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Ozet

Sabuncu, E. Anormal ultrason bulgusu olan gebeliklerde aCGH
uygulamalari. Eskisehir Osmangazi Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitls(,
Tibbi Genetik AD. YlUksek Lisans Tezi. Eskisehir. 2018.

Canhl dogumlarin yaklasik %?2-5'inde, siddeti dedisken olmakla birlikte
tanimlanabilen bir konjenital anomali s6z konusudur. Konjenital
malformasyonlar; perinatal hastalik ve O&limlerin blUyuk bir kismini
olusturmakta olup toplum saghdi acisindan 6nem tasimaktadir. Prenatal
takipte ultrason kullaniminin etkinliginin artmasi, konjenital
malformasyonlarin tanimlanmasini olanakh hale getirmistir. Ultrason ile
saptanan tim anomalilerin etyolojisi henliz tam olarak tanimlanamasa da
ginimuizde bazi sayisal/yapisal kromozom dizensizlikleri ile ultrason
anomalilerinin iligkileri bilinmektedir.

Prenatal/postnatal sureglerde kromozomal anomalilerin
saptanmasinda konvansiyonel sitogenetik analiz (karyotipleme) halen altin
standart 06zelligini korumaktadir. Sitogenetik analiz; kromozomlardaki
sayisal ve vyapisal anomalileri saptama olanagi sunmakla birlikte,
rezollisyonu dlusik olmasi nedeniyle 5-10 Mb'dan daha kligik anomalilerin
belirlenmesinde vyetersiz kalmaktadir. Bu nedenle 5 Mb'dan kiglk
degisimlerin saptanmasinda Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH),
Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) ve Comparative
Genomic Hybridization (=Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon CGH) gibi
molekuler temelli teknikler kullanilmaya baslanmistir.

Tim genomdaki genomik kopya sayisi dedisimlerinin analizini
saglayan array CGH (aCGH) yodntemi, ginimizde genomik
dengesizliklerin incelenmesini saglayan, altin standart olan sitogenetik
analizlere goére rezollisyonu cok daha ylUksek olan yéntemdir. aCGH,
karyotipleme ile saptanamayan mikrodelesyon ve mikroduplikasyonlari tek
hibridizasyon ile tim genom boyunca saptayabilmektedir. Ayrica az
miktarda DNA 6rnedinin calisma icin yeterli olmasi, fetal hicrelerin kiltire
edilmesi ve metafaz plaginda inceleme zorunlulugunun ortadan kalkmasi
diger tekniklere gore avantaj saglamaktadir.

Bu calismada; Tip Fakultesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim
Dalinda perinatolog tarafindan anormal ultrason bulgusu nedeniyle
Anabilim Dalimiza ydnlendirilen, konvensiyonel kromozom analizi ve
ultrason bulgularina yoénelik sendromlarla iliskilendirilebilecek bdlgelere
0zgu FISH analizleri yapilan ve herhangi bir anomali saptanmayan 30
olgudan elde edilen fetal orneklerin aCGH teknigi ile incelenmesi
amaglanmistir.



Calismamizda toplam 30 olgunun 11'inde (%36,6) kopya sayisl
degisimleri (CNV'ler) saptanmistir. On bir 6rnekte farkli bdlgelerde toplam
on CNV go6zlenmistir.

Literatirde, farkli gruplarin yaptigi calismalar géz 6niine alindiginda
anomali saptama oraninin énemli Olgide arttigi (%9.3-39) ve ultrason
anomalisi olan gebeliklerin a-CGH ile incelenmesi gerektigi gortlmektedir.

Anahtar kelimeler ; Array tabanl karsilastirmali genomik hibridizasyon,
fetal ultrason, kromozom anomalileri, prenatal tani.



Summary

Sabuncu, E. aCGH implementation in pregnancies with abnormal
ultrasound findings. Eskisehir Osmangazi University, Institute of Health
Science, Department of Medical Genetics. Master Thesis, Eskisehir 2018.

About 2% to 5% of live births have at least one identifiable
congenital anomaly at birth, ranging from mild to severe abnormalities.
Congenital malformations have been showing importance as health of the
population, accounting for a large percentage of perinatal morbidity and
mortality. The effectiveness of ultrasonography in prenatal care allowed
the identification of the congenital malformations. Although the etiology of
ultrasound abnormalities has not been clearly identified yet, it is known
that most of the ultrasound abnormalities are related to the chromosomal
abnormalities.

The most common diagnostic test for chromosomal abnormalities is G
banding-karyotyping. Karyotyping enables to detect numerical and
structural abnormalities, but since its low resolution, karyotyping can not
be able to detect the abnormalities smaller than 5-10 Mb. Therefore, for
detecting the abnormalities smaller than 5 Mb, molecular-based
techniques such as Fluorescent In Situ Hybridization (FISH), Multiplex
ligation-dependent probe amplification (MLPA) and Comparative Genomic
Hybridization (CGH) have been used.

Array CGH has emerged as a molecular test for chromosomal analysis
and as the method of choice for fast and advanced detection of genomic
unbalances. Array CGH is enable to detect microdeletions and
microduplications that can not detected by karyotyping. Furthermore,
aCGH also has the added advantages; minimal required amount of DNA,
avoidance of culturing fetal cells and metaphase spread, and enables to
analyze whole genome at once.

In this study, it was aimed to perform aCGH technique in order to
investigate 30 samples obtained from fetuses diagnosed by a
perinatalogist that have ultrasound abnormalities but not have any
chromosomal abnormalities detected by karyotyping or FISH.

In our study, CNVs were found in 11 samples of total 30 fetal
samples, and 10 CNVs were found on distinct regions.

In the literature, when considered the different study groups,
abnormality detection rate is significantly higher (9.3-39%) with a-CGH,
and our study also supported the view that the pregnancies with abnormal
ultrasound findings must be evaluated by aCGH.

Y



Key words ; Array based comparative genomic hybridization, fetal
ultrasound, chromosomal abnormalities, prenatal diagnosis.
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1- GIRIS VE AMAC

Gebelik 6ncesi ve/veya gebelik sirasinda ortaya cikan endikasyonlar
nedeniyle prenatal tani 1970’lerden itibaren dinyada ve Ulkemizde rutin
olarak uygulanmaktadir (Hsu, 1986; Nussbaum, Mclnnes & Willard,
2005). Onceki gebeliklerde pozitif 6ykiiniin olmasi, anne veya babanin bir
kromozom dlzensizligi acisindan tasilyici olmasi, ileri maternal vyas
endikasyonlarinin yani sira gebelik sirasinda tarama tekniklerinde yuksek
riskin olmasi ve/veya ultrasonografi (USG) dederlendirmesinde
sayisal/yapisal kromozom dulzensizlikleri ile iligkili malformasyonlarin
saptanmasli, uygun invaziv yontem uygulanarak fetal 6érnedin alinmasi ve
karyotip analizlerinin yapilmasini gerektirmektedir (Aydinli, 1992; Kemal &
Cemil, 2002).

Fetal 6rneklerde (koryon biyopsisi, amniyosentez veya kordosentez
ile elde edilen) gercgeklestirilecek karyotip analizlerinde hedef; en kisa
zamanda en dogru sonuca ulasmaktir. Bu nedenle, alinan fetal drnekler,
Oncelikle sik gbézlenen sayisal kromozom dlzensizlikleri (Trizomi 21,
Trizomi 13, Trizomi 18 ve cinsiyet kromozomu andéploidileri) acisindan
Fluorescent In-Situ Hybridization (FISH), Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification (MLPA) veya Quantitative Fluorescence Polymerase
Chain Reaction (QF-PCR) yontemleriyle degerlendirilmektedir (Lazier vd.,
2016). Ancak diger kromozomlara iliskin sayisal anomaliler ile tim
kromozomlardaki yapisal kromozom dlzensizlikleri igin altin standart olan
kromozom analizinin yapiimasi gerekmektedir (Kemal & Cemil, 2002).

Konvansiyonel kromozom analizi, kiltire edilen fetal 6érneklerden
hazirlanan metafaz kromozomlarinin sayisal ve yapisal olarak analizidir
(Lazier vd., 2016). Kromozom analizi, sayisal kromozom anomalileri ile 5-
10 megabaz (Mb) bilyUkligindeki yapisal anomalileri belirlememizi
saglamaktadir. Ancak 5 Mb'dan daha kiglk vyapisal anomalilerin
(delesyon, duplikasyon, inversiyon gibi) belirlenmesinde, konvansiyonel
kromozom analizinin rezollisyon gucid vyetersiz kalmaktadir (Chen vd.,
2013; Lazier vd., 2016). Fetal USG anomalilerinin belirli delesyon
sendromlari ile iliskili olmasi durumunda, rezollisyonu daha yuksek olan,
sadece ilgili delesyon bdlgesinin analizini saglayan lokus spesifik FISH
veya MLPA yodéntemlerinden rutin olarak yararlaniimaktadir (Saldarriaga,
Garcia-Perdomo, Arango-Pineda & Fonseca, 2015).

Fetal USG anomalisi saptanan ve bu nedenle konvansiyonel karyotip
yapilan gebeliklerin yaklasik %35 kadarinda kromozom anomalileri
belirlenebilmektedir. Ancak belirli sendromlarla iliskili olmayan fetal USG
anomalisi saptanan ve/veya fetal gelisme geriligi olan fetuslarin
genomlarinin  yidksek rezolisyonlu vyaklasimlarla dederlendirilmesi
gerekmektedir ki bu, son on yillik sureg icerisinde yaygin uygulama alani
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bulan mikrodizin (microarray) teknolojisi sayesinde rutin olarak
uygulanabilir hale gelmistir (Fiorentino vd., 2011; Evangelidou vd., 2013).
Mikrodizin teknolojisinin bir tipi olan yuksek rezollisyonlu array-based CGH
(Comparative Genomic Hybridization) (a-CGH), tek bir hibridizasyon
asamasinda tum genomdaki dengesiz yapisal ve sayisal kromozom
dldzensizlik bélgelerinin tanilarinin  konmasini olanakh hale getirmistir
(Fiorentino vd., 2011; Jansen vd., 2015).

Array-CGH, tum insan genomundaki gen bdlgelerinin normal
dizilerinin oldugu mikrociplerin hasta DNA'si ile karsilastirilmasi temeline
dayanan bir teknolojidir. Farkli gen bdlgelerine iliskin DNA fragmentlerini
iceren mikrocgipler sayesinde mikrodelesyon, mikroduplikasyon gibi
dengesiz anomaliler belirlenmektedir (Evangelidou vd., 2010). Kullanilan
mikrogipin rezollsyonu arttikca olgularda bulunan ve fenotipik anomalilere
neden olan submikroskobik mutasyonlari saptama orani da artmaktadir
(Evangelidou vd., 2013).

Fetal anomaliler acisindan a-CGH ile saptama oraninin énemli 6lglde
arttigi (%9.3-39), kdltar defekti ve/veya uzun silreli kiltlr siresi gibi
dezavantajlari nedeniyle konvansiyonel karyotipleme yerine fetal USG
anomalisi olan olgularin a-CGH ile analizi dnerilmektedir (Brock, Rodeck &
Ferguson-Smith, 1992; Fiorentino vd., 2011).

Calismalar USG anomalisi olan ya da gérinurde de novo dengeli
yeniden dlzenlenmelere sahip gebeliklerde a-CGH ile tani konmasi
gerektigini gostermektedir (Jansen vd., 2015). Giardino ve ark. prenatal
tanida de novo dengeli kromozomal yeniden dlzenlenme oranlarini
amniyotik sivida (AS) %0.09, koryon villus érneklemesinde (CVS) %0.08
ve kordosentezde (KS) 9%0.05 olarak bildirmistir. Bununla birlikte
karyotipleme ile dengeli translokasyon olarak tanimlanan hastalarin
yaklasik %40'iInda, genetik materyal kaybi veya dengesizlik oldugu
belirlenmis ve bu ylzden ancak a-CGH ile saptanabilecedi sonucuna
varilmistir.  Bu  bilgilerin 1sidinda, kromozom analizinde dengeli
translokasyon oldugu saptanan vakalarda a-CGH'in 6nemli bilgi
saglayabilecegi (Fiorentino vd., 2011), c¢ok sayida saptanamayan
anomalilerin ancak USG incelemesi ve a-CGH analizi kombinasyonu ile
saptanabilecegi bildirilmektedir (Jansen vd., 2015).

Bu calismada perinatolog tarafindan anormal USG bulgusu oldugu
belirlenen, konvansiyonel kromozom analizi ve USG bulgularina ydnelik
sendromlarla iliskilendirilebilecek bélgelere spesifik FISH calismasi yapilan
ve herhangi bir anomali saptanmayan 30 olgudan elde edilen érneklerin a-
CGH teknigi ile incelenmesi amaglanmistir.



2- GENEL BILGILER

2.1-Prenatal Tani

Prenatal tani fetal kromozomal anomalilerin, malformasyon veya
hastaliklarin in utero olarak saptanmasidir (Beksag, 1996). Prenatal tanida
amag, risk altindaki fetusta gebeligin etik acgidan terminasyona uygun
oldugu donem siresince, endikasyon dogrultusunda bir genetik hastaligin
var olup olmadigini ortaya koymaktir (Beksag, 1996; Aydinl, 1992).
Prenatal tani, tedavisi olmayan, yasam suresi kisitli, agir bedensel veya
zihinsel sekellere yol acan hastaliklar icin ylksek risk tasiyan ailelere
saghkli bir cocuk sahibi olabilmeleri icin olanak saglamaktadir (Aydinli,
1992). Gunumuzde yapilan gebelik takibinde 6ncelikli olarak fetal anatomi
ve fetal genetik yapi dederlendiriimektedir. Fetusa ait genetik yapi
incelenerek varsa hastaligin tanisi en kisa slirede aileye bildiriimeli
(Nussbaum vd., 2005), s6z konusu hastalik icin danismanhk verilmeli,
gebeligin devam etmesi ya da sonlandiriimasi yéniinde secenek sunularak
ebeveynlerin karar vermeleri igin zaman taninmahldir. Gebeligin devam
etmesi yoninde alinan kararda prenatal tani dederlendirmesi ile soz
konusu gebeligin  saghkh  devam etmesi sadglanir.  Gebeligin
sonlandiriilmasinin gerekli oldugu durumlarda ise hem bedensel hem de
psikolojik sorunlarin en aza indiriimesinde erken taninin 6nemi oldukga
buyuktdr.

2.1.1-Prenatal taninin tarihgesi

Amniyosentez ilk defa polihidroamnioslu hastalarin semptomatik
tedavisi icin kullanildigi 1882 vyilinda tanimlanmistir. Bu uygulamanin
tanisal 6zellikleri 1950 yilina kadar glindeme gelmemistir. Bevis tarafindan
1952 yilinda, amniyotik sivinin analizinin Rh uyusmazhdi olan ciftlerde
bebegdin etkilenme derecesinin saptanmasinda kullanilabilecegi
gbsterilmistir (Valenti, Schutta & Kehaty, 1968; Wald vd., 1992; Bui,
Vetro, Zuffardi & Shaffer, 2011). Fuchs ve Riis 1956 yilinin sonunda fetal
cinsiyetin; amniyotik sivi kultlirt gercgeklestirilerek elde edilen hlcrelerde
Barr cisimciklerinin ~ varhidinin  incelenmesi ile  saptanabilecegini
gostermistir. Amniyotik sividaki hicrelerle cinsiyet tayinin yapilmasi ile
hemofili ve muskdler distrofi gibi X kromozomal resesif gegisli hastaliklarin
antenatal donemde saptanmasi mumkidn olmustur (Brock vd., 1992).
Steele ve Breg 1966 yilinda amniyotik sivi hicrelerinin kiltire edilmesi ile
fetal karyotipin analiz edilebilecegini ortaya koymuslardir. Amniyotik sivi
orneklerinde fetal kromozom kurulusunun belirlenmesi prenatal taninin
baslangici olarak degerlendiriimektedir (Steele & Breg, 1966; Brock vd.,
1992; Nussbaum vd., 2005). Valenti ve ark. tarafindan ilk defa 1968
yilinda amniyosentezde trizomi 21 tespit edilmistir (Valenti vd., 1968).
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Amniyosentezin genetik hastaliklar bakimindan risk tasiyan gebeliklerin
antenatal takip ve yonetiminde uygun bir prosedir oldugu 1970 yilindan
guinimuze kadar kabul gérmektedir (Hsu, 1986; Bui vd., 2011;).
Arastirmacilar bundan sonraki donemlerde, teknik, glvenilirlik ve dogruluk
bakimindan prenatal tani prosedirleri ile ilgili ortaya ¢ikan problemleri
aydinlatmak icin arastirmalar yapmislardir.

2.1.2-Prenatal tani: Amac ve endikasyonlar
Prenatal tani, fetustaki anomalilerin belirlenmesi ve gebeligin
sonlandirilmasi gibi bir basit amaca hizmet etmemektedir. Aksine prenatal

taninin  hedefleri asagida verilen maddeler dogrultusunda genis
kapsamlidir:

Anomalili ¢ocudga sahip olma riski olan ebeveynlerin
bilgilendirilmesi ve onlara secim hakkinin saglanmasi

Ozellikle yiiksek risk grubundaki gebeliklerde giivencenin
saglanmasi ve anksiyetenin azaltilmasi

Ilgili duzensizlige 6zgi test olanaklarinin sunularak fetusta
anomalinin olup olmadigi konusunda yilksek riske sahip
ciftlerin bilgi sahibi olmalarinin saglanmasi

Ebeveynlerin gebelik, dogum, postnatal slire¢ vb. konularda
bilgilendirilmeleri ve gerektiginde psikolojik destek almalarinin
saglanmasi

Tedavi edilebilecek etkilenmis fetuslara tedavi olanaklarinin
sunulmasi

Prenatal tani endikasyonlari; gebelik Oncesi ve gebelik sirasinda
ortaya gikan endikasyonlar olarak iki ana grupta toplanabilir:

Gebelik dncesi ortaya ¢gikan endikasyonlar:
o Ileri maternal yas

e Ebeveynlerde (maternal ve/veya paternal) dengeli vyapisal
kromozom diizensizliginin bulunmasi

o Onceki cocukta kromozom anomalisi 6ykisiiniin olmasi

e Kindredde kromozom anomalisi dyklstunin bulunmasi
4



e X-kromozomal hastalik hikayesi
e Artmis noral tip defekti (NTD) riski

e Anamnezinde ikiden fazla nedeni bilinmeyen 614 dogum ve/veya
anomalili bebek éykusinin olmasi

Gebelik sirasinda ortaya cikan endikasyonlar:
e Biyokimyasal tarama testlerinde ylUksek risk
e Fetusta anormal USG bulgusu
e Anne kaninda fetal hiicre analizinde ylUksek risk
e Anne anksiyetesi

e Gebelik sirasinda teratojenik ajanlara maruziyet (Aydinl, 1992;
Nussbaum vd., 2005,).

2.2-Prenatal Tani Testleri

Prenatal tani testlerinden en ideal olani, anomalili bebegin mimkin
olan en erken ddnemde saptanarak ebeveynlerin karar vermeleri igin
yeterli sidrenin saglanmasidir. Clnkl, fetusta anomalinin saptanmasi
durumunda ailenin kararinin gebelik terminasyonu olmasi durumunda,
ilerleyen haftalarda fetlsun tahliyesi tibbi olarak daha zor bir hal almakta
ve ayrica anne psikolojik olarak daha yogun etkilenmektedir. Bu nedenle
mUmkin oldugu kadar erken donemde glvenilir sonucglar veren tarama ve
tani testlerine ihtiyag vardir (Diribas, Kaya & Kog, 2002). Glinumuzde pek
cok tarama ve tani testleri olmakla birlikte halen en erken gebelik
doneminde, en ¢ok gebeye ulasmay! ve fetusla ilgili en dogru-glvenilir
sonucu vermeyi hedefleyen ydntem arayisi devam etmektedir.

Fetal genetik materyalin 6rneklenmesi hem anneyi hem de gocugu
riske atan invaziv prosedurlerin kullanimini gerektirmektedir. Bu nedenle,
invaziv girisimden 6nce bir kromozomal anomalinin var olma olasiligi, non-
invaziv tani testleri olarak adlandirilan bir takim gérinttleme teknikleri ve
serum biyobelirtecleri olan AFP, hCG, uE3, inhibin, PAPP-A
dederlendirilmesi ile gercgeklestirilir. Yillar icinde USG'nin yayginlasmasi ve
duyarlihginin  artmasi, USG tekniklerindeki ilerleme ve serum
biyobelirteglerinin gesitlenmesi daha hassas deder araliklarinin tespit
edilmesine olanak saglamistir. Yakin tarihte yayginlasan maternal kanda

cell-free DNA analizlerinin kullanima girmesi invaziv tani testleri
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uygulanmadan dénce, riskli grubun daha hassas bir sekilde tanimlanmasini
ve buna bagh olarak invaziv girisim vyapilacak hastalarin daha dogru
sekilde secilmesine yardimci olmustur.

2.2.1-Non-invaziv prenatal tani testleri
2.2.1.1-Ultrasonografi

USG'nin temel prensibi; ylUksek frekanstaki ses dalgalarinin hasta
Uzerine uygulanan prob aracihdi ile doku ve organlara génderilmesiyle, bu
dokulardan yansiyan dalgalarin yine ayni prob ile alinarak bir ekran
Uzerine yansitiimasidir.

USG yardimi ile gestasyonel yas tespiti, tekil/cogul gebelik ayrimi,
fetusun canli oldugunun saptanmasi ve ikinci trimesterden itibaren fetal
cinsiyetin saptanmasi, ¢ogul gebeliklerde koryon ve amniyon yapisinin
tespiti sadlanabilir. USG, fetusun morfolojik yapisinda ve gebeligin
prognozunda, ilerleyen dénemde ortaya cikabilecek bulgular ve sonraki
gebeliklerin durumu hakkinda bilgi verebilmektedir. USG yardimi ile major
yapisal fetal anomalilerin tespiti ve minér andploidi belirteglerinin
tanimlanmasi rahatlikla yapilabilir.

USG'nin anneye ya da bebede zararli oldugu gdsterilmemistir.
USG'nin fetal tipta yodun sekilde kullanimi belirli malformasyonlarla
kromozomal anomalilerin iliskilendiriimesine olanak saglamistir. USG'de
anomaliye rastlanmasi durumunda kromozom analizi yapilarak bir
boliminde kesin taniya ulasilabilmektedir (Nussbaum vd., 2005; Dashe,
2016).

Gebelikte USG goruntilemesi gebeligin her trimesteri igin bir kere
olmak Uzere en az Ug taramay! icermektedir. Fetal anatomi incelemesi igin
en dnemli donem ikinci trimesterdir. Bu dénemde, farkli sistem anomalileri
icin USG'nin sensivitesi oldukca degiskendir.

2.2.1.1.1-Fetal ense
2.2.1.1.1.1-NT (Nuchal Translucency, Ense Saydamligi)

NT 6lcimU kavum septum pellusidum, talamus, serebral pedinkuller
ve serebellumun gorinidr oldugu zaman gergeklestirilir. NT ile trizomi 21
arasindaki iliski ilk kez 1985'te Benacerraff ve arkadaglar tarafindan
tanimlanmistir (Sonek & Croom, 2014).

Bununla birlikte artmis NT (NT = 3), trizomi 21'in yani sira Turner
sendromu ve diger kromozomal defektlerini isaret edebilir. Artmis NT ile
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iliskili durumlarin heterojen olmasi altta yatan birgok mekanizma oldugunu
disindirmektedir. Olasi nedenler arasinda kardiyak malformasyonlar
sonucu gelisen hemodinamik bozukluklar, ekstraselliler matriks
kompozisyonundaki anomaliler ve lenfatik sistemin anormal gelisimi
sayllabilir (Rosen & D’Alton, 2005). Fetal NT 6lcimU %5 yanlis pozitiflik
orani ile trizomi 21'li ve diger major anoploidili fetuslerin %75-80'ini
tanimlayabilmektedir (Nicolaides, 2011; Pala, Balci & Demir, 2012).

2.2.1.1.1.2-Kistik higroma

Kistik higroma, fetal ensede lokalize olmus ici sivi dolu septal
yapilardir. Genellikle yaygin cilt alti édem ile iliskilidir ve karinda su
toplanmasi veya plevral eflizyon nonimmin hidrops fetalis tanisina
goturdr. Kistik higroma ile iliskili olarak en sik gérulen andploidi monozomi
X'tir. Bununla birlikte diger otozomal anéploidiler de goértlebilir (Sonek &
Croom, 2014).

2.2.1.1.2-Merkezi sinir sistemi anomalileri

Merkezi sinir sistemi (MSS) anomalileri, MSS'yi olusturan medulla
spinalis ve beyin anomalileri olmak Uzere iki kisimda incelenmektedir.

2.2.1.1.2.1-Medulla spinalis anomalileri

Medulla spinalisde meydana gelen konjenital anomalilerin kaynagini,
gelisimin 4. haftasinda néral tipun hatali kapanmasi sonucu ortaya ¢ikan
noral tlup defektleri (NTD) olusturmaktadir. NTD'nin U¢ major tipi ;
anensefali, ensefalosel ve spina bifidadir. Daha az goérulen iki tipi ise
eksensefali ve iniensefalidir.

Anensefali : Yaklasik olarak 1/1000 oraninda goridlmektedir. Noéral
tipun sefalik kisminin 6. haftaya kadar kapanmamasiyla olusmaktadir
(Yilmaz, Efetirk & Nas, 2007). Anensefali icin risk faktorleri NTD'li aile
Oykusu ve ikiz gebeliklerdir (Nyberg, 1990).

Ensefalosel : Sefalosel terimi beynin ve meninkslerin (ensefalosel)
veya meninksler ve serebrospinal sivinin (meningosel) bir kranial defekt
sonucu fitiklasmasidir. Fakat genel olarak her iki durum icin de ensefalosel
terimi kullaniimaktadir (Nyberg, 1990). Yaklasik olarak 1/4000 oraninda
gorulmektedir. Sefalosel c¢esitli sendromlarla iliskilendirilmektedir.
Bunlardan en bilineni Meckel-Gruber sendromudur.

Spina Bifida: Spinal aksisin herhangi bir bélgesinde gorilen fakat en
sik lumbosakral bélgeyi iceren defekttir. Acik (%80) ve kapall (%20)
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olmak Uzere iki tipi bulunmaktadir. Yaklasik olarak 1/1000 oraninda
goriulmektedir.

Noéral tlip defektleri hem genetik hem de gevresel faktérler nedeniyle
ortaya cikmaktadir. Genetik temeli tam olarak anlasilamamis olsa da
maternal folik asit destedi ile 6niine gecilebilecek bir cok genetik olmayan
risk faktéord tanimlanmistir (Greene & Copp, 2015).

2.2.1.1.2.2-Beyin anomalileri
2.2.1.1.2.2.1-Holoprosensefali

On beyinin (prosensefalonun) yoklugu veya prosensefalonun serebral
hemisferler ve lateral ventrikillere bélinmesinin sekteye ugramasi ile
ortaya cikar. Alobar, semilobar ve lobar olmak lzere g tipi bulunmaktadir
(Nyberg, 1990).

Alobar tipte, 6n beyin sag ve sol hemisferlere, arabeyin ve
telensefalona, olfaktdr ve optik bulba bdlinmemistir. bunun sonucu olarak
tek, bigimsiz bir ventriklGl vardir, talamuslar kaynasmistir ve korpus
kallozum, falks serebri, optik sistem ve olfaktér bulb yoktur.

Semilobar tipte, beyin hemisferleri az da olsa ayrismistir. Alobar
holoprosensefali ile buylk benzerlik gdstermekle beraber ventrikillerin
parsiyel segmentasyonu vardir ve talamuslar tam olarak kaynasmamistir.

Lobar tip holoprosensefalinin en az siddete sahip formudur ve beyin
hemisferleri oldukca ayrismistir.

Holoprosensefalinin etyolojisi heterojendir. Bir ¢ok vakada sporadik
olarak ortaya gikar ve normal karyotip goraltr. (Bagul, Tripathi & Mishra,
2016). Bununla birlikte, trizomi 13, trizomi 18, ring kromozomlar, ve
delesyonlar gibi c¢esitli kromozomal anomalilerle iligkilendirilmektedir
(Sonek & Croom, 2014; Bagul vd., 2016).

2.2.1.1.2.2.2-Hidrosefali

Serebrospinal sivinin ventriklllerde ve beyindeki subaraknoid bdlgede
anormal birikimi sonucu kafatasinin genislemesidir (Kousi & Katsanis,
2016).

Konjenital hidrosefalinin etyolojisi oldukca heterojendir. Hidrosefalinin
nedenleri arasinda intrauterin enfeksiyonlar, intrakraniyal kanamalar,
travma, teratojenler ve timérler vardir. Ayni zamanda akuaduktal stenoz
gibi NTD ve Chiari veya Dandy-Walker gibi merkezi sinir sistemi
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malformasyonlari sonucu da hidrosefali ortaya cikabilmektedir (Kousi &
Katsanis, 2016; Verhagen vd., 2011). Konjenital hidrosefali 1000 canlh
dogumda 0.2-0.8 oraninda goriulmektedir. Hastalarin %40'inda genetik
etyoloji bulunmaktadir. Bunlar; sitogenetik anomaliler, monogenik veya
kompleks kalitimhi hastaliklar ve multifaktériyel hastaliklardir. Simdiye
kadar tanimlanan, konjenital hidrosefalinin en yaygin genetik nedeni L1
sendromudur. L1 sendromu Xg28'deki néral hiicre adhezyon molekdld L1
(L1ICAM) genindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. En yaygin
sitogenetik anomaliler 6p delesyonu, (mozaik) trizomi 9, 9p, 13, 18 ve
(mozaik) triploididir (Verhagen vd., 2011).

2.2.1.1.2.2.3-Ventrikilomegali

Fetal serebral ventrikilomegali, gelismekte olan fetal beyindeki lateral
ventriklllerin genislemesi olarak tanimlanmaktadir (Scola & Triulzi, 2016).
Ikinci trimesterda standart lateral ventrikiler dlcim 10 mm'dir. Sinirda
ventriklilomegali olarak tanimlanan hafif ventriklilomegalide bu deger 15
mm dlzeylerindedir. Eger dedger bu siniri asar ise ciddi ventrikillomegali
s6z konusudur (Sonek & Croom, 2014). Ventriklilomegalilerde ek anomali
olarak hem serebral hem de ekstraserebral malformasyonlar izlenebilir.
Ciddi ventrikilomegalilere en sik korpus kallozum agenezisi ve spina bifida
eslik eder (Kalayci vd., 2015).

Ventriktilomegali olgularinda kromozomal anomali insidansi %0-14
arasindadir (Gaglioti, Danelon, Bontempo, Mombro, Cardaropoli & Todros,
2005; Kalayci vd., 2015). En sik gérilen andploidi trizomi 21'dir (Sonek &
Croom, 2014).

2.2.1.1.2.2.4-Korpus kallozum agenezisi

Korpus kallozum agenezisi (KKA) serebral hemisferleri birbirine
baglayan lif demetinin gelisememesi olarak tanimlanmaktadir. Goértlme
sikhigr 1:4000'dir (Paul vd., 2007). KKA izole olarak gorilebilir ya da
konjenital sendromlarin belirteci olabilir (Romaniello vd., 2016).

Gunumuze kadar KKA ile iligkili 200 farkh konjenital sendrom
tanimlanmistir.  Bunlarin  arasinda, spesifik kromozomal yeniden
dizenlemeler sonucu ortaya c¢ikan sendromlar, otozomal dominant/resesif
hastaliklar, X'e bagh kompleks genetik sendromlar bulunmaktadir
(Romaniello vd., 2016; Kidron vd., 2015). CGH ile yapilan calismalardan
elde edilen \veriler, korpus kallozum agenezisi olan hastalarda
kromozomal delesyon ve duplikasyonlarin konvensiyonel karyotipleme ile
saptanamayacak kadar kiclik oldugunu ortaya koymustur. Genetik
nedenlerin yani sira cevresel faktdrler de KKA'nin gelisiminde rol
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oynamaktadir. Bunlardan en ¢ok bilineni viral enfeksiyonlar ve gebelik
sirasinda alkol maruziyetidir (Paul vd., 2007).

2.2.1.1.2.2.5-Dandy-Walker malformasyonu

Dandy-Walker malformasyonu (DWM), serebellar vermisin tam veya
parsiyel agenezisi, posterior fossanin genislemesi ve 4. ventriklin kistik
dilatasyonu olarak tanimlanmaktadir. Canli dodumda go6rilme orani
1/5000'dir. (Dyment, Sawyer, Chardon & Boycott, 2013).

Hastalarin yaklasik yarisinda kromozomal anomaliler goérilmektedir.
Bununla birlikte en az Ug¢ genin (FOXC1, ZIC1, ZIC4) DWM'ye katkisi
oldugu bilinmektedir (Dyment vd., 2013). Son zamanlarda CCDC22,
LAMC1, NID1 mutasyonlarinin DWM'ye neden olabilecegi éne sirilmustir
(Aldinger & Doherty, 2016). DWM, izole olarak gozlenebildigi gibi vakalarin
%70'inde KKA ve diger beyin malformasyonlar ile iligkilidir. Vakalarin
%20-30'unda ise kalp, bobrek, karaciger, ylz ve vertebral defektlerle
iliskilidir (Albu vd., 2015; Aldinger & Doherty, 2016).

2.2.1.1.2.2.6-Koroid pleksus kisti

Koroid pleksuslar serebral ventrikller sisteme lokalize olan ve
serebrospinal sivi Ureten organlardir. Koroid pleksus kistleri, koroid
pleksus iginde serebrospinal sivinin sikismasi ile ortaya cikarlar ve ikinci
trimester USG'de yaygin olarak goézlenirler (%1-2). Koroid pleksus kistleri
tim fetuslerin %1-3.6'sinda gdzlenir ve bunlarin %90"'I 26-28. gebelik
haftasinda geriler (Irani, Ahmadi, Javam, Taghi & Niknejad, 2015).

Koroid pleksus kistleri genellikle trizomi 21'de sik degildir fakat
trizomi 18'li fetuslerde prevalansi artmistir. Bununla birlikte koroid pleksus
kisti zayif bir belirtectir ve izole durumda andploidi riskini artimaz (Sonek
& Croom, 2014).

2.2.1.1.3-Intratorasik anomaliler
2.2.1.1.3.1-Ventrikller septal defekt

Ventrikller septal defekt (VSD) en sik goérilen konjenital kalp
anomalisidir. Prevalansi 1000 canli dogumda 2,5tur. Tek basina veya
diger dogustan kalp hastaliklariyla birlikte gorilebilir. Fallot tetralojisi, cift
cikigli ventrikdl, trunkus arteriyozus gibi dogustan kalp
malformasyonlarinda kompleksin bir parcasi olarak; blylk damarlarin
transpozisyonu gibi bazi hastaliklarda ise eglik eden anomali olarak
bulunur. Defekt sag ve sol ventrikiller arasindaki septumda bulunan bir
deliktir. VSD cesitli buyuklikte, septumun herhangi bir yerinde yer alabilir,
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nadiren de septumun tamamen yoklugu biciminde olabilir (Ulusoy, 2008).
VSD, trizomi 13 ile trizomi 18'de ve 22qll delesyonunda siklikla
goérulmektedir (Sonek & Croom, 2014; Fahed, Gelb, Seidman & Seidman,
2013). Bununla birlikte GATA4, GATA6, TBX5 ve NKX2-5 transkripsiyon
faktorlerindeki mutasyonlarinin  VSD olusumuna katkida bulundugu
g6sterilmistir (Li vd., 2014; Yang vd., 2012; Penny & Vick, 2011; Wessels
& Willems, 2010).

2.2.1.1.3.2-Atrial septal defekt

Atrial septal defekt (ASD), kalbin sag ve sol atriumu arasindaki atrial
septum Uzerinde aciklik bulunmasidir. Atrial septum defektleri kalp
hastaliklari arasinda Ugluncl en yaygin tiptir ve tahmini insidansi 100000
canli dogumda 56'dir (Geva, Martins & Wald, 2014). Sekundum ASD,
primum ASD, sinls venozus tipi ASD, patent foramen ovale, koroner sints
tipi ASD seklinde olabilir (Ulusoy, 2008). Sekundum ve primum ASD
trizomi 21'de yaygindir. Bununla birlikte ALK2, NKX2-5, GATA4, TBX5 ve
MYH6 transkripsiyon faktérlerindeki mutasyonlarin ASD'ye neden oldugu
gosterilmistir (Geva vd., 2014; Joziasse vd., 2008).

2.2.1.1.3.3-Atrioventrikiiler septal defekt

Atrioventrikller septal defekt ayni zamanda atrioventrikiler kanal
defekti veya endokardial yastik defekti, atrioventrikliler kapakgik ve
septalar etkileyen ve sik gdérilen bir konjenital kalp malformasyonudur.
AVSD'nin komplet AVSD'den mitral kapakgikta yarik olusumuna kadar
genis bir spektrumu vardir (Maslen, 2004). Atriyoventrikller septal defekt
dogustan kalp hastaliklarinin %3-4'Gn0 olusturur ve 10.000 canli dogumda
yaklasik iki oraninda goéralir (Saltik, 2011). AVSD, trizomi 21 basta olmak
Uzere trizomi 18 ile trizomi 13 ve 22qll delesyonunun o6nemli bir
belirtecidir (Pierpont, Markwald & Lin, 2000).

2.2.1.1.3.4-Aort koarktasyonu

Aort koarktasyonlari, 1000 canli dogumda 0.2-0.6 oraninda gordldr.
Tum konjenital kalp hastaliklarinin  %6-8‘inde aort koarktasyonu
saptanmistir. Birden c¢ok anatomik varyasyonu olmasina ragmen
koarktasyon genellikle sol subklavian arterin arkus aortadan cikis yerinin
hemen distalinde ve duktus arteriyozusun aortaya girdigi yerin tam
karsisindadir (Beauchesne, Connolly, Ammash & Warnes, 2001; Ulusoy,
2008). Aort koarktasyonu monozomi X'in édnemli bir belirtecidir (Sonek &
Croom, 2014).
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2.2.1.1.3.5-Aort stenozu

Konjenital aort darligi (AD) valviler, subvalviler veya supravalviler
seviyelerde gorulebilir (Ulusoy, 2008). Supravalviler AD, Williams-Bauren
sendromunda goérulmektedir (Fahed vd., 2013). Bu sendromun %90'inda
7q11.23 boélgesindeki ELN geni delesyonu saptanmistir (Pierpont vd.,
2000).

2.2.1.1.3.6-Fallot tetralojisi

Fallot tetralojisi, canli dogumlarda yaklasik 3500'de 1 gorilir ve tim
konjenital kalp malformasyonlarinin %7-10'unu olusturur (Villafafie vd.,
2013). Fallot tetralojisi doért ayri kalp anomalisini birden igerir. Bu
anomaliler; pulmoner stenoz, sag ventrikll hipertrofisi, VSD, aortun
dekstra pozisyonudur (Pedram, Bayindir, Kalin & Alper, 2014). Fallot
tetralojisi trizomi 21, 22ql1 delesyonu, trizomi 18, ve trizomi 13 ile
iliskilendirilmektedir (Villafafie vd., 2013).

2.2.1.1.3.7-Pulmoner stenoz

Pulmoner stenoz sag ventrikil ile pulmoner arterler arasinda olusan
bir darlik olup 3 tipi vardir; valviler, subvalviler ve supravalviler veya
periferik tip (Cil, 2007). Yaklasik 2000 canli dogumda 1 gorilir ve tim
konjenital kalp defektlerinin %8'ini olusturur (Cuypers, Witsenburg, van
der Linde & Roos-Hesselink, 2013). Supravalviler pulmoner stenoz
Allagile ve Williams sendromlarinda, valvliler stenoz ise Noonan
sendromunda siklikla gorulmektedir (Cil, 2007).

2.2.1.1.3.8-Trunkus arteriozus

Semilunar bir kapak yoluyla her iki ventrikllden ¢ikan tek bir arteryel
trunkus, subtrunkal ventrikiler septal defekt (VSD) ve trunkustan kdken
alan pulmoner arterler ile karakterize nadir bir konjenital kalp anomalisidir
(Ugurlu vd., 2004). Tdm konjenital kalp hastaliklarinin yaklasik %0.7"sini
olusturur (Konstantinov vd., 2006). Hastalarin % 30’unda sag aortik ark,
%?15’inde ise kesintili aortik ark gdériltr (Ulusoy, 2008; Konstantinov vd.,
2006). Trunkus arteriozus vakalarinin yaklasik %35-40''nda 22ql1.2
delesyonu saptanmistir (Cifarelli & Ballerini, 2005).

2.2.1.1.3.9-Sag aortik ark

Sag aortik ark anomalisi nadir bir anomali olup yaklasik 2.500 kiside
bir gortlmektedir. Sag aortik ark, embriyonel donemde sol 4. aortik arkin
ve sol dorsal aortanin tamamen oblitere olmasi ve bunlarin yerine sag 4.
aortik ark ve sag dorsal aortanin gelismesiyle olusur. Sag aortik ark
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anomalisi tek basina olabildigi gibi beraberinde baska intrakardiyak veya
ekstrakardiyak anomaliler gorilebilmektedir (Okutan, Kartaloglu, Caliskan,
Kunter, Mutlu & Ilvan, 2005). Sa§ aortik ark ile iliskilendirilen en bilinen
mikrodelesyon 22q11.2 mikrodelesyonudur.

2.2.1.1.3.10-Intrakardiyak hiperekojenik odak

Intrakardiyak hiperekojenik odak, gebeliklerde %0.5-12 arasinda
saptanmaktadir. Bu odaklar kardiyak ventrikllin limeninde parlak bir
nokta olarak gorinirler. Intrakardiyak odaklarin %88'i sol ventrikiilde,
%5'i sag ventriklilde gorilmektedir, %7'si ise biventrikllerdir (Van den
Hof, Halifax & Wilson, 2005). Intrakardiyak ekojenik odak, trizomi 21 igin
zayIf bir belirtectir ve izole olarak bulunmasi andploidi riskini artirmaz
(Sonek & Croom, 2014).

2.2.1.1.3.11-Plevral eftizyon

Plevral eflizyon, USG'de akcigerin etrafini saran hipoekoik sivi
katmani olarak gézlenir (Sonek & Croom, 2014). Prenatal eflizyon izole bir
bulgu olabilir (primer plevral eflizyon) ya da diger durumlarla da iliskili
olabilir. Plevral efizyonu olan bazi fetuslerde ayni zamanda diafragmatik
herni ve akciger ile mediastinumu sikistiran diger lezyonlar, mediastinal
timodrler ve kardiyak malformasyonlar da goérllebilmektedir (Rustico,
Lanna, Coviello, Smoleniec & Nicolini, 2007). Eflizyona trizomi 21, Turner
sendromu, Noonan sendromu gibi sendromlar neden olabilecegi gibi,
bronkopulmoner sekestrasyon gibi yapisal anomaliler veya viral
enfeksiyonlar neden olabilir (Gajewska-Knapik & Impey, 2015). Unilateral
veya bilateral olarak gb6zlenebilir ve nadir bir bulgudur. Plevral eflizyonun
varhigi anoploidi riskini ylkseltmektedir (Sonek & Croom, 2014).

2.2.1.1.4-Abdominal defektler ve gastrointestinal sistem anomalileri
2.2.1.1.4.1-Hiperekojenik barsak

Hiperekojenik barsak tanisini koyabilmek icin gerekli olan kriter,
barsagin kemikle benzer ekojeniteye sahip olmasidir. Hiperekojenik barsak
bulgusu trizomi 21 riskini artirmaktadir (Sonek & Croom, 2014). Bununla
birlikte hiperekojenik barsak, maternal kanama, konjenital enfeksiyonlar,
plasental vyetersizlik, fetal gelisme geriligi ve kistik fibrozis ile
iliskilendirilmektedir (Saha, Mullins, Paramasivam, Kumar & Lakasing,
2012).
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2.2.1.1.4.2-Duedonal atrezi

Duedonal atrezi proksimal duedonumun atrezisi sonucu ortaya cikar.
Bu durumun USG bulgulari, genislemis duedonum ile genislemis mide
(double bubble) ve polihidroamniosdur. Duedonal atrezi ile trizomi 21
arasinda gucla bir iliski vardir. In utero olarak duedonal atrezi tanisi
konulan fetuslerin yaklasik %40'l trizomi 21'lidir (Sonek & Croom, 2014).

2.2.1.1.4.3-Omfalosel

Omfalosel, abdominal kord vyerlesimi sirasinda ortaya c¢ikan
membranla kapli bir abdominal duvar defektidir. Karin duvarinda, umblikal
kordonun fetusa giris yerinde olusan genislemeye bagl olarak karin igi
organlarin fitiklasmasidir. Genellikle sadece barsaklar bu membran iginde
bulunmaktadir fakat bazen buna karaciger gibi diger abdominal organlar
dahil olabilmektedir. Bu defektin trizomi 18 ile gUglu bir iliskisi vardir ve
trizomi 13 ile triploidi igin de artmis risk gostermektedir (Sonek & Croom,
2014; Gunal, 2012).

2.2.1.1.4.4-Diafragmatik herni

Diafragmatik herni abdominal organlarin anormal bir agiklik ya da
defekt sonucu toraksa fitiklasmasi sonucu olusmaktadir (Holder,
Klaassens, Tibboel, Klein, Lee, & Scott, 2007). Diafragmatik herninin
gortlme sikhdi 2000-3000 canli dogumda 1'dir. Diafragmatik herni izole
bir defekt olarak ortaya cikabilir ya da diger anomaliler ile iliskili olabilir
(Wynn, Yu & Chung, 2014). Diafragmatik herni ile iliskili yaygin bulgular
kardiyovaskller anomaliler, merkezi sinir sistemi anomalileri ve
genitolriner ve/veya renal anomalilerdir. Yasamla bagdasan anéploidiler
(trizomi 13, 18, 21 ve 45,X) ve neredeyse tum kromozomlarda goértlen
delesyonlar, duplikasyonlar, inversiyonlar ve translokasyonlar diafragmatik
herni ile iliskilendirilmistir (Holder vd., 2007).

2.2.1.1.4.5-Persistan sag umbilikal ven

Normal embriyonik sirecte sag umbilikal ven oklize olur ve sol
umbilikal ven devamlilik gésterir, bu durumun tersinin olusmasi persistan
sag umblikal ven olarak tanimlanir (Yliksel, Blylkkurt, & Savas, 2003).
Persistan sad umbilikal ven prenatal olarak en sik saptanan vendz
anomalidir ve tahmini prevalansi 1/250 ile 1/1250 arasindadir (Martinez
vd., 2013). Persistan sag umbilikal ven ile kromozom anomalileri arasinda
belirgin bir iliski gézlenmemistir (Yiksel vd., 2003).
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2.2.1.1.5-Urogenital sistem anomalileri
2.2.1.1.5.1-Pyelektazi

Fetal pyelektazi, renal kaliks dilatasyonunun eslik etmedigi izole renal
pelvis dilatasyonu olarak tanimlanir. Pyelektazi antenatal ultrasonografi
degerlendirmelerinde en sik rastlanan anormalliklerden biridir ve tim
gebeliklerin yaklasik %1-5'inde saptanmaktadir (Karsidag, Subas, Giray &
Blyldkbayrak, 2016). Pyelektazinin prevalansi trizomi 21'li fetuslerde
Oploid fetuslere gére daha yuksektir (Sonek & Croom, 2014).

2.2.1.1.5.2-Megasistit

Fetal megasistit, gebeligin herhangi bir haftasinda fetal mesanenin
anormal genislemesi olarak tanimlanir. Insidansinin 10-14. gebelik
haftalarinda normal popilasyonda yaklasik 1/1600 gebelik oldugu rapor
edilmistir. Megasistit, ilk trimesterde cogu zaman gegici bir durum olup
herhangi bir klinik 6neme sahip degilken ilerleyen bulgularla seyreden
kigUik bir hasta grubunda ciddi alt UGriner sistem anomalilerinin erken
belirtisi olabilir (Hacivelioglu, Gingér, Gencer & Cosar, 2012). Megasistit
cogunlukla trizomi 13 ve trizomi 18 ile, daha nadir olarak trizomi 21 ile
iliskilendirilmektedir (Liao, Sebire, Geerts, Cicero & Nicolaides, 2003).

2.2.1.1.5.3-Hidronefroz

Hidronefroz, kalikslerin birbirinden ayrilmasi ve renal pelvisin
genislemesi olarak tarif edilir (Glrgoze & Karaca, 2012). Hidronefroz tim
konjenital anomalilerin %50'sini  teskil etmektedir. Antenatal
hidronefrozlarin yaklasik %601 gegici ve fizyolojiktir (Agras, 2011;
Glurgdéze & Karaca, 2012). Hidronefroz, trizomi 21, 18 ve 13 le
iliskilendirilmektedir (Snijders, Sebire, Faria, Patel & Nicolaides, 1995).

2.2.1.1.5.4-Renal agenezi

Renal agenezi bobreklerin tek veya cift tarafli yoklugu olarak
tanimlanmaktadir. Renal agenezinin goérilme sikhdi tek tarafli bobrek
yoklugunda 1/1000 canli dogum, cift tarafli bébrek yoklugu igin 1/5000
canli dogum olarak bildirilmistir (Yildinm, 2013). Renal agenezi
durumunda fetal USG'de oligohidroamnios s6z konusudur (Oduz &
Akbulut, 2015). Renal agenezinin eslik ettigi kromozom anomalileri
arasinda en sik goérilenler, 22gl1 delesyonu ve Klinefelter (47,XXY)
sendromudur (Yildirrm, 2013).
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2.2.1.1.6-Iskelet anomalieri
2.2.1.1.6.1-Nazal kemik hipoplazisi

Nazal kemik hipoplazisi veya yoklugunun trizomi 21 ile iligkili oldugu
gbsterilmis, radyolojik olarak ortaya konmustur. Nazal kemigin
olmamasinin trizomi 21 tanisinda yanhs pozitiflik orani 0 ile %20 arasinda,
sensivitesi %28 ile %60 arasinda dedismektedir (Dizen vd., 2013).

2.2.1.1.6.2-Parmak deformiteleri

Farkli derecelerdeki anormal parmak duruslari andploidili fetuslerde
siklikla goridlmektedir. Trizomi 21 fetuslerinde siklikla besinci parmadin
orta falanksinda hipoplazi gérilmektedir. Bu durum parmaklarin tst Uste
kivrilmasina neden olmaktadir (klinodaktili). Klinodaktili ayrica trizomi 13
ve 18'de de goérilmektedir (Sonek & Croom, 2014).

2.2.1.1.6.3-Femur ve humerus uzunlugu

Kisa statilr trizomi 21'in fenotipik 6zelligidir (Sonek & Croom, 2014).
Kisa femur ve humerus uzunlugunun trizomi 21 tanisi icin yanls pozitiflik
orani %3-4, sensivitesi %9-16'dir (Van den Hof vd., 2005).

2.2.1.2-Ikili tarama testi

Ilk trimester tarama testi (ikili tarama testi), 10-14. gebelik haftalar
arasinda USG ile fetus bas-popo mesafesi (CRL) &lglisi 45-80 mm
arasinda iken vyapilmaktadir. Es zamanl olarak anneden alinan kan
orneginde gebelik iliskili plasental protein A (pregnancy associated plasma
protein A - PAPP-A) ve (-human chorionic gonadotropin (B-hCG)
degerlerine bakilmaktadir.

USG ile gebelik haftasi belirlenmekte ve fetal ense saydamligi (Nuchal
Translucency-NT) o6lcimleri yapilmaktadir (Diribas vd., 2002; Gardner &
Sutherland, 2004).

PAPP-A plasental kaynakli bir glikoproteindir. Sinsityotrofoblastlardan
salgilanmakta ve ovulasyondan 33 glin sonra maternal kanda tespit
edilebilmektedir. PAPP-A miktari miyada kadar artis gdstermekte ve 72
saatte bir, dederi iki katina gcitkmaktadir.

hCG gebeligin temel hormonudur. Gebeligin erken dénemlerinde
uterusun desidualize olmus endometriyumuna blastokist
implantasyonundan sonra sinsisyotrofoblastlardan salgilanan glikoprotein
yapisinda bir hormondur (Diribas vd., 2002). hCG, gebeligin 14-16.
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haftalar arasinda en yilksek dederine ulastiktan sonra yavas yavas
azalmaktadir (Morssink, Kornman, Hallahan, Beekhuis, de Wolf &
Mantingh, 1998). Anne vyasi, gebelik haftasi ve annenin daha o&nce
kromozom anomalili cocuk dogurup dogurmadigi bilgileri, NT 6lgimu, B-
hCG ve PAPP-A kan dlizeyi sonuglari ile birlikte degerlendirilir. Bu
degerlendirmeyle trizomi 21, trizomi 18 ve trizomi 13 gibi sik gbdzlenen
trizomi sendromlari icin gérilme riskleri hesaplanmaktadir. Trizomi 21'de
NT ve B-hCG artmakta, PAPP-A ise azalmaktadir. Trizomi 18 ve 13'de NT
artmakta, B-hCG ve PAPP-A dlzeyleri ise azalmaktadir. Turner
sendromunda NT artarken, B-hCG normal dlzeylerde, PAPP-A dlzeyleri ise
azalmis olarak bulunmaktadir. Triploidili fetlislerde genel olarak B-hCG
dizeyleri yuksek, PAPP-A dlzeyleri ise azalmistir (Cucke & van Lith, 1999;
Spencer, Souter, Tul, Snijders & Nicolaides, 1999; Diribas vd., 2002;
Gardner & Sutherland, 2004) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Andploidi durumunda PAPP-A ve hCG dizeylerindeki dedisimler

PAPP-A hCG
Trizomi 21 l i
Trizomi 18 } !
Trizomi 13 ! !
45,X ! -

2.2.1.3-Uclii ve dértlii tarama testi

Ikinci trimester tarama testi (licli ve doértlii tarama testi), gebeligin
15. ve 20. haftalan arasinda yapilmaktadir (Nussbaum vd., 2005;
Erdemoglu & Kale, 2007). Ucli tarama testi; alfa fetoprotein (AFP),
unkonjuge estriol (UE3) ve hCG'nin anne serum seviyelerinin dlgilmesi ile
yapilmaktadir.

AFP fetal karacigerden salgilanan bir proteindir. Eriskindeki albumin
isimli proteinin fetal yasamdaki karsihididir. Gebelik siresince maternal
kanda dlzeyi yavas ama duzenli bir artis g6sterir.

uE3, plasentadan salgilanan bir cesit 6strojen hormonudur. Dortla
tarama testinde, Gglu tarama testine ilaveten (AFP, uE3 ve hCG) dimerik
inhibin A hormonu dizeyi 6lcilmektedir (Wald vd., 2003). Inhibin A
glikoprotein yapisinda bir hormondur. Tek basina yeterince duyarl
olmadigi icin Ugll teste ilave edilerek kullaniimaktadir.

Bu testler, Trizomi 21, Trizomi 18 ve NTD bulunma riskini
belirlemektedirler (Nussbaum vd., 2005). Trizomi 21'de AFP, uE3 dlsuk ve
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hCG yuksektir. Trizomi 18'de AFP, uE3 ve hCG dusuk olarak bulunur.
NTD'de ise AFP vylksek, uE3 ve hCG degerleri normal sinirlardadir
(Ozgiinen, Evrilke, Kadayifci & Aridogan, 1994; Wald vd., 2003; ACOG
Commitee, 2007) (Tablo 2.2). Inhibin A diizeyi, Trizomi 21'de
yukselmektedir (Gardner & Sutherland, 2004).

Tablo 2.2. Trizomi 21, Trizomi 18 ve NTD durumlarinda AFP, uE3 ve hCG diizeylerindeki

degisimler
AFP ug3 hCG
Trizomi 21 l l 1
Trizomi 18 ! J !
NTD 1

Biyokimyasal belirteclerle ilgili en &nemli sorunlardan biri bu
belirteglerin sahip oldugu sensivite, yanlis pozitiflik oranlari ve pozitif
prediktif dederdir. Tek basina AFP dederlendirilmesinde trizomi 21 igin
sensivite %25 oraninda iken AFP'nin yanina hCG ve uE3 eklenmesiyle bu
oran %70 olmakta, bu Ugllye inhibinin eklenmesiyle olusan doértli tarama
testinde ise oran %80'e yukselmektedir. Birinci trimester
goérintulemesinde 6lgilen NT, hCG ve PAPP-A'nin kombine edilmesi ile
sensivite %85 oraninda iken kombine gérintlilemede bu oran %94-96'ya
yukselmektedir. Tarama testleri hastalik tanisi koymaktan ziyade riskli
gebeliklerin tespiti ve invaziv taniya ydnlendirilecek hastalarin segiminde
deger tasimaktadir (Dashe, 2016).

2.2.1.4-Non-invaziv prenatal test (NIPT)

NIPT, annenin periferal kanindaki hicre disi fetal DNA (cfDNA)'yi
kullanarak fetusteki trizomileri test eden bir metoddur (Taylor-Phillips vd.,
2016). Lo ve ark. 1997'de hamile kadinlarin plazmasinda plasental orijinli
oldugu duastnllen “fetal” fraksiyonlari belirlemis ve raporlamislardir
(Norton vd., 2015). Ilk calismalar fetal fraksiyonlarin %3-6 oraninda
oldugunu 6ne slrmistlr fakat son gcalismalar bu oranin %10-20'ye yakin
oldugunu ortaya koymustur (Taylor-Phillips vd., 2016).

Fetal cfDNA dérdincl gebelik haftasindan itibaren saptanabilmekte ve
onuncu haftadan itibaren hemen hemen butin kadinlarda total cfDNA'nin
%4'ini gecmektedir. Bu durum da, analizin onuncu hafta gibi erken
gebelik dbénemde vyapilabilmesine olanak vermektedir. Ayrica test
sonuglanma slresinin yedi ila on gin sirmesi de testin baska bir
avantajidir.
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Fetal cfDNA fargmentleri tipik olarak vyaklasik 150 baz cifti
blyukligindedir ve en 6nemlisi bitlin fetal genomu temsil etmektedirler.
Fetal cfDNA'nin yan omrinin c¢ok kisa oldugu gosterilmistir; fetal
fragmentler dogumdan ¢ok kisa bir siire sonra saptanamaz (Taylor-Phillips
vd., 2016). Bu yuzden cok dogum yapmis kadinlarda onceki gebelikle
karisikliga neden olabilecek ciddi bir endise bulunmamaktadir (Benn,
Cuckle & Pergament, 2013).

NIPT, 2011 yilinda fetal andploidi taramalarinda kullanima girmis,
henlz ¢ok yeni bir non-invaziv tarama yoéntemidir. Trizomi 21 ve 18 igin
mukemmele yakin sonucglar vermekle birlikte Trizomi 13 ve cinsiyet
kromozom andploidileri igin henliz istenen dlzeyde dedildir. Yapilan
calismalar, maternal plazmada cfDNA sekanslamasi ile gergeklestirilen
non-invaziv prenatal testin trizomi 21 igin ¢ok distk yanlis pozitif orani
oldugunu ortaya koymustur (Cuckle & Ben, 2010; Syngelaki, Chelemen,
Dagklis, Alan & Nicolaides, 2011; Benn vd., 2013). Trizomi 21'in
saptanmasinda %99.2 sensitivite ve %99.9 spesifite ile yalnizca %0.1
yanlis pozitiflik oraninin gézlenmesi bu testin ilerleyen yillarda bir tani testi
olarak kullanimi sorunsalini dogurmustur. NIPT testinin yillar iginde
gelistirilmesiyle Trizomi 18 ve 13'te sensitivite %91 ila %?96'lara
yukselmistir (Dashe, 2016).

NIPT'in bazi dezavantajlari da bulunmaktadir. NIPT'te kullanilan
cfDNA'nin plasenta kaynakl olmasi, fetus ve plasentanin her zaman ayni
kromozomal vyapiya sahip olmamasi (plasenta ile sinirli mozaisizm)
nedeniyle vyanlis pozitif sonuglara yol acabilmektedir. Ayrica c¢ogul
gebelikerde ve annenin bir maligniteye sahip olmasi durumiunda maternal
kanda tespit edilen cfDNA'nin ayriminin yapilmasi zorlasmaktadir. Testin
diger bir 6nemli sorunu %4-8 oraninda go6zlenen “no-call” olarak
adlandirilan sonug verememe durumudur (Dashe, 2016).

Calismalar, non-invaziv prenatal testin, gereksiz invaziv prosedurleri
ve buna bagli fetal kayip sikhdini azaltabilecedini gdstermistir. Bundan
sonra NIPT, fetal trizomi 21 ve diger sik andploidilerde erken ve glvenilir
saptama sadlamasi icin cfDNA'nin shot-gun sekanslama, targeted (hedef
gen) sekanslama ve SNP (tek nlkleotid polimorfizm) tabanh sekanslama
kullanilarak gelistirilmistir (Zhang vd., 2015).

2.2.2-Invaziv prenatal tani testleri

Ileri anne yasi, riskin sb6z konusu oldugu biyokimyasal test sonuclari
ve fetal anomali defektleri gibi USG belirtegleri, invaziv prosedirin
gerceklestirimesi  gerektigini dogrulamaktadir (Filges vd., 2012;
Saldarriaga vd., 2015).
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Invaziv tani tekniklerinin hepsi (AS,CVS,KS) USG rehberligi ile
yapilmaktadir, bdylece istenmeden olusabilecek fetal hasar veya
yaralanma miminuma indirilir. Proflaktik antibiyotikler prosedir igin gerekli
degildir. Hastalara 12-24 saat fiziksel aktivitelerini azaltmalari tavsiye
edilebilir (Wilson vd., 2015).

2.2.2.1-Amniyosentez

AS, en yaygin invaziv prenatal test teknigidir. Amniyon sivisindaki
fetusten dokllen hicrelerin kiltlir edilmesinden sonra karyotiplemenin
yapilmasi esasina dayanmaktadir (Aydinh, 1992). Amniyotik sivi volimiu
ve icindeki hiicre yogunlugu gebelik haftasina gore 6nemli degisiklikler
gosterdigi icin 15. gebelik haftasindan sonra uygulanmasi tavsiye edilir
(Aydinli, 1992; Nussbaum vd., 2005; Wilson vd., 2015). AS, steril
kosullarda 20-22-gauge spinal igne araciligi ile trans-abdominal olarak
uterin kaviteden amniyotik sivi 6rnegi alma teknigidir (Cruz-Lemini vd.,
2014; Wilson vd., 2015)(Sekil 2.1). Tek igne ile giris yapildiktan sonra
gerekli olan fetal test teknigine goére 15-20 cc amniyotik sivi alinir (Wilson
vd., 2015). En ideali amniyotik sivinin yaklasik 20 cc olmasI ve maternal
kan hucreleri ile kontamine olmamasidir (Cruz-Lemini vd., 2014). AS
sirasinda, plasental ponksiyondan sakinilmalidir. Genellikle amniyositler
kromozom analizi igin kullanilirken, supernatanttaki protein biyokimyasal
veya enzimatik analizler icin kullanilir. Standart amniyosentezin en belirgin
dezavantaji ydntemin sitogenetik sonuclarinin ge¢ (1-3 hafta) elde
edilmesidir (Wilson vd., 2015).

Gauge igne

Amniyotik
sivI

Sekil 2.1. Amniyosentez uygulamasi (M. Cruz-Lemini ve ark., 2014'den uyarlamadir.)
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2.2.2.2-Koryonik villus érneklemesi

CVS, birinci trimesterde tavsiye edilen invaziv tekniktir. Bu uygulamada
koryon villuslarindan trans-servikal veya trans-abdominal (Sekil 2.2) yolla
biyopsi alinmaktadir. Onuncu haftadan &énce CVS'in embriyoda
deformitelere sebep olmasi, vajinal kanama, enfeksiyon ve maternal hicre
kontaminasyon riskinin yuksek olmasi nedeni ile, 10. gebelik haftasindan
Once tavsiye edilmemektedir (Sen, 2002). Trans-servikal CVS (10-13+6
gebelik haftalarinda) esnek bir katater ve siringa veya metal biyopsi pensi
aracihgr ile gerceklestirilirken, trans-abdominal CVS (10-36 gebelik
haftalarinda) 18-20 gauge igne ve siringa ile plasental dokunun alindigi
tekniktir. Trans-servikal CVS'in vajinal lekelenme veya kanama riski
bulunurken, trans-abdominal CVS'in kramp ve uterin rahatsizlik riski daha
yuksektir (Wilson vd., 2015; Monni, Pagani, Stagnati, Iuculano & Ibba,
2015). CVS'in en 6nemli avantaji, sonuglarin gebeligin erken doneminde
elde edilebilmesidir. Bununla birlikte, CVS'te direkt preperasyon teknigi
uygulanabilmektedir. Fakat direkt preperasyon teknigi Gzerinde pek cok
degdisiklik yapilmis olmasina ragmen elde edilen kromozomlarin bant
kalitesi, kultirden elde edilenlere oranla daha kétlidur, bu nedenle analiz
problemleri yasanabilmektedir. Buna karsilik hizli sonug vermesi ve
maternal hicre kontaminasyon tehlikesinin olmamasi nedeniyle direkt
preperasyon teknigi blylk merkezlerde hilicre kiltart ile paralel olarak
yurattilmektedir (Aydinli, 1992). Koryon villus 6rneklemesinde g6z
onunde bulundurulmasi gereken bir konu da plasentaya sinirli
mozaisizmdir. Koryonik villus o6rneklemesinde kromozomal mozaisizm
gortlme sikhgr ortalama % 1 olarak bildirilmektedir. Bu durumda tani
amniyosentez ya da fetal kan 6rneklemesi ile dogrulanmalidir (Sen, 2002).

Ultrason \ Gauge igne
probu 2

p— s Plasenta

Fetus

- /
L PEREReS

Sekil 2.2. CVS uygulamasi (G. Monni ve ark., 2015'den uyarlamadir)
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2.2.2.3-Kordosentez

KS veya perkitan umbilikal kord drneklemesi, kordon damarlarinin
genislemesinden dolaylr genellikle 18. gebelik haftasindan sonra
gerceklestirilir ve hem fetal tani hem de inrtauterin transflizyon igin
kullanilir. Ornek alinmak lizere 20-22 gauge igne fetal dolasima yerlestirilir
(Berry, Stone, Norton, Johnson & Berghella, 2013; Wilson vd., 2015).
Ponksiyon bdlgesi, islemi gerceklestirecek kisinin tercihine baghdir (Wilson
vd., 2015). (a) direkt olarak umbilikal korda giris (plasental kord veya
abdominal kord veya umbilikal kord serbest déngu bdlgesi), (b) umbilikal
venin intrahepatik kismina giris (intrahepatik ven), (c) fetal kalbe giris
(kardiosentez)(Berry vd., 2013)(Sekil 2.3). Umbilikal arterden ponksiyon,
olasi fetal kardiyak disfonksiyonu ile sonuclanabilecek umblikal arteriyal
kasilmaya neden olabilir (Wilson vd., 2015). Amniyosentez sonucu kultlr
basarisinin olmadigi veya celiskili sonuclar alindigi durumlarda ve ileri
gebelik haftalarinda kordosentez yapilir.

Ultrason

Gauge \.'.;. 4 probu
igne | \/
= \\

Fetus

Sekil 2.3. Kordosentez uygulamasi (http://www.mayoclinic.org/tests-
procedures/percutaneous-umbilical-blood-sampling/multimedia/cordocentesis/img-
20006443'den uyarlamadir)

2.3-Kromozom Anomalilerinin Tanisinda Kullanilan
Yontemler

2.3.1-Sitogenetik yontemler
2.3.1.1-Kromozom analizi

Konvansiyonel kromozom analizi 23 cift kromozomun sayisal ve
yapisal olarak incelenmesi anlamina gelir. Bunun igin kromozomlarin
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uygun sekilde kondanse olduklari metafaz safhasindaki hicrelere G-
bantlama uygulanarak yapiimaktadir.

Amniyotik sivida boélinme asamasinda fetal hlicre bulunmadigindan
metafaz safhasinda hicreler elde etmek icin kultire edilmelidir. CVS
materyalindeki bazi fetal hicreler spontan olarak bdélinmektedirler ve
bunlardan metafaz safhasindakiler analiz icin kullanilabilirler. Spontan
boélinen bu hicrelerdeki kromozomlardan, kdultire edilen hicrelerdekine
gbére daha fazla kondanse olduklarindan daha dlslk rezollisyonda bantlar
elde edilir (Hulten, Dhanjal & Pertl, 2003). Amniyon sivisi veya koryon
villus hucrelerinin kulltire edilmesi ve kromozom analizi igin 1-3 haftalik
sure gereklidir.

Konvansiyonel kromozom  analizi  yaklasik  450-550 band
¢ozlinidrligine sahiptir ve bir c¢ok kromozomal hastalik icin tani
saglamaktadir. Yapisal kromozomal anomalilerin;  duplikasyonlar,
delesyonlar, translokasyonlar, interstisyal ya da terminal delesyonlari
gOsterebilecek c¢oézundrliktedir (Yunis, 1981). Daha duyarli bir test olan
ylksek ¢ozinurlikli bantlama teknigi, daha c¢ok sayida bandi (550-850
band) godsterebilmektedir. Cozunlrlik seviyesi Ozellikle yapisal
anomalilerin saptanmasinda 6nemlidir. Fakat yiksek ¢ozunirlige ragmen
G-bantlama ile 5 Mb'dan daha klglUk delesyon ya da duplikasyonlar bu
yontemle tespit edilemeyeceklerdir (Hulten vd., 2003) (Sekil 2.4).

R i ein e RS g

19 20 21 ’ 22 X %

Sekil 2.4. Konvensiyonel sitogenetik yontemlerle analiz edilen erkek olguya iliskin
karyotip (http://www.micropticsl.com/products/metaclass-karyotyping/'den uyarlamadir)

G-bantlama disinda kromozomlarin belirli bdlgelerine 6zel segici
bantlama teknikleri kullanilarak kromozom anomalileri saptanabilir.
Bunlardan C-bantlama ile tim kromozomlarin sentromerleri, 1. 9. 16. ve Y
kromozomlarinin heterokromatin bdlgeleri, nucleolar organizer region
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(NOR) bantlama ile akrosentrik kromozomlarin satellit bdlgeleri koyu
boyanir. R bantlama kromozomlarin telomerlerindeki anomalilerin
degerlendirilmesinde kullanilir (Bickmore, 2001). Q-bantlama ile 1, 9, 16.
kromozomlarin  perisentromerik  bdlgeleri ile 'Y kromozomunun
heterokromatin bdlgesi, tim sentromerler, akrosentrik kromozomlarin
satellit bélgeleri parlak boyanir (Hayes, Dutrillaux, Popescu & Bourgeois,
2000).

Konvansiyonel sitogenetik, tim genom (zerinde, mikroskobik
dlizeyde saptanabilecek tim anomaliler hakkinda bilgi verdigi igin
dezavantajlarina ragmen prenatal tanida “altin standart” olarak kabul
edilir. (Grimshaw vd., 2003; Slater vd., 2003).

2.3.2-Molekiiler sitogenetik yontemler

Konvansiyonel sitogenetik yontemler 3-5 Mb’dan daha klguk olan
kromozomal anomaliler ile subtelomerik yeniden dizenlenmelerin
saptanmasinda yetersiz kalmaktadir. Bu ylUzden sitogenetik ve molekiler
yontemlerin bir arada kullanilmasini saglayan molekiler sitogenetik
teknikler gelistirilmistir.

2.3.2.1-FISH (Fluorescent in-situ hybridization)

FISH, kromozomlarin belli bdlgelerine 6zgin DNA/RNA dizilerinin
enzimatik yolla floresan 1sikk veren ve prob adi verilen maddelerle
isaretlenmesi, hedef DNA/bdlge ile hibrid olusturmasi ve bu hibrid
sinyallerin uygun filtreler araciigiyla mikroskopta analiz edilmesi
asamalarini iceren bir yo6ntemdir (Connor & Ferguson-Simith, 1993;
Verma & Babu, 1995; Hulten vd., 2003). Once prob ve hedef bdlge cift
iplikli DNA’lar1 1sitma islemi ile tek zincir haline getirilir. Ardindan
hibridizasyon gergeklesir, problar ve hedef bélgenin tamamlayici tek iplikli
dizileri baglanir. Hibridizasyon sonrasi yikamanin ardindan problar floresan
miskroskobu ile géruntulenirler (Hulten vd., 2003; Dudarewicz, Holzgreve,
Jeziorowska, Jakubowski & Zimmermann, 2005).

Sitogenetik calismalarda kromozomlar metafazda degerlendirilirken
kdltar edilmemis amniyositlerdeki (interfazda) kromozomlar konvansiyonel
karyotiplemede goérintlilenemezler. FISH teknigi, bdélinmeyen interfaz
hicrelerinde belirli nikleik asit dizilerinin tanimlanmasini saglar. Boylece
hicre kultlird gereksinimini ortadan kaldirarak daha hizli bir tani saglar
(Morris vd., 1999; Thein, Abdel-Fattah, Kyle & Soothill, 2000). Bu 6zelligi
nedeniyle prenatal ve postnatal tani ile kanser genetiginde cok yaygin
olarak kullanilmaktadir. Translokasyon tasiyicisi ebeveynlerin fetuslarinin
andploidi acisindan taranmasi hizlh  sekilde vyapilabilmektedir. X
kromozomal hastalik riski halinde fetal cinsiyetin hizli bir sekilde
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belirlenmesi, DNA ve biyokimyasal analiz endikasyonu olup olmadiginin
saptanmasi acisindan 6nemlidir. Lokus spesifik problar ile prenatal ve
postnatal ddénemlerde andploidi tayinleri, delesyon sendromlari, XX
erkeklerde sex determining region Y (SRY) geni, X inactive specific
transcript (XIST) geninin varhdgr ve benzeri durumlar yine interfaz
nukleuslarinda incelenebilirler (Verma & Babu, 1995; Artan & Basaran,
1996; Durak, 1998).

FISH metodu ile g farkhh sonuc saptanma olasihidgi vardir; normal,
delesyon ve duplikasyon. Anoéploidiler icin fetal hicreler floresan
miskroskobu ile incelendiginde, normal olgularda analiz edilen
kromozomlarin her biri icin iki sinyal gérintllenirken, trizomiler ekstra bir
sinyal varligi ve monozomiler bir sinyalin yoklugu ile belirlenir (Nicolini,
Lalatta, Natacci, Curcio & Bui, 2004).

FISH ydnteminin avantajlari yaninda bir takim dezavantajlari da
bulunmatadir. Teknik nisbeten yodun emek ve teknik uzmanlik
gerektirmektedir. Ayrica kullanilan prob setine karsilik gelen tamamlayici
dizilerden baska kromozomal segmentleri iceren dengesiz bozukluklari
tespit edemez. Prenatal tanida rutin olarak incelenen andploidiler; 13, 18,
21 ile X ve Y kromozomlarini icermekte, ancak diger anoploidiler ve
yapisal anomaliler, klinik ya da sitogenetik yonlendirme olmadan FISH ile
tanimlanamamaktadir (Pertl vd., 1999; Dudarewicz vd., 2005). Ileri
gebelik haftalarindaki érneklerde 61U hicre yogunlugu ve hicre artiklarinin
fazla olmasi sebebi ile zayif hibridizasyon; 15. haftadan daha erken
gebeliklerde ise hlicre sayisi vyetersiz olabilmektedir. Kan ile
kontaminasyon dustk hibridizasyona neden olabilmekte ve maternal
hicrelerin hibridizasyonuna bagli olarak yanlis sonuc ihtimali ortaya
cikabilmektedir (Rooney, 2001). Bunun disinda, klinik ya da sitogenetik
yonlendirme gerekliligi ve ancak bilinen bdlgelere 6zglin calisilabilmesi
teknigin dezavantajlarindandir.

2.3.2.2- CGH (Comparative genomic hybridization)

Molekller karyotipleme olarak da adlandirilan CGH, genomik kopya
sayisl degisikliklerinin ylksek c¢dzlnirlikte tim genomda taranabilmesi
icin gelistirilmis bir metoddur (Solinas-Toldo vd., 1997). Ylzlerce farkli
genomik lokusun DNA kopya sayisi kazanimlari ve kayiplarl igin
karsilastirmali olarak incelenmesine olanak saglayan bir yontemdir.
Kanserdeki genomik dengesizlikler icin arastirma amach gelistirildigi
ginden bu yana CGH gerekli ve rutin bir tani araci haline déntismustir ve
giderek sitogenetik metodlarin yerini almaktadir (Vissers vd., 2003).

Metafaz CGH ilk olarak timor sitogenetiginde molekller arag olarak
gelistirilmistir (Kallioniemi vd., 1992). CGH, tim genomdaki DNA’da
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meydana gelen delesyon ve duplikasyonlarin taranmasinda kullanilan ilk
tekniktir (Pinkel & Albertson, 2005). Bu teknikte, hastaya ve referansa ait
tim genomik DNA farkli sekilde etiketlenir ve cam lamlara yayilmis normal
metafaz Uzerinde bir arada hibridizasyona birakilir. Dengesiz kromozom
yeniden dizenlenmeleri farkli hibridizasyon sinyalleri ile 3-10 Mb
cozundrlikte tespit edilebilmektedir (Kirchhoff vd., 1999). Metafaz
kromozomlarinin disik ¢ozunlrliglu ve teknik glglikler bu uygulamanin
kullanimini sinirlandirmistir (Kirchhoff, Rose & Lundsteen, 2001). Metafaz
CGH'in yerini daha ylksek c¢ozianurlik saglayan Array CGH metodu
almistir.

Array CGH'in temeli, ilk kez 1997 yilinda Solinas-Toldo ve ark.
tarafindan, hedef diziyi cam matriks Uzerine immobilize ederek
olusturulmustur (Solinas-Toldo vd., 1997). Ardindan 1999 yilinda Pollack
ve ark. tarafindan, array seti Gzerinde cDNA dizileri immobilize edilerek
genom boyu DNA'daki kopya sayisi degisimleri incelenmistir (Pollack vd.,
1999). Bu tarihten itibaren, klinik tani icin, kromozomal dengesizliklerin
belirlenmesinde bir ¢ok laboratuvarda arastirma ve tani amagh a-CGH
teknikleri uygulanmaya baslanmistir (Shaffer vd., 2007)

Mikroarray (mikrodizin/a-CGH) teknolojisinin diger standart tekniklere
gore ¢ozunlrliga oldukca yliksektir. Bu sayede genomda olusan dengesiz
degisimleri Kb dlzeyinde saptamasi agisindan avantaj saglamaktadir
(Srebniak vd., 2011).

Array CGH metodunda, esit miktarda etiketli genomik DNA ve
referans 6rnegi DNA hedeflerini iceren cam matriks Gzerindeki problarla
hibridize edilir (Fiorentino vd., 2011). Hastalara ve kontrole ait genomik
DNA'lar Cyanine 3 (Cy3) ve Cyanine 5 (Cy5) ile farkl floresan boyalarla
etiketlenir (Kallioniemi vd., 1992; Fiorentino vd., 2011). Floresan
yogunluk orani, test ve referans genomlarinda DNA dizilerinin kopya sayisi
ile orantihdir. Floresan boyalarin yogunluklari bir probta esit ise, hasta
genomunun sdz konusu bolgesi “normal” olarak yorumlanmaktadir; eder
degismis Cy3:Cy5 orani var ise bu hasta DNA'sinda bir kayip veya kazanca
isaret etmektedir. Lamlar mikroarray tarayicisi kullanilarak imaj
dosyalarina cevrilir. Spot yogunluklar 6lcllir, imaj dosyalarinin logaritmik
oranlari metin dosyalarn (.txt) seklinde elde edilir ve kopya sayisi analizi
icin yazilmin igine aktariir (Fiorentino vd., 2011). Veriler karmasik
istatistiksel hesaplamalar yapan ©6zgin bilgisayar programlarinda
degerlendirilir ve taranan bu noktalardaki kopya sayisi degisimleri tespit
edilir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. a-CGH islemlerinin genel 6zeti (Rare Chromosome Disorder Support Group
Charity Number 1110661'den uyarlamadir)

Farkli a-CGH platformlarinin genomik ¢6zintrligi DNA problarinin
yerlesimi ve wuzunlugu ile belirlenmektedir. Cozundlrligin artmasi
beraberinde kullanilan prob sayisini arttirmakta ve prob boyutunu
azaltmaktadir. 1 Mb'dan kilcik dederlerdeki degisimleri saptayabilen
arrayler yuksek cozunurlikli array olarak tanimlanirlar. Mevcut aCGH
platformlarinin ¢odu andploidileri, iyi tanimlanmis mikrodelesyon veya
mikroduplikasyon sendromlarini ve subtelomerik veya diger dengesiz
kromozomal yeniden dlzenlenmeleri tespit edebilecek sekilde
tasarlanmigtir.

BAC (Bacterial Artificial Chromosomes) Mikroarray: Anomaliye o6zel
dizayn edilmis genomik klonlar bakteride uretilip prob olarak kullanilr.
100-150 Kb biydklaginde olan bu problarin hibridizasyon basarisi
oligonukleotidlere gore daha yiksektir. Ozellikle tanimlanmis ve
lokalizasyonu bilinen mikro dlzeydeki dengesizlikleri arastirmada
(targeted array) avantaj saglar, fakat maliyetinin ylksek olmasi, klonlarin
eldesinin zor olmasi ve klon boyutunun kuiglltilememesi BAC array'in
dezavantajlaridir (Yistra, van den Ilissel, Carvalho, Brakenhoff & Meljer,
2006).
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Oligonukleotid Mikroarray : 25-80 bp uzunlugundaki
oligontkleotidlerin binlerce kopyasinin sentezlenip cam slayt ylzeyine
immobilize edilmesi veya dogrudan slayt lzerinde sentezlenmesi ile elde
edilirler. Oligonilkleotid arraylerde kullanilan prob blyukliglu azaldikca
non-spesifik ve istenmeyen baglanmalar artmaktadir (Feuk, Carson &
Scherer, 2006).

SNP (Tek Nukleotid Polimorfizmi) Mikroarray : Tek bir nlUkleotidde
meydana gelen baz polimorfizmleridir. SNP array bireylerde ve
populasyonda genetik varyasyonu belirlemek icin kullanilan bir mikroarray
tipidir. Kansere neden olan heterozigosite kaybinin ya da DNA seviyesinde
meydana gelen duplikasyon veya delesyonlarin belirlenmesinde de SNP
Array kullanilmaktadir (La Framboise, 2009).

Array CGH'nin sitogenetik metodlara en belirgin Gstinligu yliksek
¢ozUndrldgidur. Bunun yaninda hicre kdiltlrine ihtiyag duymamasi,
sitogenetik metodlardan daha kisa slrede sonuca ulastirmaktadir. Bir gok
a-CGH platformu sadece bir kag mikrogram genomik DNA'ya ihtiyag
duymaktadir (Fiorentino vd., 2011; Stankiewicz & Beaudet, 2007). Ayrica
aCGH klinik olarak beklenmedik genomik dengesizlikleri ortaya
koymaktadir. Bu da sadece ilgili lokusa dair bilgi saglayabilen, lokusa 6zel
yontemlere gore a-CGH'in avantajini ortaya koymaktadir.

a-CGH'in avantajlarinin yaninda bir takim dezavantajlari da vardir. Bu
teknoloji sadece ayni ornek icinde diger DNA'lara gorece kopya sayisi
dengesizliklerini tespit edebildigi icin dengeli yeniden dizenlenmeler ve
poliploidi saptanamamaktadir. Bunun yaninda a-CGH’in, disuk oranl
(<%10) mozaisizmleri gosterememesi aCGH'in bir bagska dezavantajidir.

2.3.3-Molekiiler yontemler

Kromozom anomalilerinin tanisinda molekller genetik yéntemlerden
de faydalanilmaktadir. Bu yontemler arasinda, andploidi tanisinda prenatal
tanida kullanilan QF-PCR, bilinen submikroskobik
delesyon/duplikasyonlarin tanisinda kullanilan MLPA teknikleri sayilabilir.

2.3.3.1-QF-PCR (Quantitative fluorescence polymerase chain reaction)

Kromozoma 6zgu spesifik kisa tekrar DNA dizilerinin (Short Tandem
Repeat) (STR) amplifikasyonuna dayali bir ydntemdir. Andploidilerin (13,
18, 21, X ve Y) hizli tanisinda FISH teknigine alternatif olarak
kullaniimaktadir (Ogilvie, Donaghue, Fox, Docherty & Mann, 2005). Ornek
DNA’da segilen STR dizileri floresan isaretli primerler kullanilarak PCR
yontemiyle codaltilir. Floresan sinyali PCR Grin miktariyla dogru orantil
olarak artar. Floresan isaretli bu drinler (amplikonlar), kapiller
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elektrofezde yurttultirler ve sonra bu drldnlerin uzunluklari ve sayilarina
gére olusturduklari pikler bilgisayar ortaminda analiz edilir (Elles,
Mountford & Mann, 2002). Bu teknik ile sik gérilen andploidiler disindaki
sayisal anomaliler ve yapisal anomaliler tanimlanamaz ve dusik oranli
mozaisizmler saptanamaz (Levett, Liddle & Meredith, 2001).

2.3.3.2-MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification)

MLPA teknigi, DNA dizisindeki tek bir nikleotidlik degisikligi dahi ayirt
edebilecek etkinlikte olup, genomik DNA veya RNA dizisindeki kopya sayisi
degisikliklerinin tespitini saglayan bir multipleks PCR teknigidir (Eijk-Van &
Schouten, 2011). MLPA teknigi sayesinde, en sik gorilen 13, 18, 21, X ve
Y kromozomlarinin andploidileri ve hedefe ydnelik delesyon/duplikasyonlar
belirlenebilir (Gerdes vd., 2005). MLPA tekniginin hedefe ydnelik olmasi bir
dezavantajdir.

2.4-Kopya Sayisi Degisiklikleri (Copy Number Variations)

CNVler referans genom ile kiyaslandiginda, farkh sayida bulunan, 1
Kb'dan birkag Mb boyutunda genomda delesyon, duplikasyon ve
insersiyonlar seklinde yerlesmis olan DNA segmentleridir. CNV'ler, ailevi
olarak kalitilabildigi gibi de novo olarak post-zigotik donemde de
olusabilirler. Ailedeki etkilenmemis bireylerde gorilen veya gen Urintnde
herhangi bir degisime yol agmayan CNVler benign, etkilenmis bireylerde
gbzlenen, gen ve/veya regulatér bdlgelere olan etkisi ile genin
ekspresyonunda degisime yol acarak hastaliga neden olan CNVler ise
patolojik olarak adlandirilir (Itsara vd., 2009). Saptanan yeni bir CNV'nin
benign ya da patolojik oldugunu belirlemek icin uluslararasi blyulk seri
calismalarinin sonuglari ile CNV veritabanlari olusturulmaktadir.
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3- GEREGC VE YONTEMLER

3.1-Hasta Grubu

Calismamiza Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin
Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali Poliklinigi'ne Kasim 2015 ile Nisan
2016 tarihleri arasinda basvuran, anormal fetal ultrason bulgusuna sahip
oldugu saptanan, Tibbi Genetik Poliklinigi'nde degerlendirilen, karyotip
analizi ve endikasyona 6zgu FISH calismalari yapilan, analiz sonuglari
normal olarak dederlendirilen 30 fetal 6rnek dahil edilmistir.

Calismamiz Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiltesi Etik Kurulu
tarafindan 30 Haziran 2016 tarih ve 80558721/G-210 sayili karan ile
onaylanmistir. Calismaya katilan tim bireylerden bilgilendirilmis onam
formu alinmistir.

Hastalardan alinan amniyosentez o6rnekleri 10 cc'lik pistonsuz
enjektorlerde, CVS d&rnekleri transport medium bulunan falkon tlplerde,

kordosentez o6rnekleri de EDTA'lI tup igersinde laboratuvarimiza
ulastiriimistir.

3.2-Geregler
3.2.1-Kullanilan aletler
o Mikroarray Tarayicisi (Agilent)
o Hibridizasyon Haznesi (Agilent)
o Hibridizasyon Haznesi Contali Lami (Agilent)
o Hibridizasyon Firini (Agilent)
o Hibridizasyon Firini Rotatoru (Agilent)
o Ozon Bariyer Lam Kapadi (Agilent)
o Manyetik Karistirici Cubuk (Corning)
o Isitma Ozellikli Manyetik Karistirici Plaka (Corning)
o Cam Tabak (1.5 L) (Borcam)

o Lam Yikama Plakalari (250 ml) (Wheaton)
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o Lam Tutucusu (Agilent)

o Pipet Takimi (Gilson)

o Mikrosantriftij (Sigma)

o Isi donguleyicisi (PE GenAmp PCR System 9700)
o Vorteks (Heidolph)

o Derin Dondurucu (Argelik)

o Buzdolabi (Argelik)

o Mikroftij Tapleri (1.5 ml) (Ambion)

o PCR Tupleri (strip) (Perkin Elmer)

o Toplama Tupl (Qiagen)

o Spin Kolonu (Qiagen)

o Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000)

o Amicon Ultra-0.5, Ultracel-30 Membran, 30kDa Filtresi
(Milipore)

o Tam Otomatik DNA Izolasyon Cihazi Magna Pure Compact
(Roche)

o Su Banyosu (Nlve)
3.2.2-Kullanilan kimyasal maddeler
o DNA Ekstraksiyon Kiti Magna Pure Compact (Roche)
o Proteinaz K Sollsyonu (Qiagen)
o Insan gDNA'sI (Agilent disi/erkek)

o Insan CGH Mikroarray Kiti 8x60K (Agilent G4450A SurePrint
G3)

o Alul (10 U/pL) (Agilent)
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Rsal (10 U/uL) (Agilent)

Genomik DNA Enzimatik Etiketleme Kiti (Agilent) [NUkleazdan
arindirllmis su, Exo (-) Klenow, 5X Reaksiyon tamponu,
Cyanine 5-dUTP, Cyanine 3-dUTP, 10X dNTP, Random Primer
icermektedir. ]

Oligo aCGH Yikama Tamponu 1 ve 2 (Agilent)

Oligo aCGH Hibridizasyon Kiti (Agilent)

1xTE (Tris EDTA, pH 8.0) (Agilent)

Asetonitril (%100, 1L) (Sigma)

PBS (Fosfat Tampon Solisyonu)

Distile Su
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3.3-Yontemler

Calismamizda aCGH analizleri icin uyguladigimiz algoritma Sekil
3.1’de 6zetlenmistir.

’ ™ ' -y
Kandan, ndcrelerden veya donmus
dokudan izole adilen cenayssl goMNA Tican olarak Qretiimis referans goMa
-
% L 1 ),
L gDMANIN restrikaivon kesimi [ g Ma N restriksiyen kesimi ]
- b -
e e s g s S g
b . L -
|/ aomMa'min floresan igaretionmesi | [ aomMa'min floresan izaretionmesi |
T 5 - # t
f Etiketienmig gOMamIn tamizienmesl | L Etiketlenmis goanin temizienmasi |
I: Hibrridizasyon ancesi hazirik ]
[ E7C'0e 24-40 saat hibrid zasyon :|
[ Hibridizasyon sonras yikamsa |
[ Mikroarray’in taratiimas ]
wazilim prograrm e veribed oanogtme ]
[ Agllent CytcGenomics [le analiz ]

Sekil 3.1. aCGH calismasinin sematik 6zeti

3.3.1-Genomik DNA eldesi

Amniyosentez, fetal kan ve CVS &érneklerinden DNA eldesinde Magna
Pure Compact (Roche) DNA Ekstraksiyon Kiti kullaniimistir. DNA
izolasyonu igin Uretici firmanin 6nerdigi protokol uygulanmistir.

3.3.1.1- AS ve CVS brneklerinden DNA eldesi
e AS ve CVS oérnekleri klltirde Gremeye birakilmigtir.

e Yeterli miktarda Ureme sadlandiktan sonra flasklar tripsinle
muamele edilmistir.
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e Flasklarin igerigi falkon tiplne alinmistir.
e 1 cc tripsin ile flasklar besiyerinden arindiriimistir.

e Flasklara yine 1cc tripsin ilave edilmis ve hiucrelerin flasktan
ayrilmasi icin yaklasik 3 dakika beklendikten sonra hafifce vurarak
blatln hicrelerin flasktan ayrilmasi saglanmistir.

e Ayrilan hicreler falkon tiptne alinmistir. 1300 rpm'de 8 dakika
santrifijlendikten sonra sUpernatant atiimis ve pellet ependorfa
alinmistir.

e Ependorfa alinan pellet PBS ile yikanmistir. Yikama igin 200 uL PBS
ependorfa eklenmis, vortekslenen ependorf 5 dakika 1000 rpm'de
santrifUjlenmigtir. SUpernatant atilmistir. Bu islem iki kez
tekrarlanmistir.

Bu islemler sonucunda kiultirden elde edilen amniyon ve CVS
ornekleri DNA izolasyonuna hazir hale gelmistir.

3.3.1.2-Fetal kan 6rneklerinden DNA eldesi

Fetal kan Orneklerinin laboratuvara EDTA'll tupler igerisinde
transportu saglanmistir. DNA izolasyonu oOncesinde fetal kan o&rnekleri
herhangi bir muameleye tabi tutulmamistir.

DNA izolasyonu icin hazirlanan CVS ve amniyosentez o6rnekleri ile
fetal kan 6rneklerinden 200 uL alinarak kit ile birlikte Magna Pure Compact
(Roche) DNA Ekstraksiyon Cihazina yuklenmistir.

3.3.2-Genomik DNA'nin niceliksel ve niteliksel analizi

Array CGH metodunun basarisi icin kullanillacak materyalin genomik
DNA'sinin niceliksel ve niteliksel degerleri 6nemlidir.

Yuksek kalitede gDNA atiklardan arinmis olmali ve minimal
degredasyona ugramis olmalidir.

Genomik DNA (gDNA) konsantrasyonunun ve safliginin
degerlendirilmesinde NanoDrop ND-1000 UV-VIS Spektrofotometresi
kullaniimigtir:

v'"NanoDrop Program menisiinden “Nikleik Asit Olcimi” segildikten
sonra ornek tipi DNA-50 olarak ayarlanmistir.
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v'Cihazin d6lgim ayarlarini sifirlamak icin dncelikle 1.5 pL distile su,
daha sonra 1.5 pL ellisyon tamponu kullaniimistir.

v'Orneklerin her birinden 1.5 pL kullanilarak konsantrasyonlari
Olgilmustdr.

v260 nm DNA'nin, 280 proteinin ve 230 ise fenolin maksimum
absorbans verdigi dalga boyudur. DNA'nin safligi degerlendirilirken
A260/A280 ve A260/A230 oranlarina bakilmaktadir. 260/280
oraninin ~1,8 ve A260/ A230 oraninin ise 1,8-2,2 olmasi DNA'nin
saf oldugunu gostermektedir. Protein, fenol veya diger
kontaminantlarin varhgi durumunda oranlar farkli gikmaktadir.

v'Uriin miktarlan asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

DNA konsantrasyonu (ng/uL) x Omek Hacmi (uL)
1000 ng/ g

Uriin (ug) =

3.3.3-Genomik DNA enzimatik etiketleme kiti ile restriksiyon
kesimi

Her reaksiyon igin PCR tupidne Tablo 3.1'deki uygun gDNA miktari
eklenmis ve distile su belirtilen hacme tamamlanmistir.

Tablo 3.1. Mikroarray basina gerekli baslangic gDNA miktari

Mikroarray Formati Baslangic GDNA Restriksiyon Kesimli
miktari (pg) gDNA hacmi (pL)
8x mikroarray 0.2-0.5 10.1

Restriksiyon Kesim Karisimi (RKK) Tablo 3.2'deki miktarlara gore
hazirlanmistir.
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Tablo 3.2. Restriksiyon Kesim Karisimi

Bilesen Reaksiyon basina (ML) 16 reaksiyonluk
(fazlasi dahil) (pL)

Distile Su 1 17

10 x Restriksiyon Enzim 1.3 22.1
Tamponu

BSA 0.1 1.7

Alu I 0.25 4.25

Rsa I 0.25 4.25

Son Hacim 2.9 49.3

Sekiz olgu ve sekiz referans gDNA'sinin oldugu her bir PCR tlpine
2.9 (ML) RKK eklenmistir.

10.1 pL hacminde olan PCR tuplerinde 2.9 pL RKK'nin eklenmesi ile
toplam hacim 13 pL'ye ulagsmistir.

Tuplere Tablo 3.3'teki
programi uygulanmistir.

sicakhklar ve sdrelerde 1s1 dongdleyicisi

Tablo 3.3. Restriksiyon kesimi igin 1s1 dénglleyicisi programi

Basamak Sicakhk Zaman
1 37°C 2 saat
2 650C 20 dakika
3 40C Beklet

Isi dénguleyicisi programi bittikten sonra her bir PCR tiplne 2.5 uL
Random Primer eklenmistir.

Toplam hacmi 15.5 pl'ye ulasan karisima DNA denatlrasyonu ve

fragmantasyonu
uygulanmistir.

icin Tablo 3.4'te verilen 1si

déngdleyicisi

programi

Tablo 3.4. DNA denatlirasyonu ve fragmantasyonu igin 1s1 dénguleyicisi programi

Basamak Sicakhk Zaman
1 950C 3 dakika
2 40C Beklet
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3.3.4-Genomik DNA'nin floresan isaretlenmesi

Floresan Etiketleme Karisimi (FEK) Tablo 3.5'teki sira ile
hazirlanmistir.

Tablo 3.5. Floresan Etiketleme Karisimi

Bilesen Reaksiyon basina (pL) 8 reaksiyonluk (fazlasi
dahil) (pL)

5 x Reaksiyon Tamponu 5 42.5

10 X dNTP 2.5 21.25

Cyanine 3-dUTP veya 1.5 12.75
Cyanine 5-dUTP

Exo (-) Klenow 0.5 4.25

Son Hacim 9.5 80.75

Referans gDNA'larinin bulundugu PCR tuplerinin her birine Cyanine 3-
dUTP igeren floresan etiketleme karisimindan 9.5 L eklenmigtir.

Olgu gDNA'larinin bulundugu PCR tlplerinin her birine Cyanine 5-
dUTP igeren floresan etiketleme karisimindan eklenmistir.

Toplam hacmin 25 pl'ye ulastigi PCR tiplerine DNA etiketlemesi icin
Tablo 3.6'daki 1s1 dongileyici programi uygulanmistir.

Tablo 3.6. DNA etiketlemesi igin 1sI ddnguleyicisi programi

Basamak Sicakhk Zaman
1 37°C 2 saat
2 650C 10 dakika
3 40C Beklet

3.3.5-Etiketlenmis gDNA'nin temizlenmesi

Etiketlenmis gDNA Amicon Ultra-0.5, Ultracel-30 Membran, 30kDa
Filtresi kullanilarak temizlenmigtir.

v Her bir hasta ve referans icin 1.5 pl'lik mikroftj tupa
numaralandirilmis ve iglerine filtre yerlestirilmistir.
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v' Her bir gDNA o6rnegi 430 pL 1 x TE (pH 8.0) ile pipetej
yapilarak filtreli tipe alinmistir.

v' Tupler 10 dakika boyunca 14,000 x g'de santriflij edilmistir.
Altta kalan kisim atilmistir.

v' Her bir tipe 480 pyL 1 x TE (pH 8.0) eklenmistir.
v' Tupler 10 dakika boyunca 14,000 x g'de santriflij edilmistir.

v Filtreler numaralandirilmis yeni 1.5 pl'lik mikroftij tlplerinin
icine ters gevrilerek yerlestirilmistir.

v' 1 dakika boyunca 1,000 x g'de santriflj edilmistir.
3.3.6-Uriin miktar1 ve spesifik aktivite hesaplanmasi

Uriin miktari ve spesifik aktivitenin hesaplanmasinda NanoDrop ND-
1000 UV-VIS Spektrofotometre kullaniimistir.

v'"NanoDrop Program menisiinden MikroArray Olgiimi secilmis, drnek
tipi DNA-50 olarak ayarlanmistir.

v'Cihazin 6lgim ayarlarini sifirlamak igin dncelikle 1.5 pL distile su,
daha sonra 1.5 pL 1 x TE (pH 8.0) kullaniimistir.

v’ Orneklerin her birinden 1.5 pL kullanilarak, Asonm (DNA), Assonm
(Cy3), Aesonm (Cy5) absorbansi ile gDNA konsantrasyonu ve hacmi
Olgulmastar.

v'Spesifik aktivite 6lcimi asagdidaki formile gore yapilmistir.

Spesifik Aktivite _ KL boya bagma pmol
(ug gDNA basma pmol bova) pL gDNA basma pg

e Uriin miktar élcumi asagidaki formile gére yapilmistir.

. DNA konsantrasvonu (ng/ul.) x Omek Hacmi (ul
Uriin miktan (ulL) = - (ng/ul) WD)

1000 ng/ug
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Spesifik aktivite ve Urin miktar ile ilgili beklenen dederler Tablo
3.7'de verilmistir.

Tablo 3.7. Beklenen spesifik aktivite ve triin miktar degerleri

Giris DNA Uriin miktari Cy-3 Cy-5 orneklerin
referanslarin spesifik
spesifik aktivitesi
aktivitesi
0.2-0.5 2.5-3.0 15-25 15-20

Etiketlenme sonrasi Cy3 ve Cy5 Urin miktarlarinin esit olmasi
gerekmektedir.

Cy3 ile etiketlenmis referanslarin oldugu tupler ile Cy5 ile
etiketlenmis o6rneklerin oldugu tipler tek bir PCR tlpilinde
birlestirilmistir.

3.3.7-Hibridizasyon éncesi hazirlik

Hibridizasyon karisiminda kullanmak Gzere Oligo aCGH Hibridizasyon

Kiti icinde liyofilize haldeki 10 x bloke edici ajana 1.350 pL distile su
eklenmis ve oda sicakliginda 60 dakika bekletilmistir.

Hibridizasyon karisimi Tablo 3.8'deki sekilde hazirlanmistir.

Tablo 3.8. Hibridizasyon karisimi

Bilesen Hibridizasyon basina 8 reaksiyonluk
hacim (pL) (fazlasi dahil) (pL)
Cot-1 DNA (1.0 mg/mL) 2 20
10 x aCGH bloke edici 4.5 45
ajan

2 x HI-RPM hibridizasyon 22.5 225
tamponu

Son hacim 29 290

Hibridizasyon igin referans ve olgu &érneklerinin her birinden 16 pL

yeni PCR tdplerine alinmistir.

Hibridizasyon karisimindan her bir referans ve olgu 6érnedi igin 29 uL

alinarak yeni hazirlanan referans ve olgu o6rneklerinin oldugu tlplere
eklenmistir.
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Toplam 45 pL olan karisima pipetaj yapilmistir.
Tablo 3.9'daki 1s1 déngileyicisi programi uygulanmistir.

Tablo 3.9. Isi donglleyicisi programi

Basamak Sicaklik Zaman
1 95°C 3 dakika
2 37°C 30 dakika

3.3.8-Mikroarray hibridizasyonu

Hibridizasyon haznesine agikliklari Gste gelecek sekilde bir contali lam
haznenin tabanina tam olarak yerlestirilmistir.

Her bir 6rnekten 40 pL, conta ile gevrelenen sekiz adet 6rnek koyma
bélimlerine “sirikle ve dagit” metodu ile yayilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. 8x60K mikroarray slayti icin 6rneklerin yayildigi contal lam

Problar, cam lamin “Agilent” etiketli yuzine basiimistir. Bu yuz “aktif
yuz” olarak adlandirilmaktadir.

Aktif yliz asagl bakacak sekilde contali lamin (zerine yerlestirilmistir
(Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Mikroarray slaytin contali lam Uzerine yerlestirilmesi

Mikroarray slaytlari kenarlarindan tutulmus ve lamlarin ylzeyine
dokunulmamistir.

Hibridizasyon haznesi kapadi kapatilmis, mandal kaydiriimis ve
dondurulerek sikilmistir. Hazne déndurilerek lamin tamamen karisim ile
temas etmesi saglanmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Hibridizasyon firinina (rotatora) yerlestiriimeden énce hibridizasyon haznesinin
sikistiriimasi

Lam haznesi 65°C'ye ayarlanmis hibridizasyon firinindaki rotator
yuvaya yerlestirilmistir.

Denge igin yuvanin karsisina bos bir hibridzasyon haznesi
yerlestirilmistir.

Rotator hizi 20 devir / dakika'ya ayarlanmistir. 65°C'de 16-24 saat
hibridizasona birakilmistir.

3.3.9-Hibridizasyon sonrasi yikamaya hazirlik

Yikamada kullanilacak tim malzemeler %100 asetonitril ile yikanmis
ve distile su ile durulanmistir.

Yikama tamponu 2, optimum performans saglamasi icin bir gece
6nceden 37°C'ye ayarlanmis etivde bekletilmistir.
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Yikama tamponu 1 ve 2'nin bulundugu cam tabaklar manyetik
karistirici Gzerine yerlestirilmigtir.

Yikama tamponu 2'nin bulundugu manyetik karistirici 37°C'ye
ayarlanmistir.

Yikama tamponu 1 oda sicakliginda manyetik karistirici {zerine
yerlestirilmistir.

Ayri bir cam tabakta yilkama tamponu 1, 8x60K slayti contali lamdan
ayirmak tzere hazirlanmistir.

3.3.10-Hibridizasyon sonrasi yikama

16-24 saatlik hibridizasyon slresinin sonunda hibridizasyon haznesi
yilkama tamponu 1'in bulundugu cam tabak iginde birbirinden ayriimistir.

Lam hemen sonrasinda yikama tamponu 1'in bulundugu manyetik
karistici Gzerinde bulunan cam tabaktaki lam yikama plagina yerlestirilmis
ve 5 dakika boyunca bekletilmistir.

Sonrasinda lam yikama plagi, yilkama tamponu 2'nin bulundugu cam
tabaga alinmis ve 1 dakika bekletilmistir.

1 dakika sonunda lam yikama plagdi kurutma kadidi tGzerine alinmistir
(Sekil 3.5).

N\ /N /

Yikama Tamponu 1 Yikama Tamponu 1 ¥ikama Tamponu 2

Oda sicakliginda Dda sicakhiinda 37°C

Slayt ve contal lami birbirinden ' Manyetik kanstincida 5 dakika ' Manyetik kanstincida 1 dakika
ayirmak igin

Sekil 3.5. Hibridizasyon sonrasi yikama
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Mikroarray lami, lam tutucusuna “Agilent” etiketi dis ve Ust tarafa

bakacak sekilde yerlestirilmistir.

Ozon bariyer lam kapagi lamin Gzeine yerlestirilerek lam tutucusunun

tirnagi yardimi ile kapatilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Slayti lam tutucusuna yerlestirme

3.3.11-Mikroarray taratiimasi

Lam tutucu tarayici cihaz karuseline yerlestirilmistir. Bilgisayardan

“Scan Control” programi acilmis ve asadidaki ayarlar yapilmistir.

8x60K mikroarray icin Profile AgilentG3_CGH secilmistir.

Slide ID<Auto Detect> olarak secilmistir.

Channels R+G olarak segilmistir.

Scan Region Agilent HD (61x21.6mm) olarak ayarlanmistir.
Resolution 3 pm'ye ayarlanmistir.

Tiff 16 bit olarak secilmistir.

R PMT ve G PMT %?100'e ayarlanmistir.

Imaj dosyasinin cikartilacagi klasér secilmistir.

Tarayici durum menutstnde “tarayici hazir” uyarisi gérildikten sonra

mikroarrayin karusele yerlestirildigi yuva “Slot m-n”(m ilk, n son
yuva) olarak belirtilip taramaya baslanmistir.
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3.3.12-Imaj dosyalarinin analizi

Tarama islemi bittikten sonra aberasyonlari analiz etmek icin imaj
dosyasindan (.tiff) veri gikartma ve log oranlarina déndstime islemi igin
Feature Extraction 3.0.2.11 ve Agilent CytoGenomics 3.0.2.11 yazilimlan
kullaniimistir.

Feature Extraction yaziliminin ayarlari sekil 3.7'deki gibi yapiimistir.

@8 Promc Pperes |10 =
8
Operator Unknoven
8
Mumber of Extraction Sets Included 0
=]
B Outputs
M MAGE Mane
JFEG MNone
B8 TEXT Local File onky
Compact
Yisual Results Local file only
Grid Mone
QC Report Local POF file only
FTP Send T#f File False
B Local File Folder
Same As Image True
[&] FTP Setting
8
Highest Priority Default Protocol Grid Template Default
Project Default Protocol
=]
Use Grid file i avalable False
External DryeMorm List File
Owverwrite Previous Results False

Sekil 3.7. Feature Extraction yazilim ayarlan

Feature Extraction yazilimi deneyin kalitesi ile ilgili kontrol raporu
vermektedir (Sekil 3.8 ve Sekil 3.9).

Enzimatik etiketleme icin kalite kontrol metrik esik degerleri Sekil
3.10'da verilmistir.
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Metrik Deder

Qigulen Degar

MOK2mmel

iy

Dagerandiriiaolir

IsGoodGrid 1.00 >1 MNA <1
AnyColorPrentFeatNonU... 0.05 < 1to 5 =5
DerivativeLR_Spread 0.12 <0.20 0.20 to 0.30 >0.320
gRepro 0.06 0to 0.05 0.05 to 0.20 <0 or =0.20
g_BGMoise 6.54 <5 5to 20 =20
g_SignalZMoise 130.44 =100 30 to 100 =30
g_Signallntensity 853.47 =150 50 to 150 =50
rRepro 0.06 0to 0.05 0.05 to 0.20 =0 or =0.20
r_ BGMoise 4.55 <5 5to 20 =20
r_Signal2Noise 132.52 =100 30 to 100 =30
r_Signallntensity 603.56 =150 50 to 150 =50
RestrictionControl 0.95 0.80to 1 =<0.80 or =1

a Mikemmel gy @ Dederendirileniir

Sekil 3.10. Enzimatik etiketleme igin kalite kontrol metrik esik degerleri
3.3.13-Array sonucglarinin yorumlanmasi

Array sonuglarinin yorumlanmasinda 6ncelikle elde edilen verilerin
yalanci pozitiflik olasiliklari ekarte edilir.

Yalanci pozitif veriler elendikten sonra degisimlerin saptandigi
kromozom bdlgelerine ydnelik taramalar vyapilir. Bunun igin gesitli
merkezlerde gergeklestirilen a-CGH calismalarinin sonuglarinin depolandigi
veritabanlari kullanilir. Veritabanlari, degisimlerin patolojik/benign olup
olmadigini belirlemek icin yapilan tim calismalara (aile calismalari, fenotip
fenotip korelasyonu) yonelik bilgileri icerir.

Internet ortaminda bulunan bu veritabanlariyla elde edilen veriler
karsilastirilir.

Bu veritabanlarindan en sik kullanilanlari; UCSC Genome Browser,
ENSEMBL, DECIPHER, DGV, ISCA, PubMed ve OMIM'dir.

De novo kalitim go6steren ve/veya fenotipik etkisi
dedisiklikler icin degisim bdlgesinin icerdigi

bilinmeyen
genlerle ilgili yapilan

arastirmalarin sonuclari ile fenotip veya endikasyon arasinda iliski
kurulmaya calistlir.
Bu calismada saptanan tim dedisimlerin analizlerinde;
e DGV (Database of Genomic Variants)

(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home),
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DECIPHER (Database of Chromosomal Imbalance and
Phenotype in Humans  Using Ensembl Resources)
(http://decipher.sanger.ac.uk/),

UCSC (University of California, Santa Cruz)
(http://genome.ucsc.edu/),

PubMed kapsayan NCBI (National Center for Biotechnology
Information)(http://www.ncbi.nIlm.nih.gov/),

OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man)
(http://omim.org/),

veritabanlarn kullanilmistir.
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4- BULGULAR

Calismamiza, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiltesi Kadin
Hastaliklari ve Dodgum Anabilim Dal'na basvuran, ultrasonografik
incelemeler sonrasinda anomali tespit edilen ve Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali'nda karyotip
analizleri ve gerekli FISH calismalari yapilarak sonucu normal olarak
belirlenen 30 olgu dahil edilmistir. Olgularin tanilari ile ilgili bilgiler, invaziv
girisim &ncesi gercgeklestirilen genetik danisma sirasinda alinan bilgiler
dogrultusunda hazirlanan hasta dosyalarindan temin edilmistir.

4.1-Olgularin Toplu Sonuglari

30 olguya ait klinik, sitogenetik, molekiler sitogenetik ve array
sonuglar Tablo 4.1’de gb6sterilmistir.
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4.2-Klinik Olarak Iliskilendirilen CNV'lerin Saptandigi
Olgu Sunumlari

4.2.1-Olgu 1

Esi ile aralarinda akrabalik iliskisi olmayan 32 vyasindaki saglikh
annenin 1. gebeliginde, 16. gebelik haftasinda fetal USG’de koroid pleksus
kisti ve sol ventrikllde intrakardiyak hiperekojenik odak saptanmasi
nedeniyle amniyosentez uygulanmistir. Elde edilen fetal dokuda yapilan
karyotip analizinde ve Di-George Sendromuna yonelik FISH calismasinda
normal sonuglar saptanmistir. Amniyotik sividan izole edilen DNA
ornedinde yapilan a-CGH calismasinda 17. kromozomun p13.3 bdlgesinde
195 Kb biyilkliginde bir amplifikasyon saptanmistir (Sekil 4.1).

Chromosome View: che17 (AMP: 0, GAIN: 1, LOSS: 0, DEL: 0, LOH: 0) S=EFEHEE

SEEEvaRLEeWPnHEORE

Nos e s ow

Sekil 4.1. Olgu 1'e ait 17p13.3 amplifikasyonu (195 kb) a-CGH gérintisi
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4.2.2-Olgu 4

Esi ile aralarinda akrabalk iliskisi olmayan 24 vyasindaki saghkli
annenin 2. gebeliginde, 17. gebelik haftasinda fetal USG'de
atrioventrikller septal defekt ve plevral eflizyon saptanmasi nedeniyle
amniyosentez uygulanmistir. Elde edilen fetal dokuda yapilan karyotip
analizinde ve Di-George Sendromuna ydnelik FISH calismasinda normal
sonuglar saptanmistir. Amniyotik sividan izole edilen DNA 0rneginde
yapilan a-CGH calismasinda 7. kromozomun p21.3—p21.2 bdlgeleri
arasinda 1,929 Kb biyutkliginde bir amplifikasyon saptanmistir (Sekil
4.2).

Chromosome View: chr7 (AMP: 0, GAIN: 1, LOSS: 0, DEL: 0, LOH: 0) B0

Z-iTE

Gene View 'ch7 : 12277528.15492653 , 3.21 Mb S=EmvagPfHezuBE=maORE

vl

12.5Mb 13.0Mb 135 Mb 14,0 Mb 145 Mb 15,0 Mb [

Sekil 4.2. Olgu 4'e ait 7p21.3-p21.2 amplifikasyonu (1,929 kb) a-CGH goéruntusi
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4.2.3-Olgu 8

Esi ile aralarinda akrabalk iliskisi olmayan 21 vyasindaki saghkli
annenin 2. gebeliginde, 20. gebelik haftasinda fetal USG’de persistan sag
umblikal ven, hemimegalensefali ve anormal falks saptanmasi nedeniyle
amniyosentez uygulanmistir. Elde edilen fetal dokuda yapilan karyotip
analizinde ve Miller-Dieker Sendromuna ydnelik FISH calismasinda normal
sonuglar saptanmistir. Amniyotik sividan izole edilen DNA 0rneginde
yapilan a-CGH calismasinda 6. kromozomun q22.31—-q22.32 bdlgeleri
arasinda 3,530 Kb amplifikasyon (Sekil 4.3) ve 8. kromozomun g21.11
bélgesinde 1,451 Kb amplifikasyon saptanmistir (Sekil 4.4).

#

& g & & & & &

Gene View :chr6 : 122346094-127369429 . 5.04 Mb P R NN e =) |

Sekil 4.3. Olgu 8'e ait 6g22.31-g22.32 amplifikasyonu (3,530 Kb) a-CGH goérintisl

- |
ne View: chrd (AMP: 0, GAIN: 1, LOSS: 0, DEL: 0, LOH: 0) EEbandLOE |

Gene View :chrg : 75840521-78258966 , 2.41 Mb EeEEY AR O HeEEImdOE

76,0 Mb 76.5Mb 77.0Mb 77.5Mb 78.0Mb

Sekil 4.4. Olgu 8'e ait 8g21.11 bolgesi amplifikasyonu (1,451 Kb) a-CGH goéruntisi
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4.2.4-0lgu 14

Esi ile aralarinda akrabalk iliskisi olmayan 25 vyasindaki saghkli
annenin 1. gebeliginde, 21. gebelik haftasinda fetal USG’de sag aortik ark
saptanmasl nedeniyle amniyosentez uygulanmistir. Elde edilen fetal
dokuda yapilan karyotip analizinde ve Di-George Sendromuna yodnelik
FISH calismasinda normal sonuglar saptanmistir. Amniyotik sividan izole
edilen DNA 6rneginde yapilan a-CGH calismasinda 1. kromozomun g4.1

bélgesinde 2,727 Kb biylkliginde bir amplifikasyon saptanmistir (Sekil
4.5).

W= a R E

s —————— 5 — - - S — - -
& 7 S R > = 3 s pe > ~ PP > - >

-

Y P =

217.0mMn 212.00 Mb 219.0mn

Sekil 4.5. Olgu 14'e ait 1qg4.1 amplifikasyonu (2,727 Kb) a-CGH gorintisu
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4.2.5-Olgu 19

Esi ile aralarinda akrabalk iliskisi olmayan 22 vyasindaki saghkli
annenin 1. gebeliginde, 21. gebelik haftasinda fetal USG'de
oligohidroamnios ve NT artisi saptanmasi nedeniyle amniyosentez
uygulanmistir. Elde edilen fetal dokuda yapilan karyotip analizinde normal
kromozom vyapisi saptanmistir. Amniyotik sividan izole edilen DNA
orneginde yapilan a-CGH calismasinda 4. kromozomun p16.1 bdlgesinde
93 Kb blyukliglnde bir delesyon saptanmistir (Sekil 4.6).

Chromasome Views: chr4 (AMP: 0, GAIN: 0, LOSS: 0, DEL: 1, LOH: 0) S 0o 0E

ISP 5 - 5 S P - 3 P
W 7o o & B pr J W & o >
& & & & & & & 8 & & & &

(Gene View :chrd : T242349.7475301 , 232 Kb FeEmEvaRLfesUEmGsER

NoA e e om

7.25 M 7.3Mb 7.35Mb 7.4 Mb 7.45Mb

Sekil 4.6. Olgu 19'a ait 4p16.1 delesyonu (93 Kb) a-CGH gériuntisu
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4.3-Saptanan Kopya Sayisi Degisimlerinin Dagilimi

Calismamizda toplam 30 olgunun 11'inde (%36,6) kopya sayisi
degisimleri saptanmistir. 11 6rnekte farkli bolgelerdeki toplam CNV sayisi

10'dur.

Saptanan kopya sayisi degisimlerinin 6'si (%54,5) klinik olarak iliskili,
2'si (%18,1) klinik 6nemi bilinmeyen varyant, 1'i (%9,1) polimorfik olarak

degerlendirilmistir.

Saptanan kopya sayisi degisimlerinden 1'i (%9,1)

kullanilan referans DNA'nin hatali Gretiminden kaynaklanmaktadir.

4.3.1-Saptanan kopya sayisi1 degisimlerinin kromozomlara gore

dagilimlari

Calismamizda saptanan kopya sayisi degisimlerinin kromozomlara
gore dagilimi Tablo 4.2'de verilmistir.

Tablo. 4.2. Kopya sayisi dedisimlerinin kromozomlara gore dagihmi

Kromozom Kromozom Boélgesi Kayip/Kazang GoOzlenen Olgu
Sayisi

1 g4l Amp. 1
4 pl6.1 Del. 1
g28.3 Amp. 1

6 p22.2-22.1 Amp. 5
q22.31-22.32 Amp. 1

7 p21.3-21.2 Amp. 1
8 g2l.11 Amp. 1
11 pl4.1 Amp. 1
15 g2l.3 Amp. 3
17 pl13.3 Amp. 1
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5- TARTISMA

Calismamizda anormal fetal ultrason bulgusu olan 30 olguyu aCGH
metodu ile dederlendirmeyi amacladik. Bu calismadaki toplam 30 olgunun
11'inde (%?36,6) kopya sayisi dedisimleri saptanmis ve literatir esliginde
tartisiimistir.

Array CGH metodunun postnatal tanida kullanimi son yillarda oldukga
yogun ve etkilidir (Evangelidou vd., 2013). Bir ¢ok calisma bu ydntemin
yuksek duyarhhk ve 06zgdllikle, buyluk ve klUcuk boyutlardaki
dengesizlikleri saptadigini gostermistir. Array CGH'in postnatal tanida
kullanimi, kesin tani, sendromlarin karakterizasyonu, fenotip-genotip
korelasyonu, prognoz ve daha iyi klinik ybnetime imkan saglamistir.
Mental retardasyon/Multipl konjenital anomalilerde, ndérolojik problemleri
olan hastalarda, otizmde, kognitif eksikligi olan hastalarda ve normal
karyotipli ya da karyotip elde edilemeyen durumlarda a-CGH'in postnatal
tani basarisinin %7-11 arasinda oldugu tahmin edilmektedir (Evangelidou
vd., 2010; Filges vd., 2012; Saldarriaga vd., 2015).

Prenatal tanida yuksek riskli hastalarda, karyotipleme ile tani koyma
orani %?2.5-4.2 iken, a-CGH ile tani orani %5.3-15 olarak bildirilmistir.
Fetal anomali defektleri belirtildiginde a-CGH'de anomali saptama orani
onemli Olglde artis gostermistir (%9.3-39) (Saldarriaga vd., 2015).
Gunumuze kadar yapilan calismalarin sonuglari géz 6ntne alinarak, a-
CGH'in uygulandigi prenatal tanida saptanan kopya sayisi dedisimlerinin
%12'sinden fazlasinin tanimlanmasi beklenmektedir. Array CGH ile
anomali saptama oraninin anlamli olduguna ve prenatal genetik danisma
ile risk dederlendiriimesinde ©6nemli tani bilgileri sagladigina dair
literatlirde fikir birligi vardir (Evangelidou vd., 2010).

Array CGH'in bir ¢cok avantajinin olmasinin yaninda, prenatal tanida
kullanimi sinirhdir. Bunun temel sebebi hastalarda saptanan CNV'lerin
arasinda henlz karakterize edilemeyen ve klinik ©6neminden,
fonksiyonundan, anormal fenotiplerle iliskisinden ve tanidaki degerinden
habersiz olunan, kesin olarak benign ya da patolojik olarak
siniflandiralamayan CNV'lerin bulunmasidir (Evangelidou vd., 2010; Yan
vd., 2014). Postnatal hastalardan elde edilen fenotipik detaylarla
karsilastirildiginda prenatal tanida fenotipik verilere ulasmak daha zordur.
Bu tip kisitlamalara ek olarak, gebelik terminasyonu igin verilerin daha
ylksek dogrulukta yorumlanmasi ve neden-sonug iliskisinin kurulmasi
gerekmektedir (Filges vd., 2012). Siniflandinlamayan bulgular a-CGH
sonuglarinin  yorumlanmasi ve raporlanmasinda sorunlar ortaya
cikarabilmektedir. Sonug¢ olarak Kklinisyen, sonuglarin ve tekrarlama
riskinin tahmininde, uygun genetik danisma vermekte ve klinik yénetimde
zorluklarla karsilasabilmektedir (Evangelidou vd., 2010; Saldarriaga vd.,
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2015). Cok sayida verinin ortaya c¢ktigi a-CGH sonuglarinin
degerlendirilmesi slrecinde ebeveynlerin anksiyetesinin artmasi da
kacinilmazdir. Array CGH'de molekuler tekniklerin gelisimi, genomik
sonuglarin ve fenotiplerin karsilastiriimasi icin olusturulan veritabanlarinin
gelistirilmesi ile bilinmeyen 0&zellikteki varyantlarin sayisinin azalmasi
beklenmektedir (Saldarriaga vd., 2015).

Array CGH; poliploidilerin tanisindaki yetersizlige ek olarak dengeli
translokasyonlar, insersiyonlar ve inversiyonlar gibi dengeli yeniden
dizenlenmeleri saptamakta basarisiz olmaktadir (Evangelidou vd., 2010;
Evangelidou vd., 2013; Saldarriaga vd., 2015). Bu durum, o&zellikle
uniparental dizomi (UPD) igin ylksek risk tasiyan ve UPD riski altinda olan
Robertsonian translokasyonlarda 6nemlidir. Dolayisiyla anormal fenotipe
yol acabilen Robertsonian translokasyonlarin, 6zellikle de novo resiprokal
translokasyonlarin ve insersiyonlarin saptanmasi dnemlidir (Evangelidou
vd., 2013; Saldarriaga vd., 2015). Bu tip durumlarda SNP array kullanilsa
bile izodizomi saptanabilir fakat UPD'nin en sik formu olan heterodizomi
saptanamaz. Giardino ve ark. prenatal tanida de novo dengeli kromozomal
yeniden dizenlenme oranlarini amniyotik sivida %0.09, CVS'de %0.08 ve
kordosentezde %0.05 olarak bildirmistir. Bununla birlikte karyotipleme ile
dengeli translokasyon olarak tanimlanan hastalarin yaklasik %40'Iinda,
genetik materyal kaybi veya dengesizlik oldugu belirlenmis ve bu yilzden
a-CGH ile saptanabilecedine karar verilmistir. Bu bilgiler 1siginda,
gorundrde dengeli translokasyon vakalarinda a-CGH'in &6nemli bilgi
saglayabilecedi gorulmektedir ancak, karyotipleme kromozomal yapinin
tanimlanmasinda anahtar rol oynamaktadir ve a-CGH kullanimi
karyotiplemeden sonra dogrulama yapmaktadir (Saldarriaga vd., 2015).

Prenatal a-CGH'de diger bir 6énemli sinirlandirma, sik karsilasilan
disik dlzey mozaisizmin saptanamamasidir. Mozaisizm CVS &rneklerinin
%1-2'sinde, amniyotik sivi 6rneklerinin %0.2'sinde saptanmaktadir.
Mozaik CVS vakalarinin %84'G sinirli plasental mozaisizme bagli olsa da a-
CGH'in uygulanan tek metod olmasi durumunda geriye kalan kismi
saptanmamis olacaktir (Evangelidou vd., 2010; Evangelidou vd., 2013).

Array CGH non-mozaik durumda bile her zaman marker kromozomu
saptayamayabilir. Marker kromozoma prenatal tanida %0.1 oraninda ve
siklikla mozaik formda rastlanmaktadir. Hangi kromozomdan derive
olduguna, buydklagine, kalitim moduna ve okromatik veya
heterokromatik olusuna bagh olarak fenotipik risk belirlenebilir. Marker
kromozomlu 55 vakanin incelendigi bir calismada, 26 non-mozaik markerl
vakadan vyalnizca 14 tanesi a-CGH ile saptanmis, array testlerinin %46'si
normal sonuglanmistir. Bu oran markerlarin temelde heterokromatik
oldugunu vyansitsa da, saptamadaki eksiklik olasi fenotipik etkiyi tam
olarak ortadan kaldirmamaktadir (Evangelidou vd., 2013).
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Prenatal tanida a-CGH'in saptama oranini dederlendirmek igin,
kullanilan arrayin dizayni ve ¢ozunlrligl, vakanin yonlendirilme nedeni,
G-bant karyotipin normal olup olmadigi ve son olarak saptama oranina
patojenik olmayan (benign) varyantlarin dahil edilip edilmedigi g6z oniine
alinmalidir (Evangelidou vd., 2010; Evangelidou vd., 2013). Buna goére
secilen olgu ve kullanilan array yontemine baglh olarak belirlenen anomali
sikligi degiskenlik gostermektedir.

Bir cok grup, karyotipin normal oldugu vakalarda a-CGH
uygulanmasiyla yaklasik %3.6 oraninda klinik olarak anlaml
dengesizliklerin saptandigini goOstermistir. Bu saptama orani USG'de
yapisal bir malformasyon bulundugu durumlarda %5.2'ye ylkselmektedir.
Bu calismalarda a-CGH'in kromozomal analize gbére anomali saptama
oranin %12 daha fazla oldugu gorilmustlir. Benign CNV'ler goézardi
edildiginde ise bu saptama orani %3.6'ya dismektedir. Bu oran patojenik
CNV'leri ve patojenik olma potansiyeli tasiyan klinik dénemi belirsiz
varyantlari icermektedir (Evangelidou vd., 2013).

USG anomalisi olan vakalarin gogunda fetusun karyotipi normaldir, bu
nedenle daha yuksek tani kapasitesine sahip olan a-CGH ydnteminin bu
tir vakalarda kullanilmasina gereksinim vardir (Evangelidou vd., 2010;
Filges vd., 2012; Evangelidou vd., 2013).

Calsmamizda kopya sayisi degisikliklerinin klinik éneme sahip olup
olmadigini degerlendirmek igin, saptanan kopya sayisi degisiklikleri DGV
ve DECIPHER veritabanlar ile karsilastirilmistir. DGV veritabani saglikh
bireyleri ve polimorfik varyantlari icermektedir. DECIPHER ise hastalarda
saptanan CNV'lerin depolandigi veritabanidir.

Kopya sayisl degisikliklerinin patojenik olup olmadigini
dederlendirmek igin;

v'Bbdlge gen icermeli ve/veya bilinen bir sendromla ya da bir
DECIPHER girdisi ile értismeli,

v Bbélge DGV'de polimorfik olarak kayith olmamali, kriterleri
saglanmistir.

DGV ve DECIPHER  veritabanlarinda, saptanan CNV'lere
rastlanmamasi durumunda, dedisimin oldugu kromozomal bdlgenin iginde
kalan genler igin PubMed ve OMIM veritabanlarindan literatir taramasi
yapilmistir.

60



Calismamizda USG ile fetal anomali saptanan 30 olgudan 5'inde (olgu
1, olgu 4, olgu 8, olgu 14, olgu 19) literatlr taramasi sonucunda s6z
konusu USG anomalileri ile potansiyel olarak iliskilendirilebilecek
degisimler oldugu belirlenmistir. Bu degisimler olgu sirasina gore;

» 17p13.3 (195 kb) amplifikasyonu (olgu 1),

> 7p21.3-p21.2 (1,929 kb) amplifikasyonu (olgu 4),

> 6Q922.31-g22.32 (3,530 kb) ile 8g21.11 (1,451 kb) amplifikasyonu
(olgu 8),

> 1941 (2,727 kb) amplifikasyonu (olgu 14) ve

> 4p16.1 (93 kb) delesyonudur (olgu 19).

Bu calismada 5 olguda (olgu 1, olgu 5, olgu 8, olgu 11, olgu 17),
belirtilen USG anomalileri ile iliskilendirilemeyen ve tekrar eden 6p22.2-
p22.1 bdlgesinde (2,383 kb) 65 gen iceren bir amplifikasyon saptanmistir.
Bu bdlgede amplifikasyon saptanmasinin nedeninin kullanilan referans
DNA'daki hatali Gretim oldugu distntlmektedir.

Her hangi bir ortak USG bulgusu olmayan 3 olguda (olgu-4, olgu-7 ve
olgu-17), 15qg21.3'de 377 kb biylkliginde polimorfik oldugu bilinen bir
amplifikasyon saptanmistir. Olgularin ortak bir klinik ve USG bulgusu
olmamasi bu bdlgede yer alan duplikasyonlarin polimorfik &zellikte
oldugunu desteklemektedir.

Olgu-1

Fetal USG bulgulari koroid pleksus kisti ve sol ventrikllde
intrakardiyak hiperekojenik odak olan olgu-1'de 17p13.3 bdlgesinde 195
kb buyukliginde bir amplifikasyon saptanmistir.

Bradley ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada, USG 0&nerilen
hastalarin %1,6'sinda intrakardiyak ekojenik odagin goruldigu ve ek bir
risk faktori olmadigi durumlarda (ileri anne yasi, biyokimyasal tarama
testlerinde ylksek risk veya ilave USG anomalileri gibi) andploidi riskini
artirmayla iliskisi olmayan benign bir varyant oldugu gosterilmistir
(Ouzounian, Ludington & Chan, 2007).

Koroid pleksus Kkistleri, trizomi 18'li fetuslerin %?30-50'sinde
gorilmesine ragmen, ikinci trimester gebeliklerin %0.3-3.6'sinda da
saptanmaktadir. Dolayisiyla diger risk faktorlerinin yoklugunda koroid
pleksus Kkistleri hastanin andploidi riskini artirmamaktadir (Temming &
Macones, 2015). Coco ve Jeanty calismalarinda, izole koroid pleksus
kistlerinde amniyosentezin gerekli olmadigini belirtmislerdir (Ouzounian
vd., 2007).
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Yapilan bir calismada koroid pleksus kisti ve intrakardiyak
hiperekojenik odak bulgularina sahip 515 hasta dederlendirilmis, 429'unda
anoploidi saptanmamis, ilave risk faktéri olan 86 hastanin ise yalnizca 2
tanesinde andéploidi oldugu bildirilmistir (Ouzounian vd., 2007).

Calismamizdaki olguda (Olgu-1) saptanan amplifikasyon bdlgesindeki
9 gen icerisinde yer alan SMYD4 (SET And MYND Domain Containing 4)
geninin iskelet ve kalp kasli gelisimi ve fonksiyonunda rol aldigi
bildirilmistir. Calismalar, Smyd proteinlerinin, erken gelisim sirasinda
myogenez ve kardiyomyosit farklilasmasinda epigenetik bir dlzenleyici
oldugunu ve iskelet ve kalp kasinda myofibril demetlerinin olusmasinda
kritik bir role sahip oldugunu gostermektedir (Spellmon, Holcomb,
Trescott, Sirinupong & Yang, 2015). SMYD ailesinin, SMYD1, SMYD2,
SMYD3, SMYD4 ve SMYD5 olmak Uzere bes ldyesi bulunmaktadir (Jun Du,
Tan & Zhang, 2014).

Kas lifleri myofibrillerden olusmaktadir. Her bir myofibril, iskelet ve
kalp kaslarinin temel kasilma unitesi olan ve sarkomer adi verilen
tekrarlayan yapilarin organizasyonu ile ortaya cilkmaktadir. Sarkomer
demetlerinin olusum sireci (myofibrilogenez) kas hicresi farklilasmasinda
ve kasilmasinda kritik ©6neme sahiptir. Myofibrilogenez, yuzlerce
sarkomerik proteinin demetler halinde organize olmasi ile gergeklesir.
Goklu protein komplekslerinin olusumu transkripsiyonel, translasyonel ve
post-translasyonel seviyede dulzenlenen vyolaklarla gergeklesir. Bu
yolaklarin aksamasi defektif myofibril organizasyonuna, iskelet ve kalp
kasi hastaliklarina yol agar. Calismalar 6zellikle SMYD1 ve SMYD2 olmak
Uzere SMYD ailesi Uyelerinin kardiyomyogenezde hayati 6neme sahip
oldugunu gostermektedir. (Jun Du vd., 2014).

Drosophila Smyd4 (dSmyd4) homologu, yetiskin kas fonksiyonu veya
gelisiminde kas spesifik transkripsiyonel duzenleyici olarak goérev
yapmaktadir. dSymd4 ekspresyonu visseral, kardiyak ve somatik kas
preklrsdrlerinde ve gec embriyogenezde somatik kas olusumunda yutksek
oranda gergeklesmektedir (Thompson & Travers, 2008).

Olgu-1'de SMYD gen ailesinin bir Uyesinde amplifikasyon bulunmasi
ilgili genin ekspresyonun artisina veya olusan protein Grininde hatalara
sebep olabilecegi gbéz 6nlne alindiginda kalpte gozlenen hiperekojenik
odadgin bu nedenle olusabilecedi dusunitlmektedir. Fetusun prenatal
donemde fetal ekokardiyografi degerlendirmesi ve postnatal dénemde eko
ve cesitli kardiyolojik degerlendirilmelerinin  yapilmasi olusmus olan
patolojinin kaynadina dair net fikirler verebilir ve dederlendirilmenin
yapilmasini kolaylastirabilir. Postnatal dénemde gdzlenebilecek olan ek kas
gelisim sorunlarinin hastaligin patogenezine dair detayl fikir verebilecegi
unutulmamalhdir.
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Olgu-4

Fetal USG bulgulari AVSD ve plevral efFizyon olan olgu-4'te 7p21.3-
p21.2 boélgesinde 1,929 kb blyukliginde bir amplifikasyon saptanmistir.

AVSD trizomi 21'de en sik goérulen kalp defektidir ve AVSD'lerin
yaklasik %65'i trizomi 21 ile iligkilidir (Ackerman, vd., 2012).

AVSD igin 0ozellikle COL6A1, COL6A2, CRELD1, FBLN2, FRZB ve
GATA5 genlerinin 6nemi belirtilmektedir. Bu genler VEGF-A sinyal
yolaginda AVSD morfogenezinde rol almaktadir (Gelb & Chung, 2017) .

Bununla birlikte , ginimuze kadar AVSD ile iliskilendirilen genler;
GATA4, GATA6, TBX5, ACVR1/ALK2, CFC1/CRYPTIC, LEFTY2, NODAL,
NKX2.5 genleridir (Fahed vd., 2013; Ackerman, vd., 2012; Li vd., 2014).

Fahed ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada AVSD ile iliskili 3 CNV
tanimlamislardir. Bunlar;

-3922.1-3q26.1 (FOXL2, NPHP3,FAM62C, CEP70, FAIM, PIK3CB, FOXL2,
BPESC1)

-8p23.1 (GATA4, NEIL2, FDFT1, CSTB, SOX7 )

-Xp22.2 (MID1) (Fahed vd., 2013)'dir.

Prenatal tanida plevral eflzyon ile andploidi arasindaki iligki iyi
bilinmektedir. Ikinci ve Uglinci trimesterda plevral eflizyonlu fetuslerde
anoploidi orani %3.2-5.8 oranindadir. Birinci trimesterda gorulen plevral
eflizyonda ise anoploidi riski artmaktadir. Birinci trimester plevral eflizyon
olgularinda anormal karyotip riski %82 ve spontan abortus orani %86
olarak belirlenmistir. Arastiricilar, birinci trimester eflizyon sebebinin fetal
hidropsun erken bir belirtisi oldugu ve nihayetinde 6lime neden olacagdi
sonucuna varmiglardir. Fetal hidrops nedenli bu d&lumlerin  blydk
cogunlugu basta 45X olmak Uzere kromozomal anomaliler ile
aciklanmaktadir (Waller, Chaithongwongwatthana, Yamasmit, &
Donnenfeld, 2005).

Eflzyona neden olan sendromlar trizomi 21 basta olmak Uzere Turner
sendromu, Noonan sendromu, Opitz-Frias hypertelorism hypospadias
sendromu ve Sialidosis sendromudur (Rustico vd., 2007; Yinon, Kelly &
Ryan, 2008)

Olgu-4'te saptanan amplifikasyon bdélgesindeki 2 genden biri olan
ETV1 geninin embriyonik donemde kardiyak gelisim ile iliskili oldugu
ortaya konmustur.
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Embriyonik kardiyovaskller sistem olusumu farelerde
gastrulasyondan sonra ortalama 7. embriyonik glinde baslar. Anterior
lateral mezodermdeki bilateral simetrik mezodermal progenitérler orta
hatta birlesir ve endokardium olarak bilinen i¢ tabaka (endoteliyal
hicreler) ve dis tabakadan (myokardiyal hicreler) olusan lineer kalp
tipdna olusturur. Lineer kalp tuplnun sekillenmesinden sonra, lateral
mezodermdeki anjioblastlar endotelial hlicrelere farklilasir ve embriyodaki
ilk damari sekillendirir. Gelisim devam ederken kalp, sag ve sol atrium ve
ventirklller ile in-flow ve out-flow bdélumlerini ayiran genis capl bir
morfogenez gecirir. Buna paralel olarak damarlanma gergeklesir, kan ve
besinlerin tasinimi icin kompleks damar agi sekillenir.

Endokardiyum, vaskiler sistem ile birlikte gelisir fakat o6zellesmis
endoteliyal hiicrelerden olusur. Endokardiyal htcrelerin diger endoteliyal
hicrelerle karsilastirildiginda daha farkli bir hlicre iskeleti ve konnektif
karakterleri vardir. Embriyonik gelisim sirasinda endokardiyal hicreler
kalbin gelismesinde 06zel bir takim roller Ustlenirler: bazi myokardiyal
hicreleri temel trabekdtllere indlklerler, ventrikillerle myokardium sirtinin
olusmasini saglarlar ve endokardiyumda 0&zellesmis olan hicrelerin
endokardiyal-mezensimal transformasyonunu saglar. Bdylece
intraventrikller ve atrial septanin kardiyak kapaklari ve bélmeleri olusur.

ETS (E-twenty-six) faktérleri endoteliyal gen ekspresyonunun
dizenlenmesi icin temel regilatérlerdir ve endokardiyumda o6zellesmis
endotelyum hucrelerinin olusmasinda rol oynarlar. Schachterle ve ark.'nin
yaptigi bir calismada erken embriyonik kalpte ETV1 (ETS variant gene 1)
transkriptinin yliksek oranda eksprese edildigi gosterilmistir. (Schachterle,
Rojas, Xu & Black, 2012).

Rosati ve ark. yaptidi bir baska calismada ventrikiler duvarlardaki
gen ekspresyonu varyasyonunu dederlendirmek icin yetiskin farelerin
epikardiyal ve endokardiyal dokularinda mikroarray analizi
gerceklestirilmistir. Buna goére ventrikller duvarin ceperlerinde ETV1'in
ekspresyonu go6zlenmistir. Bununla birlikte ETV1'in endokardiyumda
ylksek oranda eksprese edildigi ortaya konmustur. Elde edilen sonuglarin
diger memeli tdrleri icin uygulanabilirligini 6lcmek icin benzer deneyler
kdpek kalbinde de gergeklestiriimis ve benzer sonuglar elde edilmistir
(Rosati, Grau & McKinnon, 2006).

Olgu-4'te bu gende amplifikasyon gézlenmesi, genin intraventrikller
ve intraatriyal septanin gelisiminde rol almasi ve i¢ hicre tabakasinin
olusumunda regulatér olmasi nedeniyle, kalbin lineer hatti boyunca
gozlenen bir orta hat defekti olan AVSD olusumuna katkida bulunabilecegi
distndlmuistir. Ayni zamanda genin, kalbin ilk damar varyasyonlarinin
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sekillenmesinde aldidi rol nedeniyle, ilk sekillenen aort ve pulmoner damar
defektlerine bagh olarak  plevral efFlizyona  vyol acabilecegi
degerlendirilmektedir.

Olgu-8

Fetal USG bulgularn persistan sag umblikal ven, hemimegalensefali ve
anormal falks olan olgu-8'de 6q22.31-q22.32 bdlgesinde 3,530 kb ve
8g21.11 bodlgesinde 1,451 kb bulydkliklerinde amplifikasyonlar
saptanmistir.

Hemimegalensefali, bir serebral hemisferin tamaminin veya bir
kisminin asirl biydmesi ve genislemesi olarak karakterize edilen konjenital
bir beyin malformasyonudur (Lang vd., 2014). Hemimegalensefalinin
patogenezi farklilasma, proliferasyon ve ndral migrasyondaki hatalar
iceren cesitli mekanizmalarla iliskilendirilmektedir. (Alvarez vd., 2011).
Izole hemimegalensefali PIK3-AKT-mTOR vyolaginda protein kodlayan
genlerdeki somatik mozaisizmm nedeni ile ortaya c¢ikan bir hastalik olarak
tanimlanmaktadir (Dyment vd., 2013).

Olgu-8'deki 6gq22.31-g22.32 bdlgesinde 13 gen icerisinde yer alan
HEY2 geninin memelilerde kalp ve beyin gelisiminde 6nemli bir roll oldugu
bilinmektedir (Wat & Wat, 2014; Jordan, Rosenfeld, Lalani & Scott, 2014).

HEY2 kardiyak defektler ve kognitif bozulma ile iligkilendirilmistir.
Gelismekte olan kalpte, HEY2'nin asin ekspresyonunun kardiyak
transkripsiyon faktori olan GATA4 ekspresyonunda disise neden oldugu
dusunulmektedir. Farelerde HEY2'nin hatali ekspresyonu gelisen beyinde
noérogenezin ve gliogenezin inhibe edilmesine neden olmaktadir.

Hey2 knock-out farelerde atrial ve ventrikiler septal defektler,
trikuspid ve pulmoner kapak stenozu, anormal mitral kapak morfolojisi ve
Fallot tetralojisi dahil cesitli konjenital kalp defektleri gelismektedir
(Jordan vd., 2014; Li vd., 2014). Insanlarda atrioventrikiiler septal defekt
ve diger kardiyak spesifik transkripsiyon faktorlerinin mutasyonlarinin da
oldugu iki hastada missense mutasyonlar tanimlanmis ve bu
mutasyonlarin HEY2'nin sarmal yapisini etkiledigi gorilmustir. Thorsson
ve ark. HEY2 genini iceren delesyonlarin %15'inde konjenital kalp
defektleri oldugunu gdstermistir (Jordan vd., 2014).

HEY2'nin ayni zamanda sinir sistemi gelisiminde de rol oynadigi
disinulmektedir (Sakamoto, Hirata, Ohtsuka, Bessho & Kageyama, 2003;
Jordan vd., 2014). Farelerde Hey2, serebral korteksin matriksinde ve
ventrikller bdlgesinde, spinal sinirlerde ve cesitli kranial gangliyonlarda,
sempatik govdelerle bunlarin iliskili oldugu gangliyonlarda eksprese
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olmaktadir. Henliz Hey2 knock-out farelerde ndrolojik eksikliler
tanimlanmamistir fakat Hey2'nin hatali ekspresyonu noérogenez ve
gliogenezin inhibisyonuna yol agmaktadir. Bu durum, HEY2'nin asir
ekspresyonunun beyin gelisimine zararli etkileri olabilecegini
distndurmektedir (Jordan vd., 2014).

8g21.11 bdlgesindeki 3 gen icerisinde ZFHX4 geninin ge¢ ndral ve
mezensimal hicre farkhlasmasini dizenledigi disinilmektedir. Hemmi ve
ark. ZHFX4'in yetiskin insan beyni, kasi ve karacigerinde, farelerde ise
Zfhx4'ln embriyogenez sirasinda beyinde ve gelisen kasta eksprese
edildigini gostermistir (Hemmi vd., 2006). ZFHX4'Un faredeki Zfhx4 ile
%90 oraninda homoloji gdstermesi ZFHX4'Un insanlarda néron ve kas
farklikasmasinda onemli bir roli oldugunu goéstermektedir (Palomares vd.,
2011; Osoegawa vd., 2014;). Dogumdan sonra ZFHX4 dizeyinin
dismesine ragmen, proteinin olgun ndronlarda saptanmis olmasi
nedeniyle ZFHX4'Un ndral hlcre olgunlasmasi veya beyinde bdlgeye
spesifik hlicre farklilasmasinda roll oldugu kabul edilmektedir (Palomares
vd., 2011).

Olgu-8'de, go6zlemlenen HEY2 amplifikasyonunun, ilgili genin beyin
gelisiminde gliogenez ve ndrogenez yolaklarinda rol almasi nedeniyle
olgumuzda gdzlenen vyapisal ve nérogelisimsel anomaliler olan
hemimegalensefali ve anormal falks serebri patofizyolojisinde rol
oynayabilecedini distnduk.

Olgu-8'de go6zlenen ZFHX4 gen amplifikasyonunun, ZFHX4'Un rol
aldigi bdlgeye spesifik norogelisimsel slirecte 6nemli rol oynamasi
nedeniyle hemimegalensefali etyolojisinde etkili olabilecegini
disinmekteyiz.

Olgu-14

Fetal USG'de sag aortik ark bulgusu nedeniyle array calismasi
planlanan olgu-14'te 1. kromozomun 4.1 bdlgesinde 2,727 Kb
blaylkliginde bir amplifikasyon saptanmistir.

Izole sa§ aortik ark anomalisi olan fetuslerde 22q11.2
mikrodelesyonu goérilme prevalansi %5.1 olarak bildirilmistir (Peng, Xie,
Zheng, Zhou & Lin, 2016). Bununla birlikte kardiyak ve ekstrakardiyak
anomali varliginda mikrodelesyon sikligi artmaktadir. Prenatal dénemde
tespit edilen sag aortik ark, ozellikle trakeal veya 6zefageal kompresyon,
kardiyak ve/veya ekstra kardiyak malformasyonlarla izlenebilmektedir
(Babacan, vd., 2015).
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Liao ve arkadaslar yaptiklari calismada izole sag aortik ark bulgusu
olan bir fetuste Xp22.31 boélgesinde 1,677 kb bilylkliginde, ve 1.
kromozomun pl2 bdlgesinde 304 kb blytkliginde duplikasyonlar
saptamistir. 1p12 bdlgesinin Alagille sendromu ile iliskili oldugu
bilinmektedir (Liao vd, 2014).

Olgu-14'te amplifikasyon saptanan boélgedeki 6 gen icerisinde TGFB2
geninin farelerde aortik ark gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir
(Gittenberger-de Groot, Azhar & Molin, 2006). TGFB sinyali, proliferasyon,
migrasyon ve apoptoz dahil olmak Uuzere temel hicre yanitlarinin
dizenlenmesi icin gereklidir ve fare modellerinde embriyonik gelisimdeki
onemi gosterilmistir (Johnson & Bamforth, 2016).

Embriyoda, TGFB genlerinin endokardiyal vyastik formasyonu
sirasindaki  epitelyal-mezensimal transformasyonda roli vardir ve
epikardiyal yastik epitelyal-mezensimal transformasyonunda ise koroner
damarlanma ve ventrikller miyokardiyal gelisiminde etkilidir (Azhar vd.,
2003).

TGFB2 eksikligi olan fetlslerdeki cikis yolu malformasyonlari; cift
cikimli sag ventrikil (DORV), persistan trunkus arteriosus (PTA), aortik
ve/veya pulmoner kapaklarin kalinlasmasi ve anormal morfolojisi, aortik
ark arter malformasyonlari, cift inlet sol ventrikil (DILV) ve/veya
perimembran6éz inlet VSD vyoluyla trikispid kapaklarinin kapanmasi,
trikispid ve mitral kapaklarin kalinlagsmasi ve anormal morfolojisidir
(Azhar & Ware, 2016). Transgenik farelerde TGFB2 ligand yoklugunda
kardiyovaskiler defektler nedeniyle perinatal 6lim gergeklesmektedir
(Johnson & Bamforth, 2016). Bununla birlikte TGFB2 mutasyonu sonucu
nadir bir sendrom olan Loeys-Dietz sendromu tip-IV (LDS) ortaya
clkmaktadir. LDS'nin vaskiller 0&zellikleri aort genislemesi veya
disseksiyonu, aortik egrilme ve didger arteryel damarlarda egrilme ve
anevrizmalardir.

Olgu-14'te gozlemledigimiz sag aortik ark anomalisi ilk bakista
kardiyovaskiler sorunlarin siklikla go6zlendigi Di-George (22q11.2
delesyonu) Sendromu'nu dusundirmektedir. Olgumuza vyapilan FISH
analizinde 22ql1.2 bdlgesine ait delesyon gdzlenmemistir. Di-George
Sendromu'nda go6zlenen fiziksel 6zelliklerin bir ¢cogundan sorumlu olan
TBX1 geninden suphelenilmis, yapilan analizde herhangi bir anomaliye
rastlanmamistir. Bunun Gzerine yapilan array calismasinda saptanan 1g41
bolgesindeki TGFB2 genine ait amplifikasyonun &zellikle kalp c¢ikiminda
goérulen migrasyon anomalileri ile iligkili oldugu literatir
dederlendirilmesinde go6zlenmistir. Olgumuzda saptanan sag aortik arkin
bir kalp ¢ikimi migrasyon defekti olmasi nedeniyle TGFB2 gen
amplifikasyonu ile iliskili olabilecegi disinulmustdr.
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Olgu-19

Fetal USG bulgulart NT artisi ve oligohidroamnios olan olgu-19'da
4p16.1 boélgesinde 93 Kb delesyon saptanmistir.

Artmis NT bulgusuna sahip fetuslerin blylk bir kisminda karyotip
normaldir fakat klcuk bir kismi postnatal incelemelerde yapisal veya
noérogelisimsel anomaliler gdstermekte ve cesitli genetik sendromlar
tanimlanmaktadir. Bunlarin bir codu konvensiyonel karyotipleme ile
gbzden kacirilabilecek submikroskobik anomalilerdir (Leung vd., 2011).

Cesitli calismalarda NT artisi ile iliskilendirilen sendromlar; 22ql1l
mikrodelesyon sendromu, Wolf-Hirschhorn sendromu, 22911
mikroduplikasyon sendromu, Angleman/Prader-Willi sendromu, 1p36
mikrodelesyon sendromu, Miller-Dieker sendromu ve Lowe sendromudur
(Yang, Li, Fu, Zhang, Li & Liao, 2016).

Olgu-19'da 4p16.1 bdlgesinde bulunan SORCS2 geninin delesyonu
saptanmistir. Boggild ve ark. yaptidi bir calismada, farelerde gelismekte
olan bobregin periferinde mezensimal/kortikal interstiyumla iliskili olarak
SORCS2 ekspresyonunun ihmh dizeyde oldugu bildirilmistir.

Gelismekte olan kalpte atrium ve ventrikillerde SORCS2 dlzeyinin
disik oldugu fakat sistemik ve pulmoner dolasimindaki klguk
arteriyollerde ve orta blyuklukte-bluylk arterlerde SORCS2
ekspresyonunun 6ne ciktigi gortlmustir. Adipoz doku, diz kas dokusu ve
kemik doku gibi mezodermden kdken alan yapilarda ise yine SORCS2'nin
ylksek oranda eksprese edildigi bildirilmistir (Boggild, Molgaard, Glerup &
Nyengaard, 2016).

Yapilan bir calismada SORCS2 gen lokusundaki bir SNP'nin sirklle
IGFBP-3 (insulin-like growth factor binding protein 3) ile iliskili oldugu
ortaya konmustur. IGFBP-3, IGF-1'e (insulin growth factor 1) baglanir ve
IGF-1'in  plazmada biyoyararlanimini  dtzenler, IGFBP-3'Un asir
ekspresyonunun fare modelinde gelisim geriligine neden oldugu
goérilmastur. IGF-1 blUylime hormonunun birincil efektéradir ve kas,
adipoz ve kemik dokusu gibi bir cok dokuda gelismeyi uyarir. Rezgaoui ve
ark. fare embriyosunda SorCS2 ekspresyonunu arastirmiglardir. Buna goére
SorCS2 transkriptlerinin mezensim, iskelet ve kas, kikirdak doku ve
akciger epitel dokusunda lokalize oldugunu goérmuslerdir (Boggild vd.,
2016).

Olgu-19'da g6zlemlenen SORCS2 geni bébrekte interstisiyum gelisimi,
metanefrik kanallarin olusumu, tuabdler kanal olusumu ve nefron
fonksiyonu ile iliskilidir. Gende gdzlenen delesyonun bdbrek fonksiyonlari
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Uzerinde gelisimsel ve islevsel etkileri olmasi nedeniyle oligohidroamnios
ile sonlanabilecegi literatlir verileri 1siginda sdylenebilir. SORCS2 geninin
driner sistem disinda dolasim sisteminde yer alan blUyuk venlerin
yapisinda da rol almasi nedeniyle gende olusan fonksiyon bozuklugu
bliyluk kan damarlarinin yapisinda defekte yol acabilir ve bu defekt NT
artisinda etkili olabilir ve dolayli olarak oligohidroamniosa yol acabilir.

Olgu-27

Fetal USG'de persistan sag umblikal ven saptanan olgu-27'de
11p14.1 bdlgesinde 1,583 kb blyukliginde bir amplifikasyon
goérulmuistur. Bu bdlge icerisinde yer alan genlerle ilgili incelenen
veritabanlarinda, belirtilen USG anomalisi ile iliskilendirilebilecek her hangi
bir bilgiye rastlanmamistir.

Olgu-30
NT artisi nedeniyle array analizine yonlendirilen olgu-30'da 4g28.3

bdlgesinde tanimlanmis bir gen icermeyen ve her hangi bir klinik anlami
olmayan 213 kb biyilkliginde bir amplifikasyon saptanmistir.

69



6- SONUC VE ONERILER

Bu calismada fetal USG anomalisi olan gebeliklerde a-CGH teknigi
kullanillarak  mikroduplikasyon ve  mikrodelesyonlarin  saptanmasi
amaclanmistir. Bu dogrultuda ESOGU Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklari ve
Dogum Anabilim Dal tarafindan tani konulan 30 olgu dederlendirilmistir.
Calismamiz Anabilim Dalimizda aCGH'in prenatal tanida uygulandigi ilk
verileri icermektedir.

Calismamizda toplam 30 olgunun 11'inde (%36,6) CNV'ler (kopya
saylisl degisimleri) saptanmistir. 11 6rnekte farkh boélgelerdeki toplam CNV
sayisi 10'dur.

Saptanan kopya sayisi degisimlerinin %10'u (1/10) delesyon, %90"
(9/10) amplifikasyondur.

Bu tez calismasinin sonucunda, prenatal tani igin a-CGH metodunun
kullanilmasinda amniyotik sivinin kdilttire edilerek yeterli DNA miktarini
karsilayabilecedini ya da 10 cc gibi ylksek miktarlardaki amniyotik sivinin
istenilen DNA'yl sadlayabilecegi goridlmuistir. Daha az miktardaki
amniyotik sivi 6rnedginde metod yeterli DNA'nin elde edilme calismalari
basarisiz olmustur. Koryon villus ve kord kanindan ise kultlire edilmeden
izole edilen DNA materyallerinde a-CGH tekniginin basarili bir sekilde
uygulanabildigi sonucuna varilmistir. Orneklerden elde edilen DNA'nin
kalitesi a-CGH tekniginin basarisini 6nemli 6lclide etkilemektedir. Bununla
birlikte her bir laboratuvar asamasi son derece titiz bir gsekilde
yuratdlmelidir.

Array CGH teknigi, konvensiyonel karyotiplemeye gore hizli ve kolay
bir teknik olmasinin yani sira kromozom analizi ile saptanamayan
mikrodelesyon ve mikroduplikasyonlarin belirlenmesinde son derece
kullanishdir. Bununla birlikte a-CGH teknigi ile yalanci pozitif veriler, klinik
ozelligi belirsiz varyantlar ve fenotipi aciklanamayan degisimler de dahil
olmak Uzere c¢ok sayida veri elde edilmektedir. Elde edilen veriler
postnatal olarak daha kolay dederlendirilebilirken prenatal vakalarinda
yorumlanmalar oldukga =zor bir hale gelebilmektedir. Bilinmeyen
Ozellikteki varyantlar, parental endise ve prenatal danismada vyol
acabilecedi problemler agisindan genetikgileri oldugu kadar kadin dogum
uzmanlarini da ilgilendiren bir konudur. Calismamizda, karsilastirilan veri
tabanlarinda “benign” veya “patojenik” oldugu belirtilen CNVlerin disinda
saptanan varyantlarin yorumlanmasinda zorluklar gekilmistir.

a-CGH ile degisim saptanan olgularda, s6z konusu degisimin

konfirmasyonu igin diger molekiler  ydntemlerin kullaniimasi

gerekmektedir. Bununla birlikte saptanan degisimlerin familyal ya da de
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novo oldugu hakkinda bilgi edinmek icin SNP analizlerinin yapilmasi
gerekir.

Sonu¢ olarak USG anomalisi olan olgularda aCGH analizleri, altin
standart olan kromozom analizine alternatif olma potansiyeli yluksek bir
teknolojidir. Ancak, yuksek rezollsyonlu aCGH analizlerinin
uygulanmasinin daha givenilir oldugu dislincesindeyiz.
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Eskigehir Osmangazi Universitesi Tip Fakoltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal: -
Prof.Dr.Sevilhan ARTAN (Yksek Lisans Tez Dansgman), Bio Esin SABUNCU
(Yoksek Lisans Tez Sahibi)

Caliymann
degerlendirildigi
ilk toplants tarihi:

27.06.2016

Sonug:

1. Baghktaki kisaltmann agik olarak yanimas: Onerilmektedi,

2. Kigisel verileri gergek kigilere iligkin, bir hastalik dolaymyla hekim veya
diger saghk personcli tarafindan codinilen her tarl0 bilgi olarak
tammiayabiliriz.  Hastaligin torl, hastarun Oyk(st, teghis, tedavi,
psikolojik belirtiler, bedeni eksiklikler ve dzellikler hasta dosyass, rontgen
filmleri, muayene sonuglan ile kigisel, ailevi, mesleki, ckonomik duruma
iligkin veriler hastanin kimligi ve adresi dahi kigisel veri olarak
degerlendirilmelidir. Bu nedenle ubbi kayitlann gizliligine gerekli 8zenin
pﬂuerihudm.

3. Aragurmacilar lyi Klinik Uygulamalar Kilavezu (2015), Déaya Tip
am.pndammuhm(zommwwmmmw
kabul ettiklerini beyan etmiglerdis,

4. Anagurmacilann  yetkin ve bu  aragtwma igin  yeterli  olduklan

anlagiimaktadsr.
$. Ulusal ve uluslararass mevzuatta dile getirilen “Tibbi verilerin gizliligine
azami dikkat esastir.™ .

Karar Tarihi:
27.06.2016

Karar No: 30

Eskigehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali
Prof.Dr.Sevilhan ARTAN (Yiksek Lisans Tez Damgmam) ve Bio.Esin
SABUNCU (Yilksek Lisans Tez Sahibi) tarafindan yOrithlen “Amormal
Ultrason Bulgusu Olan Gebeliklerde aCGH Verilerinin Degeriendirilmesi™
baghkh ¢aligmamn yapiimasin etik agidan uygun olduguna oy birligiyle karar
verilmigtir.

Aragtirmacilara baganlar dileriz.
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EK - 2 Etik Kurul Karar Raporu (Devam Ediyor)

R OSMANGAZI ONIVERSITES]

ESKIsSEnl
GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

UsnvanvAdyvSoysd:

Prof. Dr.Omir SAYLIGIL
(Bagkan)

Eskigehir Osmangazi Oniversitesi Tip Fakiltesi
Top Tarihi ve Etik Anabilim Daly

Dog. Dr. Ugur BILGE

Eskigehit Osmangazi Oniversitesi Tip Fakthesi /l

(Bagkan Yardimais) Aile Hekimlig) Anabilim Dal
imi) l . V
Eskigehir Osmangazi Oniversitesi

) | ?""" ORSAL Eskigchir Saghk Bilimleri Fakoltesi

Raponde Halk Sagigs Hemyireligi Anabilim Dals g

7 r

o | Prof. Dr. Sctcnay DINCER Eskisehir Oniversitesi Tup FahoNesi h

ONER Biyoistatistik Anabilios Del l -

Prof. Dr. Hilmi OZDEN

Eskigehir Osmangazi Oniversitesi Tip Fakoltesi
Anatomi Anabilim Daly

Prof. Dr. Varol SAHINTORK

Eskigehir Osmangazi Oniversitesi Tip Fakesi
Histoloji ve Embriyolofi Anabilim Daly

Prof. Dr. Aydin YENILMEZ

Eskigehir Osmangazi Oniversitest Tip Fakhiesi
Uroloji Anabilim Daly

Dog. Dr. Alan ESSIZOGLU

Eskigehir Osmangazi Oniversitesi Tip Fakohtesi
Ruh Saghps ve Hastaliklars Anabilim Dal

Dog.Dr.Omer KILIC

Eskigchir Osmangazi Universitesi Tip Fakolesi
Cocuk Saglps ve Hastaliklar Anabifim Daly/
Cocuk Enfeksiyon Hastaliklar Bilim Dal

Dog. Dr. Batu Can YAMAN

mw Universites:
Dig Hekimlis Fakohes:
Restoratif Diy Tedavisi Anabilim Dal

&

Prof. Dr. Bekir YASAR

Genel Cemrahi Uzmani

Av. Onder CAN
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Ozgecmis

Bireysel Bilgiler

Adi-Soyadi : Esin Sabuncu

Dogum tarihi ve yeri : 09.09.1987 Eskisehir
Uyrugu :TC

Medeni durumu :Bekar

Iletisim adresleri :esinsabuncu@gmail.com

Egitim Durumu

(Tarih sirasina goére esk|den yeniye dogru ilkdgretim, lise, Universite,
yabanci dil / diller)

IIkogretlm Dumlupinar IIkogretlm Okulu

Ilkdgretim : Atayurt Koleji

Lise : Atayurt Anadolu Lisesi

Universite : Uludag Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji B8Iimu

Yabanci Diller : ingilizce
Mesleki Deneyim
Uye Olunan Bilimsel Kuruluslar:

Yayinlar :
(Makale, So6zlu Bildiri, Poster B|Id|r| Kitap, Kitap Bélimu vd.)

Bilimsel Etkinlikler

Burslar

Odiiller

Projeler

So6zli Konferans veya Seminerler
Kurslar ve Egitim Programlari
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