilin 2

602861

IAritmojenik sag
ventrikiil displazisi 9
IArrhythmogenic

right ventricular

dysplasia 9

OD

MYH6

myosin heavy chain

6

160710

Atriyal septal hasar 3
Atrial septal defect 3

Hasta Sintis
Sendromu 3
{Sick sinus

syndrome 3}

CALM1

Calmodulin 1, Na
ile iligkili. Listeden
cikar.  Pseudogeni

var.

114180

Uzun QT sendromu
14
Long QT syndrome
14

OD

\Ventrikular tasikardi,
katekolaminerjik
polimorfik, 4
Ventricular
tachycardia,
catecholaminergic

polymorphic, 4

OD

HCN4

hyperpolarization
activated cyclic
nucleotide gated

potassium channel 4

605206

Brugada Sendromu 8

Brugada syndrome 8

Hasta Siniis
Sendromu 2
Sick sinus syndrome

2

OD
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RANGRF RAN guanine 607954
nucleotide  release
factor
KCNJ2 potassium voltage- 600681 |Andersen sendromu OD
gated channel \Andersen syndrome
subfamily J member
2
Atriyal  fibrilasyon, OD
ailesel, 9
Atrial fibrillation,
familial, 9
Kisa QT sendromu 3
Short QT syndrome
3
DSC3 desmocollin 3 600271
DSC2 desmocollin 2 125645 |Aritmojenik sag OR, OD
ventrikiil
displazisi 11
\Arrhythmogenic
right ventricular
dysplasia 11
SCNIB sodium voltage-|600235 |Atriyal fibrilasyon, OD
gated channel beta ailesel, 13
subunit 1 IAtrial fibrillation,
familial, 13
Brugada sendromu 5
Brugada syndrome 5
SNTAI syntrophin alpha 1 601017 |[Uzun QT sendromu OD
12
Long QT syndrome
12
JPH?2 junctophilin 2 605267
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KCNE2 potassium voltage- 603796 |Atriyal fibrilasyon,

gated channel ailesel, 4
subfamily E Atrial fibrillation,
regulatory subunit 2 familial, 4
Uzun QT sendromu OD
6
Long QT syndrome
6
KCNEI potassium voltage- 176261 [Uzun QT sendromu OD
gated channel S
subfamily E Long QT syndrome
regulatory subunit 1 S

EMD emerin 300384

* OD: Otozomal Dominant, ** OR: Otozomal Resesif

5.2. DNA izolasyonu

EDTA’l1 tam kandan DNA izolasyonu MagPurix (Zinext) cihazi kullanilarak
robotik sistem tarafindan gerceklestirildi. DNA izolasyonunda cihaza uyumlu

MagPurix Blood DNA Extraction Kit 200 (Cat. OP02001-48) kullanilda.

5.3. Kiitiiphane Olusturulmasi

Kiitiiphane olusturulurken TruSight Cardio Sequencing Kit Reference Guide
(Document # 15063774 v01, January 2016) protokolii takip edildi.

5.3.1. DNA Kkalitesinin tayini

EDTA’lh tam kandan izole edilen DNA’lar Qubit 3.0 cihazi kullanilarak
florometrik olarak ve Spektra Max i3 cihazi kullanilarak spektrofotometrik olarak
ol¢iildii. Spektrofotometrik 6l¢iimde drneklerde kontaminasyondan kaginmak igin

260/280>1.8 olan ornekler tecih edildi. Florometrik Sl¢limde “Qubit dsSDNA BR
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Reagent (Q32853)” kullanild1 ve oOlglilen genomik DNA (gDNA)’lar protokole

uygun olarak 5 ng/pul (nanogram/mikrolitre)’ye sulandirildi.

5.3.2. Tagment genomic DNA

5 ng/ul’ye disiiriilen gDNA’den 10 mikrolitre (totalde 50 pl olacak sekilde)
almarak tlzerine 25 pl Tagment DNA Buffer (TD) ve 15 pl Tagment DNA
Enzyme (TDE1) eklendi ve 58°C da 10 dakika bekletildi. Bu asamada transpozon
elementler gDNA’y1 farkli uzunluklarda (ortalama 300 bp) parcalara boler ve

uclaria Readl ve Read2 sekans primerlerini ekler.

5.3.3. Tagment genomic DNA’nin temizlenmesi

Transpozon enzimi ile kirilan ve uclarma spesifik oligonukleotidler
baglanan DNA parcalar1 manyetik 6zelligi olan ve DNA’nin yapisabildigi 6rnek
yikama boncuklar1 (Sample Purification Beads) ve %80’lik etil alkol kullanilarak

enzim, buffer, arttk DNA parcalar1 gibi istenmeyen artiklardan temizlendi.
5.3.4. Cogaltma islemi ile adaptor ve indeks dizisinin baglanmasi
Transpozon enziminin kiritlan DNA’nin uglarina ekledigi sekans dizileri
kullanilarak P5 ve P7 adaptorleri ile birlikte 6rnek spesifik i5 ve 17 indeksleri 10

dongiiden olusan PZR yontemi ile fragmente eklendi.

Tablo 5.3.4.1. Trusight Cardio indeks listesi

E505 E','E'AAGGAC

N701 TAAGGCGA
N702 CGTACTAG
N703 AGGCAGAA
N704 TCCTGAGC
N705 GGACTCCT
N706 % TAGGCATG
N707 CTCTCTAC
N708 CAGAGAGG
N709 GCTACCGCT
N710 CGAGGCTG
N711 AAGAGGCA
N712 GTAGAGGA
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5.3.5. Cogalan ve adaptor Baglanan DNA’nin Temizlenmesi

PZR ile ¢ogalan ve uclarina adaptor-indeks dizileri baglana DNA pargalari
manyetik 6zelligi olan ve DNA’nin yapisabildigi 6rnek yikama boncuklar
(Sample Purification Beads) ve %80’lik etil alkol kullanilarak enzim, buffer, artik
DNA parcalar1 gibi istenmeyen artiklardan temizlendi. Bu islem sonunda

zenginlestirmeye hazir DNA fragmenti hazir hale geldi.

Transpozon Genomik DNA (gDNA)
Y % "
¥
3 g ~300bp
¥ Ekleme
]| —— L
~300bp

¥ PZR ile go@altma.

i s Sekans Primeri
INcekKs

indeks2
Sekans Primeri N b7

A 4

- -

Zenginlestirmeye hazir fragment

Sekil 5.3.5.1. Zenginlestirmeye hazir DNA parcasi eldesi.

5.3.6. Hedef bolgelerin yakalanmasi, cogaltilmasi ve temizlenmesi

Bu asamada indeks baglanan 6rnekler 500 ng (nano gram) olacak sekilde
ayarlandi ve 12 Ornege kadar birlestirme (pooling) islemi gerceklestirildi.
Birlestirilen Ornekler hibridizasyon buffer1 ve TruSight Cardio Oligos (hedef

spesifik niikleotidler, yakalama boncuklar1) kullanilarak reaksiyona sokuldu. Sekil
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5.2.6.1’de goriildigli gibi uclarinda biyotin bulunan hedef spesifik niikleotid
dizileri (yaklasik 80 baz) uglarinda adaptorl-indeks bulunan DNA parcalarina
baglandi. Ardindan bu karigima streptavidin  kapli manyetik boncuklar
(Streptavidin Magnetic Beads) eklendi ve boylece uglarinda biyotin bulunan hedef
spesifik oligolar (probe) manyetik boncuklarla etkilesime girdi. Ornek tiipleri
miknatis 6zelligi bulunan tiip yerlestirme aletine takildi. Béylece hedef spesifik
biyotinli problara baglanan adaptorlii DNA pargalar1 streptavidin kapli manyetik
boncuklar sayesinde miknatisa dogru ¢ekildi. Miknatisa dogru ¢ekilmeyen hedef
dist DNA pargalart1 sivi ortamda kaldi. Yikama islemi hedef dist DNA

parcalarindan kurtulundu (Zenginlestirme). Bu islem 2 kez tekrarlandi.
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_1'-. lH. Biyotinl hedef
N speshik aligo

=

boncuklar

" ‘ Strepdavidin kaph
+

_1.,

_1"

Hedef spasiik
bélgelerin miknatisla
cekilmesi

Sekil 5.3.6.1 Hedeflenen DNA pargalarinin yakalanmasi.

Zenginlestirilen DNA pargalar1 P5 ve P7 adaptor spesifik primerler
kullanilarak 12 dongiiliik PZR islemi ile ¢ogaltildi. Ardindan g¢ogaltilan DNA
parcalar1 manyetik 06zelligi olan ve DNA’nin yapisabildigi o6rnek yikama
boncuklar1 (Sample Purification Beads) ve %80’lik etil alkol kullanilarak enzim,
buffer, arttk DNA parcalar1 gibi istenmeyen artiklardan temizlendi. Bu islem

sonucunda kiitliphane hazir hale geldi.
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5.3.7. Kiitiiphanenin miktar tayini ve kalite degerlendirmesi

Hazirlanan kiitliphane Qubit cihaz1 ve ¢ift zincirli DNA’ya baglanarak
is1masin1  yogunlastiran boyalar kullanilarak (Qubit dsDNA HS Assay Kit)
florometrik yontemle 6lciildii. Ol¢iim sonucu ¢ikan deger ile, asagidaki formiil

kullanilarak kiitiiphanenin nanomolaritesi (nM) hesaplandi.

Formiil:
nM cinsinden konsantrasyon = (Mikrolitresindeki DNA
konsantrasyonu*1000000)/
(660*Ortalama kiitiiphane boyutu-bp)

Hazirlanan kiitliphanenin kalitesine fragment analizatorii kullanilarak
bakildi. Bu islem ile DNA kirtlma isleminin istenilen aralikta olup olmadigini

goriildii Yaklasik 200 bp ile 1200 bp aras1 normal kabul edildi

Region 1
T T T T T —r—T T — .
35 100 150 200 300 400 500 o00 1000 2000 10360 [bp]

Sekil 5.2.7.1 Fragmente olmus DNA’nin cihaz goriintiisii.
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5.3.8. Kiitiiphane Sulandirmasi, Denatiirasyonu ve MiSeq Cihazina

Yiiklenmesi

Hazirlanan ¢ift zincirli kiitliphane 4 nM’e diistirtildii ve ardindan 0.2 Normal
sodyom hidroksit (NaOH) kullanilarak tek zincirli hale getirildi (denaturasyon).
Ikinci asamada kiitiiphane 20 pM’e indirildi. Bu konsantrasyondaki kiitiiphane
caligmaya gore 6 ila 20 pM arasinda bir degere getirilerek kullanildi. Son olarak
kiitiiphaneye PhiX kontrol eklenerek cihaza yiiklemeye hazir hale getirildi (98).

5.3.9 MiSeq Dizileme ve Datalarin Elde Edilmesi

MiSeq cihazi iizerinde dizileme ¢alismasinda MiSeq Reagent Kit v2 (300-
cycles, Cat No: MS-102-2002) kullanildi. Bu kit ile yapilan her her ¢alismada
yuzde 80’1 Q30’dan biiyiik, 2x150 pairend okuma ile 300 bp’lik yaklasik 30 ilyon
(M) Read (Read-1-Read-2) ve 4.5 Gb (gigabases) veri elde edildi.

Sekil 5.3.9.1. MiSeq Dizileme Cihazi ve kimyasallar1

Dizileme sonunda elde edilen fotograf dosyalari cihaz iizerinde bulunan

bcl2fastq doniistiirme programi ile barkot dizilerine gore ayrilmis olarak her bir
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ornek i¢in Read-1 ve Read-2 fastq metin dosyalarina dontstiiriildii. Fastq datasi
BWA (Burrows-Wheeler Aligner) hizalama programi ile hgl9 insan genomu
referansina eslestirilerek “Sequence Alignment Map (SAM)” ve ardindan
SAMtools kullanilarak BAM (Binary Alignment Map) formatina cevrildi.
Olusturulan BAM dosyasindan son olarak GATK 1.6 analiz programi ve
‘gvcftools version 0.12° programi kullanilarak her bir 6rnek i¢in SNP, insersiyon
ve delesyon bilgilerinin bulundugu varyant dosyalari (VCFv4.1 - versiyonu)

olusturuldu.

Tablo 5.3.9.1 MiSeq cihazi i¢inde bulunan analiz programlari.

Software Versiyon

Isis (Analysis Software) 2.5.1.3

BWA (Aligner) 0.6.1-r104-tpx
SAMtools 0.1.18 (r982:295)
GATK* (Variant Caller) 1.6

*Genome Analysis Tool Kit (GATK) YND datasindan varyantlarin analiz edilmesi igin

Braod Enstitiisii tarafindan geistirilen programlar biitiinii (99).

5.3.10. Varyantlarin teknik hatalardan ayiklanmasi

Her bir saptanan varyantin cihaz ve YND teknolojisinin sebep oldugu
hatalardan ayiklanmasi i¢in degisimler belirli teknik kriterlere gore ayiklandi. Bu

filtrelemede:

- Okuma derinligi 20’nin altinda olan varyantlar okuma kalitesi yliksek olsa
da elendi.

- Phred Qualiti skora gdre bazin dogruluk yiizdesi %99’un altinda olan
(<Q20) varyantla okuma derinligi yiiksek olsa da elendi.

- Okuma derinliklerine gore alternatif allel oran1 yiizde 20’nin altinda kalan
varyantlar elendi (Referans ile ayni olan bazlarin alternatif diziye gore ylizde

orant).
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Sekil 5.3.10.1. Alternatif allel okumasinin IGV goriintiisii.

5.3.11.  Varyantlarin  genetik veri  tabanlar1  kullanilarak

anlamlandirilmasi

Cihaz ¢iktis1 olarak alian varyant dosyalari dbSNP numaralar1 ve genomik
pozisyonlart kullanilarak HGMD, OMIM, CinVar, HGNC, dbSNP, ExAC, in
silico programlar ve VarSome programlar ile birlikte analiz edilir. Referans

genomdan farkli her bir degisim bu analiz sonucunda anlamlandirilir.

ClinVar ve HGMD ki biitiin varyantlarin Eyliil 2017 itibariyle dagilimi sekil
7.2°de verilmistir. Soldaki sekilde HGMD’de bulunan 7333 genin ClinVar veri
bankasi ile karsilagtirmasi, sagdaki sakilde ise 192,720 varyantin bu iki data
bankasindaki dagilimi goriilmektedir (100).
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810

Sekil 7.2. ClinVar ve HGMD karsilastirrmasi

5.3.12. Analizi yapilan varyantlarn filtrelenmesi

Analizi yapilan varyantlardan hasta klinigine uygun olanlarin saptanmasi

icin verilerin belirli parmetrelere gore filtrelenmesi gerekir. Bu klinik filtrelemede:

- ExAc verileri kullanilarak toplumsal allel frekans1 %1’in iizerinde olan
biitiin degisimler polimorfizm degerlerinin tizerinde oldugu i¢in elendi.

- ClinVar, ACMG, HGMD klinik veri tabanlar1 kullanilarak patojenitesi
hakkinda bilgimiz olan patojenik, muhtemel patojenik, klinik anlami kesin
olamayan varyant (VUS), muhtemel benign ve benign varyantlar belirlendi.

- Cerceve kaymasinda sebep olan frameshift varyantlar, splicing etki ile
genin ifadesini degistiren varyantlar (intronik ya da ekzonik) ve missense
varyantlar disindaki sinonim degisimler elendi.

- In silico tahmin araglart kullanilarak hasar yapict varyantlar
degerlendirildi.

- Klinik olarak heniiz siniflandirilmamis degisimler ACMG kriterleirne gore

anlamlandirilmaya calisildi.
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Tablo 5.3.12.1 Varyantlarin siiflandirilmasinda kullanilan ACMG kriterleri

ve kriter kodlar1

Potojenik varyantlarin

siniflandirilma kriterleri

Patojenite icin cok giiclii kanit

PVSI1: Genin fonksiyon kaybina sebep olan
nonsense, frameshift, splice bolgesi, baslangic
kodonu, tekli ya da g¢oklu ekzon kaybi

varyasyonlari (null varyantlar).

Patojenite icin giiclii kanit

PS1: Niikleotit degisiminden bagimsiz olarak
daha Once patojenitesi bildirilmis ayni amino asit

degisimine sebep olan varyantlar.

PS2: Sadece hastada bulunan, anne ve babada
bulunmayan, aile Oykiisiinde olmayan (de novo)

varyantlar.

PS3: In vivo ya da in vitro fonksiyonel
caligmalar ile gene ya da genini iirlinline hasar

yapici etkide bulundugu anlasilmis varyantlar.

PS4: Hastalarda goriilme siklig1 kontrol
gruplarina (saghkli birey) gore daha fazla olan

varyantlar.

Patojenite icin orta seviyeli kanit
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PMI1: Enzimlerin aktif boliimleri gibi iyi
anlagilmis  fonksiyonel domainlerde bulunan,
benign varyantlarin goriilmedigi ¢cogunlukla hasar
yapicit varyantlarin yer aldigi lokansyonlardaki

degisimler.

PM2: Exome Sequencing Project, 1000
Genomes ya da ExAC veri bankalarina gore

frekansi diisiik olan varyantlar.

PM3: Resesif gecisli hastaliklarda, patojenik
varyant ile bulunan degisimin trans (diger homolog

gende olma durumu) pozisyonda olmasi.

PM4: inframe delesyon/insersiyon degisimler
sonucu durdurucu ya da wuzatict etki yaparak

protein uzunlugunu degistiren degisimler.

PMS5: Daha once patojenik oldugu saptanan
bir missens varyasyonun oldugu amino asitte olan

yeni bir missense varyant

PM6: Anne-babada varligi arastirilmamais

fakat de novo olarak varsayilan varyantlar.

Patojeniteyi destekleyen kanitlar

PP1: Bircok aile liyesinin hastalik agisindan
etkilenmesine  sebep olan gende  olusan

varyasyonlar.

PP2: Gende olusan missense (aminoasit
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degistiren) degisimlerin hastalia sebep oldugu

(Benign olmayan) varyantlar.

PP3: Evrimsel olarak korunmus bolgeler,
splice etki alanlar1 gibi gen ya da gen {riinii
iizerinde hasar yapic1 yonde etkisinin in silico

araclarla hesaplanmasi, desteklenmesi.

PP4: Tek  bir  genetik  kdkenden
kaynaklanmakla birlikte hastaligin hasta fenotipi
ve aile gecmisi ile Ozdeslesmis varyantlar.

Hastaliga 6zgii aile fenotipi.

PP5: ClinVar gibi gilivenilir kaynaklar
tarafindan  patojenik  olarak  siniflandirilan
varyantlar. ~ Ancak  kanitlar  bagimsiz  bir
degerlendirme yapmak icin laboratuvarda mevcut

degil.

Benign  varyantlarin

siiflandirilma kriterleri

Benign degerlendirme icin tek basmna

yeterli kanit

BAIl: Exome Sequencing Project, 1000
Genomes ya da ExAC veri tabanlarina gore
toplumsal allel frekansi %35’in iizerinde olan

varyantlar.

Benign icin giiclii kanit

BS1: Hastalik icin beklenenden yiiksek allel

68




frekansi

BS2: Erken yasta ortaya c¢ikmasi beklenen
resesif (homozigot), dominant (heterozigot) ya da
X-linked (hemizigot) gecisli hastaliklarin geg yasta,
yetigkinlikte ortaya ¢ikmasi.

BS3: In vitro veya in vivol ¢aligmalar ile
protein fonksiyonunda ya da splicingde hasar

yapici etkisinin oladig1 gosterilmis varyantlar.

BS4: Ailenin diger iiyelerinde goriilmemesi.

Benign degisimi destekleyen kanitlar

BP1: Yaptig1 etki ile aminoasit uzamasini
durduran (truncating) degisimlerin neden oldugu

hastaliklarda missense varyantin saptanmasi.

BP2: Dominant geg¢is  gosteren  bir
hastalikta/gende trans (homolog gende) goriilen ya
da herhangi bir kalitm modelinde patojenik
varyantla cis (aymt kromozomda) bulunan

varyantlar.

BP3: Tekrar bolgelerinde c¢ergeve igi

(inframe) delesyon ve insersiyonlar.

BP4: Evrimsel olarak korunmus bolgeler,
splice etki alanlar1 gibi gen ya da gen {iriini
iizerinde hasar yapici etkisinin olmadiginin in silico

araglarla hesaplanmasi, desteklenmesi.
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BP5:  Varyantin farkli molekiiler temelleri

olan bir hastalikta bulunmasi.

BP6: ClinVar gibi giivenilir kaynaklar
tarafindan benign (iyi huylu) olarak siniflandirilan
varyantlar.  Ancak  kanitlar  bagimsiz  bir
degerlendirme yapmak i¢in laboratuvarda mevcut

degil.

BP7: Sinonim (suskun) olan ve splicing
iizerinde etkisi olmayan, evrimsel olarak

korunmamis benign varyantlar

Tablo 5.3.12.2 Varyantlarin siniflandirma kurallari

Kriterlerin

degerlendirme tablosu

1 Cok Giiclii (PVS1) VE

>1 Giiclii (PS1-PS4) VEYA

>2 Moderate (PM1-PM6) VEYA

1 Orta (PM1-PM6) ve 1 Destekleyici
(PP1-PP5) VEYA

>2 Destekleyici (PP1-PP5)

>2 Giiglii (PS1-PS4) VEYA

1 Giiglii (PS1-PS4) VE

>3 Orta (PM1-PM6) VEYA

2 Orta (PM1-PM6) VE >2 Destekleyici
(PP1-PP5) VEYA

1 Orta (PM1-PM6) VE >4 Destekleyici

70




(PP1-PP5)

1 Cok Giiglii (PVS1) VE 1 Orta (PM1-
PM6) VEYA

1 Giiglii (PS1-PS4) VE 1-2 Orta (PM1—
PM6) VEYA

1 Giglii (PS1-PS4) VE >2 Destekleyici
(PP1-PP5) VEYA

>3 Orta (PM1-PM6) VEYA

2 Orta (PM1-PM6) VE >2 Destekleyici
(PP1-PP5) VEYA

1 Orta (PM1-PM6) VE >4 Destekleyici
(PP1-PP5)

Benign

1 Sadece (BA1) VEYA

>2 Giiglii (BS1-BS4)

Muhtemel Benign

1 Giglii (BS1-BS4) ve 1 Destekleyici
(BP1-BP7) VEYA

>2 Destekleyici (BP1-BP7)

Saptanan varyant i¢in kriterler benign ya
da patojenikligi ile celiski yaratiyorsa ya da tam
olarak karsilamiyorsa degisim klinik anlam

kesin olmayan varyant (VUS, Uncertain

Significance) olarak siniflandirilabilir.
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6. BULGULAR

Istanbul Medipol Universitesi Medigen Genetik Laboratuvari’na test
istemiyle gelen kalpte ritim bozuklugu olan 42 erkek, 30 kadin toplamda 72

hastanin 6n tanilar1 tablo 6.1°de verilmistir.

Tablo 6.1. Hastalarin klinik 6n tanilari

Klinik On Tan Hasta Sayisi Cinsiyet
Genel Aritmi 5 3 Kadin, 2 Erkek
Brugada Sendromu 2 2 Erkek
KPVT 6 3 Kadin, 3 Erkek
Uzun QT 59 24 Kadin, 35 Erkek
Toplam 72 30 Kadin, 42 Erkek

Calismaya alinan hastalarin 37’sinde aritmi ile iliskili taradigimiz 39 genden
hicbirinde hasta klinigi ile iligkili varyant saptanmamistir. 35 hastada ritim
bozuklugu ile iligkili 58 varyant saptanmistir. Tablo 6.2.’de varyant saptanamayan
negatif hastalar ve varyant saptanan hastalar genotip bilgisi, HGVSc

isimlendirmesi ve dbSNP kayd ile birlikte verilmistir.

Tablo 6.2. Hastalarin klinik ©6n tanilari, varisant, genotip, HGVSc
isimlendirmesi ve dbSNP kaydi.

Or| On Tani Gen Variant Genot | HGVSc dbSNP

nek ip
1- Uzun QT| Negatif
ZD |Sendromu
2- Uzun QT| ANK2 p-13285T Het NM _001148.4: | 136210417
OBS [Sendromu c.9854T>C
3- Uzun QT| Negatif
AB |Sendromu

4- Uzun QT| KCNQI p-R366Q Het NM_000218.2: | 15199473410
HNO |Sendromu c.1097G>A
ANK2 p.E3425G | Het NM_001148.5: | rs529128783
c.10274A>G
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5- Uzun QT| DSC2 p-V303M Het NM 024422.4:| rs145560678
ABI |Sendromu c.907G>A
6- Genel Negatif
ALA |Aritmi
7- Uzun QT| Negatif
EK |Sendromu
8- Uzun QT| CAV3 p.T78M Het NM_033337.2: | 1572546668
BK |Sendromu c.233C>T
SCNSA p.Q692K Het NM 00116016 | 1s45553235
1.1:c.2074C>A
9- Genel ANK2 p-I3285T Het NM 001148.4: rs36210417
MA  |Aritmi €.9854T>C
10 CPVT Negatif
-AB
11 Uzun QT| Negatif
-YD |Sendromu
12| Uzun QT| Negatif
-NK |Sendromu
13| Uzun QT| Negatif
-EA |Sendromu
14 Genel Negatif
-AK | Aritmi
15| Uzun QT| ANK2 p.13285T Het NM 001148.4: | 1s36210417
- Sendromu c.9854T>C
BMC
16 | Uzun QT| Negatif
-AK |Sendromu
17| Uzun QT| Negatif
-AM |Sendromu
Negatif
18| Uzun QT| Negatif
-SE  |Sendromu
Negatif
19| Brugada Negatif
-BC |Sendromu
20| Uzun QT| Negatif
-SD |Sendromu
21 Brugada Negatif
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-YG |Sendromu
22| Uzun QT| Negatif
- Sendromu
YEO
23| Uzun QT| KCNQI c.1196del Het NM _000218.2: | 15754934906
-SS  |Sendromu C c.1196delC
24| Uzun QT| Negatif
-OG |Sendromu
25| CPVT KCNIJ2 p.V93I1 Hom NM _000891.2: | rs147750704
-HO c.2771G>A
26| Uzun QT| Negatif
- Sendromu
™Y
27| Uzun QT| Negatif
-Mi |Sendromu
28| CPVT KCNJ2 p.V200M Hom NM_000891.2: | yok
-DO ¢.598G>A
SNTA1 p.A257G Het NM_003098.2: | rs56157422
c.770C>G
NKX2-5| p.R25C Het NM _004387.3:| 1528936670
c.73C>T
29| Uzun QT| Negatif
-SA |Sendromu
30| Uzun QT| Negatif
-SEG |Sendromu
31 Uzun QT| Negatif
- Sendromu
TKD
32| Uzun QT| Negatif
-SN  |Sendromu
33| Uzun QT| KCNH2 p.E929Gfs | Het NM_000238.3: | 1s794728458
-ST |Sendromu Terll ¢.2785dupG
RYR2 p-M1975V | Het NM 001035.2: | 1s200318013
c.5923A>G
MYH6 p-R1532C Het NM 002471.3:| rs201827489
c.4594C>T
MYHG6 p-Q1065H | Het NM 002471.3:| rs267606904
c.3195G>C
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34| Uzun QT| Negatif
-RTB |Sendromu
35| Uzun QT| KCNH2 | p.AS61E Het NM_000238.3:
-EG |Sendromu c.1682C>A
36 Uzun QT| KCNJ2 p-V93I Het NM _000891.2: 15147750704
- Sendromu c.2771G>A
YAA
MYH6 p.D470Y Het NM 002471.3: | 1s777651128
c.1408G>T
37| Uzun QT| KCNQI R259C Het NM 000218.2: | rs199472719
-HY |Sendromu c.775C>T
38| Uzun QT| RYR2 p-AS67P Het NM 001035.2: | rs753758467
-FBY |Sendromu c.1699G>C
39| Uzun QT| Negatif
- Sendromu
FAM
40| Uzun QT| KCNH2 | p.A561V Het NM _000238.3:| 15121912504
- Sendromu c.1682C>T
HSK
41 Uzun QT| KCNQI c.1032G> Het NM _000218.2: | rs1800171
-MG |Sendromu c.1032G>A
42 Genel Negatif
- Aritmi
ZAA
43 Uzun QT| Negatif
-FAA |Sendromu
44| Uzun QT| Negatif
-NC |Sendromu
45| Uzun QT| NPPA p.S64R Het NM _006172.3:| 1s61757261
-AM |Sendromu c.190A>C
AKAP9 p.E3487K Het NM_005751.4:| rs61757664
c.10459G>A
CACNB | p.R606G Het NM 201596.2: | 1561733968
c.1816C>G
46| Uzun QT| KCNQI p-R366Q Het NM 000218.2: | rs199473410
- Sendromu c.1097G>A
CKK
KCNEI1 p.182F Het NM 000219.4:| yok
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c.244A>T

47| Uzun QT| Negatif
-OD |Sendromu
48 Uzun QT| Negatif
-AY |Sendromu
49| Uzun QT| SCNSA Q692K Het NM_000335.4: | 1545553235
- Sendromu c.2074C>A
BNK
50| Uzun QT| Negatif
-GID |Sendromu
51| Uzun QT| KCNH2 p-P605L Het NM 000238.3:| rs199472938
-AS |Sendromu c.1814C>T
KCNAS p-R234L Het NM 002234.3:| rs371521698
c.701G>T
52| Uzun QT| ANK2 p-G487A Het NM 001148.4: | YOK
-AB |Sendromu c.1460G>C
SNTAI p-P74L Het NM _003098.2: | 15572545726
c.221C>T
53| Uzun QT| KCNEI1 p.D76N Het NM_000219.4: | 1574315445
- Sendromu c.226G>A
MN
K
HCN4 p-A195V Het NM 005477.2:| 1s201375192
c.584C>T
54| Uzun QT| SCNS5A p-M1851T | Het NM 198056.2:| YOK
-AA |Sendromu c.5552T>C
HCN4 p-H119Q Het NM_005477.2:| YOK
c.357C>G
55 Uzun QT| SCN5SA p-S216L Het NM 198056.2: 1541276525
- Sendromu c.647C>T
DYK
KCNIJ8 p-A88G Het NM _004982.3: | 1s117808169
€.263C>G
56| CPVT SCN3B p.V1671 Het NM 018400.3:| YOK
-YK c.499G>A
57| Uzun QT| Negatif
-BS |Sendromu
58| Uzun QT| KCNQI1 p-G314S Het NM 000218.2: | rs120074184

76



-YB |Sendromu c.940G>A
RYR2 p-T28321 Het NM 001035.2:
c.8495C>T
SCNSA p-A672S Het NM_198056.2:
c.2014G>T
59| Uzun QT| KCNQI p.G314S Het NM_000218.2: | rs120074184
- Sendromu c.940G>A
YEB
60| Uzun QT| DSC2 p.E896EX | Het NM 024422.3:| rs200056085
-OEE |Sendromu €.2686_2687dup
GA
61| Uzun QT| CACNB| p.S160T Het NM 201590.2| rs149253719
-RES |Sendromu |2 :¢.479G>C
62 Negatif
-EE
63 Uzun QT| Negatif
- Sendromu
UM
A
64| CPVT DSC2 p.Q766H Het NM 024422.3:| rs139558481
- €.2298G>C
MA
A
65| Uzun QT| KCNH2 p-L615R Het NM 000238.3:| YOK
-iZB |Sendromu c.1844T>G
66 | Genetik ANK2 p-T1113A Het NM 001148.4: | 1s150841275
-IFB |Aritmiler c.3337A>G
67| Uzun QT| KCNH2 p-Y493C Het NM_000238.3: | rs199472911
-EK |Sendromu c.1478A>G
68| Uzun QT| ANK2 p-D905SN Het NM_001148.4: | 15759275920
-MA |Sendromu c.2713G>A
PKP2 p.R811S Het NM _004572.3:| rs139734328
c.2431C>A
69| Uzun QT| CACNA| p.N2128S Het NM 00112982 | rs886049209
-AC |Sendromu |IC 7.1:c.6383A>G
CACNA | p.N393S Het NM 000722.2:| rs149828018
2D1 c.1178A>G
70| Uzun QT| CACNA| p.N2128S Het NM 00112982 | rs886049209
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-GC |[Sendromu |1C 7.1:c.6383A>G
CACNA | p.N393S Het NM_000722.2: rs149828018
2D1 c.1178A>G
71 Genel CACNA | p.E1948K Het NM 199460.2: 15200231105
-BD |Aritmi 1C c.5842G>A
72 CPVT Negatif
-DY

35 hastada saptanan, 58 varyanttan 29°u hasta klinik 6n tanis1 ile uyumludur.
23 Varyant ise ritim bozuklugu ile iligkili olsa da OMIM kayitlarina gére 6n tani
ile uyumsuz olarak degerlendirilmistir. Saptanan varyantlarin OMIM kayitlarina
gore sebep oldugu sendrom agisindan karsilastirmas: Tablo 6.3. de verilmistir.
Geriye kalan 6 degisimden 3’ii OMIM kayitlarinda bulunmadi ve diger 3’1 genel
ritim bozuklugu tanisi ile geldigi i¢in siniflandirilamadi. Saptanan 58 varyantin
12’si patojenik/DM, 9’u muhtemel patojenik/DM?, 29’u VUS, 7’si muhtemel
benign, 1’1 benign ve 1 tanesi de HGMD kayitlarina gore polimorfizm (DFP)
olarak raporlanmistir. Hasta klinigine dogrudan katki saglayabilecek patojenik ve
muhtemel patojenik varyantlarin tiim varyantlara oran1 %36.2 dir. Klinige katki
saglayabilecek ancak fomksiyonu heniiz tam netlige kavusmamis VUS olarak

tanimlanan varyantlarin tiim varyantlara oran1 % 50 dir.

B Patojenik/DM

B Muhtemel Pato-
jenik/DM?

VUS
B Muhtemel Benign
M Benign
Polimorfizm/DFP

Sekil 6.1. 58 varyantin patojenitesinin siniflandirilmasi.

Saptanan degisimlerin genlere gore dagilim tablo 6.2, tablo 6.3 de ve Sekil 6.2°de

stitun grafiginde verilmistir.
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Tablo 6.2. Klinige dogrudan fayda saglayabilecek patojenik ve muhtemel

patojenik varyantlar.

Muhtemel CAV3 p.T78M Het
Patojenik

Patojenik KCNE1 p.D76N Het
Muhtemel KCNH2 p.E929GfsTerll | Het
patojenik

Muhtemel KCNH2 p.A561E Het
Patojenik

Patojenik KCNH2 p.A561V Het
Muhtemel KCNH2 p.P605L Het
Patojenik

Muhtemel KCNH2 p.L615R Het
Patojenik

Patojenik KCNH2 p-Y493C Het
Patojenik KCNJ2 p.V93I Hom
Patojenik KCNJ2 p.V200M Hom
Patojenik KCNJ2 p.V93I Het
Patojenik KCNQ1 p.R366Q Het
Muhtemel KCNQ1 c.1196delC Het
patojenik

Patojenik KCNQ1 R259C Het
Patojenik KCNQ1 c.1032G>A Het
Patojenik KCNQ1 p.R366Q Het
Patojenik KCNQ1 p.G314S Het
Patojenik KCNQ1 p.G314S Het
Muhtemel NPPA p.S64R Het
patojenik

Muhtemel SCN5A p.M1851T Het
patojenik

Muhtemel SNTA1 p.A257G Het
Patojenik
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Tablo 6.3 Klinige yardimi olabilecek ancak klinikanlami heniiz kesin olmayan

varyantlar.

Degerlendirme Gen Varyant Zigosite
VUS AKAP9 p.E3487K Het
VUS ANK?2 p.E3425G Het
VvusS ANK?2 p.G487A Het
VUS ANK?2 p.T1113A Het
\"ASK ANK?2 p.D905N Het
VUS CACNAIC p.N2128S Het
VUS CACNA1C p.N2128S Het
\"ASK CACNAI1C p.E1948K Het
VuUS CACNA2D1 p.IN393S Het
VUS CACNA2D1 p.N393S Het
VvusS CACNB2 p-R606G Het
VUS CACNB2 p.S160T Het
VUS DSC2 p.V303M Het
VUS DSC2 p-Q766H Het
VUS HCN4 p.A195V Het
VusS KCNAS p.R234L Het
VUS KCNE1 p.I82F Het
VUS KCNJ8 p.A88G Het
VvusS MYH6 p.R1532C Het
VUS MYH6 p.-Q1065H Het
VUsS MYH6 p.D470Y Het
VvusS PKP2 p.R811S Het
VUS RYR2 p-M1975V Het
VusS RYR2 p.A567P Het
VUS RYR2 p.T28321 Het
VUS SCN3B p.V1671 Het
VUS SCN5A Q692K Het
VUS SCN5A p.S216L Het
VUS SCN5A p.A672S Het
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SNTAL
SCNS5A
SCN3B
RYR2
PKP2
NPPA
NKX2-5
MYH6
KCNQ1
KCNJ8
KCNJ2
KCNH2
KCNE1
KCNA5
HCN4
DSC2
CAV3
CACNB2
CACNA2D1
CACNA1C
ANK?.
AKAPO

1

B Varyant sayisi

o
N
w

4 5 6 7 8

Sekil 6.2. Saptanan degisimlerin genlere gore dagilim1

Tablo 6.4. OMIM kayitlarina goére ©On tam1 ile uyumsuz olarak

degerlendirilen varyantlarin iligkili oldugu hastaliklar.

On Tam OMIM Hastalik Kaydi Varyant Sayis1

Uzun QT ARVD 3
ARVD/KPVT 3
Atrial Fibrilasyon (AF)/Atrial 2

Sessizik

Atrial Septal Hasar/HSS 3
Brugada Sendromu 6

KPVT Uzun QT 3
Atrial Septal Hasar 1
AF 1
ARVD 1
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Hastalarda saptanan ve raporlanan varyantlarin klinik yorumlar farkli veri

tabanlarina gore farklilasabildigi tablo 6.5’de verigmistir.

Tablo 6.5. Saptanan patojenik varyantlarm* MEDIGEN** ACMG***,
HGMD ve ClinVar**** veri tabanlarina gore siniflandirmasi

Patojenik
GEN varyant MEDIGEN** |ACMG** ' HGMD ClinVar*
* skskok
KCNQI p.-R366Q Patojenik Muhtemel |[CM002330, |[YOK
Patojenik |DM
KCNIJ2 p-V93I Patojenik VUS CMO051940, |VUS
DM (Apr 25,
2017)
KCNIJ2 p.-V200M Patojenik VUS YOK YOK
KCNQI1 R259C Patojenik Patojenik |CM003452, |Patojenik
DM (May 25,
2017)
KCNH2 p.A561V Patojenik Patojenik |CM950709, |Patojenik
DM (Jun 30,
2017)
KCNQI1 c.1032G>A |Patojenik Muhtemel |CS992245, |Patojenik
Patojenik |DM? (Dec 28,
2017)
KCNE1 p.D76N Patojenik VUS CM970800, |Patojenik
DM (Aug 14,
2017)
KCNQI p.G314S Patojenik Patojenik  |CM960902, |Patojenik
DM (Nov 9,
2016)
KCNH2 p-Y493C Patojenik Muhtemel |(CM040437, \Muhteme
Patojenik |DM 1
Patojenik
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(Mar 3,

2016)
Muhtemel
Patojenik
GEN varyant MEDIGEN ACMG |HGMD ClinVar
CAV3 p.T78M Muhtemel VUS CMO065052, |Likely
Patojenik DM benign
(Feb 13,
2018)
KCNQI1 c.1196delC  |Muhtemel Patojenik |YOK YOK
patojenik
SNTALI p-A257G Muhtemel VUS CMO087843, |Likely
Patojenik DM benign
(Jan 30,
2018)
KCNH2 p.E929GfsTe |Muhtemel Patojenik |YOK VUS
rll patojenik
KCNH2 p-AS61E Muhtemel Muhtemel [YOK YOK
Patojenik Patojenik
NPPA p.S64R Muhtemel VUS CM109498, |Likely
patojenik DM benign
(Sep 12,
2017)
KCNH2 p.P605SL Muhtemel Muhtemel |[CM097463, |YOK
Patojenik Patojenik | DM
SCNSA p-MI1851T  |Muhtemel VUS YOK YOK
patojenik
KCNH2 p.L615R Muhtemel Muhtemel [YOK YOK
Patojenik Patojenik
VUS
GEN varyant MEDIGEN ACMG |HGMD ClinVar
ANK2 p.E3425G  |VUS VUS YOK YOK
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DSC2 p.V303M VUS VUS CM117222, |Benign
DM? (Nov 4,
2017)
RYR2 p-M1975V  |VUS VUS YOK VUS
MYHG6 p-R1532C  |VUS VUS YOK VUS
MYHG6 p.Q1065H |VUS Muhtemel |(CM052258, ('VUS
Patojenik |DM (Apr 5,
2018)
MYH6 p.D470Y VUS VUS YOK VUS
RYR2 p.AS67P VUS VUS YOK YOK
AKAP9 p.E3487K  |VUS Muhtemel |YOK Muhteme
Benign 1 Benign
(Nov 13,
2017)
CACNB2  |p.R606G VUS VUS YOK Benign
(Dec 29,
2017)
KCNE1 p.I82F VUS VUS YOK YOK
SCNSA Q692K VUS VUS CMO030273, |Muhteme
DM? 1 benign
(Jan 19,
2018)
KCNAS p-R234L VUS VUS YOK VUS
ANK?2 p.G487A VUS VUS YOK YOK
HCN4 p-A195V VUS VUS CM134349, |VUS
DM?
SCNSA p.S216L VUS VUS CMO087603, | Muhtem
DM? el Benign
(Dec 9,
2017)
KCNIJ8 p-A88G VUS VUS YOK VUS
SCN3B p.V1671 VUS VUS YOK YOK
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RYR2 p.T28321 VUS VUS YOK YOK
SCNSA p.A672S VUS VUS YOK YOK
CACNB2  |p.S160T VUS VUS CM109293, |Muhteme
DM 1 benign
(Jan 9,
2018)
DSC2 p.Q766H VUS VUS YOK VUS
ANK2 p-T1113A  |VUS VUS YOK YOK
ANK2 p.D905SN VUS VUS YOK VUS
PKP2 p-R811S VUS VUS CM102828, |Muhteme
DM 1 Benign
(Feb 13,
2018)
CACNAIC |p.N2128S |VUS VUS YOK VUS
CACNA2D |p.N393S VUS VUS YOK YOK
1
CACNAIC |p.N2128S |VUS VUS YOK VUS
CACNA2D |p.N393S VUS VUS YOK YOK
1
CACNAIC |p.E1948K  |VUS VUS YOK VUS (Jan
3,2018)
Muhtemel
Benign
GEN varyant MEDIGEN ACMG |HGMD ClinVar
ANK?2 p.I13285T Muhtemel VUS YOK Benign
Benign (Dec 26,
2017)
SCNSA p-Q692K Muhtemel VUS CMO030273, |Muhteme
Benign DM? 1 benign
(Jan 19,
2018
ANK?2 p.13285T Muhtemel VUS YOK Benign
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Benign (Dec 26,
2017)
ANK2 p.I3285T Muhtemel VUS YOK Benign
Benign (Dec 26,
2017)
NKX2-5 p.R25C Muhtemel VUS DM?- Benign
Benign Cardiac (Dec 28,
disease 2017)
SNTALI p.P74L Muhtemel VUS CM1111801,|Muhteme
Benign DFP 1 benign
(Jan 30,
2018)
HCN4 p-HI119Q Muhtemel VUS YOK YOK
benign
Benign
GEN varyant MEDIGEN ACMG |HGMD ClinVar
DSC2 p.ES896EX  |Benign VUS CI065824, |Benign
DM? (Jan 12,
2018)

*Ayni degisim birden fazla hastada saptanmis ve diger kriterle ayni ise varyant listeden

cikartildi.

**Medipol Universitesi Genetik Tan1 Merkezi

***Varsome /https://varsome.com/ erigim tarihi 27.05.2018

**#*%*ClinVar verisi i¢in hastalikla iliskili birden fazla veri olanlardan en giincel yayinin

degerlendirmesi referans alindu.

86




Tablo 6.6. MEDIGEN’de saptanan varyantlarin ACMG kriterlerine gore

diger veri tabanlaria gore karsilastirilmasi

MEDIGEN ACMG HGMD ClinVar
Patojenik/DM 9 3 7 5
Muhtemel 9 3
Patojenik/DM?
VUS 29 27 21
Muhtemel Benign 7 2
Benign 1 1
35
30
25
20
15
10 ® MEDIGEN
5 B ACMG
0 L [] L l o = HGMD
a S Q S m ClinVar
o) ¥ \Z Q
o\Q’ & &
Q‘é’\ Q q}o\ “\@QQ
N N
e‘& N
\é\.
N\

Sekil 6.1. MEDIGEN’de saptanan varyantlarmn diger veri tabanlarina gore karsilastirilmasi
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Tablo 6.7. ClinVar ve HGMD klinik veri tabanlarinda bulunmayan

varyantlarin merkezimiz ve ACMG tarafindan degerlendirilmesi.

GEN varyant MEDIGEN |ACMG HGMD |[ClinVa
r

ANK2 p.E3425G VUS VUS YOK YOK

KCNQI1 c.1196delC  |Muhtemel Patojenik YOK YOK
patojenik

KCNIJ2 p-V200M Patojenik VUS YOK YOK

RYR2 p.AS67P VUS VUS YOK YOK

KCNE1 p.I82F VUS VUS YOK YOK

ANK2 p.G487A VUS VUS YOK YOK

SCNSA p-MI1851T Muhtemel VUS YOK YOK
patojenik

HCN4 p.-H119Q Muhtemel VUS YOK YOK
benign

SCN3B p.V1671 VUS VUS YOK YOK

RYR2 p.T28321 VUS VUS YOK YOK

SCNS5SA p.A672S VUS VUS YOK YOK

KCNH2 p.L615R Muhtemel Muhtemel | YOK YOK
Patojenik Patojenik

ANK2 p.T1113A VUS VUS YOK YOK

CACNA2D1 p-N393S VUS VUS YOK YOK

CACNA2D1 p.N393S VUS VUS YOK YOK
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7. TARTISMA VE SONUC

Kardiyak iyon kanallarinin islevlerindeki bozukluklar elektrokardiyografik
anormalliklerle ve aritmilerle kendini gosterir. Kardiyak iyon kanallarindaki bu
bozukluklar kardiyak kanalopatiler olarak tanimlanmaktadir. Kanalopatiler, Na",
K*, Ca™ ve CI kanallarini, akuaporin adi verilen su kanallarini, kanallarin
yerlesimi/islevi ile ilgili cesitli gorevleri olan membran proteinlerini ve sinyal
proteinlerini ilgilendirebilir (101). Kanalopatiler kapsaminda adlandirilan, uzun
QT sendromu, Brugada Sendromu, katekolaminerjik polimorfik ventrikiiler
tasikardi ve kisa QT sendromunu igeren genetik nedenler ani kardiyak Oliimlere
sebebiyet veren kalp ritim bozuklugu hastaliklaridir. Kanalopati olgulart siklikla
1-35 yaslarinda ani olarak 6len, 6ncesinde herhangi bir saglik problemi olmayan
son derece saglikli bireylerdir. Makroskobik ve mikroskobik incelemeler tani
koymada yetersiz oldugundan bu olgularda genetik analiz yapilmalidir. Voltaj
kapilt iyon kanallarimin initelerini kodlayan genlerde ve bu kanallarin
fonksiyonunu diizenleyici proteinleri kodlayan genlerde olusan mutasyonlar ritim

bozuklugu hastaliklarinin altinda yatan genetik faktorleri olusturmaktadir.

Son 15 — 20 yil igcinde YND teknikleri kullanilarak kisa zamanda alinan
bliylik data verimliligi beraberinde bu datalarin islenmesi i¢in 6zel programlarin
gelistirilmesine ve yorumlanmasi i¢in biyoinformatik yaklagimlarin gelismesine
sebep oldu. Data verimliligi ve buna paralel gelisen biyoinformatik yaklagim
farkli disiplinleri biraraya getirerek hastaliklara sebep olan genetik faktorlerin
daha iyi anlagilmasina olanak verdi. Bunun sonucu olarak, hastaliklarla
iligkilendirilmis ailesel gecisli mutasyonlarin kayitlarinin yillara gore dagilimi.

2007°den 2016’ye kadar iki kat artt1 (89).

Bu tez caligmamizda YND teknikleri ve biyoinformatik yaklasimlardan
yararlanarak kalp ritim bozuklugu tanisi ile MEDIGEN’e gelen 16 yasinda veya
kiigiik 72 bireyin aritmi ile iliskili 39 geni incelendi. 37 hastada incelenen

genlerde hastalikla iligkili varyant saptanamamis ve negatif rapor verilmistir.
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Degisim saptanamamasinin nedeni; incelenen genler disinda aritmiye sebep
olabilecek farkli bir gende mutasyon olma olasiligidir. Bu hastalara tiim ekzom
calismast gibi daha kapsamli dizileme calismalar1 Onerilebilir. Ayrica calisilan
genlerin fazlalig1 hedeflenen bdlgelerin bir kisminda yeterli kalite ve derinlikte
dizi olmamasina sebep olabilmektedir. Aranan mutasyonun diisiikte olsa kaplam
dis1 kalan bu bolgelerde olma olasili§i her zaman vardir. Negatif raporlarin bir
diger nedeni de NGS tenolojisi ile bugiinlerde yeni yeni saptanmaya baslayan
bliyik DNA dizi kayiplar1 ya da eklenmelerine neden olan kopya sayisi
degisimleri (Copy Number Variation, CNV) yoniinden incelenmemis olmasidir

(102).

35 hastada calisilan genlerde kalp ritim bozuklugu ile iliskili 58 varyant
saptanmistir. Fenotiple dogrudan iliskili patojenik ve muhtemel patojenik 21
varyantin 17°si Uzun QT sendromuna yol agcan ana genlerden (tan1 degeri %5 ila
%35 arasinda degisen) KCNQ! (7 varyant), KCNH?2 (6 varyant), RYR2 (1 varyant)
ve Kisa QT sendromuna yol agan temel genlerden de KCNJ2 (3 varyant) de
saptanmustir. Uzun QT ile nadir iliskili (tan1 degeri <%]1) olarak tanimlanan diger
3 mutasyon 1 er tane olmak lizere KCNEI, CAV3, SNTAI genlerinde saptanmustir.
Bu sonugclar genel literatiir bilgisi ile paralellik gostermektedir (57,58).

Klinige katki saglayabilecek ancak fonksiyonu henliz tam netlige
kavugmamig ve VUS olarak tanimlanan varyantlarin tiim varyantlara oram
%50’dir. Voltaj kapil1 iyon kanallar1 ve diizenleyici {nitelerini kapsayan 13 farklh
gende saptanan varyantlarin patojenik netlige kavusturulabilmesi, bu genler
iizerinde yapilacak fonksiyonel ¢alismalara baglhidir. YND tarafindan iiretilen ve
analiz edilen datanin hasta klinigi ile birlikte fonksiyonel analiz ile desteklenmesi

gerekmektedir.

NGS teknolojisinin bol miktarda data iiretmesinin imkanlar1 ile kisisel ve
populasyonlara 6zgii binlerce varayantin belirlenmesi hizli bir sekilde miimkiin

olmustur. Ancak bu datanin insan sagligi ile iliskisinin belirlenmesi ayni hizla
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gergeklestirilememektedir. 2013 yilinda National Center for Biotechnology
Information (NCBI)’1in dbSNP (versiyon 137) databankasinda 50 milyon varyant
refere edilmistir. Bununla birlikte bu varyantlarin protein degisimine sebep olan
sadece 25,318 (%3’den azi) tanesi hastaliklarla iligskilendirilebilmistir. Biiyiik
cogunlugunun ise fenotipe etkisi hala arastirllmaktadir. Hastaliklarla iliskili
literatiirlerin genetik temelli olanlarin kayitlarinin  taranmasi ile olusturulan
Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) databankasinda hastaliklarla
iligkili 16,069 varyant kayithdir. Bununla birlikte OMIM de dahil farkli veri
tabanlaridaki kayitlar1 i¢inde barindiran NCBI'mn klinik veri bankasi ClinVar
databankasinda rapor edilmis 67,555 varyant bulunmaktadir ve bunlarin 13,465
tanesi klinik olarak smiflandirilmistir. Literatiir kaynakli bir diger databankasi
Human Gene Mutation Database (HGMD)’nin profesyonel versiyonunda ise
Nisan 2013 kayitlarina gore bir ya da daha fazla literatiirle refere edilmis 109,521
hastalikla iliskilendirilmis varyant bulunmaktadir (103). Aralik 2016 tarihi
itibariyle patojenik ya da muhtemel patojenik olarak bildirilimis ClinVar veri
tabaninda 53,211 dbSNP veri tabaninda ise 49,675 varyant bulunmaktaydi.
HGMD veri tabaninda ise ‘hastalik nedeni mutasyon (DM)’ ya da ‘muhtemel
hastalik nedeni mutasyon (DM?) olarak bidirilen 193,904 varyant kayitliydi
(104).

Bu veri bankalarinda varyantlarin klinik olarak smiflandirilmasinda da
farkliliklar bulunmaktadir., ~ HGMD kayitlarinda veriler; Hastalikla iliskili
polimorfizm (Disase-associated polymrphism, DP), Hastalikla iligkili fonksiyonel
polimorfizm (Disase-associated polymrphism with supporting functional
evidence, DFP), Fonksiyonel polimorfizm (Functional poliymorphism, FP),
Hastalik nedeni mutasyon? (Disase causing mutation?, DM?), Hastalik nedeni
mutasyon (Disase causing mutation, DM) olarak siniflandirilmistir (89). ClinVar
da ise varyantlar ACMG’nin 5’li simiflandirmasia gore; patojenik, muhtemel
patojenik, benign, mutemel benign ve klinik anlami1 kesin olmayan varyant (VUS)
olarak verilir (92). Ancak bu siniflandirmaya girmeyen polimorfizm, somatik ve
klinik anlami1 bilinmeyen (unknown significance) kategorileri de vardir. HGMD

ve ClinVar veri tabanlar1 agisindan baktigimizda ‘hastalik nedeni mutasyon’ ile
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‘patojenik’, ‘muhtemel hastalik nedeni mutasyon’ ile ‘muhtemel patojenik’
birbirini karsilarken HGMD veri tabaninda ‘benign’, ‘mutemel benign’ ve ‘klinik
anlam1 kesin olmayan varyant (VUS)’un karsiligi bulunmamktadir. Bu durum
varyantlarin evrensel bir dille siniflandirilmasinin bugiin i¢in miimkiin olmadigin
gostermektedir. ACMG’nin varyantlar1 siniflandirma kriterleri ve bunun igin
gelistirdigi yontem bu yonde atilmis 6nemli bir adim olarak goriilebilir. Bir diger
adimda VarSome gibi bir¢ok databankasindan gelen verileri birarada sunabilen,
birgok akademik yapiy1 i¢inde barindiran ve karsilastirma kolaylig1 saglayan
platformlarin ortaya ¢ikmasidir (96, 105).

Varyantlarin fonksiyonel etkisinin belirlenmesinde ve siniflandirilmasinda
bilgisayar temelli in silico tahmin gerecleri de yaygin olarak kullanilmaktadir.
Fonksiyonel etki; protein degisimlerinin yapsial etkisini belirleyen ya da
korunmus bolge temelli ‘skorlama matriksleri’ ile ‘makine 6grenme teknigi’
temelli modeller kullanilarak belirlenir. Bu in silico tahmin gereglerinden CUP-
SAT, I-Mutant2.0, LS-SNP, Parepro, PhD-SNP, SNPs&GO ve SNPs3D ‘support
vector machines (SVMs)’ yontemini kullanir. MutPred ve nsSNPAnalyzer
‘Random Forests’, PMUT ve SNAP ise ‘feed forward neural networks’ yaklagimi
ile calisir. PolyPhen-2 ve MutationTaster ‘Naive Bayes’ yaklagimini kullanirken
AUTO-MUTE SVM ya da ‘Random Forest’ algoritmasini kullanir. Align-GVGD,
D-Mutant, DS-Score, FASTSNP, FoldX, GERP++, Gumby, LogR.E-value,
MAPP, Mutation-Assessor, PANTHER, PhastCONS, PolyPhen-1, PopMuSiC,
SCONE, SIFT, Skippy ve SNPeffect gibi diger birgok in silico gerec ise farkli
degerlendirme metodlar1 kulnarak fonksiyonel etkiyi belirlerler. Belirli
siniflandirma  kriterleri kullanan tiim bu programlar yaklasim ve metod
farkliliklarindan kaynakli olarak aymi varyantin fonksiyonel etkisi i¢in farkl
sonuclar verebilmektedir. Bu durum degisimin klinik etkisinin belirlenmesinde in

silico metodlarin bagarisini goreceli hale getirmektedir (103,106).

Varyantlarin klinik 6neminin belirlenmesinde genetik testlerin diginda farkli
molekiiler projelerden gelen verilerin kullanilmas1 bugilin eldeki verinin

yorumlanmasida daha 6nemli hale gelmektedir. 2003 yilinda baslayan National
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Human Genome Research Institute (NHGRI) ile isbirligi altinda yiiriitiilen The
Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE) projesi daha 2013 yilinda insan
genomunun biyokimyasal fonksiyonunu %80’ini belirlemisti. Sonrasinda ise insan
genomuna ait fonksiyonel elementler iizerine calismalar devam etmistir. Bu
kayitlarda tek nokta degisimlerin yaninda protein kodlayan genlerin transkript
iiniteleri, protein baglanma tiniteleri, korunmus DNA elementleri, kromatin yapisi,
histon farklilagmalar1 gibi biyokimyasal fonksiyonlar yer almaktadir. Ve bu dataya
https://www.encodedcc.org web sitesi ile University of California Santa Cruz
(UCSC)’un internet platformundan ulasilabilmektedir. Bu ve benzeri projelerden
gelen kayitlar varyantlarin klinik degerlendirmesinde ve smiflandirilmasinda

Onemli veriler barindirmaktadir.

Raporlanan 58 varyantin ACMG smiflandirma kriterler ve HGMD, ClinVar

veri tabanlart ile karsilagtirilmasi sonucunda asagidaki sonuglar ortaya ¢ikmistir:

- Patojenik olarak raporlanan 9 varyantdan ACMG, HGMD ve ClinVar

simiflandirmasina gore sirasiyla 3, 5 ve 7 tanesi uyumlu bulundu.

- Muhtemel patojenik olarak raporlanan 9 varyantdan ACMG, HGMD ve

ClinVar siniflandirmasina gore sirastyla 3, 0 ve 0 tanesi uyumlu bulundu .

- Klinik anlami kesin olmayan varyant (VUS) olarak raporlanan 29
varyantdan, ACMG, ClinVar siniflandirmasina gore sirasiyla 27, ve 12 tanesi
uyumlu bulundu. HGMD veri tabaninda VUS, benign ve muhtemel siniflamasi

yapilmamustir.

- Muhtemel benign olarak raporlanan 7 varyantin 2 tanesi , ClinVar veri

tabaninda da ayni sekilde degerlendirilmistir.

- Benign olarak raporlanan 1 varyant, ClinVar veri tabaninda da

saptanmuigtir.
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- HGMD ve Clin Var veri tabanlarinda bulunmayan 15 varyant ACMG
kriterlerine gore 13 tanesi VUS, 1 patojenik ve 1 tanesi muhtemel patojenik

olarak degerlendirilmis ve raporlanmistir.

Bizim degerlendirmemiz, klinik veri bankalar1 (ClinVar, HGMD) ve ACMG
siniflandirmasi arasindaki bu farkliliklar YND ile birlikte olusan veri fazlaliginin
yaninda datanin anlamlandirilmasinin  6nemini gdstermektedir. Varyantlarin
patojenik etkisini yorumlamak i¢in veri tabanlarindan gelen bilgilere ilave olarak
hasta klinigi, hekimin deneyimi, giincel makalelerin takibi bugiin 6nemini
korumaktadir. Hekim deneyimi ile birlikte HGMD, Clin Var, ACMG gibi veri
tabanlarindan gelen bilgiler ve laboratuvarin kendi veri bankasi sonuglarinin

giivenilirligini arttirmaktadir.

Bu sonuglar gostermektedir ki,

YND’nin sagladigi olanaklar fonksiyonel ¢caligsmalar ile desteklenmelidir.

Varyantlarin patojenik etkisini yorumlamak icin veri tabanlarindan gelen
bilgilere ilave olarak hasta klinigi, hekimin deneyimi, gilincel makalelerin takibi

bugiin 6nemini korumaktadir.

Hekim deneyimi ile birlikte HGMD, Clin Var, ACMG gibi veri
tabanlarindan gelen bilgiler ve laboratuvarin kendi veri bankasi sonuglarin

giivenilirligini arttirmaktadir.

ACMG’nin varyantlar1 siniflandirma kriterleri ve bunun i¢in gelistirdigi
yontem varyantlarin ortak bir dille siniflandirilmast i¢in bir adim olarak
goriilebilir. Bu tlir smiflandirma kriterlerinin  gelistirilmesi klinik datanin

yorumlanmasinda kolaylik saglayacaktir.
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VarSome gibi bir¢ok databankasindan gelen verileri birarada sunabilen,
bircok akademik yapiy1 i¢inde barindiran ve karsilastirma kolayligi saglayan

platformlarin ortaya ¢ikmasi varyantin klinik yorumunu hizlandirmaktadir.

Belirli degerlendirme kriterleri kullanan in silico analiz programlari
yaklagim ve metod farkliliklarindan kaynakli olarak ayni varyantin fonksiyonel
etkisi i¢in farkli sonuglar verebilmektedir. Bu nedenle in silico gereclerin
sonuglarint  birarada  degerlendirmek  bir varyantin  klinik  etkisinin

degerlendirilmesinde daha saglikli olacaktir.

ENCODE gibi genetigin yaninda insan genomunun biyokimyasal
fonksiyonlar1 iizerine yapilan caligmalarin kayitlarini tutan veri bankalarinin
sundugu imkanlardan yararlnmak, varyantlarin klinik degerlendirmesinde ve

siiflandirilmasinda 6nemini korumaktadir.
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