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OZET

NON-SENDROMIK KONJENITAL KALP HASTALARINDA
GENOMIK KOPYA SAYISI VARYASYONLARININ
DEGERLENDIRILMESI

Konjenital Kalp Hastaligi (KKH); kalpte dogumda var olan yapisal veya
fonksiyonel anomalilerdir ve toplumda en sik goriilen konjenital malformasyonlar
olup, yaklasik %1-1.2 yenidogani etkiler. Her ne kadar KKH’1n altinda yatan nedenler
nispeten az anlasilmis olsa da genetik ve cevresel faktorlerin etkisi oldugu
disiiniilmektedir. Epidemiyolojik caligmalar genetik ve cevresel nedenlerin KKH
vakalarinin ~ %20-30’unda  goézlendigini gostermistir. Bu nedenle KKH'm
multifaktoriyel kalitimli oldugu kabul edilmektedir. Ayrica ailesel izole KKH ile ilgili
veriler, KKH'm genetik temelinin de oldugunu ortaya koymaktadir. izole/non-
sendromik KKH tek gen veya kromozomal sendromlar diginda kalan, etiyopatogenezi
heniiz net olarak aydmlatilamamis, en yaygin KKH forrmudur. Bununla birlikte,
izole/non-sendromik  konjenital ~ kalp  hastaliklarmin  sadece %  20'si
aciklanabilmektedir. Farkli DNA tamir mekanizmalarinin neden oldugu
submikroskopik degisiklikler; kopya sayis1 varyasyonlar1 (KSV) olarak tanimlanir ve
konjenital anomaliler, sendromik/non-sendromik entelektiiel yetersizlik ve otizm gibi
bir¢ok hastaligin olusumunda rol oynar. Kromozom mikroarray analizi (KMA); tiim
genomu yiiksek rezoliisyonda inceleyerek dengesiz anomalilerin yanisira
varyantlarmin da tespiti i¢in kullanilan, genom ¢apinda bir tarama teknigidir. KSV’ler,
izole/non-sendromik KKH etiyolojisinin %3-10’luk kismindan sorumludur. Non-
sendromik KKH'li sporadik hastalarin KMA ile incelenmesi, bu patolojilere katilan
yeni genleri tanimlamak i¢in klasik aile ¢aligmalarma bir alternatiftir. Sinirli sayida
calismada, izole/non-sodromik KKH'li hastalarda bu yontemi kullanarak iligkili birkag
KSV tanimlanmigtir. Calismalar, submikroskopik KSV'lerin dogrudan veya genetik
risk faktorleri olarak hastalik patogenezinde 6nemli bir rol oynadigina dair kanit
saglamigtir. Tiirk popiilasyonunda izole/non-sendromik KKH ile iligkili KSV'lerin

siklig1 ile ilgili veri bulunamamustir.

izole/non-sendromik KKH tanis1 alan olgularda, KSV’lerin incelenmesi,

frekanslarinin belirlemesi ve olgularda saptanan bu KSV’lerin KKH tipleri arasindaki



dagilimlar: ile hastalik gelisimi {lizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi amactyla
toplam 64 (40 olgu, 24 kontrol) olgunun periferik kan 6rneklerinden elde edilen DNA
orneklerinde aCGH+SNP yontemi ile KSV’ler analiz edilmistir.

Calismamiz sonucunda toplam 33 olguda 62 KSV’nin 28 tanesi kayip, 34 tanesi
kazang olarak saptanmustir. Kontrol grubunda saptanan bes KSV'nin dort tanesi kayip
olup bir tanesi kazang olarak saptanmistir. Yapilan istatiksel analiz sonucunda KSV
saptanan kontrol grubu ile arastirma grubu arasinda anlamli bir fark bulunmustur

(p=0.000243).

Anahtar Kelimeler: Konjenital Kalp Hastaliklari, Kromozomal Mikroarray,

Kopya sayis1 varyasyonlari



SUMMARY
EVALUATION OF GENOMIC COPY NUMBER VARIATIONS iN

NON-SYNDROMIC CONGENITAL HEART PATIENTS

Congenital Heart Disease (CHD) is a structural or functional anomalies present
at birth and it is the most common congenital malformations in the population,
affecting about 1-1.2% newborns. Although the underlying causes of CHD remains
relatively poorly understood, and it has been thought to have both genetic and
environmental contributions. Epidemiological studies have shown that genetic or
environmental causes are were in 20-30% of CHD cases. Therefore, it is accepted that
CHD has a multifactorial inheritance. Isolated/ nonsyndromic CHD is the most
prevalent form of CHDs in which etiopathogenesis has not been clearly elucidated
except for single gene or chromosomal syndromes. Data on familial isolated CHD
cluster reveal the genetic basis of CHD. However, only 20% of isolated/non-
syndromic congenital heart diseases can be explained. Alterations of different DNA
repair mechanisms causes submicroscopic changes which called copy number variants
(CNV). CNVs plays a critical role during the various disease development which
include congenital anomalies, syndromic/nonsyndromic intellectual insufficiency and
autism. Chromosome microarray analysis (CMA) is a genome-wide screening
technique that is used for the detection of unbalanced anomalies as well as copy
number variants by examining the whole genome at high resolution. CNVs are
responsible for 3-10% of the etiology of isolated/nonsyndromic CHDs. The study of
sporadic patients with nonsyndromic CHD with CMA is an alternative to classic
family studies to identify new genes involved in these pathologies. A limited number
of studies have identified several associated CNVs using this method in patients with
isolated/nonsyndromic CHD. Studies provided evidence that submicroscopic CNVs
play an important role for disease pathogenesis, either directly or as genetic risk
factors. No data could be found about the frequencies of isolated/nonsyndromic CHD

related CNVs in Turkish population.

In patients diagnosed with isolated / nonsyndromic CHD, in order to examine

CNVs, to determine their frequencies, and to evaluate the distribution of these CNVs



among CHD types and their effects on disease development, DNA samples obtained
from the peripheral blood samples of 64 (40 cases, 24 controls) CNVs were analyzed
by the aCGH + SNP method.

As a result of our study, 28 of 62 CNVs in a total of 33 cases were found to be
lost and 34 were found to be gain. 4 of 5 CNV detected in the control group were loss
and 1 was found as gain. As a result of the statistical analysis, a significant difference
was found between the control group with CSV and the study group. (p = 0.000243).

Key words: Congenital Heart Disease, Chromosomal Microarray, Copy
Number Variation
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1.GIRIS VE AMAC

Toplumda oldukga sik goriilen konjenital malformasyon grubu olan izole/non-
sendromik KKH, tedavi ve izlem agisindan hem hasta birey {izerinde hem de toplum
tizerinde O6nemli bir sorun olusturmaktadir (Zaidi & Brueckner, 2017). Terapdtik
ilerlemelere ragmen, KKH yiiksek oranda uzun siireli morbidite ile iligkilidir. Yeni
doganlarda ilk yil igerisinde 6liim nedenlerinin basinda gelmektedir (J. I. E. Hoffman,
Kaplan, & Liberthson, 2004)(Van Der Linde vd., 2011). Sendromik KKH ile ilgili ¢ok
sayida ¢alisma ve rutin uygulamalarda da arastirilmasina ragmen, izole/non-sendromik
olgularda yapilan sadece birkag¢ genetik ¢alisma bulunmaktadir. Toplumdaki sikligina
ragmen, simdiye kadar izole/non-sendromik KKH i¢in bazi lokus ve aday genler
tanimlanmis olsa da, genetik alt yapisinin hala bilinmezligini korumasi, non-
sendromik KKH’yi ¢alisilmasi gereken onemli alanlardan biri haline getirmektedir.
Ailesel gecisin sik izlenmesi de bu hastaligin genetik altyapisini destekler niteliktedir
(Pierpont vd., 2018). Kromozom mikrodizin analizi (KMA); genom ¢apinda bir tarama
teknigidir. Tiim genomu yliksek rezoliisyonda inceleyerek dengesiz anomalilerin ve

KSV’lerin tespiti i¢in kullanilir (Erzurumluoglu, 2018).

American College of Medical Genetics and Genomics, sendromik KKH i¢in ilk
basamak tani testi olarak KMA kullanilmasini 6nermektedir (Manning & Hudgins,
2010). 2017°de yapilan genis 6rneklem grubunu igeren ¢alismada, sendromik KKH
olan ¢ocuklarda KMA araciligiyla KSV oranimnin (% 63,2) yliksek odugu, izole KKH'li
cocuklarda da nispeten yiiksek tespit oranda (% 17,9) rapor edilmistir. Arastiricilar
KKH'li ¢ocuklarda, 6zellikle sendromik KKH basta olmak {izere, non-sendromik KKH
vakalar1 i¢in de KMA'y1 ilk basamak testi olarak 6nermislerdir (Wu vd., 2017). Bunun
yani sira 2016 yilinda Kim ve ark, izole/non-sendromik KKH olgularinda yaptiklari
calismada olgulari %12.2’sinde ortak KSV bolgeleri rapor edilmistir (Kim vd., 2016).
Ancak KMA’nin izole-non-sendromik KKH olgularinda rutin olarak g¢alisabilmesi,
yerel pratik ve finansal kisitlamalara baghidir. Bu yOntemin rutin olarak
kullanilabilmesi i¢in o popiilasyondaki KSV’lerin belirlenmesi ve tespit oraninin

ortaya ¢ikarilmasi gerekmektedir.

Literatiir verileri goz 6niinde bulunduruldugunda Tiirk toplumunda izole/non-

sendromik KKH olgularinda KSV analizine yonelik bir ¢aliyma rapor edilmemistir.

1



Bu nedenle izole/non-sendromik KKH tanisi alan olgularda, KMA yontemi ile
KSV’lerin degerlendirilmesinin hedeflendigi ¢alismamiz bilgilerimiz dahilinde
iilkemizde non-sendromik KKH genetigi ile ilgili KSV verilerinin degerlendirilecegi
ilk arastrma niteligi tasimaktadir. Sonuglar ile birlikte belirlenecek KSV’lerin
hastaligin olusumu ve klinik ¢esitlilik tizerindeki etkisinin yani sira, KMA’nm non-
sendromik KKH vakalarinda rutin olarak kullanilabilirligi de degerlendirilecektir.
Planladigimiz arastirmanin arastirma sorulari ile calismanin amag ve hedefleri asagida

Ozetlenmistir:

Arastirma sorular:

1. Etiyolojide rol oynayan genler a¢isindan normal olan izole/non-sendromik KKH
olgularinda saptanan rekiirren KSV’lerde ortak bir genetik lokus belirlenebilir
mi?

2.KMA’nin izole/non-sendromik KKH vakalarinda rutin olarak kullanilmasi ne
kadar efektiftir?

3. Belirlenen lokuslardaki genler KKH molekiiler patolojisi ile ne kadar ilgilidir?

Cahymanmin amaci: Bugiine kadar saptanan literatiir verileri dogrultusunda
calismamizdaki temel amag; izole/non-sendromik KKH tanis1 alan olgularda, KMA
yontemi ile KSV’leri inceleyerek, frekanslarini belirlemek ve olgularda saptanan bu
KSV’lerin KKH tipleri arasindaki dagilimlari ile hastalik gelisimi tizerindeki etkilerini

degerlendirmektir.

Cahsmanin hedefleri:

1. izole/non-sendromik klinik tanis1 almis 40 olgu ve yas ile uyumlu 24 kontrol
bireyinde KMA yontemiyle KSV’lerin belirlenmesi

2. Patojenik, olasi patojenik ve onemi bilinmeyen varyant (VUS) saptanan
olgularin ebeveynlerinde varyantlarin degerlendirilmesi ve varsa klinik
ozelliklerinin birlikte degerlendirilmesi

3. Rekiirren ve nadir KSV’lerin tespiti, hasta ve kontrol gruplarinda karsilagtirma

yapilmasi



4. Olgularn klinik verileriyle birlikte saptanan varyasyonlarin degerlendirilmesi,
klinik ve prognostik agidan 6neminin belirlenmesi

5. Analizi yapilan hastalara ve aile bireylerine genetik danigma verilmesi
Elde edilecek veriler 1s1ginda multifaktoriyel kalitim gosterdigi bilinen izole
KKH’larin altinda yatan molekiiler etiyopatogenezin aydmlatilmas: KSV bdlgerinde
lokalize olan genlerin bu malformasyon agisindan ileri molekiiler yontemlerle
degerlendirilmesine temel veri olarak 1sik tutabilecektir. Bunun yani sira non-
sendromik KKH formlarinda etkili olan yeni genlerin tanimlanmasi, etkilenmis bir
cocuga sahip ciftler i¢in genetik danigsmanlik verilmesi ve hastaligin 6nlenmesi i¢in
yapilan toplum saghigma yonelik ¢aligsmalara yardimci olacaktir. Diger taraftan, KKH
etiyolojisinde olan genler agisindan patojenik bir mutasyona sahip olmayan olgularda
saptanacak KSV’ lerin 6zelliklerine gore ebeveynlerin de degerlendirilmesi ve genetik
danigma alarak bilgilendirilmeleri de rutinde uygulanan bir yaklagim olmadig: i¢in

calismaya 6zgiinliik katmakta olup, koruyucu hekimlik agisindan da yararl olacaktir.



2.GENEL BILGILER
2.1. KONJENITAL KALP HASTALIKLARI
2.1.1. Konjenital Kalp Hastaliklar1 Tammmi ve Epidemiyolojisi

Konjenital Kalp Hastaligi (KKH); kalpte dogumda var olan yapisal veya
fonksiyonel anomalilerdir. Enfeksiydz etiyolojilerden sonra KKH'' infant
mortalitesine en ¢ok sebep olan durumdur. Konjenital kalp hastaliklari, ventrikiiler
septal defekt (VSD), atriyal septal defekt (ASD), endokardiyal yastik defektleri,
pulmoner vendz doniis anomalileri, hipoplastik sol kalp, bikiispid aorta, aort stenozu,
pulmoner stenoz, fallot tetralojisi (TOF), biiyiik arter transpozisyonu (BAT),
heterotaksi, ebstein anomalisi, trikiispit atrezisi veya kompleks kardiyak anomalilerin
de igeriginde yer aldig1 bir hastalik grubudur. Bunlardan ASD, VSD, patent duktus
arteriyozus (PDA), pulmoner stenoz (PS), foramen ovale apertum (FoA) basit
defektler olarak tanimlanmakta ve genellikle iyi prognozla seyretmektedirler. Buna
karsilik, fallot tetralojisi, hipoplastik sol kalp (HSKS), univentricular kalp, daha
kompleks ve agir KKD formlaridir, uygun olmasi durumunda ¢ok sayida cerrahi
girisimin gerektigi, uzun donemdeki sonuglarinin net olarak ortaya konamadigi
durumlardir. Olgular; dismorfik 6zellikler, gelisme ve biiyltime geriligi, major yapisal
malformasyonlar gibi ekstrakardiyak klinik tablonun g6zlendigi sendromik KKH veya
diger organ sistemlerinde belirlenebilen konjenital malformasyonlar1 olmayan izole

KKH olarak gruplandirilmaktadir (Fahed, Gelb, Seidman, & Seidman, 2013).

Konjenital kalp hastaliklar1 (KKH) toplumda en sik goriilen konjenital
malformasyonlar olup, yenidoganlar arasindaki siklig1 %1-1.2 dolaylarindadir (Zaidi
& Brueckner, 2017). Toplumlar arasinda degiskenlik gdstermekle birlikte diinya
genelinde her 1000 dogumdan 9’unda gézlenmekte, yani her yil yaklasik 1.35 milyon
yenidoganin tani aldigi bilinmektedir (Fahed vd., 2013). Medikal ve cerrahi
yaklagimlarin gelismesi, cok agr KKH vakalarinin bile siirvisinin artmasini
saglamakta ve aymi zamanda biiyilk cocuklar ile eriskinler arasindaki KKH
prevelansinin yaygmligmin artmasina bityiik 6lgiide katkida bulunmaktadir (J. I. E.
Hoffman vd., 2004)(Van Der Linde vd., 2011). Olgularin tiimiiniin erken yaslarda

saptanamamas1 nedeniyle gercek prevelans: belirlemek giigtiir. Ancak, Kanada'da
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yapilan bir c¢alismada genel prevelans cocuklarda 13.1/1000 ve eriskinlerde de
6.1/1000 olarak bildirilmistir. Ayn1 calismada ayrica 2000-2010 yillar1 arasinda KKH
prevelansinin ¢ocuklarda %11, eriskinlerde de %57 arttig1 belirtilmektedir (Marelli
vd., 2014).

Gelismekte olan {iilkeler arasinda KKH, iskemik kalp hastalig1 veya inmeye
(strok) nazaran kardiyovaskiiler hastaliklarla baglantili engelli yasamin en biiylik
nedenlerinden biri olarak belirtilmektedir. Gelismis iilkelerde hastalarin ¢ogunun
basarili operasyonlar gecirmelerinin yanisira, ¢ocuklarinda kardiyak malformasyon
gbdzlenme riskinin genel popililasyondan anlamli derecede daha yiiksek olmasinin en
biiyiik nedeninin genetik defektler oldugu bildirilmektedir (Sanchez-Castro vd., 2016).
Diinya genelinde KKH insidansinin yliksek oldugu bilinmektedir. Son yillarda
epidemiyolojik ¢alismalar, klinik gozlemler ile molekiiler genetikteki gelismelerle
birlikte konjenital kalp defekti etiyolojisinin anlagilmasina katkida bulunmasma

ragmen bu malformasyonlarin patogenezine iliskin bilgiler heniiz ¢ok smirlidir.

Birinci derece yakminda KKH o6ykiisii bulunan bireylerde risk, genel
popiilasyona oranla daha fazladir (Marelli, Mackie, lonescu-Ittu, Rahme, & Pilote,
2007). KKH i¢in monogenik bir ¢ok 6rnek bildirildigi halde, kardeslerdeki rekiirrens
riskinin nispeten diisiik olmasinin sebebi (%2.7) de novo mutasyonlar, multigenik

kalitim ve penetrans eksikligi ile a¢iklanabilir (Sifrim vd., 2016).
2.1.2. Simflandirilmasi

Konjenital Kalp Hastaliklari, 2008 yilinda Botto ve ark.’larmin Dogumsal
Anomalileri Onleme Calismalar1 (NBDPS) i¢in dne siirdiigii gelisimsel ve klinik bazli
etiyolojik smiflandirma kullanilarak  yapilmistir. KKH’lar; septal defektler,
konotrunkal anomaliler, antriyoventrikiiler kanal defektleri, sol ventrikiil ¢ikim yolu
darliklar1, sag ventrikiil ¢cikim yolu darliklari, pulmoner vendz doéniis anomalileri,
heterotaksi ve kompleks anomaliler olmak iizere sekiz ana baslikta siniflandirilmistir
(Botto, Lin, Riehle-colarusso, Malik, & Correa, 2007). Tablo 2.1."de KKH

simiflandirilmasi verilmistir.



Tablo 2.1. KKH Smiflandirilmasi

SEPTAL DEFEKTLER

Atrial Septal Defektler (ASD)

Ventrikiiler Septal Defektler (VSD)

KONOTRUNKAL ANOMALILER

TOF ve TOF varyantlari

Kesintili aortik arkus tip B

DORYV (Cift ¢ikiml sag ventrikiil)

DOLYV (Cift ¢ikimli sol ventrikiil)

d-TGA, c-TGA

Konoventrikiiler septal defektler

Trunkus asteriozus

ANTRiIYOVENTRIKULER
KANAL DEFEKTLERI (AVKD)

Komplet AVKD

Parsiyel AVKD

Transizyonel AVKD

SOL VENTRIKUL CIKIM YOLU
DARLIKLARI

Hipoplastik sol kalp sendromu

Bikiispid aorta (BA)

SAG VENTRIKUL CIKIM YOLU

Ebstein Anomalisi

DARLIKLARI
Total Pulmoner Vendz Doniis
PULMONER VENOZ DONUS Anomalileri (TAPVDA)
ANOMALILERI Parsiyel Pulmoner Ven6z Doniis
Anomalileri (PAPVDA)
HETEROTAKSI
3 veya daha fazla anomalinin
KOMPLEKS ANOMALILER birlikte izlendigi konjenital kalp

hastaliklar1




2.1.2.1. Septal defektler
2.1.2.1.1.Atrial septal defektler

Atrial septal defekt (ASD), atriumlar1 ayiran duvarin tam olarak
kapanmamasindaki dogumsal bir kalp defektidir. Sekil 2.1.’de gosterilmistir. Atriyal
septal defektler en sik goriilen konjenital kalp hastaliklarindan biridir. Toplumda
1:1500 canli dogumda goriilmekte olup tim KKH’larm %6-10’luk kismini
olusturmaktadir (Theodoropoulos vd., 2018). ASD de goriilen en sik KSV’ler 8p23.1

kromozomal lokusunda saptanmistir (Fahed vd., 2013).

Atriyal septal defekt

Sekil 2.1. Atriyal Septal Defekt (ASD). Interatriyal septumdaki acikhg
gosteren sematik resim. LA, sol atrium; LV, sol ventrikiil; RV, sag ventrikiil;

RA, sag atriyum (Theodoropoulos vd., 2018)
2.1.2.1.2.Ventrikiiler septal defektler

Ventrikiiler septal defekt (VSD), kalbin sag ve sol ventrikiillerini ayiran duvarda
olusan defektir. Sekil 2.2.’de gosterilmistir. Konjenital kalp hastaliklarinin %20-40’1n1
olusturan VSD'ler 1000 canli dogumda 6 sikliginda izlenmektedir. Ventrikiiler
interseptumu olusturan membrandz, muskiiler, infundibular, atriyoventrikiiler ve inlet
kisimlarmin embriyonik donemde gelisimi sirasinda anormal gelisme veya fiizyon
hatalarma bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir (Lopez vd., 2018). Tablo 2.2.’de VSD de
goriilen KSV’ler listelenmistir (Fahed vd., 2013).



RA LA
wL N
N\

JQ‘F
LV

RV

Ventrikiiler septal defekt

Sekil 2.2. Ventrikiiler Septal Defekt (VSD). interventrikiiler septumdaki
acikhgi gosteren sematik resim. PA, pulmoner arter; LA, sol atrium; PV,
pulmoner ven; LV, sol ventrikiil; RV, sag ventrikiil; IVC, inferior vena kava;

RA, sag atriyum; SVC, siiperior vena kava (Lopez vd., 2018)

Tablo 2.2. VSD’de Goriilen KSV’ler (Fahed vd., 2013)

LOKUS ABERASYON CESIDi
1921.1 Kayip, kazang
4q32.3 Kazang
8p23.1 Kayip, kazang

13g14.11 Kazang

18q11.1-18q11.2 Kazang

2.1.2.2. Konotrunkal anomaliler

Konotrunkal anomaliler, Fallot Tetrolojisi (TOF) ve TOF varyantlari, kesintili
aortic arkus tip B, DORV (Cift ¢ikimli sag ventrikiil), DOLV (Cift ¢ikimli sol
ventrikiil), d-TGA’lar, c-TGA’lar, Konoventrikiiler septal defektler ve Trunkus
arteriozus’in dahil oldugu genis bir KKH spektrumunu tanimlamaktadir. Sik izlenen
KKH’lar olup tim KKH’larm %10-12’sini olusturdugu bildirilmektedir
(Vaidyanathan, Kumar, Sudhakar, & Kumar, 2013). Konotrunkal anomalilere iliskin
bildirilen KSV'ler Tablo 2.3.’te 6zetlenmistir (Fahed vd., 2013).



Tablo 2.3. Konotrunkal Anomalilere Iliskin Bildirilen KSV'ler

LOKUS ABERASYON CESIDI
1921.1 Kay1p, kazang
3p25.1 Kazang
4922.1 Kazang
5035.3 Kazang
8p23.1 Kayip, kazang
9g34.3 Kayip

13g914.11 Kazang

Xp22.2 Kazang

2.1.2.3. Atriyoventrikiiler kanal defektleri (AVKD)

Sekil 2.3.'de gosterilen AVKD'ler, kalbin dort odacigini ayiran duvarm kotii
sekillenmesi veya yokluguyla karakterize bir KKH’dir. Kardiyak morfogenez
asamasinda endokardiyal yastik gelisiminde ortaya ¢ikan hatalardan dolay1 sik izlenen
ve KKH’larin %4-5’inden sorumlu oldugu bilinen, toplamda 1000 canli dogumda 0.19
sikliginda goriilen anomalilerdir (Pugnaloni vd., 2020). Tablo 2.4.’de AVKD’lerde
goriilen KSV’ler listelenmistir (Fahed vd., 2013).

Normal kalp Atriyoventrikiler
kanal (ECD) .

RV LV Komiin valf

Sekil 2.3. Atriyoventrikiiler Kanal Defekti (AVKD) (Pugnaloni vd., 2020)



Tablo 2.4. AVKD’lerde Goriilen KSV’ler

LOKUS ABERASYON CESIDI

3022.1-3926.1 Kayip, kazang
8p23.1 Kayip, kazang
Xp22.2 Kazang

2.1.2.4. Sol ventrikiil ¢ctkim yolu darliklart

Sekil 2.4.’de gosterildigi gibi hipoplastik sol kalp sendromunda (HSKS); mitral
kapak, sol karincik, aort kapagi ve aorta damarimnin, yani kalbin asil gii¢lii olan sol
tarafindaki tiim yapilarin c¢esitli derecelerdeki gelisme kusuru s6z konusudur.
Hipoplastik sol kalp sendromu agir seyirli bir KKH’dir. Toplumda goriilme sikligimin
1000 canli dogumda 0.06-0.22 arasinda oldugu diistiniilmektedir. Ttim KKH’larin %4-
8 kadarini olusturmaktadir (Kelly & Editors, y.y.).

Normal Kalp Sendromlu Kalp

Gelismemis
(Hipoplastik)
AORTA

PDA

‘_Gelismemis
(Hipoplastik)

Sol Karincik

ASD
Kulak¢iklar
Arasi Del l\(

Vet g

Sekil 2.4. Hipoplastik Sol Kalp Sendromu (HSKS) (Kelly & Editors, y.y.)

A\

Bikiispid aorta (BA), normalde kalpten ¢ikan aort damarina ait kapagin
yapisinda ii¢ yaprakcik yerine birbirine esit olmayan iki yaprakcik seklinde olmasi
diye tanimlanabilir. Bikiispid aorta (BA) sik izlenen KKH olup eriskin popiilasyonda
goriilme siklig1 %0,5-2 arasinda izlenmektedir. Aort yetmezligi, aort stenozu, torasik
assendan aorta dilatasyonu vb komplikasyonlara neden oldugu bilinmektedir
(Pluchinotta vd., 2014). Sekil 2.5.’de sematik bikiispid aorta, Tablo 2.5.’da da Sol
ventrikiil ¢ikim yolu darliklarinda goriilen KSV’ler, 6zetlenmistir (Fahed vd., 2013).
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Bikiispid aorta (kapagi)

Aort damari

aort kapagi

Sekil 2.5. Bikiispit Aorta (BA) (Pluchinotta vd., 2014)

Tablo 2.5. Sol Ventrikiil Cikim Yolu Darhiklarinda Goériilen KSV’ler

LOKUS ABERASYON CESIDI
7911.23 Kazang

9g34.3 Kayip
16p13.11 Kazang

2.1.2.5. Sag ventrikiil ¢ctkim yolu darliklart

Sag ventrikiil ¢itkim yolu darliklarindan olan ebstein anomalisi, trikiispid kapak
yaprak¢iklarinin yanlis konumlanmasi ve buna bagl olarak gelisen disfonksiyonu ile
ortaya ¢ikmaktadir. Sekil 2.6.’da gosterilmistir. Ebstein anomalisi nadir goriilen bir
KKH’dir. Tiim KKH’larin %0,5’ini olusturmaktadir ve toplumda goriilme sikliginin
1/20.000 dolaylarinda oldugu diisiiniilmektedir (Kelly & Editors, y.y.). Ebstein
anomalisinde goriilen KSV’ler, 7ql11.23 kromozomal bdolgesinde daha ¢ok
bildirilmistir (Fahed vd., 2013).
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NORMAL EBSTEIN ANOMALISI

Genislemis
Sag Atrium

Anormal
Trikiispit Kapak
Kiigiik Sag
Ventrikiil

Normal
Trikiispit Kapak

Sekil 2.6. Ebstein Anomalisi (Kelly & Editors, y.y.)

2.1.2.6. Pulmoner venéz déniis anomalileri

Pulmoner vendz doniis anomalileri, pulmoner venlerin sol atriyum yerine
sistemik vendz sisteme acilmasiyla karakterize nadir bir KKH’dwr. Klinik seyir
anomalinin total (TAPVDA)/parsiyel (PAPVDA) olmasi veya vendz doniise
obstriiksiyonun eslik edip etmedigi ile karakterizedir (Kelly & Editors, y.y.).

2.1.2.7. Heterotaksi

Heterotaksi/situs ambigus, toraks ve abdomendeki organlarin anormal simetrik
konumlanmasindan dolay1 ortaya ¢ikan bir anomalidir. Kardiyak heteroktaksi
saptanan olgularin %50-95’inde ilave konjenital kalp anomalileri izlenmektedir (Lin
vd., 2015). Eslik eden kardiyak anomaliler siklikla biiyiik arter transpozisyonu, ¢ift
cikimli sag ventrikiil, atriyal septal defektler veventrikiiler septal defektlerdir
(Manuscript, 2015) .

2.1.2.8. Kompleks anomaliler

Kompleks kardiyak anomalileri, genellikle 3 veya daha fazla sayida anomalinin
birlikte izlendigi konjenital kalp hastaliklaridir. Tek ventrikiil, L-TGA ile birlikte Sol
cikim yolu defeketlerinin izlendigi durumlar kompleks kardiyak anomalilere 6rnek

olarak verilebilir (Kelly & Editors, y.y.).
2.1.3. Konjenital Kalp Hastaliklar1 Etiyopatogenezi

Kardiyogenez swrasinda gorev alan ozellikle transkripsiyon faktorleri, hiicre

sinyal yolaklari, yapisal kardiyak proteinlerini kodlayan genlerin kesintiye ugramasina
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neden olan patolojik varyantlar aracilig1 ile ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir (Nees &
Chung, 2019b).

Genel olarak KKH etyolojisinde genetik ve genetik olmayan faktorlerin rol
oynadig1 kabul edilmektedir. Epidemiyolojik ¢alismalar, KKH olgularinin %20-30
kadarinda genetik veya c¢evresel nedenlerin gozlendigini ortaya koymustur (Pierpont
vd., 2018).

Genetik nedenler arasinda, kromozom andploidiler, submikroskobik kromozom
aberasyonlari, nokta mutasyonlar1 yer almaktadir. Sendromik KKH olgularinin %3-5
kadarinda tek gen  diizensizliklerinin, %@8-10'unun  biiyilk  kromozom
anomalileri/andploidilerinin ve %3-25 olguda da patojenik KSV’lerin bulundugu
bildirilmektedir (Pierpont vd., 2018). Genetik nedenler oldukga heterojen bir grup olup
olgularm yaklasik %25-40‘inda diger konjenital malformasyonlar ve sendromlarin
(trizomi 21, trizomi 18, trizomi 13, Williams sendromu gibi) eslik ettigi bilinmektedir
(Jinvd., y.y.)(Richards vd., 2008).

Cevresel faktorler ise olgularin sadece %2 kadarinda raporlanmistir. Cevresel
faktorler bashigi altinda en sik teratojenik ajanlar ile maternal donemde gecirilen
enfeksiyonlar, maternal obezite, maternal diabetes mellitus ve maternal fenilketoniiri

yer almaktadir (Fahed vd., 2013)(Van Der Bom vd., 2011).

Ancak yukarida belirtilen tiim bu nedenler KKH’ Ii tiim olgularin sadece %20-
30 kadarmin etyolojisini aciklayabilmektedir. Geri kalan %70-80 kadarinin

etyolojisine iliskin bilgilerimiz heniiz ¢ok yetersizdir (Jin vd., y.y.).
2.1.4. izole/Non Sendromik Konjenital Kalp Hastaliklar

[zole/non-sendromik konjenital kalp hastaliklari, tek gen veya kromozomal
(mikroskobik/submikroskobik) sendromlar disinda kalan, gelisim geriligi, bilissel
gerilik veya herhangi bir ek konjenital malformasyonun eslik etmedigi etiyopatogenezi
heniliz net olarak aydinlatilamamis gruptur. Kompleks mekanizmalarin eslik ettigi
diistiniilen bu grupta yapilan ¢aligmalarla birlikte altta yatan molekiiler mekanizmalar
da giin 15181ma ¢ikmaktadir.Ancak izole/non-sendromik konjenital kalp hastaliklarinin

giiniimiiz  teknolojik imkanlar1 ile birlikte bile sadece %20’lik kismi
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aciklanabilmektedir(Chung, 2017)(Blue, Kirk, Giannoulatou, Hil, & Sholler, 2018).
Yapilan ¢aligmalarda simdiye kadar, 20'den fazla genin sporadik veya familyal
sendromik olmayan KKH'da gosterildigi ve bu genlerdeki mutasyon oraninin

sendromik vakalardan iki kat daha fazla oldugu bildirilmistir (Breckpot vd., 2011).

2.2. KOPYA SAYISI VARYASYONLARI (KSV)

Farkli DNA tamir mekanizmalar1 sonucu olusan submikroskobik degisimler;
kopya sayisi varyasyonlari (KSV) olarak tanimlanmaktadir. DNA’da >1kb
biiyiikliigiindeki delesyonlar1 ve/veya duplikasyonlar1 kapsayan bu KSV’ler,
dogumsal anomaliler, sendromik/non-sendromik entellektiiel yetersizlik, otizm gibi
pek cok hastaligin olusumunda rol oynayan genetik faktorlerden biridir. Bu KSV’ler,
1 Kb’dan onlarca MB’a kadar uzayabilir ve tiim genoma dagilmis halde bulunarak
bireyler arasinda oldukg¢a farklilik gosterirler (Erzurumluoglu, 2018)(Richards vd.,
2008). Genel olarak, genlerdeki gen dozaj etkisine bagli olarak haployetmezlik etkisi
nedeniyle delesyonlar, duplikasyonlara gore daha zararlidir. Multipl gen igeren
KSV’ler, fenotipe yansimada her bir genin katkil etkisi ve/veya bir genin multipl
fenotipe neden oldugu pleiotrofik 6zelliginden dolay1 fenotipik etkileri ¢cok ¢esitli
olabilmektedir. Ayni bolgede saptanan KSV’ler, klinik olarak bireyler arasinda ve aile

icerisinde dahi ¢esitlilige neden olabilmektedir.

Bireyler arasindaki genom ¢esitliligi; Tek Niikleotid Polimorfizmleri (SNP) ve
KSV’ler ile agiklanabilir. KSV’ler, SNP’lerden daha fazla niikleotid kapsarlar ve
boyutlari ile farklilik gosterirler. Birgok gen ve geni diizenleyen bolgelerde yer alan
KSV’ler gen dozajiin ve gen iiriiniiniin bozulmasina neden olabilirken, genomun baz1
bolgelerindeki KSV’ler belirgin bir fenotipe yol agmayabilirler. Ayni1 zamanda
cevresel ya da diger genetik faktorlerle de etkileserek hastaliklarin ortaya ¢ikmasina
neden olabilirler. KSV’ler ¢ok sayida geni, bir genin tamamini, gen pargalarini,
regiilator elementleri igerebilir veya gen icermeyen bolgelerde bulunabilir (Miller vd.,

2010).

Otozomal genom %4,8-9,5 oraninda KSV igermektedir (Sudmant vd., y.y.).

KSV’lerin bulundugu veri tabani olan Database of Genomic Variations
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(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home)’a gore son yillarda tanimlanan KSV’lerin sayisi
artmugtir. Artig Sekil 2.7.’de grafik olarak verilmistir.

Increase in Variation Data

Years

Sekil 2.7. KSV’lerin Yillara Gore Artis1 (DGV’den alinmistir)

2.2.1. Kopya Sayis1 Varyasyonlar1 Etki Mekanizmalari

2.2.1.1.Kantitatif etki (Dozaj): Genomda meydana gelen delesyon ve duplikasyonlar
dozaj-sensitif genlerin genomik kopya sayilarini degistirirler. Boylece duplike
genlerde iiriin artis1 meydana gelerek dengesizlikler olusur ve iirliniin yapisi, buna
bagh olarak da fonksiyonu bozulur. Bununla beraber; eger KSV’ler iist diizey
replikasyon bolgeleriyle iligkili ise dozaj etkileri sabit olmamakla birlikte zamanla artis

gosterebilmektedir (Lee & Scherer, 2010).

2.2.1.2. Genlerin boliinmesi: KSV olusumu; genlerin biitiinliigiinii bozarak gen
icerisinde kirik nokta olusumuna ve buna bagli olarak gen iiriiniiniin fonksiyonunun

bozulmasimna sebep olabilmektedir (Lee & Scherer, 2010).

2.2.1.3. Regiilator bolgelerin etkilenmesi: Gen liriiniinii veya fonksiyonunu etkileyen
faktorlerden bir digeri promotor veya diger regiilator bolgelerin kesintiye ugramasidir.
KSV’lerin %50’sinden daha fazlasinda patojenite; promotdr bolgelerin kesintiye
ugramasi sonucu meydana gelmektedir. Bu da gen transkripsiyonunun bozulmasi ile
sonu¢lanmaktadir (Stranger, 2014). Sekil 2.8.’de regiilator bolge etkilenmesi sematize

olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.8. Regiilator Bolge Etkilenmesi. Sar1 yuvarlak olarak gosterilen
“’enhancer’’ bolge (b ve c¢) bolgelerinin silinmesi ile baska bir gen bolgesi olan

‘e’ ile etkileserek farkh proteinlerin kodlanmasina neden olur. (Stranger, 2014)

2.2.1.4. Heterozigosite kaybi: Bir KSV’nin fenotipik sonuglari igin; gen igerigi kadar
genel genomik durum da olduk¢a 6nemli bir faktordiir. Dozaj-insensitif bir genin
delesyonu ile sonuglanan bir KSV’nin fenotipe yansimamasi beklenir fakat diger alel
fonksiyonel bir mutasyona sahip ise fenotipin etkilenmesi s6z konusudur (Sekil2.9.-
A). Bu durumda ¢ift vurus hipotezine gore; KSV’ler, otozomal resesif hastaliklarin

ortaya ¢ikma olasiligini arttrmaktadir (Sekil 2.9.-B) (Vissers, Vries, & Veltman, y.y.).

[l - " r ¥
m . — ﬂ:_
- 2l
r r - -
D D - EEE. I_
- -
Normal fenotip Tek kopya eksikligine Fonksiyonel gen olmadig
(heterozigot ragmen normal fenotip icin anormal fenotip
A mutasyon)
B
tek vurus cift vurus, ilave CNV ¢ift vurus, epistatik etkl

%8 203 858 %3
fég@ Yﬁﬁ @

klinik olarak etkilenmemis X s o s
gelisme geriligi gelisme geriligi

veya hafif fenotip

Sekil 2.9. (A) Bir Genin Heterozigosite Kaybi, (B) KSV’lerin Cift Vurus
Tek Vurus Fenotipe Etkisi (Vissers vd., y.y.)
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2.2.2. Kopya Sayis1 Varyasyonlarimin Simiflandirilmasi ve Kullanilan

Veritabanlari
KSV’lerin siniflandirilmasi ve tanimlar1 American College of Medikal Genetics
(ACMG) kriterlerine gore Tablo 2.6.’de verilmistir (Riggs vd., 2019).

Tablo 2.6. KSV’lerin ACMG’ye Gére Klinik Siniflandirilmasi

Kategori Tamm

Birgok sayida ve saglikl bireylerin ¢alisildigi veri

tabanlarinda benign olarak raporlanan KSV’ler veya

Benign . . )
polimorfizmler (saglikli populasyonun >%1’inde
bulunan)
Saglikli ebeveynden kalitilmis ve benign olma
Olas1 Benign

ihtimalini artiran kanitlar bulunan KSV

Raporlama doneminde fenotipik etkisi bilinmeyen
o o fakat laboratuvarin, raporlama kriterlerine uyan,

Kinik Onemi Bilinmeyen Yy ] A
ileride benign yada patojenik olarak olarak

gruplandirilmasi beklenen KSV

Saptanan degisim delesyon, homozigot bir delesyon
Olasi Patojenik veya bir amplifikasyon gibi patojenik olma ihtimalini

arttiran kanitlarin bulundugu KSV

o Bir¢ok yayina ve veritabanina gore kesin bir sekilde
Patojenik _
fenotipe yansiyan KSV

Bazi1 KSV’ler popiilasyonda c¢ok yaygin olarak saptanmaktadir ve bazilari
benign varyantlar olarak kabul edilirken, bazilar1 ise analiz edilen hastanin fenotipinde
icerip igermedigi ve fenotipik sonuglarin neler olabilecegi bilinmeyen ¢ok sayida nadir
KSV'ler de mevcuttur. Sonug olarak, varyantlarmn yorumlanmasi bilyiik bir zorluga
neden olmaktadir. Bu yiizden c¢ok veri toplamak ve bilgiyi uzmanlar arasinda

paylagmak i¢in uluslararasi veri tabanlar1 kurulmustur. Bu veri tabanlari, KSV'lerin
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daha iyi yorumlanmasma yardimci olmaktadir. Kullanilan veri tabanlar1 asagida

verilmistir.

2.2.2.1. DGV: Bu veri tabani, insan genomunda yapisal degisikliklerin kapsamli bir
sekilde 0zetini sunmaktadir. Fenotipik verilerle genomik degisiklikleri iliskilendirip
caligmalarda kontrol verisi saglamaktadir. Veri tabanmnin igerigi saglikli kontrol
orneklerinde tanimlanan yapisal varyasyonlarindan olugmaktadir. Bu veri tabani,
yapilan ¢alismalardan elde edilen yeni verilerle siirekli olarak gilincellenmektedir

(Macdonald, Ziman, Yuen, Feuk, & Scherer, 2014).

2.2.2.2.DECIPHER: Olgularda bulunan varyantlarla ilgili ¢esitli biyoinformatik
kaynaklardan bilgi alinarak klinik taninin gelistirilmesine yardime1 olur. Hem normal
varyantlar1 hem de o lokusta rapor edilen patojenik varyantlar1 sunmaktadir. Ayrica,
genomik varyantin sonuglarmin analizi (6rnegin fonksiyon kaybi veya fonksiyon
kazanimi), hastaligin mekanizmasi ve potansiyel terapotik hedefler hakkinda bilgi

saglar (https://decipher.sanger.ac.uk/).

2.2.2.3.0MIM: 15000’den daha fazla gen hakkinda bilgi igeren, genlerin ve genetik
fenotiplerin kapsamli bir 6zetini veren veri tabanidir. OMIM, fenotip ve genotip

arasindaki iliskiye odaklanir (Amberger, Bocchini, Scott, & Hamosh, 2015).
2.2.3. Kopya Sayis1 Varyasyonlarim Saptama Y ontemleri

2.2.3.1. Kromozom mikrodizin analizi (KMA)

KMA; tiim genomu yiiksek rezoliisyonda inceleyerek dengesiz anomalilerin
yanisira KSV’nin de tespiti i¢in kullanilan, genom c¢apindabir tarama teknigidir.
Konvansiyonel sitogenetik yontemlerle saptanan biiyiik (5-10 Mb) dengesiz
anomalilerin yanisira KSV olarak ifade edilen submikroskopik delesyon ve
duplikasyonlari, genom genelindeki gen dozaj1 farkliliklarini, cesitli fizyolojik veya
patolojik siireglerde gen ekspresyon paternlerindeki degisimleri belirleyebilen bir
teknik olmasi nedeniyle gilinlimiizde gerek arastrma gerekse tani amagl yaygin bir
kullanim alant bulunmaktadir (Erzurumluoglu, 2018). Tiim genomdaki genomik
kopya degisimlerinin incelendigi kromozom mikrodizin analizinde, CGH temelli array

veya tek niikleotid polimorfizimlerinden olusan SNP arrayler kullaniimaktadir.
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2.2.3.1.1. Array CGH (a-CGH)

Array CGH (aCGH) teknigi oligoniikleotid problar kullanilarak genomdaki dizi
artis ve azalmalarini yliksek ¢oziintirliikte tiim genom boyunca taranabilmesine olanak
saglayan molekiiler karyotipleme teknigidir. Ilk olarak 1997°de Solinas-Toldo ve ark.
hedef (target) diziyi cam matriks iizerine immobilize ederek aCGH’nin temelini attilar
(Solinas-toldo, Lampel, Stilgenbauer, Nickolenko, & Benner, 1997)(Salvador, Arigita,
Carreras, Lladonosa, & Borrell, 2011) .

aCGH yontemi ile kopya say1 varyantlari olarak tanimlanan delesyon veya
duplikasyonlar referans DNA ile karsilastirilarak ortaya ¢ikarilmaktadir. Bu KSV’ler
kilobaz boyutundan megabaz boyutuna kadar ya da tiim kromozomu igeren (trizomi
ve monozomiler) boyutlardaki anomalileri saptamaktadir. Boylelikle hastalikla iligkisi
gen boyutunda ortaya ¢ikarilmaktadir (Cappuccio vd., 2016)(E. P. Hoffman & Ph,
2012). Array CGH yontemi Sekil 2.9.’da 6zetlenmistir.

CGH Array’in rezoliisyonu ve tani yetenegi;
- Kullanilan probun fragment uzunluguna,
- Gen sayisina,

- Hedefe yonelik veya tiim genoma spesifik olmasma gore

degismektedir.

aCGH ylizeyindeki (cam yiizey, chip) prob yogunlugu arttik¢a rezoliisyonu
artmaktadir. Ornegin orta diizeyde rezolusyona sahip array ¢ipi (180 K) ile 50kb ve
daha biiyiik aberasyonlar belirlenebilmektedir. Cipteki gen bolgelerinin sayisi arttikga
(450 K, IM K gibi) daha kii¢iik KSV’ler saptanabilir (Mazzei, National, Cavallaro, &
National, 2016).
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Test DNA Reference DNA
Cy5-labeled Cy3-labeled

/_
:
.

Microarray CGH
scanner Analytics software

JLIE,

DNA Dosage

Interpret Data

N

-2: Homozygous Deletion

-1: Heterozygous Deletion
Normal

+1: Duplication, 3 copies

+2: Duplication, 4 copies

Normal DNA gain DNA loss
Situation or duplication or deletion

Sekil 2.10. Array CGH Yontemi (Mazzei vd., 2016)

aCGH yonteminde, test DNA’s1 ile referans DNA hibridize edilerek
karsilastirilir ve test DNA’sindaki degisimler belirlenir. Test ve referans DNA
ornekleri framentlere ayrildiktan sonra herbir DNA Ornegi farkli renklerdeki
florokromlarla (Cyanine 3 ve Cyanine 5) isaretlenir ve prob imbolize edilmis array
lami ile hibridize edilir. Fragmentler karisimi, sadece arraydeki tam komplementer
olan problara baglanmaktadir. Lamlar mikroarray tarayicist kullanilarak imaj
dosyalarina gevrilir. Floresan yogunluklar: 6lgiiliir ve imaj dosyalar1 6zellik ¢ikartma
yazilimlar1 kullanilarak logaritmik oranlar1 metin dosyalar1 (.txt) seklinde elde edilir
ve kopya sayisi analizi i¢in yazilimm igine aktarilir (Lu vd., 2007). Array CGH

yonteminin avantaj ve dezavantajlar1 Tablo 2.7.’de verilmistir.

Florosan 1g1manin yogunluguna gore:
- Test = Referans - 1 NORMAL

- Test > Referans >>1 DUPLIKASYON
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- Test < Referans <1 DELESYON seklinde yorumlanmaktadir
(Erzurumluoglu, 2018).

Tablo 2.7. Array CGH Ydénteminin Avantaj ve Dezavantajlari

AVANTAJILARI DEZAVANTAJLARI

Yiksek ¢oziintirlik Pahali olmasi

Tiim genomun tek testle ve kisa siirede Dengeli yapisal yeniden diizenlenmeleri

incelenebilmesi saptayamamasi
Submikroskobik delesyon ve Diisiik oranli mozaisizmlerin tamisinda
duplikasyonlarm saptanabilmesi yetersiz olmast (< %10)
Birden fazla genomun Diisiik oranda da olsa hata paymin
karsilagtirilabilmesi (hibridizasyon sorunlari) olmasi
Hiicre bolinmesine gerek yok Saptanan degigsimlerin teknikten kaynakli

bir hataya bagli olup olmadiginin ya da
Az miktarda DNA fenotipik etkisinin kesin olarak

bilinememesi

2.2.3.1.2. SNP array

SNP, tek niikleotid polimorfizimdir. Yani DNA dizisinde tek bir niikleotidin
farkli olmasidir. insan genomunda en yiiksek siklikta gdzlenen varyantlar olup 1000-
2000 niikleotidde bir goriilir. SNP’ler genlerde ve genler arasi1 kodlanmayan
bolgelerde bulunabilmektedirler ve gen fonksiyonlarinda herhangi bir etkisi olmadigi
gibi bazi SNP’ler protein fonksiyonunu etkileyerek patojenik 6zellik kazanabilirler
(Popova vd., 2015).

SNP array’de, hedef problar polimorfik allellerden secilir yani se¢ilen DNA
problari1 bireyler arasinda tek bir baz ¢ifti araciligiyla degisiklik gosterir niteliktedirler.
Genel prensibi aCGH ile benzerlik gosterir. Ancak SNP array’de referans DNA dizisi
ile karsilastirma bulunmamakta olup sadece olgu DNA’s1 isaretlenmekte ve SNP’leri

iceren ¢ipin lizerindeki oligoniikleotidlerle hibridize edilmektedir. Olgu DNA’sinda
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bulunan SNP allellinin sinyal yogunlugu bilgisayar ortaminda bulunan referans sinyal

yogunluklart ile karsilastirilarak KSV’ler saptanmaktadir (Scionti vd., 2018).

Gliniimiizde her iki array platformunun giiclii yOnlerini ayni platformda
birlestiren CGH-+SNP arrayleri tasarlanmis olup yaygin olarak kullanilmaktadir
(Erzurumluoglu, 2018). CGH Array, SNP array ve aCGH+SNP Array’lerin yontemsel
karsilastirilmas: Tablo 2.8.’de verilmis olup, Sekil 2.11.’de de CGH Array ile SNP
arrayin karsilagtirilmas: gosterilmistir (Scionti vd., 2018).

Tablo 2.8. CGH Array, SNP Array ve aCGH+SNP Array’lerin Yontemsel
Karsilastirllmasi (Scionti vd., 2018)

SNP ARRAY ARRAY CGH aCGH+SNP
) Olgoniikleotid prob Olgoniikleotid prob
Olgoniikleotid prob
uzunlugu: 60-70 bg (60-70  uzunlugu: 60-70 bg (60-70
uzunlugu:~25bg(~25 mer)
mer) mer)

Kopya sayisi probu + SNP
Kopya sayis1 probu + SNP

Sadece kopya sayisi probu probu (diisiik veya orta

yogunluk)

probu (yiiksek yogunluklu)

Yalnizca DNA testinin

hibridizasyonu

Test DNA + Referans
DNA’sinin hibridizasyonu
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A. CGH array B. SNP array

Patient DNA Control DNA Patient DNA

Amplification
Digestion

Amplification Probe labeling
Digestion
Probe labeling

SNP array

2 Allele A
Q_{ + _ eAneleB

Oligonucleotide Hybrldlzatlon
array

2

+

3ol

l Hybridization

<

@ . Normal
.*....***.*.Normal %
00000000000 :
XX IYYXxXs3qr} * Deletion @ Deletion
(X IXX 4 IX2 Q) %
@k Ak Oeooo000 % @ Duplication ] @ Duplication

<

Sekil 2.11. (A) CGH Array ile (B) SNP Array Karsilastirilmasi: (A) CGH
Array, 2 farkh floresan etiket (hasta DNA’s1 yesil isaretli, kontrol DNA’s1
kirmiz isaretli) kullanarak hastanin DNA’sim1 kontrol DNA’siyla karsilastirir.
Etiketli DNA’lar fragmentleri, oligoniikleotid iceren lam ile hibridize edilir. 2
farkh etiketin yogunluklar1 kopya sayisi varyasyonlarini gosterir. Kirmiz
isaretli (y1ldiz) DNA fazla olmasi delesyonu gosterir. Yesil isaretli (daire) DNA
fazla olmasi duplikasyonu gosterir. Kopya sayis1 degisikligi olmadiginda, esit
miktarlarda kirmiz ve yesil eiketli DNA olacag icin normal degerlendirilir
(mavi daire). (B) Sadece hasta DNA’s1 kullanilir. SNP array lami, ¢cok sayida
allel (A-B allelleri) oldugu bilinen kii¢ciik DNA parcalari icerir. Her allel, DNA
dizisi iizerinde temsil edilir ve bir lokusa karsihik gelir. Hastadan alinan DNA,
allelleri iceren SNP array lamu ile hibridize edilir. Belirli bir lokusta A alleline
sahip hastalar A alleline, B alleline sahip hastalar B alleline baglanacaktir.
Hasta homozigot ise, A veya B’ye (AA veya BB) baglanacaktir. Hasta
heterozigot ise, A ve B’ye (AB) baglanacaktir.

(https://www.contemporarypediatrics.com/view/genetic-testing-intellectual-

disability-role-diagnostic-evaluation)
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SNP array, aCGH ve aCGH+SNP array platformlar1 ile saptanabilen genomik
anomaliler Tablo2.9.’da gosterilmistir. Her ii¢ array platformu andploidileri ve
KSV’leri saptayabilmektedir. Bu 3 array platformu ayni zamanda dengesiz yapisal
anomalilerin varligini saptayabilirken bu anomalilerin olusum mekanizmalarini (ring
kromozom, dengesiz translokasyonlarm olmasi vb.) saptayamamaktadir. aCGH
platformu ile triploidileri, uniparental disomiyi (UPD) gosteren heterozigosite
yoklugunu (AOH) ve akrabalik konusunda bilgi saglamamakta olup SNP array’ler ve
aCGH+SNP array’ler allelik heterojenitenin belirlenmesi agisindan SNP Array’ler ve
aCGH+SNP array’ler, aCGH’e gore daha avantajlidir. Bu sayede triploidiler, diisiik
oranlardaki mozaiklikler, parental akrabalik veya UPD’yi gosteren heterozigosite
kayb1 konusunda bilgi saglamaktadirlar (Erzurumluoglu, 2018)(Wiszniewska vd.,
2013) (Scionti vd., 2018).

Tablo 2.9. Farkh Array Platformlar ile Saptanabilen Genomik
Anomaliler (Erzurumluoglu, 2018)

Teknik Anodploidi Dengeli Dengesiz  Triploidi AOH/akraballkk KSV’ler

aCGH + - + - : +
SNP + - + + + +
aCGH+SNP + - + + + +

2.3. KONJENITAL KALP HASTALIKLARINDA KSV

Biiylik ve gen igerigi fazla olan KSV’ler genel olarak sendromik KKH’a neden
olmaktadir ve patojenik olarak degerlendirilen bu mikrodelesyon/duplikasyonlar tiim
KKH’larin %3-15lik kismint olusturmaktadir. Bugiine kadar 22q11.2 delesyon
sendromu, Williams-Beuren sendromu (7q11.23’de delesyon), Jacobsen Sendromu
(11q Terminal delesyonu), 1g21.1 ve 1p36 delesyonlari, 1g21.1 duplikasyonu,
8p23.1delesyonu iyi karakterize edilmis patojenik KSV kaynakli sendromlardir
(Lander & Ware, 2014)(Pierpont vd., 2018).

2.3.1. Non-sendromik Konjenital Kalp Hastaliklarinda KSV

KSV’lerin izole/non-sendromik KKH etiyolojisinin  %3-10’luk kismindan
sorumlu oldugu bilinmektedir (Lander & Ware, 2014). Non-sendromik KKH’larda
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KSV’ler; dozaja bagli bir geni igerip igermedigi, hastaliklarla iligkili daha Once
tanimlanmis bir bolgeninin olup olmadigi, de novo yada ailesel gegis gdstermesi, gen
icerigi, bolgenin biiylikligiine gore 6nemi degiskenlik gostermektedir (Riggs vd.,
2019). Kromozomal mikrodizin ile non-sendromik KKH olan sporadik hastalarin
calisilmasi, yeni genlerin tanimlanmasinda klasik aile ¢alismalarina bir alternatiftir ve
smirlt sayida ¢alismada, izole/non-sendromik KKH'li hastalarda bu yontem
kullanilarak hastalikla iliskili bazi KSV leri rapor etmislerdir (Chung, 2017). izole
KKH olgularin dahil oldugu caligmalarin sonuglar1 Tablo 2.10.’de &zetlenmistir
(Fahed vd., 2013).

Tablo 2.10. Non-Sendromik Konjenital Kalp Hastahklarinda Saptanan
KSV’ler (Fahed vd., 2013)

LOKUS ABERASYON CESIDi FENOTIP
1921.1 Kay1p, kazang TOF, VSD
3p25.1 Kazang TOF

3022.1-3726.1 Kay1p, kazang AVSD
4022.1 Kazang TOF
4032.3 Kazang VSD
5035.3 Kazang TOF
Hipoplastik sol kalp,
7q11.23 Kazang P p- ) -p
Ebstein anomalisi
80231 K . AVSD, VSD, TOF,
. ay1p, kazang
p yip ASD
TOF, hipoplastik sol
9034.3 Kayip
ventrikiil
13qg14.11 Kazang TOF, VSD
Hipoplastik sol
16p13.11 Kazang
ventrikiil
18g11.1-
Kazang VSD
18g11.2
Xp22.2 Kazang TOF, AVSD

Bu konuda ilk ¢aligma F. Erdogan ve ark. tarafindan yapilmistir. Arastiricilar

105 izole/non-sendromik KKH ile yaptiklari bir KMA ¢alismast sonucunda %4.7
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oraninda KSV saptanmistir. Bu KSV’ler, bir de-novo delesyon, iki de-novo
duplikasyon ve 8 familyal KSV (bir delesyon ve yedi duplikasyon) dahil olmak tizere,
yaygin DNA kopya sayist degisimleriyle cakismayan 18 kromozomal degisikligi
icermektedir (Erdogan vd., 2008).

Kim ve ark, izole/non-sendromik KKH olgularinda yaptiklar1 ¢alismada ise
VEGFA ve SOD2 gen bolgelerinde KSV taramasi yapilmis ve hastalarin (422 hasta)
%12.2’sinde ortak KSV bolgeleri saptanmustir. Izole KKH olan ¢ocuklarda
nadir/biiylik KSV'lerin oldukga yiiksek oranda gozlendigini, bu KSV'lerin 2.55 kat
artmig 6liim veya nakil riskiyle iliskili oldugunu gostermislerdir. Arastiricilar KSV
yiikiiniin KKH olgularinin ameliyat sonrasi sagkalimi i¢in 6nemli bir modifiye edici

faktor oldugunu bildirmislerdir (Kim vd., 2016).

Breckpot ve ark. nin izole/non-sendromik KKH ile yaptigi bir KMA ¢aligmasi1
sonucunda da toplam 46 hastanin %4.3’tinde bilinen genleri iceren ortak KSV
bolgeleri rapor edilmistir (Breckpot vd., 2011).

Tomita ve ark. nin 945 KKH olgusu ile yaptigit KMA calismas1 sonucunda, 945
olgudan 135’1 kromozomal anomalisi ile ilskilendirilmistir. Bu olgular ¢ikartilip kalan
810 olguda KSV degerlendirilmesi sonucunda % 4,3 KSV frekansi rapor edilmistir
(Tomita-mitchell vd., 2020) .

Greenway ve ark. nin izole fallot tetrolojisi olan 114 olgu grubunda yapmis
oldugu KSV analizi sonucunda %9.6 de novo KSV (11 olgu) rapor edilmistir. Bu
calismalarda sendromik vakalarin dahil edilmesi KSV saptama oranim1 dogrudan
etkilemektedir. Ornegin Fallot tetralojisi, 22q delesyonunun gozlendigi DiGeorge

sendromunun major dzelliklerinden biridir (Greenway vd., 2009).

Yapilan caligsmalar submikroskopik KSV’lerin, hastalik patogenezinde
dogrudan yada genetik risk faktorleri olarak onemli rol oynadigina dair kanitlar
sunmaktadir. Ayrica bazi durumlarda KMA'nin, ek semptomlar ortaya ¢ikmadan ¢ok
once hastaligin sendromik yapisini ortaya ¢ikarmak igin de kullanilabilecegi ifade
edilmistir.

Prenatal donemde fetusta izole kardiyak defekt saptanmasi durumunda veya

postnatal donemde multipl anomalilerle birlikte KKH’in gorildigii olgularda rutin
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olarak invaziv girisimle elde edilen materyallerde KMA  analizleri
gerceklestirilmektedir. Eskisehir Osmangazi Universitesi T1ibbi Genetik Anabilim Dali
rutin prenatal tani analizlerinde normal kromozom kurulusuna sahip kardiyak
anomalili fetuslarda aCGH-+SNP array ile %30 fetusta genomik kopya sayis1 anomalisi
saptanmustir. Ancak postnatal donemde, izole/non-sendromik KKH bulunan
yenidogan ve eriskinlerde genetik analizler heniiz arastirma agamasindadir, rutin
analizler siirecine dahil olmamistir. Nadiren konvansiyonel kromozom analizi

gerceklestirilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. OLGU/KONTROL GRUBU

Bu c¢aligmaya 15.06.2019-15.01.2020 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Kardiyoloji poliklinigine basvuran ve
kardiyovaskiiler sistem muayenesi yapilip KKH tanisi nedeniyle Tibbi Genetik
poliklinigine yonlendirilerek dismorfolojik degerlendirilmesi yapilan non-sendromik
KKH tanis1 konan 40 olgu dahil edilmistir. Kontrol grubu olarak yine Cocuk
Kardiyoloji poliklinigi tarafindan ekokardiyografi ile degerlendirilmis olup herhangi
bir KKH saptanmayan, Tibbi Genetik polikliniginde klinik  genetik
degerlendirmesinde herhangi bir ilave konjenital malformasyonu olmayan ve
monogenik hastalik veya mikrodelesyon/duplikasyon sendromundan siiphenilmeyen
olgular arasinda benzer yas grubundaki 24 saghkli ¢ocuk c¢alismaya dahil
edilmiglerdir. Olgulara ve ailelerine ¢alisma hakkinda bilgi verilmis, ebeveynlere
aydmlatilmig onam formu imzalatildiktan sonra tiim olgular c¢alismaya dahil

edilmislerdir.

Calisma icin Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurul Bagskanligindan 25.06.2019 tarih ve 18 say1
ile onay almmustir. Calismamizda olgu ve kontrol sayismin belirlenmesi amaci ile
gergeklestirilen giic analizi, PASS 11 paket programi ile Kim ve ark. tarafindan
yayinlanan <’Burden Of Potentially Pathologic Copy Number Variants Is Higher In
Children With Isolated Congenital Heart Disease And Significantly Impairs Covariate-
Adjusted Transplant-Free Survival’’adli makale baz alinarak yapilmustir. Etki
biiyiikliigii 0.5 olacak sekilde ki kare analizi kullanilarak %80 giic ve %S5 tip 1 hata
orani ile hasta ve kontrol gruplarinda toplamda en az 32 kisinin ¢alismaya dahil

edilmesi uygun bulunmustur (Kim vd., 2016).

Calisma kapsaminda olgularin seciminde kullanilan dahil edilme/diglanma

Kriterleri asagida verilmistir.

Hasta grubu dahil edilme kriterleri:

a. 0-18 yas arasinda KKH tanis1 almis olmak

b. [zole/non-sendromik KKH tanismnin olmasi
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C. [zole/non-sendromik KKH tanis1 alan ve KKH etiyolojisinde yer
aldig1 bilinen MYH6, NKX2-5, GATA4, NOTCH1, TBX1 genlerinde

mutasyon saptanmamis olmasi
d. Olgu/refakatcisinin ¢aligmaya dahil olmay1 kabul etmesi

Hasta grubu dahil edilmeme kriterleri:

a. Fetal donemde herhangi bir teratojen maruziyet 6ykiisii bulunmast

b. KKH etyolojisinde rol oynayan maternal orjinli faktriin olmasi

(obezite, diabet, fenilketonuri vb)
C. [lave bir konjenital malformasyon olmasi

d. Herhangi bir monogenik veya mikrodelesyon/duplikasyon

sendromundan siiphenilmis olmasi
e. Trizomi sendromu tanis1 alanlar
f. Calismaya dahil olmak istemeyen olgu/refakatci

Kontrol grubu dahil edilme kriterleri:

a. 0-18 yas arasinda olmak

b. Herhangi bir monogenik veya mikrodelesyon/duplikasyon

sendromundan siiphenilmemis olmasi
C. Herhangi bir kalp hastaligi bulunmamasi (ekokardiyagrafisi normal)
d. Olgu/refakatgisinin ¢alismaya dahil olmay1 kabul etmesi

Ebeveyn Orneklerinin toplanmasi:

Cahsmamizda patojenik/olas1 patojenik/VUS nitelikli KSV  saptanan
olgularda varyantin klinik 6nemini degerlendirmek, de novo/kalitsal 6zelliginin
belirlenmesi i¢in olgularin ebeveynlerinden periferik kan Ornekleri alinmis ve
olgulara spesifik varyantlar agisindan degerlendirilmek iizere uygun kosullarda

saklanmustir.
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3.2. KULLANILAN ALET VE MALZEMELER
3.2.1. Kullanilan Aletler

¢ Hibridizasyon Firmi (Agilent)

e Hibridizasyon Firin1 Rotatoru (Agilent)

e Hibridizasyon Haznesi (Agilent)

e Hibridizasyon Haznesi Contali Lam1 (Agilent)
e Mikroarray Tarayicisi (Agilent)

e Manyetik Karistirict Cubuk (Corning)

e Isitma Ozellikli Manyetik Karistirict (Corning)
¢ Ozon Bariyer Lam Kapagi (Agilent)

¢ 1.5 L Cam Tabak (Borcam)

e Lam yikama plakalar1 (Wheaton)

e Lam tutucusu (Agilent)

e Pipet seti (Gilson)

e Polimeraz Zincir Reaksiyonu Cihazi (PE GenAmp System9700)
e \Vorteks (Heidolph)

¢ Derin Dondurucu (Argelik)

¢ Buzdolabi (Argelik)

o Strip (Perkin Elmer)

e Mikrofiij Tiipleri (Ambion)

e Toplama Tiipii (Qiagen)

e Spin kolonu (Qiagen)

e Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000)

e Su banyosu

e Termostat (Biosan)
3.2.2. Kullanilan Malzemeler

e Proteinaz K
eWash 1 ve 2
e Ekstraksiyon buffer
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¢ Binding buffer

e Eliisyon buffer

¢ Binding soliisyon

e insan gDNA’s1 (Kadm/Erkek)

¢ CGH+SNP Microarray Kit 4x180K, Agilent Inc, USA
e Alu | (Agilent)

eRsa | (Agilent)

e Genomik DNA enzimatik Etiketleme Kiti (Agilent)
¢ Oligo aCGH Yikama Tamponu 1 ve 2 (Agilent)

¢ Oligo aCGH Hibridizasyon Kiti (Agilent)

¢ IXTE (Tris EDTA, pH 8.0) (Agilent)

e Asetonitril (Sigma)

*PBS

e Distile Su

3.3. YONTEM
3.3.1.DNA izolasyonu

Hastalar ile kontrol bireylerinden EDTA'l1 tiipler igerisine 2 CC periferik kan

ornegi alinmustir.

¢ Ependorf tiipii icerisine 10 puL Proteinaz K (20 mg/ml), 200 pL periferik kan
ornegi ve 200 pL ekstraksiyon tamponu eklenerek 15 sn vorteks yapilmistir.

e Tiipler 15 dk 56°C su banyosunda bekletilmistir. Siire sonunda 6rnegin tiipiin
dibinde toplanmasini saglamak amaciyla kisa bir santrifiij yapilmistir.

e Tiiplere 210 pL binding soliisyon eklenip, vorteks yapilmistir.

e Daha sonra karisim tiip igerisine konan spin kolona aktarilarak, 8000rpm’de 1
dk santrifiij edilmistir ve sonunda tiipiin dibinde toplanan siv1 dokiilmiistiir.

o Tiip icerisinde bulunan Spin kolona 650 puL yikama tamponul eklenip, 8000

rpm’de 1 dk. santrifiijjedilerektiipiin dibinde toplanan sivi dokiilmiistiir.
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e Devaminda tiip icerisine yerlestirilenspin kolona 500 pL yikama tamponu 2
eklenmis, tiip 8000 rpm’de 1 dk. santrifiij edilmis ve tiip i¢erisindekisivi dokiilmiistiir.

e Spin kolona 250 puL yikama tamponu2 eklenerek ayni islem bir kez daha
tekrarlanmus,tiip14000 rpm’de 3 dk. santrifiijedilerek son DNA yikama iglemi
tamamlanmustir.

e Spin kolon yeni bir 1,5 ml’lik tiipe aktarilmis, 200 pL eliisyon tamponu
eklenerek 5 dk oda isisinda bekletilmistir. Daha sonra 8000 rpm’de 1 dk santrifiij

edilerek gDNA izolasyonu tamamlanmistir.

3.3.2. Genomik DNA’nin Niceliksel ve Niteliksel Analizi

egDNA'min  (genomik DNA)  konsantrasyonunun ve  saflimin
degerlendirilmesi igin NanoDrop ND-1000 UV-VIS Spektrofotometresi
(NanoDrop)kullanilmastir.

e NanoDrop program meniisiinden niikleik asit 6lgtimii secilip, 6rnek tipi DNA-
50 olarak ayarlanmstir.

¢ Cihazin 6l¢iim ayarlarini sifirlamak i¢in oncelikle 1.5 pL distile su, daha sonra
1.5 pL eliisyon tamponu kullanilmistir

e Hasta ve kontrol gDNA ornekleri, her birinden 1.5 pL kullanilarak DNA

konsantrasyonlar1 6l¢tiilmiistiir.

e Uriin miktar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistr.

DNA konsantrasyonu (ng/uL) x Ornek Hacmi

Uriin (pg) =
1000 ng/ng

3.3.3.Genomik DNA Enzimatik Etiketleme Kiti ile Restriksiyon
Kesimi
aCGH+SNP array analizlerinin basarili olmasinda DNA fragment

biiyilikliiklerinin birbirlerine yakin olmasi1 (200-500 bg) gerekmektedir ki bu PCR ile

DNA amplifikasyonunun basarisi i¢in de 6nemlidir. Bu nedenle
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e Sekiz PCR tiipiiniin dérdiine 20.2 pL olgu DNA’larindan, dordiine de referans
DNA ve su toplamda 20.2 pL olacak sekilde koyulmustur.
e Restriksiyon kesim karigimi (RKK) Tablo 3.1.’¢ gore hazirlanmistir.

Tablo 3.1. Restriksiyon Kesim Karisimi (RKK)

Bilesen Reaksiyon basina (uL) | 8 Reaksiyonluk (uL)
Distile Su 2 18
BSA 0,2 1,8
Alu | 0,5 4,5
Rsa | 0,5 4,5
Son Hacim 5,8 52,2

¢Olgu ve referans DNA’larinin oldugu sekiz PCR tiipiiniin her birine 5.8 pL
RKK eklenmistir ve Tablo 3.2.’de gosterilen sicaklik ve siirelerde PCR (polimeraz

zincir reaksiyonu) programi uygulanmistir.

Tablo 3.2. Restriksiyon Kesimi I¢in PCR Programm

Basamak Sicakhik Zaman
1 37°C 2 saat
2 65 °C 20 dakika (dk)
3 4°C Beklet

e Uygulanan PCR programi bittikten sonra her bir tiipiin i¢erisine 5 pLL Random
Primeri pipetaj yapilarak eklenmistir.
¢PCR cihazinda DNA denatiirasyonu ve fragmentasyonu igin Tablo 3.3.’teki

program uygulanmaigtir.
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Tablo 3.3. DNA Denatiirasyonu ve Fragmantasyonu I¢in PCR Program

Basamak Sicakhk Zaman
1 95 °C 3dk
2 4°C Beklet

e Ornekler 5dk, -20°C de bekletilmistir.
3.3.4.Genomik DNA'nin Floresan Isaretlemesi

Floresan isaretleme icin olgu ve referans igin iki farkli olusturulan karisim (FIK)

Tablo 3.4.’e gbre hazirlanmustir.

Tablo 3.4. Floresan Isaretleme Karisimi (FiK)

Bilesen Reaksiyon basina (uL) 4 Reaksiyonluk (uL)
5xReaksiyon 10 50
Tamponu
10xdNTP 5 25

Cyanine 3-dUTP

] 3 15
Cyanine 5-dUTP

Exo (-) Klenow 1 5

Son Hacim 19 95

¢ Olgu DNA’larinin oldugu tiiplere Cyanine (Cy) 5-dUTP, referans DNA’larin
oldugu tiiplere ise Cyanine(Cy) 3-dUTP igeren FiK karisimmdan 19 pL eklenmistir.

e Toplam hacmi 50 ul’ye ulasan PCR tiiplerine DNA etiketlemesi i¢in Tablo
3.5.’deki PCR programi uygulanmaistir.

Tablo 3.5. DNA Etiketlemesi icin PCR Programi

Basamak Sicakhk Zaman
1 37°C 2 saat
2 65 °C 10 dk
3 4°C Beklet

34



3.3.5.Etiketlenmis gDNA'nin Temizlenmesi

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

kullanilarak temizlenmistir.

eHer bir hasta ve referans 6rnegi i¢in 1.5 pl’lik tiipler etiketlendirilmis ve
iclerine filtreler yerlestirilmistir.

e Her bir DNA 6rnegi 430 uL 1xTE (pH 8.0) ile pipetaj yapilarak iglerinde filtre
bulunan tiiplere aktarilmstir.

e Tiipler 14,000xg’de, 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi tiipiin dibinde
toplanan kisim dokiilmiistiir.

e Her bir filtreli tiipe 480 pL 1XxTE (pH 8.0) eklenmistir ve 14,000xg’de 10 dk
santriflij edilmistir.

e Filtreler, etiketlendirilmis yeni tiiplerin igerisine ters ¢evrilerek yerlestirilip ve

1 dk boyunca 1,000xg’de santrifiij edilmistir.
3.3.6.Uriin Miktar1 ve Spesifik Aktivite Hesaplanmasi

Uriin miktar1 ve spesifik aktivitenin hesaplanmasmda NanoDrop ND-1000 UV-
VIS Spektrofotometre kullanilmistir.

e NanoDrop program meniisiinden MikroArray secilip, Ornek tipi olarak da
DNA-50 olarak ayarlanmistir.

e Cihazin Ol¢iim ayarlarmi sifirlamak i¢in dncelikle 1.5 pL distile su daha sonra
1,5 uL 1xTE (pH 8.0) kullanilmustir.

e Orneklerden 1.5 pL kullanilarak A260nm (DNA), A550nm (Cy3), A650nm
(Cy5) absorbansi ile gDNA konsantrasyonu ve hacmi Ol¢iilmiistiir.

e Spesifik aktivitesi ve lirlin miktar1 asagidaki formiiller kullanilarak

hesaplanmustir.

uL boya basina pmol

Spesifik aktivite =
(ug gDNA basina pmol boya) uL gDNA basina pg
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DNA konsantrasyonu (ng/uL) x Ornek Haemi (uL)

Uriin miktar (uL) =
1000 ng/ug

e Uriin miktarlar1 birbirine yakim olan Cy3 ile etiketli referans drnekleri ile Cy5

ile etiketli gDNA 6rnekleri, cinsiyetlere dikkat edilerek PCR tiipiinde birlestirilmistir.

3.3.7.Hibridizasyon Oncesi Hazirhk

e Hibridizasyon karigimi hazirlanmadan 6nce oligo aCGH hibridizasyon kitinde
bulunan 10x bloke edici ajana 1,350 pL distile su eklenmistir ve oda sicakliginda bir

saat bekletilmistir.
3.3.7.1.Etiketlenmis gDNA’nin Hibridizasyona Hazirlanmasi

e Referans ve olgu drneklerinin bir arada oldugu karisimdan 39 puL alinarak yeni
PCR tiipiine aktarilmistir.

eHer bir tiipe Tablo 3.6.°da gdsterildigi gibi hazirlanan hibridizasyon
karistmmdan 71 pL pipetaj yapilarak eklenmistir. Tablo 3.7.’de belirtilen PCR

programi uygulanmistir.

Tablo 3.6. Hibridizasyon Karisim Tablosu

Bilesen Hibridizasyon basina hacim (nL)
Cot-1 DNA (1.0 mg/mL) 5
10x aCGH bloke edici ajan 11
2x HI-RPM hibridizasyon tamponu 55
Son Hacim 71
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Tablo 3.7. Hibridizasyon i¢cin PCR Program

Basamak Sicakhk Zaman
1 95°C 3dk
2 37°C 30dk

3.3.8.Mikroarray Hibridizasyonu

e Hibridizasyon i¢in uygulanan PCR programu bittikten sonra her bir 6rnekten
100ul alinarak, hibiridizasyon haznesine yerlestirilen contali lam (Sekil 3.1.-A)
iizerine yayilmstir.

e Mikroarray slaytinin, problarin bulundugu kismi aktif yiiz olarak adlandirilir
ve Sekil 3.1.-B’de gosterildigi gibi aktif yiiz asag1 gelecek sekilde contali lam iizerine
yerlestirilip hibridizasyon haznesi sikigtirilmistir (Sekil 3.1.-C).

ETES 1000906 | |}
T

Sekil 3.1. A) 4x180K Mikroarray Slayt1 I¢in Contali Lam,

B) Mikroarray Slaytinin Contah Lam Uzerine Yerlestirilmesi,

C) Hibridizasyon Haznesinin Sikistirilmasi

e Hibridizasyon haznesi 65°C’ye 6nceden ayarlanmig hibridizasyon firininda
bulunan rotator yuvasina yerlestirilmistir. Denge igin karsisina denk gelecek sekilde
bos bir hazne daha yerlestirilmistir.

e Rotator hiz1 20 devir/dk’ ya ayarlanarak, 65°C’de 16-24 saat hibridizasyona

brrakilmustir.
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3.3.9.Hibridizasyon Sonras1 Yikama I¢in Hazirhk

e Yikama isleminde kullanilacak tiim malzemeler asetonitril ile yikanip, distile
su ile durulanmistir.

¢ Yikama tamponu 2, optimum performans saglamasi i¢in bir gece 6nce 37°C’de
ayarli olan etlive brrakilmugtir.

e Yikama yapilmadan 6nce, cam tabak igerisine yikama tamponu 1,mikroarray
slaytinin contali lamdan ¢ikarilmasi i¢in oda 1sisinda hazirlanmistir.

¢ Bir baska cam tabak igerisinde yikama tamponu 1 oda sicakliginda, yikama
tamponu 2 37°C’ye ayarlanmigs manyetik karistirict tizerine yerlestirilmistir.

¢ Oda sicakliginda asetonitril ve ozon soliisyonu hazirlanmastir.

3.3.10.Hibridizasyon Sonrasi Yikama

¢16-24 saatlik hibridizasyon siiresinin sonunda hibridizasyon haznesinden
cikarilan mikroarray slaytinin yikama tamponu 1 igerisinde contali lamdan ayrilmasi
saglanmustir.

e Mikroarray slayti, manyetik karistirict tizerinde bulunan yikama tamponu 1
icerisinde 5 dk. bekletilmistir. 5 dk siirenin sonunda 37°C’ye ayarlanmis manyetik
karistirict tizerinde bulunan yikama tamponu 2 igerisine 1 dk bekletilmistir.

e Mikroarray slayt1 10 saniye (sn) oda sicakligindaki asetonitrilde bekletilmistir.

e Mikroarray slayt1 30 sn oda sicakligindaki ozon soliisyonunda bekletilmistir.

¢ Yikamalar sonucunda mikroarray slayti, hibridizasyon sirasinda olusan yanlis
baglanmalardan temizlenmistir.

e Mikroarray slayti, lam tutucusuna ‘Agilent’ etiketi yani aktif ylizii iist tarafta
kalacak sekilde yerlestirilmis, ozon bariyer lam kapagi da kapatilarak lam tutucusuna

uygun sekilde yerlestirilmistir
3.3.11.Mikroarray Taratilmasi

Lam tutucu, tarayici cihaza (scanner) yliklenmistir. Baglh oldugu bilgisayardan

‘Scan Control’ programi kullanilarak slayt tizerindeki veri bilgisayara aktarilmistr.
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3.3.12.Kromozom Mikroarray Analizi

Tarama iglemi bittikten sonra aberasyonlar1 analiz etmek i¢in imaj dosyasindan
(.tiff) veri ¢ikartma ve log oranlaria doniistiirme iglemini yapmak amaciyla Feature
Extraction Software For Cytogenomics (versiyon 4.0.1.21) yazilimi kullanilmustir.

Analizler ise Agilent CytoGenomics (versiyon 4.0.2.21) programinda yapilmustir.
3.3.12.1.Kopya sayist varyasyonlarinin degerlendirilmesi

Filtreleme: En az 5 prob baglanan ve 50 kb’den biyik bolgeler

degerlendirmeye alinmustir.

Smiflandirma: KSV’lerin smiflandirilmasinda  asagida  belirtilenkriterler

dikkate alinmistir:
Ilgili KSV;
-Daha 6nce Database of Genomic Variants (DGV) veritabaninda 5 calismadan

fazla gosterilmisse,

-Toplumda %1°den fazla bulunuyorsa ve ¢alismamiza dahil edilen kontrol grubu

bireylerinde de saptanmisg ise
-1gili KSV bélgesi gen igermiyorsa, benign olarak smiflandirilmustir.
Tlgili KSV:
-Iyi bilinen bir mikrodelesyon veya mikroduplikasyon sendromunun minimum

kritik bolgesiyle tamamen Ortiisliyorsa,

-Benzer bir fenotipe neden oldugu bilinen, dozaja duyarli bir gen iceriyorsa

patojenik olarak smiflandirilmustir.
Tigili KSV:
-Yukaridaki kriterleri karsilamayan, normal popiilasyonda <% 1 ve OMIM

genleri icermeyen nadir KSV'ler, fonksiyonel analizlerle etkisi belirlenmemisse,

onemi belirsiz variant (VUS) olarak siniflandirimastir.
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KSV’lerin uygun Kriterlere gore smiflandirilmasinda;

1) Bolgenin gen igerip igermedigi ve/veya bilinen bir sendromla yada bir

DECIPHER girdisi ile ortiisiip ortiismedigi degerlendirilmistir.

2) Bolgenin DGV'de polimorfik olarak kayitli olup olmadig1 incelenmistir. DGV
ve DECIPHER veritabanlarinda yoksa PubMed ve OMIM veritabanlarindan bu
bolgeler incelenerek, icerdigi genler ile hastalik patogenezi arasinda iligki
kurulmustur. Olgu grubunda tespit edilen ve kontrol grubunda gdzlenmeyen 6nemi
belirsiz varyantlarin (VUS) bulunmas1 veya olgu grubunda patojenik / olas1 patojenik
CVN’lerin tespit edilmesi durumunda olgunun birinci derece akrabalar1 da

(hasta/saglikli) ¢alismaya dahil edilmistir.

Sonuglarin yorumlanmasi igin kurum igi veri tabani ve asagidaki halka agik veri

tabanlar1 kullanilmistir.

a. DGV (Database of Genomic Variants)
(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home),

b. DECIPHER (Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in

Humans Using Ensembl Resources) (http://decipher.sanger.ac.uk/),

C. Cytogenomics Array Group CNV Database (https:// www.cagdb.org),

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

e. PubMed kapsayan NCBI (National Center for Biotechnology

Information)(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/),

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

3.3.13.istatistiksel Analiz:

KSV oranlarinin hasta ve kontrol grubunda frekanslarinin belirlenmesi ve

karsilastirilmasi icin ki-kare ve Fisher’s exact testleri yapilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamiza Eskisehir Osmangazi Universitesi T1p Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve
Hastaliklar1  Anabilim dali Cocuk Kardiyolojisi Bilim dalina bagvuran,
ekokardiyografi ile degerlendirilip konjenital kalp hastalig1 tanis1 alan 0-18 yas aras1
40 hasta ve rutin ekokardiyografi sonrasinda herhangi bir konjenital kalp hastaligina
rastlanmamis olan benzer yas ve cinsiyet grubundaki 24 kontrol dahil edilmistir.
Olgularin detayli anamnezleri ve dismorfolojik degerlendirilmeleri Tibbi Genetik
Anabilim Dali polikliniginde yapilmig, Sekil 4.1.°de yer alan takip formu ile
raporlanmistir. Calisma grubunda yer almaya uygun goriilen olgulardan alian
periferik kan oOrneklerinde Tibbi Genetik Anabilim Dali Molekiiler Sitogenetik

seksiyonunda mikrodizin analizleri gerceklestirilmistir.

15,05 2013 Versiyon Nocl
15,06 2013 Versiyon No-L

ESKISEHIR OSMANGAZI TNIVERSITESI .
- i AILE AEACT:
TIF FAKULTESE
Tibbi Genetil Anabilim Daly’ Pediatril: Kardivoloji Bilim Dah
KONJENITAL KALF HASTALIGT CALISASAST HASTA TAKIP FORMU
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4.1. Olgularin Demografik Ozellikleri

Calismamiza dahil edilen toplam 40 olgunun 22 (%55)’si erkek, 18 (%45)’1
kizdir. Kontrol grubunda yer alan bireylerin 12’si erkek, 12°si kizdir (Tablo 4.1.).
Hasta grubunun yas ortalamasi 6.53, kontrol grubunun yas ortalamasi ise 9 olarak

hesaplanmustir.

Tablo 4.1. Olgularin Cinsiyetlere Gore Dagihimi

KONTROL TOPLAM

KiZ

ERKEK

TOPLAM

4.2. Olgularin Klinik Ozellikleri

Calismamiza dahil edilen hasta grubunda izlenen kardiyak defektler; 13 septal
defekt (%32), 13 sol ventrikiil ¢ikim yolu defekti (% 32,5), 8 konotrunkal anomali
(%20), 3 kompleks kardiyak anomali (% 7,5) , 1 sag ventrikiil ¢cikim yolu defekti (%
2,5), 1 atriyoventrikiiler kanal defekti (% 2,5), 1 pulmoner venéz doniis anomalisi (%

2,5) olarak smiflandirilmis ve Sekil 4.2.°de grafik olarak verilmistir.
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PULMONER KOMPLEKS ANOMALILER
VENOZ DONUS %7,5
ANOMALILERI

%2,5

ANTRiIYOVENTRIKUL
KANAL DEFEKTLERI

%2,5 SEPTAL

DEFEKTLER
%32,5

SAG VENTRIKUL

CIKIM YOLU
DEF;I;T;.ERI OL VENTRIKUL
62, CIKIM YOLU
DEFEKTLERI
%32,5

Sekil 4.2. Hasta Grubunda Saptanan Kardiyak Defektler Grafigi
4.3. Kontrol bireyleri ve KKH Olgularinda Saptanan Varyantlar

Calismamizda 40 olgu ve 24 kontrol birey aCGH+SNP array yontemi ile
KSV’leri agisindan arastirilmistir. En az bes prob baglanan ve 50kb’dan biiyiik olan
bolgeler degerlendirmeye almmustir. Analizler sonucunda; kontrol ve arastirma
gruplarinda toplam 62 varyant saptanmustir. Varyant sayilarini olgulara gore
dagilimini gdsteren grafik Sekil 4.3."te gosterilmistir. Bu grafige gore en fazla varyant
saptanan olgularmmiz; 5., 26. ve 36. olgularimiz olup bu olgularimizda bes varyant
saptanmigtir. Olgularimizin klinik ozellikleri sirasiyla septal defekt, konotronkal

anomali ve sol ventrikiil ¢ikim yolu darliklaridir.

Saptanan varyantlarin bes (%8.06) tanesi kontrol grubunda da saptanmustir.
Arastirma grubunda 62 varyantin dokuz (%214.51) tanesi gen igermemektedir.
Arastirma grubunda saptanan 38 (%61.29) KSV’nin DGV veritabaninda yer aldigi
saptanmis olup, bunlarin diginda kalan 15 (%24.19) varyant ise DECIPHER, OMIM,
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NCBI ve UCSC veritabanlar1 kullanilarak analiz edilmistir. Saptanan KSV’ler
asagidaki tablolarda verilmistir (Tablo 4.2.-4.5.).

VARYANT SAYILARININ OLGULARA GORE DAGILIMI

3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

VARYANT SAYISI

-

OLGU NO

Sekil 4.3. Varyant Sayilarinin Olgulara Gore Dagilimi

Toplam bes kontrol grubu bireyinde 2937.3, 8p23.1, 10q11.22 ve 11g22.1
lokuslarinda KSV saptanmis olup bu varyantlar ACMG kriterlerine goére "benign"
olarak smiflandirilmistir. 2937.3, 8p23.1, 10911.22 ve 11922.1 lokus varyantlar1 ayni
zamanda KKH olgularinin sekiz tanesinde de goézlenmistir. Saptanan bu KSV’ler

Tablo 4.2.’de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Kontrol Grubuyla Ortak Olarak Saptanan Varyantlar

ABERASYON CESIDI SAPTANAN OLGULAR
20937.3 Kayip 29, 31
8p23.1 Kazang 6, 19
8p23.1 Kayip 22, 26, 36
10g11.22 Kayip 27, 29, 36
11g22.1 Kayip 20
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4.3.1. Saptanan varyantlarin delesyon-kazan¢ durumlari

Kontrol grubunda saptanan bes KSV'nin dort tanesi kayip olup bir tanesi kazang
olarak saptanmustir. Olgu grubunda ise 62 KSV’nin 28 tanesi kayip, 34 tanesi kazang

olarak saptanmugtir.
4.3.2. DGV ile ortiisen varyantlar

DGV veritabant verileri ile Ortlisen lokuslardaki varyantlar, giiniimiizdeki
bilgilerimizle benign olarak degerlendirilmesine ragmen ileride yapilacak caligmalar
ile elde edilecek verilere gore patojenitesinin degismesi potansiyeli nedeniyle
degerlendirmelerimize dahil edilmistir. Olgularda DGV veritabaniyla Ortiisen
polimorfik varyantlarin lokuslari, aberasyon gesitleri ve i¢erdigi genler Tablo 4.3.'de
verilmistir. Bu polimorfik varyantlar DGV veritabaniyla Ortiistiigii icin ACMG

kriterlerine gore "benign" varyant olarak degerlendirilmislerdir.

Tablo 4.3. DGV’de Yer Alan ve Calismamizda Saptadigimiz Polimorfik

Varyantlar
chel . BUYUKLUK | ABERASYON | ICERDIGI
KKHTIiPi | LOKUS -
NO (be) CESIDI GENLER
° ASD 191.469
NBPF25P,
20 port 1021.2 K FAM231D
. a ,
koartasyonu a 191.469 P
LOC388692
25 BA 680.344
VAVS,
4 ASD 1p13.3 336.036 Kazang MIR7852,VAV3-
AS
NBPF1,
26 d-TGA 1p36.13 351.055 Kayip CROCCP2,
MST1P2
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Aort

29 LINC01237,
koartasyonu 150.772
2937.3 Kayip LINC01238,
31 TOF 183.689 LOC285097
TMEM18,
36 BA 2p25.3 191.02 Kazang
LINCO01115
OCLN,
13 VSD 5013.2 K SNORD138-2,
. azan
q 1.824.295 ¢ SNORD13B-1,
SNORD13B-1
BA + Aort TRDN, TRDN-
24 6022.31 775.002 Kazang
koartasyonu AS1, NKAIN2
26 d-TGA 6p25.3 80.485 Kayip DUSP22
Aort
38 6p25.3 65.617 Kazang DUSP22
koartasyonu
5 ASD 7p22.2 366.118 Kayp SDK1
17 Kompleks 7pl4.1 58.643 Kayip TRG-AS1
2 VSD+ ASD 8024.23 129.039 Kayip LINCO02055
6 VSD 427.614
FAMS86B1,
Sol ventrikill | 8p23.1 Kazang FAMB86B2,
19 ¢ikim yolu 427.514 FAMS5A
darliklar1
DEFB4B,
22 Kompleks 840.43 DEFB103B,
DEFB103A
8p23.1 Kayip
FAMS86B1,
26 d-TGA 515.244 FAMB86B2,
FAMS85A
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FAMG6B,

36 BA 910.431 DEFB109B,
USP17L1
POMK,
HSKS + Aort | 8pl1.21-
30 796.897 Kazang HGSNAT,
koartasyonu pl1.1
POTEA
5 ASD 372.118
7 ASD 335.761
11 ASD 526.005
FAM74A7,
9pl2-
Sol ventrikiil 0112 Kazang SPATA31A6,
19 cikim yolu 372.118 CNTNAP3B
darliklar1
Aort
29 372.118
koartasyonu
21 BA 190.027
28 TOF op12- 291.471 FAM74AT
11.2 Rayip SPATA31A6
31 TOF p% 372.118
40 BA 190.027
SPATAS31A5,
22 Kompleks 9p12 898.198 Kayip SPATA31A7,
FAM74A1
GPRIN2,
13 VSD 10911.22 706.373 Kazang NPY4R,
NPY4R2
27 d-TGA 10g11.22 742.031 Kayip
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29

Aort

198.247

koarktasyanu LOC102724693,
SYT15, GPRIN2
36 BA 1.175.008
Aort CYP2C18,
20 10923.33 131.864 Kayip
koartasyonu CYP2C19
Aort
PAOX, MTG1,
23 koartasyonu+ 10026.3 200.962 Kazang
SPRN, SCART1
BA
WDR37,
32 Kompleks 10p15.3 392.501 Kazang LINC00200,
ADARB2
TRIMA48,
8 ASD 11911 371.412 Kazang TRIM51HP,
OR4A16
LDLRADS,
11p13-
12 TPVDA o 1.078.675 Kazang MIR3973,
P LOC101928510
3 ASD 12921.1 241.595 Kayip TRHDE
LOC646214,
3 ASD 15911.2 1.426.206 Kazang CXADRP2,
MIR3118-2
5 ASD 2.282.338
CHEK2P2,
Aort 15911.1-
15 2.216.88 Kazang HERC2P3,
koartasyonu gll.2
GOLGAG6L6
22 Kompleks 2.282.338
Aort
15 15914 146.281 Kayip
koartasyonu
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GOLGASA,

17 Kompleks 105.498 GOLGAS8B,
MIR1233-2
5 ASD 1.091.959
16 BAT 1.493.591
Aort
24 koartasyonu+ 1.324.925
BA LOC390705,
16pl11.2 Kayip TP53TG3E,
25 BA 1.493.591 TP53TG3
26 d-TGA 1.284.156
32 Kompleks 1.493.591
40 BA 1.324.925
6 VSD 261.602
LINC01566,
16p11.2-
21 BA 111 1.004.17 Kazang FRG2DP,
P TP53TG3HP
25 BA 261.602
33 c-TGA 16pl1.2 813.614 Kazang ENPP7P13
4 ASD 142.38 NSFP1,
17g21.31 Kazang ARL17A,
40 BA 142.38 LRRC37A2
KANSL1,
17 Kompleks 17921.31 322.433 Kayip KANSL1-AS1,
ARL17B
MIR3156-3,
11 ASD 21911.2 305.725 Kazang
LINC01674
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IGLL3P,
22011.23-
4 ASD 121 230.959 Kayip LRP5L,
ae CRYBB2P1
PLCXD1,
10 ASD Xp22.33 239.933 Kazang GTPBPS,
LINC00685

DGV veri tabani ile ortiisen ve >2 olguda saptanan varyantlar sirasiyla; yedi
olguda 16p11.2, ii¢ olguda 1q21.2, ii¢ olguda 10q11.22, ii¢ olguda 16p11.1-p11.2, iig
olguda 15q11.1-q11.2, 2 olguda 15914, 2 olguda 17g21.31, 2 olguda da 2qg37.3
lokuslarinda KSV saptanmistir. Olgulardan dokuz tanesinde 9p12-p11.2 lokusunda,
DGV veritabaniyla ortiisen KSV polimorfik olarak degerlendirilmistir. Bu dokuz
olgunun besinde bu KSV kazang olarak, dordiinde ise kayip olarak saptanmustir.
Olgulardan alt1 tanesinde 8p23.1 bolgesinde KSV saptanmis olup bu KSV ayni
zamanda kontrol grubunda da goézlemlenmistir. Bu alt1 olgunun dérdiinde kayip,

ikisinde kazang olarak gozlenmistir.
4.3.3. Gen Icermeyen Varyantlar

Gen igermeyen KSV’ler Tablo 4.4.°de gosterilmis olup benign olarak

siniflandirilmistir.

Tablo 4.4. Gen icermeyen Varyantlar

BUYUKLUK ABERASYON
(b) CESIDI

OLGU NO KKH TiPi

- VSD 16p11.2 376.068 Kazang
ASD 2g32.1 206.223 Kayip
Kompleks 2pl11.2 252.15 Kayip
Aort koartasyonu 11922.1 128.968 Kayip
TOF 9p23 291.471 Kayip
TOF Xq25 177.18 Kayip
ASD 6025.2 119.039 Kazang
K'gg:a’?;;u 2p11.2 726.016 Kayip
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Aort koartasyonu

4.3.4. DGV lle Ortiismeyen Ve Gen iceren Varyantlar

5023.3

243.807

Kayp

Tablo 4.3. ve Tablo 4.4.°de gosterilen, benign olarak smiflandirilan, DGV

veritabaninda yer alan, gen i¢erigi olmayan KSV lerin disinda kalan toplam 15 varyant
Tablo 4.5.°de gosterilmistir. Bu KSV’ler DECIPHER, OMIM, UCSC ve NCBI

veritabanlar1 kullanilarak analiz edilmistir.

Tablo 4.5. DGV'de Yer Almayan ve Gen Iceren Diger Varyantlar

LOKUS

BUYUKLUK

(be)

ABERASYO
N CESIDI

ICERDIGI
GENLER

. A

13 VSD

BA

Aort
23 koartasyonu
+BA

4913.2

2437.3
2q37.1
6p25.3

17¢25.3

Xp21.1

3913.13

3g13.31
8g24.11
4g32.1

Xq21.31-
q21.32

18g12.1
19p13.3
6027

13¢21.32

206.91

150.772
161.235
55.749

272.22

400.913

267.945

358.299
81.09

166.784

638.515
695.085
169.936
98.904

95.998
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Kayip

Kayip

Kayip

Kazang

Kazang

Kazang

Kazang

Kazang
Kazang

Kazang

Kazang
Kazang
Kayip
Kazang

Kazang

TMPRSS11E,
UGT2B17

LINC01237,
LINC01238,
LOC285097

LINC01891
FOXCUT

CCDC137,
ARL16, HGS

CFAPA47,
LOC101928627

LINC01205,
MIR4445

LINC00903,
TUSC7, MIR4447

EXT1

ASIC5, TDO2,
CTSO

PCDH11X,
MIR4454

MIR302F

ZNF556, ZNF57,
ZNFT77

SMOC2

PCDH9, PCDH9-
AS2, PCDH9-AS3



Tablo 4.5.’de belirtilen ve DECIPHER, OMIM, UCSC ve NCBI veri tabanlar1
kullanilarak analiz edilen varyantlardaki gen icerikleri degerlendirildiginde, ilgili gen
iceriklerinin dogrudan KKH ile baglantisi kurulamamis olup tartisma kisminda

ayrintili olarak yer verilmistir.
4.3.5. Istatistiksel Analiz Sonuclar

Tablo 4.7. Toplam Saptanan Varyanta Gore Olgu/Kontrol Sayilari ve p

Degeri
KSV
Saptanan | Saptanmayan | Toplam p
Kontrol 5 19 24
Olgu 33 7 40 0.000243
Toplam 38 26 64

Calismamizda elde edilen veriler ile toplam saptanan varyant sayilaria gore ki-
kare analizi sonucunda, kontrol ve olgu gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmustur
(Tablo 4.7.). (p=0.000243)

Tablo 4.8. DGV ile Ortiismeyen Varyantlarin Olgu/Kontrol Sayilar ve p

Degeri
KSV
Saptanan | Saptanmayan Toplam p
Kontrol 0 24 24
Olgu 11 29 40 0.005
Toplam 11 53 64

Tablo 4.8.’de DGV ile ortiismeyen varyantlarin olgu/kontrol sayilar1 ve ki-kare
analizi sonucunda ulasilmis olan p degeri verilmistir. Ki-kare analizine gére DGV ile
ortlismeyen varyantlar igin kontrol ve olgu grubu arasinda anlamli bir fark

bulunmustur (p=0.005).
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5. TARTISMA

5.1. Cahismamiza Ait Demografik ve Klinik Verilerinin Literatiirle
Karsilastirilmasi

Konjenital kalp hastaliklari toplumda en sik goriilen konjenital malformasyonlar
olup, yaklasik %1-1.2 yenidogan etkilemektedir. Konjenital kalp hastaliklar1 tedavi
ve izlem agisindan hem hasta birey iizerinde hem de toplum tizerinde 6nemli bir sorun
olusturmaktadir. Terapotik ilerlemelere ragmen, KKH yiiksek oranda uzun siireli
morbidite ile iligkilidir. Herhangi bir konjenital malformasyon veya norogelisimsel
geriligin eslik etmedigi KKH, izole/non-sendromik konjenital kalp hastaliklar1 olarak
siniflandirilmaktadir ve tim KKH olgularmin %80’nini olusturmaktadir (Blue vd.,
2018).

Calismamizda, non-sendromik KKH tanis1 alan 40 olguda mevcut olan kardiyak
anomaliler sirasiyla septal defektler (9%32.5), sol kalp ¢ikim yolu defektleri (%32,5),
trunkal anomaliler (%20), kompleks kardiyak anomaliler (%7,5), sag kalp ¢cikim yolu
defektleri (%2,5), pulmoner vendz doniis anomalileri (%2.5) ve atriyoventrikiiler
kanal defektlerinden (%2.5) olugsmaktadir. Pediyatrik kardiyoloji poliklinigine basvuru
yogunluguna gore c¢alismaya dahil edilen hastalarda saptanan kardiyak anomali
oranlari, literatiirle uyumlu olacak sekilde en sik septal defektler, sol kalp ¢ikim yolu
defektleri ve bunlar1 takip eden trunkal anomaliler olarak siralanmaktadir (Kelly &

Editors, y.y.).

5.2.Caliymamizda Saptanan Varyant Verilerinin Literatiir Verileri
ile Karsilastirilmasi

KKH gelisiminin altinda yatan genetik mekanizmalar kompleks
mekanizmalardir ve etiyoloji heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bilinen genetik
nedenler arasinda, kromozomal andploidiler, kopya sayis1 varyasyonlar1 ve de novo
veya kalitsal olabilen nadir ve yaygin tek niikleotid degisimleri yer almaktadir. KKH’I1
hastalarda, % 8-12 oraninda kromozomal anomali ve andploidiler, % 3-25 oraninda
kopya sayis1 varyasyonlari ve % 3-5 oraninda tek gen defektleri goriilmektedir (Nees
& Chung, 2019a). Kopya sayist varyasyonlarini degerlendirdigimiz ¢alismamizda

saptadigimiz bu degisimlerin KKH klinigi ile iligkisini degerlendirirken farkli veri
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tabanlarindan yararlanilmistir. Bunlar; saglikli bireylerde gozlenen polimorfik
varyantlar1 iceren DGV veritaban1 ve hasta bireylerde saptanan varyantlari iceren
DECIPHER veri tabanidir. Ayrica KSV saptadigimiz kromozomal bdlgenin igerdigi
genler icin OMIM, PubMed ve UCSC veritabanlar1 kullanilmis ve olgularin klinik

bulgular1 ile saptanan KSV’lerin iligkisi arastirilmistir.

Calismamizda saptadigimiz toplam varyant sayis1 62°dir. Bu varyantlarin bes
(%8.06) tanesi kontrol grubunda da saptanmistir. Arastirma grubunda Saptanan
varyantlardan dokuz (%14.51) tanesi gen igermezken, 38 (%61.29) tanesinin DGV
veritabaninda da yer aldig1 goriilmistiir. Bunlarin disinda kalan 15 (%24.19) varyant

ise icerdikleri genler a¢isindan dogrudan KKH ile iligkili bulunamamastir.
5.2.1.DGYV veritabamyla ortiisen KSV’ler

Calismada saptanan ve DGV veritabininda yer alan ve en az iki olguda ortak
olarak saptanan varyantlar ve lokuslardaki gen igerikleri Tablo 5.1.’de verilmistir. Bu
KSV’ler giiniimiizdeki veriler dogrultusunda "benign" olarak siniflandiriimaktadir.
Fakat ileride yapilacak calismalar 1s1ginda elde edilecek yeni verilerle patojenite
klasifikasyonunun degismesi ihtimali nedeniyle ozellikle fazla olguda saptanan ve
icerdikleri genler agisindan KKH ile iliskili olabilecegi diistiniilen varyantlar

calismamizda tartisiimistir.

Tablo 5.1. DGV Veritabaninda >2 Olguda Saptanan KSV’ler

KSV
ABERASYON . oo
SAPTANAN - GEN ICERIGI
CESIDI
OLGU SAYISI

LOC390705,

7 16p11.2 Kayip TP53TG3E,

TP53TG3

FAMT74A7,

5 9p12-p1l1.2 Kazang SPATA31A6,
CNTNAP3B

4 9p12-p11.2 K. FAMTAAT,

i . a
PEe? VP SPATA31A6
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1q21.2

15q11.1-q11.2

16p11.2-p1L.1

8p23.1

8p23.1

10q11.22

2437.3

15q14

17q21.31

Kayip

Kazang

Kazang

Kayip

Kazang

Kayip

Kayip

Kayip

Kazang
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NBPF25P,
FAM231D,
LOC388692

CHEK2P2,
HERC2P3,
GOLGAG6L6

LINCO01566,
FRG2DP,
TP53TG3HP

DEFB4B,
DEFB103B,
DEFB103A,

FAM86B1-B2,

FAMB85A, FAMG66B,

DEFB109B,
USP17L1

FAMB86B1,

FAM86B2, FAM85A

LOC102724693,
SYT15, GPRIN2

LINC01237,
LINC01238,
LOC285097

GOLGASA,
GOLGASB,
MIR1233-2,
MIR1233-1

KANSL1, KANSL1-

AS1, ARL17B,
NSFP1, ARL17A,
LRRC37A2



Calismamizda ASD, Aort koartasyonu ve BA tanisi alan ii¢ olguda 1g21.2
bolgesi delesyonu saptanmis olup mikroarray sistemindeki goriitiisii Sekil 5.1.°de
verilmistir. Hemen komsu olan bolge 1q21.1, KKH’nin major 6zellik oldugu 1921.1
delesyon sendromu (OMIM612474) bolgesidir. Bu bolge delesyon ve kazanglarinda
KKH ortak anomalidir (Saliba vd., 2020). Ancak 1g21.2 bolgesine iliskin KSV’lerle
baglantili KKH rapor edilmemistir. Ancak bu bolgede lokalize olan NBPF25P geni
her ii¢c olguda da delesyonludur. Bu gen NBPF25 geninin bir psddogenidir ve
ndroblastoma kirik noktasi ailesi (NBPF) iiyesidir ve DUF1220 protein domainlerinin
tandem tekrarlar1 ile karakterizedir. DUF1220 domainleri aslinda beyin hiicrelerinde
insan noral kok hiicrelerindeki proliferasyonundan sorumludur. Ancak bu domain
ailesinin 6zellikle lokalize oldugu 1q21.1 bolgesindeki KSV’ler, i¢lerinde KKH’mn da
dahil oldugu, mikrosefali, makrosefali, kognitif yetersizlik gibi farkli klinik
ozelliklerle iliskilendirilmistir (Christiansen vd., 2004)(Dumas vd., 2012). Her ne
kadar DGV’de yer alan bir varyant olsa da bu gen delesyonunun KKH ile ilsikisi

nedeniyle yakindan takip edilmesi gerektigi diisiincesindeyiz.
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Sekil 5.1. Olgu 25°te Goriilen 1g21.2 Bolgesinde Saptanan KSV’nin

Mikroarray Sistemindeki Goriintiisii

ASD, Aort koartasyonu, BA, TOF ve kompleks tip KKH olan dokuz olguda
9p12-p11.2 lokusunda, DGV veritabaniyla ortiisen kopya sayist varyanti polimorfik

olarak degerlendirilmis ve benign olarak smiflandirilmistir. Bu dokuz olgunun besinde
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bu kopya sayis1 varyanti kazang olarak, dordiinde ise kayip olarak saptanmistir.
Saptanan varyantlarin mikroarray analiz sistemindeki goriintiileri Sekil 5.2.°de
verilmistir. Kromozom 9p12-p11.2 lokalize FAM74A7, dort olguda kayip, bes olguda
kazang olarak gozlenmistir. Bu gen 5.99 kb biiyiikliigiinde ve iki ekzondan olusan
fonksiyonel ve klinik 6nemi tam bilinmemeyen bir uzun kodlanmayan RNA
(IncRNA)’dir (https://decipher.sanger.ac.uk/search/genes?q=FAM74A7).

IncRNA’lar, posttranskripsiyonel kontrol islevleri nedeniyle epigenetik yapiy1
degistirerek gen ekspresyonunu etkileyebilirler (Lalith, Richard, Johan, & Eichhorn,
2018). FAMT74A7 geni bir IncRNA geni oldugu igin KKH’1n epigenetik kontroliinde

rolii olabilecegi goz oniinde bulundurularak takip edilmesi gerektigini diistinmekteyiz.
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Sekil 5.2. Olgu 5 ve 21°de Goriilen 9p12-p11.2 Bolgesinde, (A) Kazang
Olarak Saptanan, (B) Kayip Olarak Saptanan KSV’lerin Mikroarray

Sistemindeki Goriintiileri

DGV veritabaniyla ortiisen 15q14 lokusundaki kopya sayisi varyasyonu, iKi
olguda ortak olarak saptanmis olup benign olarak siniflandirilmistir. 15q14 lokusu
GOLGAB8A, GOLGAS8B, MIR1233-1 VE MIR1233-2 genlerini icermektedir. Bu lokusta
saptanan KSV’nin analiz sitemindeki goriintiisii Sekil 5.3.°te verilmistir. GOLGA8A
geninin kodladig1 protein, hiicre i¢inde golgi apartinda de lokalize olan Golgin A8
ailesi A grubu iiyesi bir protein kodlamaktadir. Ekspresyon ¢aligmalarinda daha 6nce
kalp, beyin, bobrek karaciger dokularinda tespit edilmistir ancak literatiirde daha 6nce
sadece intraserebral kanama gegiren olgularin kaninda bu protein miktarinda artis

oldugu gosterilmistir (Wang vd., 2018). MIR1233-1 geni ve MIR1233-2 genleri
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mikroRNA kodlayan genler olup her ikiside birer ekzondan olusmaktadir. Bu
mikroRNA’larin fonksiyonlari ile ilgili herhangi bir literatiir verisine ulagilamamustir.
Ancak mikroRNA’larmn epigenetik kontrol gorevleri olabilecegi igin KKH ile iliskisi
bulunabileceginden yakindan takip edilmesi gerekmektedir (Bernardo, Ooi, Lin, &
Mcmullen, 2015).
(https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000
221065;r=15:34528290-34528371;t=ENST00000408138.)
(https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000221649;r=
15:34382069-34382150;t=ENST00000408722)
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Sekil 5.3. Olgu 17°de Goriilen 15914 Bolgesinde Saptanan KSV’nin

Mikroarray Sistemindeki Goriintiisii

Calismamizda yedi olguda kayip ortak olarak saptanan 16p11.2 lokusundaki
kopya sayis1 varyanti DGV veritabaninda yer aldigi i¢in polimorfik olarak
degerlendirilip benign olarak smiflandirilmistir. Bu bdlgenin mikroarray analiz
sitemindeki goriintiisii Sekil 5.4.’te gosterilmistir. Bu bolgede yer alan LOC390705
geni dort ekzondan olusan bir protein fosfotaz regulatuar beta subuniti kodlayan genin
psodogeni olup literatiirde fonksiyonu ve hastaliklarla iliskisi iizerine herhangi bir
veriye ulasilamamustir. Psddogenlerin, mRNA stabilitesini ve gen ekspresyonlarini
diizenledikleri bilindigi i¢cin KKH yOniinden yakindan takip edilmesi gerektigini
diistinmekteyiz (Xiao-jie, Ai-mei, Li-juan, & Jiang, 2015)
(https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=LOC390705). TP53TG3 geni
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ise protein kodlayan bir gendir ve TP53 geninin hedef proteini 3 tip A-E altiinitelerini
kodlamakta ve TP53 geni aracili sinyal aktivasyonunda rol oynadig diisiiniilmektedir.
Ilgili genin literatiirde fonksiyonu ve hastaliklarla iliskisi iizerine herhangi bir veriye
ulagilamamustir (Barber vd., 2012) (Ng vd., 1999).
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Sekil 5.4. Olgu 16°da Gériilen 16p11.2 Bolgesinde Saptanan KSV’nin

Mikroarray Sistemindeki Goriintiisii

Calismamizda 8p23.1 lokusunda yedi olguda (iki kontrol olgusu ve bes arastirma
olgusu (olgu 6, 19, 22, 26, 36)) saptanan KSV (iki olguda kazang, {i¢ olguda kay1p)
bizim ¢alismamizdaki bolgelerle tam ortiismemekle birlikte Tomita ve ark tarafindan
da rapor edilmistir. ilgili calismada 945 KKH olgusundan 135’inde kromozomal
anomalisi saptanmustir. Geriye kalan 810 olgu KSV’ler ag¢isindan mikrodizin
yontemleriyle (Affymetrix SNP 6.0 Array) degerlendirilmis ve 35 olguda ( % 4,3)
KSV tespit edilmistir. Bu olgularin dort tanesinde 8p23.1 lokusunda KSV (kayip)
saptanmustir. Saptanan bu KSV igeriginde embriyonik hayatta kardiyogenezde 6nemli
rol oynayadigi bilinen GATA4 geni yer almaktadir (Tomita-mitchell vd., 2020).
GATAA4 geni gelismekte olan kalp dokusunda, eriskin kalp kas hiicrelerinde, pankreas,
over gibi pek ¢ok dokuda GATAG6 ile birlikte eksprese olmaktadir. GATA4 geni
myokardiyal diferansiyasyonundan sorumludur. GATA4 geninin fonksiyon
kaybettiren patojenik varyantlari, kardiyak septal defektler, kardiyak ¢ikim yolu
defektleri, bikiispid aorta ve ventrikiiler septal defektlere neden olmaktadir (Report,
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2005) (Kelly & Editors, y.y.). Bizim ¢alismamizda olgu ve kontrol gruplarinda 8p23.1
lokusunda saptanan KSV’de GAT A4 geni igermemektedir. Ancak, kromozom 8p23.1
delesyonlar1 8p telomere kadar uzanan genis delesyonlar olarak goriilebilmektedir.
Konvansiyonel kromozom analizi ile saptanabilen delesyonlarm yanisira
mikrodelesyonlar da rapor edilmistir. Olgularda saptanan klinik Gzellikler basta
diafragmatik herni ve KKH olmak iizere ¢ok cesitlidir. Kardiyak defektler olgularin
%94 kadarinda gozlenmekte olup izole septal defektlerden fallot tetralojisi ve
hipoplastik sol kalp sendromu gibi ¢ok daha kompleks anomalileri igeren bir
heterojenite s6zkonusudur. Yukarida da belirtildigi gibi yiiksek siklikta gozlenen
KKH’nda GATA4 transkripsiyon faktoriiniin anormal ekspresyonu dnemli bir rol
oynamaktadir. GATA4 haployetmezligi, hayvan modelleri ile septal defektin
gbzlendigi olgularda non-sendromik KKH etyolojisinde tanimlanmaktadir. 8p23.1
delesyonlarmin saptandigi olgularda, sadece GATA4 gen mutasyonu saptanan
olgulardaki KKH’ye gore daha kompleks ve agir kalp defektleri gozlenebilmektedir.
Dolayisiyla, bu bolgede lokalize olan diger genler de KKH fenotipinde rol
oynamaktadirlar. Ornegin SOX7 transkripsiyon faktdr geni haployetmezligi GATA4
gibi etki gosterebilmektedir (Saliba vd., 2020). Olgularimizda saptanan
mikrodelesyonlarin KKH gelisimi iizerinde herhangi bir etkisi oldugu konusunda
kesin bir kaniya varilamamis olmakla birlikte arastirma grubunda daha sik gézlenmesi
ve farkli arastirmalarda da bu lokusun bildirilmesi nedeniyle lokalize genlerin

etkilerine iliskin verilerin takip edilmesi gerektigi kanisindayiz.
5.2.2.DGV veritabamyla ortiismeyen KSV’ler

Popiilasyonda daha once siklikla bildirilen KSV’lerin yer verildigi DGV
veritabaninda saptanmamis olan KSV’ler literatiir taramalar1 ile detayli olarak
degerlendirilerek KKH’larla iligkisi agisindan yorumlanmistir. Genomik varyantlarin
yer aldigt DGV veritabaninda olmayan ve OMIM genleri iceren kopya sayisi

varyantlarmi tespit ettigimiz olgular Tablo 5.2.’de gosterilmistir.
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Tablo 5.2. Saptadiginmz Polimorfik Olmayan KSV’lerin I¢erdigi OMIM

Genleri
LOKUS BUYUKLUK ABERASYON ICERDIGI
(kb) CESIDI OMIM GENLER
TMPRSS11E,
4q13.2 206.91 Kayip UGT2B17
6p25.3 55.749 Kazang FOXCUT
CCDC137,
17q925.3 272.22 Kazang ARL16, HGS
3013.31 358.299 Kazang TUSC7
8024.11 81.09 Kazang EXT1
ASIC5, TDO2,
4g32.1 166.784 Kazang CTSO
Xg21.31-
021,32 638.515 Kazang PCDH11X
19p13.3 169.936 Kayip ZNF77
6927 98.904 Kazang SMOC2
13qg21.32 95.998 Kazang PCDH9

Calismamizda olgu no 2’de 4q13.2 lokusunda TMPRSS11E, UGT2B17 OMIM
genlerini iceren mikrodelesyon saptanmistir. TMPRSS11E (Transmembran Serin
Proteaz 11E) geni, serin tipi endopeptitaz aktivitesini ve serin tipi peptitaz aktivitesini
icermektedir. Hem jelatinolatik hem de kazeinolitik aktivitelere sahip bir serin
proteazdir. Bu gen ile iliskilendirilmis heniiz herhangi bir hastalik/anomali
bildirilmemis olup bu lokus ile ilgili incelenen veritabanlarinda, KKH ile
iliskilendirilebilecek herhangi bir veriye ulasilmamustir. Bu yiizden benign olarak
smiflandirilmistir (Hobson vd., 2017).

VSD ile gelen 13 nolu olguda FOXCUT OMIM genini iceren 6p25.3°te
mikroduplikasyon saptanmistir. FOXCUT (FOXC1 Upstream Transkript) geni bir
RNA genidir ve IncRNA sinifina baghdir. FOXCUT ile iligkili hastaliklar arasinda
Oral Skuaméz Hiicreli Karsinom ve Nazofarengeal Karsinom bildirilmistir. KKH ile
dogrudan iliskilendirilmese de IncRNA’larin, KKH’mn epigenetik kontroliinde rolii
olabilecegi géz oniinde bulundurularak takip edilmesi gerektigini diisiinmekteyiz (Pan
vd., 2014).
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Ayni1 olguda 17g25.3 kromozomal lokusunda CCDC137, ARL16, HGS OMIM
genlerini iceren bolgede de kazang saptanmistir. ARL16 (ADP Ribosylation Factor
Like GTPase 16) geni tarafindan kodlanan protein, yapisal olarak ADP-ribosilasyon
faktorleri ile iligkili olan ARL protein ailesindendir. Bu protein hiicresel antiviral
yanitta inhibe edici bir role sahiptir. Cocukluk Baslangi¢li Sizofreni ve Eksiidatif
Vitreoretinopati5 hastaliklar1 ile iliskilendirilmistir (Yang vd., 2011). HGS geni
tarafindan kodlanan proteinin membran reseptorlerinin olusumu ve degredasyonundan
sorumlu oldugu bildirilmistir. Ancak KKH ile iliskilendirilebilecek herhangi bir veriye

ulasilmadigi i¢in benign olarak siniflandirilmistir.

Calismamizda olgu no 23’te 3ql3.31 kromozomal lokusunda kazang
saptanmugtir. Bu bdlgenin mikroarray analiz sistemindeki goriintiisii Sekil 5.5°te
verilmistir. KSV saptanan bolge TUSC7 OMIM genini igermektedir. TUSC7 (Timor
Supresér Aday 7), bir RNA genidir ve IncRNA siifina baghdir. Cesitli hiicresel
stiregleri diizenlemektedir. Transkripsiyon i¢in sinyal gorevi, transkripsiyon faktorleri
veya mikroRNA'lar i¢in engelleyici bir faktor olarak, kromatin degistirici enzimleri
hedef genlere yerlestirmek i¢in kilavuzlar olarak islev gorebilirler. TUSCY ile iliskili
hastaliklar arasinda Konjestif Kalp Yetmezligi ve Osteojenik Sarkom bildirilmistir
(Pasic vd., 2010)(Liu vd., 2013). Her ne kadar KKH ile dogrudan iliskilendirilmemis
olsa dahi bu gen IncRNA sinifina bagl oldugu ve KKH’1n epigenetik kontroliinde rolii

olabilecegi goz oniinde bulundurularak takip edilmesi gerektigini diistinmekteyiz.

63



Genome View (AMP: 1, GAIN: 9, LOSS: 5, DEL: 2, LOH: 0) ) ) =R X

P i ol

7 8 s 0 " 12 15 a5 1e 7w @ a1 2 %
T 206 2 4 6 & o Ak Omoa =55 m=ud

5 L3
o QOO0Q

% || Gene View ( chr3:108967490-109414063, Size=446 Kb ) Awi—H v 1 ox
it Agilent_Famale_GHV_Rat Agilant_Mate_CNV_Rats

T T A T S B B
Interval Table et X,
Chromos...+| Start <4 Stop i Cytoband | Gene Name | Size(kb) Type #Probes |Mean LogR...  ISCN | Suppress |Classification|[] Count | A
chr3 109,056,805 109,324,749 q13.13 LINCO1205, MIR4: 267.945 0.621 arr[GRCh37] ... 5] I - [+] Click on hea...
9 567,439 90 156299 5 arr[GRCh37) ... | = ][] Click on hea...
arGRCH37) I » | 141 | Click on hea...

)

B

S|

214

M|

L 2] 4
arr[GRCh37) ( * | [+] Cliek an hea...

l 1

chrd SueFISH 118,757,607 118,838,696 a24.11

Sekil 5.5. Olgu 23’te Goriilen 3q13.31 Lokusunda Saptanan KSV’nin

Analiz Sitemindeki Goriintiisi

Ayni olguda 8q24.11°de lokalize EXT1 OMIM genini igeren lokusta da
mikroduplikasyon saptanmistir. EXT1 (Exostosin Glycosyl transferase 1) geni, heparin
stilfat biyosentezinin zincir uzatmasinda yer alan endoplazmik retikulum yerlesik tip
2 transmembran glikosit tranferazi kodlamaktadir. Bu gen ile egzostos ve
kondrosarkom hastaliklari iliskilendirilmis olup bu hastaliklar agisindan morbid gen
olarak bildirilmistir (Takata, Jaime, & Claudio, 2018)(Alvarez, Tredwell, M, & The,
2006)(Francannet, Merrer, Munnich, Bonaventure, & Génétique, 2001). Ancak KKH

ile ilgili herhangi bir veriye ulasilamadigi i¢in benign olarak siniflandirilmistir.

Olgu no 26’da 4q32.1 lokusunda kazang saptanmustir. Bu lokusta ASIC5, TDO2,
CTSO OMIM genleri lokalizedir. ASIC5 (Asit Algilayic1 Iyon Kanali 5) geni,
dejenerin/epitelyal sodyum kanali (DeG/ENaC) protein ailesinin bir iyesidir ve
bagirsakta ekspre olmaktadir. Bu ailenin iiyeleri, hiicre i¢i N ve C terminalleri, iki
hidrofobik transmembran (TM) bdlgeleri ve korunmus aralikli bircok sistein
kalintisina sahip biiyiik bir hiicre dis1 dongli igeren amiloride duyarli sodyum
kanallaridir. Her hangi bir hastalikla iligskilendirilmemistir (Y, Schaefer, Sakai, &
Lingueglia, 2000). TDO2 (Triptofan 2,3-Dioksijenaz) geni ise triptofan
metabolizmasinda kritik bir rol oynayan bir heme enzimini kodlamaktadir. Triptofan
katabolitik nurenini (kyn), triptofan 2,3-dioksigenaz (TDO) yoluyla insan timor
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hiicreleri tarafindan yapisal olarak iiretilen insan aril hidrokarbon reseptoriiniin (AHR;
600253) endojen bir ligandi olarak tanimlanmistir. TDO'dan tiiretilmis kyn, anti timor
immiin yanitlarmi baskilar ve bir otokrin/parakrin tarzinda AHR yoluyla timor
hiicresinin hayatta kalmasini ve hareketliligini destekler. TDO-AHR yolu, insan beyin
tiimorlerinde aktiftir ve kotii huylu ilerleme ve kisa survi ile iligkilidir. TDO?2 ile iligkili
hastaliklar arasinda hipertriptofanemi ve Porfiri de bildirilmistir. Ayn1 zamanda bu
gendeki tek niikleotid polimorfizmleri otizm ile iligkilendirilmistir (Opitz vd., 2011).
Ancak kalp defektleri ile iliskjisi rapor edilmemistir. CTSO (Cathepsin O) geni, papain
stiper ailesinin bir iiyesini kodlayan sistein proteazdir. Bu proteolitik enzim, hiicresel
protein pargalanmasi ve doniisiimiinde rol oynamaktadir. Orofasiyal Dijital Sendrom
ile iligskilendirilmistir (Velasco, 2014). Bu lokus ile ilgili incelenen veritabanlarinda,
KKH ile iligkilendirilebilecek herhangi bir veriye ulasilamamistir. Bu yiizden benign

olarak siniflandirilmastir.

Calismamizda olgu no 28’de 13q25.32’de PCDH9 OMIM genini igeren lokusta
kazang saptanmistir. PCDH9 (Protokadherin 9) geni, kaderin alanlarini igeren
transmembran proteinlerin protokadherin ailesinin bir {iyesini ve kaderin siiper ailesini
kodlamaktadir. Bu proteinler, kalsiyum varlhiginda sinir dokularinda hiicre
yapismasma aracilik ederek noronal sinaptik baglantilarin sinyal iletiminde rol
oynamaktadir. Bu gen, isitsel ndropati hastaligi ile iligkilendirilmis olup KKH ile
herhangi bir iliskilendirilme yapilamadigi i¢in benign olarak siniflandirilmistir (Grati
vd., 2009).

Calismamizda 35 nolu olguda kromozom 18ql2.1 bolgesi delesyonu
saptanmustir. Bu lokusta lokalize ZNF77 (Zinc Finger Protein 77) OMIM geninin
transkripsiyonel diizenlenmede rol oynadigi, morbid bir gen olmadig1 ve tiiberkiiloz
epididimit ile anorektal darlik gelisiminde rol oynadigi bildirilmistir. ZNF77 geni
dogrudan KKH ile iligkilendirilemese de transkripsiyonel diizenlemede gorev aldigi
icin KKH’larinda da gorev alabilecegi i¢cin yakindan takip edilmesi gerektigi
diistiniilmektedir (Huebner vd., 1993) (Huttlin vd., 2017).

Calismamizda olgu 36’da 6q27 lokusunda SMOC2 OMIM genini igeren bolgede
kazang saptanmustir. SMOC2 (SPARC 1{lgili Modiiler Kalsiyum Baglama 2) geni,

embriyojenez ve yara iyilesmesi sirasinda yiiksek oranda ifade edilen SPARC ailesi
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tiyesidir. Gen tiriinii asidik ve sistein/osteonektin/BM-40 bakimindan zengin bir
proteindir ve endotel hiicre proliferasyonu ile anjiyogenik aktiviteyi uyarmaktadir.
Kodlanan proteinin, tiimdr biiylimesinde ve miyokardiyal iskemide anjiyogenezin
kontrol edilmesinde gorev alabilecegi bildirilmistir. KKH’larinda anjiyogenezin
kontrolii biiyiik bir 6neme sahip oldugu i¢in bu genin KKH’lar agisindan yakindan
takip edilmesi gerektigi diisiincesindeyiz (Jamet vd., 2011). Ayni olguda Xq21.31-
q21.32 kromozom bdlgesinde, PCDH11X OMIM genini igeren bir mikroduplikasyon
da gozlenmistir. PCDH11X ( Protokadherin 11, X-linked) geni, kaderin ailesinin bir
alt ailesi olan protokadherin gen ailesine aittir. Kodlanmis protein, 7 kaderin tekrari
iceren hiicre dis1 bir alandan, bir transmembran alanindan ve klasik kadherinlerden
farkli olarak bir sitoplazmik kuyruktan olusmaktadir. Proteinin, merkezi sinir
sisteminin segmental gelisimi ve islevi i¢in gerekli olan hiicre-hiicre tanimasinda temel
bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Bu gen varyantlarinin gelisimsel disleksi ile iligkili
olabilecegi bildirilmistir. KKH i¢in herhangi bir veriye ulasilamadigindan dolay1
benign olarak smiflandirilmustir (Lopes, Ross, Close, & Crow, 2006).

Calismamizin diger literatiir verileriyle karsilastirilmasi Tablo 5.3’te 6zetlenmis
olup sadece izole KKH olgular1 ile ¢aligmalarini yapan arastirmaci gruplarmin

calismalar1 ayrintili olarak incelenmistir.

Tablo 5.3. Cahsmamizin Literatiir Verileri ile Karsilastirilmasi

Calisma Olgu Sayis1  Sendromik / izole Array Tipi KSV oram /

KKH simiflandirmasi

(Erdogan vd., 2008) 105 KKH izole KKH 1x244K Agilent  5/105 (%4,7)
arrays Patojenik

(Greenway vd., 2009) 114 KKH Sendromik + izole ~ Affymetrix SNP  11/114 (%9,6)

(ToF) 6.0 4198 (%4,08)
98 kontrol (kontrol)
Patojenik
(Breckpot vd., 2011) 46 KKH 2 sendromik / 44  Affymetrix SNP  2/46 (%4,3)
izole 6.0 -
Patojenik
(Hakonarson, Biegel, 58 KKH Sendromik Affymetrix 100 12/58 (%20,7)
CEIES, ALY 2026 (T ater | Patojenik
kontrol anomaliler)
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(Tomita-mitchell vd., 945 KKH 135 sendromik / Affymetrix SNP  35/945 (%4,3)

2020) 2026 810 izole 6.0 Patojenik
kontrol
(Glessner vd., 2014) 538 KKH Sendromik + izole  Illumina Omni-  51/538 (%9,47)
1301 L0and25M)+ o) ienik
kontrol WES
(Geng vd., 2014) 514 KKH 12 anéploidi / 1x244K Agilent  42/502 (%8,36)
9170 Sendromik + izole 4x180K Agilent  Patojenik
L Affymetrix 24/502 (%4,7)
Olasi patojenik
422 KKH izole KKH Illumina 550k ve  51/422 (%12.1)
500 Kontrol Sl Patojenik
CALISMAMIZ 40 KKH Izole KKH Agilent 4x180K  0/40 (%0)
24 kontrol Patojenik
11/40 (%27,5)
Benign
33/40 (%82,5)
polimorfik

Bu karsilastirma tablosuna gore sendromik KKH olgularini dahil eden
calismalarin patojenik KSV saptama oranlarinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Bizim ¢alismamiz gibi sadece izole KKH ile yapilan ¢alismlarda saptanan patojenik
varyant oranlar1 diisiik olmakla birlikte rezoliisyonu yiiksek olan milrodizinlerle
yapilan caligmlarin digerlerine gére varyant saptama oranlarinin daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Bizim c¢alismamizda patojenik varyant saptanmamasinin nedenleri
arasinda olgu sayisinin azlig1 ve diger ¢aligmalara gore daha diisiik rezoliisyonda olan
mikrodizin yonteminin kullanilmasidir. Sadece izole KKH ile yapilan ¢aligmalarin

bizim ¢aligmamizla karsilastirilmasi asagida verilmistir:

Kim ve ark’nin 2016 yilinda yaptigi ¢alismada toplam 422 KKH olgusu
degerlendirilmis olup VEGFA ve SOD2 gen bolgelerinde KSV taramasi yapilmis ve
%12.2’sinde ortak KSV boélgeleri saptanmustir. Bu ¢alisma sadece iki gen bolgesi
iizerine yogunlastig1 ve bu gen bolgeri KKH ile iliskili olduklar1 i¢in daha ytiksek
oranda patojenik KSV saptanmustrr. izole KKH olan cocuklarda nadir/biiyiik
KSV'lerin oldukca yiiksek oranda gozlendigini, bu KSV'lerin 2.55 kat artmig 6liim
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veya nakil riskiyle iliskili oldugunu géstermislerdir. Arastiricilar KSV yiikiiniin KKH
olgularmnin ameliyat sonrasi sagkalimi i¢in 6nemli bir modifiye edici faktor oldugunu
bildirmiglerdir. Kim ve ark.’nin saptadigi KSV’ler bizim calismamizda

gozlemlenmemistir (Kim vd., 2016).

Breckpot ve ark.’nin 2011 yilinda yaptigi ¢alismada 46 izole/non-sendromik
KKH olgusu ile yaptigi bir KMA ¢alismasi sonucunda olgularmn %4.3’tinde bilinen
genleri igeren ortak KSV bolgeleri rapor edilmistir. Breckpot ve ark.’nin rapor ettigi
tekrarlayan KSV bolgeleri 9934.3, 22q11.2, 1921.1°dir. Calismamizda saptadigimiz
KSV’ler ile Breckpot ve ark.’nin ¢alismasinda saptadigi KSV’ler arasinda ortaklik
bulunmamaktadir. Ancak saptadiklar1 1q21.1 lokusundaki KSV, bizim ¢alismamizda
saptanan 1g21.2 lokusunun yakininda bulunmaktadir. Bu 1g21.1 lokusu KKH ile
dogrudan iligkilendirildigi i¢in bu benzerligin 6nemli olabilecegini diisiinmekteyiz

(Breckpot vd., 2011).

Erdogan ve ark.’nin 2008 yilinda yaptig1 ¢calismada 105 izole/non-sendromik
KKH olgusu degerlendirilmis olup %4.7 oraninda KSV saptanmistir. Bu KSV’ler,
17p11.2 lokusunda bir de-novo delesyon, 7q22.1 ve 13q14.11 lokuslarinda iki de-novo
duplikasyon ve sekiz familyal KSV (1g21.1 lokusunda bir delesyon ve 2p22.3, 3p22.3,
3q22.3, 5q923.2, 11ql4.1, 15926.1, 22ql11.2 lokuslarinda yedi duplikasyon) dahil
olmak tizere, yaygin DNA kopya sayis1 farkliliklariyla ¢cakismayan 18 kromozomal
degisikligi igermektedir. Erdogan ve ark.’nin ¢alismasi sonucunda bulunan KKH ile
iligkili KSV’ler, bizim g¢alismamizda saptanmamistir. Bu ¢alismada saptanan ailesel
KSV’ler arasinda bulunan 1g21.1 bodlgesindeki KSV, bizim c¢alismamizda
saptanmamig olsa bile, bu lokusun yakininda bulunan 1qg21.2 lokusunda KSV

saptadigimiz igin bu benzerligin 6nemli olabilecegini diisiinmekteyiz (Erdogan vd.,

2008).
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6. SONUC VE ONERILER
Toplumda oldukga sik goriilen konjenital malformasyon grubu olan izole/non-
sendromik KKH, tedavi ve izlem ag¢isindan hem hasta birey iizerinde hem de toplum

iizerinde 6nemli bir sorun olusturmaktadir.

Non-sendromik KKH'li sporadik hastalarm KMA ile incelenmesi, bu
patolojilere katillan yeni genleri tanimlamak i¢in klasik aile c¢alismalarina bir

alternatiftir.

Konjenital kalp hastaliklar1 iizerinde submikroskopik KSV'lerin dogrudan veya
genetik risk faktorleri olarak hastalik patogenezinde 6nemli bir rol oynadig: bilinmekte
ve bildigimiz kadariyla Tiirk popiilasyonunda izole/non-sendromik KKH ile iligkili
KSV'lerin siklig1 ile ilgili veri yoktur. Calismamiz bu anlamda literatiire 6zgiin bir

deger katmaktadir.

Calismamiz sonucunda toplamda 33 olguda, toplam 62 (%1.55) KSV saptanmis
olup kontrol grubu ile olgu grubu arasinda istatistiksel analiz sonucunda anlamli bir
fark bulunmustur. Olgularm %82.5 (33/40)’inde polimorfik varyant, %27,5
(11/40)’inde polimorfik olmayan varyant saptanmistir. Bu varyantlar KKH ile
dogrudan iliskili olmamakla birlikte ileri molekiiler yontemlerle degerlendirilmesi
gereken ve dolayli olarak KKH etiyolojisinde gorev alabilecegi diisiiniilen varyantlar

saptanmigtir.

Calismamizdaki olgu ve kontrol sayisinin az olmasi aberasyon saptmak i¢in bir
kisithlik olusturmaktadir. Dolayisiyla olgu sayismin arttirilmasi daha fazla veriye
ulagilabilmesi agisindan 6nemli olacagindan fazla olgu sayisi ile bu ¢alismalarin

yapilmasini 6nermekteyiz.

Biit¢e kisitliligi nedeniyle trio (anne-baba-gocuk) analizlerinin yapilamamasi
calismamizin en biyik kisithlignt olusturmaktadir. Varyantlarin de-novo mu,
ebeveylerden mi kalitildig1, patojenitesini etkilemesi yoniinden 6nemli oldugu igin trio

analizlerinin yapilmasini 6nermekteyiz.

Multifaktoriyel kalitim gosteren izole KKH’larmm altinda yatan
etiyopatogenezin aydmlatilmasi, KSV bolgelerinde lokalize olan genlerin ileri
molekiiler yontemlerle degerlendirilmesini 6nermekteyiz.
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KKH etiyolojisinde yer alan genler agisindan patojenik bir mutasyona sahip
olmayan olgularda saptanacak KSV’lerin 0Ozelliklerine gore ebeveynlerinde
degerlendirilmesi ve genetik danisma verilmesinin koruyucu hekimlik agisindan

yararl olacagini diisiinmekteyiz.

70



KAYNAKLAR DIiZIiNi

Alvarez, C., Tredwell, S., M, D. V., & The, H. M. (2006). The genotype — phenotype
correlation ~ of  hereditary = multiple  exostoses.  (6), 122-130.
https://doi.org/10.1111/1.1399-0004.2006.00653.x

Amberger, J. S., Bocchini, C. A., Scott, A. F., & Hamosh, A. (2015). OMIM . org :
Online Mendelian Inheritance in Man ( OMIM R ), an online catalog of human
genes and  genetic  disorders.  43(November  2014),  789-798.
https://doi.org/10.1093/nar/gku1205

Barber, J. C. K., Hall, V., Maloney, V. K., Huang, S., Roberts, A. M., Brady, A. F., ...
White, H. (2012). condition differentiated from euchromatic variation of 16p11 .
2. 21(2), 182-189. https://doi.org/10.1038/ejhg.2012.144

Bernardo, B. C., Ooi, Y. Y., Lin, R. C. Y., & Mcmullen, R. (2015). Medicinal
Chemistry.

Blue, G. M., Kirk, E. P., Giannoulatou, E., Hil, D. P., & Sholler, G. F. (2018).
Advances in the Genetics of Congenital Heart Disease Congenital Heart Disease.
69(7). https://doi.org/10.1016/j.jacc.2016.11.060

Botto, L. D., Lin, A. E., Riehle-colarusso, T., Malik, S., & Correa, A. (2007). Seeking
Causes : Classifying and Evaluating Congenital Heart Defects in Etiologic
Studies. 727(August), 714-727. https://doi.org/10.1002/bdra.20403

Breckpot, J., Thienpont, B., Arens, Y., Tranchevent, L. C., Vermeesch, J. R., Moreau,
Y., ... Devriendt, K. (2011). Challenges of interpreting copy number variation in
syndromic and non-syndromic congenital heart defects. Cytogenetic and Genome
Research, 135(3-4), 251-259. https://doi.org/10.1159/000331272

Cappuccio, G., Vitiello, F., Casertano, A., Fontana, P., Genesio, R., Bruzzese, D., ...
Melis, D. (2016). New insights in the interpretation of array-CGH : autism
spectrum disorder and positive family history for intellectual disability predict the
detection of pathogenic variants. Italian Journal of Pediatrics, 1-11.
https://doi.org/10.1186/s13052-016-0246-7

71



KAYNAKLAR DIZINI (Devam Ediyor)

Christiansen, J., Dyck, J. D., Elyas, B. G., Lilley, M., Bamforth, J. S., Hicks, M., ...
Somerville, M. J. (2004). Clinical Research. 1429-1435.
https://doi.org/10.1161/01.RES.0000130528.72330.5¢

Chung, W. K. (2017). Genetic Basis of Congenital Heart Disease. Iginde Genomic and
Precision ~ Medicine: Cardiovascular ~ Disease: ~ Third  Edition.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-801812-5.00008-1

Dumas, L. J., Bleness, M. S. O., Davis, J. M., Dickens, C. M., Anderson, N., Keeney,
J. G., ... Sikela, J. M. (2012). DUF1220-Domain Copy Number Implicated in
Human Brain-Size Pathology and Evolution. The American Journal of Human
Genetics, 91(3), 444-454. https://doi.org/10.1016/j.ajhg.2012.07.016

Erdogan, F., Larsen, L. A., Zhang, L., Tiimer, Z., Tummerup, N., Chen, W., ...
Ullmann, R. (2008). High frequency of submicroscopic genomic aberrations
detected by tiling path array comparative genome hybridisation in patients with
isolated congenital heart disease. Journal of Medical Genetics, 45(11), 704—709.
https://doi.org/10.1136/jmg.2008.058776

Erzurumluoglu, E. (2018). Prenatal Sitogenetik Anomalilerde Ileri Tani Yontemi
Olarak Array Karsilagtirmali Genomik Hibridizasyon. 3(1), 63-609.

Fahed, A. C., Gelb, B. D., Seidman, J. G., & Seidman, C. E. (2013). Genetics of
congenital heart disease: The glass half empty. Circulation Research, 112(4),
707-720. https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.112.300853

Francannet, C., Merrer, M. Le, Munnich, A., Bonaventure, J., & Génétique, D. (2001).

Genotype-phenotype correlation in hereditary multiple exostoses. 430-434.

Geng, J., Picker, J., Zheng, Z., Zhang, X., Wang, J., Hisama, F., & Brown, D. W.
(2014). Chromosome microarray testing for patients with congenital heart
defects reveals novel disease causing loci and high diagnostic yield. (December).
https://doi.org/10.1186/1471-2164-15-1127

72



KAYNAKLAR DIZINI (Devam Ediyor)

Glessner, J., Bick, A. G., Ito, K., Homsy, J., Rodriguez-murillo, L., Mazaika, E. J., ...
Rodriguez-murillo, L. (2014). Increased Frequency of De Novo Copy Number
Variations in Congenital Heart Disease by Integrative Analysis of SNP Array and
Exome Sequence Data Christine Seidman , Elizabeth Goldmuntz , Bruce D Gelb
, Richard Lifton, Jonathan G Seidman , Hakon Hakonarson and Wendy K Chung
The online version of this article , along with updated information and services ,
is located on the World Wide Web at : Data Supplement (unedited ) at : Increased
Frequency of De Novo Copy Number Variations in Congenital Heart Disease by
Integrative Analysis of SNP Array and Exome Sequence Data University of
Pennsylvania Pediatrics Center for Applied Genomics Philadelphia , PA 19104
United State s Columbia University Medical Center Pediatrics and Medicine 630
W 168th St New York , NY10032 United States Wkc15@Cumc.Columbia.Edu.
https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.115.304458

Grati, F. R., Lesperance, M. M., Toffol, S. De, Chinetti, S., Selicorni, A., Emery, S.,
... Simoni, G. (2009). Pure Monosomy and Pure Trisomy of 13921 .2 -31.1
Consequent to a Familial Insertional Translocation : Exclusion of PCDH9 as the
Responsible Gene for Autosomal Dominant Auditory Neuropathy ( AUNAL ).
(April), 906-913. https://doi.org/10.1002/ajmg.a.32754

Greenway, S. C., Pereira, A. C., Lin, J. C.,, Depalma, S. R., Israel, S. J., Mesquita, S.
M., ... Seidman, C. E. (2009). De novo copy number variants identify new genes
and loci in isolated sporadic tetralogy of Fallot. Nature Publishing Group, 41(8),
931-935. https://doi.org/10.1038/ng.415

Hakonarson, H., Biegel, J. A., & White, P. S. (2011). Microdeletions and
Microduplications in Patients with Congenital Heart Disease and Multiple

Congenital Anomalies. 592-602.

73



KAYNAKLAR DIZINI (Devam Ediyor)

Hobson, J. P., Netzel-arnett, S., Szabo, R., Re, S. M., Church, F. C., Strickland, D. K.,
... Bugge, T. H. (2017). Mouse DESC1 Is Located within a Cluster of Seven
DESC1-like Genes and Encodes a Type Il Transmembrane Serine Protease That
Forms Serpin Inhibitory Complexes Mouse DESCL1 Is Located within a Cluster
of Seven DESC1 -like Genes and Encodes a Type Il Transmembrane Serine
Protease That Forms Serpin Inhibitory Complexes *. (December 2004).
https://doi.org/10.1074/jbc.M403299200

Hoffman, E. P., & Ph, D. (2012). Genomics, Intellectual Disability, and Autism. 733—
743.

Hoffman, J. I. E., Kaplan, S., & Liberthson, R. R. (2004). Prevalence of congenital
heart  disease. American Heart  Journal, 147(3), 425-439.
https://doi.org/10.1016/j.ahj.2003.05.003

Huebner, K., Druck, T., Laforgia, S., Lasota, J., Croce, C. M., Lanfrancone, L., ...
Lania, L. (1993). genetics Chromosomal localization of four human zinc finger
cDNAs. 80, 217-222.

Huttlin, E. L., Bruckner, R. J., Paulo, J. A., Cannon, J. R., Ting, L., Colby, G., ...
Wade, J. (2017). communities and disease networks. 545(7655), 505-5009.
https://doi.org/10.1038/nature22366.Architecture

Jamet, X., Etard, C., Laugel, V., Muller, J., Strauss, J., Marion, V., & Poch, O. (2011).
Homozygosity Mapping and Candidate Prioritization Identify Mutations , Missed
by Whole-Exome Sequencing , in SMOC2 , Causing Major Dental Developmental
Defects. 773-781. https://doi.org/10.1016/j.ajhg.2011.11.002

Jin, S. C., Homsy, J., Zaidi, S., Lu, Q., Morton, S., Depalma, S. R., ... Seidman, C. E.
(y.y.). Contribution of rare inherited and de novo variants in 2 , 871 congenital
heart disease probands. https://doi.org/10.1038/ng.3970

Kelly, S. R. R. G., & Editors, D. J. D. (y.y.). Congenital Heart Diseases : The Broken

Heart.

74



KAYNAKLAR DIZINI (Devam Ediyor)

Kim, D. S., Kim, J. H., Burt, A. A., Crosslin, D. R., Burnham, N., Kim, C. E., ...
Jarvik, G. P. (2016). Burden of potentially pathologic copy number variants is
higher in children with isolated congenital heart disease and significantly impairs
covariate-adjusted transplant-free survival. Journal of Thoracic and
Cardiovascular Surgery. https://doi.org/10.1016/j.jtcvs.2015.09.136

Lalith, J., Richard, C., Johan, P., & Eichhorn, A. (2018). Platforms for Investigating
LncRNA Functions. https://doi.org/10.1177/2472630318780639

Lander, J., & Ware, S. M. (2014). Copy Number Variation in Congenital Heart
Defects.  Current  Genetic  Medicine  Reports, 2(3), 168-178.
https://doi.org/10.1007/s40142-014-0049-3

Lee, C., & Scherer, S. W. (2010). The clinical context of copy number variation in the
human genome. 12(March), 1-29. https://doi.org/10.1017/S1462399410001390

Lin, A. E., Krikov, S., Riehle-colarusso, T., Frias, J. L., Anderka, M., Geva, T., ...
Botto, L. D. (2015). ( 1998 — 2007 ): Birth Prevalence and Descriptive
Epidemiology. 0(10), 2581-2591.
https://doi.org/10.1002/ajmg.a.36695. Laterality

Liu, Q., Huang, J., Zhou, N., Zhang, Z., Zhang, A., Lu, Z., ... Mo, Y. (2013). LncRNA
loc285194 is a pb53-regulated tumor suppressor. 41(9), 4976-4987.
https://doi.org/10.1093/nar/gkt182

Lopes, A. M., Ross, £. N., Close, £. J., & Crow, &£. T. J. (2006). Inactivation status
of PCDH11X : sexual dimorphisms in gene expression levels in brain. 267-275.
https://doi.org/10.1007/s00439-006-0134-0

Lopez, L., Houyel, L., Colan, S. D., Aiello, V. D., Anderson, R. H., Marie, J. B., ...
Franklin, R. C. G. (2018). Classi fi cation of Ventricular Septal Defects for the
Eleventh Iteration of the International Classi fi cation of Diseases — Striving for
Consensus : A Report From the International Society for Nomenclature of
Paediatric and Congenital Heart Disease. 1578-1589.
https://doi.org/10.1016/j.athoracsur.2018.06.020

75



KAYNAKLAR DIZINI (Devam Ediyor)

Lu, X., Shaw, C. A., Patel, A., Li, J., Cooper, M. L., Wells, W. R., ... Patricia, A.
(2007). Clinical Implementation of Chromosomal Microarray Analysis :
Summary of 2513 Postnatal Cases. (3).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0000327

Macdonald, J. R., Ziman, R., Yuen, R. K. C., Feuk, L., & Scherer, S. W. (2014). The
Database of Genomic Variants : a curated collection of structural variation in
the human genome. 42(October 2013), 986-992.
https://doi.org/10.1093/nar/gkt958

Manning, M., & Hudgins, L. (2010). Array-based technology and recommendations
for utilization in medical genetics practice for detection of chromosomal
abnormalities. Genetics in Medicine, 12(11), 742-745.
https://doi.org/10.1097/GIM.0b013e3181f8baad

Manuscript,  A. (2015). NIH Public  Access. 57(8), 402-413.
https://doi.org/10.1016/j.ejmg.2014.04.010.Genetic

Marelli, A. J., lonescu-Ittu, R., Mackie, A. S., Guo, L., Dendukuri, N., & Kaouache,
M. (2014). Lifetime prevalence of congenital heart disease in the general
population from 2000 to 2010. Circulation, 130(9), 749-756.
https://doi.org/10.1161/CIRCULATIONAHA.113.008396

Marelli, A. J., Mackie, A. S., lonescu-Ittu, R., Rahme, E., & Pilote, L. (2007).
Congenital Heart Disease in the General Population. Circulation, 115(2), 163—
172. https://doi.org/10.1161/circulationaha.106.627224

Mazzei, R., National, I., Cavallaro, S., & National, I. (2016). Copy number variations
and stroke. (September). https://doi.org/10.1007/s10072-016-2658-y

Miller, D. T., Adam, M. P., Aradhya, S., Biesecker, L. G., Brothman, A. R., Carter, N.
P., ... Ledbetter, D. H. (2010). Consensus Statement : Chromosomal Microarray
Is a First-Tier Clinical Diagnostic Test for Individuals with Developmental
Disabilities or Congenital Anomalies. The American Journal of Human Genetics,
86(5), 749-764. https://doi.org/10.1016/j.ajhg.2010.04.006

76



KAYNAKLAR DIZINI (Devam Ediyor)

Nees, S. N., & Chung, W. K. (2019a). Genetic Basis of Human Congenital Heart
Disease. https://doi.org/10.1101/cshperspect.a036749

Nees, S. N., & Chung, W. K. (2019b). The genetics of isolated congenital heart
disease. (October), 1-10. https://doi.org/10.1002/ajmg.c.31763

Ng, C. C., Koyama, K., Okamura, S., Kondoh, H., Takei, Y., & Nakamura, Y. (1999).
Isolation and Characterization of a Novel TP53-Inducible Gene , TP53TG3.
335(April), 329-335.

Opitz, C. A., Litzenburger, U. M., Sahm, F., Ott, M., Tritschler, 1., Trump, S., ... Wick,
W. (2011). of the human aryl hydrocarbon receptor. Nature, 1-7.
https://doi.org/10.1038/nature10491

Pan, F., Yao, J., Chen, Y., Zhou, C., Geng, P., Mao, H., & Fang, X. (2014). Original
Article A novel long non-coding RNA FOXCUT and mRNA FOXC1 pair promote
progression and predict poor prognosis in esophageal squamous cell carcinoma.
7(6), 2838-2849.

Pasic, I., Shlien, A., Durbin, A. D., Stavropoulos, D. J., Baskin, B., Ray, P. N., ...
Malkin, D. (2010). Recurrent Focal Copy-Number Changes and Loss of
Heterozygosity Implicate Two Noncoding RNAs and One Tumor Suppressor
Gene at Chromosome 3913 . 31 in Osteosarcoma. 70(1), 160-172.
https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-09-1902

Pierpont, M. E., Brueckner, M., Chung, W. K., Garg, V., Lacro, R. V., McGuire, A.
L., ... Russell, M. W. (2018). Genetic Basis for Congenital Heart Disease:
Revisited: A Scientific Statement From the American Heart Association. I¢inde

Circulation (C. 138). https://doi.org/10.1161/cir.0000000000000606

Pluchinotta, F. R., Russo, M. G., Evangelista, A., Benson, D. W., Body, S. C., Mbc,
H. B., & Milewicz, D. M. (2014). REVIEW TOPIC OF THE WEEK. 64(8).
https://doi.org/10.1016/j.jacc.2014.04.073

77



KAYNAKLAR DIZINI (Devam Ediyor)

Popova, T., Boeva, V., Manié, E., Rozenholc, Y., Stern, M., Popova, T., ... Popova,
T. (2015). Analysis of Somatic Alterations in Cancer Genome : From SNP Arrays
to Next Generation Sequencing To cite this version: HAL Id: hal-01108425
Analysis of Somatic Alterations in Cancer Genome : From SNP Arrays to Next

Generation Sequencing.

Pugnaloni, F., Digilio, M. C., Putotto, C., Luca, E. De, Marino, B., & Versacci, P.

(2020). Genetics of atrioventricular canal defects. 4, 1-13.
Report, O. M. (2005). Key points. 4-6. https://doi.org/10.1136/jmg.2004.025395

Richards, A. A., Santos, L. J., Nichols, H. A., Crider, B. P., Elder, F. F., Hauser, N. S.,
... Garg, V. (2008). Cryptic chromosomal abnormalities identified in children
with congenital heart disease. Pediatric Research, 64(4), 358-363.
https://doi.org/10.1203/PDR.0b013e31818095d0

Riggs, E. R., Andersen, E. F., Cherry, A. M., Kantarci, S., Kearney, H., Patel, A., ...
Martin, C. L. (2019). ACMG TECHNICAL STANDARDS Technical standards
for the interpretation and reporting of constitutional copy-number variants : a
joint consensus recommendation of the American College of Medical Genetics
and Genomics ( ACMG ) and the Clinical Genome Resource ( ClinGen ).
GENETICS in MEDICINE, 0(0), 1-13. https://doi.org/10.1038/s41436-019-
0686-8

Saliba, A., Carolina, A., Figueiredo, V., Eduardo, J., Yuseff, J., Pic-taylor, A., ...
Forte, J. (2020). Genetic and genomics in congenital heart disease : a clinical
review g Jornal de Pediatria, 96(3), 279-288.
https://doi.org/10.1016/j.jped.2019.07.004

Salvador, J., Arigita, M., Carreras, E., Lladonosa, A., & Borrell, A. (2011). Evolution
of prenatal detection of neural tube defects in the pregnant population of the city
of Barcelona from 1992 to 2006. (October), 1184-1188.
https://doi.org/10.1002/pd

78



KAYNAKLAR DIZINI (Devam Ediyor)

Sanchez-Castro, M., Eldjouzi, H., Charpentier, E., Busson, P. F., Hauet, Q.,
Lindenbaum, P., ... Le Caignec, C. (2016). Search for Rare Copy-Number
Variants in Congenital Heart Defects Identifies Novel Candidate Genes and a
Potential Role for FOXCL1 in Patients with Coarctation of the Aorta. Circulation:
Cardiovascular Genetics, 9(1), 86-94.
https://doi.org/10.1161/CIRCGENETICS.115.001213

Scionti, F., Teresa, M., Martino, D., Pensabene, L., Bruni, V., & Concolino, D. (2018).
The Cytoscan HD Array in the Diagnosis of Neurodevelopmental Disorders. 1
12. https://doi.org/10.3390/ht7030028

Sifrim, A., Hitz, M. P., Wilsdon, A., Breckpot, J., Turki, S. H. A., Thienpont, B., ...
Hurles, M. E. (2016). Distinct genetic architectures for syndromic and
nonsyndromic congenital heart defects identified by exome sequencing. Nature
Genetics, 48(9), 1060-1065. https://doi.org/10.1038/ng.3627

Solinas-toldo, S., Lampel, S., Stilgenbauer, S., Nickolenko, J., & Benner, A. (1997).
Matrix-Based Comparative Genomic Hybridization : Biochips to Screen for
Genomic Imbalances. 407(July), 399-407.

Stranger, B. E. (2014). Copy Number Variation on Gene. 848(2007).
https://doi.org/10.1126/science.1136678

Sudmant, P. H., Mallick, S., Nelson, B. J., Krumm, N., Huddleston, J., Coe, B. P., ...
Rienzo, A. Di. (y.y.). Global diversity , population stratification , and selection

of human copy number variation. 1-16.

Takata, R. I., Jaime, C. E. S., & Claudio, M. B. (2018). Analysis of mutations in EXT1
and EXT2 in Brazilian patients with multiple osteochondromas. (January), 382—
392. https://doi.org/10.1002/mgg3.382

Theodoropoulos, K. C., Papachristidis, A., Masoero, G., Papitsas, M., Cospite, V.,
Demir, F. A., ... Monaghan, M. J. (2018). Superior sinus venosus atrial septal
defect. 649-652. https://doi.org/10.11909/j.issn.1671-5411.2018.10.007

79



KAYNAKLAR DIZINI (Devam Ediyor)

Tomita-mitchell, A., Mahnke, D. K., Struble, C. A., Tuffnell, M. E., Stamm, K. D.,
Hidestrand, M., ... Pm, S. (2020). Human gene copy number spectra analysis in
congenital heart malformations. 518-541.
https://doi.org/10.1152/physiolgenomics.00013.2012

Vaidyanathan, B., Kumar, S., Sudhakar, A., & Kumar, R. K. (2013). Conotruncal
anomalies in the fetus : Referral patterns and pregnancy outcomes in a dedicated
fetal cardiology unit in South India. 6(1). https://doi.org/10.4103/0974-
2069.107227

Van Der Bom, T., Zomer, A. C., Zwinderman, A. H., Meijboom, F. J., Bouma, B. J.,
& Mulder, B. J. M. (2011). The changing epidemiology of congenital heart
disease. Nature Reviews Cardiology, 8(1), 50-60.
https://doi.org/10.1038/nrcardio.2010.166

Van Der Linde, D., Konings, E. E. M., Slager, M. A., Witsenburg, M., Helbing, W.
A., Takkenberg, J. J. M., & Roos-Hesselink, J. W. (2011). Birth prevalence of
congenital heart disease worldwide: A systematic review and meta-analysis.
Journal of the American College of Cardiology, 58(21), 2241-2247.
https://doi.org/10.1016/j.jacc.2011.08.025

Velasco, G. (2014). Human cathepsin O . Molecular cloning from a breast carcinoma
, production of the active enzyme in Escherichia coli , and expression analysis in
human tissues Human Cathepsin 0. (November 1994).
https://doi.org/10.1016/S0021-9258(18)47135-9

Vissers, L. E. L. M., Vries, B. B. A. De, & Veltman, J. A. (y.y.). Genomic microarrays

in mental retardation : from copy number variation to gene , from research to

diagnosis. 289-297. https://doi.org/10.1136/jmg.2009.072942

Wang, Y., Cheng, C., Zhang, Z., Wang, J., Wang, Y., Li, X., ... Tsuang, M. T. (2018).
Blood-based dynamic genomic signature for obsessive — compulsive disorder.
(April), 1-8. https://doi.org/10.1002/ajmg.b.32675

80



KAYNAKLAR DIZINI (Devam Ediyor)

Wiszniewska, J., Bi, W., Shaw, C., Stankiewicz, P., Kang, S. L., Pursley, A. N, ...
Patel, A. (2013). Combined array CGH plus SNP genome analyses in a single
assay for optimized clinical testing. European Journal of Human Genetics, 22(1),
79-87. https://doi.org/10.1038/ejhg.2013.77

Wu, X. 1i, Li, R, Fu, F., Pan, M., Han, J., Yang, X., ... Liao, C. (2017). Chromosome
microarray analysis in the investigation of children with congenital heart disease.
BMC Pediatrics, 17(1), 1-9. https://doi.org/10.1186/s12887-017-0863-3

Xiao-jie, L., Ai-mei, G., Li-juan, J., & Jiang, X. (2015). Pseudogene in cancer : real
functions and promising signature. 17-24. https://doi.org/10.1136/jmedgenet-
2014-102785

Y, M. L., Schaefer, L., Sakai, H., & Lingueglia, E. (2000). Molecular cloning ,
functional expression and chromosomal localization of an amiloride-sensitive Na
Ul channel from human small intestine. 471, 205-210.

Yang, Y., Qu, H., Gao, D., Di, W., Chen, H., Guo, X., ... Chen, D. (2011). ARF-like
Protein 16 ( ARL16 ) Inhibits RIG-I by Binding with Its C-terminal Domain in a
GTP-dependent Manner *, 286(12), 10568-10580.
https://doi.org/10.1074/jbc.M110.206896

Zaidi, S., & Brueckner, M. (2017). Genetics and Genomics of Congenital Heart
Disease. Circulation Research, 120(6), 923-940.
https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.116.309140

https://www.contemporarypediatrics.com/view/genetic-testing-intellectual-disability-

role-diagnostic-evaluation

http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home

http://decipher.sanger.ac.uk/)

https://www.cagdb.org

http://genome.ucsc.edu/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

81


https://www.contemporarypediatrics.com/view/genetic-testing-intellectual-disability-role-diagnostic-evaluation
https://www.contemporarypediatrics.com/view/genetic-testing-intellectual-disability-role-diagnostic-evaluation
http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home
http://decipher.sanger.ac.uk/)
http://www.cagdb.org/
http://genome.ucsc.edu/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

KAYNAKLAR DIZINI (Devam Ediyor)

http://omim.org/

https://decipher.sanger.ac.uk/search/genes?g=FAM74A7).

https://www.ensembl.org/Homo sapiens/Transcript/Exons?db=core;qg=ENSG000002
21065:r=15:34528290-34528371:t=ENST00000408138.

https://www.ensembl.org/Homo sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000221649;r=1
5:34382069-34382150;t=ENST00000408722

https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=LOC390705

82


http://omim.org/
https://decipher.sanger.ac.uk/search/genes?q=FAM74A7
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000221065;r=15:34528290-34528371;t=ENST00000408138
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000221065;r=15:34528290-34528371;t=ENST00000408138
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000221649;r=15:34382069-34382150;t=ENST00000408722
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000221649;r=15:34382069-34382150;t=ENST00000408722
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=LOC390705




