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Amag: Transtiretin (TTR) amiloidozu, otozomal dominant kalitimli degisken
penetransa sahip bir hastaliktir. TTR genindeki patojenik varyantlar, TTR proteininin
yanlis katlanmasina yol agarak kardiyomiyositlerde birikime ve kalp yetmezligine
sebep olabilmektedir. Bu ¢alismada, biventrikiiler konsantrik hipertrofisi olan hastada
TTR geninde saptanan His90Asn (H90N) varyantinin hastalik patogenezine etkisinin
ve non-amiloidojenik varyantlarinin biyoinformatik analizlerle klinik 6nemlerinin
belirlenmesi amaglandi.

Gereg ve Yontem: Indeks vaka, 18 yil kardiyolojik agidan takip edildi ve Illumina TruSight
Kardiyomiyopati paneli kapsaminda 46 genin ekzonik bolgelerindeki varyantlar arastirildi.
TTR geninde HI0N varyanti saptanan vakadan klinik olarak amiloidoz siiphesi ile rektal
biopsi 6rnegi alind1. Bu varyant, Sanger dizileme yontemi ile konfirme edildi.

Bulgular: Onbir yil 6nce tan1 alan ve ICD implante edilen 32 yagindaki bir erkek vakada
TTR geninin ekzon 3'iinde H90N varyant1 heterozigot olarak belirlendi. Indeks vaka,
kardiyak amiloidoz agisindan degerlendirildiginde, progresif sistolik disfonksiyona
sahip oldugu (sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu, 2013'te %60, 2016'da %35 ve
2017'de %20) ve amiloidoz ile uyumlu epikardiyal ve endokardiyal tabakalarda global
longutidunal strain (GLS) skoru ve strain rate degerinin azaldigi belirlendi. Rektal
biyopsininde kongo kirmizis1 boyamasinda amiloid birikimi gézlenmedi. Bu varyant,
asemptomatik olan babasinda da tespit edildi. {lk defa bu galiymada, TTR genindeki
non-amiloidojenik aminoasit degisimine neden olan tim varyantlar biyoinformatik
analizlerle kargilastirildi.

Sonug: Bu galismada, H90N varyantinin infiltratif miyokard hastaligindaki patojenik etkisi
kanitlanamamus olsada TTR genindeki HOON varyant1 gibi non-amiloidojenik varyantlarin
klinik degerlendirmede dikkate alinmas: gerektigi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Kardiyak amiloidoz, transtiretin, His90Asn varyanti

ABSTRACT

Objective: Transthyretin (TTR) amyloidosis is an autosomal dominant inherited disease
with variable penetration. Cardiac deposition of misfolded TTR protein due to missense
pathogenic variants causes heart failure. Our aim was to determine the effect of the
TTR gene His90Asn (H90N) variant on the pathogenesis of disease in a patient with
biventricular concentric hypertrophy, and the clinical significance of variants defined as
non-amyloidogenic with bioinformatic analysis.

Materials and Methods: The index case was followed cardiologically for 18 years and
pathogenic variants were investigated in the exonic regions of 46 genes using the Illumina
TruSight Cardiomyopathy panel. Rectal biopsy specimen was taken from a case where the
H90N variant was detected in the TTR gene, with clinical suspicion of amyloidosis. This
variant was confirmed by the Sanger sequencing method.

Results: Heterozygote HOON variant was determined in exon3 of the TTR gene in index
case of a 32-year-old man with severe heart failure who was diagnosed 11 years ago and
implanted with an ICD. He had progressive systolic dysfunction (left ventricular ejection
fraction, 60% in 2013, 35% in 2016, and 20% in 2017). GLS score and strain rate were
reduced in the epicardial and endocardial layers compatible with amyloidosis in the patient.
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In congo red staining of rectal biopsy, amyloid deposition was not observed. This variant was detected also in the patient’s father, who
did not have clinical symptoms. For the first time in this study, all variants that cause non-amyloidogenic amino acid subtitutions in
the TTR gene were compared with bioinformatics analyzes.

Conclusion: In this study, although the pathogenic effect of the HOON variant in infiltrative myocardial disease was not proven, it
was revealed that non-amyloidogenic variants such as the HO0N variant in the TTR gene should be considered in clinical evaluation.
Keywords: Cardiac amyloidosis, transthyretin, His90Asn variant
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Transtiretin Gen Varyantlari ve Kardiyak Amiloidoz

GIRIS

[k kez 150 y1l énce kegfedilmis olan genis bir
protein katlanma hastalik grubu olan amiloidozlara
sebep olan amiloid agregatlari, f-kivrimli tabaka ya-
pisinda sert, ¢oziinmeyen (insolubl), dallanmayan
fibriler yapiya sahiptir (1). Simdiye kadar insanlarda
in vivo olarak yaklasik 36 farkli prekiirsor proteinin
amiloid agregatlar1 olusturarak amiloidoza sebep
oldugu belirlenmigstir (2). Bu proteinlerden atriyal
natritiretik faktor amiloidozu (AANF) kalpte atri-
yumlara lokalizedir, sistemik olarak ise ¢ogunlukla
bobrek, sinir sistemi, gastrointestinal sistem, dalak
ve yumusak dokular ile birlikte kalpte de amiloid
fibrilleri olarak biriken fibrinojen alfa zincir (AFib),
apolipoprotein AIV (AApoAIV), apolipoprotein AII
(AApoAIl), serum amiloid A (AA), immunoglobin
agir zinciri (AH), immunglobin hafif zinciri (AL) ve
transtiretin (ATTR) prekiirsorleri, kalitsal veya edin-
sel tipte amiloidozlara sebep olmaktadir (3). Kardiyak
amiloidozlar, sonug olarak oldukea heterojen bir eti-
yopatogeneze ve klinige sahiptir ve ¢ogunlukla kar-
diyoloji, nefroloji, ndroloji, hematoloji, radyoloji,
genetik ve patolojiyi ilgilendiren multidisipliner yak-
lagimlar ile taninin konulabildigi hastalik grubudur.

Transtiretin (TTR) iliskili amiloidozlar (ATTR),
mutant formdaki transtiretin proteini sebebiyle olusan
ailesel ATTRv (amiloid TTR varyant) ile dogal-tip
transtiretin proteini sebebiyle olusan edinsel veya senil
ATTRdt olarak gruplandirilmaktadir (3). ATTRA, ¢o-
gunlukla sadece kalbi etkilerken bazen yumusak doku
tutulumu ile bilateral karpal tiinel sendromu, biseps
tendon riiptiirii ve spinal stenoza da sebep olmaktadir.
ATTRvn ise kardiyak tutulumu yani sira siklikla kalit-
sal sensor ve motor sinir kiiciik lif polinéropatisi mey-
dana gelir. TTR iliskili kardiyak amiloidozun klinik
seyri, transtiretin fibrilinin dogal veya mutant formda
olmasina, hastaligin baslangic yasina ve spesifik pato-
jenik varyantlara gore degismektedir (4).

TTR (prealbiimin olarak da adlandirilan) pro-
teini, karaciger, koroid pleksus ve retinal pigment
epitellerinde sentezlenir, 147 aminositlik primer
polipeptidden ilk 20 aminositlik sinyal peptid ¢1-
kartilir ve kalan 127 aminoasitten olusan 14 kDa'luk
monomerin iki boyutlu yapisinda, bir alfa sarmal

(EF sarmali) ve 8 beta iplik bulunur (5) (Sekil 1).
Plazmada doérdiincil formdaki homo-tetramer ya-
pida, birincil olarak retinoliin (Vitamin A) minor
olarak tiroksinin (T4) tasinmasindan sorumludur.
Yaslanma veya TTR gen varyantlar1 sebebiyle, TTR
proteininin tetramer yapisinin monomerlere ayri-
larak tekrar yanlis katlanmalarla oligomer veya fib-
ril yapilarinin olusmasina bagl olarak, dokularda
amiloid fibril birikimi sonucu organ disfonksiyonu
meydana gelmektedir (5). TTR genindeki patojenik
varyantlar nedeniyle olusan amiloidozlar (ATTRv),
ailesel amiloid polindropati (FAP) veya ailesel ami-
loid kardiyomiyopati (FAC) veya her ikisine birden
neden olabilmektedir (6). Giiniimiizde insan genom
mutasyon veri bankasinda (HGMD), TTR geninde
198 adet varyant listelenmektedir ve bunlarin 191
tanesi aminoasit degisimine neden olan tek niikle-
otid varyantlaridir (SNV). Bunlar arasinda, amilo-
id fibrilleri olusturmayip ancak in vivo fonksiyonel
anormalliklere neden olabilen (7) ve non-amiloi-
dojenik olarak gruplandirilan varyantlar da mev-
cuttur (5). Bu varyantlarin, farkli poptilasyonlarda
allel frekanslar1 degiskendir ve 6zellikle amiloido-
jenik varyantlar ile birlikte birlesik heterozigositeye
sahip olup klinik tabloya ve semptomlarin siddeti-
ne etki etmektedir (7). Sekil 1'de gosterildigi gibi
127 aminoasitlik matiir polipeptid dizisinde 109.
pozisyondaki Alanin, amiloidojenik varyant olarak
Serine (A109S) degiserek ge¢ baslangicli, sensdr-mo-
tor polindropatisine neden olurken (8), non-ami-
loidojenik varyantlar olarak Treonin (A109T) veya

L12=D18: A pligi
T75~HB8: EF sarmali A91~A97: F ipligi  R104=S112: Gipligi  S115~T123: H ipligi

A29=K35: B ipligi - WA1=K48: C ipligi E54=L55: Dipligi  G67~I73: E ipligi

O varyant varyant
O o o S S W A109 A1095 AL09T AL09V

H90 H90D H9ON
O e —— S

Sekil 1. TTR polipeptidinde amiloidozlar ile
iligkilendirilmis varyantlar ve pozisyonlari (7, 10)
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Valine (A109V) degistiginde dominant kalitiml
otiroid hipertiroksinemiye neden olmaktadir (9).
Matiir polipeptidde 90. Pozisyondaki Histidin, As-
partat’a degistiginde (H90D) amiloidojenik varyant
olarak ge¢ baslangisli FAP’a (10) sebep olurken As-
varyant olarak tanimlanmaktadir (7,10).

Bu ¢alismada, kardiyoloji tarafindan 18 yil takip
edilmis ileri biventrikiiler konsantrik hipertrofili er-
kek hastada TTR geninde saptanan H90N varyantinin
hastalik patogenezine etkisinin ve diger muhtemel
non-amiloidojenik varyantlarin biyoinformatik ana-

lizlerle klinik 6nemlerinin belirlenmesi amaglandi.

GEREC VE YONTEMLER

Vaka Se¢imi ve Genetik Analizi

Bu ¢aligma kapsaminda yapilan genetik arastirma,
Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurul onayz ile gergekles-
tirildi ve katilimcilardan ¢aligma hakkinda bilgilen-
dirme sonrasinda onam alind1. indeks vakanin kar-
diyolojik degerlendirmeler ve takibi, 16 yasindan 34
yasinda eksitus oluncaya kadar devam etti. Kardiyo-
lojik degerlendirmeler, fizik muayene, elektrokardi-
yografik ve ekokardiyografik olarak yapildi.

16 yasinda iken hipertofik kardiyomiyopati
(HKM) olarak degerlendirilen indeks vaka 28 yasin-
dayken kendisinden ve ebeveynlerinden EDTA1
tiiplere 10 ml periferik kan alindi. Periferik kandan
ayristirilan lokositlerinden standart tuzla ¢oktiirme
yontemi ile genomik DNA 6rnekleri izole edildi. DNA
orneklerinin konsantrasyonlari1 nanodrop cihazinda
olgiildii. Indeks vakada, kardiyomiyopati ile iligkili
46 genin ekzonik bolgelerindeki (Illumina TruSight
kardiyomiyopati paneli, www.illumina.com/trusight)
degisimler, yeni nesil dizileme (YND) platformu ve
protokolleri (Illumina MiSeq, U.S.) kullanilarak hiz-
met alimi seklinde MiSeq Reporter yazilimi ile aras-
tirildi. Elde edilen vcf (variant call format) dosyalar1
incelenerek varyantlarin hastalikla iliskilileri deger-
lendirildi. indeks vakada, TTR geninde heterozigot
olarak belirlenen His90Asn (H90N, His110Asn,
H110N) varyantinin konfirmasyonu ve aile segregas-
yon analizi i¢in ebeveynlerinin genotiplemeleri, TTR
geni 3. ekzonu daha 6nce tarif edilen yontemdeki gibi

(11) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Sanger
dizileme ile yapildi.

Biyoinformatik Analizler

YND yontemi ile tanimlanan varyantlar, varyant
yazilimi (VariantStudio) ile gen transkriptindeki lo-
kalizasyonlar1 ve amino asit substitiisyonlar belir-
lendi. Varyant minimum allel frekanslar1 (MAF: %5
alt1), dominant kalitim modeli ve ekzonik pozisyo-
nuna gore filtrelemeler yapilarak varyant listesi in-
celendi. Indeks vakada, potansiyel olarak hastalik
sebebi olarak, TTR genindeki HOON aminoasit degi-
simine sebep olan ¢.328C>A varyanti heterozigot
olarak belirlendi. Bu varyant ile birlikte TTR genin-
deki diger non-amiloidojenik varyantlar, varyant
dizilerinin yorumlamasinda kullanilan ACMG (Ame-
rican College of Medical Genetics and Genomics)
siniflamasi (12) ve DANN, MutationTaster, FATH-
MM, SIFT, PROVEAN, PrimateAl ve GERP araglar1
kullanilarak elde edilen i siliko analiz sonuglar1 i¢in
VarSome (https://varsome.com/) veritabaninda, po-
pulasyonlardaki allel sikliklar1 (ExAc, erisime agik
data) icin dbSNP veritabaninda (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/snp/), ATTRv ile iliskileri icin HGMD
(Human Genome Mutation Database; BIOBASE,
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/
portal/login.cgi) mutasyon veritabaninda aragtirildi.

BULGULAR

Hasta Hikayesi ve Klinik Degerlendirme

2001 yilinda 16 yasinda iken ilk kardiyolojik de-
gerlendirmelerinde hipertrofik kardiyomiyopati ta-
nisi alarak takip edilen erkek hastaya 5 yil sonra, tam
atriyoventrikiiler blok sebebi ile DDD kalp pili imp-
lantasyonu uygulamas: yapildi. Kardiyoloji takipleri
diizenli devam eden hastanin 2013 yilinda yapilan
ekokardiyografik incelemesinde, ejeksiyon fraksiyonu
(EF) %60, sol ve sag ventrikiil konsantrik hipertrofi-
si izlendi, interventrikiiler septum (ivs): 3.3 cm, pos-
terior duvar kalinlig1 (pdk): 2.4 cm, mitral yetersizli-
gi 1. seviye olarak degerlendirildi ve lead
ekstraksiyonu ile ICD (kardiyak defibrilat6r) implan-
tasyonu yapildi. 2014 yilindaki kontrollerinde, EF %40
ve biventrikiiler hipertrofisi oldugu gozlendi. 2016
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yilindaki kontrollerinde ise EF %35, ivs:3.1 cm, pdk:2.1
cm olarak belirlendi ve CRT-D upgrade islemi i¢in
yeni sol ventrikiil lead implantasyonu yapildi. Bu is-
lemden 5 ay sonra “atriyal flutter” bulgusu sebebi ile
intrakardiyak kardiyoversiyon, 4 ay sonrasinda vent-
rikiiler tasikardi i¢cin uygun ICD soklamasi ortaya
¢ikt1. 32 yasinda EF’si %20, biventrikular hipertrofi
and sol ventrikil dilatasyonu gozlemlenen hastadan
amiloidoz siiphesi ile rektal biopsi (0.2 cm ¢apinda 4
doku par¢asi incelenmis) uygulamasi yapildi ve his-
topatolojik olarak kongo kirmizisi boyamast ile ince-
lenen dokularda amiloid birikimi saptanmadi. Ancak
ekokardiyografik bulgulari, Sekil 2'de gosterildigi gibi
kardiyak amiloidoz siiphesini dogrulamaktadir. indeks
vaka 32,5 yasinda iken EKG bulgular1 Sekil 3de izlen-
mektedir. EKG bulgulari atriyumdan ve takiben vent-
rikiilden yapilan pil ritmi ile uyumludur. QRS ileri
derecede genislemistir (320 msn). Ayni zamanda
vakada, kisa stireli kooperasyon bozulmasi ve konus-
ma bozuklugu gelismesi sebebi ile nérolojik olarak
degerlendirildiginde kontrastsiz kaniyal BT sonucun-
da, belirgin kanama veya patolojik bulgu saptanmadi,
karotid ve vertebral arterlerin renkli doppler ultraso-

nografik incelemesi normal sinirlarda bulundu. Bi-

Sekil 2. Saglikli kontrol bireyinde Global longutidunal
strain (GLS) analizi (list panel) ve amiloidoz hastasinda
GLS analiz (alt panel). Strain 6l¢timleri apikal 4 bosluk
(A), 3 bosluk (B), ve 2 bosluk (C) géruntiilerinden elde
edilmistir. Pik sistolik strain aortik kapak kapanmasindan
onceki en negatif deger olarak saptanmistir (D, E; oklar).
GLS, 3 apikal goriintiiden elde edilen ortalama pik sistolik
strain olarak tanimlanmigtir. 18 segmetli sol ventrikiil strain
grafikleri izlenmektedir (F, G). Kontrol bireyde normal
GLS (-23 %) ve amiloidozlu hastada ciddi azalmis GLS

(-4 %) degerleri izlenmistir
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Sekil 3. indeks vakanin 32,5 yasindaki elektrokardlyograﬁ
goruntisu

yokimyasal kan parametreleri, serumda serbest tirok-
sin (FT4) 25,52 pmol/L (referans degerleri; 11,5-22,7)
olarak arttigy, tiroid stimiilan hormon (TSH) 3.92
ulU/mlL (referans degerleri; 0,25-4,55) olarak normal
aralikta oldugu belirlendi. 1 hafta sonra tekrarlanan
Ol¢timlerde serbest tiroksin (FT4) 29,04 pmol/L (re-
ferans degerleri; 11,5-22,7) olarak arttig1, tiroid sti-
miilan hormon (TSH) 1.61 ulU/mlL (referans deger-
leri; 0,25-4,55), serbest triiodotironin (FT3) 3.91
pmol/L (referans degerleri; 3.5-6.5) olarak normal
aralikta oldugu belirlendi. Hasta, 34 yaginda ciddi kalp
yetmezligi ve pompa yetersizligi sebebiyle eksitus ol-
dugunda, kardiyak amiloidozu histopatolojik olarak
incelenemedi. Hastanin klinik takip agsamalar: Tablo
1'de 6zetlenmektedir.

Incelenen Illumina TruSight kardiyomiyopati gen
paneli bolgeleri %98 oraninda dizilenmis olup indeks
vakada 97 varyant tespit edildi ve filtrelemeler ardin-
dan aminoasit degisimine sebep olan ve klinik 6nemi
belirsiz TTR geninde H90N varyant1 heterozigot ola-
rak tespit edildi. TTR genindeki H90N varyanti i¢in
yapilan aile segragasyonu incelemesinde, klinik bul-
gular1 olmayan babanin tasiyici oldugu tespit edildi.
Sekil 4de Sanger dizileme sonucu gosterilmektedir.

H90N ve Non-amiloidojenik Varyantlarin
Biyoinformatik Degerlendirmesi

Literatiirde TTR geninde non-amiloidojenik ola-
rak gruplandirilmis 12 farkli yanls anlamli (missens)
varyant mevcuttur. Amiloidojenik olarak siniflandi-
rilan HO0D ve A109S varyantlari ile ayni poziyonda-
ki non-amiloidojenik varyantlar birlikte biyoinfor-
matik analizlerle incelendi. Toplam 14 adet varyant,
Sekil 5de gosterildigi gibi agik erisimli veribankalari
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Tablo 1. Indeks vakanin klinik bulgular1

. " . Klinik
Takip Donemleri Bulgular Operasyonlar
HCM (hipertrofik
2001 kardiomiyopati)
tanisi
Tam atriyoventrikii- | DDD Kalp Pili
2006 .
ler blok implantasyonu
Ekokardiyografi:
EF: %60, v ve rv .
O Lead extraction
2013 konsantrik hipert- ICD degisimi
rofi, ivs:3.3, pdk: 8ls
2.4, my: 1. seviye
EF: %40, biventri-
2014 kiiler hipertrofi
2016 Mart ve EF: %35, ivs: 3.1, | CRT yiikseltme,
Nisan pw: 2.1 lead revizyonu
2016 Temmuz atriyal flutter Intr.akardl)'fak
kardiyoversiyon
2016 Kasim Uygun ICD soku VT ka.r diyover-
siyon
EF: %20, biventri- | oKl Biyopsi
. . (Kongo kirmi-
kiiler hipertrofi ve
2017 Iv dilatasvon z1s1 boyamast):
v Y amiloid birikimi
negatif
2019 Ilerj .k.alp yeFmezli—
gi ile eksitus

EF: Ejeksiyon fraksiyonu, Iv: sol ventrikiil, rv: sag ventrikiil, ivs:
intraventrikiiler septum, pdk: diyastolik posterior duvar kalinligs,
my: mitral yetersizligi, ICD: implante edilebilir kardiyoverter de-
fibrilator

TTR p.HI0N, c.328C>A

'
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Sekil 4. TTR p.HI0ON (c.328C>A) varyantinin aile
segregasyonu. Ok, indeks vakayi, gri kare, asemptomatik
tasiyict babay1 gostermektedir

ve biyoinformatik araglar kullanilarak in siliko ana-
lizlerle karsilastirildi. Sekil 5de, sinyal peptid (20
aminositlik) ¢ikartildiktan sonra olugan matiir poli-
peptiddeki pozisyonlar, referans transkriptteki niik-
leotid pozisyonlar: dikkate alinarak, HGMD'de ve
dbSNP veribankalarinda daha 6nce tanimlanmig
olanlarin kodlar1 belirtildi. Ayrica her bir varyantin,

ACMG siniflamasina gore belirlenen klinik 6nemle-

ri, popiilasyonlardaki sikliklari ile in siliko analizlere
gore verilen varsayim sonuglar1 kiyaslandi. Buna gore,
H90N varyanti dahil 10 varyantin popiilasyon grup-
larinda 1/1000den daha nadir bulundugu belirlendi.
In siliko analizlerde, H9ON varyanti, FATHMM, SIFT,
PROVEAN, PrimateAl ve GERP araglarinda zararli
veya riskli skor olarak dngoriiliirken DANN ve Mu-
tationTaster araglarinda ise polimorfik olarak 6ngo-
riildiigii belirlendi. Diger varyanlarin analiz sonug-
lari, Sekil 5de karsilagtirilmaktadir.

TARTISMA

Bu ¢alismada, yaklagik 18 y1l takip edilen bivent-
rikiiler konsantrik hipertrofili erkek hastada TTR
geninde saptanan H90N varyant: ile birlikte diger
non-amiloidojenik varyantlar, biyoinformatik ana-
lizler ile karsilastirilarak klinik 6nemleri ve hastalik
patogenezindeki olas: etkileri aragtirildi.

Kardiyak amiloidozda EKGde diisiik voltaj ve
ekokardiyografide artmis duvar kalinliginin goriil-
mesi tipik bulgulardir (6). Vakamizda AV blok ne-
deni ile kalici pil ritmi oldugundan EKGde diisitk
voltaj degerlendirilemezken amiloidoz ile uyumlu
biventrikiiler duvar kalinlig izlendi. Ayrica kardiyak
amiloidozda atrioventrikiiler blok, hastalarin %22’sin-
de goriilebilmektedir (6). Vakamizada AV tam blok
nedeni ile 21 yasinda kalici kalp pili implantasyonu
yapildi. Kardiyak amiloidozda, global sol ventrikiil
sistolik fonksiyonlar1 ve ejeksiyon fraksiyonu hasta-
ligin ileri safhalarina kadar korunmakta, sistolik
fonksiyonda zamanla ilerleyici bozulma izlenmekte-
dir (6). Benzer olarak, vakamizda da yillar i¢erisinde
sol ventrikiil sistolik fonksiyonunda ilerleyici azalma
meydana gelmistir.

HO0N varyantinin klinik énemi belirsiz olup
non-amiloidojenik olarak tanimlanmaktadir (7, 10).
Bu varyantla ilgili ilk arastirma, 1989 yilinda, ailesel
amiloidotik polinéropatisi olan bir vakada (talyan
kokenli Amerikali, 39 yas, kadin, 34 yas baslangich
sensor noropati, tek gozde vitroz opasite, muhteme-
len noropati sebebi ile eksitus olmug anne, amca ve
teyzesinde periferal noéropati, kardiyomiyopati ve
vitrdz opasite, hastanin vitréz sivisinda amiloid fib-
rilleri immunohistokimya ile gosterilen) TTR geninin
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3. ekzonunda Sphl restriksiyon enzim kesim bolge-
sinde 3 amino asitin degisimine sebep olabilecek
(glu89, his90 veya ala91) bir degisim belirlenmis,
isoelektrik fokuslama (HIEF, “Hyprid isoelectric fo-
cusing in immobilized pH gradient”) teknigi ile plaz-
ma transtiretin PI degerleri ile daha asidik bir ami-
noasite degisim olabilecegi (ki 90 ve 91
kodonlardaki aminoasitler) 6ne siirtilmiis ancak
niikleotid degisimi o donemdeki molekiiler teknikler
ile belirlenememistir (13). Arastirmacilar, 1991 y1-
linda bu vakadaki varyant: tanimlamak igin 3. ekzo-
nun PCR fragmentini farkl: restiksiyon enzimleri
kullanarak incelemisler ancak yine H90N degisimini
kanitlayamamuglardir (14). 1994 yilinda ayni indeks
vakada, abdominal yag aspiratinda amiloid fibrilleri
gosterilmis, kardiyomiyopatisinin ilerledigi ve 42
yasinda ortotopik karaciger transplantasyonunun
yapildigi bildirilmistir. Ayrica, TTR genin dort ekzo-
nik bolgesi dizilenerek ekzon 3deki c.328C>A degi-
simi ile olusan H9ON varyant: tespit edilmis ayni
zamanda ekzon 2de E42G (Glu42Gly) substitusyo-
nuna sebep ikinci bir varyant belirlenmistir (15).
E42G varyanti, daha 6nce alt ekstremite néropatisi
ve kronik diare bulgular1 olan Japon bir ailede gos-
terilmistir (16). Bu Italyan ailenin aile agac1 sorgula-
masinda HOON ve E42G varyantlarinin birlikte indeks
vakanin 6len annesinden segrege oldugu, indeks
vakanin 6 kardesinden 2’sinde (biri 36 yasinda iken
abdominal yag dokusunda amiloid tespit edilmis ve
sensoOr noropatisi meydana gelince 37 yasinda kara-
ciger transplantasyonu olmus erkek kardes ile dort
yil 6nceki klinik degerlendirmesinde 37 yasinda iken
asemptomatik olan erkek kardes) ve ayrica sempto-
matik 3 kuzeninde de bu varyantlarin cis konfigii-
rasyon ile birlikte bulundugu belirlenmistir (15).
Sonug olarak, HO0ON varyanti ilk kez bu ¢aligmada
tespit edilmis olsa da ¢alismamizdaki vakadan fark-
I1 olarak noropati ile seyri ve amiloid birikimi ile
iligkinin amiloidojenik olan ikinci varyantin birlesik
heterozigositesinden kaynaklanmaktadir.

1991 yilinda bagka bir ¢alismada (17), 1200 kisi-
lik Portekiz populasyonunda ki bunlarin 500’ V30M
(Val30Met) varyantli FAP hastalari ile asemptomatik
aile tiyeleri ve FAP'in s1ik goriildiigti bir bolgede (Po-

voa de Varzim) yasayan 700 kisilik random populas-
yonda HIEF teknigi (18) ile plazmada TTR protein
varyantlar1 taranmis ve bunlar icerisinden asidik TTR
varyanti olan bir aile belirlenmistir. Bu ailedeki FAP’l1
indeks vaka, amiloidojenik olan V30M varyanti i¢in
heterozigot iken aseptomatik 31 yasindaki oglunun
V30M ve H90N varyantlari i¢in bilesik heterozigot
oldugu (plazmada normal TTR monomeri olmayip
H90N varyanti annesinden segrege olmustur, trans
konfigiirasyonda) ve 28 yasindaki kizinin ise sadece
H90N varyanti i¢in tasiyici oldugu belirlenmistir (17).
Ayrica bu ¢aligmaya deneysel karsilastirma amact ile,
Altland ve arkadaglarinin 1987 yilindaki ¢aligmasin-
da (19) ayni teknikle 4000 kisi taranarak non-pato-
jenik asidik TTR varyantini tagidig1 saptanmus, ak-
rabaliklar1 olmayan 2 Alman birey (klinik bilgileri
mevcut degil) dahil edilmistir (17). Ek olarak, 700
kisilik Portekiz popiilasyonunda H90N varyant: 3
kiside (biri homozigot olarak) daha tespit edilmis ve
bu bireylerin (6-58 yas) saglikli ve FAP bulgularina
sahip olmadig: belirtilerek H90N varyantinin hasta-
likla iliskili olmadigy ileri siiriilmiistiir (17). 1992
yilinda Alves ve arkadaslari tarafindan, italyan indeks
vaka ve asemptomatik kardesinde (13) ve Portekizli
3 bireyde (17) HIEF teknigi ile elde edilen asidik TTR
varyant sonuglari, TTR ekzonlar1 dizilenerek H9ON
substitusyonuna neden olan ¢.328C>A niikleotid
degisimini ve genotiplerini konfirme edilmistir (20).
Bu asemptomatik ve saglikli olarak degerlendirilmis
HO90N varyant tasiyicilarinin ileri yaslardaki nérolo-
jik ve kardiyak takipleri ile ilgili literatiirde herhangi
bir bilgiye rastlanmamuistir. Dolayisiyla saglikli olarak
incelenen Portekiz popiilasyonu FAP’in sik rastlan-
dig1 bir cografik bolgedendir ve bu arasgtimalarda
H90N varyant tastyiciliginin kardiyak amiloidoz ag1-
sindan degerlendirilmemistir. Bu sebeple, HO0N gibi
non-amiloidojenik olarak siniflandirilan, nadir ve
patojenite ihtimali bulunan varyant tagiyicilarinin
kardiyolojik takipleri 6nem tasiyabilir.

1993 yilindaki bir ¢alismada, Kuzey Portekizde
V30M varyantini tagiyan FAP ailelerinde hasta ve
etkilenmemis aile bireylerinin serum ornekleri
(n=100) HIEF yontemi ve TTR ekzonlar1 PCR-PFLP
yontemleri ile incelenmistir (21). Bu ailede, 37 yagin-
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daki V30M tastyicist FAP’l1 hastanin (eksitus) 55
yasindaki ablasinin T119M (diger bir non-amiloido-
jenik varyant) heterozigot tasiyici, esinin H90N he-
terozigot tastyici oldugu ve bu ciftin 24 yasindaki
oglunda H9ON ve T119M birlesik heterozigotluk
tespit edilmistir. Bu ii¢ bireyde FAP semptomlarinin
olmadig1 ancak T119M varyantina sahip bireyde T4
hormonunun taginmasinda TTR baglanmasinin art-
t1g1, HOON tasiyiciliginin ise hormon baglama 6zel-
liklerinde veya konsantrasyonlarina etkisinin olma-
dig1 belirlenmistir (21). Ancak bu ¢alismada da, bu
aile bireyleri kardiyolojik olarak incelenmemistir ve
izlemleri hakkinda bilgi mevcut degildir.

2004 yilindaki bagka bir ¢calismada ise (22), 5 has-
tanin incelendigi Hollandali bir FAP’l1 ailede, indeks
vaka, annesi (72 yasinda ciddi amiloidoz ile eksitus
olmus) ve 2 kiz kardesinde G47E (Gly47Glu) pato-
jenik varyant1 tespit edilmis, ek olarak indeks vakanin
yegeni olan 33 yasindaki karpal tiinel sendromu ta-
nist alip sonra 43 yasinda siddetli amiloid kardiyo-
miyopatisi, sistemik ortostoz ve gastarointestinal
mobilite bozuklugu ile duyu polinéropatisi ve bobrek
yetmezligi tanist alan bir kadin hastada, hem G47E
varyanti (babast ile ilgili klinik ve genetik bilgi mev-
cut degildir) hem de HOON (muhtemelen klinik bil-
gisi mevcut olmayan annesinden kalitilmis) varyan-
t1 saptanmustir. Bilesik hetrozigot olan bu hastanin
kalbinde patolojik olarak ciddi amiloid birikimi tes-
pit edilmis, kalp ve karaciger transplantasyonundan
4 ay sonra ani bir sekilde 6lmiistiir. Calismada, H9ON
varyantinin olasi etkisi tartigmada belirtilmemistir
(22). HOON varyanti, amiloidojenik G47E varyanti
ile birlikte bu vakada klinik bulgularin daha siddetli
olugmasina sebep olmus olabilir.

2009 yilindaki arastirmada, tekrarlayan serebral
kanamalar1 olan, kardiyak ve periferal néropati bul-
gular1 bulunmayan, abdominal yag biyopsisinde ami-
loid belirlenememis 46 yasinda bir erkek hastada ve
asemptomatik iki kiz kardesinde (40 ve 46 yas) HOON
varyanti tespit edilmistir. Kiz kardeslerin serebral go-
riintiilemesinde periventrikiiler beyaz cevherde ¢ok
az spesifik olmayan yiiksek sinyal yogunlugu lezyon-
lar1 goriilmiis ancak bulgular amiloidozu destekleme-
mistir. Diger yandan, indeksin babasinda serebral

hemoraji hikayesi olmasina ragmen bu varyant: tasi-
madig1 belirlenmigtir, muhtmelen bu varyanti tasiyan
6lmiis olan anne hakkinda bilgi verilmemistir (23).
Bu ¢aligmada, H9ON varyantinin amiloidojenik bir
potansiyele sahip olmadig: ileri siiriilmiis olsa da va-
kanin annesi ve kiz kardeslerinde kardiyak amiloidoz
durumu degerlendirilmemistir.

2011 yilinda, Rus kardiyomiyopati hastalarinda
(n=270) TTR gen varyantlar1 arastirilmis ve 42 ya-
sinda tani almig HOON varyant tastyicisi hastada,
major bulgular olarak progresif kardiyopulmoner
yetmezlik, akciger arter dallarinda tekrarlayan trom-
boemboli, periferik 6dem ve asidemi tarif edilmistir
(24). Bu hastada, kardiyak amiloidozun klinik tanisi,
sol ventrikiilde miyokardiyal kitle indeksinde belirgin
bir artis ve elektrokardiyografik dinamik voltajin
azalmasiyla ortaya ¢ikan kardiyovaskiiler ve solunum
sistemlerinin agik tutulumu sirasinda hastaligin ter-
minal asamasinda konulmugstur. Hastanin 6liimii,
aniden sinoatriyal blokaj nedeniyle olmustur. Otop-
side, sistemik ve agirlikli kardiyopulmoner amiloidoz
formunun hafif aterosklerozlu koroner arterlerde
oldugunu belirlenmistir. Immiinohistokimyasal ¢a-
lismalarda AL amiloidoz olmadig1 belirlenmistir.
Indeks vaka hastaligin klinik bulgularina sahip ol-
mayan annesinde (74 yas) de HOON varyant1 tespit
edilmistir (24). Bu vakanin klinik izlemi ve sempto-
matik olmadigi i¢in saglikli olarak degerlendirilmis
bir ebeveyninden kalitilmasi agisindan ¢alismamiz-
daki vaka ile benzerdir. Transtiretin (TTR) amiloi-
dozu, otozomal dominant olarak kalitildig1 ve degis-
ken penetransa sahip olmasi sebebi ile HO9ON
varyantina sahip vakalardaki klinik heterojenite, bas-
ka modifiye edici genetik ve epigenetik faktorlerden
kaynaklaniyor olabilir.

2015 yilinda, FAP hikayesi olan genis bir Irlandali
ailede, TTR ¢.328C>G niikleotid degisimi sonucu ile
olusan HI0D varyanti ilk kez tanimlanmistir (10). 74
yagindaki polinoropatili kadin indeks vakanin sinir
biyopsisinde amiloid depozitleri gosterilmis, 10 yil
oncesinde karpal tiinel sendromu sonrasinda alt bacak
glicstizligti gelismis hasta 80 yasinda konjestif kalp
yetmezligi ile eksitus olmustur. Probandin 54 yasin-
daki H90D tastyicist kizi, kardiyolojik agidan da de-
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gerlendirilmis ve anormallik saptanmamugtir (10). Bu
calismada, in siliko olarak H90D ve H90ON varyantla-
rinin PyMolL ile {i¢ boyutlu yapilar: kargilastirilmis ve
HO0D varyantinin H90N’ye gore baglar1 degistirecegi
ve tetramer stabilitesini onemli 6lgiide bozabilecegi
ongorilmistiir (10). H90D varyanti, eksitus olan va-
kada yapilan sinir biyopsisinde amiloid birikimi gos-
terilebildigi i¢in amiloidojenik varyant olarak sinif-
landirdmugtir (10). Ancak literatiirde sadece HOON
tagiyicist Rus vaka (24) otopsisi disinda hig bir vakada
amiloid birikimi gosterilememistir. Bu ¢alismadaki en
6nemli kisithilik, vakamiz hayattayken invaziv bir gi-
risim olan kardiyak biyopsinin yapilmamasi ve eksitus
sonrasi sosyopsikolojik nedenlerle dokularinda histo-
patolojik degerlendirme yapilamamis olmasidur. {leri-
de benzer otopsi vakalarinda, farkli dokularda amilo-
id birikimleri histopatolojik olarak belirlenebilir.
Amiloidoz tanisinda, goriintilleme yontemlerindeki
ilerlemelere ragmen doku biopsisi halen altin standart
olarak degerlendirilse de (6) vakamizdan alinan rektal
biyopside amiloid birikimi gosterilememis olup birikim
olabilecek diger dokular incelenememistir.

TTR ile iligkili amiloidoz yas, cinsiyet, cografi bol-
geler, epigenetik degisiklikler ve cevresel faktorlere gore
fenotipik varyasyonlarla bir¢ok farkli formda ortaya
cikabilmektedir (6). Sonug olarak, literatiirde HOON
varyantinin kardiyak amiloidozdaki patojenik etkisi ile
ilgili veri eksikligi mevcuttur. Bu ¢alismada, 6zellikle
nadir rastlanan ve in siliko analizlerle patojenik olarak
tahmin edilen non-amiloidojenik varyantlarin amiloi-
doz patogenezinde rol onayabilecegi one siiriilmektedir.
Ancak bu hipotezi destekleyecek daha fazla deneysel ve
takipli klinik aragtirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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