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1. GIRIS

Konjenital Kalp Hastaliklar1 infant mortalite ve morbiditesinin en 6nemli
sebebidir (1). Her 1000 canli dogumun sekizinde konjenital kalp hastaliklar
goriiliirken, bu sekiz hastanin {igiine de kardiyak invaziv girisim gerekmektedir (2).
Spontan abortuslarda goriilen sik konjenital kalp hastaliklart ve subklinik kalp
hastaligi olan hastalar da g6z Oniinde bulunduruldugunda konjenital kalp
hastaliklarinin frekansinin ¢ok daha yiiksek oldugu diistiniilmektedir (3). Altta yatan
etiyolojinin kesin olarak ortaya konulmasi, hastanin takip ve tedavisi yaninda bu
hastaligin gelecek kusaklarda tekrarlayabilme olasiliginin belirlenmesi ve dogru
genetik danigmanin verilebilmesi agisindan 6nem arz etmektedir.

En sik goriilen dogumsal defekt olan konjenital kalp hastaliklari, kalpte
onemsiz ya da kendiliginden diizelebilen malformasyonlar seklinde gortilebildigi
gibi, ¢ok kompleks ve yasamla bagdasmayacak kadar agir klinik tablolar olmak iizere
pekcok farkli tipte goriilebilmektedir. Giliniimiizde bu gibi hastalar i¢in kullanilmakta
olan tedavi yontemlerinde Onemli ilerlemeler saglanmis olsa da, hastaligin
etiyolojisinin altinda yatan nedenlerin daha iyi anlasilabilmesi, ileride daha iyi
onleyici ve tedavi edici yontemlerin gelistirilebilmesi agisindan yol gosterici
olabilecektir (4).

Kromozomal anomaliler, konjenital kalp hastaliklarinin sik nedenlerinden biri
olmakla birlikte konvansiyonel sitogenetik tekniklerle bu gruptaki hastalarin kii¢iik
bir kismina tan1 konulabilmektedir. Bu durum, standart karyotiplemenin, ancak 5-10

Mb (megabaz) iizerindeki kayip ya da kazancglar1 saptayabilmesi ile agiklanabilir.
1



Kromozomal mikroarray (CMA) veya Array Komperatif Genomik Hibridizasyon
(Array-CGH) yiiksek resoliisyon ile genomdaki submikroskopik kayip ya da
kazanglarin (Copy Number Variation; CNV) gosterilebilmesine olanak saglayan ve
gliniimiizde giderek artan siklikta kullanilmakta olan bir genetik tan1 yontemidir (5).
Yapilan ¢aligmalarda izole konjenital kalp hastaliklarinin %3-10’unda CNV
saptanirken, ekstrakardiyak bulgularla birliktelik gosteren hastalarda %3-25 oraninda
CNV saptanmig olmasi, bu grup hastalarda mikroarray yontemi ile énemli tanisal
bilgilere ulasilabilecegi bilgisini desteklemektedir. Mikroarray analizinin kullanima
girmesinden Once, izole konjenital kalp hastaligi olan hastalarda floresan isaretli
proplar kullanilarak 22q11.2 delesyon sendromlari i¢in Floresan in situ Hibridizasyon
(FISH) teknigi ile kritik bolgelerin analizi yapilmaktaydi. O nedenle guniimuizde
FISH analizlerinin yanisira, kromozomal mikroarray analizi uygulamasinin bu
hastalarda daha fazla tan1 konulmasina olanak saglayacagi diisiiniilmektedir (6).

Bu amagla ¢alismamizda, Genetik Hastaliklar Tan1 Merkezimize 2005-2016
yillart arasinda basvurmus, ¢ocukluk yas grubundaki sendromik olmayan konjenital
kalp hastaliklart olan hastalarin retrospektif olarak sitogenetik, FISH ve mikroarray
analizlerinin sonuglariin degerlendirilmesi yapilmis ve tiim veriler 1s18inda klinik ve
laboratuvar  bulgularinin  detayli olarak karsilastirllmast  ve yorumlanmasi

gergeklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kalp Damar Sistemi Embriyolojisi

2.1.1 Birincil ve ikincil kalp alanlarinin olusumu

Insan kalp damar sisteminin ilk olusumu gestasyonu takiben {i¢iincii haftanin
ortasinda baslamaktadir. ilk dnce primitif ¢izginin kranial ucuna bitisik epiblast
hiicrelerinin igerisinde progenitor kalp hiicreleri olusmaktadir. Daha sonra bu hiicreler
primitif ¢izgi boyunca lateral mezoderm yapraginin splanknik katmanina dogru gog
ederek noral katlantinin kranialinde “at nali” sekli olusturacak sekilde birincil kalp
alanini olusturmaktadir. Bu hiicrelerden atriumlar, sol ventrikiil ve sag ventrikiiliin
bir kism1 gelisir. Sag ventrikiiliin kalan diger kism1 ve kalbin ¢ikim yolunu olusturan
konus kordis ve trunkus arteriosus, ikincil kalp alanindan kdken almaktadir.

Primitif kalp alanini olusturan hiicre grubundan, medialden laterale dogru
sirast ile trunkus arteriosus, konus kordis, sag ventrikiil, sol ventrikiil ve atriyumlar
koken almaktadir. Hiicrelerin deg§isime ugramalar1 sirasinda, aym1 zamanda
embriyonun timinde goriilen lateralizasyon, yani sag-sol taraflilik olusur ve bu
normal kalp gelisimi i¢in gereklidir. Bu lateralizasyonun gelisebilmesi i¢in gereken
sinyal yolag: lateral mezoderm plakasinda eksprese olmaktadir ve sinyalizasyonda
bir¢ok molekiil rol almaktadir.

Embriyolojik donemde yer alan lateralizasyon sirecindeki duraksamalar
heterotaksi olarak seklinde karsimiza ¢ikabilmektedir. Heterotaksi igerisinde birgok
dogumsal kalp anomalileri ki, bunlara 6rnek olarak dekstrokardi, ventrikiiler septal

defekt (VSD), atriyal septal defekt (ASD), ¢ift ¢ikimli sag ventrikiil (DORV), biiyiik
3



arterlerin transpozisyonu (TGA) ve pulmoner darlik (PD) gibi, ¢ikim yolu defektleri

gosterilebilir.

2.1.2 Kalp tiipti olusumu

Embriyo biiylidiik¢e, sefalokaudal biikiilme ve lateral katlant1 belirginlesir ve
sonunda kalp tiipiiniin kaudal bolgelerinin en ugta kalan kisimlar1 harig, birleserek tek
bir tiip halini alir. E§ zamanli olarak, at nali seklindeki tiip, gelecekteki kalp ¢ikim
yolu ve ventrikilleri olusturmak iizere genisler ve bu sekilde i¢ kisimda endotel
hiicreleri ve disarda miyositlerin olusturdugu katmanlara sahip tiip seklinde bir
olusum halini alir. Bu siire¢ devam ederken bir taraftan da miyokardium kalinlasir ve
hiyaluronik asitten zengin “kardiyak j6le” adi da verilen ekstraseliiler matriks Uretir
ve bu sekilde miyokardium endotelyumdan ayrilir. Dorsal mezokardiumun kaudal
sinirinda lokalize mezenkimal hiicrelerden proepikardial organ olusur ve bu bolgeden
koken alan hiicreler epikardiyum ya da visseral perikardiumu olustururlar. Olusan bu

katmandan daha sonra da koroner arterler gelisirler.

2.1.3 Kardiyak ark formasyonu

Kalp tiipti gelistikce boyu giderek uzar ve kendi lizerine katlanarak bir ark
seklini alir. Bu sirada ikincil kalp alanindan hiicreler uzamakta olan kalp tiipiiniin
kranial bolgesine katilirlar. Uzama siireci konus kordis ve trunkus arteriosusun

olugsmasina olanak saglar. Uzamanin baskilanmasi durumunda klinikte DORV, VSD,



Fallot Tetralojisi (TOF), pulmoner atrezi ve pulmoner stenoz gibi kalp anomalileri ile
karsilasilabilmektedir.

Embriyonun 23. giinii kalp tiipii kivrilmaya baglar ve sefalik kism1 ventrale,
kaudale ve saga dogru biikiilme gosterirken, atriyal yani kaudal parca, dorsokraniale
ve sola dogru biikiiliir ve bu sekilde kardiyak ark olusmus olur. Kivrilma, 28. gin
tamamlanir ve olusan tipln i¢inde, lokal genisleme bolgeleri gozle goriiliir hale gelir.
Atriyal kisim, ilk baslarda dig kismindan perikardial boslukla baglantili durumdadir
ve perikardial kese igerisinde gomiilii tek bir odacik seklindedir. Atriyoventrikiiler
bileske dar olarak kalir ve bu kisim, atriyoventrikiiler kanali olusturur. Bulbus
kordisin proksimal 2/3 kismi haricindeki kisimlar, sag ventrikiiliin trabekiiler kismini
olusturur. Orta kisim, yani konus kordis, sag ve sol ventrikiiliin ¢ikim yollarim
olusturur. Bulbusun distal kismi, trunkus arteriosus, aort kokii ve proksimal aortay:
olusturur. Ventrikiil-bulbus kordis bileskesinin dis kisminda bulbo-ventrikiler sulkus
belirir ve dar olarak kalir. Bu bolgeye primer interventrikiiler foramen adi1 verilir. Bu
sekilde, kalp tiipli kraniokaudal aks boyunca sirasiyla konotrunkus, sag ventriikiil, sol
ventrikiil ve atriyal bolgelere ayrismis olur. Kardiyak ark tamamlandiginda, primer
interventrikiiler foramen geliserek primitif sag ve sol ventrikiilii birbirinden ayirmaya
baslar. Kardiyak arkus olusumundaki bozukluk, klinikte karsimiza hastalarda

heterotaksi grubundan dekstrokardi olarak ¢ikabilmektedir.



2.1.4 Kardiyak septalarin olusumu

Kalbin major septalarinin gelisimi embriyogenezin 27. ve 37. giinleri arasinda
gerceklesmektedir ve septasyonu olusturan yapilara endokardiyal yastik adi verilir.
Endokardiyal yastiklar, endokardium ile miyokardium arasinda ekstraseliiler
matriksin birikmesi ve hiicre proliferasyonu ile birlikte migrasyonu sonucunda
gelisen c¢ikintt seklindeki yapilardir. Konotrunkal yastiklar ise kranial noral
katlantilardan koken alan hiicrelerin ¢ikim yoluna migrasyonu sonucu olusurlar.
Atriyoventrikuler ve konotrunkal bdlgelerde olusan endokardiyal yastik, bu
bolgelerde atriyal ve ventrikiler septumu, atriyoventriktler kanallar1 ve kapaklar: ile
aortik ve pulmoner kanallar1 olustururlar. Endokadiyal ve konotrunkal yastik
olusumundaki anormallikler ASD, VSD, TGA, trunkus arteriosus ve TOF’a neden

olurlar.

2.1.5 Atriyal septum olusumu

Atriyal septum dordiincii haftanin sonunda hilal seklinde bir yapi ortak
atriyumun catisinda belirir ve septum primumun ilk parcasini olusturur. Hilalin iki
ucu atriyoventrikiler kanala kadar ilerler. Iki ug ve atriyoventrikiiler kanal arasinda
kalan acikliga ostium primum adi verilir. Ilerleyen giinlerde bu agiklik giderek
kapansa da tam kapanma olmadan once septumun Ust kesimlerindeki hicrelerin
apopitozu sonucunda yeni bir aciklik olusur ve ostium sekundum adini alir. Daha
sonra, sinlis boynuzunun sag atriyuma birlestigi bolgeden, hemen septum primumun

bitisiginden yeni bir hilal seklinde ¢ikint1 belirir. Septum sekundum’u olusturacak
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olan bu yapi, septum primumda da oldugu gibi giderek atriyoventrikiiler kanal
dogrultusunda ve septum primuma paralel sekilde bir duvar olusturur ancak tamamen
kapanmayarak sagdan sola kan akimina izin verecek sekilde foramen ovale adinda bir
aciklik olarak kalir. Dogumdan sonraki alinan ilk nefesle birlikte sag ventrikiil 6n
yiikiindeki azalmaya bagli olarak sag kalp basinci azalir ve septum primum ve
sekundum birbirine yapisir. Ilerleyen ginlerde iki septum birbiri ile tamamen

kaynasarak iki atriyum arasindaki gegis sona erer.

2.1.6 Atriyoventrikiler septum olusumu

Dordiincti haftanin sonunda, dorsal, ventral, sag ve sol olmak Uzere dort
atriyoventrikiiler endokardial yastik belirir. Daha sonra, dorsal ve ventral yastiklar
limene dogru ilerleyerek birlesirler ve besinci haftanin sonunda atriyoventrikiiler
kanalin girisini, sag ve sol olarak iki kisma ayirirlar. Atriyoventrikiiler endokardial
yastiklarin birbirleri ile birlesmesi sonrasinda, her bir giris bolgesinin kenarlarinda
lokal mezenkimal doku proliferasyonu baglar. Kan akimi nedeniyle dokuda olusan
oyulma ve incelme nedeniyle bu bdlgenin dokusu fibroz doku haline gelir ve
atriyoventrikiiler (AV) kapaklar bu sekilde olusur. Endokardial yastik defekti
sonucunda ASD, VSD, hipoplastik sag ve sol kalp, AV kanal defekti, Ebstein

anomalisi, trikiispit atrezi gibi anomaliler olugsmaktadir.



2.1.7 Trunkus arteriosus ve konus kordiste septum olusumu

Besinci hafta i¢inde trunkusun i¢ yliziinde karsilikli olarak ve limen boyunca
uzanan bir ¢ift kabariklik gelisir. Her iki kabariklik spiral seklinde ve birbirlerine
karsilik gelecek sekilde biiyiirler ve sonunda trunkus arteriyosusu iki limen haline
getirerek aortik ve pulmoner kanallar1 olustururlar. Benzer sekilde, konus kordiste de
iki kabariklik belirir ve karsilikli olarak biiyiiyerek kaynasirlar ve bu sekilde sag ve
sol ventrikiil ¢ikim yollar1 olusur.

Kalp noral krest hicreleri arka beyin (hindbrain) bolgesindeki ndral
katlantilarin kenarlarindan koken alirlar ve 3, 4 ve 6. faringeal arklar boyunca gog
ederek kalbin ¢ikim yoluna ulasirlar. Bu bolgede hem konus kordis hem de trunkus
arteriosustaki endokardial yastiklarin olusumunu saglarlar. Kardiyak noral krest
hicrelerinin gé¢ ve migrasyonunun bozulmasi, fallot tetralojisi, pulmoner stenoz,
persistan trunkus arteriosus ve blylk arter transpozisyonuna yol agmaktadir. Noral
krest hiicreleri kraniofasial gelisimde de yer aldiklarindan kardiyak anomaliler ile

birlikte hastalarda yuz anomalileri de gorulebilmektedir.

2.1.8 Interventrikiiler septum olusumu

Dordiincii haftanin sonunda primitif ventrikiiller genislemeye baslar. Her iki
ventrikiil giderek genislerken medial duvar belirmeye baslar ve 6n ile arka duvardan
kaynaklanan ve giderek biiyiliyen septal ¢ikintilar haline gelirler ve ortada birlesirler.
Septumun c¢ikim yoluna yakin kisminda son olarak kapanacak olan agikliga

interventrikiiler foramen adi verilir ve konus septumun kapanmasini takiben kapanir.
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Interventrikiiler foramen kapandiktan sonra interventrikiiler septumun membrandz

pargasi olarak anilir.

2.1.9 Semilunar kapaklarin olusumu

Trunkus arteriosus’un iki kisma ayrilmasi sonrasinda ana trunkusun proksimal
kisminda ileride semilunar kapaklar1 olusturacak tiiberkiiller gériilmeye baglar. Noral
krest hiicreleri burada da etki ederek semilunar kapaklarin olusumunda gorev alirlar.
Tuberkaller giderek buyuyerek pulmoner ve aortik semilunar kapaklar olarak son

sekillerini alirlar (7).

2.2. Konjenital Kalp Hastaliklarinin Genetik Ac¢idan Tarihcesi

Thomas Bevill Peacock 1858 yilinda “On Malformations of the Human
Heart” isimli eseri ile ilk defa konjenital kalp hastaliklarin1 gruplandirmistir. Peacock
bu kitabinda, konjenital kalp hastaliklarini kalbin embriyoloji ve anatomisini de igine
alarak; yanlis yerlesimli kalp, perikardial anormallikler, kardiyak malformasyonlar ve
bliylik damarlardaki diizensizlikler seklinde dort ana gruba ayirmis ve bu hastaliklarin
cevresel etmenlerin yanisira kalitsal nedenlere bagl olarak da gelisebileceginden ilk
defa bahsetmistir. Gregor Mendel’in o tarihte kalitim tipleri ile ilgili temel eserinin
henliz yazilmamis olmasi da, bu eserin Onemini ayrica arttirmaktadir (8, 9).
Konjenital kalp hastaliklar1 ve genetik kavrami ise ilk olarak 1949 yilinda Dr. John
Maurice Hardman Campbell tarafindan ifade edilmistir. Campbell 1965 yilinda, 1200

kisilik bir kohort ¢alismasinda, konjenital kalp hastaliklarinin etiyolojisinde genetik
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faktorlerin de etkili olabilecegi goriisiinii bildirmistir. Nora da yazisinda konjenital
kalp hastaliklarinin submikroskopik kromozomal anomaliler sonucunda olusabilecegi
hipotezini de ifade etmistir (8, 10, 11).

Stuart Orkin’in 1986 yilinda kronik graniilomatoz hastalik ile iligkili geni
kesfetmesi ile molekiiler genetik c¢agi baslamistir (12). Pozisyonel klonlama adi
verilen yontemle, Mendeliyen hastaliklara ait mutasyonlarin saptanabilmesi miimkiin
hale gelmis ve insan genomunun dizilenmesi ile birlikte ¢ok sayida Mendeliyen gegis
gOsteren konjenital hastaliklarala iliskili genler belirlenebilmistir (10). Ailesel gegis
gosteren konjenital kalp hastaligi olanlarda yapilan baglanti analizi ve aday genlerin
analizi caligmalari, yeni bilgilere ulagilmasini saglamistir. konjenital kalp hastaliklari
ile iliskisi iyi tamimlanmig NKX2.5 (NK2 homeobox 5), GATA4 (GATA-binding
protein 4), TBX5 (T-BOX 5), NOTCH1 (NK2 Homeobox 5) ve TBX20 (T-Box 20)
gibi genlerin bir¢ogu bu erken donemde belirlenmislerdir (13-17).

Yirmi ikinci kromozomun uzun kolundaki (q11.2) delesyonun, DiGeorge
sendromu (22q11.2 delesyon sendromu) ve velokardiyofasial sendromu ile iligkisinin
bulunmasi, konjenital kalp hastaliklarinin genetik etiyolojisinin agiklanabilmesi
acisindan Onemli gelismelerden birisidir. DiGeorge sendromlu vakalar ile bu
kromozomal bolgenin iliskisi, ilk olarak, translokasyonu olan bir ailedeki hastalarin
kromozom analizinde ilgili bolgenin kaybinin tespiti ile belirlenmistir (18). 1982
yilinda FISH teknigi ile bu sendromlardan sorumlu kritik bdlgelerin analizi ile

hastaligin tanis1 kolay ve etkin olarak konulmaya baglanmistir (19, 20).
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Ikibinli ~ yillarin  baglarinda  kromozomal mikroarray  teknolojisinin
gelistirilmesiyle, Array-CGH ve SNP-array (Single Nucleotide Polymorphism array)
teknikleri de kullanima girmistir. Hastaliklarla iligkili CNV’lerin ilk olarak
ndropsikiatrik ve gelisimsel norolojik hastaliklarla iligkisi belirlenmis, daha sonralari
konjenital kalp hastaliklar1 ile de iliskili olduklar1 gorilmistir (21). Genomun
istenilen bolgelerinin analizinin saglanabilmesine olanak veren masif paralel DNA
dizileme yontemi ile de gen kiitliphaneleri olusturulabilmistir. Ayrica, tim egzom
dizileme (WES) ve tiim genom dizilemenin de teknik ve ekonomik olarak yapilabilir
hale gelmesiyle konjenital kalp hastaliklari’nin nokta mutasyonlarinin tespiti

miimkiin hale gelmistir (22).

2.3. Konjenital Kalp Hastaliklar:

2.3.1. Konjenital kalp hastaliklari etiyolojisi

Daha siklikla multifaktoriyel kalittim kalibinin etkin oldugu konjenital kalp
hastaliklarinin etiyolojisinde kromozomal anomaliler, tek gen hastaliklari, gevresel
etmenler, ve epigenetik faktorler de rol almaktadir. Kromozomal anomaliler tiim canli
dogumlardaki kardiyovaskiiler malformasyonlarin %12-14’iine eslik ederken, fotal
donemde saptanan kardiyovaskiler anomalilerin %20-33’{ine eslik etmektedir (23,
24). Kardiyovaskiiler anomaliler izole sekilde ya da iyi tanimlanmis bir genetik
sendromun komponenti olarak da gorulebilmektedirler (25). Bir olguda saptanan kalp
anomalisinin “izole” olarak tanimlanmasi, zaman ig¢inde sonradan gorlnir hale

gelebilen gelisimsel gerilik ve bazi dismorfik bulgular gibi degiskenler nedeniyle
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oldukga zordur. Bunun sonucu olarak da kalp anomalileri, sendromik olgular iginde
oldugundan daha az bildirilmektedir, ya da diger bir deyisle sendromik konjenital
kalp hastalig1 siklig1 oldugundan daha az hesaplanmaktadir. Spontan abortuslarda
kardiyovaskiiler malformasyonlar sik goriilmekle birlikte bikispit aorta veya aortik
dilatasyon gibi sessiz anomaliler bu malformasyonlara dahil edilmemektedirler. Bu
gibi malformasyonlar da gbéz Onilinde bulunduruldugunda, kardiyovaskiiler
malformasyonlarin insidansin1 %5 seviyesine yikselmektedir (26).

Epidemiyolojik ¢aligmalar konjenital kalp hastaliklarinin en 6nemli nedeninin
genetik faktorler oldugunu ortaya koymaktadir. Danimarka’da, ulusal veritabani
kullanilarak ve c¢ok kapsamli bir sekilde yapilmis bir ¢alismada, aile bireylerinde
konjenital kalp hastaliklarinin herhangi bir tipi icin, birinci derece akrabalarda
gordlmesinin gorece riskinin 3,2 oldugu gorilmistir (27). Konjenital kalp
hastaliklarinin tekrarlama riski anomalinin tipine gore degisiklik gostermektedir.
Kromozomal bozukluklar dislandiktan sonra pozitif aile hikayesi olanlarda kalp
anomalisinin bir sonraki jenerasyonda tekrarlama riskinin %4,2 civarinda oldugu
bildirilmistir. Akraba evliligi konjenital kalp hastalig1 riskini 2-3 kat kadar arttirdigi

gorilmistir (28).

2.3.1.1 Sayisal kromozomal anomaliler ve konjenital kalp hastaliklar1
Down sendromunda hastalarin yaklasik %40’1inda konjenital kalp hastaliklar
gorlilirken bu hastaliklarin yarisin1 endokardial yastik defektleri olusturmaktadir

(29). Nadir segmental Trizomi 21 olgularindan elde edilen verilerden DSCAM (Down
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Syndrome Cell Adhesion Molecule) ve COL6A (Collagen type VI alpha) genlerinin
Trizomi 21 iligkili konjenital kalp hastaliklarindan sorumlu olabilecekleri
diistintilmektedir (30).

Trizomi 18, Down sendromundan sonra en sik goriilen sayisal kromozomal
anomalilerden olup, yuksek mortalite ile seyretmektedir ve bu sendroma sahip
hastalarin kaybedilme sebeplerinin basinda kalbe bagli komplikasyonlar gelmektedir.
(312).

Trizomi 13, ASD ve VSD’nin sik goriildiigii bir sayisal kromozomal anomali
olup, sendromun gorildiigii bireylerde dekstrokardinin gorece sik goriilmesi,
lateralizasyonu da etkileyen genlerin 13. kromozom {izerinde oldugunu
diistindiirmektedir (32).

Turner sendromu, konjenital kalp anomalisi birlikteligi gosteren bir diger
kromozomal sayisal anomali olup 1850 canli dogumda bir hastada gorilmektedir.
Ancak Turner sendromlu fetiislerin oldukga biiyiik bir kisminin kardiyak anomalilere,
Ozellikle de hipoplastik sol kalp sendromuna bagli olarak abortusla sonug¢landigi
bildirilmistir (33). Toplamda Turner sendromlu hastalarin %10’unda klinik olarak
onemi olan kalp anomalileri bildirilmistir. Klinik bulgu vermeyen Turner sendromlu
hastalarin diger bir %10’luk kesiminde ise, bikiispit aorta gibi ekokardiyografik
anomaliler izlenmektedir. Ayrica bu hastalarda, kardiyak anomaliler icinde %16
siklikta bikiispit aorta en sik goriilen anomali olup, onu %11 siklik ile aort

koarktasyonu izlemektedir. Bunlarin yaninda Turner sendromuna parsiyel anormal
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pulmoner vendz doniis, VSD gibi yapisal kalp anomalileri de eslik edebilmektedirler

(34).

2.3.1.2 Mikrodelesyon ve duplikasyon sendromlarinda konjenital kalp
hastaliklar

Molekiler sitogenetik tekniklerin gelismesi ile birlikte, konvansiyonel
sitogenetik analiz ile belirlenemeyen kromozomal dengesizliklerin tespit edilebilmesi
miimkiin olabilmistir. Onceleri FISH teknigi, daha sonra da Array-CGH teknigi
konjenital kalp hastaliklarina eslik eden kromozomal dengesizliklerin tanisinda
giderek daha yaygin bir sekilde kullanilmaya baglanmistir (35).

Genetik hastaliklar bir genin tamamin1 kapsamayip sadece genin bir
egzonunda, baska bir deyisle intragenik delesyon ve duplikasyonlar seklinde de
karsimiza ¢ikabilmektedir. Kopya sayist mutasyonu (Copy Number Mutation-CNM)
terimi genetik hastaliklarin olus nedenini daha uygun aciklayabilmesi agisindan bu
durumlarda kullanilmaktadir (36). CNM’ler de novo (ilk defa o bireyde olusmus)
veya parental kaynakli olabilmektedir Array-CGH metodundaki ilerlemeler
sonucunda CNM’lerin taninabilmesi ve bu sekilde bir¢ok hastaligin tanisinin
konulabilmesi miimkiin hale gelmistir. Bu yaklasim ilk olarak genom igerisinde kiime
seklinde bulunan (contiguous) genlerdeki biiyiik CNM’larin tespiti i¢in kullanima
girmigtir (37). Daha sonra oligoniikleotid problarin mikroarray analizlerinde
kullanima girmesiyle birlikte ekzon boyutunda daha kiicik CNM’lerin tespiti

miimkiin hale gelmistir. Tek-lokus array analizi (single-locus array) ilk olarak
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Duchenne miuskduler distrofide ve kistik fibrosiste, egzon ve intron bdlgelerindeki
CNM’lerin gosterilmesinde kabul gérmiistiir (36, 38). Bu gelismeyi takiben birden
fazla gen icgin 6zel olarak tasarlanmis Array-CGH (custom array) analizi birgok
hastaliga ait CNM’lerin tespitine olanak saglamistir (39). Gunimizde, custom
oligonikleotid Array-CGH teknigi ile, dnceden belirlenen yiizlerce gen igindeki
CNM’ler yiiksek ¢oOziiniirliikte gosterilebilmektedir (40). Yakin dénemde Tiim
Egzom Dizi Analizi (WES) ve Tim Genom Dizi Analizi (WGS) ile de kopya sayisi
degisiklikleri tespit edilebilir hale gelmistir. Tek basma kullanildiklarinda iyi bir
array platformu veya WES ile kopya sayis1 degisikliklerinin yaklasik %70 kadarimin
gosterilebildigi bildirilmistir (41). Bu noktada belirtilmesi gereken diger 6nemli bir
nokta ise, mimkin olan en vyiksek c¢ozundrlukteki Array-CGH sisteminin
kullanilmasinin, her zaman her arastirma ic¢in en iyisi anlamia gelmeyecegidir.
Yiiksek ¢oOziiniirliklii array platformlar1 daha yiikksek maliyet sorununu da
beraberinde getirmektedir. Bu nedenle ¢alismada arastirilan hipoteze uygun
olabilecek optimum ¢oziiniirliikk diizeyindeki platformlarin secilmesi Onerilmektedir
(42). Array —CGH analizinin yayginlagmasi ve giderek klinikte standart uygulanan
bir test haline gelmesi ile birlikte konjenital kalp hastaliklarinin etiyolojisinde kopya
sayist degisikliklerinin yeri daha iyi anlasilmistir. Klinik ve arastirma amagh yapilan
testlerde konjenital kalp hastaligi olanlarin  %10-15’inden kopya sayisi

degisikliklerinin sorumlu oldugu bildirilmistir (43).
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2.3.1.2.1 DiGeorge (22g11.2 delesyon) sendromu

Yirmi ikinci kromozomun uzun kolundaki 11 nolu bant bdélgesinin (22q11)
delesyonu sonucu olusan bu sendrom, her 4000-10000 canli dogumda bir goriilen en
stk kromozomal mikrodelesyon sendromudur. Olgularin yaklasik %90’inda de novo
delesyonlar olugmaktadir (44). Sendromunun bulgulart klinik olarak belirgin
heterojenite gostermektedir ve etkilenen sistemlerin basinda kardiyovaskiiler
(hastalarin  %75’1) ve bagisiklik sistemi (hastalarin = %75°1) gelmektedir.
Hipoparatiroidiye ikincil hipokalsemi (hastalarin %50°si), gastrointestinal ve yutma
problemleri (hastalarin %30’u) ve genitoliriner anomaliler ile renal agenezi
(hastalarin %30’u) goriilebilmektedir. Bunun disinda daha nadir olarak velofaringeal
yetmezlik %12,5-30, yarik damak %10, gelisimsel bozukluklar %]1-2 ve sizofreni
%0.5-1 siklikta goriilmektedir (45). DiGeorge sendromunda entelektiel yetersizlik ve
anksiyete = bozukluklar1 ve sizofreni gibi noropsikiatrik  hastaliklar da
gorulebilmektedir. Bu bulgular bazi hastalarda ¢ok agir olabildigi gibi, bazilarinda
cok hafif olarak gozlemlenebilmektedir (46). Sendromun siklikla sebebi, 22q11.2
bolgesindeki 0,7-3 Mb boyutundaki delesyon olup, bu bdlgede sendromun fenotipik
oOzelliklerden sorumlu olan TBX1 (T-BOX 1) geni bulunmaktadir. Fenotipik bulgulari
22ql11 delesyon sendromu ile uyumlu olan fakat FISH teknigi ile bu kritik bolgede
delesyon saptanmayan olgularda, TBX1 (geninde patojenik  mutasyon
saptanabilmektedir. Konjenital kalp anomalisi olan bireylerde 22q11.2 delesyonu

varhiginda, cerrahi komplikasyonlarin daha fazla oldugu ve bdobrek anomalileri ile
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birlikte olasi hipokalsemi ndbetlerinin de sendroma eslik edebilecegi bildirilmistir
47).

Sendromun tanmisinda  FISH, Multiplex  Ligation-dependent  Probe
Amplification (MLPA) Array-CGH kullanilabilmektedir. FSH tekniginde 22q11.2
delesyon bolgesinin LCR22A ve B (LCR: Low Copy Repeats) arasindaki kismi
incelenebilirken, SNP array tim lokusun incelenebilmesine olanak vermektedir (48,

49).

2.3.1.2.2 Yirmiiki q11.2 duplikasyon sendromu

Olus mekanizmasi 22ql1.2 delesyon sendromu ile ayni sekilde LCR22
bolgeleri iizerinde olusan yeniden diizenlenmelerdir. Konjenital kalp hastalig
olanlarda %15-25 oraninda goriimektedir (47,48). Bu sendroma sahip bireylerde
hi¢cbir anormal fenotip izlenmeyebilece§i gibi entellektiiel yetersizlik, gecikmis
psiko-motor gelisim, miiskiiler hipotoni ve blyume geriligi gibi agir bulgular
goralebilir (50, 51). Klinik bulgularin genellikle hafif ve belirgin derecede
degiskenlik gosterdigi bu sendromda, duplikasyonun biiyiikligl ortalama olarak 1,5-
6 Mb boyutlarinda olabilmektedir (52). Bununla birlikte, literatlirdeki mevcut
verilerin smirli olmasi nedeniyle duplikasyonun biiyiikligii ile fenotip arasindaki
iliskinin 6n goriilemeyecegi rapor edilmistir (53). Bu duplikasyon sendromundaki
fenotipik degisikliklerin, TBX1 geninin artmis ifadelenmesi ile birlikte epigenetik
degisiklikler ve diger genlerin etkilerinin veya asir1 ifadelenmesi sonucunda hedef

genlerdeki down regiilasyonu ile agiklanabilecegi bildirilmistir (54).
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2.3.1.2.3 Williams sendromu

Williams sendromu, supravalvuler aort stenozu, periferik pulmoner stenoz,
hipertansiyon gibi kardiyovaskiiler hastaliklar ile genellikle hafif entelektiiel
yetersizlik, biiyiime gelisme anormallikleri, hiperkalsemi, hiperkalsiiiri, hipotiroidizm
ve erken puberte gibi endokrinolojik bozukluklar ile karakterize bir sendromdur.
Hipotoni ve eklem laksitesinin goriilmesi hastalarin motor gelisim basamaklarinin
geri kalmasma sebep olabilmektedir. Dismorfolojik olarak, hastalarda bitempotaral
darlik, g6z kapaklarinda 6demat6z goriiniim, iriste merkezden perifere dogru uzanan
yildiz seklinde goriinlim, strabismus, kisa burun, genis burun ucu, malar diizlesme,
dislerde malokliizyon, uzun filtrum, kiiciik ¢ene, biiyiik kulak lobiilleri, {ist ve alt
dudaklarda kalin vermilyon go6zlenebilmektedir. Sendrom, 7q11.23 bolgesinin
delesyonu nedeniyle ortaya cikmaktadir, dolayisi ile klinik bulgular delesyona
ugramis bolgenin icerdigi genler ile degiskenlik gosterebilmektedir. Delesyon
bélgesinde bulunan tropoelastini kodlayan elastin (ELN) genindeki fonksiyon kaybi
sonucunda supravalviiler aort darligr gelistigi bildirilmistir. Williams sendromu
tanisinda, ELN genini iceren Williams-Beuren kritik bolgesine spesifik hazirlanmig
floresan prob ile FISH analizi, veya MLPA ile Array-CGH analizleri kullanilmaktadir

(55, 56).
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2.3.1.3 Tek gen hastaliklarinda konjenital kalp hastaliklari

2.3.1.3.1 Sendromik tek gen hastaliklarinda konjenital kalp hastaliklar

2.3.1.3.1.1 Alagille sendromu

Alagille sendromu, intrahepatik safra yollarinda hipoplazi ve kolestaz
bulgulariyla karakterize bir hastalik olmakla birlikte, hastalarin %67 sinde periferik
pulmoner arter darlig1 ve %7-16’sinda TOF goriilebilmesi nedeniyle konjenital kalp
hastaliklari ile de iliskili bir durumdur. Hastalarda kalp defektleri i¢inde en sik TOF,
daha sonra azalan siklikta VSD, ASD, aort stenozu (AS) ve aort koarktasyonu (CoA)
goriilmektedir. Klinik olarak hastalarda; biiylime gelisme geriligi, prominent alin,
derin yerlesimli gozler, hafif hipertelorizm, iriste arkus juvenilis denilen agik renkli
halka, posteriyor embriyotokson, ince burun yapisi gézlemlenebilmektedir. Ayrica bu
hastalarda iskelet anomalileri 0Ozellikle de kelebek vertebra siklikla tespit
edilebilmektedir Hastalarin yaklasik %95’inde JAG1 (Jagged 1) geninde, %1-2
kadarinda ise NOTCH2 (Notch 2) geninde patojenik varyasyonlar saptanirken geriye

kalan gruptan delesyon ve duplikasyonlarin sorumlu oldugu gorilmistiir (57).

2.3.1.3.1.2 Noonan sendromu

Noonan sendromu, karakteristik yiiz goriiniimii, kisa boy, kardiyak anomaliler
ve degisken derecelerde gelisim geriligi ile karakterize bir sendromdur. Hastalarda
genis yele boyun, gogiis 6n duvari iist kesiminde pektus karinatum, alt duvarinda
ekskavatum goriilebilir. Ayrica, degisen diizeylerde koagiilasyon bozukluklari,

lenfatik displaziler, okiiler anomaliler ve kriptorsidizm goriilebilmektedir. Hastalarin
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%50-80’inde konjenital kalp hastaliklart bildirilmistir. En sik goriilen kalp anomalisi,
pulmoner kapak stenozu olup hastalarin %20-50’sinde goriilmektedir. Hipertrofik
kardiyomiyopati, Noonan sendromlu hastalarin yaklasik {i¢te birinde goriilmektedir.
Ayrica diger kalp bulgular1 arasinda ASD, VSD, pulmoner arter dallarinda stenoz ve
TOF’da sayilabilir.

Hastaligin en sik sebebi PTPN11 ( protein-tyrosine phosphatase, nonreceptor-
type, 11) genindeki patojenik varyantlar olmakla birlikte SOS1 (son of sevenless,
drosophila, homolog 1), RAF1 (V-RAF-1 murine leukemia viral oncogene homolog
1), RIT1 (rsc-like protein without CAAX motif 1), KRAS (KRAS proto-oncogene,
GTPase), NRAS (NRAS proto-oncogene, GTPase) ve BRAF (B-Raf proto-oncogene,
serine/threonine kinase) genlerinin de hastaliktan sorumlu olduklar1 bildirilmistir
(58).

2.3.1.3.1.3 Holt-Oram sendromu

Holt-Oram sendromu, TBX5 (T-box 5) genindeki mutasyonlar sonucu olusan
el-kalp sendromlarinin en iyi bilinen ornegidir. Hastalarda karakteristik olarak omuz
kusaginda gelisim geriligi, trifalangeal basparmak ve ASD goriilmektedir. Bu
sendromda ekstremite defektleri, fokomeli, sadece bagparmak anomalisi gibi
degisken klinik bulgular rapor edilmistir. TBX5 geninde mutasyon bulunan hastalarin
yaklagik yarisinda sekundum ASD goriiliitken, daha nadiren VSD, AVSD
(Atriyoventrikuler septal defekt), trunkus arteriyosus gibi kardiyak malformasyonlar
izlenebilmektedir. Yapisal anomalilerin yani sira bu hastalarda AV blok ve cesitli

aritmilerin de goriilebildigi rapor edilmistir (59).
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2.3.1.3.1.4 CHARGE sendromu

CHARGE, sendromu olusturan bilesenlerin bas harflerinin ingilizce
karsiliklarinin bir araya gelmesiyle tiiretilmis bir isimdir; Coloboma, Heart defects,
Choanal Atresia, Retarded growth and development, Genital abnormalities and Ear
anomalies. Onceleri bir “asosiasyon” olarak kabul edilirken CHD7 (chromodomain
helicase DNA binding protein 7) genindeki patojenik mutasyonlar sonucu
olustugunun bulunmasiyla birlikte bir “sendrom” olarak kabul edilmistir. CHARGE
sendromu tanist almis hastalarin %75’ine konjenital kalp hastaliklarinin eslik ettigi ve

bunlar iginde de en stk TOF bulundugu bildirilmistir (60, 61).

2.3.1.3.2 Sendromik olmayan tek gen hastaliklarinda konjenital kalp
hastaliklar

Konjenital kalp hastaliklari, bir sendromun bileseni olmaksizin, izole olarak
tek gen mutasyonlart sonucunda da goriilebilmektedir (35). Bu genlerin birgogunu
kardiyak transkripsiyon faktorleri ailesinden olan NKX2.5 (NK2 homeobox 5), GATA
cinko-parmak protein ailesi ve T-box transkripsiyon faktorlerine dahil olan TBX5,
TBX1 ve MEF2 (mads box transcription enhancer factor 2, polypeptide A) genleri
olusturur (62). Kalp gelisiminde evrimsel olarak korunan bu transkripsiyon faktorleri
kardiyak yapilarin morfogenezini, kontraktil proteinleri kodlayan genlerin
regulasyonunu ve Kardiyak hiicrelerin gelisimindeki 6nctil hiicrelerin olusumunu

kontrol etmektedir.
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Insanda konjenital kalp anomalilerine neden oldugu gosterilen ilk nokta
mutasyonlardan biri NKX2.5 geninde gosterilmistir. (63). NKX2.5 geni kardiyak
gelisimden sorumlu olmasinin yani sira, yasam boyu AV nodun ve miyokardin
normal fonksiyon goérmesinden de sorumludur (64). Bu gen 5q34 bolgesinde iki
ekzonu olan 324 aminoasitlik homeodomaini kodlamaktadir. Troponin T, connexin
43, beta-miyosin agir zincir ve miyozin hafif zincir-2 gibi miyokardin yapisindaki
hayati proteinler icin dnemli bir gendir (65). NKX2.5 mutasyonlarinin 6nceleri ASD
ve ileti sistemi defektlerine yol a¢tig1 diistiniilmekte birlikte ancak daha sonralari
heterotaksi ve TOF gibi olduk¢a belirgin fenotipik degiskenlige neden olabildigi
goriilmistlir. Bu gende nokta mutasyonu olan bireylerde ani 6liim ve kalp blogu gibi
ciddi komplikasyonlar gorulebilmektedir (66). Yine NKX2.5 genindeki bazi nokta
mutasyonlarin dilate kardiyomiyopatiye neden oldugu da bildirilmistir (67).

GATA4 (GATA binding protein 4) ginko-parmak transkripsiyon faktora olup,
NKX2.5 ile dogrudan iliskili, kalp gelisiminden sorumlu bir gendir (68). GATA gen
ailesinden olan GATA4, gelismekte olan miyokardiyal, endokardiyal ve endodermal
hiicrelerde ifadelenmektedir (69). Bu genin delesyonu sonucunda ekstra-embriyonik
ve foregut (6n barsak) malformasyonlarinin olustugu ve kardiyomiyositlerin
proliferasyonu ile regiilasyonundan ve kalpte septasyonun gelisiminden de sorumlu
oldugu goriilmiistiir (70, 71). Gatad heterozigot farelerde kardiyak hipoplazi ve
basing yiikiine cevap olarak gelisen hipertrofik yanitin azaldigi izlenmistir (72).

Holt-Oram sendromundan sorumlu TBX5 genindeki mutasyonlar sonucunda

hastalarin %30’unda ekstremite anomalisi olmaksizin, ¢ogunlugu septasyon defekti
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olmakla birlikte, kompleks izole kardiyak anomaliler gorilmektedir. TBX5 gen
mutasyonlart komplet penetrans gostermekle beraber, ayni aile bireylerinde, veya
farkli ailelerde degisken klinik ifadelenme olabilmektedir (73). TBX5, diger T-box
proteinlerinin de 6zelligi olan hiicrenin gelisimsel siirecinin kontroliinden sorumludur
ve ekstremite tomurcuklarinda ve kalpte ifadelenmektedir (62).

MEF2, kalp hiicrelerinin gelisimini belirleyen bir diger transkripsiyon
faktoridir. MEF2’nin “a”, “b”, “c” ve “d” olmak tizere dort izoformu bulunmaktadir
ve hepsi de kalpte ifadelenmektedir. Ancak, bu alt tipler i¢inde kalp gelisimi ve
farklilagsmasinda rolii en iyi bilineni MEF2C’dir. Kalp gelisimi ve farklilagmasinin
merkezinde “cekirdek” genler olarak sayilan NKX, GATA, HAND (heart and neural
crest derivatives expressed), TBX genlerinin tam merkezinde yer aldigi
goriilmektedir. Bu transkripsiyon faktorlerinin diger canli tiirlerinde de korunmus
oldugu bilinmektedir (74).

Embriyonik doénemde, HAND1 (Heart And Neural Crest Derivatives
Expressed 1) ventrikiillerin ve noral krest orijinli arkus aorta ve brankial arklarin
gelisiminde gorev alan bir transkripsiyon faktoriidiir. HAND1 mutasyonunun sag ve
sol ventrikiil hipoplazisi ve septasyon anomalileri ile sonuglanabilecegi bildirilmistir
(75-77).

Embriyonik gelisim siirecinde Notch proteinleri hiicrenin kaderini belirleyen
transmembran proteinidir. Bunlar arasindan NOTCH1 geninde mutasyon gdrilen

bireylerde, bikiispid aort kapagi, konjenital aort stenozu, aort koarktasyonu,
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hipoplastik sol ventrikiil, ¢ift ¢ikisli sag ventrikiil, VSD, TOF ve mitral stenozu
bildirilmistir (78).

izole KKH’nin olusumunda aksiyel orta hat ve/veya sol-sag paternizasyon
sinyallerinin de rolii oldugu bildirilmistir. Nodal sinyalizasyon yolagi, lateral
mezoderm yapraginda sag-sol lateralizasyonunun olusumunda kilit rol oynarken bu
sinyalizasyon yolaginin merkezinde FOXH1 (forkhead box H1) geninin
transkripsiyonel indiiksiyonu yer almaktadir. Bu yolaktaki diger genler olan GDF1
(Growth Differentiation Factor 1), CFC1 (cryptic protein) ve NODAL ( Nodal
Growth Differentiation Factor) genlerindeki mutasyonlar sonucunda birgok tipte
konjenital kalp anomalilerinin olustugu rapor edilmistir (79).

Transkripsiyon faktorlerinin kalp gelisimindeki 6nemli roli  bilinmekle
birlikte kromatin yapisim1 modifiye ederek genlerin aktivasyonu ve baskilanmasini
saglayan DNA fiberleri ve histon proteinlerinin, bir baska deyisle epigenetik
degisikliklerin rolii hakkindaki bilgi daha kisithdir. BAF60C, diger ad1 ile SMARCD,
Swi/Snf-like chromatin-remodelling complex BAF’in bir alt {initesi olup kardiyak
transkripsiyon faktorlerinin  BAF kompleksine baglanmasindan sorumlu bir
proteindir. BAFC60C’deki disfonksiyon ya da miktarindaki azalma, iliskili
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu engelleyerek ciddi kardiyak anomalilerin
gelisimine sebep olmaktadir. BAF60C seviyesindeki kismi diisiikliigiin, ¢ikim yolu
olusum defekti gibi daha lokalize anomalilere sebep olmasi, kromatin remodelling
komplekslerinin regiilasyonunun normal kalp gelisimi i¢in yasamsal Onemde

oldugunu gostermektedir. BAF60C gibi bir histon metil transferaz olan SMYD1 (SET
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And MYND Domain Containing 1) , diger adiyla BOP, kalp dokusunda biuyume ve
farklilagsma acisindan ¢ok oOnemli bir kromatin regiilatoriidiir. Ayrica hipertrofi
tizerine etkileri ile one ¢ikan histon deasetilazlar da (histon deasetilaz 1 ve 2) kalp
gelisiminde Onemi olan diger epigenetik unsurlardir (80). Kardiyak gelisimden
sorumlu giincel NCBI Gene veritabaninda sekiz yiiz civarinda gen bulundugu
gorilmektedir (81). Bu genlerden konjenital kalp hastaliklar1 ile siklikla

iliskilendirilenler, neden olduklari anomalilere gére Tablo 1’de sunulmustur (82).
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Tablo 1. izole kalp hastaliklarna en sik neden olan genler.

Transkripsiyon Faktorleri

Gen

Genin acik adi

Sebep Oldugu Kardiyak Anomali

NKX2-5

NK2 homeobox 5

ASD
Atrioventrikiler blok
TOF

Hipoplastik Sol Kalp
Interrupted Aortik Ark
Heterotaksi

TGA

DORV

VSD

Aort koarktasyonu
BAT

NKX2-6

NK2 homeobox 6

Trunkus Arteriozus

ANKRD1

Ankyrin repeat domain 1

TAPVD

CITED2

Cbp/p300 interacting transactivator with
Glu/Asp rich carboxy-terminal domain 2

VSD
ASD

HAND2

Heart and neural crest derivatives expressed 2

TOF

IRX4

Iroguois homeobox 4

VSD

GATA4

GATA binding protein 4

ASD

AVSD

VSD

TOF

Pulmoner darlk

GATAS

GATA binding protein 5

VSD
Bikispit Aorta

GATAG6

GATA binding protein 6

Trunkus Arteriozus
ASD

AVSD

PDA

TOF

VSD
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Tablo 1.’in devami

Gen

Genin acik adi

Sebep Oldugu Kardiyak Anomali

TBX1

T-box 1

VSD
Interrupted Aortic Arch

TBX5

T-box 5

ASD
VSD
AVSD

TBX20

T-box 20

ASD

Aort koarktasyonu

VSD

PDA

Hipoplastik Sol Ventrikl
ASD

ZFPM2

zinc finger protein, FOG family member 2

TOF
DORV

ZIC3

Zic family member 3

Heterotaksi
TGA

ASD
DORV

MED13L

Mediator complex subunit 13 like

BAT

TFAP2B

Transcription factor AP-2 beta

PDA

Sinyal Iletim Proteinleri

Gen

Genin acik adi

Sebep Oldugu Kardiyak Anomali

FOXH1

Forkhead box H1

TOF
TGA

HEY?2

Hes related family bHLH transcription factor
with YRPW motif 2

Trikuspit Kapak Atrezisi

JAG1

jagged 1

Pulmoner Arter Stenozu
TOF

NOTCH1

notch 1

BAT
TOF
VSD
Aort stenozu

NODAL

nodal growth differentiation factor

BAT
Heterotaksi
TOF
AVSD
DORV
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Tablo 1.’in devami

Gen Genin agik adi Sebep Oldugu Kardiyak Anomali
ASD
ACVR1 Activin A receptor type 1 BAT
AVSD
ALDH1A2 |Aldehyde dehydrogenase 1 family member A2 [TOF
CRELD1 |Cysteine rich with EGF like domains 1 ASD
¥ AVSD
A . ASD
GJAl G t tein alpha 1 . .
3P Junction profein apha Sol Kalp Hipoplazisi
PDGFRA |Platelet derived growth factor receptor alpha [TAPVD
Bikuspit aorta
SMADG6 SMAD family member 2 Aort koarktasyonu
Aort stenozu
TAB? TGF—.beta activated kinase 1/MAP3K7 binding Cikim yolu anomalileri
protein 2
. . TOF
TDGF1 Teratocarcinoma-derived growth factor 1 VSD
Yapisal Protein Genleri
ACTC1 Actin, alpha, cardiac muscle 1 ASD
Supravalviiler Aort Stenozu
. Pulmoner Arter Stenozu
ELN Elastin
> Pulmoner Kapak Stenozu
Aort Kapak Stenozu
FLNA Filamin A PDA .
Aort anevrizmast
- . . ASD
MYBPC3  |Myosin binding protein C, cardiac
VSD
ASD
MYH6 Myosin heavy chain 6 Aort Kapak Stenozu
BAT
MYH7 Myosin heavy chain 7 ASD
MYH11 Myosin heavy chain 11 PDA

Aort anevrizmasi
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Kardiyovaskiiler genetik, tibbi genetigin 6nemli bir konusudur. 1990 yilinda
kardiyak beta miyozin agir zinciri kodlayan gendeki bir mutasyonun ailesel
hipertrofik kardiyomiyopatiye sebep oldugunun anlasilmasindan sonra bu alanda
onemli ilerlemeler saglanmistir (83, 84).

Kardiyovaskiiler genetikte saglanan ilerlemeler sonucunda ortaya ¢ikarilan
verilerin klinik kullaniminin rasyonel kullanimi sorunu ortaya c¢ikmistir. Hangi
hastalara genetik test uygulanmasi gerektigine dair Amerikan Kalp Dernegi 2016
yilinda bir bildiri yaymlayarak bu konuya acgiklik getirmistir. Tablo 2’de hangi
durumlarin kardiyovaskiiler genetik hastalik acisindan arastirilmasi  gerektigi
gorilmektedir (85).

Tablo 2. Konjenital kalp anomalisi olan hastalarda genetik degerlendirme

endikasyonlart.

Kardiyak anomaliye eslik eden gelisme geriligi/entellektiiel yetersizlik

Konjenital kalp anomalisi ile birlikte dogumsal anomaliler

Konjenital kalp anomalisi ile birlikte dismorfik bulgularin olmasi

Ayn kardiyak anomalinin birden fazla yakin akrabada goriilmesi

Kardiyak anomalisi olan bireyin ebeveynlerinin 3 ve iizerinde gebelik kayb1 olmasi

Konotrunkal  kalp  defektleri,  supravalviler  aort stenozu, biklspit  aorta,

torasik anevrizma ve diseksiyon

Nedeni bulunamamis kardiyomiyopati

Aile hikayesinde ani 6lim 6ykisu

Kalitsal aritmiler ile uyumlu anormal elektrokardiyografik bulgularin varlig
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3. GEREC VE YONTEM

Bu retrospektif ¢alisma igin, 2005-2016 yillar1 arasinda, Genetik Hastaliklar
Tan1 Merkezi’mize (GHTM) refere edilen 6500 hasta taranmis ve bu hastalar icinden
pediatrik yas grubundaki 68’1 erkek, 36’s1 kiz olmak iizere (ortama yas:1,97 yil, SD:
+3,54), ilk basvurduklar tarihte detayli klinik degerlendirmelerinde non-sendromik
izole kardiyak bulgusu olan ve/veya konjenital kalp hastaligi olan toplam 104 hasta
dahil edilmistir. Klinik degerlendirmelerinin yanisira kromozom analizlerinin, FISH
ve/veya Array-CGH analizlerinin sonuglarini kapsayan retrospektif veriler, hastane
ve GHTM arsivlerinden elde edilmistir. Kromozomal anomalileri olan hastalar,
erigkin yas grubundaki hastalar, klinik bulgulari ile herhangi bir sendrom ile
iligkilendirilen ve/veya genetik analizler sonrasi herhangi bir sendrom ile

iliskilendirilen hastalar calisma dis1 birakilmislardir.

3.1 Hastalara Uygulanan Tamsal islemler ve Yontemler

3.1.1 Giemza-Tripsin-Giemza (GTG) karyotip analizi i¢in uygulanan yontem

Lenfosit doku kiiltiirii igin heparinli kan orneginden yaklasik 0,5 ml kan,
icerisinde 5 ml, %?20’lik fetal calf (dana) serumu, %]1,5 fitohemagliitinin, %1
(200mM) L-Glutamin, ve 100 pg/ml penisilin/streptomisinden olusan RPMI 1640
medyumu bulunan 10 cc’lik steril polistiren tiiplere konularak 72 saat siiresince 37°C
1sidaki etiivde inkiibasyona birakilmigtir. 72 saat sonunda ortama kromozomlari
metafazda durdurmak icin 0,1 ng/ml kolsisin eklenmistir. Iki saatlik bekleme siiresini

tabiken, karisimi igeren tiip 1200 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis ve siipernatant
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atildiktan sonra elde edilen pellet iizerine, yavas bir sekilde 0,075 M KCL soliisyonu
vorteksleme esnasinda eklenmis ve yaklasik 15-20 dk siire ile 37°C’lik etiivde
hipotonik ¢ozelti eklenerek bekletilmistir. Siirenin sonunda tiip 10 dk 1200 rpm’de
santrifiij edilerek siipernatanttan ayrilan pelletin {izerine yine vorteks ile karigtirilarak
daha onceden hazirlanmig, 3:1 oranindaki metanol/asetik asit ¢ozeltisi eklenerek
fiksasyon islemi uygulanmistir. Bu islem 3-5 defa pellet yeteri kadar yikanana kadar
tekrarlanmigtir. Yaklasik bes defa bu yikama islemi yapildiktan sonra tekrar tiipiin
icindeki siipernatant atilip alttaki pellet pipet yardimi ile alinarak 50 cm yiikseklikten
daha Onceden temizlenmis lamlara damlatilarak metafaz yaymalar elde edilmistir.
Elde edilen yaymalar bir gece boyunca 80° C derecedeki kurutucuda bekletildikten

sonra daha sonra anlatilacak GTG bantlama islemi i¢in hazir hale getirilmislerdir.

3.1.2 High resolution banding (HRB) dizeyinde karyotip analizi igin
kullanilan yontem

Prometafaz diizeyinde kromozomlarin elde edilmesi daha yiiksek bant
diizeyinde karyotipik incelemeye olanak saglayacagindan HRB teknigi, genetik
hastaliklar tan1 merkezimizde son yillarda daha fazla sayidaki hastada uygulanmistir.

Bu teknikte 72 saatlik inkiibasyon doneminin 48. saatinde yukarida icerigi
anlatilmig lenfosit doku kiiltiiriiniin icerisine 102M, 0,5 ml metotreksat (MTX)
eklenmistir. MTX eklenmesinden 17 saat sonra tiip 1200 rpm’de santrifiij edilip

supernatant atilarak geride kalan pellet iizerine 5 ml taze medyum ile birlikte 50 pl 5-
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bromo-2’-deoksiiiridin (BrDU, 10 M) eklenerek 37°C derecede inkiibasyona devam
edilmisgtir.

Son iglemden 5-6 saat sonra lenfosit kiiltliriinlin igine 0,1 pg/ml kolsisin
eklenerek kromozomlarin prometafaz asamasinda kalmalar1 saglanmistir. Bu
asamadan sonra, yukarida GTG bantlama i¢in izlenen yontem ile aymi sekilde
yapilarak preparatlar bir gece boyunca 80 °C derecedeki kurutucuda bekletildikten

sonra GTG bantlama i¢in hazir hale getirilmistir.

3.1.3 GTG bantlama teknigi

Yaymalart yukaridaki sekilde yapilmis preparatlar yeni hazirlanmis 0,04 g
tripsin ve 80 ml PBS iceren salede 3 dk kadar bir siire kromozomlar iizerinde bulunan
non-histon proteinlerin lizise ugramalar1 amaciyla bekletilir. Surenin sonunda sadece
PBS soliisyonu igeren diger bir saleye batirilarak tripsini giderilir ve preparat i¢inde
13 cc 41 numarah filtre kagidi ile siizilmiis Giemza boyas1 ve 35’er cc A ve B
soliisyonlar1 bulunan ti¢iincii salede 3-5 dk kadar bekletilir. Stirenin sonunda preparat

distile su ile yikanarak karyotipik inceleme i¢in hazir hale getirilir.

3.1.4. Floresan in situ Hibridizasyon (FISH) teknigi

Lenfosit kiiltiirtinden FISH yapilirken kullanilacak preparat yayma yapildiktan

sonra ayni glin asagidaki igslemlerden gecirilmistir.
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Preparatlarin On Yikama ve Denatiirasyon Islemi:

1. Preparat 1 dk siire ile sirasiyla %100-70-50-30’luk etanol serisinden
gecirilerek dehidratasyon saglanmstir.

2. Dehidre edilen preparatlar 0.1xSSC cozeltisinde 1 dakika oda isisinda
bekletilmistir.

3. Ardindan preparat Benmari banyosunda 70°C derecedeki 2xSSC i¢inde 30
dakika bekletilmistir.

4. Preparatlar 1 dakika oda 1sisinda 0,07 M’lik NaOH soliisyonunda
bekletilerek denatiirasyon yapilmistir.

5. Denatlirasyonu takiben preparat 1 dakika +4°C derecede 0,1xSSC ve yine 1
dakika +4°C derecede 2xSSC soliisyonlarinda bekletilmistir.

6. Preparatlar %30-50-70-100’lik alkol serisinden gegirilmis ve kurumaya
birakilmistir.

Kullanilan soliisyonlar ve igerikleri:

20xSSC Soliisyonu:

NaCl (3M) 175,3 gr
Tri-Sodyum Sitrat 88,2 gr
Distile su 1000 mi

0,1xSSC Soliisyonu:

20xSSC 3ml
Distile su 1000 ml

Tiim soliisyonlar HCL ile Ph 7,0 olacak sekilde ayarlanmistir.
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0,07 M’lik NaOH soliisyonu:

1M NaOH 14 mi
Distile su 200 ml

Hibridizasyon:

1. Preparata uygulanacak probun bulundugu ependorf tiipleri kullanim 6ncesinde
kisa siireli santrifiij uygulanarak tiim probun dibe ¢6kmesi saglanmistir

2. Prob (22911.2 lokusunda yer alan TUPLE ve/veya N25 bdlgelerine spesifik)
mikropipet yardimi ile tiipten cekilerek denatiirasyonu yapilmis preparata miimkiin
oldugu kadar homojen bir sekilde uygulanmis ve iizeri altinda hava kabarcigi kalmayacak
sekilde bir lamel ile kapatilmistir.

3. Lamel cevresi su girmesini 0nleyecek bir yalitkan ile kapatilmistir.

4. Preparat nemlendirilmis hibridizasyon cihazina konularak 1 gece boyunca
hibridizasyona birakilmistir. Hibridizasyon cihaz1 (Vysis-Hybrite™ Slide Stainers,
Model 30102720) preparatt DNA denatiirasyonu i¢in 5 saniye 73°C dereceye ¢ikardiktan
sonra 1 gece boyunca 37°C derecede tutacak sekilde programlanmustir.

Hibridizasyon Sonras1 Yikama Islemi:

1. Hibridizasyon islemi tamamlanan preparatin ilizerindeki lamelin su almasini
engellemek amaciyla daha 6nce uygulanmig yalitim maddesi dikkatlice ¢ikarilmistir.

2. Preparat oda 1sisindaki 2xSSC soliisyonunda hafifce uygulanan c¢alkalama
hareketi ile yitkanmistir.

3. Preparat daha sonra benmari banyosunda 74 °C dereceye 1sitilmig 1xSSC

soliisyonu i¢inde 5 dakika bekletilmistir.
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4. Daha sonra oda 1sisindaki 2xSSC/T-20 sollisyonunda 5 dakika bekletilmistir.

5. Yikama islemi bittikten sonra prob eklenmis bolgeye homojen bir sekilde
DAPI eklenerek iizeri lamel ile Ortiilmiistiir. Preparat karanlik ortamda incelemesi
yapilana kadar muhafaza edilmistir.

Yikama soliisyonlarinin igerigi su sekildedir;

1xSSC Solilisyonu:

20xSSC 10 ml
Distile su 190 ml

2XSSC Solisyonu:

20xSSC 20 ml
Distile su 180 ml

2xSSC/Tween-20 Soliisyonu:

20xSSC 20 mi
Tween 20 100 pl
Distile su 180 ml

Tiim soliisyonlarin Ph degerleri HCL ile 7,0 olacak sekilde ayarlanmistir.
Preparatin Analizi:
Preparat floresan mikroskop ile uygun filtreler kullanilarak incelenmistir. Her
olgu i¢in prob basimma en az besi metafaz plagr olmak iizere 30 hiicre sitogenetik

alaninda deneyimli genetik uzmanlar1 tarafindan degerlendirilmistir.
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3.2 Array-CGH (Comperative Genomic Hybridization) Uygulamasi

3.2.1 Array-CGH’de kullanilacak DNA’nin eldesi

Spin kolon yontemi:

1. 1,5 mI’lik mikrofij tiiptine 500 pl buffer AP1 konulmustur.

2. Buffer iizerine yaklasik 250 ul EDTA’l kan 6rnegi eklenmistir. Mikrofiij
tiipiiniin kapagi kapatildiktan sonra maksimum hizda vortekslenmistir.

3. Karigimin tizerine 100 pl buffer AP2 ilave edildikten sonra 10 saniye daha
vortekslenmistir. Spin kolonlara (Axygen Scientific, ABD) aktarilmistir.

4. 12000 rpm’de 10 dakika ortam sicakliginda santrifiij edilerek hiicresel
artiklarin ¢okelmesi saglanmistir.

5. 2 ml mikrofiyj tiipii igerisine miniprep kolon yerlestirilmistir. Bir 6nceki
adimdaki islemden sonra belirginlesen siipernatant miniprep kolonlara aktarilmstir.
12000 rpm’de bir dakika siire ile satrifiij edilmistir.

6. 2 ml mikroflij tiipiiniin altindaki siiziilmiis sivi bosaltildiktan sonra
miniprep kolon 2 ml mikrofiij tiipiine tekrar yerlestirilmistir. Onceden etanol
eklenmis 700 ul W1A miniprep kolonlarin {izerine eklenmis ve 2 dakika kadar oda
1sisinda bekletilmistir. Sonrasinda yine 12000 rpm’de 1 dakika kadar santrifiij
uygulanmustir.

7. Mikrofijj tiipliniin altina siiziilen s1v1 bosaltilmis ve miniprep kolon 2 ml
mikrofiij tiipline tekrar yerlestirilmistir. 800 ul buffer W2 miniprep kolonun Gzerine

eklenerek 12000 rpm’de tekrar santrifiij islemi tekrarlanmastir.
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8. Mikrofiij tlipiliniin altina siiziilen s1v1 bosaltildiktan sonra miniprep kolon 2
ml mikrofiij tlipline yeniden yerlestirilmistir. 500 ul buffer W2 miniprep kolonun
uzerine eklenerek 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Boylece buffer W2 ile
iki kez yikanmig ve tuzlarin arindirilmasi saglanarak enzimatik reaksiyonlar sirasinda
bu nedenle olusabilecek problemler elimine edilmistir.

9. Mikrofiij tliplinlin altina siiziilen sivi bosaltildi. Miniprep kolon 2 ml
mikrofiij tlipline tekrar yerlestirildikten sonra 12000 rpm’de santrifiij islemi
tekrarlanmigtir.

10. Miniprep kolon 1,5 mI’lik mikrofiij tiipiine yerlestirimistir. Onceden 65 °C
dereceye 1sitilmig 80-200 pl buffer TE eklenmistir. Bir dakika oda 1sisinda
bekletildikten sonra 12000 rpm’de bir dakika siire ile santrifiij edilerek genomik
DNA elde edilmistir.

Tuzda ¢Oktiirme yontemi ile DNA eldesi:

1. EDTA’h tiipe alinmis 5 ml kan 6rnegi tizerine 10 ml soguk steril bidistile
su eklenerek ¢alkalandiktan sonra 2200 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.

2. Yikama iglemi ii¢ kez tekrarlandiktan sonra pelletin {izerine 1500 pl lysis
buffer (10 Mm TrisCl, 400 Mm NaCl, 2 Mm Na;EDTA Ph:8.2), 35uL proteinaz K,
1000p1 SDS (%10) eklenerek bir gece 37°C derecede bekletilmistir.

3. Ertesi giin 1000ul 10 Mm amonyum asetat karigima eklendikten sonra
vortekslenmis ve 10 dakika oda 1sisinda bekletilmistir. 3500 rpm’de 15 dakika

santrifiij edilmistir.
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4. Bagka bir tlipe aktarilan siipernatantin iizerine iki kati oraninda soguk
absolii etanol eklenmistir.

5. Belirginlesen DNA 250 pl TE (10 Nm Tris-HCL, 1 Mm Na:EDTA pH:7,5)
iceren ependorfa alinmig, 1 giin oda 1sisinda ¢oziindiikten sonra -20°C derecede

saklanmustir.

3.2.2 Elde edilmis DNA’nin konsantrasyonunun ol¢iimii ve Kalitesinin
degerlendirilmesi

Elde edilen DNA konsantrasyonu spektrofotometre (Nanodrop ND-1000,
ABD) cihazi ile dl¢iilmiistiir. DNA’nin analiz i¢in uygunlugu 260/280 degerine (1,6-
1,9) ve optik densitesine gore (30-70 ng/ul) gore degerlendirilmistir. Ayrica DNA
%1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek degrade olmadigindan emin olunmustur. Molekiiler
karyotiplemede 33 ng/ul DNA kullanilacagindan, bu miktardaki DNA’ya elde

edilmis olan DNA’nin IXxTE (TrisEDTA) buffer ile diliisyonu ile ulagilmigtir.

3.2.3 Tim genom amplifikasyonu

Bu basamakta ve sonraki basamaklarda kullanilacak olan malzemeler
saglayici firma tarafindan tedarik edilmistir.

Gerekli malzemeler:

e Cyto 10x Denatlirasyon Sollsyonu (DS)(-20 °C)

e Cyto 10x Nétralizasyon Solisyonu (NS)(-20 °C)
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e Cyto Amplifikasyon reaksiyon Bufferi (-20 °C)

e Cyto Amplifikasyon enzimi (-20 °C)

e (Cyto Water (oda 1s1s1)

e 1,5 ml’lik efendorf

Yontem:

1. DS, NS ve Amplifikasyon bufferi -20 °C dereceden oda 1sisina ¢okarilarak
cozinmesi  beklenmistir. Amplifikasyon bufferi ¢oziindiikten sonra iyice
vortekslendikten sonra maksimum hizda spin yapilip buzda bekletilmistir. DS ve NS
ise oda 1s1sinda bekletilmistir.

2. 10x DS ve 10x NS, 1x haline diliisyon yapilarak getirilmis olup, islemden
sonra vorteks ve spin uygulanmistir.

3. 1,5 mI’lik ependorflara 33 ng/ul’ye diliie edilmis genomik DNA’dan ii¢ ul
konulur ve bu sekilde ependorfa yaklasik olarak 100 ng DNA konulmus olur.

4. I¢inde 100 ng DNA bulunan bu efendorfun igine 1xDS ‘den 3 ul eklenmis
ve vortekslenmistir.

5. 3 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra 6rnegin iizerine 1xXNS’den 6 pl
eklenip vortekslendikten sonra buz i¢cinde konulmustur.

6. Buz iginde bulunan amplifikasyon bufferdan 50 pl ve -20 °C derecedeki
amplifikasyon enziminden 2,5 pl eklenerek elde edilmis toplam 64,5 ul’lik 6rnek

vortekslenmistir.
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7. Hazirlanan 6rnek amplifikasyon icin 30 °C dereceye 1sitilmig dongiileyiciye
(thermal cycler) yerlestirilmistir. Dongiileyici programi Tablo 3’te sunulmustur.
Tablo 3. Is1 dongiileyicide uygulanan amplifikasyon programi

Cyto Amplifikasyon Programi

Sicakhk Zaman

30°C 16 saat

65 °C 3 dakika

4 °C Bekleme
3.2.4 Pirifikasyon

Gerekli Malzemeler:
e Cyto Elution Buffer (oda 1sisinda)
e Cyto Piirifikasyon Yikama Buffer (oda 1sisinda)
e Cyto Magnetic Bead (+4 °C)
Yontem:
1. Kit agildiktan sonra Cyto piirfikasyon yikama buffer soliisyonuna %100
saflikta etanolden 10,5 ml eklenmistir
2. +4 °C dereceden ¢ikarilan Cyto Magnetic Bead vortekslenerek homojenize
edilmistir.
3. 64,5 ul’lik amplifiye edilmis 6rmekler, taban1 diiz, 2 ml’lif ependorflara

konularak iizerlerine 90 ul Magnetic Bead eklenmistir.
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4. Karisim 10 defa pipetaj yapilarak karigtirildiktan sonra 5 dakika oda
isisinda bekletildikten sonra manyetik alan iizerine alinmistir. Karigim tamamen
seffaflastiktan sonra (yaklasik 5 dakika) isleme devam edilmistir.

5. Magnetic beadlara baglanan ve ependorfun manyetik alan tarafinda kalan
DNA’ya dokunulmadan seffaf siipernatant pipet ile ortamdan uzaklastirilmistir.

6. Manyetik alandan ¢ikarilan ependorf iizerine daha dnceden absolii etanol
eklenmis halde bulunan Cyto piirifikasyon yikama bufferinden 200 pl eklenmistir. 1
dakika kadar oda 1sisinda bekletildikten sonra yine manyetik alana alinarak
seffaflasana kadar (yaklasik 1 dakika) bekletilmis ve karisimin {izerinde olusan seffaf
siipernatant ortamdan uzaklastirilmistir. Bu iglem aymi sekilde 2 kez daha
tekrarlanmistir.

7. Ependorf i¢indeki ¢okeltinin kurumasina izin vermeden 50 pul Cyto elution
buffer ilave edilmis ve 10-30 dakika igerik homojenize olana kadar en yiiksek hizda
vorteksleme yapilmistir.

8. 1500 rpm’de 1 dakika kadar spin yapildiktan sonra, manyetik alan {izerinde
15 dakika ependorfun kapagi kapali, 15 dakika kadar da kapak acik sekilde
bekletilmis ve karigimin lizerinde biriken seffaf slipernatant (yaklasik 45 pl) baska bir
ependorfa alinmistir.

9. Vorteksleme yapildiktan sonra spektrofotometrede 6l¢tiim yapilmadan once
ornek 1:10 oraninda diliie edilmistir. Ol¢iimde dansitenin 1-2 pg/ml, optik dansite

260/280 oraninin 1,6-1,9 olmasina dikkat edilmistir.
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3.2.5 Fragmantasyon- isaretleme

Bu asamada amplifiye edilmis ve saflastirilmis genomik DNA pargalara
ayrilarak igaretleme yapilmistir.

Gerekli Malzemeler:

1. Cyto Frag-Label Buffer (-20 °C)

2. Cyto Frag-Label Enzimi (-20 °C)

Yontem:

1. Cyto Frag-Label Buffer oda isisinda ¢oziindiiriildiikten ve vortex-spin
yapildiktan sonra, Cyto Frag-Label enzimi ise dogrudan buz {izerine yerlestirilmistir.

2. Buz tlizerine yeni bir ependorfa saflastirilmis DNA Orneginden 37 pl
konulduktan sonra tizerine 10 pl Frag-Label Buffer, 3 pl Frag-Label enzimi eklenerek
elde edilmis olan toplam 50 pl’lik karisim vorteks ve spin islemlerini takiben Tablo
4’de verilen programa gore 1s1 dongiileyiciye yerlestirilmistir.
Tablo 4. Is1 dongiileyicinin fragmantasyon ve isaretleme islemi sirasindaki programi

Cyto Frag-Label Programi

Sicakhk Zaman
37°C 2 saat
95°C 10 dakika
4°C Bekleme

Reaksiyon  swrasinda  ornek, fragmantasyon  kontrolii i¢in = %4

konsantrasyondaki agaroz jelde yliriitiilmiistiir. 2,5 pl 6rnek, 2,5 pl orange dye ile
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boyanarak marker esliginde jele yiiklenmis, 140 voltta 20 dk yiiriitiilmiistiir. Bant
yogunlugu 50-200 bp arasinda goriilerek fragmantasyonun gerceklestigi kontrol

edilmisgtir.

3.2.6 Hibridizasyon

Hibridizasyon asamasi icin array ¢iplerini saglayan firmaya ait hibridizasyon
firim kullanilmistir.

Gerekli Malzemeler:

1. Cyto Hibridizasyon Buffer (-20 °C)

2. Array cipi

3. Hibridizasyon firini

Yontem:

Hibridizasyon bufferi kullanilmadan o6nce 15 dk buzda bekletilmistir.
Sonrasinda buz iizerindeki her bir 6rnek 100 pl hibridizasyon bufferi eklenerek elde
edilen 147,5 pul hacmindeki 6rnek vorteks-spin yapildiktan sonra denatiire edilmek
Uzere tablo 5°teki programa gore 1s1 dongiileyiciye yiiklenmistir.

Tablo 5. Is1 dongiileyicide uygulanan denatiirasyon programi

Cyto Frag-Label Programi

Sicakhik Zaman
37°C 2 saat
95°C 10 dakika
4°C Bekleme
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1. Denatiire edilmis ornekten 130 pl mikropipet ile alinip array ¢ipinin
izerindeki bolmeye dikkatlice yliklenmistir.

2. Yikleme sonrasinda bolmeler kapatilarak 50 °C dereceye 1sitilmis
hibridizasyon firminda 60 rpm’de c¢evrilecek sekilde 16-19 saat sureyle inkilbe

edilmisgtir.

3.2.7 Yikama, boyama ve arraylerin taranmasi
Bu asamada arraylere yikama ve boyama iglemi yapilir ve sonrasinda analiz
edilmesi i¢in tarama yapilmistir. Bu asamada da saglayici firmaya ait cihazlar
kullanilarak yikama, boyama ve tarama islemleri gergeklestirilmistir.
Gerekli Malzemeler:
1. S1v1 istasyonu
2. Tarayici
3. 1,5 ml ependorf (dogal, mavi ve kirmizi)
4. Sitogenetik Reagent Kkiti:
a. Cyto Boyama Buffer 1 (4 °C-amber)
b. Cyto Boyama Buffer 2 (4 °C-amber)
c. Cyto Holding Buffer (4 °C-amber)
d. Cyto Yikama Buffer A (oda sicakligi-turuncu)

e. Cyto Yikama Buffer B (oda sicakligi-turuncu)
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Yontem:

1. Yikama istasyonunda bulunan bos siselere 500 ml Cyto Yikama Buffer A
ve B eklenmistir. Su sisesi doldurulmus, ¢op sisesi bosaltildiktan sonra sistem 6n
yikama yapmast i¢in ¢alistirtlmistir.

2. Bu sirada 4 °C derecede bulunan Cyto Boyama Buffer 1 ve2 ile Holding
Buffer oda 1sisinda bekletilmis ve 1,5 ml‘lik tiiplere alinmustir.

3. 1,5 ml’lik renkli tiiplerde bulunan Cyto Boyama Buffer 1 ve 2 ile Holding
Buffer yikama istasyonuna yerlestirilmistir. Cihaz uygun protokolde calistirilmistir.
Sonra kartus kartlar1 array ¢iplerini yerlestirmek tizere agilmustur.

4. Hibridizasyon firinindan alinan ¢ipin iizerindeki etiket acildiktan sonra
yikama istasyonunda yikama ve boyama islemi yapilmistir.

5. Program sonlandiginda array ¢ipi ¢ikarilarak bolgelerin tizeri tekrar etiket
ile kapatilmistir. Tarama yapilacak bilgisayara barkodlar1 okutturularak array cipi
tarayictya  yiiklenmesi  sonrasinda  sistem  c¢alistirillarak  tarama  islemi
gergeklestirilmistir. Bufferlarin hangi tiipe konulacag: ve tiipiin igerecegi sivi hacmi
tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. Yikama ve holding bufferlerin tiiplere boliinmesi

Reagent Tiip rengi Tiipe konulan sivi hacmi
Cyto Boyama Buffer 1 Amber 500 pl
Cyto Boyama Buffer 2 Mavi 500 pl
Cyto Holding Buffer Natural 800 ul
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3.2.8 Sonuglarin degerlendirilmesi

Calismada Array-CGH, 8x60K ISCA yontemi ile yapilmistir.  Sonuglar
“Chromosome Analysis Suite (ChAS) v1.2.1 Software (Affymetrix)” ve “Agilent®
CytoGenomics 3.0.6.6” programlari ile analiz edilmistir. Olgulara ait veriler “CEL”
dosyasia doniistiiriilmiis ve analiz edilmek iizere taramalarin gergeklestirildigi
sistemin yikli oldugu bilgisayardan analizlerin gergeklestirilecegi Anabilim
dalimizdaki bir bilgisayara taginmistir. Analizlerin yapilacagi bilgisayara;

o Affymetrix® Chromosome Analysis Suite (ChAS) v1.2.1,

. Agilent® CytoGenomics 3.0.6.6,

o Cytogenetics Array NetAffix® Analysis fileset NA32 (hgl9)
programlari firma tarafindan yiiklenmistir.

Bu programlar yiiksek ¢oziiniirliikte bir “CytoScan Array” ile kullanildiginda
submikroskopik yeniden diizenlemelerin tespitine ve analizine olanak saglamaktadir.
Kromozomal anomaliler agisindan arastirilan hastalarin verilerinin yorumlanmasina,
bulunan degisikliklerin karyogram iizerinde ve bazi grafiklerde goOsterilmesine,
degisikligin icerdigi genleri ve bu genleri veri tabaninda arastirmayi saglayan
baglantilar1 icermesi nedeniyle sitogenetik arastirmalara imkan vermektedir (86).

Calismada arastirilan olgularda tespit edilen kayip ve kazanglar i¢in 100
Kb’lik sinir belirlenmistir. Daha kiigiik degisiklikler, gen igerip icermeme durumuna

gore degerlendirilmistir.
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Sonuglarda belirlenmis degisiklikler DECIPHER (Database of Chromosome
Imbalance and Phenotype in Humans using Ensemble Resources), Ensemble
(Genome Browser), DGV (Database of Genomic Variants) ve ECARUCA (European
Cytogeneticists Association Register of Unbalanced Chromosome Aberrations) gibi
internet veri tabanlar1 ile OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) ve PubMed
(the U.S. National Library of Medicine) gibi online kiitiiphaneler kullanilarak

degerlendirilmistir (87-92).
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4. BULGULAR

Detayli klinik degerlendirmelerinde non-sendromik izole kardiyak bulgusu
olan ve/veya konjenital kalp hastaligi (Sekil 1’de sunulmaktadir) olan 104 g¢ocuk
hastanin 68’1 erkek (%65,4), 36’s1 kizdir (%34,6) ve yas ortalamalar1 da 1,97 yastir (=

3,54 SD).

60 56

50 44

40

30

20 15

10

Sekil 1: Hastalarin kardiyak anomalilerinin detaylar1 ve dagilim sikligr.

Hastalarin yaslari, cinsiyet dagilimlar, dismorfik bulgulart ve kalp
anomalileri ile FISH ve Array-CGH analizlerinin sonuglar1 tablolar halinde

sunulmaktadir (Tablo 7-10). Y{izdort hastanin 96’sina 22q11.2 delesyon sendromlari
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acisindan ilgili kritik bogenin kayiplarmi gosterebilmek amaciyla FISH analizi
yapilmig, 14 hastada delesyon belirlenmistir (Tablo7). Delesyon saptanan bu 14
hastanin 10’unda displastik kulak, bes hastada retro ya da mikrognati, dort hastada
parrot-like (papagan) seklinde burun yapisi, dordiinde derin yerlesimli gozler,
dordiinde tek palmar transvers ¢izgi tespit edilmistir (Tablo 7). Brakisefalik kafa
yapist ti¢ hastada gortliirken, yiikksek damak ve hipertelorizm t¢ hastada mevcuttu.
Daha nadir olarak pes ekinovarus, hipertelorizm, istten yerlesimli ayak parmaklart,
ciiriik disler ve abdominal herni iki hastada goriilmiistiir. Mikrosefali, frontal bossing,
upslanted palpebral fissiirler, yarik damak, kriptorsid testisler, epilepsi, entelektiiel
yetersizlik ve sublingual tirod dokusu nadir gorilen anomalierdir. Eriskin yastaki
22011.2 delesyon sendromu olan hastalarda goriilen skolyoz, bir hastamizda tespit
edilmistir. Hastalardan 85 ve 87 numarali hastalarin postoperatif donemde eksitus
olduklari O6grenilmistir (Tablo 7). Delesyon saptanmayan alti hasta ile klinik
degerlendirme sonrasi direk molekiiler sitogenetik analize yonlendirilen sekiz hasta
olmak {izere, on dort hastada yapilan Array-CGH analizlerinin sonuglart Tablo 8, 9 ve

10’da sunulmaktadir
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Tablo 7. Hastalarin yaslari, cinsiyet dagilimlari, kardiyak anomalileri ve belirgin dismorfik bulgulari ile yapilmis olan tanisal testleri.

> . - .
% YAS | CINSIYET KALP ANOMALISi 22q11.2 FISH E DISMORFIK OZELLIKLER
<
1 18 ay Erkek Atriyal Septal Defekt Normal Skolyoz, Inguinal Herni
2 2 gin Erkek Ventrikiler Septal Defekt, Pulmoner Stenoz, Patent Duktus Arteriyosus Normal Hipospadias
3 16ay Erkek Atriyal Septal Defekt, Ventrikiiler Septal Defekt, Cift Cikimli Sag Venrikiil Normal Pektus Carinatum, Skolyoz
4 12 gin Kadin Ventrikiler Septal Defekt, Patent Duktus Arteriyosus, Pulmoner Atrezi Normal
5 1 yas Kadin Atriyal Septal Defekt, Ventrikuler Septal Defekt, Patent Duktus Arteriyosus Normal Yapilmug Hipotelorizm, gelisimsel gerilik, derin yerlesimli gozler
6 5gilin Erkek Ventrikuler Septal Defekt Normal Tek Palmar Trans{\//slrzf(a;:izr?éé;DItJYV\:)r:n?elgﬂtkPalpebral Fisstr,
7 2ay Kadin Atriyal Septal Defekt, Ventrikiiler Septal Dljli":l;tr; Iia\zt;"si?/ovemrikﬁler Septal Defekt, Sag Ventrikiil Normal Sakral Agenezi, Dogustan Kalga Cikigi
8 3ay Erkek Aort Stenozu Normal Kriptorsidizim, Hipertelorizm
9 9 gin Erkek Atriyal Septal Defekt, Patent Duktus Arteriyosus, BikUspit Aorta, Pulmoner Stenoz Normal
10 3gin Erkek Atriyal Septal Defekt, Ventrikiler Septal Defekt, Patent Duktus Arteriyosus Normal
11 2 gun Kadin Atriyal Septal Defekt, Patent Duktus Arteriyosus, Bikuspit Aorta, Pulmoner Stenoz Normal
12 16 giin Erkek Biyuk Arterlerin Transpozisyonu Normal Retrognati
13 2 giin Erkek Atriyal Septal Defekt, Ventrikiler Septal De;etl:é,ZiBUyUk Arterlerin Transpozisyonu, Pulmoner Normal
14 3gin Erkek Pulmoner Atrezi, Sag Ventrikil Hipoplazisi Normal
15 1.5ay Erkek Atriyal Septal Defekt, Ventrikiler Septal Defekt, Noncompaction, Pulmoner Stenoz Normal Kriptorsidizim
16 6 ay Erkek Atriyal Septal Defekt, Ventrikiler Septal Defekt Normal Tek Palmar Transvers Cizgi
17 11lay Kadin Ventrikiler Septal Defekt, Patent Duktus Arteriyosus Normal Klinodaktili, Hemivertebra
18 6 ay Erkek Atriyoventrikiiler Septal Defekt Normal Yapilmig
19 lay Erkek Atriyal Septal Defekt Normal Preaurikuler Skin Tag
20 18 ay Kadin Atriyal Septal Defekt, Fallot Tetralojisi Normal
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Tablo 7’nin devami

>_
% YAS | CINSIYET KALP ANOMALISi 22q11.2 FISH é DISMORFIK OZELLIKLER

<

21 3ay Kadin Atriyoventrikuler Septal Defekt Normal Klinodaktili

22 lay Erkek Atriyal Septal Defekt, Ventrikiler Septal Defekt, Aort Koarktasyonu Normal

23 2 gun Kadn Atriyal Septal Defekt, Ventrikiiler Septal Defekt, Pulmoner Venéz Donils Anomalisi Normal

24 18 ay Erkek Ventrikuler Septal Defekt Normal Yapilmis | Yarik Damak Dudak, Hipospadias

25 10 yas Erkek Ventrikuler Septal Defekt Normal

26 1gln Erkek Fallot Tetralojisi Normal Omfalosel, inguinal Herni

27 8 yas Erkek Ventrikuler Septal Defekt Normal Polidaktili

28 6 ay Kadn Patent Duktus Arteriyosus Normal

29 12 ay Kadin Fallot Tetralojisi Normal

30 6 ay Erkek Atriyal Septal Defekt Normal Hipertelorizm

31 10 giin Kadin Atriyal Septal Defekt Normal Tek Palmar Transvers Cizgi

32 2 gln Erkek Fallot Tetralojisi Normal

33 2 yas Kadin Ventrikuler Septal Defekt Normal Trakeo-6zofagial Fistul

34 3gln Erkek Mitral Atrezi, Aort Koarktasyonu Normal Yapilmig

35 3ay Kadn Patent Duktus Arteriyosus Normal Mikroretrognati, Kolobom

36 10 yas Kadn Atriyoventrikiler Septal Defekt Normal Blefarofimozis

37 9 yas Erkek Patent Duktus Arteriyosus Normal Skin Tag

38 11 ay Erkek Atriyal Septal Defekt, Ventrikiiler Septal Defekt, Cift Cikimli Sag Venrikiil Normal Down Slant Palpebral Fissiir ,Yartk Damak Dudak

39 19 glin Erkek Atriyal Septal Defekt, Ventrikiiler Septal Defekt Normal Mikrognati

40 3ay Erkek Atriyal Septal Defekt Normal Umblikal Herni
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Tablo 7’nin devami

>

o o N % . - .

z YAS CINSIYET KALP ANOMALISI 22q11.2 FISH % DISMORFIK OZELLIKLER

%)

<
. Erkek Atriyal Septal Defekt, Ventrikiler Septal Defekt, Patent Duktus Arteriyosus, Buyuk Arterlerin
41 7 gun . Normal
Transpozisyonu
42 40 gun Erkek Patent Duktus Arteriyosus, Aort Koarktasyonu Normal Yapilmug Hipertelorizm
43 12 ay Erkek Fallot Tetralojisi Normal
44 lay Erkek Atriyal Septal Defekt, Ventrikiiler Septal Defekt, A(}rt Koarktasyonu, Pulmoner Vendz Doniis Normal $13 Orbita
Anomalisi

45 9ay Kadin Ventrikiler Septal Defekt, Patent Duktus Arteriyosus Normal Klinodaktili
46 4.5 yas Kadn Ventrikiler Septal Defekt, Pulmoner Stenoz, Noncompaction Normal Displastik Kulaklar
47 3ay Kadin Fallot Tetralojisi Normal Hipertelorizm
48 19 ay Erkek Atriyal Septal Defekt, Ventrikiler Septal Defekt Normal Nistagmus
49 4 gin Erkek Biiyuk Arterlerin Transpozisyonu, Pulmoner Stenoz, Tek Ventrikiil Normal
50 10 ay Erkek Atriyal Septal Defekt Normal
51 7ay Kadm Heterotaksi Normal Hipertelorizm, Skolyoz
52 3ay Kadin Patent Duktus Arteriyosus Normal Umblikal Herni
53 2.5ay Kadm Atriyal Septal Defekt, Patent Duktus Arteriyosus Normal Upslanted Palpebral Fisstrler
54 15gin Erkek Atriyal Septal Defekt, Patent Duktus Arteriyosus Normal
55 15 gin Erkek Fallot Tetralojisi Normal Hemivertebra
56 | 20ay Erkek Atriyal Septal Defekt Normal Kriptorsidizim, Mikrosefali
57 21 ay Kadn Atriyal Septal Defekt, Ventrikiler Septal Defekt, Bikuspit Aorta Normal
58 7,5 yas Erkek Heterotaksi Normal
59 13 yas Erkek Atriyal Septal Defekt Normal Entelektiiel Yetersizlik,Isitme Kaybi

60 1gln Erkek Trunkus Arteriosus Normal
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Tablo 7’nin devami

> . R
% YAS | CINSIYET KALP ANOMALISi 22q11.2 FISH é DISMORFIK OZELLIKLER

<

61 7,5 yas Erkek Aort Darlig1 Normal Isitme Kayb1

62 lay Erkek Ventrikiler Septal Defekt, Aort Koarktasyonu Normal

63 5ay Erkek Atriyal Septal Defekt Normal Diyafram Hernisi

64 5.5 yas Erkek Atriyal Septal Defekt, Ventrikiiler Septal Defekt Normal

65 4 ay Kadmn Ventrikiler Septal Defekt, Pulmoner Stenoz, Mitral Atrezi, Sol Ventrikil Hipoplazisi Normal

66 2ay Kadin Atriyal Septal Defekt Normal

67 2gln Kadmn Heterotaksi, Cift Cikimli Sag Venrikiil, Atriyoventrikiiler Septal Defekt Normal Hipertelorizm,Rocker-Botton Feet

68 | 1.5yas Erkek Atriyal Septal Defekt Normal inguinal Herni, Klinodaktili

69 11lay Erkek Atriyal Septal Defekt, Pulmoner Venéz Donils Anomalisi Normal Yarik Damak Dudak

70 1 yas Erkek Noncompaction Normal

71 14 giin Erkek Ventrikuler Septal Defekt, Patent Duktus Arteriyosus, Pulmoner Stenoz Normal Hipotoni

72 3ay Erkek Atriyal Septal Defekt, Patent Duktus Arteriyosus Normal

73 lay Kadin Atriyal Septal Defekt Normal

74 1 giin Erkek Sol Ventrikil Hipoplazisi Normal Tek Umblikal Arter

75 1 giin Kadmn Atriyal Septal Defekt, Patent Duktus Arteriyosus Normal

76 16 yas Erkek Atriyal Septal Defekt, Ventrikiiler Septal Defekt, Pulmoner Stenozi, Cift Cikimli Sag Venrikiil Normal Pektus Karinatum, Skolyoz

77 2 gun Kadin Ventrikiler Septal Defekt, Patent Duktus Arteriyosus, Blylk Arterlerin Transpozisyonu Normal

78 5 yas Erkek Aort Darligi Normal

79 8 yas Erkek Atriyal Septal Defekt Normal Tek Palmar Transvers Cizgi, Klinodaktili

80 27 ay Kadin Atriyal Septal Defekt, Pulmoner Stenoz, Noncompaction Normal
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Tablo 7’nin devami

>_
®) L. - < i iKO i
Z | YAS | CINSIYET KALP ANOMALISI 22q11.2 FISH x DISMORFIK OZELLIKLER
%
<
7.5 Erkek <
81 yas Aort Darligi Normal
Erkek . - Hipertelorizm, Brakisefali, Displastik Kulak, Kubbe
8 15 ay Atriyal Septal Defekt, Aort Koarktasyonu, Sag Arkus Aorta Delesyon Damak, Motor Gelisim Geri
. i . Delesyon Yarik Damak Dudak,Parrot Like Burun, Retrogati,
83 2ay Kadn Atriyal Septal Defekt, Ventrikiler Septal Defekt, Patent Duktus Arteriyosus Displastik Kulaklar
Erkek L Delesyon Hipertelorizm, Tek Palmar Transvers Cizgi, Burun Kok
84 7 yas Fallot Tetralojisi Genis, Ciiriik Digler
85 | 3ay Erkek Ventrikiiler Septal Defekt, Sag Arkus Aorta Delesyon Displastik Kulaklar, Retrognati, Exitus
86 3ay Erkek Atriyal Septal Defekt, Ventrikiiler Septal Defekt, Sag Arkus Aorta Delesyon Parrot-Like Burun, Retrognati,
Erkek Fallot Tetralojisi Delesyon Umblikal Herni, Brakisefali, Displastik Kulaklar, Kiigik
87 2ay . Agiz, Retrognati, Exitus
Erkek Delesyon Skolyoz, Motor Gerilik, Entelektiel Yetersizlik, Displastik
10.5 Fallot Tetralojisi Kulaklar, Ciiriik Disler, Down Slant Palpebral Fissiir ,
88 yas Konugma Gecikmesi
16 Erkek Atriyal Septal Defekt, Ventrikiiler Septal Defekt, Pulmoner Stenoz, Sag Arkus Aorta Delesyon Bvraklsefal'], Der‘m Yerlesimli Gozler, Parrot-Like Burun,
89 yas Agizda Asimetri
Erkek . - . Delesyon Pes ekinovarus, Tek Palmar Transvers Cizgi, Diigiik
%0 3 giin Atriyal Septal Defekt, Ventrikiiler Septal Defekt, Patent Duktus Arteriyosus Yerlesimlive Posterior Rotated Kulaklar,
Kadin - . B - ~ Delesyon, Hipertelorizm,Mikroti, Mikrognati, Kubbe Damak,
o1 1 giin Ventrikiiler Septal Defekt, Cift Cikimli Sag Venrikiil, Aort Darlig Maternal Anteverte Nostril
Kadin . Delesyon Mikrosefali, Yutma Giigligii, Konugma Gecikmesi,
92 3 yas Atriyal Septal Defekt, Pulmoner Stenoz Yiiksek Damak, Derin Yerlesimli Gozler
Kadin Delesyon Upslanted Palpebral Fissurler, Tek Palmar Transvers Cizgi,
9.5 Aort Koarktasyonu Derin Yerlesimli Gozler, Displastik Kulaklar, Sublingual
93 yas Tiroid Dokusu
Erkek Mikrognati Epilepsy Inguinal Herni, Displastik Kulaklar,
o4 4ay Pulmoner Stenoz Delesyon Kronik Seréz Otit
Erkek . . Tek Umblikal Arter, Hipospadias, Pev, Kriptorsidizm,
95 4 giin Atriyal Septal Defekt, Fallot Tetralojisi Delesyon Diisiik Yerlesimli Kulaklar, Tek Palmar Transvers Cizgi
96 6 yas Kadin Atriyal Septal Defekt, Buyuk Arterlerin Transpozisyonu, Aort Koarktasyonu Yapilmamis Yapilmug
Kadim Atriyal Septal Defekt, Ventrikiler Septal Defekt, Patent Duktus Arteriyosus, Pulmoner Venéz Yapilmami Yapilmt
97 | 3yas Déniis Anomalisi, Heretotaksi P $ PUMIS | finodaktili, Fiisiform Parmaklar
98 | 16ay Erkek Ventrikiler Septal Defekt Yapilmamis Yapilmis | Gastrogzofagial Reflii,Hipospadias, Hipertelorizm
99 2 yas Erkek Ventrikiiler Septal Defekt, Pulmoner Stenoz, Aort Darlig Yapilmamis Yapilmig
100 | 5gin Te Atriyal Septal Defekt, Ebstein Anomalisi Yapilmamis Yapilmig Plegiosefali, Tek Palmar Transvers Cizgi
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Tablo 7’nin devami

> . R .
% YAS | CINSIYET KALP ANOMALISi 22q11.2 FISH § DISMORFIK OZELLIKLER
<
101 2 gin o Atriyal Septal Defekt Yapilmamis Yapilmis Entelektiel Yetersizlik, Epikantus,Hipertelorizm
102 1 giin Kadmn Ventrikiiler Septal Defekt, Patent Duktus Arteriyosus, Pulmoner Vendz Donily Anomalisi Yapilmamis Yapilmig l;ffg}?ﬁgséiZfiIIF()EII);EIIa?:’-;\i:Lka;\UE%r; J(ﬁnlu,
103 10 giin Erkek Atriyal Septal Defekt, Ventrikiler Septal Defekt Normal Yapilmug Tek Palmar Transvers Gizgi, Hipertelorizm
104 1 giin Erkek Atriyal Septal Defekt, Patent Duktus Arteriyosus Yapilmamis Yapilmig Hipertelorizm
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Tablo 8. Array-CGH analizi yapilan hastalarin sonuglari

S.NO| YAS |CINSIYET KARDIYAK ANOMALILER EISH ARRAY SONUCLARI
5 | 1gin | Kadm ASD,VSD,PDA Normal leqzﬁgil ‘éi;i o}j,ts) ?f; ((‘;Zttzj;':;)’
18 6 ay Erkek AVSD Normal Normal
24 | 18ay | Erkek VSD Normal kﬁn;%ﬁﬁbiﬁ;g%’;(m(
34 |25ay Erkek COA, MITRAL ATREZI Normal Normal
42 5ay Erkek PDA, COA Normal Normal
96 6 yas Kadm ASD, TGA, COA Yapilmanus Normal
97 [1.5yas| Kadmn ASD, VSD, PDA, HETEROTAKSI, PVDA Yapimanus Normal
98 | 16 ay Erkek VSD Yapilmamisg Normal
99 | 2yas Erkek VSD, PULMONER STENOZ, AORT DARLIGI Yapilmanus Normal
100 | 5gin Erkek ASD, EBSTEIN ANOMALISi Yapilmanus 16q2£:n]2i2b;2 igizzgl’ﬂf linik
101 | 2 gin Kadm ASD Yapiimanus Normal
102 | 1gin Kadm VSD, PDA,PULMONER VENOZ DONUS ANOMALISI Yapimanmus |11p15.1 167 Kb del, klinik 6nemi belirsiz degisiklik
103 | 10 gin Erkek ASD, VSD, Normal Normal
104 | 1gin Erkek ASD, PDA Yapilmanmus Normal

ASD: Atriyal Septal Defekt
VSD: Ventrikiler Septal Defekt

AVSD: Atriyoventrikiiler Septal defekt
PVDA: Pulmoner Vendz Doniis Anomalisi

PDA: Persistan Duktus Arteriyosus COA:AortKoarktasyonu
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Tablo 9. Array-CGH analizinde delesyon ve duplikasyon saptanan bolgeler ve ilgili genleri.

SIRA | KROMOZOMDAKIi | BUYUKLUGU DELESYON/ GENOMIK PR
NO YERI (KB) DUPLIKASYON KOORDINATLARI ILGILT GENLER
el DYRK1A, KCNJ6, DSCR4, KCNJ15, ERG, ETS2, PSMG
21q22.13 - q22.3 4218 ie,syo,'ll chr21:38796811-43014373  |1,HMGN1, WRB, SH3BGR, B3GALTS5, PCP4,
(patojenik) DSCAM, BACE2, MX2
5
S usic IAPP, RECQL, GYS2, LDHB, KCNJ8, ABCC9,
12p12.1 1045 tplikasyon chr12:21445371-22490082 |CMAS, SLCO1A2, PYROXD1, GOLT1B, C120rf39,
(paternal) STESIAL
24 Xp22.33 314 _ Duplikasyon chrX: 2281367-2504954 | ZBED1, DHRSX, CD99P1
(klinik dnemi belirsiz)
100 16024.3 2 _Delesyon |1 16:80874649-89897040 |FANCA, SPIRE2
(klinik dnemi belirsiz)
102 11p15.1 167 _Delesyon | 1917423181-17500512  |ABCCS, USHIC
(Klinik 6nemi belirsiz)

DYRKZ1A: Dual Specificity Tyrosine Phosphorylation Regulated Kinase 1A

DSCAM: Down Syndrome Cell Adhesion Molecule
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Tablo 10. Array-CGH analizi sonucunda konjenital kalp hastaliklar1 agisindan anlamli olabilecegi diisiiniilen delesyon/duplikasyon bolgeleri ve
hastalarin dismorfik bulgulari ile eslik eden organ anomalileri

HASTA
NO

KALP ANOMALISI

DEL/DUP BOLGESI

DiISMORFIK BULGULAR VE EK
ANOMALILER

Atriyal Septal Defekt, Ventrikiler Septal

12p12.1 (1045 Kb) dup (paternal)

Metopik ¢ikinti, Kraniosinostozis, Kalin kaslar, Dik ¢ikish

kas mediali, Sinofris, Odematéz g6z kapaklari, Derin

5 ) ) o yerlesimli  gozler, Hipotelorizm,  2-3-4.  Ayak
Defekt, Persistan Duktus Arteriyosus 21022.13 - q22.3 (4.2 Mb) del (patojenik) .
parmaklarinda Dorso-mediale egilim, Ayak 2.parmag:
Ustten yerlesimli, Gelisimsel gerilik, Epilepsi.
Xp22.33 (314 Kb) dup Yarik dudak, Diisiik yerlesimli kulaklar, Hipospadias.
24 Ventrikiler Septal Defekt (Klinik 6nemi belirsiz degisiklik)
] ] o 16024.3 (22Kb) del Plegiosefali, Dolikosefali, Makrosefali, Mikrognati, Kisa
100 Atriyal Septal Defekt, Ebstein Anomalisi o
(klinik 6nemi belirsiz degisiklik) boyun, Sol elde tek transvers ¢izgi.
Ventrikuler Septal Defekt, Persistan Prematiirite, Palpebral aralik yukar1 yonli, Blefarofimosis,
_ 11p15.1 167 Kb del
102 Duktus Arteriyosus, Pulmoner Ven6z Arkaya doniik kulaklar.

Doniis Anomalisi

(klinik 6nemi belirsiz degisiklik)
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Array CGH analizinde patojenik degisiklik saptanan tek hasta, 5 nolu hastadir

(Tablo 8-10). Bu hastada yirmibirinci kromozomun kisa kol 22.13 - 22.3 bolgeleri

arasinda bulunan 4.2 Mb’lik delesyon saptanmistir (Sekil 2A ve 2B). Delesyon

bolgesindeki kayiba ugrayan genler Sekil 2B’de ve Tablo 10°da sunulmaktadir.

2

_hgt%.2

Sekil 2. 5 numarali hastanin array CGH analizi ile saptanan 21. kromozomda
A. 21022.13 - q22.3’deki 4218 Kb biiyiikligiindeki delesyon
B. Delesyon bolgesi ve ilgili genlerin detaylari
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Calismada 22q11.2 delesyonu saptanan ve saptanmayan her iki grup hastada
da en sik goriilen kardiyak anomalilerin ASD, VDS ve PDA oldugu goriilmiistiir. Iki
grup arasinda belirtilen kardiyak anomaliler agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamistir (Tablo 11). Diger kardiyak anomaliler i¢in hasta sayisinin yetersiz
olusu nedeniyle istatistiksel analiz yapilamamustir.

Tablo 11. Kardiyak anomaliler ve FISH analiz sonuglar1 arasindaki iliski

KARDIYAK ANOMALILER 22q11.2 FISH 22q1L2 PISH TOPLAM P
NORMAL DELESYON
Konotrunkal anomaliler 49 10 59 A.D.
ASD 38 7 45 A.D.
PDA 21 2 23 A.D.
Heterotaksi 4 0 4 *
Bikuspit aorta 2 0 2 *
Aort Koarktasyonu 5 2 7 *
Anormal pulmoner vendz doniis 3 0 3 *
Pulmoner stenoz 11 3 14 *
Noncompaction 4 0 4 *
Tek ventrikl 1 0 1 *
Pulmoner atrezi 2 0 2 *
Mitral atrezi 3 0 3 *
Atriyoventrikuler septal defekt 5 0 5 *
Aort stenoz 4 1 5 *
Sag arkus aorta 0 4 4 *
Aort hipoplazisi 1 0 1 *
Sol ventrikul hipoplazisi 2 0 2 *
Sag ventrikiil hipoplazisi 2 0 2 *

A.D: Anlamli degil (Fisher’s exact test, two tailed, %95 CI)

* Say1 yetersizligi nedeniyle istatistiksel degerlendirilme yapilamamaistir.
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5. TARTISMA

Bir genetik sendromun erken teshis edilmesi, daha dogru tedavi ve takip
seceneklerinin belirlenmesinde biiyikk 6nem tasimaktadir. Ancak yenidogan ve siit
cocuklugu doneminde dismorfolojik bulgularin saptanmasi olduk¢a zor olmaktadir.
Ayrica hastanin yasi ilerledikge anlasilabilecek entelektiiel yetersizlik ve gelisimsel
gerilik gibi bulgular ilk muayenede belirlenemeyebilmektedir. Trizomi 21, DiGeorge
sendromu gibi klinik bulgular ile daha kolay taninabilen sendromlar i¢in karyotip
analizi ve FISH analizi yeterli olurken, bulgularin silik oldugu 6zellikle yenidogan ve
sit ¢ocuklugu donemindeki hastalar igin, tiim genomda bulunan kopya sayisi
degisikliklerini gosteren Array-CGH analizi tan1 konulabilme araligini artirmaktadir.
Ekokardiyografi ile konjenital kalp hastaligi teyit edilmis hastalarin az bir kismina
kromozom analiz uygulandigi ve sadece %]11’lik bir kismina Array-CGH analizi
yapildig1 ve epidemiyolojik olarak da olgularin sadece %24’iine tan1 konuldugu
goralmektedir (93, 94). Amerikan Kalp Dernegi ve Amerikan Pediatri Akademisi,
konjenital kalp hastaliklarinin genetik etiyolojisinin arastirilmasina yonelik olarak
izlenmesi gereken basamaklar1 belirlemislerdir: 1. Izlem gerektiren diger organ ve
sistemlerin belirlenmesi, 2. Hastanin prognozunun belirlenmesi, 3. Hastaligin tekrar
etme olasiliginin belirlenerek aileye bu konuda danisma verilmesi, 4. Diger risk
altindaki aile bireylerinin belirlenmesi ve gerekli genetik taramanin yapilmasi (35).
Bu hastalarin degerlendirilmesinde, belirtilen basamaklarin gz oniine alinmasinin

yan1 sira ailelerinde konjenital kalp hastaligi hikayesi bulunmadigindan, bu
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anomalilerinin de novo kromozomal anomaliler, kiiciik kopya sayis1 degisiklikleri ve
nokta mutasyonlar sonucu olabilecegi unutulmamalidir.

Bu retrospektif calismada da kardiyak anomaliler hastanin ilk basvurusunda,
ozellikle yenidoganlarda izole bir bulgu olarak degerlendirilirken, sonraki klinik
izlemlerinde yeni ortaya c¢ikan klinik ve dismorfolojik O6zellikleri nedeniyle bir
sendromun bileseni olarak karsimiza ¢ikabildigi i¢in, cok sayida hasta verisi taranmis
olmasina ragmen, 104 hasta ¢alismaya dahil edilme kriterlerine uygun bulunmustur.
Calisma grubundaki hastalarin 96’sinda, kardiyak anomalilerin 22q11.2 delesyon
sendromu ile sik birlikteligi olmasindan dolayr “kritik bolgeyi isaretleyen” prob ile
FISH analizi yapilmis ve 14’liinde (%13,4) delesyon saptanmistir. Yirmi ikinci
kromozomun q11.2 bolge delesyonu ile karaterize olan bu sendromda en sik goriilen
kardiyak anomaliler interrupted aortik ark ve konotrunkal kalp defektleri olmakla
birlikte baska pekg¢ok kardiyak anomali de izlenebilmektedir (95). Interrupted aortik
ark hastalarin %50-89’unda, trunkus arteriyosus %34-41’inde, Fallot tetralojisi ise
hastalarin  %8-34’linde goriilebilmektedir. Ventrikiiler septal defektli hastalarin
%]10’unda 22q11.2 delesyonu goriilebilirken eslik eden ark anomalisi de varsa bu
oranin %45’e yiikseldigi bildirilmistir (35). Bu ¢alismada konotrunkal anomali basligi
altinda smiflandirilan Fallot tetralojisi, trunkus arteriosus, ¢ift ¢ikimli sag ventrikiil ve
ventrikiler septal defekt, 22q11.2 delesyonu saptanan 14 hastanin 10’unda (%71,4)
mevcut iken, delesyon saptanmayan hastalarin %59,7’sinin ortak bulgusudur (Tablo 7
ve 11). Bu nedenle konotrunkal anomali varliginda, 22q11.2 delesyon sendromunun

oncelikle arastirilmasinin, etiyolojinin aydinlatilmasi acgisindan anlamli olabilecegi
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diistiniilmistiir. Diger onemli bir nokta da, yenidoganlarda 22ql1.2 sendromu
tanisinin erken donemde konulmasi ile, daha sonra ortaya ¢ikmasi muhtemel epileptik
ndbete yol agabilen direngli hipokalsemi gibi ciddi komplikasyonlarin
onlenebilmesidir (96, 97). Yeni doganlarda 22ql11.2 delesyon sendromunun bir
bileseni olan immiin yetmezlik tablosunun da erken fark edilerek asilama gibi gerekli
onlemlerin alinmasina olanak saglanmasi da, ayrica énemlidir (98). Bu sendromun
kardiyak defektler, hipokalsemi ve hava yolu kollapsina yol agan trakeomalazi
nedeniyle, yenidoganlarda artmis mortaliteye sebep oldugu bilinmektedir (99).
Mortalite riski sadece kardiyak anomalili ¢ocukluklarda degil eriskin yas grubundaki
hastalarda, hatta kardiyak anomalisi olmayanlarda da bulunmaktadir. Bu konuda
yapilmis bir ¢calismada, 22q11.2 delesyon sendromu saptanmis eriskinlerde 30, 40 ve
50 yas i¢in hayatta kalim oranlari sirasiyla %95, %89,9 ve %73,9 olarak bildirilmistir
(100). Bu nedenle 22q11.2 sendromuna olabildigi kadar erken evrede tan1 konulmasi
ve destekleyici tedavilerin planlanmasi hayatta kalim siirelerini arttirabilecegi i¢in
onemli olabilecektir. Delesyonu olan hastalarda kalp ameliyatlarinda perioperatif
komplikasyonlarin delesyonu olmayanlara gore daha fazla goriildiigii bildirildigi i¢in,
mevcut anomalilere yonelik yapilacak operasyonlarda peroperatif ve perioperatif
donemde gelisebilecek komplikasyonlara hazirlikli olunmasi ile de sag kalim siireleri
ayrica artirabilecektir (101). Bu ¢alismada da delesyon belirlenen, 85 ve 87 numarali
hastalar postoperatif donemde eksitus olmuslardir. Bu nedenle kardiyak cerrahi

planlanan hastalar i¢in, 22ql11.2 delesyonu acisindan degerlendirme yapilmasinin,

63



peroperatif ve perioperatif donemde gelisebilecek komplikasyonlara Kkarsi
aliabilecek onlemlerin planlanmasinda yararli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Yirmi ikinci kromozomun q11.2 delesyonunda kalp anomalileri disinda birgok
sistemi ilgilendiren farki anomaliler olabilecegi gibi, bazi1 hastalarda da dismorfik ek
bir bulgu izlenmeyebilmektedir (44). Calismamizda da delesyon saptanan bazi
hastalarda velofaringeal yetmezlik, hipospadias ve bobrek anomalileri gibi
genitouriner anomaliler bulunmakla birlikte, herhangi bir dismorfik bulgu
saptanmayan hastalar da mevcuttur (Tablo 7). Doksan (¢ nolu hastada ise nadir bir
anomali olarak ektopik sublingual tiroid dokusu mevcuttur (Tablo 7). Literatiirde
bulabildigimiz kadar1 ile simdiye kadar 22ql1.2 delesyon sendromunda bu
anomalinin varlig1 rapor edilmemistir. Ektopik tiroid dokusu toplumda yiizbin ile
tigyiiz binde bir siklig1 araliginda rapor edilen nadir bir anomalidir (102). Embriyonik
donemde, kismen noral krest kokenli olan tiroid dokusunun folikiler ve C hiicreleri,
dort ve besinci faringeal poslardan gelisitken, 22ql1.2 delesyon sendromu
patogenezinden, ii¢ ve dordiincii faringeal postan koken alan noral krest hiicrelerinin
migrasyon defekti sorumlu tutulmaktadir (103). Bu nedenle 22ql11.2 delesyon
sendromlu hastalarda yapilacak daha kapsamli caligmalarda tiroid bezi ektopisinin
degerlendirilmesinin, bu grup hastalardaki gercek sikligin belirlenmesi agisindan
faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kardiyak bulgular ile kromozomal degisimlerin degerlendirilmesinde,
konvansiyonel sitogenetik analiz ancak 5 milyon baz (Mb) ve Uzerindeki genomik

dengesizlikleri saptayabilmekle beraber, genetik analizler i¢inde uygulanmasi
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gereken ilk basamak testtir (104). Literatiirde konjenital kalp hastaligi nedeniyle
yogun bakimda bulunan veya kardiyak cerrahi isleme alinan sendromik veya
sendromik olmayan hastalarda %10-23 kromozomal anomali bildirilmekle beraber,
bu retrospektif calismada kromozomal anomalili hastalar diglanma kriterlerinden
dolayr ¢alisma dist  birakilmistir (105, 106). Kardiyak anomalilerin
degerlendirilmesinde Floresan insitu hibridizasyon analizi, baz dizisi bilinen hedef
bolgeye ait delesyonu saptayan diisiik maliyetli ve hizli sonug veren bir test
oldugundan, konvansiyonel analizlerden sonra genellikle ikinci tercih edilen testtir.
Bu testin DiGeorge sendromu i¢in tani koyma orami yaklasitk %12 olarak
bildirilmekle beraber interrupted aortik ark, ventrikuler septal defektle birliktelik
gosteren pulmoner atrezi veya trunkus arteriyosus gibi spesifik kardiyak bulgularin
varliginda, tan1 konma yiizdesi %25-50’ye yiikselmektedir (105). Calismamizda da
FISH analizi 95 hastada ikinci sirada uygulanan yontem olmus ve 95 hastanin birinde
ailesel olmakla beraber 14’tinde (%14,7) delesyon tespit edilmistir (Tablo 7).
Literatiire gore bu calismada daha diisiikk oranda delesyon saptanmasi, hasta sayisinin
az olmasi ile iliskilendirlmistir.

Array-CGH analizinin 06zellikle 22q11.2 delesyon sendromu gibi iyi
tanimlanmis delesyon ve duplikasyon sendromlarinda tanisal degeri yiiksek
oldugundan konvansiyonel analizleri takiben veya konvansiyonel ile birlikte FISH
analizi sonras1 uygulamada yerini almaktadir (107, 108). Literatlirde, sendromik ve
izole konjenital kalp hastaliklar1 olanlarda farkli ¢oziiniirliik diizeylerine sahip Array-

CGH platformlar1 kullanilarak yapilmig caligmalar mevcuttur (107-111). Bu
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caligmalarda rapor edilen patojenik degisiklikler, kullanilan Array-CGH platformuna
bagli olarak ve/veya izole/sendromik konjenital kalp hastaligi olup olmamasina bagl
olarak degismektedir. Bachman ve ark. 135 K Array-CGH platformunu ile hastalarin
%10,9’unda kopya sayist degisikligi tespit etmistir (109). Bir diger ¢alismada 244 K
ile Array-CGH platformunu kullanilmis ve hastalarda patojenik kopya sayisi
degisikligi %25 oraninda rapor edilmistir (110). Patojenik kopya sayist degisiklikleri
izole konjenital kalp hastaligi olanlarda sifir ile %17,9 arasinda bildirilmektedir.
Hastalarda kalp anomalisi yaninda entelektiiel ya da gelisimsel geriligin bulundugu
durumlarda patojenik kopya sayist degisikligi oraninin %63 gibi yiliksek bir orana
ulagtig1 goriilmektedir. Bu nedenle Wu ve ark. konjenital kalp anomalisi olan
olgularda 0zellikle de entelektiiel ya da gelisimsel geriligin eslik ettigi durumlarda,
Array-CGH analizini Oncelikli test olarak Onermistir. Ayrica konjenital kalp
hastaliginda kullanilan Array-CGH platformunun ¢oziiniirliigiiniin artmasi ile daha
yuksek oranda patojenik kopya sayist degisikliklerinin saptanabilecegi belirtilmistir
(111). Calismamizda ortalama ¢oziiniirliliigii 100kb olan olan 8x60 K Array-CGH
paltformunu kullanilmis ve sadece bir hastada patojenik kopya sayist degisikligi
saptanmistir. Tek hastada patojenik kopya sayis1 degisikliginin belirlenmis olmasinin
daha diisiik ¢oziiniirliikteki bir Array-CGH platformu kullanilmasindan ve/veya az
sayida hasta calisilmis olmasindan ve bu az sayidaki hastalarin da sendromik
olmayan hastalardan se¢ilmis olmasindan kaynaklanmis olabilecegi diistintilmiistiir.
Patojenik kopya sayis1 degisikligi saptanan tek hasta olan bu 5 nolu hastada, 21922

lokusunda 4,2 Mb biiytikliglinde patojenik delesyon saptanmistir (Sekil 2).
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Literatiirde, 21922 lokusunda delesyon olan hastalarda da VVSD, aort koarktasyonu ve
patent duktus arteriyosus gibi kalp anomalileri bildirilmistir (112, 113). Bu boélgede
bulunan ve 5 nolu hastada da delete olan DRYK1A (Dual Specificity Tyrosine
Phosphorylation Regulated Kinase 1A) geninin mutasyonu kalp anomalisi ile
iliskilendirilmektedir (114). DYRK1A’nin kardiyomiyositlerdeki hipertrofi zerine
negatif diizenleyici etkisi oldugu bilinmekle birlikte, bu mutasyon ve kalp anomalisi
arasindaki iligkinin mekanizmast tam olarak bilinmemektedir. DYRK1A’nin asir1
ifadelenmesinin dilate kardiyomiyopatiye sebep olarak erken 6liime neden olabilecegi
de rapor edilmistir (115). Hastamizdaki delesyon bolgesinde bulunan diger bir gen
olan DSCAM (Down Syndrome Cell Adhesion Molecule) geninin kalpte elektro-
mekanik sinyal iletiminin diizenlenmesinden sorumlu oldugu ve yine bu gendeki
anormal ekspresyonun kardiyak septum ve AV kanalda defekte sebep olabilecegi
bildirilmistir (116). Ayn1 hastada 12p12.1 bolgesinde 1045 Kb boyutunda belirlenen
duplikasyon, hastanin babasinda da bulundugundan ve literatiirde de herhangi bir
klinik bulgu ile iliskilendirilmediginden, 6nemi belirsiz muhtemel benign degisiklik
olarak yorumlanmaistir.

Yirmi ikinci kromozomda q11.2 bolgesinde delesyon belirlendiginde, benzer
klinik oOzelliklerinden dolayr bazi sendromlar ile Digeorge sendromunun ayirici
tanisinin ~ yapilmasit  gerekmektedir. Bu sendromlarin basinda OpitzG/BBB
(MIM:145410) sendromu ve Cayler kardiyofasiyal sendromu (Asymmetric Crying
Facies) (MIM:125520) gelmektedir. Calisma grubundaki 22q11.2°de delesyonu olan

89 numarali hastada giiliimsediginde ortaya cikan agiz kosesindeki asimetri ve
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kardiyak bulgular, hem DiGeorge hem de Cayler kardiyofasial sendromunun
(MIM:125520) ortak bulgularidir. Bu iki sendrom arasinda ayirici taninin net olarak
yapilabilmesi icin hastada tek tarafli depressor anguli oris kasi hipoplazisinin
gosterilmesi 6nemli olmakla beraber, bu c¢alisma retropspektif veri analizine
dayandigindan bu ayirim yapilamamustir (117).

Sonug olarak konjenital kalp hastaliklarinda her ne kadar gen-cevre etkilesimi
onemli bir etken olmakla beraber, 6ncelikle dikkatli bir klinik bir degerlendirme, iyi
bir ayiric1 tani, sonra da sirasiyla konvansiyonel ve ileri molekiiler analizlerin

uygulanmasi daha fazla sayida hastaya dogru taninin konulmasini saglayabilecektir.
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6. SONUC

Ik basvurduklari tarihte detayli klinik degerlendirmelerinde non-sendromik
izole kardiyak bulgusu olan ve/veya konjenital kalp hastaligi olan toplam 104 hasta
caligmaya alinmistir.

Hastalarin 96’sina 22q11.2 delesyon sendromu agisindan FISH analizi
yapilmig ve bu hastalardan 14’tinde delesyon saptanmistir. Bu hastalarin birindeki
delesyonun maternal kaynakli oldugu goriilmiistiir. Annede bu delesyona ait klinik
bulgu bulunmamaktadir.

FISH ile delesyon saptanmamis dort hastaya 100 Kb ¢oziiniiriiliigiinde 60K
Array-CGH analizi yapilmig ve bir hastada (5 nolu hasta) kardiyovaskuler anomali ile
iliskilendirilebilecek 21922 lokusunda 4,2 Mb boyutunda patojenik delesyon tespit
edilmistir. Bu delesyon bdlgesindeki DYRK1A ve DSCAM genleri kardiyak gelisim

ile iliskilendirmis genlerdir.
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8. OZET

Kardiyak anomaliler yenidogan doneminde izole bir bulgu olarak
degerlendirilirken, sonraki klinik izlemlerinde yeni ortaya c¢ikan klinik ve
dismorfolojik o0zellikleri nedeniyle bir sendromun bileseni olarak karsimiza
cikabilirler. Bu c¢alismada da ilk basvurduklari tarihte detayli klinik
degerlendirmelerinde non-sendromik izole kardiyak bulgusu olan ve/veya konjenital
kalp hastaligi olan toplam 104 hastanin retrospektif verileri degerlendirilmeye
alimmustir.

IIk basamakta tiim hastalara konvansiyonel sitogenetik analiz yapilmis ve
tamaminda normal konstitiisyonel karyotip belirlenmistir. Yiiz dort hastanin 96’sina
Floresan in situ hibridizasyon yontemi ile 22ql11.2 delesyonu agisindan analiz
yapilmis ve 14’tinde (%14,7) delesyon tespit edilmistir. Delesyon saptanan 14
hastanin 10’unda (%71,4) literatiir ile uyumlu olarak konotrunkal kardiyak defektler
bulunmaktadir. Genomik kopya sayisi degisikliklerini gdsterebilmek amaciyla on
dort hastaya array karsilastirmali genom hibridizasyon analizi yapilmis ve bir hastada
21pl12.1 bolgesinde 4,2 milyon baz bilyiikliiglinde delesyon tespit edilmistir.
Delesyon bdlgesinde yer alan kardiyak gelisimde rolii olan DYRK1A ve DSCAM
genleri hastadaki kalp anomalisi ile iliskilendirilmistir.

Sonug olarak klinik ve tani testlerinin retrospektif veri analizlerine dayanan bu
calisma ile, detayli klinik degerlendirmenin yam sira, dikkatli bir ayirict tani ile

konvansiyonel testlerden baglayarak ileri molekiiler testlerin dogru algoritma
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basamaklar1 kullanilarak uygulanmasinin kardiyak anomalili hastalarin tanisinda
onemli oldugu disiinilmiistir.

Anahtar Kelimeler: Konotrunkal kardiyak defektler; karsilastirmali genom

hibridizasyon; in situ hibridizasyon, Floresan; sitogenetik
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9. SUMMARY

While cardiac anomalies are regarded as an isolated symptom in neonatal
period, they would be a component of a syndrome through new clinical and
dysmorphologic properties figured out during the further clinical monitoring. In the
present study, the retrospective data of 104 patients with non-syndromic cardiac
symptom and/or congenital heart disease diagnosed at the first day of application
after detailed clinical evaluation were re-analyzed.

At the first step, conventional cytogenetic analyses were applied for all the
patients, and karyotypes of all of them were normal. Ninety six of 104 patients were
analyzed by the usage of Fluorescence in situ hybridization technique for 22q11.2
deletion syndrome and deletion was found on 14 patients (14,7 %). Ten (71,4 %) of
the 14 patients with 22q11.2 deletion had conotruncal heart defects as supported by
the literature. Array comparative genomic hybridization was applied to fourteen
patients to demonstrate the genomic copy number variations and a 4,2-million base
deletion at 21p12.1 region was found in one of the patient. The genes, namely
DYRKI1A and DSCAM, related with cardiac development which were located at the
microdeletion region, were associated with the cardiac anomalies of the patient.

As a result, beside the detailed clinical evaluation, conventional cytogenetics
and advanced molecular tests through appropriate algorithm steps by an attentive
differential diagnostic are proposed to be critical in the diagnosis of the patients with

cardiac defect, based on the data of retrospective clinical and diagnostic tests.
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