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OZET

Fallot Tetralojisinin NOTCH Sinyal Yolag ile liskisinin Arastirilmasi

Amag: Fallot Tetralojisi (FT) en sik goriilen siyanotik kalp defektidir. FT tiim konjenital kalp
hastaligin (KKH) %7-10’nu olusturan multifaktoryel bir hastaliktir. FT hastalarin en az %50-
60’1yla iliskili genetik faktorlerin tespit edilemedigi konjenital patolojilerinden biridir. Non-
sendromik vakalarin ¢ogu sporadiktir. NOTCH sinyal yolaginda yer alan genlerin kalbin
gelisiminde ve farklilasmasinda 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Calismamizda FT
tanis1 almis hastalarin NOTCH sinyal yolagi ile iliskisini belirlemek amaciyla bu yolakta yer
alan, hastalikla iliskili olabilecegi dngoriilen NOTCH1 ve NOTCH2 genlerin ekspresyon
seviyelerinin tespit edilerek, hem FT patofizyolojisi hem de prognoza yonelik molekiler

mekanizmalarm ortaya konmasi amaglanmaistir.

Gereg ve Yontem: Calismaya, Istanbul Kartal Kosuyolu Yiiksek Ihtisas Egitim ve Arastirma
Hastanesi, Cocuk Kalp ve Damar Cerrahisi Poliklinigine bagvurmus, ebeveynlerinden yazili
bilgilendirilmis onam formu imzalatilan, FT tanis1 almig 8 goniillii dahil edilmistir. Cerrahi
islem sirasinda alman doku Ornekleri ¢alisma yapilana kadar -80° derin dondurucuda
bekletildi. Homojenizasyon sonrasi total RNA izolasyonu yapildi. cDNA sentezi ve cDNA
kontrol PZR’1 yapildiktan sonra ilgili genlere ait dizayn edilen primerlerle Real Time PCR
metodu ile optimize kondisyonlarda mRNA ekpresyon seviyeleri tespit edildi. Génulltlerin
klinik ve demografik verileriyle eslestirilen ekpresyon sonuclar1 kategorik Ozelliklerin

2AACT

karsilagtirilmasinda kikare, ekspresyon datasinin analizinde metodu kullanilarak elde

edilen tiim veriler SPSS 20.0 Version ile degerlendirildi.

Bulgular: NOTCH1 ve NOTCH2 genleri mRNA ekpresyon seviyesi bakimmdan FT’li
hastalarin kontrol grubu ile kiyaslandiginda 66 ve 12 kat degisim degerine sahip ve en az 2

kat upregtile olarak tespit edilmistir.

Sonug: Gen ekspresyon artisi tespit edilen NOTCH1 ve NOTCH2 genleri istatistiksel olarak
analiz edildiginde p=0.000006 ve p=0.000414 olarak anlamli farklilik gosterdikleri

bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Fallot Tetralojisi, mRNA Ekspresyonu, NOTCH Sinyal Yolagi,
NOTCH1, NOTCH2



ABSTRACT

Investigation of the Relationship with NOTCH Signaling Pathway of Tetralogy of Fallot

Aim: Tetralogy of Fallot (TOF) is the most common cyanotic congenital heart defect. TOF is
a multifactorial disease that constitutes 7-10% of all congenital heart disease (CHD). TOF is
one of the congenital pathologies in which genetic factors associated with at least 50-60% of
patients cannot be detected. Most non-syndromic cases are sporadic. NOTCH signaling
pathway genes are known to play an important role in the development and differentiation of
the heart. The aim of this study was to determine the expression levels of NOTCH1 and
NOTCH2 genes, which were predicted to be related to the disease in this pathway and to
determine the molecular mechanisms of TOF pathophysiology and prognosis.

Materials and Methods: The study included 8 volunteers who had applied to the Pediatric
Cardiovascular Surgery Policlinic of Istanbul Kartal Kosuyolu Yiiksek ihtisas Training and
Research Hospital and whose parents had signed a written informed consent form. Tissue
samples taken during the surgical procedure were kept in -80° freezer until the study was
performed. After homogenization, total RNA isolation was performed. After cONA synthesis
and cDNA control PCR, mRNA expression levels were determined with optimized primers
by Real Time PCR method. SPSS 20.0 Version was used to compare the categorical features
of expression and clinical and demographic data of volunteers, and 24T method was used

for the analysis of expression data.

Results: The NOTCH1 and NOTCH2 genes were found to have at least 2-fold upregulation
of 66 and 12 fold change values compared to the control group of patients with FT in terms of

MRNA expression level.

Conclusion: When the gene expression increase NOTCH1 and NOTCH2 genes were
analyzed statistically, it was found that p=0.000006 and p=0.000414 showed significant

difference.

Keywords: Tetralogy of Fallot, mMRNA expression, Notch signaling pathway, NOTCH1,
NOTCH2.
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1. GIRIS VE AMAC

Konjenital Kalp Hastaligi (KKH) kalpte meydana gelen, dogumda veya sonradan
tanis1 konulabilen yapisal ve islevsel anomaliklerdir. Tim KKH’ler siyanozun bulunup
bulunmamasina gore siyanotik ve asiyanotik KKH seklinde iki tipe ayrilir (1, 2, 3). Bunlardan
Fallot Tetralojisi (FT) en sik goriilen siyanotik KKH tirtddr. FT, tim konjenital
anomaliklerin  %7-10’unu olusturmaktadir ve yaklasik her 3600 canli dogumda bir
gorulmektedir (4). Konjenital kalp defektleri bebek 6limlerinin en biyik nedenidir. Bu
sebeple bebeklerde, cocuklarda erken tan1 ve erken tedavi, KKH’ye bagl bebek dogum ve
oliim oranmin azaltilmasi agisindan oldukga dnemlidir. FT patolojisinin, hem genetik hem de
genetik olmayan cevresel faktorlerden kaynaklandigi literatiir bilgilerine dayanarak
multifaktoriyel bir hastalik oldugu bilinmektedir. FT nin etiyolojisi kesin olarak bilinmemekle
birlikte non-sendromik vakalarin ¢ogu sporadiktir. FT’li hastalarin en az %50-60’inda
nedensel genetik etkiler bilinmemekle birlikte her sene artan ¢alismalarla %10’luk kisminda
de novo kopya sayisi degisiklikleri bulunmaktadir (5). NOTCH sinyal yolagi evrim siiresince
korunmus, dokunun gelisimi ve farklilagsma sirasinda hiicre kaderinin belirlenmesinde énemli
rol oynayan hiicre etkilesim mekanizmalarindan biridir. NOTCH sinyal yolagi organ
olusumunu ve morfogenezi etkileyerek hiicre proliferasyonunda, farklilasmasinda ve
apoptozda diizenleyici rol oynar. ilk kez 1914 yilinda D. melanogaster’da Morgan tarafindan
gozlemlenip tanimlanmistir. NOTCH, komsu hiicrelerdeki reseptorler ve ligandlar arasinda
iletisim kurarak hiicrelerin farklilasmasinda rol oynayan tek gegisli transmembran proteinidir.
Memelilerde NOTCH sinyal yolaginin NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, NOTCH4 olan dort
NOTCH reseptorii ve JAG1 (jagged), JAG2, DLL1 (delta-like), DLL3, DLL4 olan bes ligandi
vardir. NOTCH ligand1 ve reseptorlerinde meydana gelen mutasyonlarin birgogunun
konjenital ve edinilmis insan hastaliklarina neden oldugu bilinmektedir. NOTCH
sinyallesmesi memeli kardiyogenez sirasinda atriyoventrikiiler kanal, aort kapagi, ventrikiiler
¢ikis yolunun gelisiminde yer alir. NOTCH sinyal yolagi bilesenlerinde goriilen mutasyonlar
yiksek oranda KKH’nin c¢esitli formlarinda goriilmektedir. Omurgalilarda yapilan
fonksiyonel ¢aligmalar, NOTCH’ n kardiyovaskiiler gelisim i¢in gerekli oldugunu ve bunun
insanlardaki 6nemini, c¢esitli NOTCH sinyal elemanlarindaki mutasyonlarm konjenital
kardiyovaskiiler hastaliga neden oldugu gerekgesiyle gostermektedir. TiUm bu bilgilere
ragmen, NOTCH’1n gelisen kardiyovaskiiler sistemde diizenledigi molekiiler mekanizmalar

ve hiicresel siiregler tam olarak aydmlatilamamistir (6). Calismamizda FT tanisi almis



hastalarm NOTCH sinyal yolag: ile iligkisini belirlemek amaciyla bu yolakta yer alan,
hastalikla iliskili olabilecegi 6ngoriilen aday genlerin ekspresyon seviyelerinin tespit edilerek,
hem FT patofizyolojisi hem de prognoza yonelik molekiler mekanizmalarin ortaya konmasi
amaclanmistr.  NOTCH sinyal yolaginda yer alan genlerin kalbin gelisiminde ve
farklilagmasinda 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Bu yolakta yer alan genlerin
ekpresyon farkliliginin FT patofizyolojisi ile ilgili olabilecegi hipotezi ile kurguladigimiz bu
projede NOTCHI1 ve NOTCH2 genlerindeki ekpresyon farkliliklarmin belirlenmesi ile tedavi

ve prognoza yonelik protokollerin olusturulmasi miimkiin olabilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 KONJENITAL KALP HASTALIGI

Konjenital Kalp Hastali§1 (KKH) dogumda veya sonradan tanimlanabilen, kalpte veya
kan damarlarinda meydana gelen yapisal, islevsel ya da metabolik bozukluklar1 olan pediatrik
yas grubunda sikca karsilasilan anomaliklerdir. Bu yapisal bozukluk, konjenital kalp
malformasyonu veya konjenital kalp defekti olarak tanimlanabilir. KKH, tiim diinyada en sik
g6zlemlenen anomalik olup tim konjenital anomaliklerin %28’ini olusturmaktadir. KKH’nin
siklig1 canli dogumda yaklasik %0.5-0.8 civarinda olup, 6lii dogumda yaklagik %3-4, spontan
diistiklerde %10-25 oranma sahiptir (7). Konjenital kalp defekti, bebek mortalitesinin en sik
karsilagilan nedenidir. Bu sebeple ¢ocuklarda erken tani ve tedavi, KKH’ye baglh morbidite ve
mortalite oranmin azaltilmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir. KKH ile dogan bebeklerin %40-
50’sinde ilk haftada, %50-60’inda ise ilk ayda tani konulabilmektedir. Dogan bebeklerin
yarist ilk bir yil i¢cinde mortaliteyle sonu¢lanmaktadir. KKH insidansinin yaklasik %20’si
genetik sendromlarla iliskilidir. Hastaligin %80’inin genetik ve cevresel faktdrlerden
kaynaklandig literatiirlere dayanarak multifaktoriyel bir hastalik oldugu bilinmektedir (1, 8,
9). KKH, siyanotik ve asiyanotik olmak tizere iki genis kategoride siniflandirilmaktadir
(Cizelge 2.1)

Asiyanotik KKH: Obstriiktif KKH genellikle daha biiyiik ¢ocuklarda ve yetiskinlerde
goriiliir, ancak yenidoganda goriilmesi hem pulmoner hem de aort kapak darligi igin kritiktir.
Ventrikiiler giris yollarinda, ¢ikis yollarinda ve biiyilk damarlarda tikanma olabilir ve
proksimal kalp odacigmin stenoz distalinde dilatasyonla birlikte hipertrofiye neden olabilir.
Asiyanotik dogumsal kalp lezyonlar1 ventrikiiler septal defekt, atriyal septal defekt, patent
duktus arteriyozus olan sol-sag santli lezyonlar ve aort stenozu, aort koarktasyonu ve
pulmoner stenoz gibi basing yiikiine sebep olan obstriiktif lezyonlar seklinde 2 gruba
ayrilmaktadir.

Siyanotik KKH: Siyanotik kalp hastalarinda kanm, akcigerlerde yeterince
oksijenlenemeden direkt olarak sistemik arteriyel dolagima karigmasi sonucunda Siyanoz
olusur. Bu hastaliklarda fallot tetralojisi, trikiispid atrezisi, pulmoner atrezi, pulmoner stenoz
ve ventrikil septum defekti ile birlikte olan buyuk arter transpozisyonunda pulmoner kan
akimi azaliyorken biiyiik arter transpozisyonu, trunkus arteriyozus, tek wventrikil, total

pulmoner vendz doniis anomalisinde artmis pulmoner kan akimi goriilebilmektedir (1, 9).



Cizelge 2.1. KKH smiflandirilmasi (1, 3, 10, 11)

Sivanotik KKH Asivanotik KKH

Pulmoner kan akimi azalms Sol-sag santh

Fallot tetralojisi (FT) Atriyal septal defekt (ASD)
Trikiispit atrezisi (TA) Ventrikiiler septal defekt (VSD)
Pulmoner darlik ve VSD ile olan biiyiik atrerlerin Patent dultus arterivozus (PDA)

transpozisyonu (PVSD)
Pulmoner atrezi (PA)

Pulmoner kan akimi artmis Obstriiktif lezyonlar
Buyik arterlerin transpozisyonu (BAT) Aort stenozu (AS)
Tek ventrikil Aort koarktasyonu (AK)

Trunkus arteriyozus

o Pulmoner stenoz (PS)
Total pulmoner vendz déniis anomalisi (TPVD)

KKH, dogum kusurlarindan kaynaklanan en oOnemli 6liim sebepleri arasindadir.
Cerrahi onarimdan sonra hastalar kardiyak aritmi, kalp yetmezligi, norogelisimsel eksiklikler
ve diger konjenital anomalikler agisindan risk altindadir. Andploidiler ve kopya sayisi
varyasyonlar1 (KSV), KKH’lerin yaklasik %23’{inii olusturur. Nadir mendel genetigine uyan
KKH formlarma neden olan genler tanimlanirken sporadik KKH’nin biiyiik ¢ogunluguna
neden olan genler bilinmemektedir (12).

Insan ve fare {izerinde yapilan genetik calismalarmn etkisinin kalitsal degisikliklerdeki
rolii biyiiktiir. Nadir goriilen ¢ok kusakli KKH tasiyan ailelerin analizinde, kardiyak
transkripsiyon faktorlerinde, sinyal molekiillerinde ve yapisal bilesenlerinde mutasyonlar
tanimlanmustir. Kalitsal heterozigot varyantlari, sendromik ve non-sendromik KKH i¢in farkli
genetik yapilar sunmustur. Bugiline kadar resesif kalitimin rolii ve dominant kalitim yoluyla
faaliyet gosteren yeni genlerin rolleri sistematik olarak calisiimamistir. Cok sayida ve etkili
mutasyonlarin kesfi i¢in genis kohortlu caligmalar, kapsamli genomik veriler ve saglam
istatistiksel analizler gerekmektedir (12).

Gegtigimiz birkag on y1l boyunca, kalp gelisimini diizenleyen molekiiler yolaklar daha
iyi anlasilmaya baslanmistir. Gen hedefleme teknolojisinin gelisimi, gelisimsel kalp defekti
olusturulan bir¢cok fare modelinin iiretilmesine neden olmustur. Bu c¢alismalar normal kalp
morfogenezi i¢in kritik olan sayisiz transkripsiyonel diizenleyicinin, sinyal molekiiliiniin ve
yapisal genlerin tanimlanmasina yol agmistir. Bunun sonucunda molekdler sinyal yolaklarda
yer alan birgok gen tanimlanmustir. Kardiyak gelisimin molekiiler mekanizmalar1 hakkindaki
bu arastirmalar, KKH’nin genetik etiyolojilerinin tanimlanmasma katki saglamis ve bir¢ok

genin insan KKH’de etiyolojik rolleri olabilecegine dair kanitlar getirmistir (13).



2.1.1 Konjenital Kalp Hastalig1 Epidemiyolojisi

Yingjuan Liu ve ark. (2019) yaptiklar1 caligmada, 1970-2017 yillar arasindaki
konjenital kalp defektlerinin diinya c¢apindaki dogum prevalansint belirlemek amaciyla
giincellenmis sistematik derleme ve 260 caligmanin meta-analizini kullanmiglardir. Caligma
analizlerine toplam 130 758 851 canli dogumdan 1 161 030 KKH vakasi dahil edildi. Calisma
sonucuna gore 1970-2017 yillar arasinda, KKH prevalansi her 5 yilda bir yaklasik %10
artarken, bu oranm %90’indan fazlasi daha hafif lezyonlarm (VSD, ASD ve PDA)
saptanmasindan dolay1 olmaktadwr. Buna karsilik, sol ventrikiil ¢ikis yolu tikanikligi
(hipoplastik sol kalp sendromu igeren) olarak gruplandirilmis lezyonlarin prevalansi 1995—
1999 seneleri arasinda 0.689/1000’den 0.475/1000’e diismiistiir (Sekil 2.1). Cografi bolgeler
arasindaki belirgin farklilik Afrika’da en diisiik prevalansi (2.315/1000) ve Asya’da en yiiksek
(9.342/1000) prevalansi gostermektedir (14).
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Sekil 2.1. KKH alt tiplerinin dogum prevalansi ve zaman i¢cindeki degisimleri.

(A) 1970-2017 doneminde hafif ve siddetli KKH lezyonlarinin prevalansi. Kalin ¢izgiler KKH
lezyonlarinin tahmini prevalansidir, ince ¢gizgiler %95 giiven araligmi temsil eder. (B) 1970-2017 yillar
arasinda en sik goriilen bes KKH alt tipinin dogum prevalansi. PS, pulmoner darlik (14).

Serdar K ve ark. yaptiklar1 ““KKH’nin TUrkiye’deki Dagilimt’” adli ¢aligmada 1997-
2007 seneleri arasmda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Kardiyoloji Ana Bilim Dalina
kayt yaptiran ve incelenen 1300 olgunun Turkiye’deki bolgesel dagilimmni ve
epidemiyolojisini belirlemeyi amaclamistir. Hastalar 2 gruba ayrilmigtir. Grupl ASD (atriyal
septal defekt), VSD (ventrikiler septal defekt), PDA (patent duktus arteriyozus), AS (aort
stenoz), PS (pulmoner stenoz) ve AK (aort koarktasyonu) olan basit dogustan kalp hastaligi
grubunu icermektedir. Grup 2 ise AVSD (atriyoventrikuler septal defect), FT (fallot
tetralojisi), DORV (¢ift ¢ikish sag ventrikiil) ve trikuspid atrezisi, trunkus arteriyosus,



pulmoner atrezi, ebstein malformasyonu, tek ventrikiil ve blyuk arterlerin transpozisyonu
olan kompleks kalp defektlerini icermektedir. Yas gruplari; yenidogan (0-28 guin), bebekler (1
ay ile 2 yil), okul 6ncesi ¢ocuklar (2-5 yil), okul ¢ocuklar1 (5-12 yil) ve ergenler (>12 yil)
olarak kabul edilmistir. Kiz/Erkek ¢ocuk orani 0.9/1°dir. Grup 1°de 717, grup 2’de ise 583
hasta vardir. Yas ve cinsiyet dagilimmin gruplar ve bolgeler arasinda anlamli bir fark
olmadig1r rapor edilmistir. Sonuglar VSD’nin (%22.2) en sik gorilen KKH oldugunu
gostermistir. En blylk hasta populasyonu 4. bolge (% 57.7) olan Orta Anadolu’dan gelmistir.
Grup 2’deki hastalar en ¢ok 3, 6 ve 7. bolgeler olan Akdeniz, Dogu Anadolu ve Giineydogu
Anadolu bolgesinde goriilmiistur (p <0.05) (Sekil 2.2) (Cizelge 2.2). Grup 1 ve 2 arasindaki
onemli farkin 3, 6 ve 7.ci bolgede olmasi bu bolgelerin Orta Dogu’ya yakin olmasi ve sonug
olarak bu bolgedeki giines enerjisi aktivitesi ile ilgili olabilecegi vurgulanmistir. Bu
bolgelerdeki kompleks KKH’nin goriilme sikligini Tiirkiye’de akraba evliligi sikligmin
yliksek olmasina baglamislardir. Ulusal bir ¢alismada akraba evliligi sikliginm 6. ve 7.

bolgelerde %40 oldugu bildirilmistir (15).
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Sekil 2.2. KKH alt tiplerinin Tirkiye’nin cografi bolgeleri arasindaki dagilimu.
Bolge 1: Marmara, Bolge 2: Ege, Bolge 3: Akdeniz, Bolge 4: Orta Anadolu,
Bolge 5: Karadeniz, Bolge 6: Dogu Anadolu, Bolge 7: Giineydogu Anadolu (15).

Cizelge 2.2. Hasta gruplarinin bolgeye gore korelasyonu
*: gruplar aras1 6nemli fark var (15).

Bolge | Grupl Grup2 | Toplam n(%) P
1 16 16 32 Fark yok
2 23 14 37 Fark yok
3 58 70 128 0.03*
4 448 302 750 Fark yok
5 63 52 115 Fark yok
6 25 36 61 0.006*
7 84 93 177 0.003*




2.2 FALLOT TETRALOJISI

Fallot tetralojisinin (FT) anatomisi ilk olarak 1671°de ektopia kordisi olan bir fetiiste
Danimarkali anatomist ve doga uzman1 Niels Stensen tarafindan tanimlanmgstir. Sonrasinda
1777°de Edward Sandifort, 1784’de William Hunter, 1814’de Farre ve 1846’da Thomas
Peacock da dahil olmak lizere baska arastirmacilarda benzer anatomiyi tanimlamiglardir.
1888°de, Etienne-Louis Arthur Fallot, Marsilya Tip Dergisi’'nde FT anatomi ve kusurlarina
neden olan patolojik siireci agiklayan bir dizi rapor yaymlamustir. Fetal gelisim sirasinda dort
anatomik Ozelligin rastgele olmayan birlesimini agiklayan bir patolojik siire¢ oldugunu 6ne
stirmiistiir. Fallot, “Fallot tetralojisi” terimini kullanmamistir, la maladie bleue (mavi malady)
veya siyanoz kardiyak (kardiyak siyanoz) olarak adlandirmustir. ‘‘Fallot tetralojisi’’ olarak
adlandirilan isim, ilk kez 1924 yilinda pediatrik kardiyoloji ve patolojide 6ncii olan Kanadali

Maude Abbott tarafindan tanimlanmstir (16, 17).

2.2.1 Fallot Tetralojisi Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi

FT, tim KKH’larin %7-10"unu olusturmaktadir ve yaklasik her 3600 canli dogumda
bir gortlmektedir (18, 19, 20). FT, erkek ve kiz ¢ocuklarda, tiim irklarda ve etnik gruplarda
esit olarak bulunmaktadir. FT nin nedeni kesin olarak bilinmemektedir. FT nin risk faktorleri
ve klinik belirtileri asagida 6zetlenmistir (Sekil 2.3, Sekil 2.4).
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Sekil 2.3. FT’nin risk faktorleri (21)
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Sekil 2.4. FT nin klinik belirtileri (22).

Klinik belirtilerinde hipoksinin neden oldugu oksidatif DNA hasarmin FT’li
cocuklardaki rolii bilinmektedir (22). FT, multifaktoryel bir hastaliktir. Bazi anatomik ve
klinik degisikliklerin genetik bir temeli oldugunu 6ne siiren kanitlar vardir. FT nin etiyolojisi
kesin olarak bilinmemekle birlikte cogu vaka sporadiktir. FT’1i hastalarin yaklasik %25’ inde
kromozomal anomalikler, %210-20’sinde tek gen mutasyonlar1 tamimlanmisken, FT’li
hastalarin en az %50-60’inda nedensel genetik etkiler bilinmemektedir. Her sene artan
calismalarla %10’luk kisminda de novo kopya sayisi degisiklikleri bulunmaktadir. Fallot
tetralojisi literatiiriiniin ¢ogu sendromik ve non-sendromik olmak Uzere iki hasta
popiilasyonunu olusturmaktadir. Sendromik hastalar FT popiilasyonun yaklasik %20’sini
olusturmaktadir. Literatiirde FT ile iliskilendirilmis baz1 sendromlar mevcuttur. Bunlar 22q11
delesyon sendromu (DiGeorge sendromu), Alagille sendromu, Trizomi 13, Trizomi 21 ve
Holt-Oram sendromudur (23, 24). Bunlardan %7’sini olusturan trizomi 21 (Insandaki Online
Mendel Kalitim [OMIM] 1 190685) ve %10-15’ini olusturan 22g11.2 (OMIM 188400,
192430 ve 611867) mikrodelesyonlar1 en sik rastlananlardir. Kromozom 22q11.2
mikrodelesyonlar;; FT’li hastalarin yaklasik %20’sinde pulmoner stenozda ve %40’inda
pulmoner atrezide gorulmektedir (24, 25). FT, fenotipik olarak iyi tanimlanmistir ancak non-
sendromik vakalarm %80’1yle iliskili genetik faktorler ¢ogunlukla bilinmemektedir. FT li
cocuklarin %85-%90°1 cerrahi onarimla en az 30 yasina kadar hayatta kalirken, 40 yasindan
sonra sagkalim sadece %25’tir. Ciinkii 5 cerrahi onarim sonrasi ortaya ¢ikan skar dokusu ve
pulmoner yetersizlik eriskinlikte 6nemli morbiditeye neden olmaktadir (26). FT’li bebek
Olimlerinin altta yatan nedenlerini belirlemek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Ozellikle mortalite {izerindeki ¢evresel ve sosyoekonomik etkileri arastiran ¢ok az arastirma



vardir. KKH’da disiik dogum kilosu, prematiirite, ik, defektin ciddiyeti, tani koyma
zamanlamasi ve spesifik organ sistemlerinin varolan malformasyonlarmin tiimii sagkalimi
olumsuz yonde etkilemektedir. Ancak FT’ye 6zgii risk faktorleri degerlendirmek icin daha
fazla bilgiye ihtiyag vardr. FT iligkili malformasyonlarin, kromozomal anomaliklerin ve
demografik degiskenlerin farkliligin1 anlamak, ¢ocukluk donemindeki riski degerlendirmek ve
sonuglar1 optimize etmek i¢in hayati dneme sahiptir (25). Yenidogan doneminde FT’li
cocuklarin oksijen yetersizligi, zatlrre, konjestif kalp yetmezligi ve erken mortalitesi yiiksek
diger komplikasyonlar1 gosterebildigi bilinmektedir. Cocuklarda FT tedavisine ragmen koti
prognoz nedeniyle hala bazi komplikasyonlar ortaya ¢ikmaktadir. FT, aile ve toplum sagligina
ve saglik yoniinden ekonomiye agir yiik getirmektedir. Bu nedenle FT etiyolojisinin
arastirilmasi prenatal tani, danismanlik ve prognostik degerlendirmede olasi patogenez ve risk

faktorlerinin 6nemi biyuktir.

2.2.2 Fallot Tetralojisi Patolojisi

KKH’ler siyanozun bulunup bulunmamasina gore asiyanotik ve siyanotik KKH olarak ikiye
ayrilmaktadir (2). Fallot tetralojisi en sik goriilen siyanotik KKH tiiriidiir. Oksijenden fakir
kanin kalpten dolasima katilmasiyla, cildin siyanotik (mavimsi) renk degistirmesine neden
olmaktadir. Dolayisiyla “Mavi Bebek Sendromu” olarak da bilinmektedir. Fallot tetralojisi ilk
kez 1671’de Stensen tarafindan tamimlanmis olup 1888’de Dr. Etienne-Louis Arthur Fallot
hastaligin tiim anomaliklerini belirlemistir. FT, dort anatomik 6zellige sahip ilk tanimlanan

KKH’dan biridir (27). Bunlar:

1. Sag ventrikiil ¢ikis yolu darligi (RVOTO): Kalbin sag ventrikiilii ile akcigerler
arasindaki baglant1 daralmis ve akcigerlere kan akisi azalmistir. Ana daralma bdlgesi,
bu bdlgedeki kalin kasin neden oldugu pulmoner kapak altindadir. Kapak ayrica dar
olabilir (stenotik) ve pulmoner arter de kiicik olabilmektedir (hipoplastik).

2. Ventrikuler septal defekt (VSD): Duvarda kalbin sag ve sol ventrikiillerinin
(pompalama odalar1) arasinda bir delik (septum) vardir. Bu delik, sag ventrikiildeki
deoksijenlenmis kanm sol ventrikiile akmasina izin verir. Oksijenden fakir kan
akcigerde yeterince oksijenlendirilmeden aort yoluyla viicuda gonderilmektedir.

3. Dextrapoze aort: Kalpten viicuda giden ana aort kan damari normalden daha saga
yerlesmistir ve ventrikiiler septal defektin ilizerinde oturmaktadir. Bu, aortun sag
ventrikiilden oksijenden fakir kani ve sol ventrikiilden oksijenden zengin kam

almasina neden olur.



4. Sag ventrikiil hipertrofisi: Sag ventrikiil ¢ikis yolu tikaniklig1 ve daha sert pompalama
ihtiyac1 nedeniyle sag ventrikiil normalden daha kasli ve kalinlasmistir (28) (Sekil
2.5).

Pulmoner darlik

Ventrikiiler septal
defekt

Sekil 2.5. FT kalp anatomisi (29)

2.2.3 Fallot Tetralojisi Tani ve Tedavisi

FT, pek ¢ok karmasik dogumsal kalp hastaligina benzer sekilde fetal yasamda siklikla
teshis edilebilmektedir. FT’li bircok yenidogan, normalden daha diisiik oksijen seviyelerine
sahiptir veya gozle goriilir derecede mavi dudaklara veya tirnaklara (siyanoz) sahip
olabilmektedir. Giiniimiizde yenidoganlarin hastaneden ayrilmadan once kalp saghgi
acisindan taranmasi, Onerilen bir nabiz oksimetresi adi verilen makine tarafindan oksijen
seviyesi Ol¢iilmektedir. Steteskopla bir kalp hiriltist (kan akigindan kaynaklanan anormal kalp
sesleri) duyulabilmektedir. Tani, kalbin ayrintili goriintiilerini veren bir ultrason olan
ekokardiyogramla dogrulanmaktadir. Bugiin bir¢ok bebege dogumdan Once hamilelik
sirasinda ultrason ile kalp defekti tanis1 konmaktadir. FT semptomlari, akcigere giden kan

akis1 engellenmesinin siddetine bagl olarak degisir. Baz1 bebekler ciddi tikaniklik nedeniyle
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dogumdan kisa bir siire sonra mavi goriiniirken, daha az tikanikli§1 olan diger bebekler
normal pembe renktedir. Tikanma genellikle zamanla daha da kotiilesmektedir, bu nedenle
mavi dudaklarin gériinmesi ilk olarak birkag¢ aylikken ortaya ¢ikabilmektedir. Hafif tikaniklig1
olan bazi bebekler mavi goriinmeyebilir ve akcigerlere ¢ok fazla kan akisinin gitmesi (hizl
nefes alma, zayif beslenme ve yavas kilo alma) belirtileriyle sadece ventrikiiler septal defekti
olan bir bebek gibi gozikebilmektedir (28). Ciddi derecede tikali pulmoner kan dolagimi olan
bebekler icin, fetal tan1 perinatal tedavinin daha iyi planlanmasmi saglar ve bdylece erken
yenidogan doneminde hayati tehdit eden siyanozu onler. Deneyimli bir cocuk doktoru veya
kardiyoloji uzmani genellikle klinik olarak tanidan siiphelensede, transtorasik kesitsel
ekokardiyografi, intrakardiyak anatominin kapsamli bir tanimin1 sunabilmektedir (27).

Sonug olarak FT semptomlari, akcigere giden kan akisini engellenmesinin siddetine
bagl olarak yenidogan déneminde siddetli tikanmanin olmasindan dolayr goriilen belirgin
siyanozun olmasi, 2-4 ay arasi bebeklerde beslenmeden dolay1 bir bagirsak hareketinden
sonra veya uyandiktan sonra bebek bacaklarini tekmelemesiyle bilinen tet nobeti, oksijen
saturasyonun (SpO2) %90’dan az olmasi, beslenme ile yorgun bebek ve zayif kilo alim1 gibi
klinik degerlendirmelerden sonra yapilan akciger grafisi, EKG ve ekokardiyogram olan (¢
onemli test sonucunda kesin tanis1 konulabilmektedir (21).

FT, uzun yillardir basarili bir sekilde ameliyati gergeklestirilen konjenital
patolojilerinden biridir. 31 Agustos 1954’te Walton C. Lillehei, siyanotik konjenital kalp
hastaliginin en yaygin nedeni olan FT’nin ilk operasyonel onarimini denemistir. O zamandan
beri etkin mortalite oran1i 6nemli Ol¢iide azalmistir ve gunimizde genellikle bebeklik
doneminde veya erken ¢ocuklukta cerrahi onarim yapilmaktadir (30). FT’li bebeklerin ¢ogu
3-6 aylikken cerrahi onarim gecirmektedir. Bebekler genellikle yaklagik bir hafta hastanede
kalmakta ve 4 ila 6 hafta arasinda tamamen iyilesmektedir. Cerrahi sonuglar %2’den az
cerrahi mortalite ve uzun donem sagkalim ile karakterizedir. Ameliyattan sonra bebekler
birka¢ giin boyunca yogun bakim {iinitesinde, nefes almalar1 icin ventilatére baghdir ve

ameliyattan sonra kalbin iyilesmesine yardimci olacak ilaglar almaktadirlar (27, 28).

2.2.4 Fallot Tetralojisi ile iliskilendirilen Biyobelirtecler

Kalp gelisimi, kesin bir diizenleme mekanizmasi olusturmak tizere farkl alanlarda ve
farkli zamanlarda eksprese edilip etkilesime giren bir¢ok gen ile iligkilidir. Bu genlerin
herhangi birinde meydana gelen anormal ekspresyonun kalp gelisimini etkilemesi
muhtemeldir (18). Boon ve ark. 1972’de FT kalitim oraninin yaklasik %54 oldugu ve bir

kardesin FT’li olmas1 durumunda, ikinci bir kardesine gegirme riskinin %1 oldugu sonucuna
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varmiglardir. FT’li hastalarin yaklasik %151, 22ql1 kromozomunda delesyona sahiptir.
Konotrunkal kalp defektlerin (¢ift c¢ikishh sag ventrikiil, fallot tetralojisi, biiyiikk damar
transpozisyonu ve ventrikller septal defekt), kromozom 22 (izerindeki spesifik bir lokusun
hemizigotlik durumu, konjenital kalp defektlerinin olas1 bir etiyolojisi olarak tespit edilen
klinik bulgulardan biridir. Kromozom 22 mikrodelesyonunun taranmasi gunimizde rutin
olarak yenidoganlarda ve konotrunkal defektli fetiislerde gergeklestirilmektedir. Ek olarak, FT
kromozomal antploidi ile de iliskilidir ve FT’li hastalarin yaklasik %7°si trizomi 21
sendromu ile iligkilidir. JAG1 geni, NOTCH sinyal yolaginda yer alan bir liganddir. Hiicre
kaderinin belirlenmesinde ¢ok dnemli oldugu gdsterilen hiicre i¢i sinyal yolagmin bir bileseni
olan yiiksek derecede korunmus bir hiicre ylizey proteinini kodlar. Bu protein D.
Melanogaster’de insan hiicrelerinde oldugundan daha ayrintili olarak incelenmistir. JAG1
mRNA, gelisen memeli kalbinde yiiksek diizeyde eksprese edilir ve farelerde JAG1’in hedefli
olarak mutasyona ugramasi1 anormal diizeyde kardiyovaskiiler gelisim ve embriyonik 6liimle
sonu¢lanmaktadir (31).

FT’li hastalarin yaklasik %4’iinde NKX2.5 mutasyonu saptanmistir. NKX2.5 geni,
normal kalp gelisimi i¢in gerekli olan bir kardiyak homeobox proteinidir ve CSX genindeki
(NKX2.5’1 kodlayan) mutasyonlar, farkli konjenital kalp malformasyonlarma neden
olmaktadir. Baz1 arastirmacilar, ¢oklu tip 2 ¢inko-parmak protein (ZFPM2) geninde meydana
gelen bir mutasyonun heterozigotlugu ve bu gendeki mutasyonlarn bazi sporadik FT
vakalarma katkida bulunabilecegini O6ne stirmiislerdir. Pizzuti ve ark. ZFPM2 geninin
kromozom 8q22 ile eslestigini kesfetmistir. Bir ¢inko parmak kofaktori olan ZFPM2, GATA
baglayici protein 4 (GATA-4) transkripsiyon faktérl N-terminal alani ile etkilesime girer ve
kalbin gelisimi sirasinda transkripsiyonel aktivitesini hem in vitro hem de in vivo olarak
module eder. Bir baska calismada FT’li 26 hastanin sadece ikisinde GATA-4’tin nokta
mutasyonunu (G/C) gostermislerdir. Ayrica GATA-4 mutasyonlar1 FT’den daha sik
ASD’lerle (OMIM 607941) iliskilendirilmistir. Genlerdeki ¢oklu mutasyonlar olan NKX2.4,
GATA-4 ve digerleri, g¢evresel risk faktorleri ve/veya her ikisinin etkilesimi hastaligin
patogenezinin gelisimine katkida bulunmaktadir. Bazi kardiyak transkripsiyon faktorii
genlerinde baskin mutasyonlar nedeniyle olusan haplo-yetersizligin FT’ye neden olabilecegi
bilinmektedir (19, 31, 32).

Greenway ve ark. FT’li 114 hasta ve ebeveynlerinde yaptiklar1 ¢alismada kopya sayisi
varyasyonlarint (KSV) tespit etmek icin yuksek ¢ozundrlikll bir mikroarray yontemi
kullanmislardir. Calisma sonunda sporadik, non-sendromik FT vakalarinin %10’unun de novo

KSV’lerden kaynaklandigini gozlemlediler. Sporadik FT riskindeki artisla iligkili 7 yeni KSV
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lokusu tanimlamislardir. Bunlar daha oOnceki ¢aligmalarda KKH ile iliskili olan 3 gen
lokusunu igermektedir. Bunlar TBX1, NOTCH1, JAG1 lokusunu igeren mikrodelesyonlardi
(33).

TBX1, kalbin erken gelisiminde Kritik bir role sahiptir ve 22911.2 mikrodelesyon
sendromunun patogenezinde en 6nemli faktorlerden biri olarak ¢aligilmistir. Fare ¢aligmalari
NKX2.5, TBX1, TBX5 ve GATA4 gibi Kkardiyak transkripsiyon faktoérii genlerin haplo-
yetersizliginin, FT ve diger KKH’ler ile iligkili oldugunu gostermistir (Cizelge 2.3) (19).

FT ile iligkili tek gen mutasyonlar1 nadiren tanimlanmistir. Son zamanlarda ekzom
dizileme yontemi kullanilan biiyiik kohortlu bir grup ¢alismada, FT’li ¢ocuklarin %2.3’{inde
FLT4 fonksiyon kayb1 mutasyonlar1 tanimlanmistir. Ekzom sekanslama calismas1 ayrica FT’li
hasta grubunda baska bir FLT4 ¢erceve kayma mutasyonu ortaya koymustur. Sonuglar,
dizensiz VEGF (vaskiiler endotel biiyiime faktorii) sinyal yolaginin FT’nin genetik
etiyolojisine katkida bulundugu hipotezini desteklemektedir (34).

Cizelge 2.3. FT’de yer alan genlerin 6zeti (AD: otozomal dominant, SNP: tek nukleotid
polimorfizmi, CNV: kopya sayis1 varyasyonu, TF: transkripsiyon faktor() (19).

HUCRESEL
) E
GEN MUTASYON MEKANIZMASI
AD: Ailesel ve sporadik
GATA4 (Cinko Parmak TF mutajsyonla.r. Zayif DNA bagla.tlunalsy
(Cinko Parm ) Non-sendromik vakalarda rapor TBX5 ile zayif etkilegim
edilen SNP ve CNV.
Degisken penetrasyon ile
NEX2.5 (Homeobox TF) homeodomain bélge dismdaki DNA’y1 igeren modifive
heterozigot mutasyonlari intramolekiiler etkilegimler
Haplo-yetersizligi Alagille .
JAGI (NOTCH sinyal sendromuyla sonuclamir. Yanlis P.OSt__tranSlaS} 0_?131
. _ y . modifikasyonlar hiicresel
ligandina bagli) anlamli mutasyonlar FT"a neden L
_ verlesimi etkiler
olmaktadir. ’

Holt-Oram sendromunda fonksiyon
kaybi meydana gelir.
Fonksiyonel Nokta mutasyonlarmin
kazanilmas: FT ile sonuglanir.
TBX1 ve 22q11.2 delesyonlar,
DiGeorge sendromu ile iligkili.
Sendromik ve non-sendromik FT ile
iligkili nokta mutasyonlar:

TBX5 (T-Box TF) NEX2.5 ile izole edilmis etkilegim

Non-sendromik nokta
mutasyonlari islevselligini korur
ancak kararliligini azaltir.

TBX1 (T-Box TF)
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2.3 NOTCH SINYAL YOLAGI

NOTCH sinyal yolagi, dokularin gelisimi ve yenilenmesi sirasinda bir¢ok hiicresel
islevi olan hiicre proliferasyonu, hicre kaderinin belirlenmesi, hiicre farklilagsmasi ve
apoptozun dizenlenmesinde yer alan evrim siiresince korunmus hicre etkilesim
mekanizmalarindan biridir (35).

[k kez 1914 yilinda, Morgan tarafindan D. melanogaster’de gozlemlenip
tanimlanmistir (36). Kanatlarmin ucunda kiigiik ¢entikler bulunan sinekler tespit edilmis ve
vahsi tip sinekler ile ¢aprazlandiginda yavrularin fenotipinde ¢entikli kanat gozlemlenmistir.
Bu gozlem, kanat seklinin genetik olarak diizenlendigini ve bu kanat fenotipinden sorumlu
olan genin “NOTCH” olarak adlandirildigini gostermisti. NOTCH mutasyonlar1 ile
Drosophila {izerinde yapilan ileri ¢alismalar NOTCH lokus mutasyonlarmin anormal
embriyonik gelisimede yol agtigini ortaya koymustur. 1983 yilinda, NOTCH lokusunun bir
kismi Drosophila’da klonlanmis, gen ve protein yapisini anlama yolunu agmistir (36).
NOTCH geni D. melanogaster’da tammmlandiktan sonra canlida organ gelisimi, hiicre
kaderinin belirlenmesinde 6nemli rol oynadigi kanitlanmistir. NOTCH sinyal yolaginin insan
gelisimi ve hastaliklardaki rolii 1991°den sonra NOTCH1’deki mutasyonlarin T hiicreli akut
lenfoblastik 16semi (T-ALL) formu ile iliskilendirildigi zaman tanmmustir (6). 1995°te
Weinmaster grubu, bir memelide (sigan) NOTCH 1’1 aktive edebilen NOTCH yolag1 ligandin1
klonlamistir. Ligand, Drosophila serratina benzerligi nedeniyle JAG1 olarak adlandirilmistir.
IIk olarak kas hiicre farklilasmasmi Onledigi gdsterilmistir ve daha sonraki analizler bu
bulgular1 diger viicut dokularina tasimstir (36).

NOTCH geni hiicre kaderinin belirlenmesini, hiicre farklilasmasini ve modellenmesini
diizenleyen evrimsel olarak korunmus bir sinyal yolaktir. NOTCH ligand ve reseptorlerinde
meydana gelen mutasyonlarin birgogunun konjenital ve edinilmis insan hastaliklarina neden
oldugu bilinmektedir. NOTCH aktivitesi, kalp gibi karmagik yapiya sahip organlarda, ¢oklu
parcalarin diizenli olarak gelistirilmesini gerektirir. Omurgalilarda yapilan fonksiyonel
calismalar, NOTCH’m kardiyovaskiiler gelisim i¢in gerekli oldugunu ve insanlarda bunun
onemini ¢esitli NOTCH sinyal elemanlarindaki mutasyonlarm konjenital kardiyovaskiiler
hastaligina neden oldugu gerekgesiyle gostermektedir. Tiim bu bilgilere ragmen, NOTCH’1n
gelisen kardiyovaskiiler sistemde diizenledigi molekiiler mekanizmalar ve hiicresel siiregler
aydmlatilmaya devam etmektedir (6).

Yumurtalik kanserinde, tiimorlerin %19’unda NOTCH3 gen amplifikasyonunun

oldugu ve yumurtalik ser6z karsinomlarmnin yarisindan daha fazlasinda NOTCH3’{in asir1
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ekspresyonuna rastlandigi bulunmustur. Benzer sekilde, NOTCH sinyal aktivasyonunun
meme kanseri gelisiminde de roll oldugu gosterilmistir. Hayvan modellerinde, yapisal olarak
aktif NOTCH4 ekspresyonu, farelerde meme tiimdrlerine neden olmustur ve NOTCHI1 aktive
eden mutasyonlar, T-ALL’m (T hucreli akut lenfoblastik l6semi) gelisimine katkida
bulunmustur. Yakin zamanda yapilan bir arastirmada transgenik farelerde aktif NOTCH1 ve
NOTCH3lin asir1 ekspresyonunun meme bezi gelisimini bloke ettigini ve fare meme
timorlerini indiikledigini gostermektedir (37).

1996 yilinda, NOTCH3 mutasyonlarinin 3. veya 4. on yilda baslayan inme ve demans
ile karakterize bir hastalik olan CADASIL’a (serebral otozomal dominan arteriopati,
subkortikal infarktlar ve lokoensefalopati) neden oldugu bulunmustur. CADASIL,
NOTCH3’iin hiicre dis1 alanindaki mutasyonlarindan, epidermal blyume faktori benzeri
(EGFR) tekrarlarda kazanim veya sistein kalintilarinin kaybedilmesinden kaynaklanmaktadir.
CADASIL hastalarindan yapilan dokunun patolojik ¢aligmalari, beyin lezyonlarinda
NOTCHS3 protein birikimini ortaya ¢ikarmaktadir ancak hastalik ig¢in kesin bir mekanizma
bilinmemektedir. NOTCH3’tin CADASIL’deki roliiniin kesfedilmesinden bir yil sonra ¢ok
sistemli gelisimsel bozukluk olan Alagille sendromunda JAG1 mutasyonu saptanmustir ve bu
durum, daha 6nce az gelismis organizmalarda gosterilmistir. O tarihten sonra, NOTCH
sinyalleriyle iliskili diger gelisimsel bozukluklar tanimlanmis ve NOTCH sinyal yolagi
elemanlarinin hastalik ¢alismalarinda yer alan sayisiz organ sisteminin gelisimine nasil
katkida bulundugunu belirlemek i¢in hayvan modelleri gelistirilmisti. NOTCH1
mutasyonlari, aort kapak darligi, aort koarktasyonu ve hipoplastik sol kalp sendromu gibi
ciddi sol ventrikiil ¢ikis yolu anomalikleri bulunan kisilerde tanimlanmistir. Sol ventrikil
¢ikis yolu anomalikleri ile iliskilendirilen yanlis anlamli mutasyonlar {izerinde yapilan islevsel
caligmalar, mutant reseptoriin NOTCH ligandlarina baglanmasmin azaldigini ve ayrica
endoplazmik retikulumda lokalizasyonun artmasiyla birlikte ylizeydeki reseptér miktarinin

azaldigin1 gostermistir (6).

2.3.1 NOTCH Reseptorleri ve Ligand1

NOTCH geni ilk olarak D. melanogaster’de karakterize edilen 300 kD’lik ve 2370
amino asit tarafindan kodlanan tek gecisli transmembran proteindir. NOTCH sinyal yolag: ii¢
boliimden olusur: NOTCH reseptorii, NOTCH ligandi ve DNA baglama dizisi CSL.
Memelilerde, NOTCH reseptérin NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3 ve NOTCH4 olmak (izere
dort izoformu ve Delta benzeri ligandlar olan DII1, DII3, DIl4, Serrate benzeri ligandlar olan
JAG1 ve JAG2 olan bes ligand1 vardir. NOTCH reseptort, NOTCH hucre ici bdlge (NOTCH
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Intracellular Domain: NICD) ve hiicre dis1 bolge (Notch Extracellular Domain: NECD) olmak
iizere iki kisimdan olusur. NOTCH hiicre dis1 bolge 36 homolog epidermal biiyiime faktorii
(EGF) benzeri tandem tekrarlar1 ve {i¢ sisteince zengin Lin-12/NOTCH tekrarindan (LNR)
olusur. EGF tekrarlarmin sayis1 farkli NOTCH reseptorlerinde farklilik gdsterir ancak yapilari
aynidir. EGF benzeri tekrarlar ise NOTCH reseptorlerinin spesifik ligandlarla fiziksel olarak
baglanmasini saglar. NICD ise alt1 ankirin benzeri tekrar (ANK), CSL-baglayict domain RBP-
Jk 1iliskili molekiill (RAM), iki niikleer lokalizasyon sinyali (NLS), ardindan reseptor yari
omriinii diizenleyen bir islem alani (transaktivasyon domain (TAD)) ve sirastyla prolin,
glutamin, serin ve treonin kalintilarini igeren bir PEST dizisi icerir (38, 39, 40, 41). NOTCH
reseptorleri, yapisinda bir¢ok benzerlik olmasina ragmen, hiicre i¢i ve hiicre dis1 kisimlarinda
farkliliklar gosterir. EGF-benzeri tekrarlarin sayis1 hicre disi kisimda farklidir. NOTCH1 ve
NOTCH2 reseptorleri 36 EGF tekrarina sahipken, NOTCH3 ve NOTCH4 29 EGF benzeri
tekrarlara sahiptir. Hiicre i¢i kissmda, NOTCHI giiglii TAD ve NOTCH2 zayif bir TAD
icerirken NOTCH3 ve NOTCH4’te TAD yoktur. JAG1, JAG2 ve DII1 tip 1 hicre yiizey
proteinleridir. Bunlar Delta /Serrate/LAG-2 (DSL), Delta ve OSM-11 benzeri proteinlerden
(DOS) ve EGF tekrarlarindan olusur. Buna karsilik DII3 ve DIl4 ligandlar1 DOS alanlarmi
icermez. DOS ve DLL etki alanlari, NOTCH reseptoriine baglanmada énemlidir (Sekil 2.6)
(39, 41).

A.NOTCH RECEPTORS B. NOTCH LIGANDS

NECD NICD

—— =) |
votent - JIITTETITTITTAMNBIIIIIL: .,L' i 0 s TIIGE

2 (SR
ADAM y-secretase

Notcnz. - TTITTFATITITTTCAMRTOTT - - smom-0—< > on oI
Notcn3 - [ [TTITIITTIVAVTTATEE - - sy ons o[
Notchs - [ HTTTITTTITE-S0-pe- s> onse-J] %

Sekil 2.6. Memeli NOTCH reseptori ve ligand aileleri (42).

it | 011 ] ]

“—> Notchl
Sekil 2.7. Kromozom 9 (izerindeki NOTCH1 geninin konumu (43)
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‘—> Notch2
Sekil 2.8. Kromozom 1 (izerindeki NOTCH2 geninin konumu (44)

2.3.2 NOTCH Geni Yapis1 ve Islevi

NOTCH sinyali, NOTCH komsu hiicrelerdeki reseptorler ve ligandlar arasindaki
etkilesimler sonucunda hiicre-hiicre baglantilariyla aktive olur. NOTCH reseptoriiniin ligand1
ile baglanmast NOTCH reseptoriinde iki proteolitik bolinme olaymi baslatir (Sekil 2.9).
Hiicrelerin birinde digerine gore daha fazla ligand varsa o hiicre sinyalci roliinii Ustlenir.
Ligandin baglanmasi, NOTCH hiicre i¢i alanmi (NICD) sitoplazmaya birakarak NOTCH
reseptOriiniin ilk proteolitik (S1°1) boliinmesini tetikler. S1 boliinmesi, NOTCH1 reseptoriiniin
olgunlagsmasinda 6nemli bir adimdir. Ligandin reseptoriine baglanmasiyla ikinci boliinme olan
‘S2 boliinme’ gerceklesir. Bunun sonucunda NOTCH hiicre dis1 bdlgesi serbest kalir. ilk
bolinme, ADAM (metaloproteaz ailesi) tarafindan katalize edilirken, ikinci boliinmeye
presenilin, nicastrin, PEN2 ve APH1 iceren bir enzim kompleksi olan y-sekretaz aracilik eder.
Bu nedenle, y-sekretaz kompleksinin inhibisyonu veya presenilin kaybt NOTCH yolagini
etkisiz hale getirir. ikinci bdliinme, DNA baglayici protein RBPJ (immiinoglobulin J-kappa
boélgesi icin rekombinasyon sinyal baglama proteini), koaktiflestirici mastermindlike
(MAML) ve diger ortak aktivatorler (CoA) ile aktif bir transkripsiyonel kompleks olusturdugu
NOTCH hiicre i¢i alanin1 (NICD) sitoplazma igerisine serbest birakir. Transkripsiyonel olarak
aktif olan NOTCH’1n hiicre i¢i kismu (NICD) zardan ayrilir ve boylece aktif NOTCH olusur.
Aktif NOTCH bir tastyic1 protein aracilifiyla niikkleusa gecer. NICD, dogrudan DNA’ya
baglanamaz ancak DNA baglayici proteinlerle ve transkripsiyonel baskilayict CSL (RBP-Jk
veya CBF1 / Su (H) / Lag-1 transkripsiyon faktorleri ailesi icin rekombinasyon sinyali
baglama proteini), (insanlarda C promotorii baglayict faktér L, Caenorhabditis elegans’ta
LAG, ayrica farelerde immiinoglobulin kappa J (RBP-Jk) olarak da adlandirilir) ile kompleks
olusturur. Aktive edilmis NICD-CSL kompleksi mastermindlike (MAML), p300 ve NOTCH
hedef gen transkripsiyonlarina aracilik eden koaktivatorleri (ko-A) alir. RBPJ baglama bolgesi
iceren genlerin transkripsiyonunu aktive eder. Bu hedef genler, farkli hiicrelerde diger
genlerin hareketlerini diizenleyen transkripsiyonel faktorler olarak calisir. Bu nedenle
NOTCH indiiksiyonu, RBPJ’yi bir baskilayicidan bir aktivatore doniistiiren transkripsiyonel

bir anahtar gorevi gorur (45, 46). NICD nukleusta olmadigi durumda her yerde bulunan ortak
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baskilayicit (Co-R) ve histon deasetilazlar (HDAC’ler) CSL ile etkilesime girer ve NOTCH
hedef genlerinin transkripsiyonunu bloke eder (39, 40). NOTCH sinyali uyarilmadiginda,
CSL proteini hedef genleri iizerindeki promotodrlere baglanir ve gen transkripsiyonunu

engellemek icin histon deasetilazlar ve yardimci baskilayicilar: alir (Sekil 2.9).

P

DECRADATIO N

Ligand ‘
endocytosts Trans-endocytosis
SIGNAL SENDING CELL
Ligand

~ 3 1.

ADAM y-secretase
(S2 cleavage) (52754 cleavage) SIGNAL RECEIVING CELL
NEXT
1 ENDOSOME

Proteasomal

NICD CYTOPLASM degradation

NUCLEUS
CoR MAM Co-A
(= ) e [we
N\
Trancriptional
switch

Sekil 2.9. NOTCH hucre igi sinyalizasyon kaskad1 (42).

2.3.3. NOTCH Sinyal Yolaginin Fallot Tetralojisindeki Yeri ve Onemi

Nadir genetik varyantlarin, KKH riskine dnemli katkilar1 oldugu bilinmektedir ancak
bugiine kadar ¢ok az sayida FT vakasi ¢alisilmistir. Donna J. ve ark. yaptiklar1 ¢calismada
(2018) bildirilen en genis ve sendromik olmayan 829 FT’li hasta kohortunda, FT’ye 6zgiin ve

zararll varyantlarm prevalansini degerlendirmek amaci ile tim ekzom dizileme metodunu
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kullanmiglardir. Calismada NOTCHI1’in en fazla O6zgilin ve zararli varyantlar1 igerdigi
bulunmustur (26).

Yapilan bir calismada BAK (bikispid aortik kapak) ile iliskili ailesel, non-sendromik,
otozomal dominant kalsifik aort kapagi hastaliginda (KAKH) NOTCHI mutasyonlar
tanimlanmistir. Bu ¢aligmada iki tip mutasyon saptanmustir. Bir ailede, NOTCHI hiicre dis1
alaninda bir stop kodonu bulunurken, diger bir ailede hiicre dis1 alanin karboksil ucunda 74
yanlis amino asitin eklenmesiyle bir ¢ergeve kaymasi mutasyonu bulunmaktadir. NOTCHI
haplo-yetersizliginin KAKH’nin altta yatan mekanizmasi oldugu 6ne siiriilmiistiir (6).

NOTCH1’deki mutasyonlarin ayrica NOTCH1’in gelisimsel aort kapak anomalikleri
ve ciddi kapak kalsifikasyonunun bir spektrumuna neden olan aort kapak hastaligi dahil ¢esitli
hastaliklardan sorumlu oldugu bildirilmistir (47).

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada NOTCH1 haplo-yetersizliginin, kalp kapak
gelisimini ve osteojenik faktorleri etkileyen spesifik gen aglarimi degistirdigini ve bunun da
aort kapak hastaligina yol agtigin1 gostermistir. NOTCH1 haplo-yetersizligi, insan ve hayvan
modellerinde Alagille sendromu ve aort kapak hastaligina neden oldugu bilinen NOTCH1
ligand1 olan JAG1 ve DLL4’lin tanimlanmasi ile bilinmektedir (45).

Mutantlarda RNA’nin farkl ekspresyonu, ekspresyonu degistirilmis belirli dokularda
veya hicre popiilasyonlarinda gelisimsel kusurlara neden olan dogrudan veya dolayli
hedeflere isaret etmektedir. Farclerde ve zebra baliklarinda yapilan fonksiyonel ¢aligmalar,
NOTCH’1n tiim kalp gelisimi i¢in 6nemli oldugunu géstermektedir. Kalp kapakgiklari, kalp
odalar1 ve koronerleri NOTCH sinyal yolagina baghdir. Ekspresyon profili, kalp kapakg¢ik
gelisimi ve miyokardiyal kompaksiyonu sirasinda NOTCH’in, epitelyal-mezensim gecisi
(EMT), hiicre dis1 matriks (ECM) iiretimi ve kalp odaciklarm olgunlasmasinda yer alan ¢esitli
genleri ve yolaklar1 diizenledigini ortaya koymaktadir (48).

Yapilan bir ¢aligmada, FT’li sadece bir bireyde bulunan, hastalikla iliskili genleri
kodlayan 6 de novo KSV’leri bulunmustur. Bunlardan iki tanesi daha dnceki ¢aligmalarda
KKH ile iliskili genler olan NOTCH1 ve JAGI1 olarak tanimlanmistir. NOTCH1 null
(anlamsiz) mutasyonlar1, dncelikle ailesel bikiispid aort kapagma ve daha az siklikla diger
malformasyonlara neden olmustur. Bulgular sporadik non-sendromik FT vakalarmin en az
%10’unun de novo KSV’lerden kaynaklandigini ve bu lokuslardaki mutasyonlarin diger FT
vakalarinda etiyolojik olabilecegini 6ngérmektedir (33).

Ailesel vakalar ise, FT’li hastalarin genetik mekanizmalar1 hakkinda 6nemli bilgiler
saglamaktadir. Caligmalar otozomal dominant kalitim paterninin giicli kanitlarini

sunmaktadir. Bu nedenle, kromozomal ano