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UTINE’ye, Saym Dog. Dr. Pelin Ozlem SIMSEK KiPER’e, Pediatrik Kardiyoloji
Bilim Dali’nda bu doktora tezinin gerceklestirilmesi siirecinde bana her konuda
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EZGU’ye, bu siiregte kaybettigimiz Sayin Prof. Dr. Murat Derbent’e ve Genetik
Laboratuvarinda deneylerin yapilmast ve sonuglarin elde edilmesinde degerli
katkilar1 olan Sayin Biyolog Serkan KABACAM’a, tiim Genetik Laboratuvari
calisanlarina ve tiim Pediatrik Genetik Bilim Dali ¢alisanlarina ve genetik bilimine
olan sevgimi anlayan, her zaman destek olan ¢ok sevgili aileme; bana gosterdikleri

anlay1s, inang, sevgi ve destek i¢in sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



OZET

Mutlu, E. Tuba, Konjenital kalp hastahiklarinda MLPA kullanilarak gen kopya
sayis1 varyasyonlarimin analiz edilmesi. Hacettepe Universitesi, Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Genetik Doktora Programi, Doktora Tezi, Ankara, 2016. Konjenital
Kalp Hastaliklar1 (KKH); kalpte dogumda var olan yapisal veya fonksiyonel
anomalilerdir. Enfeksiyoz etiyolojilerden sonra KKH’1 infant mortalitesine en ¢ok
sebep olan durumdur. Klinik 6nemine ragmen KKH’nin etyopatogenezi hakkinda
bilgimiz azdir. Embriyolojik donemde kalp gelisimi sirasinda molekiiler ve hiicresel
diizeyde bir ¢ok genetik faktor birbiriyle iliski halinde bulunmaktadir. Bu faktorler
arasinda transkripsiyon diizenleyicileri, sinyalizasyon yolaklar1 ve kromatin yeniden
diizenlemesi ornek olarak verilebilir. Konjenital kalp hastalar1 arasinda son yapilan
caligmalar, bu hastalarin 6nemli bir kisminda rekiiren kopya sayis1 degisikliklerinin
(CNV) bulundugunu gostermistir. Bu kopya sayist degisiklikleri igerdikleri
gen/genlere gore kalp disinda diger 6nemli organlar1 da etkileyebilmektedir. Bu tiir
hastalarda konjenital kalp hastaliklar1 siklikla ilk goriilen bulgu olabildigi i¢in,
kardiyoloji klinigine bagvuran bu hastalarda; KKH’lar ile iliskili gen/genleri i¢eren
genomik bolgelerin kopya sayisi degisikliklerinin arastirilmasi ile erken tani ve
ekstrakardiyak semptomlarin tedavisi miimkiin olmaktadir. Bu calismada kardiyak
septal defekt saptanan, goriinliste non-sendromik olan 45 hastada, MLPA Kiti
kullanilarak GATA4, NKX2-5, TBX5, BMP4, CRELDI genlerini igeren genomik
bolgelerdeki kopya sayist degisikliklerini arastirmak ve 22ql11.2 kromozomal
bolgesini analiz etmek hedeflenmistir. Bu ama¢ dogrultusunda 45 hasta klinik olarak
degerlendirilmis ve genetik analiz sonrasi ii¢ kopya sayist degisikligi tespit edilmistir
(n=3/45, %6.6). MLPA analizi ile li¢ hastada erken sendrom tanis1 miimkiin
olmustur. Caligmamiz; rekiiren CNV’lerin pediatrik kardiyoloji kliniklerinde MLPA
ile arastirilmasinin non-sendromik konjenital kalp hastalarinda, erken sendrom tani
imkan1 yaratabilecegini gostermistir.

Anahtar kelimeler: konjenital kalp hastaliklari, KKH; kardiyak septal defekt, ASD,
VSD, AVSD; coklu ligasyon-bagimli prob amplifikasyonu, MLPA; kopya sayisi
degisiklikleri, CNVler; 22q11 delesyon sendromu, 22q11DS.

Destekleyen Kurumlar: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi (BAP 6080 Proje ID: 1572).
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ABSTRACT

Mutlu, E. Tuba, Analysis of gene copy number variations in patients with
congenital heart diseases by using MLPA. Hacettepe University, Institute of
Health Sciences, Ph.D. Thesis in Genetics, Ankara, 2016. Congenital heart disease
(CHD) refers to abnormalities in the heart’s structure or function that arise before
birth. Congenital heart defects are the leading non-infectious cause of mortality in
newborns. Despite their clinical importance, little is known about the
etiopathogenesis of CHD. Within embryogenesis the human heart undergoes several
stages of development. At the molecular and cellular levels, heart development
entails precise orchestration of genetic events such as the interplay of master
transcriptional regulators, signaling pathways and chromatin remodeling. Recent
studies among CHD patients have shown the importance of recurrent copy number
variations (CNV) in a significant number of patients. Recurrent CNVs which span
several genes may affect other important organs besides the heart. As CHD may be
the first presenting symptom in such patients, analysis of recurrent CNVs in genomic
regions with genes associated with CHD in patients referring to cardiology clinics,
may led to early diagnosis and treatment of extracardiac symptoms in such patients.
In this study, we aimed to screen copy number variations of genomic regions
including GATA4, NKX2-5, TBX5, BMP4, CRELD1 genes and to analyse 22q11.2
chromosomal region by using MLPA assay among apparently non-syndromic 45
patients with cardiac septal defects. For this purpose 45 patients were clinicaly
evaluated and after genetic analysis 3 CNVs were identified (n=3/45, %6.6). MLPA
assay led to early syndrome diagnosis in three patients. Our study confirme that
analysis of recurrent CNVs by using MLPA assay within pediatric cardiology clinics
can led to early syndrome diagnosis in non-syndromic CHD patients.

Key words: congenital heart disease, CHD; cardiac septal defect, ASD, VSD,
AVSD; multiplex ligation-dependent probe amplification, MLPA; copy number
variants, CNVs; 22q11 deletion syndrome, 229q11DS.

Supported by Hacettepe University Research Projects Management System (BAP
6080 Project ID: 1572).
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1. GIRIS VE AMAC

Konjenital Kalp Hastaliklar1 (KKH); dogumsal defektler arasinda yiiksek
mortalite ve morbidite nedenlerindendir, insidans1 yaklasitk %2-3 olarak
bildirilmektedir. Klinik 6nemine ragmen KKH’nin etyopatogenezi hakkinda bilgimiz
azdir. KKH’1 kromozomal ve mendelyan malformasyon sendromlarmin bir
komponenti olarak goriilebilmektedir ancak vakalarin %80’inde yiiksek kalitim

gosteren sporadik bir durum s6z konusudur.

Embriyolojik donemde kalp gelisimi sirasinda molekiiler ve hiicresel diizeyde
bir ¢cok genetik faktor birbiriyle iliski halinde bulunmaktadir. Bu faktorler arasinda
transkripsiyon diizenleyicileri, sinyalizasyon yolaklar1 ve kromatin yeniden
diizenlemesi ornek olarak verilebilir. Ozellikle transkripsiyon faktorlerinin kalp
gelisiminde Onemli rolleri oldugu gosterilmistir. KKH ile asosiye bulunan
transkripsiyon faktor genleri arasinda NKX2-5, GATA4 ve TBXS kalp gelisimi igin
kritik 6neme sahiptir. Bu {li¢ kardiyak transkripsiyon faktorlerini kodlayan genlerdeki
mutasyonlar daha ¢ok atrial septal defekt (ASD), ventrikiiler septal defekt (VSD) ve
atriyoventrikiiler septal defekt (AVSD)’li hastalarda tespit edilmistir.

Yukarida bahsedilen transkripsiyon faktorlerinin yani sira CRELDI geni,
AVSD ile direk asosiyasyonu oldugu gosterilen ilk insan genidir. BMP4 geni
atriyoventrikiiler septasyon i¢in kritik olan bolgelerde eksprese olur. BMP4 geninin
interventrikiiler septumun membran kisminin formasyonu igin gerekli oldugu

gosterilmistir.

22011.2 mikrodelesyon sendromunda (DiGeorge Sendromu) ASD ve VSD ile
birlikte = farkli  kardiyak = malformasyonlar = da  goriilirken; — 22q11.2
mikroduplikasyonlar1 ile iliskili KKH’lar1 arasinda VSD de bulunmaktadir.
Konjenital kalp hastalar1 arasinda son yapilan ¢alismalar, bu hastalarin bir kisminda
rekiiren kopya sayist degisikliklerinin bulundugunu gostermistir. Bu kopya sayisi
degisiklikleri icerdikleri gen/genlere gore kalp disinda diger onemli organlar1 da
etkileyebilmektedir. 22q11.2 delesyonu veya duplikasyonu olan hastalarda siklikla

goriilen kognitif disfonksiyon bu duruma 6rnek olarak verilebilir.



Bu c¢alismanin  amaci; Hacettepe Universitesi Pediatrik Kardiyoloji
Boliimii’'nde ASD, VSD veya AVSD saptanan, dncesinde genetik tan1 almamis olan
ve goriinliste non-sendromik olan 45 hastada, MLPA P311-A2 Konjenital Kalp
Hastaliklart kiti kullanilarak GATA4, NKX2-5, TBX5, BMP4, CRELD1 genlerini
iceren genomik bolgelerdeki kopya sayisi degisikliklerini aragtirmak ve 22ql1.2

kromozomal bolgesini analiz etmektir.

Bu tiir hastalarda konjenital kalp hastaliklar1 siklikla ilk goriilen bulgu
olabildigi i¢in, kardiyoloji klinigine basvuran bu hastalarda; KKH’lar1 ile iligkili
gen/genleri iceren genomik bolgelerin kopya sayisit degisiklikleri arastirilacak, analiz
sonrasinda tani alan hastalarda varsa diger ekstrakardiyak semptomlarin tespiti ve
tedavisi mimkiin olabilecektir. Ayn1 zamanda bu hastalarin ailelerine genetik
danisma verilecek ve sonraki gebelikler icin prenatal tani imkani s6z konusu

olabilecektir.



2. GENEL BILGILER

Konjenital Kalp Hastaliklar1 (KKH); kalpte dogumda var olan yapisal veya
fonksiyonel anomalilerdir [1,2]. Enfeksiydz etiyolojilerden sonra KKH’1i infant
mortalitesine en ¢ok sebep olan durumdur. Konjenital Kalp Hastaliklari; her 1000
canli dogumun 19-75’inde goriilmektedir [3] ve terme wulagsmayan fetiisler
eklendiginde insidans daha da yiikselmektedir [1,2]. KKH’inin %40’1 yasamin ilk
yilinda tani1 almaktadir[4]. Kardiyomiyopatiler, ileti-sistem hastaliklar1 ve lateralite
defektleri; kalitsal olmalarina ve dogumda var olmalarima ragmen, farkli klinik

presentasyonlari sebebiyle bu insidansa dahil edilmemistir [5].

Konjenital Kalp Hastaliklar1 ii¢ ana kategoride incelenebilinir; siyanotik kalp
hastaliklari, sol tarafli obstriiksiyon defektleri ve septal defektler. Siyanotik kalp
hastaliklar1 i¢inde Biiyiik Arterlerin Transpozisyonu (TGA), Fallot Tetralojisi (TOF),
trikiispid atrezisi, pulmoner atrezi,Cift ¢ikimli sag ventrikiill (DORV), Persistan
Trunkus Arteriozus (PTA) bulunmaktadir. Sol-tarafli obstriikksiyon defektleri
arasinda, hipoplastik sol kalp sendromu (HLHS), mitral stenoz(MS), aort stenozu
(AS), aort koarktasyonu (CoA), kesintili aortik arkus (IAA) bulunur. Septal defektler
icinde de, atriyal septal defektler (ASD), ventrikiiler septal defektler (VSD),
atriyoventrikiiler septal defektler (AVSD) bulunmaktadir. Bu ii¢c ana kategoriye
girmeyen diger konjenital kalp defektleri arasinda bikiispid aort kapak (BAV) ve
patent duktus arteriozus (PDA) bulunur.En ¢ok goriilen konjenital kalp hastalig
bikiispid aort kapak hastaligidir, ikinci en ¢ok goriilen konjenital kalp hastalig1 ise
septal defektlerdir [5].

Kardiyak septal defektler tim KKH’lariin %350’ini igerirler; ventrikiiler
septal defekt en sik goriilen gelisimsel kardiyak defekt olup, tiim konjenital kalp
hastaliklarinin yaklasik %20’ini olusturur [14,15]. Atriyoventrikiiler septal defekt ise
tim KKH’1nin yaklasik %7’inden sorumludur [16,31]. Mutasyon tastyicilari arasinda
en siklikla goriilen kardiyak fenotiplerden biri ise atriyal septal defekttir [18]. Septal
defektler baz1 Mendelyan sendromlarla giiglii asosiyasyon gdosterirler; ayn1 zamanda

izole KKH’mnin da biiyiik boliimiinii olustururlar [14].



2.1. Kardiyak Morfogenez

Kalp embriyo gelisimi sirasinda fonksiyon gosteren ilk organdir ve fetal
yasamin devami i¢in fonksiyonu gereklidir [35]. Kalbi olusturan hiicreler; santral
aksin iki yanma yerlesmis, mezodermden kdken alan hiicrelerdir. Aynm1 kdkenden
gelen iki farklt mezodermal kalp alanlari, kalbi olusturan hiicreleri temin ederler
[40,25].

Primer veya ilk kalp alan1 (FHF), anterior lateral mezodermdeki hiicrelerden
koken alir ve insan gestasyonun onbesinci giiniinde, ikinci kalp alani (SHF) ile
birlikte hilal seklinde bir yap1 olusturur [40,36]. Yaklasik tiglincii haftada, ventral
orta hatta bu hiicreler birleserek primitif kalp tiipiinii olustururlar. Bu birlesme
esnasinda olusan defekt; cardia bifidaya neden olur ki bu durumda normal bir kalp
gelisimi miimkiin olmaz; kalp gelisimi iki farkli alanda bagimsiz olarak devam eder.
Bazen bu ¢ift odaklar primitif chamberlar1 olusturabilir [43]. Primitif kalp tiipliniin
olusmasiyla sonuglanan bilateral go¢ ve birlesme icin gerekli hiicresel mekanizmalar
tam olarak anlasilmamis olsa da; ¢esitli transkripsiyon regulatérlerinin bu islem ic¢in
onemli oldugu bilinmektedir. Mesp1 erken safhada, kardiyak oncii hiicrelerin uygun
lokasyonlara go¢ edebilmeleri igin gereklidir [44]. GATAA4 ise kardiyak fiizyon i¢in
gereklidir [45,46]. Furin’in eksikligi de cardia bifida ile sonu¢lanmaktadir [47,48].
Furin Nodal, Lefty ve BMP’i de igeren cesitli TGF-f aile iiyelerini aktive edebilir.
Belki Furin’in fonksiyonu ile ilintili olarak; viseral endodermden salgilanan BMP2,
kardiyak oncii hiicrelerinin normal migrasyonunu da igeren, kalbin embriyonik sekil

aldig1 durumlarda gereklidir [49].

Primitif kalp tlipiniin i¢ katmani endokardiyal hiicreleri, dis katmani
miyokardiyal hiicreleri icerir. Bu iki katman arasinda karsilikli sinyalin olustugu
kardiyak jel denilen jelatinoz ekstraselliiler matriks bulunur. Yeni olusan bu primitif
kalp tiipii igindeki hiicreler, gelisen atriuma, atriyoventrikiiler kanala ve sol
ventrikiile katkida bulunurlar [37,38]. Primitif kalp tiipliniin genislemesi ve uzamast
ile kalbin kivrilmasi (kardiyak looping) meydana gelir. Primitif kalp tiipiiniin
arkasinda yer alan ve kalp tiipliniin anterior ve posterior uglarina gé¢ eden ikinci kalp

alam1 (SHF) hiicreleri arterial Kkutupta; ¢ikis yolu (OFT), sag ventrikiil,



interventrikiiler septumu olustururken; vendz kutupta bu hiicreler gelisen atriuma ve

atrial septuma katki verirler [39,41].

Kalbin asenkronize kontraksiyonlar1 primitif kalp tiipiiniin olugsmasiyla baglar.
Kalbin kivrilmas ile de kalp kan1 pompalamaya baglar. Kivrilma esnasinda, primitif
kalp tlipli morfolojik olarak farkli yapilarda olan primitif atriuma, primitif ventrikiile
ve primitif OFT’e doniigiir. Bu esnada, ventrikiiler ve atrial boliimlerin (chamber)
nasil blylidiigline yonelik ilging bir hipotez vardir. Gen ekspresyon ve hiicre
proliferasyon paternlerinin arastirilmasi sonucunda, kalbin bu boliimlerinin primitif
kalp tiiptinden balonlasarak olustugu one siiriilmistiir [50,51]. Bu balon modeli cazip
gelmistir ¢linkii hiicrelerin belirli bir yapiya nasil olup da bdliistiiriildiigline yonelik;
bu kompleks olusum mekanizmalarma derli toplu, diizgiin bir anlatim olanag:
sunmustur. Koken analizleri ile spesifik sekil ve hiicre oryantasyon yapilarinin
morfogenezine yol acan biiyiime modeli desteklenmistir. Isaretlenmis hiicrelerin
kiiciik klonlar1 ¢alisilarak, organogenez sirasinda hiicrelerin takip ettigi hiicre
bolinme paternleri anlasilabilmistir [52,53,54]. Koken analizleri ile kalp
boliimlerinin (chamber) diisiiniildiigii sekilde olustugu goriilmistiir fakat primitif
kalp tiiplinden kalp béliimlerini olusturmak iizere hiicrelerin nasil boliistiirildigi
daha komplikedir. Ornegin; Tbx-2’in eksprese edildigi hiicreler agirlikli olarak AV

kanal ile sinirli iken; komsu sol ventrikiilde de pek ¢ok hiicreye rastlanmistir [55].

Biiylime prosesini regiile eden mekanizmalar hakkinda ¢ok az sey bilinmekte
olup; kalp boliimlerinin morfogenezine farkli oranlardaki proliferasyon yon veriyor
olabilir [56,57,58]. Kardiyak bolimlerinin morfogenezinde trabekiil olusumu
onemlidir. Trabekiil kalbin ince duvarli bir organdan, yiiksek basinca karsi kan
pompalayabilen sekilde biiyliyebilmesini saglar. Trabekiikasyonun saglanmasi igin;
neuregulin/ErbB, Notch, Ephrin/Eph ve BmplO’un da iglerinde bulundugu, cok
sayida sinyal yolaklar1 harekete gecer. Bmp10 gelisen trabekiil i¢inde eksprese edilir
ve trabekiiler miyokardiumun proliferasyonu i¢in gereklidir [59]. Endokardiyumdan
koken alan Nrgl, miyokardiyumdaki ErbB reseptorlerine sinyal vererek; Bmp10’dan
bagimsiz bir yolak iginde trabekiilasyonun olusumuna olanak saglar [60,61,62].
Trabekiilasyon igin EphrinB2 ve reseptorii EphB42iin de 6nemli rolleri vardir [63].
Trabekiileye yakin olan endokardiyumdaki Notch sinyali de trabekiilasyon ig¢in
onemlidir. Notch pek ¢ok sinyal yolaklar1 i¢inde yer alir. Notch sinyali Bmpl10



ekspresyonunu muhafaza eder ve Nrgl ve EphrinB2’nin endokardiyumdaki

ekspresyonunu tesvik eder [62].

Kardiyak bdliinme (septasyon); miyokardiyumun spesifik bolgelerinin
bliylimesiyle atrium ve ventrikiiliin sag ve sol boliimlere ayrilmasini igerir.
Ventrikiillerin septasyonu daha basittir. Ventrikiiler septasyon defektleri; Konjenital
Kalp Hastaliklar1 (KKH) arasinda ikinci en sik goriilen durumdur. Ancak, ventrikiiler
septasyonu dikte ederek sekil veren durumlar ve pesisira septal morfogenezi yoneten
hiicresel degisiklikler anlasilamamistir. Embriyolojik ¢aligmalar ile; sag ve sol
ventrikiillerin kiigiik bir segmaninda birbirine komsu iki hiicre popiilasyonunun
bliyiiyerek interventrikiiler septumu (IVS) olusturdugu belirlenmistir. Genetik koken
analizleri ile; IVS’nin sag ve sol komponentlerinin IVS’nin olusumu sirasinda
birbirleriyle karigsmadiklari bulunmustur [37,64]. Transkripsiyon faktorlerinden;
TBX5, GATA4, NKX2-5, SALL4 ve HAND ailesini de iceren pek cok gen; IVS’nin
olusumunda rol almaktadir. Bu genlerin hepsi IVS’nin olusumunda 6nemli olsa da,
bunlarin kaybi; pleiotropik etkilere yol agar. IVS olusumunun tamamen Yok
olmasiyla sonu¢lanmaz, septumda bir defekt ile sonuglanir. Dolayisiyla; IVS’nin
lokasyonuna sekil veren, olusumunu tesvik eden molekiiler belirleyiciler tam olarak
anlagilamamistir. Fakat en azindan bir gen; IVS olusumuna rehberlik eden
miyokardiyumun sekil almasiyla direk olarak iligkili olabilir. TBXS; ventrikiillerde,
IVS’nin olustugu yerin hemen {ist bolgesine uzanan dinamik bir patern iginde
eksprese olur [65,66]. TBXS’in fare ve civcivlerdeki genetik manipulasyonu ile;
ventrikiillere oranla, IVS’nin pozisyonunun, TBX5’i eksprese eden veya etmeyen
hiicreler arasindaki sinirla belirlendigi one siiriilmiistiir [67,66]. TBX5’in sag ve sol
ventrikiillerin arasindaki sinir boyunca yanlig ekspresyonu IVS olusumunu ortadan

kaldirmaktadir [66].

Farelerde; ventrikiiler miyokardiyumda veya IVS’e katki veren hiicreleri
iceren ventrikiiler miyokardiyumun segmentinde TBXS5’in silinmesi sonucu normal
kalp olusur ancak IVS olusumu baslayamaz [66]. Bu da; IVS’e katki veren
ventrikiiler miyokardiyumun spesifik bolgesindeki TBX5’in IVS olusumunda kritik
onem tagidigim1 gostermektedir. IVS olusumu i¢in TBXS ekspresyonu gereklidir
fakat bu smirin nasil fonksiyon gostererek IVS’i olusturdugu bilinmemektedir.

TBXS, farkli hiicre sinyal yolaklari ile etkilesime girerek atrial septasyonda da kritik



rol oynar. TBX5’in endokardiyumdaki fonksiyonu; septal olusumu saglayan sinyal
yolaklariin tesisi igin gereklidir [68]. Atrial septasyonun olusumu igin; ikinci kalp
alaninda (SHF), TBX5-Hedgehog molekiiler aginin gerekli oldugu goriilmiistiir.
TBXS5’in ikinci kalp alaninin Hedgehog sinyaline verdigi cevabi regiile ettigi tespit
edilmistir. Endokardiyumda veya miyokardiyumda TBXS5’in bir kopyasinin
silinmesi, TBX5+/-farclerde goriilen septasyon defektlerine yol agmaz fakat ikinci
kalp alanimin hedgehog sinyaline cevap veren hiicrelerinde TBX5’in bir kopyasinin
silinmesi septasyon defektlerine yol agmaktadir. TBXS direk olarak Hedgehog
pathway genlerini regiile eder ve Osrl’in regiilasyonunda Hh-pathway’ine paralel
etki de gosterebilir [69].

Kardiyak septasyon sonrasinda, atrium ve ventrikiil arasindaki iletisim devam
eder, kalp kapaklar1 tek yonlii kan akisini saglarlar. Kalp kapaklarinin olusumu
miyokardiyum ile endokardiyum arasindaki kompleks, koordine sinyaller ile ortaya
c¢ikar.  Miyokardiyumdan  gelen  sinyaller lokal  endotelial-mesenkimal
transformasyonu (EMT) baslatir. EMT’nin lokasyonu; kalp segmentlerinin
baglangictaki patternine ve Bmp2 gibi EMT’i indiikleyen faktorlerin lokalize
ekspresyonlarina baghdir [70]. Bmp2 Tbx2 ile birlikte; AV kanalin ve ¢ikis yolunun
(outflow tract) sekil almasi i¢in ve transforme olmus endokardiyal hiicrelerin gog
ettigi kardiyak jelin tesisinde gereken genlerin ekspresyonu icin de gereklidir
[71,70]. AV kanalin sekil almasinda endokardiyumdaki Notch sinyali de yer alir,
Notch sinyali Bmp2’i baskilar [72]. Kardiyak jelin duvarlarinin kalinlasmasiyla AV
kanalda ve OFT bolgelerinde endokardiyal yastik¢iklar (ECs) olusur. Endokardiyal
yastik¢iklar, primitif kalp kapaklar1 olarak fonksiyon gosterirler ve tek yonlii pulsatil
kan akigini saglarlar [42]. Snail transkripsiyon faktorlerinden Snail ve Snai2’nin
ekspresyonlarinin baslamasi i¢in TGF sinyali kritik rol oynar. Snail transcription
faktorleri, EMT’i olusturan hiicrelere invazif 6zelliklerini verir [73]. Son olarak,
miyokardiyal calcineurin/NFAT sinyallerini i¢eren dordiincii bir yolak; AV kanalda
kalp kapaklarinin olusacagi bolgede VEGF ekspresyonunu baskilar [74]. ErbB3’li de
iceren EMT’1 indiikleyen faktorlerin aktivasyonu i¢in endokardiyumda GATA4’iin
ekspresyonu da gereklidir [75]. Notch ve BMP de endokardiyal EMT igin gereklidir
[76].



AV kapak olusumu gibi kardiyak ¢ikis yolunun (outflow tract) septasyonu ve
pulmoner, aort kapaklarinin tesisinde benzer sinyal yolaklar1 rol alir, ancak kismi
farkliliklar da vardir. Ornegin; VEGF sinyali hem AV kanaldaki hem de OFT’ deki
EMT i¢in gereklidir ancak; OFT’deki rolii AV kanaldaki endokardiyal yastik¢ik
olusumundan daha 6nemlidir [77]. Karmasik sinyal yolaklarinin koordine edildigi
ikinci kalp alanindan ¢ikis yolu (outflow tract) olusur. Olusan ¢ikis yolu iginde
kardiyak noral krest hiicreleri yer degistirir ve distal ¢ikis yolunun yastik¢ik hiicreleri
bu hiicrelerden koken alir. OFT’nin proksimal yastik¢ik hiicreleri endotelden kdken
alir. Ikinci kalp alaminin mezoderminden baslayan, smirdaki ndral krest ve

endokardiyal hiicreler ile etkilesen sinyal yolaklar1 bu olusumlarin morfogenezinde

gereklidir [78,79].

T-box trankripsiyon faktorii Tbx1’in kontrolii altindaki Fgf8 sinyalleri;
komsu noral krest ve endotel hiicrelerine sinyal veren BMP’lerin de i¢inde
bulundugu diger biiyiime faktorlerini aktive eden otokrin sinyal dongiisii i¢in
gereklidir [80,79]. Tbx1’in sinyali baslatmadaki rolii ilgingtir ¢iinkii insanlarda
TBX1’in heterozigot kayb1t 22qll mikrodelesyon sendromuna (Di-George
sendromuna yol agar [81,26]. Bu sendromun kardiyovaskiiler bulgularinin noral krest
olusumundaki bir defektten kaynaklandigi diistiniilmiistiir, fakat Tbx1 brankial arkta
ve ikinci kalp alan1 (SHF) mezoderminde de eksprese olur [83,84]. TBX1’in noral
krest hiicreleri igindeki hiicre-otonom fonksiyonundan ziyade, OFT gelisimini ve
kardiyak morfogenezi etkileyen otokrin ve parakrin sinyalleri aktive ediyor olmasi
onemlidir. OFT ve AV kanaldaki yastik¢ik olusumu baslatildiktan sonra kapak
olusumu kapak dokusunun uzamasi ve gelismesi ile devam eder [85]. Benzer sinyal
yolaklar1 harekete gecer. Ornegin; calcineurin/NFAT sinyali miyokardiyumdaki
fonksiyonundan sonra endokardiyumda fonksiyon gosterir [74]. Valvulogenezin ilk
evrelerinden daha az anlasilmis olsa da; kapaklarin gelisimi, Twistl ve TBX20 nin
kayiplariyla, Sox9 ve Scleraxis’in ekspresyonuyla birlikte tendon benzeri bir fenotip
olusumuyla, gen ekspresyonunda ve hiicresel kimlikte belirgin degisiklikleri igerir
[86,87].

Kalp olusumu sirasinda pek ¢ok hiicre tipi 6zellesir, ayrisir. Miyokardiyal
hiicreler atrial, ventrikiiler, pacemaker, AV nod ve His-Purkinje hiicrelerine 6zellesir.

Atrial ve ventrikiiler hiicreler disindaki bu ii¢ hiicre tipi kardiyak ileti sistemini



olustururlar. Sol ve sag boliimlere tekabiil eden; atrial ve ventrikiiler hiicrelerin
tesisine neden olan faktorler agik degildir. Atrial ve ventrikiiler kimligi belirleyen
faktorler de net degildir [88]. Sag ve sol ventrikiiler miyositlere farklilasma; kalp
tiipliniin antero-posterior sekil almasina ve TBX5 ve HANDI gibi transkripsiyon
faktorlerinin spesifik ekspresyonuna bagli gibi goéziikkmektedir [65,89]. Sag ve sol
atrium; embriyonik viicut planinin tesisini baslatan sag-sol sinyal kaskadlarina bagl
olarak sekil alir [90,91]. Sol-tarafta eksprese olan Pitx2 transkripsiyon faktorii; kalp
attminin baglamasi ve iletimi igin kritik olan pacemaker doku farklilagmasinin
baglamasini sol atriumda baskilayarak, sag ve sol atrial kimligi tesis eder [92,93].
Atrial ve ventrikiiler dokular iginde, hiicre-tipi 6zellesme ile her kalp atimi igin
koordine bir sekilde atimlari ileten fiberler olusur. Sinoatrial node pacemaker
hiicrelerinin 6nemli bir 6zelligi olan spontan depolarizasyon icin gerekli iyon
kanallarinin ekspresyonunu desteklerken, calisan miyokardiyum fenotipini kismen
baskilayan Tbx3’iin lokalize ekspresyonu atimlarin basladig1 sinoatrial nodun sekil

almasin1 belirler [94,95].

Atrial ve ventrikiiler kontraksiyon arasindaki koordinasyonu emin kilmak i¢in
atimlarin yavasladig1 atrioventrikiiler nodu da igine alan atrioventrikiiler ileti
sisteminin olugmasi i¢in de Tbx3 6nemlidir. Tbx3 ekspresyonu, atrioventrikiiler ileti
sistemini ana hatlariyla belirler [96]. Tbx3 atrioventrikiiler nodun olugmasi igin de
onemlidir [95] fakat Tbx2; atimlarin atriumdan ventrikiile sadece atrioventrikiiler
nodun iizerinden ge¢mesini emin kilan yalitan dokulart 6zellestirir [58]. Bu 6nemli
elektrik yalitimi olmazsa, letal aritmilere neden olan yardimci yolaklar gelisir. Distal
ileti sisteminin gelisimi icin Thx5,Nkx2-5 ve Id2’nin doz-sensitif fonksiyonlari
gereklidir [97,98]. Irx3 transkripsiyon faktorii de kardiyak his-purkinje sistemindeki
hizli iletinin saglanmasi i¢in gereklidir [99]. Son olarak da, Irx5 transkripsiyon
faktori;, kardiyak ventrikiiler repolarizasyonu saglayarak, akimimn Yyeniden

baglamasini koordine eder ve kalp atimimin devamini saglar [100].

2.2. Konjenital Kalp Hastaliklarinda Etyopatogenez

Konjenital Kalp Hastaliklarinin major sebebi, embriyogenez sirasinda kalp

gelisiminde rol alan regiilatorlerde olusan mutasyonlar olarak diistiniilse de [4],
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epidemiyolojik veriler gevresel etkilere de dikkat gekmektedir [6]. Prenatal donemde;
terapOtik amagla kullanilan; thalidomide, isotretinoin, trimethoprim-sulfonamide,
sulfasalazine, ibuprofen, antikonviilzan kullaniminin konjenital kalp hastaligi
riskinde artisa sebep oldugu bildirilmistir [6]. Ancak bu epidemiyolojik ¢alismalar
hastalik riskine dikkat ¢ekerken, sebep olan hastalik mekanizmalari belirtilmemistir
[5]. Maternal alkol, marihuana kullanimi ile maternal dénemde maruz kalinan
organik ¢oziiciiler ve pestisitler de konjenital kalp hastalig1 riskinde artisa neden
olmaktadir. Tedavi edilmemis maternal fenilketoniiri, pregestasyonel diyabet,
maternal rubella, yiiksek atesle seyreden hastaliklar ve influenza da konjenital kalp

hastalig1 riskinde artisa sebep olmaktadir [6].

Konjenital Kalp Hastaliklarinin etyopatogenezi heniiz tam olarak
anlagilamamistir. Tek gen hastaliklarinin ve kromozomal defektlerin multisistem bir
hastalik yapisinda konjenital kalp hastaliklarina neden oldugu uzun zamandir
bilinmektedir. Andoploidinin  ¢ok Dbilinen 6rnekleri Trizomi 21 ve Turner
Sendromudur  (45,X). Trizomi 21°de yaklastk %50 oraninda hastada,
atriyoventrikiiler septal defektler ve/veya Fallot Tetralojisi goriiliirken; Turner

sendromunda aort koarktasyonu (CoA) ¢ok siklikla goriiliir (Tablo2.1.).

En siklikla goriilen segmental andploidi ise 22ql 1mikrodelesyonudur. 22911
mikrodelesyonu genellikle de novo olusur. Mendelyan malformasyon sendromlarina
ornek olarak, otozomal dominant kalitim gosteren, konjenital kalp hastaliklarinin ve
ekstrakardiyak anomalilerin goriildiigii Noonan ve Holt Oram Sendromlar
bulunmaktadir (Tablo2.2.). GATA4 ve NKX2.5 mutasyonlarinin neden oldugu nadir
otozomal dominant kalitim gosteren izole konjenital kalp hastaliklar1 da vardir. Non-
sendromik kardiyak malformasyonlara yol agan tek gen defektleri arasinda; MYH6,
atrial septal defektlere neden olurken; CRELD1, ALK2, BMPR2’nin atrioventrikiiler
septal defektlerin genetik etiyolojisinde rol aldiklari gosterilmistir. Non-sendromik
septal defektlerin etyopatogenezi c¢ogu vakada bilinmiyor olsa da; otozomal
dominant kalittmin gorildigi pedigriler; genlerin veya kromozomal lokuslarin
tanimlanmasinda faydali olmuslardir (Tablo2.5.) [34]. NOTCHI mutasyonlari ise,
aort kapagi malformasyonlarina, aort valv kalsifikasyonlarina neden olmaktadir

(Tablo2.3.).
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Konjenital Kalp Hastaliklar1 kromozomal ve mendelyan malformasyon
sendromlariin bir komponenti olarak goriilebilmektedir ancak bu bilinen genetik
sebepler hastaligin %20’sinden azina tekabiil etmektedir [7,30,31]. KKH’min biiyiik
bir kisminda yiiksek kalitim gosteren sendromik olmayan bir durum séz konusudur
fakat hastalarin %25-%40’inda ekstrakardiyak anomaliler de bulunmaktadir [8].
KKH’mnin biiyiikk ¢ogunlugu sporadik veya ailesel olsun sendromik degildir ve
konjenital kalp hastalarinin %80’inde genetik etyopatoloji bilinmemektedir. Sporadik
olarak goriinen vakalarda dahi epidemiyolojik calismalarda, KKH i¢in, kardes ve
cocuklarda %2-5 olarak saptanan artmis rekiirens risk; paylasilan genlerin ve/veya

¢evrenin potansiyel roliinii géstermistir [9].

Populasyon bazli c¢aligmalarda; birinci derece akrabalarda, herhangi bir
formdaki KKH’1 i¢in relatif risk 3.2 olarak saptanirken; birinci derece akrabalarda;
rekiirens risk orani; heterotaksi icin 79.1; konotrunkal defektler icin 11.7;
atriyoventrikiiler septal defektler i¢in 24.3; izole atriyal septal defektler i¢in 7.1; izole
ventrikiiler septal defektler i¢in 3.4 olarak tespit edilmistir. Ayn1 defekt i¢in rekiirens
risk orant 8.15 iken farkli kalp defektleri icin bu oran 2.68 olarak bulunmustur.
Birinci derece akrabalarinda KKH aile hikayesi olanlar; popiilasyondaki kalp
defektlerinin  sadece  %2.2°ini  olusturmaktadirlar.  Kromozomal defektler
cikarildiginda bu oran %4.2 olmaktadir [10]. Parental akrabalik durumunda ise,
cocuklarda KKH riski 2-3 kat artmaktadir [11].

Sendromik hastalarda, KKH’min insidanst ¢ok ytiksektir, 6zellikle trizomi
13,18 ve 21 de hastalarin %80-%90’inda KKH goriilebilmektedir [12,13]. Aile bazli
calismalar KKH ile baglantili genleri bulmada yararli olmuslarsa da; popiilasyon
bazli ¢alismalarda, akraba olmayan hastalarda, mutasyonlar kolay saptanamamustir.
Bu durum KKH’inin multifaktoriyel nedenlerine isaret etmektedir. Bunun 6tesinde
mutasyonlar degisken ekspresyon gosterirler, dyle ki ayn1 mutasyon farkli kardiyak
malformasyonlara neden olurken; farkli mutasyonlarda ayni kardiyak malformasyon
goriilebilmektedir. Penetrans degisiklikleri de KKH’da pedigrilerde siklikla
rastlanilan bir durumdur. Azalmis penetrans tasiyicilardaki tespit edilmemis
asemptomatik kalp defektlerine bagli olabilecegi gibi epistaz sebebiyle de olabilir.
Bu durum da modifiye edici bir takim faktorlerin ve epigenetik mekanizmalarin

varhigini gosterir [17].
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Kalp gelisimi; zamansal ve mekansal olarak ¢ok siki regiile edilen, kompleks
bir yapi igerisinde birbiriyle etkilesime giren, ¢cok sayidaki sinyal yolaklar tarafindan
kontrol edilmektedir. Bu giine kadar tanimlanmis KKH genleri, gelisim
basamaklarindaki tiim sinyal yolaklarinin, insan KKH’inda rolii olabilecegini
gostermektedir. Bunlar arasinda; ligandlar(6r; JAGI), reseptorler (6r; NOTCH,
PDGFRA), down-stream sinyal efektorler (6r; PTPN11, SMADG6), transkripsiyon
faktorleri (6r; GATA4, NKX2-5) ve hedef genler (6r; ACTCI, MYH6)
bulunmaktadir (Tablo2.3.). Bunlarin 6tesinde; histon-modifiye eden proteinleri
kodlayan hastalik genlerinin tespit edilmesi ile ortaya ¢ikan hedef genlerin epigenetik
regiilasyonu; kalp gelisimindeki kompleks yapiya baska bir regiilasyon basamagi
daha eklemistir (Tablo2.4.) [32].

Bu bulgular; genetik ve ¢evresel risk faktorlerinin; kalp gelisiminde rol alan
protein aglar1 i¢inde birbirleriyle etkilesime girerek KKH’a sebep olabilecegini

gostermektedir [33].
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Tablo 2.1. KKH’larinin Gorildigii Anoploidi ve Mikrodelesyon Sonucu Olusan

Sendromlar
Sendrom Kardiyak KKH | Klinik Ozellikler Neden Kahtim | OMIM
Anomali % Olan
Genler
Trizomi 13 ASD, VSD, %80 | Mikrosefali,agir Bilinmiyor | Mayozda
(Patau PDA, HLHS mental retardasyon, hata
Sendromu) polidaktili,yarik
damak/dudak,
genitoiiriner
anomaliler,
omfalosel,
mikroftalmi
Trizomi 18 ASD, VSD, %90- | Polihidramnioz, Bilinmiyor | Mayozda
(Edwards PDA, TOF, %100 | bilier atrezi, agir hata
Sendromu) DORYV, CoA, mental retardasyon,
BAV diyafram hernisi,
omfalosel
Trizomi 21 ASD, VSD, %40- | Hipotoni,  gelisim | Bilinmiyor | Mayozda | 190685
(Down AVSD, TOF %50 | geriligi,simian hata
Sendromu) cizgisi,  epikantus
katlantis1
Monozomi X CoA, BAV, %25- | Kisa boy, Bilinmiyor | Mayozda
(Turner AS, HLHS %35 | gogiis kafesinin hata
Sendromu) genis olmasi, meme
baglarmin  birbirine
uzak olmasi, yele
seklinde kalin ve
kisa boyun, primer
amenore
47 XXY PDA, ASD, %50 | Uzunboy, Bilinmiyor | Mayozda
(Klinefelter mitral valv hipoplastik hata
Sendromu) prolapsusu testisler,gecikmis
puberte
22q11 IAA Tip B, %75 | Timus ve paratiroid TBX1 De Novo | 188400
delesyon aortik ark hipoplazisi,
(DiGeorge anomalileri, immiinyetmezlik, AD
Sendromu) trunkus disik (%6-
arteriosus, TOF kulak,hipokalsemi, %28
konusma / 6grenme vakada)
bozukluklari, renal
anomaliler
7911.23 Supravalvar %50- | Infantil ELN De Novo | 194050
delesyon AS, PPS %85 | hiperkalsemi, elf
(Williams- yiiz, sosyal kisilik, AD
Beuren gelisim geriligi,
> (az
Sendromu) igitme kaybr vakada)
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Tablo 2.2. KKH’larinin ~ Goériildiigiic. Tek Gen Defektlerinin @ Neden Oldugu

Sendromlar
Sendrom Kardiyak Klinik Ozellikler Neden | Lokus |Kahtim| KKH% | OMIM
Anomaliler Olan
Genler
Noonan PS ve Kisa boy, yele boyun, | PTPN11, | 12924 AD %80 | 163950
Sendromu | displastik gogiisduvari KRAS, | 12p1.21
pulmoner deformiteleri, gelisim | RAF1, 2p21
kapak, geriligi, SOS1 3p25.2 AR
AVSD, kriptorsidizm, 7934
HCM, CoA | anormalyiiz 15¢22.31
gorunumu 11p155
1p13.2
10g25.2
11923.3
17q11.2
Costello PS, HCM, Kisa boy, gelisim HRAS | 11p15.5 De %63 | 218040
Sendromu | kardiyak ileti | geriligi, kaba yiiz, Novo
anomalileri | solid organ
karsinomasinda AD
artmus risk
Ellis-van ASD, tek iskelet displazisi(kisa EVC, 4p16 AR %60 | 225500
Creveld atrium uzuvlar,displastik EVC2
Sendromu tirnaklar, disler)
Alagille PS, TOF, Intrahepatik safra JAG1, 20p12 AD %90 | 118450
Sendromu | ASD, PAS kanal1 azligi, NOTCH2 | 1p12
kolestaz, tipik yiiz
goriiniimil, iskelet
sistemi anomalileri,
okiiler anomaliler,
biiyiime geriligi,
isitme kayb1, atnali
bobrek
Okihiro VSD, PFO, | Onkol SALL4 | 20g13.2 AD 607343
Sendromu | TOF malformasyonlari,
renal okiiler
malformasyonlar
Holt-Oram | ASD, VSD, | Bagparmak TBX5 12924 AD %85 | 142900
Sendromu | AVSD, anormallikleri, radial
ilerleyici AV | displazi
ileti sistem
hastaliklar1
Kabuki VSD, ASD, | Mental MLL2 [12q13.12 De %31- | 147920
Sendromu | TOF, CoA, | retardasyon,postnatal Novo %55
PDA, TGA | biiyiime geriligi,yarik
damak,iskelet
anomalileri
Char PDA Dismorfik yiiz, TFAP2b | 6pl2 AD %2100 | 169100
Sendromu parmak anomalileri
CHARGE | ASD, VSD, | Kolobom, koanal CHD?7, 8p12 AD %85 | 214800
Sendromu | valv atrezi,gelisim SEMASE | 7¢21.11
defektleri geriligi,genital-

uriner anomaliler




Tablo 2.3. Tek Gen Defektlerinin Neden Oldugu Non-Sendromik KKH

Tablo 2.3.1. Transkripsiyon Faktorleri ve Kofaktorler
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Gen Protein Fenotip OMIM
ANKRD1 Ankyrin Repeat Domain | TAPVR 609599
CITED2 c-AMP Responsive ASD, VSD 602937
Element-Binding Protein
FOG2/ZFPM2 | Friend of GATA TOF, DORV 603693
GATA4 GATAA4 Transcription ASD, PS, VSD, TOF, AVSD, PAPVR 600576
Factor
GATAG6 GATAG Transcription ASD, TOF, PS, AVSD, PDA, OFT defects, | 601656
Factor VSD
HAND?2 Helix-Loop-Helix TOF 602407
Transcription Factor
IRX4 Iroquois Homeobox 4 VSD 606199
MED13L Mediator Complex TGA 608771
Subunit 13-like
NKX2-5 Homeobox Containing ASD, VSD, TOF, HLH, CoA, TGA, DORYV, | 600584
Transcrription Factor IAA, OFT defects
NKX2-6 Homeobox Containing PTA
Transcription Factor
TBX1 T-Box 1 Transcription TOF, (22q11 deletion syndromes) 602054
Factor
TBX5 T-Box 5 Transcription AVSD, ASD, VSD, (Holt Oram Syndrome) | 601620
Factor
TBX20 T-Box 20 Transcription ASD, MS, VSD 606061
Factor
TFAP2B Transcrition Factor AP-2 | PDA, (Char syndrome) 601601
Beta
ZIC3 Zinc Finger Transcription | TGA, PS, DORV, TAPVR, ASD, HLH,|300265

Factor

VSD, Dextrocardia, L-R axis defects




Tablo 2.3.2. Reseptorler, Ligandlar, Sinyal Yolaklari
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Gen Protein Fenotipler OMIM

ACVR1/ALK2 BMP Receptor AVSD 102576

ACVR2B Activin Receptor PS, DORV, TGA, Dextrocardia 602730

ALDH1A2 Retinaldehyde TOF 603687
Dehydrogenase

CFC1/CRYPTIC Cryptic Protein TOF, TGA, AVSD, ASD, VSD, 605194

IAA, DORV

CRELD1 Epidermal Growth ASD, AVSD 607170
Factor- Related
Proteins

FOXH1 Forkhead Activin TOF, TGA 603621
Signal Transducer

GDF1 Growth Differantiation | Heterotaxy, TOF, TGA, DORV 602880
Factor-1

GJA1 Connexin 43 ASD, HLH, TAPVR, 121014

(Oculodentodigital dysplasia)

JAG1 Jagged-1 Ligand PAS, TOF, (Alagille syndrome) 601920

LEFTY2 Left-Right TGA, AVSD, IAA, CoA, L-R
Determination Factor axis defects

NODAL Nodal homolog (TGF- | TGA, PA, TOF, DORV, 601265
beta superfamily) Dextrocardia, TAPVR, AVSD

NOTCH1 NOTCH1 (Ligand of | BAV, AS, CoA, HLH 190198
JAGL)

PDGFRA Platelet-Derived TAPVR 173490
GrowthFactor Receptor
Alpha

SMADG6 MAD-related protein BAV, CoA, AS 602931

TAB2 TGF-beta Activated OFT defects 605101
Kinase

TDGF1 Teratocarcinoma- TOF, VSD 187395
Derived Growth Factor
1

VEGF Vascular Endothelial CoA, OFT defects 192240
Growth Factor

Parentez igindeki fenotipler; gen mutasyonlariyla ilgili sendromlar1 ve/veya ekstrakardiyak bulgulari
igerir. OFT, ¢ikis yolu defektleri.
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Tablo 2.3.3. Yapisal Proteinler

Gen Protein Fenotipler OMIM
ACTC1 Alpha Cardiac Actin ASD 102540
ELN Elastin SVAS, PAS, PS, AS,(Williams- 130160
Beuren syndrome)
MYH11 Myosin Heavy Chain 11 PDA, Aortic Aneurysm 160745
MYHG6 Alpha Myosin Heavy ASD, AS, PFO, TGA 160710
Chain
MYH7 Beta Myosin Heavy Chain | Ebstein Anomaly, ASD, NVM 160760

Parentez i¢indeki fenotipler; gen mutasyonlariyla ilgili sendromlar1 ve/veya ekstrakardiyak bulgular1
igerir. PAS, pulmoner arter stenozu; SVAS, supravalv aort stenozu; NVM, Ventrikiiler myocardiumun
non-kompaksiyonu.

Tablo 2.4. Epigenetik regiilatorleri kodlayan genler

Gen Protein Fenotipler

CHD7 Binding to H3K4Me3 CHARGE syndrome
KMT2D (MLL2) H3K4 methyltransferase Kabuki syndrome

EP300 Histone acetyltransferase Rubinstein-Taybi syndrome
CREBBP Histone acetyltransferase Rubinstein-Taybi syndrome
EHMT1 H3K9 methyltransferase Kleefstra syndrome

Tablo 2.5. Non-Sendromik Septal Defektlere Neden Olan Genler ve Kromozomal

Lokuslar
Fenotip Kromozom Lokuslari Gen
Atrial septal defekt 1 5p bilinmiyor
Atrial septal defekt 2 8p23.1 GATA4
Atrial septal defekt 3 14q11.2 MYH6
Atrial septal defekt 4 7pl4.2 TBX20
Atrial septal defekt 5 15914 ACTC1
Atrial septal defekt 6 4032.3 TLL1
Atrial septal defekt 7 5g35.1 NKX2-5
Atrial septal defekt 8 6024.1 CITED2
Ventrikiiler septal defekt 1 8p23.1 GATA4
Ventrikiiler septal defekt 2 6024.1 CITED2
Ventrikiiler septal defekt 3 5035.1 NKX2-5
Atrioventrikiiler septal defektleri 1 1p31-21 bilinmiyor
Atrioventrikiiler septal defekt 2 3p25.1 CRELD1
Atrioventrikiiler septal defekt 3 6022.31 GJAl
Atrioventrikiiler septal defekt 4 8p23.1 GATA4
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2.2.1. Kardiyak Transkripsiyon Faktorlerini Kodlayan Genler

Genetik ¢alismalar sonucunda; kalitsal ve sporadik konjenital kalp
hastaliklarina neden olan pek ¢ok gen tespit edilmistir. Bulunan genlerin biiyiik
cogunlugu transkripsiyon faktorlerini kodlarlar. Transkripsiyon faktorleri, kalp
gelisimi sirasinda, ventrikiiler septasyon veya cikis yolu morfogenezi gibi spesifik

durumlari regiile ederler.

[k bulunan konjenital kalp hastaligina neden olan tek gen mutasyonu; T-box
transkripsiyon faktor genlerinden; Holt-Oram sendromuna (HOS) neden olan TBX5
genidir [19]. Holt-Oram sendromunda ¢ogunlukla ASD, VSD ve ileti sistemi
defektleri goriiliir. TBXS5’ten sonra, kalitsal ASD ve atriyoventrikiiler blok goriilen
ailelerde, NKX2-5 mutasyonlar1 bulunmustur. NKX2-5 mutasyonlari; VSD, Ebstein
anomali ve TOF gibi farkli konjenital kalp hastaliklar1 olan ailelerde de goriilmuistiir
[20]. Farelerle yapilan ¢alismalarda, transkripsiyon faktorlerinin dozlarmin 6nemli
oldugu ortaya ¢ikarilmistir. TBX5’in bir alleli silinen farelerde; heterozigot TBX5
mutasyonuna sahip HOS’Iu hastalardaki kalp defektlerine birebir benzer defektler
goriiliirken; KKH ile ilgili baz1 gen mutasyonlarinda; gen dozunun fenotipe etkisinde
farkliliklar oldugu bulunmustur. Farelerde NKX2-5’in bir allelinin silinmesi;
insanlarda, NKX2-5 eksikligine bagl olusan kardiyak defektlerin birebir benzerini
gostermemistir. Yine TBX20 eksikligi; farelerde doz %50’inin altinda olursa ancak
bir kalp defekti olustururken; insanlarda, fonksiyonda %50 kayipla seyreden TBX20
mutasyonlart ¢cok farkli yapisal defektlere neden olmaktadir. Bu c¢aligmalarda ayrica
TBX5 ve NKX2-5’in fiziksel olarak etkilesime girdigi ve sinerjistik bir hedef
aktivasyonu gosterdikleri bulunmustur [21,22,23].

Birbirleriyle etkilesime giren transkripsiyon faktorlerinin 6nemi; GATA4
mutasyonlarinin kalitsal septal defektlere neden oldugunu gosteren ¢alismalarla
tekrar vurgulanmistir. GATA4’iin NKX2-5 ile etkilesime girdigi goriilmiistiir
[24,25]. GATAA4 ile NKX2-5 arasindaki ve GATA4 ile TBX5 arasindaki defektif
etkilesimler, GATA4 mutasyonlarinin neden oldugu KKH’1nin altta yatan sebepleri
arasindadir. Bu {i¢ birbiriyle etkilesen kardiyak transkripsiyon faktorlerinin kalp

olusumunda doz sensitif regiilatorler olduklar1 belirlenmistir.
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Farelerle yapilan g¢alismalarda, baska bir transkripsiyon faktér geni olan
TBX1’in 22ql1 mikrodelesyon sendromlarindaki KKH’ndan sorumlu oldugu
belirtilmistir [26]. 22q11 bolgesindeki baska genlerin de muhtemelen bu sendromdan
sorumlu oldugu; 6rnegin CRKL nin eksikliginin, fare modellerinde benzer defektlere
neden oldugu ve TBX1’in delesyonun yarattigi durumu siddetlendirdigi belirtilmistir
[27,28]. SALL 4 ve TBX20 mutasyonlarimin tanimlanmasi ile, etkilesime giren
transkripsiyon faktorlerinin sayilar1 da artmistir. TBXS ve SALL4’ln birlikte
fonksiyonu,hedef gene bagli olarak; gen ekspresyonunu baskilayabilir veya aktive
edebilirken; TBX5, GATA4 ve NKX2-5 birlikte galisarak sadece gen aktivasyonuna
sebep olmaktadirlar [29]. Tiim bu ¢alismalar, transkripsiyon faktorlerinin kompleks
etkilesimlerinin; kardiyak gen ekspresyon regiilasyonunun ve konjenital kalp
hastaliklarinin ~ etiyolojisinin anlagilmasinda &nemli rolleri oldugunu ortaya

cikarmustir.

2.2.2. Sinyal Yolaklarim1 Kodlayan Genler

Sendromik ve izole Konjenital Kalp Hastaliklarinda (KKH) hastalik
genlerinin tanimlanmas: ile kalp gelisiminde bir kisim sinyal yolaklarinin varligi da
dogrulanmigtir. NOTCH sinyal yolagi hiicre kaderini belirleyen bir regiilator olarak
ve pek ¢ok gelisimsel islemlerde sekil veren bir sinyal efektorii olarak rol oynar.
Alagille sendromunda Notch sinyal ligandin1 kodlayan JAGI genindeki
mutasyonlarin belirlenmesi NOTCH sinyali ile insan KKH arasinda ilk tespit edilen
bag olmustur [137,138]. Alagille sendromu (AGS) multisistem bir bozukluktur. Bu
sendromda karaciger, kalp, gozler, yiiz ve iskelet sistemi etkilenir [139]. En sik
pulmoner arter stenozu, valvuler pulmoner stenoz (PS), Fallot Tetralojisi olmak iizere
hastalarin %90'ninda kardiyovaskiiler anomaliler goriiliir [216]. AGS; %90 hastada
JAG1 mutasyonlar1 sonucu olusurken, < %1 hastada NOTCH2 mutasyonlar1 bu
sendroma neden olmaktadir [140,141].

NOTCHI1 mutasyonlari izole KKH'da tanimlanmistir [142,217]. Notchl
sinyali kardiyak valv formasyonunda yer alan endotel-mesenkimal transformasyonu

ile iliskilendirilmistir. Notchl mutant farelerde EMT'nin bozulmasindan dolay1

hipoplastik endokardiyal yastik¢iklar olusmaktadir [76]. NOTCH1, WNT4, BMP2
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simyalinin endokardiyum ve miyokardiyum arasindaki iliskilerinin valv

morfogenezinde 6nemli oldugu gosterilmistir [76,72].

RAS-mitojen  aktive protein kinaz (MAPK) yolagindaki sinyal
transdiiksiyonu hiicre proliferasyonunu ve differensiyasyonunu stimule eder.
RASopatiler  [143] olarak  bilinen  Noonan, Costello, LEOPARD,
Kardiyofasyokutantz (CFC) sendromlarindaki hastalik genlerinin tanimlanmasi
RAS-MAPK sinyal transdiiksiyon yolag: ile insan KKH arasinda bir bag oldugunu
gostermistir. Noonan sendromunda hastalarin %85'inde kardiyak defekt goriiliir,
cogunlukla goriilen kardiyak defektler arasinda pulmoner valv stenozu, ASD ve
hipertrofik kardiyomiyopati bulunmaktadir [144,145].

Noonan sendromunun yaklasik %50'nden PTPN11 gen mutasyonlari sorumlu
goriilmektedir [148]. KRAS [146,147], SOS1 [149,150], RAF1 [151,152], NRAS
[153], HRAS [154], BRAF [146,155], SHOC2 [156], MAP2K1 (MEK1) ve
MAP2K2 (MEK2)[155], CBL [157], NF1 [158] mutasyonlar1 KKH'larinin
goriildiigii RASopatiler ile iligkilendirilmistir.

2.2.3. Kardiyak Yapisal Proteinlerini Kodlayan Genler

KKH'larinda kardiyak yapisal proteinlerini kodlayan gen mutasyonlar1 da
goriilmektedir. Kardiyak sarkomerik protein MYH6 (myosin heavy chain 6)
mutasyonlart ASD ile iliskilendirilmistir [159,111]. MYH6 ekspresyonunun
molekiiler regiilasyonunda GATA4 [160], TBX5, MEFC2 [161] transkripsiyon
faktorleri rol almaktadir. Myosin heavy chain 7'1 kodlayan MYH?7 mutasyonlariin
Ebstein anomalisine ve septal defektlere neden oldugu goriilmistiir [162]. ACTC1
mutasyonlart ASD'ye neden olurken [112]; MYHI1 mutasyonlar1 torasik aortik
anevrizmaya ve/veya aortik diseksiyona ve PDA'ya neden olmaktadir [163].

2.2.4. Epigenetik Regiilatorleri Kodlayan Genler

Model organizmalarin analizleri, kalp gelisimi i¢in kromatin yapisinin
dinamik modifikasyonunun gen ekspresyonunda Onemli bir regiilatér oldugunu

gdstermistir [218]. Kromatin-modifiye eden enzimler iki gruba ayrilirlar. Ilki ATP
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bagimli niikleozom degistirici enzimlerdir; digeri ise Histon-modifiye eden

enzimlerdir [164,165].

Histon modifiye eden enzimler ¢esitli bolgelerde histonlarin amino asidlerine
spesifik kimyasal gruplarin eklenmesini veya ¢ikarilmasini saglarlar. Histon
modifikasyonunun  asetilasyon,  deasetilasyon,  metilasyon,  demetilasyon,
fosforilasyon, ubikitinasyon gibi cesitli sekilleri vardir. ATP bagimli niikleozom
degistirici enzimler; ISWI, SWI/SNF, CHD, INOS80 seklinde dort subgruba
ayrilabilinir. Bu kompleksler transkripsiyona izin vermek veya Onlemek igin
koaktivatorler ve korepresorlerle birlikte niikleozomlarin repozisyonunu yonetirler
[166,167,168]. Vertebralardaki SWI/SNF kompleksleri Brgl/ Brahma-asosiye faktor
(BAF) kompleksleri olarak bilinir [169,170]. Brgl SWI/SNF komplekslerinde
ATPase subunit olarak fonksiyon gosterir. Brgl yoklugunda fare embriyolarinin
kardiyomiyositlerin ekspansiyonunun ve matiirasyonunun basladig1 postkonsepsiyon
11.5 giinde oldiikleri gézlemlenmistir [164]. Bunun O6tesinde Gata4 ve Tbx5’in
Baf60c ile kombinasyonu; non-kardiyogenik fare mezoderminden diferansiye
kardiyomiyositlere doniisiim igin yeterli olmustur [171]. Baf 180’nin null
mutasyonlarinda ise fareler postkonsepsiyon 15 giinde 6lmiislerdir ve bu farelerde
hipoplastik ventrikiil ve VSD goriilmiistiir [172]. Bu bulgular; BAF kompleksinin
kardiyogenez i¢in anahtar bir rol oynadigini gostermektedir. Histonlara baglanan
veya histonlar1 modifiye eden proteinleri kodlayan genler kalp defektlerine neden

olan sendromlarda hastalik genleri olarak tespit edilmislerdir.

Kabuki sendromu, intellektiiel disabilite, kraniyofasiyel anomali, iskelet ve el
malformasyonlar1 ile karakterizedir. Anormal organ gelisiminin gorildigi
sendromda %50 vakada siklikla septal defektler ve aort koarktasyonu olmak {izere,
KKH da gorilmektedir [173,174]. KMT2D (MLL2) gen mutasyonu Kabuki
sendromunun major sebebidir. KMT2D histon H3'in Lys-4 pozisyonunun di ve tri

metilasyonunda gorevli histon metiltransferazi kodlar [175].

CHARGE sendromunda (OMIM # 214800) biiylime geriligi, goz, kulak,
genital malformasyonlar ve kalp defektleri goriilmektedir [176,177]. Vakalarin
yaklagik 2/3'i CHD7 mutasyonlar1 sebebiyle olusur [176,178]. In vitro ¢alismalarda
CHD7'nin H3K4 metilasyon bdlgelerine yakin DNA bdlgelerine baglandigi
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gosterilmistir [179]. CHD7'nin noral krest hiicre migrasyonu igin gerekli oldugu
tespit edilmistir [180]. CHARGE sendromunda yiiksek oranda goriilen outflow tract
defektleri CHD7'nin bu fonksiyonu ile agiklik kazanmistir; bilindigi gibi noral krest
hiicreleri kardiyak c¢ikis yolunun (OFT) septasyonunda 6nemli rol oynamaktadirlar

[181].

2.2.5. Mikrodelesyon ve Mikroduplikasyon Sendromlarinda Tamimlanan

KKH Aday Genleri

Mikrodelesyon ve mikroduplikasyon sendromlarinda  genotip-fenotip
karsilastirilmas: ile KKH aday genleri tespit edilmistir. DiGeorge sendromunun
(DGS, OMIM # 188400, 22911 delesyon sendromu (DS) ve velokardiyofasiyal
sendromu olarak da bilinir)) biiyiikk ¢ogunlugu 22ql11.2 de bulunan 3Mb'lik bir
delesyon sebebiyle olusur [182].

22Q11.2 duplikasyon sendromu (OMIM # 608363) 22g11.2 deki genomik
materyalin duplikasyonu sonucu olusmaktadir. 22Q11.2 duplikasyonlarinin biiyiik
cogunlugu DGS'deki 3Mb'lik delesyonun resiprokali olarak goriilmistiir [183].
3Mb'lik delesyonda 50'den fazla gen etkilenmektedir. Bu genler arasinda T-box
transkripsiyon faktorii TBX1 de bulunmaktadir. TBX1-/- farelerde 22g11.2 DS olan
bireylerdekine benzer kardiyak fenotip gézlemlenmistir [184,26].

TBX1 kardiyak ¢ikis yolunun (OFT) gelisimine katki veren hiicre
poplilasyonlarin1 igeren SHF'deki kardiyak progenitorlerin proliferasyonu igin
gereklidir [84]. TBX1 nokta mutasyonlar1 22q11.2 delesyonu olmayan ancak DGS'ye
benzer bir klinik prezentasyon gosteren bireylerde de goriilmiistiir [185,186]. Tbx1’1
fazla eksprese eden transgenik fareler, 22q11 duplikasyon hastalarina, kardiyak ¢ikis
yolu defektlerini de i¢eren fenotipik benzerlikler gostermislerdir. Bu durum TBX1'in
gen dozajinin normal kardiyak gelisim igin Onemli oldugunu gostermektedir
[183,188,187]. Buna karsin; 3 Mb bolgesinde olup, TBX1 distalinde kii¢iik (1.5 Mb)
delesyon tasiyan vakalar rapor edilmistir [189,82]. Bu durum da; TBX1'den baska

genlerin DGS hastalarindaki kardiyak fenotipe sebep olabilecegini gostermektedir.

Bu bolgede bulunan bir aday gen de CRKL'dir. CRKL delesyonu olan
farelerde defektif OFT gelisimi ve VSD goriilmektedir [189,190]. Thx1+/- Crki+/-
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olan ¢ift mutant farelerde kardiyak fenotiplerin daha agir seyrettigi gortilmistiir [27].
CRKL ile Fgf8 arasinda da bir genetik iliski oldugu gosterilmistir [28]. Bu da;
DGS'min patogenezinde FGF8, TBX1 ve CRKLI1 arasinda bir bag oldugunu
desteklemektedir.

Fenotipik c¢esitlilik DGS'nun ve 22ql1.2 duplikasyon sendromunun
karakteristik bir 6zelligidir. Bu varyasyonlar 22ql11.2 bdlgesindeki gen
varyasyonlarindan kaynaklanabilecegi gibi epistazdan da kaynaklaniyor olabilir.
Tbx1'in ¢esitli protein ve sinyal yolaklar1 ile etkilesime girdigi ve regiile ettigi
gosterilmistir. Tbx1 delesyonun oldugu dokularin gen ekspresyon profili ile pek ¢ok
Tbx1 hedef geni tespit edilmistir; bunlarin arasinda retinoik asidin (RA)
homeostazinda yer alan genler de bulunmaktadir [191,192]. RA Tbx1 ekspresyonunu
regiile eder [193]. Thx1 ile RA sinyali arasinda dual bir iligki var gibi goziikmektedir.
Faringeal ark gelisiminde faringeal endodermde Tbx1 ekspresyonu Hedgehog sinyal
yolagi ile regiile edilir [194,195]. Thx1 ise SHF'de ve faringeal endodermde FGF8'in
ekspresyonunu regiile eder [83,196]. Tbx1 ayn1 zamanda SMAD1'e baglanarak BMP

sinyali lizerinde negatif bir modiilator olarak rol oynar [197].

William-Beuren sendromu (WBS, OMIM # 194050) 7ql11.23 genomik
bolgesinde delesyon sonucu olusur. WBS hastalariin biiylik cogunlugunda 28 geni
iceren 1.5-1.8 Mb'lik bir delesyon bulunur [198,199]. Ozellikle supravalvular aortik
stenoz (SVAS) ve pulmoner arter stenozu (PAS) olmak {izere %75 hastada
kardiyovaskiiler anomaliler goriilmektedir[200]. %6-10 vakada aortik veya mitral
valv defektleri goriiliirken ASD, VSD, TOF seklinde WBS i¢in atipik olan kardiyak
defektler de 6nemli oranda goriilmektedir [200,201]. ELN geni elastini kodlar ve
WBS hastalarinda goriilen SVAS'a neden oldugu bildirilmistir. Sadece ELN ve
LIMKI1 genlerinde atipik delesyonlar1 olan SVAS hastalar1 bildirilmistir [202,203].
ELN nokta mutasyonlar1 ailesel ve sporadik SVAS ile iliskilendirilmistir [204,130].
Ancak ELN delesyonu WBS hastalarinin bir kisminda goriilen atipik kalp
defektlerini agiklamamaktadir. Bazlb geni WBS’de siklikla goriilen delesyon
bolgesinde bulunur. Homozigot Bazlb-/- farelerde ASD, VSD, trabekiilasyon
defektleri, aort koarktasyonu gibi atipik kardiyak defektler goriilmistiir [205].
BAZ1B (ayn1 zamanda WSTF olarak bilinir) ti¢c ATP bagimli kromatin degistirici
kompleksinde (1-WSTF igeren nukleozom assembli kompleksi / WINAC; 2-WICH
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kompleksi / WSTF-ISWI kromatin degistirici kompleks ve 3-B-WICH kompleksi)
subunit olarak gorev yapar [206,207,208]. Bu kompleksler, gen regiilasyonu, DNA
replikasyonu ve DNA onarimi i¢in 6nemlidir [207,209]. BAZ1B knock-out farelerin
kardiyak fenotipleri ve BAZ1B'nin kromatin degistirici fonksiyonu WBS'deki bazi
fenotiplerin drnegin atipik kalp defektlerinin epigenetik etkiler sebebiyle olusabildigi

izlenimini vermektedir.

Wolf-Hirschorn  sendromu (WHS, OMIM # 194190) 4p16.3deki
mikrodelesyonlar ~ nedeniyle  olusmaktadir. ~ Hastalardaki  genotip-fenotip
karsilagtirmas1 histon lizin metil transferaz WHSC1’1 (aym1 zamanda NSD2 olarak
bilinir) kodlayan genin haployetersiz olmasi durumunda WHS fenotipinin ortaya
ciktigini gostermektedir [210]. WHSC1-/- mutant farelerde ASD ve VSD goriilmekte
olup, yapilan arastirmalarda Whsc1’in kardiyak transkripsiyon faktorii NKX2-5 ile
etkilesime girdigi goriilmistir [211]. Dahasi, chip-assay ile hedef genlerin
transkripsiyonel regiilasyonunda Whsc1’in Nkx2-5 ile birlikte ¢alistig1 gosterilmistir.
Whscl-/+ ve Nkx2.5-/+ farelerde yapilan arastirmalar iki genin Kkardiyak septal
formasyon sirasinda etkilestigini gostermistir. WHS’de goriilen kalp defektlerine
sebep olan bir bagka aday gen FGFRLI1 genidir. FGFRL1 geni fibroblast biiyiime
faktorii reseptor ailesinden bir iiyeyi kodlamaktadir. Fare gelisiminde Fgfrll’in
beyinde, faringeal arkta ve kalpte eksprese oldugu goriilmiistir [212]. Farelerde
Fgfrll’in delesyonu VSD, atrioventrikiiler valv deformasyonu seklinde kalp
defektlerine neden olmaktadir. 8p23.1%in interstitial delesyonlarinda %94 vakada
kardiyak defektler goriilmiistir [213]. Bu defektler izole septal defektlerden
kompleks kalp defektlerine (Fallot Tetralojisi, hipoplastik sol kalp sendromu)
cesitlilik gostermektedir. Hastalarin bir kisminda yaklasik 3.7Mb rekiirren
delesyonlar goriiliirken bazi hastalarda 8p telomere uzanan daha genis delesyonlar

goriilmektedir.

Rekiirren delesyonlarin goriildiigii bolgede GATA4 geni bulunmaktadir.
GATA4 gen mutasyonlar1 siklikla septal defektler olmak {izere ¢esitli KKH’a neden
olmaktadir [214]. GATA4; NKX2-5, TBX5, ZFPM2 (FOG2), SMAD4 ve HAND?2
gibi ¢esitli diger transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girer [215,109,126,160]. Bu
nedenle; 8p23 delesyonlarinin bir kisminda goriilen kompleks kardiyak fenotipler;
GATA4’tiin  baglandigi  faktorleri kodlayan genlerin epistatik  etkilerinden

kaynaklantyor olabilir.
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2.3. Kardiyak Septal Defektler
2.3.1. Ventrikiiler Septal Defektler

Ventrikiiler septal defektler, tiim konjenital kalp hastaliklar1 arasinda en sik
goriilen kalp malformasyonlarindandir ve anatomik olarak heterojendir. Bu heterojen
yap1 konusunda insan genetik ¢alismalar1 malesef kardiyoloji literatiiriiniin aksine
onemli ayirimlar yapmakta basarili olamamistir. Perimembrandz VSD’ler; daha sik
goriilen muskuler VSD’lerin aksine, membrandz septumun i¢inde veya sinirinda
olusur (membrandz septum; muskuler septumun iist kismiyla endokardiyal
yastik¢iklarin fiizyonu sonucu olusur). Perimembranéz VSD’ler, outlet, inlet ve
trabekiiler olmak ftizere ii¢ tipe ayrilirlar. Outlet septumdaki defektlerin conus
septumun flizyonunun basarili olmamasina bagli olarak gelistigi diisiiniilmektedir.
Inlet defektlerin ise sag iist endokardiyal yastik¢ik ile muskuler septum arasinda
komplet bir fiizyon ger¢eklesmemesi sonucu olabilicegi diistiniilmektedir. Trabekiiler
septumdaki muskuler defektler ise muhtemelen medial duvarlarin yetersiz birlesmesi
sonucu olabilir, denmektedir. VSD’ler tamamen farkli kardiyak elementlerden
olusabilecegi icin, bu defektlerin molekiiler yorumu risklidir. VSD’ler kalp
gelisimini etkileyen hemen hemen tiim genetik bozukluklarda goriilebilmektedir, bu
ylzden genetik sebeplerin arastirildigi calismalar spesifik olamamustir. Bazilari,
Velokardiyofasiyal sendromda oldugu gibi; ortak c¢ikis yolu (common outflow
defect) defektlerinin devami seklinde goriiliir. Bazilari; Down sendromunda oldugu
gibi AV kanal defektlerinin devami seklinde goriiliir. Muskuler VSD’ler; Holt-Oram
Sendromunda (TBX5 mutasyonu) ve GATA4 mutasyonlarinda oldugu gibi biiytik
ihtimalle kardiyomiyosit gelisimindeki defektlere bagli olarak goriilmektedir
[102,103] veya konjenital kardiomiyopatide (O6rnegin; sol ventrikiiler non
kompaksiyon) goriildiigii gibi kardiyomiyositlerin varliklarini siirdiirmelerinde veya
yeniden sekil almalarinda meydana gelen defektler neticesinde olusabilir [104].
VSD’ler sik olarak diger bagka defektlerle birlikte goriilebilinir. Bu defektler daha
kompleks, birden fazla olabilir yada aort koarktasyonu gibi tek olabilir. Bu
birlikteliklerin spesifik bir molekiiler alt tip mi yoksa normal olmayan intrakardiyak
kan akimi sonucu gelisebilen sekonder defektler mi oldugu bilinememektedir.
VSD’ler; Rubinstein-Taybi sendromu (CREBBP haploinsufficiency) gibi

multisistem sendromlarinda da siklikla goriiliir.
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2.3.2. Atrial Septal Defektler

Tek atrium; septum primum ve septum sekundumun gelismesinde yasanan
basarisizlik sonucu atrial septasyonda erken ve agir bir defekt olarak ortaya ¢ikar. Bu
anomali EVC veya EVC2 mutasyonlarma bagl olarak olusan Ellis Van Creveld
Sendromunun karakteristik bir bulgusudur [105]. Atrioventrikiiler kanal defektleri ve
tek atriumun kombinasyonu, defektif kolesterol biyosentezi sonucu olusan Smith-
Lemli-Opitz Sendromunda goriilebilmektedir. Bu kompleks gelisim defektleri sadece
defektif kolesterol modifikasyonundan degil ayni zamanda hedgehog sinyalinin
negatif regiilasyonu sonucu olusabilir [106]. Septum sekundumdaki defektler
(sekundum ASD/ ASD2) ASD’lerin en sik goriillen formudur ancak trikuspid ve
mitral kapaklarin diizeyinde, atrial septumda olusan primum ASD (ASD1) de
onemlidir. Primum ASD’de atrioventrikiiler kapak anomalileri de goriiliir. Septal
defektlere neden olan genetik hastaliklarinin prototipi Holt-Oram Sendromudur. Bu
durum TBX5 mutasyonlar1 sonucu olusur ve hemen hemen her zaman basparmak, el
ve radial malformasyonlar septal defektlere eslik eder [102,107]. Onemli bir baska
transkripsiyon faktorii olan NKX2-5’teki mutasyonlar sonucu olustugu tespit edilen
ailesel ASD’ler de vardir [108]. Bu hastalarda siklikla kardiyak ileti bozukluklarina
da rastlanir. Onemli bir diger transkripsiyon faktdrii olan GATA4 ve TBX20’deki
mutasyonlar da izole ASD’nin gorildigi ailelerde bulunmustur [109,110]. Bu
ailelerin bazi bireylerinde kardiyomiyopati de saptanmigtir bu durum da
transkripsiyon faktorlerine normal kardiyomiyosit olusumu i¢in devam eden bir
ihtiyacin varligina isaret etmektedir. Tiim bu transkripsiyon faktorleri, kardiyak gen
ekspresyonunu regiile eden bir kompleksin pargalaridir. Ailesel ASD’lerde MYH6
gen mutasyonlar1 da goriilmiistiir [111]. MYH6 geni TBX5’e hedef olan kontraktil
bir protein kodlar, dolayisiyla MYH6 ile TBXS arasinda potansiyel fonksiyonel bir
bag vardir. Bu ailelerden elde edilen bu veriler, transkripsiyon faktorii TBXS,
kontraktil protein MYH6 ve atrial septal defekt arasindaki fonksiyonel baga isaret
etmektedir. Alfa kardiyak aktin (ACTC1) gen mutasyonlarinin ailesel ASD’lerde
goriilmesi  kontraktil protein bozukluklar1 ile septal defektler arasindaki bag:
kuvvetlendirmistir [112]. ASD’ler pek ¢ok Mendelyan bozukluklarda siklikla
goriiliir, bu da c¢esitli ve farkli yolaklarin atrial septasyonda rol aldigini

gostermektedir veya ASD’nin kardiyak gelisiminin erken donemdeki bozukluklarinin
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non-spesifik bir sonucu olarak olustugunu 6ne siirmektedir. ASD’lerin; BCOR’daki
mutasyon sonucu olusan MCOPS3 (Microftalmia syndromic3) gibi sendromik goz
bozukluklarinda [113] ve RBM10 mutasyonlari ile olusan TARP sendromunda [114]
goriilmesi; atrial septasyonun pek ¢ok bilinmeyen, beklenmedik faktorlere karsi
hassasiyetini gostermektedir. Nodal sinyal yolaginda ve embriyonik sol sag (LR)
paterninde yer alan bir gen {riini olan CITED2 mutasyonlu bireylerde ASD’nin
goriilmesi erken embriyonik anomalilerin, anatomik sonuglarinin ¢esitliliginin bir

gostergesi olmaktadir [115].

2.3.3. Atrioventrikiiler Septal Defektler

Atrioventrikiiler septal defektler; inferior atrial septumu ve superior
ventrikiiler septumu i¢ine alan pek ¢ok malformasyonu kapsar. Bu malformasyonlara
aymi zamanda endokardiyal yastik¢ik ve AV kanal defektleri de denir. AVSD’li
hastalarin yaklasik 2/3’iinde sitogenetik bir anomali oldugu yapilan g¢alismalarla
tahmin edilmektedir. AVSD’nin en sik birlikte goriildiigii anomali ise Trizomi 21°dir
[116]. Kalp gelisiminde onemli rolleri olan GATA4 ve SOX?7 transkripsiyon
faktorlerini de icine alan 8p23 delesyonu olan hastalarda da tipik olarak AV kanal
defektlerine rastlanir [117]. GATA4’lin missense mutasyonlarinin AVSD’¢ neden
oldugu gosterilmistir [109]. Ek olarak, 3p25-26 delesyon sendromunda da AVSD en
stk goriilen kardiyak defekttir [118]. Bu bolgede bulunan CRELD1 geni AVSD ile
iliskilendirilmistir ve bazi1 ¢aligmalarda nokta mutasyonlar1 tanimlanmistir [119,16].
BMPR2 mutasyonlar1 da primer pulmoner hipertansiyon ve konjenital kalp
hastaliklarinin birlikte goriildiigii ¢esitli hastalarda saptanmistir [120]. BMP/TGF-3
reseptorii olan ALK2’de goriilen mutasyonlar da AVSD ile iligkilendirilmistir [121].
Otozomal dominant gegisli ailesel AVSD igin kromozom 1p31-p21 lokusu

saptanmigtir ancak spesifik gen heniiz tanimlanamamistir [122].

2.4. Non-sendromik Konjenital Kalp Hastaliklarinda Genetik Etiyoloji

Non-sendromik, izole KKH’a neden olan gen nokta mutasyonlarinin sayisi
hizla artmaktadir [123,31] (Tablo2.6.). Transkripsiyon faktorlerinin kalp gelisiminde
¢ok onemli rolleri oldugu bulunmustur [124,24]. Kardiyovaskiiler yapisal gelisim;
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kardiyomiyositler, ileti sistemi, diiz kas hiicreleri, valvular ve endotel hiicreleri gibi
farkli hiicre tiplerinin koordinasyonlu iiretimi sonucu saglanir. Transkripsiyon
faktorlerinin kendi aralarinda, hedef genler ve sinyal pathwayleri ile olan baglantilar:
ile kardiyak hiicrelerin kaderini ve kardiyak morfogenezi kontrol eden genlerin
aktivasyonu gerceklesir [4]. Insanlarda, transkripsiyon faktdrlerinin mutasyonu
sonucu olusan malformasyonlarin klinik spektrumu ¢ok genistir; genotip-fenotip
baglantis1 komplekstir; bir yapisal defekt birden fazla gen mutasyonu sonucu
olusabilir ayn1 zamanda ayni gen mutasyonlar1 farkli yapisal defektlere neden
olabilir. GATA4 gen mutasyonlar1 sadece kalitsal septal defektlere neden olmaz ayn
zamanda atrioventrikiiler kanal defektlerine de sebep olur [125,126]. NKX2-5 gen
mutasyonlar1 da benzer sekilde; atrial septal defekt, ventrikiiler septal defekt, aort
koarktasyonu, ileti-sistem bozukluklari gibi pek ¢ok farkli KKH’a neden olur [108].
Fakat sporadik, non-sendromik KKH’larinda transkripsiyon faktdor gen
mutasyonlarmin frekansit %0-3’tir [127,128]. Dolayisiyla, baska genlerin ve
molekiiler mekanizmalarin etkili oldugu 6ne siiriilmiistiir. Sinyal yolaklarinda yer
alan molekiilleri kodlayan genlerdeki mutasyonlarin degisik formlardaki sporadik
konjenital kardiyak defektlere neden oldugu gosterilmistir. Notch sinyal yolaginin
kardiyak morfogenezde 6nemli rolleri vardir. NOTCH1 mutasyonu da dominant
kalitilan BAYV ile iliskili bulunmustur [217,129]. Kardiyak yapisal proteinlerden
elastin (ELN) gen mutasyonlar1 da sporadik supravalvular aort stenozlu hastalarda
saptanmigtir [130]. Benzer olarak, MYH6 gen (kardiyak kas proteini kodlayan gen)
mutasyonlarinin sporadik atrial septal defektlere neden oldugu goriilmiistiir

[112,131].

Nadir (popiilasyon frekanst < %1) kopya sayis1 varyantlari (CNV) sporadik,
non-sendromik KKH’lariin %5-10’undan sorumlu goriilmektedir [8]. Genis de novo
CNV’ler (probandlarda goriiliip, ebeveynlerde goriilmeyen); Fallot Tetralojisinde ve
diger izole KKH vakalarinda tespit edilmistir [132,133,134]. Bazi CNV’ler daha
once klasifiye edilmis KKH genlerini igerirler. KKH’larinda GATA4 geninde
rekiiren CNV’ler saptanmustir [135]. Kromozom 20p12.2 ve 9q34.3’te Notch sinyal
yolagindan JAG1 ve NOTCHI1 genlerini igeren CNV’ler bulunmustur [136].



Tablo 2.6. Kardiyak Morfogenezde Etkili Transkripsiyon Faktorleri

Gen Kardiyak Fenotip OMIM

ANKRD1 Total Pulmoner Vendz Doniis Anomalisi 609599

CITED2 Ventrikiiler Septal Defekt 602937
Atrial Septal Defekt

GATA4 Atrial Septal Defekt 600576
AtrioventrikiilerSeptal Defekt

GATAG6 PersistanTrunkus Arteriozus 601656
Pulmoner Valv Stenozu

HAND?2 Fallot Tetralojisi 602407

HEY?2 Trikuspid Atrezi 604674

IRX4 VentrikiilerSeptal Defekt 606199

NKX2-5 Atrial Septal Defekt 600584

Fallot Tetralojisi

Hipoplastik Sol Kalp

Kesintili Arkus Aorta
Heterotaksi

BiiytikArterlerin Transpozisyonu
Cift Cikimli Sag Ventrikiil
VentrikiilerSeptal Defekt

NKX2-6 PersistanTrunkus Arteriozus 611770

TBX1 VentrikiilerSeptal Defekt 602054
Kesintili Arkus Aorta

TBX5 Atrial Septal Defekt 601620

VentrikiilerSeptal Defekt
Atrioventrikiiler Septal Defekt

TBX20 Atrial Septal Defekt 606061
VentrikiilerSeptal Defekt
Patent Duktus Arteriozus
Hipoplastik Sol Kalp
Atrial Septal Defekt

TFAP2B Patent Duktus Arteriozus 601601

ZFPM2 Fallot Tetralojisi 603693
Cift Cikimli Sag Ventrikiil

ZIC3 Heterotaksi 300265

BiiyiikArterlerin Transpozisyonu
Atrial Septal Defekt
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Calisma Plan1 ve Hasta Secimi

Bu calisma Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Genetik Bilim
Dali’'nda 2014-2015 yillarnn arasinda gergeklestirilmistir. Calisma Hacettepe
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan etik
acidan uygun bulunmustur ve Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan BAP6080 Hizli Destek Projesi ile desteklenmistir
(GO 13/568-18) (Proje ID: 1572).

Calismaya Hacettepe Universitesi Cocuk Kardiyolojisi Bilim Dali
polikliniginde atrial septal defekt (ASD), ventrikiiler septal defekt (VSD),
atrioventrikiiler septal defekt (AVSD) tanisi alan ve g¢alismamiz oncesi genetik tani
almamis, goriliniiste non-sendromik 27 kiz, 18 erkek olmak iizere toplam 45 hasta
dahil edilmistir. 21 hasta ASD, 14 hasta VSD, 8 hasta VSD+ASD, 2 hasta AVSD
tanist almistir. Ekstrakardiyak malformasyonu olan hastalar c¢alismaya dahil
edilmistir, ancak ¢alisma Oncesi genetik tan1 almis sendromik hastalar calismaya

dahil edilmemistir.

3.2. Calismanmn Yiiriitiilmesi ve Yontem

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Kardiyolojisi Bilim Dali
polikliniginde transtorasik ekokardiyografi (EKO) ile kardiyak septal defekt saptanan
hastalar, Cocuk Genetik Bilim Dali’nda klinik olarak degerlendirilmis ve Helsinki
Deklarasyonuna uygun olarak hasta ve hasta ebeveynlerine calisma konusunda
bilgilendirici formlar verilmis, gerekli onamlar alindiktan sonra calismaya dahil
edilmislerdir. Molekiiler ¢alismalar Hacettepe Universitesi Thsan Dogramaci Cocuk

Hastanesi Genetik Tan1 Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
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3.3. Klinik Degerlendirme

Hastalarin basvuru sirasindaki antropometrik Olgiimleri, dismorfik yiiz
bulgulari, diger sistemik muayene bulgulari, annenin gebeligi esnasinda gegirilmis
hastalik Oykiisti, ilag kullanim1 ve hastalarin aile hikayesi, ii¢ nesil pedigri
arastirtlmast Hasta Degerlendirme Formu kullanilarak kaydedilmistir. Hasta
Degerlendirme Formu EK  1°de  gosterilmistir.  Hastalarda  biiylimenin
degerlendirilmesi sirasinda; boy, viicut agirligi ve bas cevresi Olciimleri dikkate

alimmustir.

3.4. Molekiiler Calismalar

Klinik degerlendirmenin ardindan caligma i¢in uygun bulunan hastalar
molekiiler ¢alismaya alinmislardir. Calismada MLPA analizi; SALSA MLPA P 311-
A2 Konjenital Kalp Hastaliklar1 kiti (MRC- Holland, Amsterdam, Hollanda)
kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.4.1. Periferik Kandan Genomik DNA Izolasyonu ve DNA Kalite Analizi

Hastalardan DNA elde etmek amaciyla, kan drnekleri 10 ml olacak sekilde
EDTA’L tiiplerin icine 6n kol median kubital venden alinmistir. Periferik kan
orneklemesi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Genetik Bilim Dali’nda
poliklinik hemsiresi tarafindan yapilmistir ve genetik analiz i¢in alinan kan 6rnekleri
Hacettepe Universitesi Thsan Dogramaci Cocuk Hastanesi Genetik Laboratuvari’na
yonlendirilmistir. DNA izolasyonu tuzda ¢oktiirme yontemi (amonyum asetat) ile

yapilmistir.

Genomik DNA konsantrasyonu ve safliginin 6l¢iimii icin NanoDrop® ND-
1000 UV-Vis Spektrofotometre cihazi kullanilmistir. DNA’nin miktar ve safligi
spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarinda elde edilen degerlerden
belirlenmektedir. DNA’nin kalitesi i¢cin A260/280 ve A260/230 degerlerine
bekilmaktadir. Temiz bir DNA’da A260/280 oran1 1,8 ile 2,0 arasinda ve A260/230
orani 2’den biiyiik olmalidir. Bu 6l¢giimle 1,8’in altinda elde edilen A260/280 degeri
protein kontaminasyonunu, 2’nin fiizerinde elde edilen A260/280 degeri RNA
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kontaminasyonunu isaret etmektedir. Hasta DNA’larinin temiz olduklarn ve

kontamine olmadiklar1 dogrulandiktan sonra deneylere devam edilmistir.

3.4.2. Multipleks Ligasyon-Bagimh Prob Amplifikasyonu (MLPA)

Genomik DNA kullanilarak GATA4, NKX2-5, TBX5, BMP4, CRELD1
genlerini i¢eren kopya sayisi varyantlarinin ve 22ql1 kromozom bdlgesinin analizi
icin SALSA P-311-A2 MLPA kiti (MRC-Holland, Amsterdam, Hollanda)

kullanilmistir.
Multipleks Ligasyon- bagimli Prob Amplifikasyonu (MLPA) Y 6ntemi:
1- DNA’nin Denatiirasyonu ve SALSA Problari ile Hibridizasyonu:

Uygun konsantrasyondaki (50-100 ng/uL) DNA 6rnegi 98 “C’de denatiire
edilir. Sonrasinda 25°C’ye sogutularak 1,5 pL SALSA prob karisimi ve
1,5 uL MLPA tamponu ile karistirilarak 95°C’de bir dakika boyunca
birlikte denatiire edilir. Sonrasinda 60 °C’de 16 ile 20 saat arasi

hibridizasyona birakilir.
2- Ligasyon Reaksiyonu:

Hibridizasyon siiresinin sonunda 54 °C’de bir dakika inkiibasyon sonrasi
54 °C’deki orneklerin tizerine 32 uL Ligaz karistmi (25 uL dH20 + 3 uL
Ligaz tampon A + 3uL Ligaz tampon B + 1 puL Ligaz-65 enzimi) eklenir.
Onbes dakika boyunca 54 °C’de inkiibe edildikten sonra 5 dakika boyunca
98 °C’de tutulur ve sicaklig1 20 °C’ye diistiriilen 6rnekler PCR basamagina

alinir.
3- PCR:

Ligasyon reaksiyonu basamaginda elde edilen karigimlarin iizerine oda
sicakliginda 10 pL polimeraz karisimi (7,5 uL dH20O, 2 uL SALSA PCR
primer karistmi ve 0,5 uL SALSA polimeraz) eklenir ve PCR yapilir.
Sonrasinda PCR 95 °C’de denatiirasyon (30 sn), 60 °C’de hibridizasyon
(30 sn) ve 72 “C’de elongasyon (60 sn) basamaklarindan olusan 35 dongii
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sonrasinda 72 ‘C’de 20 dakika inkiibasyon ve ornek sicakliklarinin 15

°C’ye distriilmesi ile son bulur.

4- Amplifikasyon Uriinlerinin  Kapiller ~Elektroforezle ~Ayrilmasi ve

Miktarlarinin Belirlenmesi:

Bu asamada 0,7 pL PCR iriiniine 0,3 uL ROX-500 ve 9 pL deiyonize
formamide eklenir. ABI-3130 dizi analizi cihazinda 36 cm kapillerlerde yiiriitiiliir ve

uygun yazilim (Coffalyser.Net, MRC-Holland) kullanilarak veri analizi yapilir.

MLPA analizi firmanin Onerdigi protokole uyularak yapilmigtir

(MLPA®DNADetection/Quantification Protocol, MRC-Holland).

MLPA iiriinleri ABIPRISM®3130Genetic Analyzer (Applied Biosystems,

Foster City, CA, USA) kullanilarak analiz edilmistir. Veri analizi iretici firmanin

onerisi dogrultusunda Coffalyser. Net ®pr0gram1 kullanilarak yapilmistir.

SALSA P311-A2 MLPA Konjenital Kalp Hastaliklar1 kitinde GATA4
geninin 7 ekzonu i¢in 7 prob ve genin upstream ve downstreami i¢in 2 prob; NKX2-
5 geninin 2 ekzonu i¢in 2’ser prob; TBX5 geninin 8 ekzonu i¢in 8 prob, 9. ve 10.
Ekzon icin 2’ser prob; BMP4 geninin 5 ekzonu i¢in 4 prob; CRELD1 geninin 11
ekzonundan ekzon 3 ve ekzon 10 i¢in birer prob ve 22q11 kromozom bdlgesi igin 3

prob, bunlara ek olarak 10 referans prob bulunmaktadir.

Kullanilan SALSA P311-A2 MLPA Konjenital Kalp Hastaliklar1 kitinin

ozellikleri ekte sunulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Ozellikler

Calismaya Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Kardiyoloji Bilim
Dali Polikliniginde kardiyak septal defekt tanisi alan goriiniiste non-sendromik 45
hasta dahil edilmistir. Bu hastalardan 271 (n= 27/45, %60) kiz, 18’1 (n= 18/45, %40)
erkektir. Hastalarin (n=45) basvuru yas1 3 ay ile 235 ay arasinda degiskenlik
gostermistir (ortalama basvuru yasi 63,37 ay). Hastalarin 9’unun (n= 9/45, %20) aile
Oykiisiinde akrabalik oldugu saptanmistir. Bu dokuz hastanin 7’inin anne ve babasi
arasinda 1. derece kuzen evliligi oldugu, 2’inin anne ve babasi arasinda uzak
akrabalik oldugu tespit edilmistir. Hasta CHD42 ve hasta CHD43 kardestirler.
Hastalarin 4’tinde (n=4/45, %8,8) konjenital kalp hastalig1 aile Oykiisii oldugu
saptanmistir. Bir hastamizin ikiz kiz kardesinde atrial septal defekt oldugu, iki erkek
kardes olan hastalarimizin annelerinin 6nceki ii¢ ¢ocugunu ve bir kiz bir de erkek
kardesini dilate kardiyomiyopati nedeniyle kaybettigi, bir hastamizin da babasinda

atrial septal defekt oldugu saptanmustir.

4.2. Hastalarin Klinik Bulgular:

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Kardiyoloji Bilim Dali
Polikliniginde kardiyak septal defekt tanis1 alan 45 hastadan 21 hasta atrial septal
defekt (ASD) (n= 21/45, %46,6) , 14 hasta ventrikiiler septal defekt (VSD) (n=
14/45, %31,11), 8 hasta VSD+ASD (n= 8/45, %17,77), 2 hasta atrioventrikiiler
septal defekt (AVSD) (n= 2/45, %4,44) tanisi almistir. Calismaya dahil edilen
hastalarin 9’unda (n= 9/45, %20) biiylime geriligi saptanmistir. Bu dokuz hastanin
8’inde boy ve agirlik 3 persentilin altinda saptanirken, bir hastada boy 10.persentil,
agirlik 3 persentilin altinda tespit edilmistir. Bu hastalarin tici 22q11.2 delesyonu
saptanan hastalardir. Hastalarin 4’tinde (n=4/45, %8,8) gelisme geriligi tespit
edilmistir (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2). Bu hastalardan birinde 22q11.2 delesyonu
bulunmustur. 22q11.2 delesyonu olan hastanin ailesi, dogustan beri anlama giicliigii
oldugu ve halen smifin1 gegmekte zorlandigini bildirmistir. Diger {i¢ hastanin biri, 2

yasinda yiirlimiis ancak 7,5 yasinda sadece anne-baba diyebiliyorken, ciimle
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kuramamaktadir. Bir diger hasta 3 yasinda sadece anne-baba diyebiliyorken; digeri

de 7 aylikken basini dik tutabilmis, 15 aylik oldugu halde desteksiz oturamamaktadir.

Ekstrakardiyak konjenital anomalisi olan 2 hasta (n= 2/45, %4,4) ¢alismaya
dahil edilmistir. Bu hastalardan birinde koanal atrezi, digerinde konjenital adrenal
hiperplazi (KAH) tespit edilmis olup KAH saptanan hastada ambigious genitelya da
saptanmustir (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2).

Calismaya dahil edilen hastalarin yiliz 6zelliklerine bakildiginda iki hastada
(n=2/45, %4,44) burun kokii belirgin goriilmiis olup bu iki hasta da 22ql1.2
delesyonu tespit edilen hastalardir. Ug hastada (n=3/45, %6,66) antevert kulak tespit
edilmis olup bu hastalarin da ikisi 22q11.2 delesyonu saptanan hastalardir. Bir
hastada (n=1/45, %2,22) epikantus, bir hastada (n=1/45, %2,22) da palpebral aralik
uzun olarak tespit edilmistir. Palpebral aralik uzun olarak saptanan hastada 22q11.2
delesyonu tespit edilmistir. Bir hastada (n=1/45, %2,22) yarik damak ve dudak
saptanirken, koanal atrezisi olan bir hastada da (n=1/45, %2,22) mikrognati

saptanmistir (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2).

Bas ve santral sinir sistemi bulgularina bakildiginda bir hastada (n=1/45,
%2,22) hidrosefali ve trigonosefali saptanirken, bir baska hastada (n=1/45, %2,22)
intrakranial kist tespit edilmistir (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2).

Endokrin sistem bulgularina bakildiginda iki hastada (n= 2/45, %4,44)
hipotiroidi saptanmistir (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2).

Gastrointestinal sistem bulgularina bakildiginda iki hastada (n=2/45, %4,44)
inguinal herni, bir hastada (n= 1/45, %2,22) 6zafagus atrezisi tespit edilmistir (Tablo
4.1 ve Tablo 4.2).

Gentitotiriner sistem bulgulari incelendiginde, bir hastada (n=1/45, %2,22)
ambigius genitalya, bir hastada (n=1/45, %2,22) bobrek kisti tespit edilmistir (Tablo
4.1 ve Tablo 4.2).

Kas ve iskelet sistem bulgularina bakildiginda iki hastada (n= 2/45, %4,44)
skolyoz tespit edilmistir. Bu hastalardan birisinde 22ql11.2 delesyonu tespit
edilmistir. Bir hastada (n=1/45, %2,22) parmaklarda overriding tespit edilmistir ve



36

bu hasta da MLPA analizinde 22q11.2 delesyonu tespit edilen bir diger hastadir
(Tablo 4.1 ve Tablo 4.2).

Noroloji sistem bulgular1 sorgulandiginda bir hastanin (n= 1/45, %2,22)
epilepsi hastasi oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2).

Noropsikiyatrik sistem bulgular1 arastirildiginda bir hastada (n=1/45, %2,22)
dikkat eksikligi tespit edilmistir ve bu hasta 22q11.2 delesyonu tespit edilen {i¢
hastadan biridir (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2).

Dermotoloji sistem bulgularina bakildiginda bir hastada (n=1/45, %2,22)
alninda ve bacaginda hipopigmente alanlar tespit edilmistir (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2).

Isitme ve konusma &zelliklerine bakildiginda bir hastada (n=1/45, %2,22)
isitme azlig1 oldugu, bir hastada kekemelik (n=1/45, %2,22) oldugu saptanmuistir.

Hastalarin aile hikayesinde akrabalik sorgulanmistir. Calismaya dahil olan 45
hastanin 9’unda (n=9/45, %20) akrabalik oldugu saptanmistir. Dokuz hastanin
yedisinde (n=7/45, %15,55) anne ve baba arasinda 1.derece kuzen evliligi oldugu
tespit edilirken, iki hastanin (n=2/45, %4,44) anne ve babasi arasinda uzak akrabalik

oldugu bildirilmistir.

Hastalarin aile dykiisiinde konjenital kalp hastalif1 arastirilmistir. Hastalarin
4’tinde (n=4/45, %8,8) konjenital kalp hastaligi aile 6ykiisii oldugu saptanmistir. Bir
hastamizin ikiz kiz kardesinde atrial septal defekt oldugu, iki erkek kardes olan
hastalarimizin annelerinin 6nceki ii¢ cocugunu ve bir kiz bir de erkek kardesini dilate
kardiyomiyopati nedeniyle kaybettigi, bir hastamizin da babasinda atrial septal

defekt oldugu saptanmustir.

4.3. Hastalarin MLPA Analiz Sonuclari

MLPA analizi sonucu MLPA sinyalleri bes hasta hari¢ tiim calisma grubunda
tiim ekzonlarda normal aralikta (0.7-1.3 arasinda) bulunmustur. 45 hastalik ¢alisma
grubunun iiclinde 22q11.2 kromozom boélgesinde delesyon tespit edilmistir (n=3/45,
%6.6). Hasta CHD21 ve CHD29’un 22ql11.2 kromozom bandinda, CDC45-1,
GP1BB-2 ve DGCRS8-14 ekzonunda; hasta CHD50’nin ise CDC45-1 ve GP1BB-2

ekzonunda delesyon tespit edilmistir. Ug hastanin MLPA analiz sonuglarmin FISH
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ile dogrulamasi yapilmistir. Hasta CHD21 ve hasta CHD29’un QBiogene PDEL
5141 DiGeorge DGSCR2 (CLTD) probu ile yapilan analiz sonucu 22¢l11.2
delesyonu tespit edilirken; hasta CHD50’nin Vysis 32-190012 DiGeorge Bolgesi

N25 probu ile yapilan analiz sonucu 22q11.2 delesyonu tespit edilmemistir.

Hasta CHD42, CHD43 ve CHD 50°’de 8p23.1 kromozom bandinda,
GATA4’lin downstreaminde yer alan CTSB-9 ekzonunda delesyon tespit edilmistir.
Hasta CHD21 ve CHD29’da CTSB-9 ekzonunda duplikasyon tespit edilmistir (Tablo
4.3).

Hasta CHD21; 22q11.2 delesyon:

Yapilan EKO’sunda ASD tespit edilen; boy ve agirhigi <3 persentil olan;
basini bir yasinda dik tutan, ii¢ yasinda yiiriyen CHD21’in muayenesinde biiyiime
geriligi ve gelisme geriligi tespit edilmistir (Tablo 4.1) (Sekil 4.1.). Boynunda
kisalik, kulaklar1 antevert, disleri hafif ayrik ve skolyozu olan; ailesinde akrabalik
Oykiisii olmayan ve annesinin prenatal, natal ve postnatal Oykiisiinde bir patoloji
saptanmayan 15 yasindaki kiz hastamizin bir kiz ve bir erkek olmak iizere sag ve
saglikl iki kardesi mevcuttur. Konugsmada ve biligsel gelisiminde gecikme gosteren
hastamiz mental retardasyon agisindan da degerlendirilmistir. CHD21’in P311-A2
kiti ile yapilan MLPA analizi sonucunda 22q11.2 kromozom bdlgesinde CDC45-1,
GP1BB-2 ve DGCRS8-14 ekzonlarinin hedeflendigi problarda azalmis oranlar
goriilmiistiir (0.25-0.35).

Hasta CHD29; 22q11.2 delesyon:

30 yasindaki annenin ikinci gebeliginden ikiz olarak 38 haftalik iken C/S ile
2700 gr olarak dogan; 5 giinliik iken morarmasi ve iflirlimii fark edilen; yapilan
EKO’sunda VSD saptanan ve 2010 yilinda opere edilen CHD29’un yapilan fizik
muayenesinde biliylime geriligi tespit edilmistir (agirlik <3persentil; boy <
10persentil) (Tablo 4.1) (Sekil 4.2.). Burun kokii belirgin, diisiikk ve antevert kulak,
ayak parmaklarinda overriding olan 6 yasindaki erkek hastamizin ikiz erkek
kardesinde ve ablasinda bir patoloji saptanmamistir. Ailesinde akrabalik Gykiisii
olmayan hastamizin aile dykiisiinde yarik damak ve dudak nedeniyle opere edilen ve
sekiz aylik iken vefat eden bir halasi bulunmaktadir. CHD29’un P311-A2 Kkiti ile
yapilan MLPA analizi sonucunda 22q11.2 kromozom bdlgesinde CDC45-1, GP1BB-
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2 ve DGCRS8-14 ekzonlarinin hedeflendigi problarda azalmis oranlar goriilmiistiir
(0.34-0.37).

Hasta CHD50; 22g11.2 delesyon:

25 yasindaki annenin ikinci gebeliginden miadinda NSVY ile 3200 gr dogan;
dort aylik iken EKO’sunda ASD + VSD saptanan ve opere edilen CHDS50’nin
yapilan muayenesinde biiylime geriligi tespit edilmistir (boy <3 persentil, agirlik <3
persentil) (Tablo 4.1) (Sekil 4.3.). Burun kokii belirgin ve skolyozu olan, bes yasinda
inguinal herni operasyonu geciren yedi yasindaki kiz hastamizin oniki yasinda sag ve
sagliklt bir erkek kardesi ve bes yasinda sag ve saglikli bir kizkardesi mevcuttur.
Ailesinde uzak akrabalik Oykiisii olan hastamizin anne ve babasinin dedelerinin
babalar1 kardestir. CHD50’nin P311-A2 kiti ile yapilan MLPA analizi sonucunda
220911.2 kromozom bolgesinde CDC45-1 ve GP1BB-2 ekzonlarmin hedeflendigi

problarda azalmis oranlar goriilmiistiir (0.65-0.67).

Hasta CHD42 ve Hasta CHD43; 8p23.1 Kopya Sayis1 Degisiklikleri

Bulunan Hastalar:

iki erkek kardes olan CHD42 ve CHD43’{in annelerinin alt1 gebeliginden iic
yasayan ¢ocugu mevcuttur. Bir intrauterin kayip (4 aylik gebelik), dilate
kardiyomiyopati sebebiyle postnatal 16 giinliik, bir de 4.5 aylik kayb1 olan anne; bir
kiz bir de erkek kardesini yine dilate kardiyomiyopati sebebiyle kaybetmistir.
Annenin, hastalarimiz disinda, saglikli olan kiz ¢ocuguna da kontrol amach
ekokardiyografi yapilmis olup bir patoloji saptanmamistir. CHD42 ve CHD43’iin
mental-motor gelisimleri normal bulunmus, fizik muayenelerinde ek bir patoloji

saptanmamustir (Tablo4.1).

CHD21 ve CHD29’da saptanan 8p23.1 kromozom bandinda yer alan CTSB-9
ekzonundaki duplikasyon ile CHD42, CHD43 ve CHDS50’de CTSB-9 ekzonunda
saptanan delesyon, polimorfizm olarak degerlendirilmistir. Database of Genomic
Variants’da (DGV) ve UCSC Genome Browser’da CTSB-9 geninde tespit edilmis
olan delesyonlar ve duplikasyonlar incelendiginde, herhangi bir hastalik
saptanmamis saglikli bireylerde CTSB-9 genine ait delesyon ve duplikasyonlarin
bildirildigi goriilmiistiir. Bu bize MLPA P-311 A2 Konjenital Kalp Hastaliklari
kitinde GATA4’lin downstreamine konumlandirilmis ve GATA4’de bir delesyon
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tespit edilmesi halinde bu delesyonunun boyutu hakkinda bir fikir vermesi i¢in yer
verilmis olan CTSB probunda tespit ettigimiz delesyon ve duplikasyonlarin patolojik
olmadigini, polimorfizm olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bagka patolojisi olmayan iKi
erkek kardeste ve 22q11.2 delesyonu olan ii¢ hastada tespit edilen 8p23.1 kromozom
bolgesinde yer alan CTSB-9 genini igeren delesyon ve duplikasyonlarla ilgili bir
diger diisiincemiz de MLPA P-311 A-2 kitinin ilgili primerinin baglanmasi ve

amplifikasyonunda sorun olabilecegidir.

Sonug olarak MLPA P311 A2 Konjenital Kalp Hastaliklar1 kiti ile yaptigimiz
analiz sonras1 goriiniiste non-sendromik olan ve konjenital kadiyak septal defekti
olan 45 hastamizin ii¢iinde (n=3/45, %6,66) 22911.2 kromozom bélgesinde delesyon
tespit edilmistir (Tablo 4.3).

22q11.2 delesyonu tespit edilen li¢ hastadan biri (n=1/3, %33,33) atrial septal
defekt (ASD) tanist almisken, biri (n=1/3, %33,33) ventrikiiler septal defekt (VSD)
tanis1 almus, digeri ise (n=1/3, %33,33) ise VSD+ASD tanis1 almist1 (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Kardiyak Septal Defekt Tanis1 Alan 45 Hastanin Klinik Bulgulari

HASTA | CINSIYET | KKH DiGER KLIiNiK SEMPTOMLAR | YAS (Ay)'
TANISI
1-CHD1 KiZ ASD 76
2-CHD2 ERKEK ASD 100
3-CHD3 KIZ ASD SKOLYOZ 139
4-CHDA4 Klz VSD INGUINAL HERN{ 235
5-CHD5 ERKEK ASD 69
6-CHD6 ERKEK VSD HIPOTIROIDI 7
7-CHD7 ERKEK AVSD BUYUME GERILIGI 120
8-CHD8 KIZ VSD 6
9-CHD9 KiZ ASD 23
10-CHD10 KIZ ASD 150
11-CHD11 KiZ ASD KONJENITAL ADRENAL . 12
HIPERPLAZI,AMBIGIUS GENITALYA
12-CHD12 KIZ VSD EPILEPSI 96
13-CHD13 KIZ ASD 16
14-CHD14 ERKEK VSD BUYUME GERILiGi 5
15-CHD15 ERKEK ASD 162
16-CHD17 ERKEK VSD+ASD HIDROSEFALI, TRIGONOSEFALI 8
17-CHD19 ERKEK ASD INGUINAL HERNI 84
18-CHD20 KIZ VSD GELISME GERILIiGi 89
19-CHD21 Klz ASD BUYUME VE GELISME GERILiGi,PALPEBRAL | 174
ARALIK UZUN,ANTEVERT o
KULAK,SKOLYOZ,DIKKAT EKSIKLiGi
20-CHD22 KIZ VSD+ASD 7
21-CHD23 ERKEK VSD+ASD 37
22-CHD24 ERKEK VSD EPIKANTUS 8
23-CHD25 ERKEK ASD 5
24-CHD26 ERKEK AVSD BUYUME GERILIGI 5
25-CHD27 KiZ ASD ISITME AZLIGI 139
26-CHD28 Kiz VSD 12
27-CHD29 ERKEK VSD BUYUME GERIL__iGLAYAK PARMAKLARINDA | 67
OVERRIDING,DUSUK VE ANTEVERT
KULAK,BURUN KOKU BELIRGIN,BULBOZ
BURUN UCU,ASIMETRIK AGLAMA
28-CHD30 Kiz VSD+ASD BUYUME GERILIGi 45
29-CHD32 Klz ASD BOBREK KiSTi 177
30-CHD34 Klz ASD ALIN VE BACAKTA HIiPOPIGMENTE ALAN 56
31-CHD36 Kiz VSD 170
32-CHD37 Klz VSD+ASD INTRAKRANIAL KIST,HIPOTIROIDI, 5
BUYUME GERILIGI
33-CHD38 Klz VSD+ASD OZAFAGUS ATREZISI 27
34-CHD39 ERKEK ASD KONUSMA BOZUKLUGU(KEKEME), 34
GELISME GERILIGI
35-CHD40 ERKEK VSD 25
36-CHD41 KIZ VSD BUYUME VE GELISME GERILIGI 15
37-CHD42 ERKEK ASD 6
38-CHD43 ERKEK ASD 83
39-CHD44 KIZ ASD 4
40-CHD45 KiZ ASD 78
41-CHD46 KIZ VSD MIKROGNATLKOANAL ATREZI 105
42-CHDA47 KIZ ASD YARIK DUDAK,YARIK DAMAK, 9
SAG KULAKTA MALFORMASYON
(ANTEVERT KULAK)
43-CHDA48 ERKEK VSD+ASD 77
44-CHD49 KIZ VSD 3
45-CHD50 Klz VSD+ASD BUYUME GERILiGI,SKOLYOZ, 82

BURUN KOKU BELIRGIN

! Hastalarm kan 6rnegi alindig1 zamanda yaslari.




41

Tablo 4.2. Kardiyak Septal Defekti Olan 45 Hastanin Klinik Ozellikleri ve Sikliklari

BUYUME VE GELISME SIKLIK
Biiyiime Geriligi 9/45
Motor ve/veya Konugma Geriligi 4/45
Ogrenme Giigliigii 1/45
Mental Retardasyon 0/45
Gelisme Geriligi 4/45
EKSTRAKARDIYAK KONJENITAL ANOMALI

Koanal Atrezi 1/45
Konjenital Adrenal Hiperplazi 1/45
YUZ OZELLIKLERI

Palpebral aralik uzun 1/45
Epikantus 1/45
Antevert kulak 3/45
Bulb6z burun ucu 1/45
Burun kokii belirgin 2145
Mikrognati 1/45
Yarik dudak/Yarik damak 1/45
BAS VE SANTRAL SiNiR SiSTEMi BULGULARI

Hidrosefali 1/45
Trigonosefali 1/45
Intrakranial Kist 1/45
ENDOKRIN SiSTEM BULGULARI

Hipotiroidi 2/45
GASTROENTEROLOJi SiISTEM BULGULARI

Inguinal Herni 2/45
Ozafagus Atrezisi 1/45
GENITOURINER SiSTEM BULGULARI

Ambigious Genitelya 1/45
Bobrek Kisti 1/45
KAS VE ISKELET SISTEMi BULGULARI

Skolyoz 2145
Ayak parmaklarinda overriding 1/45
NOROLOJI SISTEM BULGULARI

Epilepsi 1/45
NOROPSIKIYATRIK SISTEM BULGULARI

Dikkat eksikligi 1/45
DERMATOLOJI SISTEM BULGULARI

Hipopigmentasyon 1/45
DIGER

Isitme azlig1 1/45
Konugma bozuklugu 1/45
AILE HIKAYESI

Akrabalik 9/45
Konjenital Kalp Hastalig1 Aile Oykiisii 4/45




42

HASTA CHD 21

HASTA CHD 29

HASTA CHD 50

Sekil 4.1. 22q11.2 delesyonu tespit edilen CHD 21, CHD 29 ve CHD 50 nolu

hastalarin yiiz bulgulari.

Tablo 4.3. Kardiyak Septal Defekti Olan 45 Hastanin MLPA Analizi ile Saptanan

Kopya Sayis1 Varyantlar1 ve Kopya Sayist Polimorfizmleri

Hasta Imbalans Kromozom Status Fenotip Yas'

Numarasi Bandi

CHDA42 Delesyon 8p23.1 CNP ASD 6 ay

CHD43 Delesyon 8p23.1 CNP ASD 7 yil

CHD21 Delesyon 22q11.2 Nedensel CNV | ASD 15 y1l
Duplikasyon | 8p23.1 CNP

CHD29 Delesyon 22q11.2 Nedensel CNV | VSD 6 yil
Duplikasyon | 8p23.1 CNP

CHD50 Delesyon 22q11.2 Nedensel CNV | VSD+ASD 7yl
Delesyon 8p23.1 CNP

ASD, atrial septal defekt; VSD, ventrikiiler septal defekt; CNV, kopya sayisi1 varyanti; CNP, kopya
sayisi polimorfizmi; 'kan 6rnegi alindig1 zamanda yas1.
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CHDZ21 nolu Hastanin P311-A2 Kiti ile Yapilan MLPA Analiz Sonuclar:
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CHDS0 nolu Hastanin P311-A2 Kiti ileYapilan MLPA Analiz Sonuc¢lar:
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Sekil 4.3. CTSB-9 Geninde Delesyon Tespit Edilen Hastalarin MLPA Analiz

Sonuglari
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5. TARTISMA

Bu calismada, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Kardiyoloji
Bilim Dali Polikliniginde kardiyak septal defekt tanisi alan, ¢aligmamiz Gncesi
genetik tan1 almamis olan, goOriiniiste non-sendromik 45 hastanin genetik
etyopatogenezi; Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Genetik Bilim Dal
Polikliniginde ve Hacettepe Universitesi Thsan Dogramac1 Cocuk Hastanesi Genetik
Tan1 Laboratuvarinda; MLPA P311-A2 Konjenital Kalp Hastaliklar1 kiti kullanilarak
arasgtirilmistir. Arastirmamizda ii¢ hastada 22q11.2 kromozom bdlgesinde delesyon

tespit edilmistir.

SALSA MLPA probemix P311-A2 Konjenital Kalp Hastaliklar1 kitinde
22q11.2 kromozom bolgesindeki kopya sayis1 degisikliklerinin saptanmasi amaciyla
tic lokus bulunmaktadir. Bu ii¢ lokus LCR-A ve LCR-B arasinda olup; sirasiyla
CDC45, GP1BB ve DGCRS genleri hedeflenmistir. Pediatrik Kardiyoloji Bilim Dali
Polikliniginde ekokardiyografi ile ASD saptanan CHD21 ve VSD saptanan CHD29
nolu hastalarimizda, CDC45 geni ekzonl, GP1BB geni ekzon2 ve DGCRS8 geni
ekzonl4 ile uyumlu bolgede; VSD+ASD saptanan CHDS50 nolu hastamizda ise
CDC45 geni ekzonl ve GP1BB geni ekzon2 ile uyumlu bolgede delesyon tespit

edilmistir.

22ql11.2  delesyonu siklikla kardiyovaskiiler malformasyonlara sebep
olmaktadir ve g¢ogunlukla konotrunkal malformasyonlarla birlikte goriilmektedir
[276]. 22q11.2 delesyonunun fenotipik cesitliligi sadece klinik degerlendirme ile tani
koyulmasini gii¢lestirmektedir. Tanidaki gecikme veya taninin atlanmasi, etkilenen
bireylerin 22q11.2 delesyon sendromunun ¢ok ¢esitli bulgularina karsi Onleyici
genetik, medikal, psikolojik ve sosyal ilgiden mahrum kalmalarina yol agmaktadir

[275].

Konjenital Kalp Hastaliklarin1 igeren sendromlarda, kalp hastaliklar1 siklikla
ilk belirti veren semptomlardir. Bizim ¢alismamizda da ekokardiyografilerinde septal
defekt saptanan {i¢ hastamizin MLPA analizi sonucunda erken sendrom tespiti
miimkiin olmustur. Retrospektif bakildiginda bu ii¢ hastada 22q11.2 delesyonunda

goriilen klinik Ozellikler bulunmaktadir, ancak MLPA analizi 6ncesinde klinik
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degerlendirme ile tam1 koymak miimkiin olmamistir. 22ql1 delesyonu olan
cocuklarda postoperatif komplikasyon riski daha ytiiksektir bu yiizden erken tani ve
ekstrakardiyak anomalilerin farkindaligi kritik 6neme sahiptir. 22q11 delesyonunda
erken tani hasta lireme ¢agina eristiginde dogru genetik danigmanlik verilebilmesi
acisindan da ¢ok 6nemlidir. Bu arastirmamizda; MLPA analizi ile 45 non-sendromik,
kardiyak septal defekti olan hastalarin {igiinde (%6.6) erken sendrom tanis1 koymak
miimkiin olmustur ve bu sonug pediatrik kardiyoloji kliniklerinde klinik 6neme sahip
CNVlerin saptanmasit amacityla MLPA’nin ilk segenek olarak kullanilabilecegini

gostermistir.

MLPA kullannmi array CGHe gore daha basit, spesifik uzmanlik

gerektirmemesi ve ucuz olmasi sebebiyle avantajlidir.

Kromozom 22ql1 bolgesi kromozoma 06zgii diisiik kopya tekrarlar1 veya
segmental duplikasyonlarla karakterizedir. Bu bolge stabil degildir ve mutasyonlara
aciktir. Nonallelik homolog rekombinasyon sirasinda diisiik kopya tekrarlarinin
yanlis siralanmasi sonucunda 22q11.2 bolgesinde delesyonlar meydana gelmektedir
ve bu durum 22ql1 delesyon sendromuna (22q11DS) sebep olmaktadir. 22q11.2
bolgesindeki genlerin haplo-yetersizligi faringeal arkin, kalbin, iskeletin ve beynin
erken morfogenezinde etkili olmaktadir. Bu sendrom pek c¢ok organi ve sistemi
etkileyebildigi i¢in genis bir fenotipik ¢esitlilik gostermektedir. Ayni genetik
etyolojinin farkli presentasyonlar1 arasinda; DiGeorge sendromu (DGS; MIM
188400), velokardiyofasiyal sendromu (MIM 192430), konotrunkal anomali yiiz
sendromu (MIM 217095) ve kalbin izole ¢ikis yolu defektleri bulunmaktadir. Bu
farkli klinik presentasyonlarin belirtildigi akronim CATCH22 (Kardiyak anomali,
anomalili yiiz, timus hipoplazisine bagli T-hiicre eksikligi, yarik damak,
hipoparatiroidizme baglh hipokalsemi) de 22ql1 delesyonu i¢in kullanilmistir. Pek
cok klinisyen 22q11 delesyonunun ayri-farkli sendromlardan ziyade tek bir sendrom
oldugu kanaatini tasimaktadir ve 22q11DS terimi 22ql1.2 delesyonunun neden
oldugu tiim fenotipik varyasyonlar: ifade etmektedir [233].

22q11DS’da  22ql1.2 bolgesinde 1.5-3 Mblik bir mikrodelesyon
goriilmektedir. Delesyonun boyutu farklilik gostermektedir ancak hastalarin

%90’ninda ayn1 ~3Mblik delesyon dikkat ¢ekmektedir. Bu bdlge, tipik delesyon
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bolgesi (TDR)olarak isimlendirilmistir. Hastalarin ~%7’inde ~1.5 Mblik bir delesyon
goriilirken daha az bir kisminda aymi bodlgede daha kiiciik delesyonlar tespit
edilmistir [233]. Kompleks diisiik kopya tekrarlari (LCRSs), ¢ok sayida tekrar
elementler igermektedir ve ¢esitli genomik varyasyonlara yapisal bir zemin
olusturmaktadir. Bu bolgeler, translokasyonlara, inversiyonlara, delesyonlara,
duplikasyonlara agiktir. Diisiik kopya tekrarlar1 genellikle >5-10 kb boyutlarinda
olup >%95- %97 birbirleriyle benzerlik gosterirler. Non-allelik homolog
rekombinasyon (NAHR); allel olmayan, ancak yiiksek sekans benzerligi gosteren iki
DNA pargasinin arasinda olusan bir homolog rekombinasyon formudur. Pek ¢ok
rekiiren genomik yeniden diizenlemeler, iki diisiik kopya tekrarlar1 arasindaki NAHR
sebebiyle olusmaktadir. Diisiik kopya tekrarlari arasindaki NAHR sebebiyle
delesyonlar ve/veya duplikasyonlar olusmaktadir. NAHR sirasinda, diisiik kopya
tekrarlarinin  yanlis siralanmasi; 22q11DS ve pek ¢ok diger kromozomal
mikrodelesyon bozukluklarmin altinda yatan 6nemli bir mekanizmadir [235,274].
22q11.2’nin proksimal bolgesi diisiik kopya tekrarlart agisindan zengindir. Bu
bolgede kromozom 22’ye 0Ozel sekiz diisiik kopya tekrarlart bulunmaktadir
(LCR22A- LCR22H).

Tipik 3 Mblik delesyon en proksimal (LCR22A) ile en distal (LCR22D)
arasinda gortiliirken; 1.5 Mblik delesyon (LCR22A) ile (LCR22B) veya ~ 2 Mblik
delesyon (LCR22A) ile (LCR22C) arasinda olabilir (Sekil 5.1.) [233].
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qi1.21
qi1.22
qi1.23 LCRE |
Q2.1
qQl12.2 ER_F
q12.3
LCR-G
LCR-H |
KROMOZOM 22

~1.5 Mb

> TDR ~3Mb

Sekil 5.1. 22q11 bolgesindeki diisiik kopya tekrarlarinin sematik prezentasyonu

22q11 bolgesindeki diisiik kopya tekrarlarinin sematik prezentasyonu.
LCRs, diisiik kopya tekrarlari; TDR, tipik delesyon bolgesi
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Sekil 5.2. Tipik delesyon bolgesindeki genlerin sematik prezentasyonu

Tipik delesyon bolgesindeki genler gosterilmektedir. Tipik delesyon bolgesi en proksimal LCR22A
ile en distal LCR22D arasinda olusmaktadir. MLPA P311-A2 Konjenital Kalp Hastaliklar1 Kitinde
22q11.2 bolgesi i¢in hedeflenen genler sematize edilmistir.

LCR22, kromozom 22’ye spesifik LCRs

Bizim g¢alismamizda; ekokardiyografi ile ASD saptanan CHD21 ve VSD
saptanan CHD29 nolu hastalarimizda, CDC45 geni ekzonl, GP1BB geni ekzon2 ve
DGCRS8 geni ekzonl4 ile uyumlu boélgede; VSD+ASD saptanan CHDS50 nolu
hastamizda ise CDC45 geni ekzonl ve GPIBB geni ekzon2 ile uyumlu bolgede
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delesyon tespit edilmistir. MLPA P311-A2 kitinde 22q11 bolgesi i¢in hedeflenmis ii¢
gen (CDC45, GPIBB ve DGCRS) de LCR22A ile LCR22B arasindadir.
Hastalarimizin ikisinde (CHD21 ve CHD29 nolu hastalar) ii¢ genin hedeflendigi
bolgede delesyon tespit ettik; ancak CHD50 nolu hastamizda DGCRS8 geni ekzon 14
ile uyumlu bolgede delesyon goriilmedi. Bu durum; CHD50 nolu hastamizda var
olan kii¢iik bir delesyonun, MLPA P311-A2 kiti ile basarili bir sekilde tespit
edilebildigini gostermistir.

22qll DS’da goriilen klinik bulgulara; 22q11.2 bolgesindeki azalmig gen
ekspresyonu neden olmaktadir. Tipik delesyon bolgesinde; 3 Mblik bolgede bilinen
yaklagik 60 gen bulunmaktadir [271] (Sekil 5.2.). Ancak bu genlerin bir ¢cogunun
islevi netlik kazanmamistir. Bu genlerin haplo-yetersizligi, muhtemelen; faringeal
ark, kalp, iskelet sistemi ve beyinin erken morfogenezinde etkili olmaktadir. Fakat,

fenotip ile delesyonun boyutu arasinda bir korelasyon goriilmemistir [235].

22q11.2 bolgesinde yer alan en onemli gen TBX1 genidir. TBX1, faringeal
arkin endoderm ve mesoderminde ve distal faringeal aparatin ektoderminde eksprese
olur. Faringeal aparat embriyonik bir yap1 olup; yliz, boyun ve kardiyak ¢ikis yolu
olusumunu saglar. Hayvan modellerinde, TBX1’in haplo-yetersizliginin faringeal
aparatta anormal biiylimeye ve gelisime yol actigi goriilmiistiir. Bu da sendromda
goriilen, dismorfik yiiz bulgulari, damak defektleri, timus ve paratiroid bezinin
hipoplazisi, beslenme-yutma problemleri gibi pek ¢ok klinik bulguya agiklik
getirmektedir [236]. Kardiyak ¢ikis yolunun aorta ve pulmoner artere boliinmesi igin
noroepitelden gelisen kardiyak noral krest hiicrelerine (¢c(NCCs) ihtiyag vardir. TBX1
de cNCCs’nin diferansiyasyonunu ve migrasyonunu regiile etmektedir. TBX1 haplo-
yetersizligi, 22q11DS’da siklikla goriilen kardiyak ¢ikis yolu ve konotrunkal
anomalilere yol agmaktadir. 22ql11.2 bolgesinde en ¢ok {iizerinde calisilan gen
TBX1’dir. 22ql11DS’da  goriilen  klinik  bulgulardan  6zellikle  fiziksel
malformasyonlardan TBX1’in sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Ancak TBX1’in
haplo-yetersizligi; 22q11DS’da  gorillen tim  klinik  fenotiplere  agiklik
getirememektedir.

Son g¢alismalar 22ql1 genlerinin azalmig dozlarinin, o6n-beynin ilk

sekillenmesini, ardindan kortikal nérogenez ve migrasyonunu modifiye edebildigini
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gostermistir. Ancak hangi genlerin bu islemler {izerinde etkin oldugu heniiz
belirlenememistir [237]. Katekol-O-metil transferaz (COMT) geni, 22q11.2
bolgesinde olup; dopamin ve epinefrin gibi katekolaminleri degrade eder. Prolin
dehidrogenaz oksidaz 1 (PRODH) geni de 22q11.2 bolgesinde yer almaktadir ve bu
genin olusturdugu mitokondrial enzim prolini degrade eder. Bu enzimin eksikligi
hiperprolinemiye yol agar. 22q11DS’da goriilen davranis bozukluklarinda COMT ve
PRODH genlerinin haplo-yetersiziliginin etkili oldugu diigiiniilmektedir [238].

Glikoprotein Ib B (GP1BB) geni de 22ql11.2 bdlgesinde yer almaktadir ve
haplo-yetersizligi trombositopeni olusumuna neden olur. 22q11DS’lu hastalarda, dev
platelet, trombositopeni ve uzamis kanama zamani ile karakterize Bernard-Soulier

sendromu tanimlanmustir [239].

22q11DS’lu hastalar yaklasik %20-25 oraninda sizofreni ve sizoaffektif
bozukluk gibi benzer psikotik bozukluk riski tasimaktadirlar [265, 266]. 22q11.2
delesyonu sizofreni i¢in bilinen en giiglii risk faktoriidiir (odds ratio = 20.3)[267] ve
tim sizofreni vakalarinin yaklasik %1-2’ine tekabiil etmektedir [268, 266]. 22q11
DS’lu fare modellerinde yapilan ¢aligmalar; sizofreni ile asosiye beyin bdlgelerinde
en fazla down-regiilasyon gosteren mikro RNA olarak miR-185’1 belirlemislerdir
[269]. DiGeorge sendromu kritik bolge gen 8 (DGCRS) eksikliginin; hipokampustaki
miR-185 ekspresyonunda yaklagik %20’lik bir azalmaya neden oldugu goriilmiistiir
[270]. MiR-185 geni ve DGCRS8 geni LCR22-A ve LCR22-B arasindaki 1.5 Mblik
bolgede yer almaktadirlar. Bu bdlgedeki mikrodelesyon, miR-185 ve DGCRS’in
hemizigositesine yol agmaktadir. Heterozigot DGCRS eksikligi belli bir grup micro-
RNA’larin azalmis biyogenezine neden olmaktadir, bunlardan biri de miR-185dir.
MiR-185"de belirlenen azalmis ekspresyona; miR-185 genindeki hemizigosite ile
birlikte azalmis DGCRS diizeylerine sekonder pri-miR-185 transkriptinin bozulmus
maturasyonunun birlesik etkisinin neden oldugu diisiintilmiistiir [270]. Matiir mikro-
RNA diizeylerinde olusan degisikliklerin sonu¢ olarak hedef genlerin
ekspresyonunda farkliliga yol agabilecegi ve bu durumun 22q11DS’da goriilen néral,
kognitif ve davranis bozukluklarinin bir kismindan sorumlu olabilecegi belirtilmistir

[270].
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22q11DS’a neden olan Tipik Delesyon Bolgesinde (3 Mblik bolgede yaklasik
bilinen 60 gen; 1.5 Mblik bolgede yaklasik bilinen 35 gen) pek ¢ok gen vardir [271].
Ancak 22q11DS’da goriilen fenotipik cesitlilik ile genler arasindaki sebep-sonug
iliskisi heniiz agiklik kazanamamistir [235, 273].

22ql1 DS’u insanlarda en sik gorillen mikrodelesyon sendromudur.
Populasyon bazli insidans ve prevelans tahminleri degisiklik gosterse de pek ¢ok
calismada prevalans, 4000 yenidoganda bir olarak belirtilmistir [240]. Ancak tani
atlandig1 i¢cin bu saymin gercek sayidan az oldugu disliniilmektedir. Genetik
merkezlerde; ¢ocuklarinda tespit edilen delesyon sonrasi erigkinlerin tani almasi bu

diistinceyi pekistirmektedir [272].

22q11DS’da erkek ve kiz cinsiyetleri esit etkilenmektedir. Bazi etnik
gruplarda ozellikle Hispaniklerde 22ql11 DS daha sik goriilmektedir [240]. Genel
olarak DiGeorge Sendromu’nda vakalarin > %90’ninda fetal gelisim sirasinda olusan
de novo delesyonlar goriilmektedir. Kendisi etkilenmemis bir ebeveyn delesyonu
kendi yumurtasinda veya sperminde tasiyor olabilir ve bu durumda, tekrarlama riski
yaklasik %1°dir. Ancak ailesel kalitim da s6z konusu olabilir; otozomal dominant

gecisli kalitim hastalarin yaklasik %8-28’inde rapor edilmistir [242].

22ql1 DS’da genis bir fenotipik spektrum vardir. Goériilen klinik bulgular
arasinda dismorfik yiiz, konjenital kalp hastaliklari, velofaringeal yetersizlik, yarik
damak, timus hipoplazisi, immiin yetmezlik, paratiroid bezinde hipoplazi, gelisme
geriligi, Ogrenme giicliigli, psikiyatrik bozukluklar, renal, okular ve iskelet

malformasyonlari, isitme kaybi, laringeal anomaliler sayilabilir.

Prenatal donemde, yenidoganlarda, ¢ocukluk déneminde veya eriskin yasta
klinik tan1 alan hastalar vardir [243]. Bizim g¢alismamizda; Pediatrik kardiyoloji
polikliniginde, ekosunda ASD saptanan; CHD21 nolu 15 yasindaki kiz hastamizin
genetik kliniginde yapilan degerlendirilmesinde biiyiime ve gelisme geriligi tespit
edilmistir, mental retardasyon acisindan da degerlendirilmistir. Belirgin bir diger
ekstrakardiyak bulgusu skolyozdur. 22q11DS’lu hastalarda, servikal spinal
anomaliler ve skolyoz gibi iskelet deformitelerinde artmus risk s6z konusudur [234,
250]. Pediatrik kardiyoloji polikliniginde yapilan ekosunda ASD+VSD saptanan;
CHDS50 nolu yedi yasindaki kiz hastamizda da skolyoz ile birlikte biiyiime geriligi
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goze carpmaktadir. Boy ve agirlik her iki hastamizda da <3 persentil olarak tespit
edilmistir. Pediatrik kardiyoloji polikliniginde yapilan ekosunda VSD saptanan
CHD29 nolu alti yasindaki erkek hastamizda da genetik kliniginde yapilan
degerlendirilmesinde, diger iki hastamiz gibi biiyiime geriligi tespit edilmistir (boy <
10 persentil, agirlik < 3 persentil). U¢ hastamizin da kardesleri, anne ve babalar1 sag
ve saglikli olup, ailelerinde genetik olarak patolojik tani1 almis bir yakinlari
bulunmamaktadir. Belirgin bilytime geriligi olan, pediatrik kardiyoloji polikliniginde
kardiyak septal defekt saptanan bu ii¢ hastada; Genetik Bilim Dali polikliniginde

sadece klinik degerlendirme ile 22q11 DS tanis1 koymak miimkiin olmamustir.

22q11 delesyonlarmin en belirgin prenatal sonografi bulgusu konjenital kalp
hastaliklaridir. Bunlar arasinda konotrunkal defektler en sik goriilen kardiyak
anomalilerdir [244]. Timus anomalileri de Onemli prenatal sonografik bulgular
arasindadir. Yenidoganlarda ve pediatrik yas grubunda klinik bulgular ¢ok
degiskendir. Coklu organ sistemlerini iceren ve hastadan hastaya degiskenlik
gosteren belirtiler goriiliir. En siklikla, davranig bozukluklari, gelisim bozuklugu,
O0grenme gilicliigli, konotrunkal kardiyak anomaliler, damak defektleri, immiin
yetmezlik, hipokalsemi ve dismorfik yiiz bulgular1 goriliir. Konjenital Kalp
Hastaliklar1 22q11 DS’lu hastalarin yaklasik %80’ ninde goriilmektedir. Konotrunkal
defektler (Fallot Tetralojisi, pulmoner atrezi, trunkus arteriozus, kesintili aortik ark,
cift cikigh sag ventrikiil) en tipik kardiyak malformasyonlardir. Bizim ¢alismamizda
belirledigimiz gibi ventrikiiler septal defektler, atrial septal defektler ve
atrioventrikiiler septal defektleri i¢ceren non-konotrunkal defektler de bildirilmistir.
22q11 DS’da en sik goriilen kardiyak defekt Fallot Tetralojisidir ancak en spesifik
olan kesintili aortik ark tip B’dir [245].

Pediyatrik  yas  grubunda; hipoparatiroidizm nadir goriilse  de,
hipoparatiroidizmin  neden  oldugu  hipokalsemi,  22ql11DS’nun  klasik
semptomlarindan biridir. Hipoparatiroidizm tanis1 siklikla yenidogan ddéneminde
konulur, genellikle gegicidir ve neonatal donem sonrasinda iyilesme goriiliir ancak
enfeksiyon, cerrahi islemler, gebelik gibi stresli donemlerde hipokalsemi ataklari

goriilebilir. Kalic1 hipoparatiroidizm nadiren gelisir.
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Neonatal hipokalsemi ile sonradan gelisen kalici hipoparatiroidizm arasinda
bir iliski yoktur. Ancak hipoparatiroidizmin erken yasta goriilmesi ileri yaslardaki
rekiirens riskinde artisla iliskilendirilmistir [246, 247]. Hipokalseminin Klinik
belirtileri degiskendir, parestezi, hissizlik, uyusukluk, konviilsiyon goriilebilir [243].
Konjenital kardiyak defektler ile neonatal hipokalsemi iki yas alt1 donemde en sik

22q11DS stiphesi uyandiran durumlardir.

Iki yasindan biiyiikk ¢ocuklarda ise, en siklikla, ndropsikolojik belirtiler,
otorinolaringolojik  belirtiler ve tipik yiiz bulgulart 22q11DS’u siiphesi
uyandirmaktadir [233, 243]. Hipokalsemiye bagli neonatal nébetlerin varligy;
22q11DS’lu  hastalarda entelektiiel defisitlerin daha agir goriilme riskini
arttirmaktadir [248]. 22q11DS’da ndrokognitif profil ¢cok degiskendir. Entelektiiel
fonksiyonlar1 ¢ogunlukla smirda seyreder (IQ ~ 70-75). Matematik yetenekleri
zayiftir ancak hafizalar1 1yidir. Dikkat eksikligi goriiliir. Sozel konularda daha
basarilidirlar. Okul 6ncesi donemde ve ilkokul c¢aglarinda 6grenme giigliigli sik
goriiliir. Bizim ¢aligmamizda gelisme geriligi olan; bir yasinda basini dik tutabilen,
lic yasinda yiiriyen, CHD21 no’lu onbes yasindaki kiz hastamiz konusmada ve
biligsel gelisiminde de gecikme gostermis olup mental retardasyon agisindan
degerlendirilmistir. Annesi, hastamizin sinifini gegmekte zorlandigini belirtmistir.
Biiyiime geriligi olan ancak belirgin gelisme geriligi olmayan alt1 yasindaki erkek
CHD29 nolu ve yedi yasindaki kiz CHD50 nolu hastalarimizin aileleri, ¢ocuklarinin

okulda heniiz bir uyumsuzluk ve basarisizlik gostermediklerini belirtmislerdir.

22q11DS’da ¢ocuklarda ve adolesanlarda dikkat eksikligi hiperaktivite
bozukluklari, anksiyete bozukluklari, depresyon ve otizm spektrum bozukluklar1 gibi
psikiyatrik problemler bildirilmistir [251]. Onbes yasindaki CHD21 nolu kiz
hastamizda Genetik Bilim Dali polikliniginde yapilan muayenesinde ¢ok ileri
diizeyde olmasa da dikkat eksikligi oldugu diisiiniilmiistiir ancak yaslar1 kii¢iik olan
alt1 yasindaki CHD29 ve yedi yasindaki CHDS50 nolu hastalarimizda heniiz bir
psikiyatrik bozukluk tespit edilmemistir.

22q11DS’da konusma bozukluklar1 siklikla goriilmektedir. En sik goriilen,

velofaringeal yetersizliktir ki artmis nazal rezonans, nazal regiirgitasyon ve



56

hipernazal konusma seklinde goriilmektedir. 22q11DS’da isitme problemleri de
siklikla goriilmektedir [254].

22q11DS’da goriilen bir diger durum, immiinyetmezliktir. Immiin yetmezlik
derecesi hastadan hastaya farklilik gosterir. T-lenfosit sayisinda ve fonksiyonunda
defektler goriiliirken, az bir hasta grubunda antikor eksiklikleri ozellikle IgA
eksiklikleri bildirilmistir. Enfeksiyon sikligi 6zellikle solunum yolu enfeksiyonlar

sik goriiliir ancak ilerleyen yasla birlikte goriilme siklig1 azalir [252, 253].

22q11DS’da degiskenlik gosterse de karakteristik dismorfik yiiz bulgular
vardir. Uzun yliz, hipertelorizm, sis gdzkapaklari, genis ve belirgin burun kokii,
biilbéz burun ucu, mikrognati, kiiciik agi1z, asimetrik yiiz hareketleri, malforme diisiik
ve kiiciik kulaklar goriilmektedir [256]. Bizim ¢alismamizda Genetik Bilim Dali
polikliniginde yapilan muayenesinde CHD21 nolu hastamizda palpebral aralik uzun
ve antevert kulak tespit edilirken, CHD29 nolu hastamizda belirgin burun kokii,
biilbéz burun ucu, diisiik ve antevert kulak ve asimetrik aglama tespit edilmistir.

CHDS50 nolu hastamizda hafif hipertelorizm ve belirgin burun kokii tespit edilmistir.

22q11DS’da, renal problemler; displastik bobrek, renal agenezi gibi yapisal
bozukluklar, obstriiktif anomaliler, vezikoiireteral reflii siklikla goriilmektedir [233,
234]. Bizim ¢alismamizda CHDS50 nolu yedi yasindaki kiz hastamizda sol bobrek

toplayict sistemde genisleme tespit edilmistir.

22q11DS’da, ozellikle infantlarda ve erken g¢ocukluk doneminde siklikla
goriilen bir diger durum biiylime geriligidir. Mamafih biliylime hormonu eksikligi
nadirdir [255]. Bizim c¢alismamizda; yapilan ekolarinda kardiyak septal defekt
saptanan ve MLPA P311-A2 kiti ile yaptigimiz analiz sonras1 22q11DS tanisi alan ii¢
hastamizda da tespit ettigimiz belirgin biiyiime geriligi en cok dikkat g¢eken
durumdur. 22q11DS’da belirti ve bulgular cok belirgin degildir. Dismorfik yiiz
bulgular1 siklikla belirsizdir. Antropometrik Ol¢iimler, 22ql11DS siiphesi olan
hastalarda kritik Oneme sahiptir [257]. Bizim c¢alismamiz da antropometrik
Olclimlerin 6nemini dogrulamigtir. MLPA analizi sonrasi 22q11DS tanist alan {i¢
hastamizda da analiz Oncesi, genetik kliniginde yapilan degerlendirilmelerinde

belirlenen biiylime geriligi en c¢ok dikkat ceken ortak ozellikleri olup; iki kiz
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hastamizin, boy ve agirlig1 <3 persentil olarak tespit edilirken, erkek hastamizin boyu

<10 persentil, agirlig1 <3 persentil olarak tespit edilmistir.

22qll delesyonu tiim konjenital kalp hastaliklarinin yaklagik %5’inden
sorumludur [258]. 22qll delesyonu baz1 kalp defektlerinde daha fazla
goriilmekterdir. Populasyon bazinda; kesintili aortik ark vakalarinin yaklasik
%47’inde, trunkus arteriozus vakalarinin %19’unda, fallot tetralojisinin yaklasik
%12’inde, ventrikiiler septal defektlerin yaklasik %1.1°inde genetik etyopatogenez
22011 delesyonudur [263,264,262].

Konjenital Kalp Hastaliklarinda genetik etyolojinin dogru tanisi hastanin
genetik, medikal, psikolojik ve sosyal agidan dogru degerlendirilmesi i¢in kritik
oneme sahiptir. Amerikan Medikal Genetik Koleji gelisme geriligi, mental
retardasyonu, otizm spektrum bozuklugu ve c¢oklu konjenital anomalileri olan
bireylerde; klasik sitogenetik analizin yaninda array komperatif genomik
hibridizasyonun (array-CGH) ilk secenek olarak kullanilmasini onermistir. Ancak
konjenital kalp hastaliklar1 olan kisilerde oneride bulunmak igin yeterli veri heniiz
yoktur [259]. Lu ve arkadaslari, goriinliste izole ve sendromik konjenital kalp
hastalig1 olan yenidoganlarda array-CGH ile %21.8 saptama orani bildirmislerdir
[260]. Breckpot ve arkadaslari, onceki ¢alismalardaki hastalarda, sendromik ve izole
konjenital kalp hastaliklarinda, yas sinirlamasi1 koymadan kopya sayis1 varyantlarinin
sebep-sonug iligkisini array-CGH ile arastirmislardir. Goriinliste sendromik
konjenital kalp hastalig1 olan hastalarda %19 saptama orani; izole konjenital kalp
hastalig1 olanlarda %3.6 saptama orani bildirmislerdir ve goriiniiste sendromik olan
hastalarda array-CGH kullanimimin daha faydali oldugunu belirtmislerdir [261].
Erdogan ve arkadaslar1 ise, array-CGH ile izole konjenital kalp hastaliklarinda,
sendromik konjenital kalp hastaligina benzer bir saptama orani bildirmislerdir (%17)
ve array-CGH’in diger semptomlar olusmadan Once sendromik hastalar
belirleyebilecegini belirtmislerdir [134].

Biz ¢aligmamizda, MLPA P-311 A-2 Konjenital Kalp Hastaliklar1 kitini
kullanarak goriiniiste izole (non-sendromik) sadece konjenital kardiyak septal defekti

olan 45 hastada kopya sayis1 varyantlarinin sebep-sonug iliskisini arastirdik ve %6.6

saptama orani ile i¢ hastada 22q11.2 delesyonu tespit ettik. MLPA, bilinen kopya



58

sayis1 varyantlarinin belirlenmesi i¢in etkili bir tekniktir. Array-CGH’ten ¢ok daha
ucuz olmasi ve ¢ok daha basit bir kullanim1 olmasi, ileri uzmanlik gerektirmemesi

sebebiyle array-CGH’ten daha avantajlidir.

Sorensen ve arkadaslari, goriiniiste non-sendromik konjenital kalp hastalig
olan 402 hastada MLPA analizi ile kopya sayisi varyantlarini analiz ettikleri
caligmalarinda, iki hastada 22ql11.2 bolgesinde delesyon; ii¢ hastada 22ql1.2
bolgesinde duplikasyon ve diger bolgelerde tespit ettikleri ile toplamda on dort nadir
CNV tespit etmislerdir; %3.2 saptama orani bildirmislerdir [82]. Bizim hasta
grubumuzda 22q11.2 bolgesinde tespit etti§imiz kopya sayisi varyansi frekansi (45
hastada 3 CNV; %6,6) ile Sorensen ve arkadaslarinin 22ql11.2 bolgesinde tespit
ettikleri kopya sayis1 varyansi frekansini karsilastirdigimizda (402 hastada 5 CNV;
%1,24); bizim ¢alismamizda saptama oranimiz daha yiiksektir. Caligma grubumuzda
hastalarin %6.6’inda patolojik genomik imbalans tespit etmis olmamiz; Onceki
caligmalarda oldugu gibi; non-sendromik konjenital kalp hastaliklarinda rekiiren

CNVlerin sebep-sonug iligkisini dogrulamistir [134, 82].

Calismamiz; Pediatrik Kardiyoloji Bilim Dali polikliniginde konjenital kalp
hastalig1 saptanan, non-sendromik, Oncesinde genetik tani almamis cocuklarda
rekiiren CNV’lerin MLPA P311-A2 kiti ile arastirilmasinin bu ¢ocuklarda, erken tani
imkan1 yaratabilecegini gostermistir. 22q11DS’nun erken tanisi; hastalarin, genetik,
medikal, psikolojik ve sosyal agidan dogru degerlendirilmesini saglayacaktir. Verilen
genetik damismanlik sayesinde; c¢ocuklarinda var olan veya ileride gelisebilecek
kognitif disfonksiyon, ekstrakardiyak malformasyon gibi durumlar karsisinda hasta
ebeveynleri bilingli davranabileceklerdir ve hastalara erken miidahale ile erken tedavi
imkan1 olusacaktir. Hasta ebeveynleri veya hastalar kendileri eriskin yasa
geldiklerinde, prenatal ve preimplantasyon genetik tani imkanlarindan faydalanarak,
isterlerse saglikli ¢ocuk sahibi olabileceklerdir. 22q11DS’lu hastalarin optimal
bakimi i¢in genetik uzmanlari, pediatri, endokrinoloji, plastik cerrahi, immunoloji,
otorinolaringoloji uzmanlar1 ve konusma terapistlerinden olusan genis bir medikal
takima ihtiyag vardir. Erken tani ile hastalarin karsilasabilecekleri olumsuz

durumlarin modifikasyonu miimkiin olacak ve optimize sonuglar elde edilecektir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Konjenital Kalp Hastaliklarinin (KKH) etyopatogenezinde GATAA4,
NKX2-5, TBXS transkripsiyon faktorlerini kodlayan genleri igeren
bolgelerde kopya sayis1 varyansi (CNV) saptanmamustir.

GATA4, NKX2-5, TBXS transkripsiyon faktdr genlerinde nokta
mutasyonlart  ¢esitli caligmalarda KKH etyopatogenezinde tespit
edilmistir. Bu ¢aligmanin hasta grubunda transkripsiyon faktor genlerinde

nokta mutasyonu arastirmak bir baska ¢alisma icin planlanabilir.

22q11.2 Delesyon Sendromu (DS) en sik goriilen mikrodelesyon
sendromudur. KKH etyopatogenezinin arastirildigi bu ¢alismada da {i¢
hastada 22q11.2 DS tespit edilmistir.

KKH’nin etyopatogenezinde kopya sayisi varyanslart (CNVs) cesitli
caligmalarda tespit edilmistir. Bu ¢alisma da kopya sayis1 varyanslarinin

(CNVs) KKH’nin etyopatogenezinde rol aldigini dogrulamustir.

22q11.2 DS olan hastalarda fenotipik cesitlilik vardir. Klinik tanisi zordur.
Bu ¢alismada 22q11 DS tespit edilen ii¢ hastada major klinik bulgularin
(immiin  yetmezlik, hipokalsemi gibi) olmamas1 klinik taniy1

zorlagtirmistir. MLPA analizi sonrasi bu {i¢ hastaya tani konabilmistir.

Bu c¢alismada tespit edilen %6,6 saptama oran1 KKH’larinda MLPA ile
kopya sayis1 varyanslarinin (CNVs) analiz edilmesinin etkin bir yontem

oldugunu gostermistir.

KKH’ lar1 ¢oklu sistem anomalileri ile birlikte goriilebilmektedir. Bu tiir
hastalarda ilk bulgu veren kalp hastaliklar1 oldugu i¢in KKH tespit edilen
hastalarda genetik etiyolojinin arastirilmasi erken sendrom tanisini

mumkin kilmaktadir.
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SALSA MLPA probemix P311-A2 Congenital Heart Disease

Lot AZ-0312: compared to the previous lot A1-0309 QDX2 control fragments have been added and one
CRELD1 probe has been removed.

Congenital heart disease (CHD) is a common birth defect, of which ventricular septal defects are collectively
the most common type. Abnormal cardiac development originates from both environmental and genetic
factors. Multiple studies postulate that mutations in several genes could be implicated in CHD.

The transcription factor GATA4 forms a complex with TBXS which interacts with a heart muscle protein, a-
myosin heavy chain. Another factor, the homecbox (developmental) gene, NKX2-5 also interacts with MYH&.
Mutations of all these proteins are associated with both atrial and ventricular septal defects. In addition,
MNKX2-5 is associated with defects in the electrical conduction of the heart and TBXS is related to the Holt-
Oram syndrome which includes electrical conduction defects and abnormalities of the upper limb (Srivastava,
D., 2006, Ceff). Atrioventricular septal defect (AVSD) can also be caused by mutation in the gene encoding
cell adhesion molecule CRELD1. Bone morphogenetic protein 4 (BMP4) was shown to have a critical role in
functional heart formation in model animals; the loss of this protein resulted in various developmental
defects (McCulley, D. 1. et al., 2008, Dev Dyn).

The GATA4 gene (7 exons) spans ~55.8 kb of genomic DNA and is located on chromosome 8p23, ~11.6 Mb
from p-telomere. Probes for each of the 7 exons of GATA4 and two probes upstream and downstream of the
gene are included in the P311-A2 probemix.

The MKX2-5 gene (2 exons) spans ~3.2 kb of genomic DMA and is located on chromosome 5q35, ~172.5 Mb
from p-telomere. For each exon, two probes are included.

The TBX5 gene (10 exons) spans ~52.2 kb of genomic DNA and is located on chromosome 12q24,
~113.3 Mb from p-telomere. Probes for 8 of the 10 exons are included, with two probes for exon 9 and 10.
The BMP4 gene (5 exons) spans ~4.8 kb of genomic DNA and is located on chromosome 14q22, ~53.5 Mb
from p-telomere. Probes for 4 of the 5 exons of BMP4 are included.

The CRELD1 gene (11 exons) spans ~11.6 kb of genomic DNA and is located on chromosome 3p25, ~10 Mb
from p-telomere. Probes for exons 3 and 10 are included.

This probemix furthermore contains 3 probes for chromosome region 22q11 (DiGeorge). In addition, 10
reference probes are included in this probemix, detecting several different autosomal chromosomal locations.

This SALSA® MLPA® probemix is designed to detect deletions/duplications of one or more sequences in the
aforementioned genes in a DNA sample. Heterozygous deletions of recognition sequences should give a
35-50% reduced relative peak area of the amplification product of that probe. Mote that a mutation or
polymarphism in the sequence detected by a probe can also cause a reduction in relative peak area, even
when not located exactly on the ligation site! In addition, some probe signals are more sensitive to sample
purity and small changes in experimental conditions. Therefore, deletions and duplications detected by MLPA
should always be confirmed by other methods. Mot all deletions and duplications detected by MLPA will be
pathogenic; users should always verify the latest scientific literature when interpreting their findings. We
have no information on what percentage of defects in these genes is caused by deletions/duplications of
complete exons. Finally, note that most defects in this gene are expected to be small (point) mutations
which will not be detected by this SALSA® MLPA® test.

SALSA® MLPA® probemixes and reagents are sold by MRC-Holland for research purposes and to
demonstrate the possibilities of the MLPA technique. They are not CE/FDA certified for use in
diagnostic procedures, Purchase of the SALSA® MLPA® test probemixes and reagents includes a
limited license to use these products for research purposes.

The use of a SALSA® MLPA® probermix and reagents requires a thermocycler with heatad lid and sequence
type electrophoresis equipment. Different fluorescent PCR primers are available. The MLPA technique has
been first described in Mucleic Acid Research 30, e57 (2002).

More information

Website : www.mlpa.com
E-mail : Info@milpa.com (information & technical questions); order@mlpa.com (for orders)
Mail : MRC-Halland bv; Willem Schoutenstraat 6, 1057 DN Amsterdam, the Netherlands
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Related SALSA® MLPA® probemixes

= P250 DiGeorge syndrome
= P234 GATA4: Contains probes for GATA4 and GATA3

References for SALSA® MLPA® probemix P311 CHD

= Guida, V. ef af, 2010. Multiplex ligation-dependent probe amplification analysis of GATA4 gene copy
number variations in patients with isolated congenital heart disease. Dis Markers 28:287-292.

Data analysis

The P311-A2 CHD probemix contains 44 MLPA probes with amplification products between 124 and 481 nt.
In addition, it contains 9 control fragments generating an amplification product smaller than 120 nt: four
DMA Quantity fragments (Q-fragments) at 64-70-76-82 nt, three DNA denaturation control fragments (D-
fragments) at 88-92-96 nt, one X-fragment at 100 nt and one Y-fragment at 105 nt. More information on
how to interpret cbservations on these control fragments can be found in the MLPA protocol.

Data generated by this probemix can first be normalised intra-sample by dividing the peak area of each
probe’s amplification product by the total area of only the reference probes in this probemix (block
normalisation). Secondly, inter-sample normalisation can be achieved by dividing this intra-normalised probe
ratio in a sample by the average intra-normalised probe ratio of all reference samples. Please note that this
type of normalisation assumes no changes occurred in the genomic regions recognised by the reference
probes.

Data normalisation should be performed within one experiment. Only samples purified by the same method
should be compared. Confirmation of most exons deletions and amplifications can be done by e.q. Southemn
blotting, long range PCR, qPCR, FISH.

Note that Coffalyser, the MLPA analysis tool developed at MRC-Holland, can be downloaded free of charge
from our website www.mlpa.com.

Many copy number alterations in healthy individuals are described in the database of genomic variants:
http://projects.tcag.ca/variation. For example, a duplication of a complete gene might not be pathogenic,
while a partial duplication or a deletion may result in disease. For some genes, certain in-frame deletions
may result in a very mild, or no disease. Copy number changes of reference probes are unlikely to be the
cause of the condition tested for. Users should always verify the latest scientific literature when interpreting
their findings.

This probemix was developed by R. Vijzelaar at MRC-Holland. In case the results obtained with this
probemix lead to a scientific publication, it would be very much appreciated if the probemix designer could
be made a coauthor.

Info/remarks/suggestions for improvement; info@milpa.com.
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Table 1. SALSA MLPA P311-A2 CHD probemix
Lenqgth Chromosomal position
(nt) b B Tl reference GATA4 TBXS NKX2-5 2211 BMP4 CRELD1
64-70-76-32 | Q-fragments: DMNA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
88-92-95 D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation
100 X-fragment: Specific for the X chromosome
105 Y-fragment: Specific for the ¥ chromosome
124 ~ MSR1 probe 04235-L08770 8p22
130 CTSE probe 01212-L00766 Downstream GATAS
136 CRELD1 probe 02141-L01620 Exon 3
142 GATA4 probe 07641-L07326 Exon 5
143 GATA4 probe 08309-L08282 Exon 1
154 Reference probe 11356-L12081 12pi13
160 TBX5 probe 05694-L05136 Exon 9a
166 TBX5 probe 06207-L05127 Exon 1
174 TBX5 probe 05696-L05138 Exon 10
184 TBXS5 probe 05687-L05129 Exon 3a
190 NKX2-5 probe 12465-113480 Exon 1
195 TBX5 probe 05688-L05130 Exon 4
202 GATA4 probe 07643-L07328 Exon 7
208 = GP1BB probe 05464-L10114 22q11
215 Reference probe 08570-L08B571 17g23
229 GATA4 probe 07697-L07414 Upstream GATA4
238 GATA4 probe 07642-L07327 Exon 6
247 TEBX5 probe 05691-L05133 Exon 7
255 BMP4 probe 12467-L14521 Exon 1b
266 NKX2-5 probe 11629-L12386 Exon 2c
274 NKX2-5 probe 12468-L13483 Exon 1
283 TBX5 probe 05695-L05137 Exon 9a
202 = Reference probe 11087-L11770 2p24
303 TBX5 probe 05697-L0513% Exon 10
310 GATA4 probe 07638-L07323 Exon 2
317 TBX5 probe 05686-L05128 Exon 2
328 Reference probe 10682-L11264 6pl2
337 GATA4 probe 07639-L07324 Exon 3
346 TBX5 probe 06209-L05132 Exon &6
355 GATA4 probe 07640-L07325 Exon 4
362 GATA4 probe 07696-L07413 Upstream GATA4
369 Reference probe 12377-L13386 2q37
382 DGCRS probe 08476-L10765 22qil
391 BMP4 probe 12469-1134584 Exon 5
400 CRELD1 probe 12470-L13485 Exon 10
409 Reference probe 07208-L06E58 7pl4
4138 Reference probe 11008-L11679 4q22
427 NKX2-5 probe 12471-L13486 Exon 2c
436 BMP4 probe 12472-L13487 Exon 2
445 Reference probe 11010-L11680 7q32
454 BMP4 probe 12473-L13488 Exon 4
465 CDC45 probe 05463-L05S808 22qil
472 Reference probe 09205-L14667 18pi1
451 Reference probe 12530-L13580 6023

~ This prabe is less reliable, as it targets a sequence in a CNV region.
+ This probe is located within, or close to, a very strong CpG island. & low signal of this probe can be due to incomplete
sample DNA denaturation, e.g. due to the presence of salt in the sample DNA.

Mote: Exon numbering might be different as comparad to literature! Please notify us of any mistakes. The identity of the genes
detected by the reference probes is available on request: info@mlpa.com.
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Table 2. P311 probes arranged according to chromosomal location

Table 2a. GATA4

Length SALSA GATA4 Ligation site Partial sequence (24 nt Distance to
(nt) MLPA probe Exon NM_002052.3 adjacent to ligation site) next probe
362 | 07696-L07413 | upstream | °* kbﬁii‘;‘f‘fam oF | CATGCTCAAGAT-AGGCACTGGAGC 1.5 kb
229 | 07607-L07414 | upstream | ©° kbeig?]t“fam o | GAGETTCTTCTT-TAAAATCCATTC 7.0 kb
start codon 555-557 (ex 2)
148 03309-L0B282 Exon 1 21 nt after exon 1 TTTCTTCCC -CTTTGCTCCTTC 3.8 kb
310 07638-L07323 Exon 2 388-389 TGCTGGATTTAA-TACGTATATATT 40.3 kb
337 07639-L07324 Exon 3 1174-1175 CTCAGTAGATAT-GTTTGACGACTT 1.3 kb
355 07640-L07325 Exon 4 1456-1457 CTACATGAAGCT-CCACGGGGTACG 4.9 kb
142 07641-L07326 Exon 5 1532-1533 AAGAACCTGAAT-AAATCTAAGACA 1.9 kb
238 07642-L07327 Exon 6 1609-1610 CAACTCCAGCAA-CGCCACCACCAG 1.4 kb
202 07643-L07328 Exon 7 1785-1786 CACAAGGCTATG-CGTCTCCCGTCA 39.3 kb
stap codon 1881-1883 (ex 7)
130 01212-L00766 | CTSB gene 59.3 k_b AAGTGTAGCAAG-ATCTGTGAGCCT 4300.5 kb
downstream
2 _ 4.3 Mb
124 - 04235-L08770 | MSR1 gene downstream GGTGATCGGGEGA-GCAATTGGCTTT
~ This probe is less reliable, as it targets a sequence in a CNV region.
The NM_002052.3 sequence is a reference standard in the NCBI RefSeqGene project.
Table 2b. NKX2-5
Length | SALSA MLPA | NKX2-5 Ligation site Partial sequence (24 nt Distance to
(nt) probe Exon NM_004387.3 adjacent to ligation site) next probe
start codon 230-232 {ex 1)
274 12463-L13483 Exon 1 475-476 COGGCCAAGTGT-GCGTCTGCCTTT 0.1 kb
190 12465-L13480 Exon 1 10 nt after exon 1 | AGGTGAGGAGGA-AACACAGGLCCC 1.6 kb
427 12471-L13486 Exon 2c 532-681 reverse CGCTCCAGCTCA-TAGACCTGOGCC 0.5 kb
266 11629-L12386 Exon 2¢ 1158-1159 CGGGATTCCGCA-GAGCAACTCGGG
stap codan 1202-1204 [(ex 2c)

The NM_004387.3 sequence represents tran:

Table 2c. TBXS5

script variant 1 and is a reference standard in the NCEI RefSeqGene project.

Length | SALSA MLPA TBX5 Ligation site Partial sequence (24 nt Distance to
(nt) probe Exon NM_000192.3 adjacent to ligation site) next probe
start codon B68-670 {ex 3)
166 06207-L05127 Exon 1 509-510 GACGTTGGAAGA-AGACCTGGLCTA 2.2 kb
317 05686-L05125 Exon 2 NMlel;:é;s.L CTATTCTGGG TA-AGCAGTARACCC 1.9 kb
154 05687-L05129 Exon 33 726-727 GCCTGACGCAAA-AGACCTGCCCTG 1.9 kb
195 05633-L05130 Exon 4 B837-838 AATCAAAGTGTT-TCTCCATGAAAG 3.3 kb
No probe Exon 5
346 06209-L05132 Exon 6 1138-1139 TCCTTCCAGAAA-CTCAAGCTCACC 3.8 kb
247 05691-L05133 Exon 7 1213-1214 TACCAGCCTAGA-TTACACATCGTG 28.5 kb
Mo probe Exon 8
160 05694-L05136 Exon 9a 1465-1466 GTGAGGCAAAAA-GTGGCCTCTAAC 0.2 kb
283 05695-L05137 Exon 93 1641-1642 CCATTGTACCAA-GAGGAALGGTGA 10.1 kb
174 05695-L05138 Exon 10 1724-1725 AAGAAGATTCCT-TCTACCGCTCTA 1.1 kb
303 05697-L05139 Exon 10 2869-2870 TTTGCTTTGGTT-TTGTCCTGECTT
stap codon 2222-2224 (fex 10)

Exon 2 is present in transcript variant 4 (NM_181486.1).
The NM_000192.3 sequence represents transcript variant 1 and is a reference standard in the NCBI RefSeqGene project.
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Table 2d. BMP4

Length | SALSA MLPA BMP4 Ligation site Partial sequence (24 nt Distance to
(nt) probe Exon NM_001202.3 adjacent to ligation site) next probe
start codon 420422 (ex 4)
255 12457-1L14521 Exon 1b 285-286 TGCAGGGACCTA-TGGTGAGCAAGG 2.1 kb
436 12472-L13487 Exon 2 98-99; NM_130851.2 | CGCAGGCCGAAA-GCTGTTCACCGT 2.3 kb
Mo probe Exon 3
454 12473-L13488 Exon 4 439-440 TGGTAACCGAAT-GCTGATGGTCGT 1.3 kb
391 12459-L13484 Exon 5 801-802 AACATCTGGAGA-ACATCCCAGGGA
stop codon 1644-1646 (ex 5)

The NM_001202.3 sequence represents transcript variant 1 and is a reference standard in the NCBI RefSeqGene project.
Exon 2 is present in transcript variant 3 (NM_130851.2).

Table 2e. CRELD1

Length | SALSA MLPA| CRELD1 Ligation site Partial sequence (24 nt | Distance to
(nt) probe Exon NM_001031717.3| adjacent to ligation site) | next probe
start codon 100-102 (ex 1b)
136 02141-L01620 Exon 3 407-408 CAAGTCAGACTT-CGAGTGCCACCG 6.3 kb
400 12470-L13485 Exon 10 1161-1162 GCATTCCCCATC-TTAACTGATTTA
stop codon 1366-1368 (ex 11)

The NM_001031717.3 sequence represents transcript variant 1 and is a reference standard in the NCBI RefSegqGene

project.

Table 2f. 22q11 region (DiGeorge)

Length |SALSA MLPA Gene Ligation site, Partial sequence (24 nt Distance to
(nt) probe region adjacent to ligation site) next probe
telomere
465 | 05463-L05808 | CDC45 NM_001178010.1; | AqeqToGTETCC-GATTTCCGCARA 244.0 kb
90-91, region A-B
208 + | 05464-L10114 | GP1BB NM_000407.4; CACAACCGAGCT-GETGCTGACCGG 3863 kb
206-207, region A-B
NM_022720.6;
33 | 08476-L10765 | DGCRS 2003-2004, region | GACTCAGCGACT-GCACCAGTGGCA
AB

+ This probe is located within, or close to, a very strong CpG island. A low signal of this probe can be due to incomplete
sample DNA denaturation, e.g. due to the presence of salt in the sample DNA.

Note: Exon numbering is according to the genbank mRNA reference sequences (NM_) and may be different
compared to literature! Complete probe sequences are available on request: info@mlpa.com. Please notify
us of any mistakes: info@mlpa.com.
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SALSA MLPA probemix P311-A2 CHD sample picture
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Figure 1. Capillary electrophoresis pattern of a sample of approximately 50 ng human male control DNA
analysed with SALSA® MLPA® probemix P311-A2 CHD (lot A2-0312).

Implemented Changes — compared to the previous product description version

Version 06 (48)- 07 August 2015

- Electropherogram picture(s) using the old MLPA buffer (replaced in December 2012) removed.

Version a5 (48)

- Electropherogram pictures using the new MLPA buffer (introduced in December 2012) added.

Version 04 (48)

- Product description adapted to a new lot (lot number added, small changes in Table 1 and Table 2, new
picture included).

Version 03 (48)

- Various minar textual changes on page 1.

- Remark on RefSeqGene standard and transcript variant added below Table 2.

- The text "Many copy number alterations in healthy individuals are described in..."added to page 2.

Version 02 (46)

- More details added to disease description.

- New reference added on page 2.

- Partial sequence of 148 nt probe 08309-L08282 corrected in Table 2.

- Warnings added in Table 1 and 2: 124 nt probe 04235-L08770, 208 nt probe 05464-110114, 465 nt
probe 05463-L05808.

- Ligation sites of the probes targeting the MKX2-5 and CRELD1 genes updated according to new version
of the NM_reference sequence.

- Ligation sites added to probes targeting the 22q11 region.

- Small changes of probe lengths in Table 1 and 2 in order to better reflect the true lengths of the
amplification products.

- Data analysis method has been modified.

- Various minor textual changes on page 1.

- Various minor layout changes.
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EK-4: Cocuk ve Ebeveyn Onam Formlar:
ARASTIRMA AMACLI CALISMA ICIN COCUK RIZA FORMU

Sevgili Kardesim,

Benim adim Koray Boduroglu. Konjenital Kalp Hastaliklarinda bir arastirma
yapiyoruz. Bu c¢alisma ile Konjenital Kalp Hastaliklarina neden olan genetik
faktorleri aragtirmay1 hedefledik. Amacimiz bu grup hastaliga dogru tan1 koymak ve
ileride daha etkin tedavi yontemlerinin gelismesine katkida bulunabilmektir. Bu
aragtirma ile yeni bilgiler 6grenecegiz. Bu arastirmaya katilman1 dneriyoruz.

Arastirmay1r ben, Koray Boduroglu ve baska bazi doktorlarla birlikte
yapiyoruz. Bu aragtirmaya katilacak olursan senden kan alacagiz. Kan alirken canin
biraz aciyabilir ama ¢abuk gececektir.

Bu aragtirmanin sonuglar1 senin gibi Konjenital Kalp Hastalig1 olan ¢ocuklar
i¢cin yararl bilgiler saglayacaktir. Bu arastirmanin sonuglarini baska doktorlara da
sOyleyecegiz, sonuclar1 bildirecegiz, ama senin adini sdylemeyecegiz.

Bu aragtirmaya katilip katilmamak ic¢in karar vermeden once anne ve baban
ile konusup onlara danismalisin. Onlara da bu arastirmadan bahsedip onaylarini ve
izinlerini alacagiz. Anne ve baban tamam deseler bile sen kabul etmeyebilirsin. Bu
aragtirmaya katilmak senin istegine bagli ve istemezsen katilmazsin. Bu nedenle hig
kimse sana kizmaz ya da kiismez. Once katilmayir kabul etsen bile sonradan
vazgecebilirsin. Bu tamamen sana bagli. Kabul etmedigin durumda da doktorlar
muayene ve diger islemlerde sana dnceden oldugu gibi iyi davranirlar. Onceye gore
farklilik olmaz.

Aklina simdi gelen veya daha sonra gelecek olan sorulari istedigin zaman
bana sorabilirsin. Telefon numaram ve adresim bu kagitta yaziyor. Bu arastirmayi
kabul ediyorsan asagiya liitfen adin1 ve soyadin1 yaz ve imzan1 at. Imzaladiktan sonra
sana ve ailene bu formun bir kopyas1 verilecektir.

Cocugun ad1 ve soyadi: Cocugun imzasi:
Tarih:

Velisinin ad1 ve soyadi: Velisinin imzasi:
Tarih:

Arastiricinin adi ve soyadi: Aragstiricinin imzast:
Tarih:

Arastiricinin adresi: Hacettepe Universitesi Thsan Dogramaci Cocuk Hastanesi
Cocuk Genetik Unitesi, Sthhiye, Ankara, Tiirkiye

Telefon: 0312 3051173

0532 5096726



GENETIK ARASTIRMALARDA AYDINLATILMIS ONAM FORMU
(EBEVEYNLER iCiN)
(Hekimin Agiklamast)

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghigi Enstitiisii, Pediatrik Temel
Bilimler Ana BilimDali, Cocuk Genetik Unitesi Bilim Dali’'nda “’Konjenital Kalp
Hastaliklarinda MLPA kullanilarak gen kopya sayist varyasyonlarmin analiz
edilmesi.” isimli bir arastirma yapmaktayiz. Konjenital Kalp Hastaliklar
(KKH);dogumsal defektler arasinda yiiksek mortalite ve morbidite nedenlerindendir,
insidansi yaklasik %2-%3’tiir.Klinik 6nemine ragmen KKH’nin genetik patogenezi
hakkinda bilgimiz azdir. Bu ¢alisma ile Konjenital Kalp Hastaliklarina neden olan
genetik faktorleri arastirmayi1 hedefledik. Amacimiz bu grup hastaliga dogru tam
koymak ve ileride daha etkin tedavi yoOntemlerinin gelismesine katkida
bulunabilmektir. Bu tip bir ¢alisma i¢in az miktarda kan veya tiikiiriikk 6rnegi yeterli
olmaktadir. Konjenital Kalp Hastaligi bulunmasi nedeni ile eger kabul ederseniz
¢ocugunuzu arastirmaya katmak istiyoruz.

Bu arastirmanin sonuglar1 yalnizca bilimsel amagclarla kullanilacak ve
kimliginiz her zaman gizli tutulacaktir. Bu arastirmaya katilmanizdan dolay: sizden
herhangi bir para talep edilmeyecektir. Ayni sekilde size de herhangi bir 6deme
yapilmayacaktir. Toplanan kanlar oncelikle yurt ici, ¢ok gerekli oldugu zaman
yurtdisinda bir laboratuvarda tetkik edilecektir.

Aragtirmaya katilmak isterseniz Prof.Dr. Koray Boduroglu tarafindan c¢ocugunuz
degerlendirilecektir. Genetik analiz i¢in ¢ocugunuzun kolundan 1 tiip (10ml) kan
aliacaktir. Bazen ikinci bir tiip kan daha almak veya cilt biyopsisi yapmak gerekli
olabilir. Ayrica baz1 durumlarda yanak i¢inden siirlintli ya da tiikriikk 6rneginden de
yararlanabiliriz. Toplanan kanda yeterli genetik materyal elde edilemedigi durumda
ya da farkli bir metodla ¢alisilma gerekliliginde toplanan kandan/dokudan hiicre
cogaltmasi yoluna gidilebilir. Bu islem “hiicre kiiltiirii” olarak adlandirilir ve bu yolla
hiicreleriniz 6liimsiiz olarak g¢ogaltilabilir. Kan alinirken igne batmasi nedeniyle
¢ocugunuz hafif bir act duyabilir. Cok diisiik bir ihtimal olsa da kan alirken
kanamanin uzamas1 ya da enfeksiyon gelismesi riskleri olabilir. Yanak i¢inden
siirlintli alinmas1 halinde diisik bir ihtimalle de olsa siiriintii yerinde enfeksiyon
goriilebilir.

Kisiye ait genetik bilgiler maddi ve sosyal agidan istismar edilebilecek
bilgilerdir. Ornegin genetik testte biyolojik anne ve babay1 belirlemek miimkiindiir. O
nedenle, arastirma sonuclarinin yalmizca bilimsel amaglarla ve kimliginizi gizli
tutarak kullanilacagini tekrar vurgulamak istiyoruz.

Bu risklere ek olarak ¢cocugunuzun 6rneginde tiim genom bilgilerinizin elde
edilecegi genis Olgekli bir analiz yapilmasi da gerekli olabilir. Bu analiz sonucunda
cocugunuzun baska hastaliklar i¢in tasiyict oldugu ya da ileride bu tarz hastaliklar
gelistirebilecegi bilgisi edinilebilir. Buna ek olarak bazi hastaliklara yatkinlik yaratan
genom degisikliklerini de tagidig1 saptanabilir. Bu bilgilerin biiyiik bir kismi1 heniiz
klinik Onemi ispatlanmamig arastirma diizeyinde olan bilgilerdir. Bu nedenle
calismada klinik 6nemi oldugu kesinlik kazanmis olan bilgileri herhangi bir iicret
talep etmeksizin size iletebiliriz. Diger bilgiler kimlik bilgileriniz ile
iliskilendirilmeden veri bankalarina eklenerek arastiricilarin kullanimina agilabilir.



Cocugunuzdan alinan 6rnegin saklanmasi ve ileride yapilacak diger calismalarda
kullanimi1 ancak sizin izninize tabidir. Bu 6rnekler uzun yillar saklanabilir ve baska
genetik arastirmalarda 6rnegin kontrol 6rnegi olarak kullanilabilir. Liitfen yazil
formun altindaki seceneklerden size uygun olan bir tanesini isaretleyerek bu
konudaki goriisiiniizii belirtiniz.

Sizinle ilgili tibbi bilgiler gizli tutulacak, ancak c¢aligmanin kalitesini
denetleyen gorevliler, etik kurullar ya da resmi makamlarca gere8i halinde
incelenebilecektir. Sizinle ilgili tibbi bilgiler kimlik belirtilmeden tip 6grencilerinin
egitiminde veya bilimsel nitelikte yayinlarda kullanilabilir. Bu amaglar disinda
kayitlar kullanilmayacak ve bagkalarina verilmeyecektir.

Aragtirmaya katilmak zorunda olmadiginiz gibi arastirmaya katilmay1 kabul
ettiginizde, istediginiz anda ayrilma hakkina da sahipsiniz. Ancak bu kararinizi bize
onceden bildirirseniz arastirmanin bozulmasina meydan vermemis olursunuz.
Katilmak istemediginizde su anda siirdiiriilen tedavi islemleri bundan
etkilenmeyecektir.

Katimcinin Beyani

Prof.Dr. Koray Boduroglu tarafindan yiiriitiillecek olan ¢’Konjenital Kalp
Hastaliklarinda MLPA kullanilarak gen kopya sayisi varyasyonlarinin analiz
edilmesi.” isimli bir aragtirma hakkinda bana bilgi verildi. Aragtirmanin amaci,
uygulama bi¢imi ile riskleri ve tibbi bilgilerimle ilgili gizliligin saglanacag:
konusunda yeterli agiklama yapildi. Aragtirma ile ilgili sorularim i¢in Prof.Dr. Koray
Boduroglu ile temas edebilecegim (0532 5096726) bana bildirildi. Istedigim zaman
aragtirmadan cekilebilecegimi biliyorum. Arastirmaya katilimimin tamamen goniillii
oldugu, katilmam ya da katilip daha sonra arastirmadan ¢ekildigim durumda tedavi
ve tetkiklerimin bundan etkilenmeyecegi belirtildi. Bu aragtirmaya kendi goniillii
onayim ile gocugumun katilmasina olurum vardir.

Veli/Vasi: Adi Soyadi  Dogum Tarihi Adres/Tel Imza
Tanik: AdiSoyadi  Dogum Tarihi Adres/Tel imza
Hekim: Adi Soyadi Dogum Tarihi Adres/Tel Imza

Goriisme tarih ve saati:

Bu calismada elde edilecek cocugumla ilgili bilgileri,

Ogrenmek istiyorum () Ogrenmek istemiyorum ()

[1 Cocugumdan alinan kodlanmis* Ornegin yalnizca Onerilen ¢alisma igin
kullantmin1 onayliyorum; ileride yapilmas: olas1t diger calismalar i¢in onay
vermiyorum.

[1 Cocugumdan alinan kodlanmis Ornegin, arastirma konusuyla baglantili diger



caligmalarda kullanimin1  onayliyorum, ancak farkli caligmalar i¢in tekrar
bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.

[1 Cocugumdan alinan kodlanmis 6rnegin gelecekte her tiirlii genetik calismada
(kimligim ile baglantisiz) olarak kullanilmasini onayliyorum.

*Kodlanmis 6rnek: Sizden alinan 6rnege bir kod numarasi verilir. Kod numarasini
yalnizca arastirict bilir ve sizin kimlik bilgilerinize yalnizca arastirict ulagabilir.
Boylece kimlik bilgileriniz gizli tutulmus olur.






