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OZET Amag: Bu calismada, fetal olgularda konjenital kalp anomalileri (KKA)
siklig1, malformasyonun tipi/dagilimi ve sitogenetik ve molekiiler sitogenetik tani
yontemlerinin KK A nin prenatal tanisindaki etkinliginin arastirilmast amaglandi.
Gere¢ ve Yontemler: 2014-2021 yillar1 arasinda, fetal ultrasonografide (USG)
¢esitli patolojiler sebebiyle karyotip analizi, 22q11.2 delesyon sendromuna 6zgii
prob kullanilarak (N25/D22S75, ARSA, Aquarius-Cytocell) floresan in-situ hib-
ridizasyon [fluorescence in-situ hybridization (FISH)] incelemesi ve kromozo-
mal mikrodizin (KMD) ¢alismasi yapilan 951 fetal olgu arasinda KKA saptanan
192’si bu ¢alismada degerlendirildi. Olgularin fetal hiicrelerinden genomik DNA
izolasyonu kit protokoliine gore (MagNA Pure LC DNA izolasyon Kiti I) yapi-
larak KMD (180K, Agilent SurePrint G3 Hmn CGH+SNP) uygulandi. Bulgu-
lar: KKA’l1 192 fetal olgunun soy ge¢mislerinde, kardiyak anomaliler i¢in
gebelik oykiisii veya 1. derece akrabalarinda benzer patolojik bulgularin varlig
%9,9 oraninda saptandi. KKA’l1 olgularin 23’tine konvansiyonel sitogenetik ve
molekiiler sitogenetik yontemleriyle tan1 konuldu (23/192, %12). Olgularmn 11°i
karyotip ve KMD (11/23, %47.8), 3 olguda (3/23, %13) FISH incelemesi, 9 ol-
guda ise (9/23, %39,1) KMD analizi ile anomali saptandi. Genetik tani alan ol-
gular, birden fazla kardiyak anomali (kompleks) ve/veya diger organ
tutulumlarina sahipti. Bu teknikler ile herhangi bir patoloji saptanmayan 169 ol-
gunun 21’inde (%12,4) USG’de tek bir kardiyak anomali (izole) saptanirken,
kompleks kardiyak anomalisi olan olgu say1s1 44 (%26) idi. Yiiz dort olguda ise
(%61,5), kardiyak anomalinin yani sira mindr/major multisistemik tutulumlar
mevcuttu. Sonu¢: KKA’l1 olgularin erken prenatal tanisi, gebelik siirecinin yo-
netimi ve genetik danigmada onem tagimaktadir. Bu ¢alismada, fetal USG’de
KKA saptanan olgularda (izole, kompleks, multisistemik tutulumlu) genetik eti-
yolojisinin aydinlatilmasina diger sitogenetik teknikleri ile birlikte KMD anali-
zinin katkis1 %12 olarak bulundu. USG’de izole kardiyak bulgu olsa dahi tim
KKA’l1 olgulara KMD analizi 6nerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Konjenital kalp anomalileri; kromozomal mikrodizin;
karyotip; floresan in-situ hibridizasyon

ABSTRACT Objective: In this study, we aimed to investigate the frequency of
congenital heart anomalies (CHA), the type/distribution of malformations and
the effectiveness of conventional genetic diagnosis methods in the prenatal diag-
nosis of CHA in fetal cases. Material and Methods: In this study, CHA was de-
tected in 192 of 951 cases in which karyotype analysis, fluorescence in-situ
hybridization (FISH) examination using 22q11.2 deletion syndrome specific
probe (N25/D22S75, ARSA, Aquarius-Cytocell) and chromosomal microarray
(CMA) study were performed due to various pathologies in fetal ultrasonography
(USG) between 2014 and 2021. Genomic DNA isolation from fetal cells of the
cases was performed according to the kit protocol (MagNA Pure LC DNA Iso-
lation Kit I) and CMA (180K, Agilent SurePrint G3 Hmn CGH+SNP) was per-
formed. Results: In the family history of 192 fetal cases with CHA, pregnancy
history for cardiac anomalies or presence of similar pathological findings in their
first degree relatives was found in 9.9%. Twenty-three of the CHA cases were di-
agnosed by conventional cytogenetic and molecular cytogenetic methods (23/192,
12%). Anomaly was detected by karyotyping and CMA in 11 cases (11/23,
47.8%), by FISH in 3 cases (3/23, 13%), and by CMA analysis in 9 cases (9/23,
39.1%). The cases with genetic diagnosis had more than one cardiac anomaly
(complex) and/or other organ involvement. Of the 169 cases whose pathology
was not detected by these techniques, a single heart anomaly (isolated) was de-
tected on USG in 21 of them (12.4%) and complex heart anomaly was found in
44 of them (26%). In 104 cases (61.5%), there were minor/major multisystemic
involvements as well as cardiac anomaly. Conclusion: Early prenatal diagnosis
of CHA cases is important in the management of pregnancy process and genetic
counseling. In this study, the contribution of CMA analysis in combination with
other cytogenetic techniques to elucidate the genetic etiology of cases (isolated,
complex, multisystemic involvement) with CHA was determined as 12%. CMA
analysis can be recommended for all patients with CHA, even if there is isolated
cardiac finding on USG.
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Konjenital kalp anomalileri (KKA), kalbin veya
biiyiilk damarlarin yapisal anomalilerinin olustur-
dugu heterojen bir grubu temsil eder. Yenidogan-
larda gozlenen en yaygin dogumsal defektlerdir ve
her 1.000 canli yenidoganin yaklasik 7’sinde sap-
tanmaktadir. KKA’nin yenidogan 6liimlerinin %30-
50’sinden sorumlu oldugu bilinmektedir.! KKA’larin
etiyolojisinde genetik ve nongenetik faktorler rol
oynamaktadir. Nongenetik faktorler arasinda viral
enfeksiyonlar, teratojen maruziyeti gibi ¢evresel
etmenler, genetik etiyolojide ise kromozomal
anomaliler, mikrodelesyonlar ve gen diizeyindeki
varyasyonlarin rolii bilinmektedir.>* Giinlimiizde ta-
niya yonelik yapilan tiim g¢aligmalarla KKA’nin
ancak %20-25’inin etiyolojisi aydinlatilabilmistir.*
KKA’nin genetik temelinin agiklanmasi, risk ve te-
davi olanaklarinin degerlendirmesine, prognoz ve
tekrarlama risklerinin belirlenmesine ve boylece ai-
lelere etkin bir genetik danigma verilmesine 6nemli
katkilar saglar. Bu nedenle 6zellikle fetal donemde,
dogru genetik testler ile erken tan1 6nem tagimakta-
dir. Gliniimiizde, karyotip analizi, hedefe yonelik)
floresan in-situ hibridizasyon [fluorescence in-situ
hybridization (FISH)] incelemeleri ve kromozomal
mikrodizin (KMD) analizleri, KKA’l1 fetiislerde
submikroskobik degisimler dahil kromozomal ano-
malilerinin arastirilmasinda kullanilan baslica yon-
temlerdir."'

Karyotip analizi ile tim genom incelenerek sa-
yisal degisimleri (andploidileri) ve 5-10 Mb’den
biiyiik yapisal kromozomal anomalileri saptamak
miimkiindiir. KKA iligkili tanimlanan ilk genetik te-
melli anomaliler andploidilerdir ve tiim KKA’larin
%13-18’ini olusturmaktadir.>* FISH, kromozom {ize-
rinde hedeflenen DNA/RNA dizilerinin floresan isa-
retli problar ile hibridizasyonu sonucunda 1sima
ozelliginden yaralanarak 6zgiin bolgelerin goriintii-
lenebilmesi saglayan bir molekiiler sitogenetik yon-
temdir. Prenatal donemde sik goriilen 13, 18, 21, X ve
Y kromozom andploidilerinin hizlica tant almasinda
ve ayirict tanida mikrodelesyon/duplikasyon sen-
dromu diigiiniilen olgularin tanisinda yaygin olarak
kullanilmaktadir.® FISH incelemeleri ile rutin karyo-
tip analizi ile gdozden kagabilen mikrodelesyonlar tes-
pit edilebilmektedir. Kardiyak anomali grubunda en
yaygin goriillen 22q11.2 delesyon sendromunun
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(OMIM: 188400) prevalans: fetiislerde 1:992, dii-
siiklerde 1:1500, yenidoganlarda ise 1:2500-1:4000
olarak verilmektedir. Bu mikrodelesyon, major kar-
diyak anomalilerin yan1 sira immiin yetmezlik, hi-
poparatiroidizm ve c¢esitli derecelerde O0grenme
bozukluklar ile karakterize oldukga heterojen bir kli-
nik spektruma sahiptir. Degisken fenotip nedeniyle
prenatal tanida 22q11.2 delesyonlar1 fenotip-genotip
korelasyonu yapilamadigindan CATCH22 (DiGe-
orge/velokardiyofasiyal/Shprintzen) sendromu ola-
rak adlandirilmaktadir.”

Yiiksek ¢oziiniirlige (1 kb’a kadar) sahip, tiim
genomun tek bir testte kisa siirede incelenebilmesini
saglayan KMD analizi ile ¢ok sayida farkli genomik
lokusdaki kopya say1s1 degisiklikleri (Copy Number.
Variations, CNV) analiz edilebilmektedir. Tiim
KKA’larm %3-15’lik kismi patojenik CNV’ler ile
iliskilendirilmis mikrodelesyon/duplikasyon sen-
dromlarini olusturmaktadir.® CNV’ler, KKA’l1 olgu-
larin yasam kalitesi hatta yasam beklentisi tizerinde
etkili olabileceginden, KMD analizi ¢ogu gelismis iil-
kede prenatal tanida birinci basamak olarak uygula-
nan bir testtir.’

Bu retrospektif caligmada, 2014-2021 yillar ara-
sinda patolojik ultrasonografi (USG) bulgusu sapta-
nan 951 prenatal olgudan genetik tani i¢in temin
edilen amniyotik siv1 (AS), kordonsentez (KS), Kor-
yonik Villus Orneklemesi [Chorionic Villi Sampling
(CVS)] veya postmortem fetal deri 6rneklerinin kar-
yotip analizi ve KMD sonuglart degerlendirildi. Bu
calismanin amaci, prenatal donemde tespit edilen 192
KKA’l1 olgunun kardiyak anomaliler icin alt tipleri-
nin dagilimimin belirlenmesi, kullanilan konvansiyo-
nel genetik tan1 yontemlerinin (karyotip, FISH,
KMD) KKA’larin prenatal tanisindaki etkinliginin
arastirilmasidir.

I GEREG VE YONTEMLER

2014-2021 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Is-
tanbul T1p Fakiiltesi, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Ana Bilim Dal1, Perinataoloji Bilim Dalinda yapilan
I1. diizey fetal USG’de patolojik bulgu saptanmasi
nedeniyle tibbi genetik ana bilim dalina bagvuran ol-
gular geriye doniik olarak degerlendirildi. Bu ¢alis-
mada, karyotip analizi, paralel ya da takiben KMD
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uygulanmis 951 olgudan, KKA olan 192 fetal olgu-
nun genetik tan1 sonuglart ve klinik bulgulari deger-
lendirildi. Ayrica fetal USG degerlendirmesinde,
belirgin kardiyak anomalilerin yani1 sira perikardiyal
effiizyon, trikiispit regiirjitasyon, duktus venozusta
ters A dalgasi, ventrikiilde hiperekojen kardiyak odak
gibi kardiyak anomali agisindan siipheli patojenik
bulgular da degerlendirmeye alindi. Genetik danis-
mada endikasyona ve gebelik haftasina uygun test ve
invaziv girisim se¢enekleri hakkinda aileye bilgi ve-
rildi. Bilgilendirilmis onam alindiktan sonra USG al-
tinda yapilan invaziv girisimle elde edilen AS (n=78),
KS (n=56), CVS (n=32) 6rnekleri veya postmortem
fetal deri (n=26) 6rnekleri, istanbul Universitesi Is-
tanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik ABD, ilk asamada
sitogenetik laboratuvarinda incelendi. Fetal deri, KS
ve CVS dokusunda direkt, AS’de ise kiiltiir hiicre-
sinden genomik DNA izolasyonu kit protokoliine
gore (MagNA Pure LC DNA Izolasyon Kiti I, Roche)
gercgeklestirildi.

Fetal orneklerden dokuya 6zgiin standart tek-
niklerle kiiltlir edilerek veya spontan mitotik aktivi-
tesi olan CVS dokusunda direkt preparasyonla elde
edilen kromozomlar, Giemsa bantlama teknigi kulla-
nilarak 11k mikroskobunda (Olympus BX61, Olym-
pus, Tokyo, Japonya) 100X biiyiitme ile incelendi.
Metafaz evresinde kromozomlar 550-600 bant diize-
yinde analiz edilerek sayisal ve biiyilik yapisal ano-
malili olgular ¢aligmaya dahil edilmedi.'® Mozaisizmi
dislamak i¢in minimum 30 hiicre analiz edildi. Ol-
gularin fetal USG incelemesinde, yarik damak gibi
kraniyofasiyal anomaliler, mikrognati, g6z anomali-
leri, konotrunkal KKA, timiis aplazi/hipoplazisi, hi-
pokalsemi ve immiin yetmezlige yol agan paratiroid
bezi, kas-iskelet anomalileri saptandigt durumlarda
22q11.2 delesyonu agisindan degerlendirildi. Bu tip
bulgulara sahip olgularda AS, KS ve CVS materya-
linde direkt ya da kiiltiir edildikten sonra 22q11.2
bolgesinde yaklastk 2 Mb’lik alana 6zgii prob
(N25/D22S75, ARSA, Aquarius-Cytocell, Cam-
bridge, Birlesik Krallik) kullanilarak FISH incele-
mesi yapildi. FISH incelemesi, Pinkel ve ark.nin
tanimladig sekilde gergeklestirildi.'! Hibridizasyon
ve uygulama, liretici protokollerine uygun olarak ya-
pildi. 4°,6-diamidino-2-fenil-indol, FITC ve rodamin
floresan sinyalleri, uygun filtre kombinasyonlari
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(Pinkel #1,Chroma Technology) kullanilarak flore-
san mikroskobunda analiz edildi. Dijital goriintiiler,
kamera sistemi (COHU Cooled CCD Camera App-
lied Imaging, Newcastle, Birlesik Krallik) ile dona-
tilmig, floresan mikroskobu (Nikon Eclipse E600,
Japonya) kullanilarak elde edildi.

Caligmaya dahil edilen tiim olgulara (n=192)
180K ¢ozinirlikte Agilent SurePrint G3 Hmn
CGH+SNP kiti ile KMD uygulandi. Bu teknik, 2
farkli floresan boya ile etiketlenmis hasta (Cy5)
ve referans (Cy3) DNA’sinin cam bir slayt {izerine
immobilize edilmis oligoniikleotidler ile hibridi-
zasyonuna dayanmaktadir. CNV analizleri ig¢in
CytoGenomics v.3.0.6.6 (versiyon yillar i¢inde
araliklarla glincellenmistir) yazilimi (Agilent. Tech-
nologies Inc.) kullanildi. CNV smiflandirmalari
“American College of Medical Genetics and Geno-
mics” varyasyon kilavuzuna gore yapildi.'? Verilerin
analizinde DGV (http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home),
OMIM (https://www.omim.org/), ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), DECIPHER
(https://www.deciphergenomics.org/) ve HGMD Pro
(https://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php) in silico
veri tabanlarindan yararlanildi.

Bu ¢alisma, istanbul Universitesi Istanbul Tip
Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan (tarih: 19 Kasim
2021, no: 2021/1905) onaylanmigtir. Helsinki Dek-
larasyonu prensiplerine uygun olarak ger¢eklestirildi.

I BULGULAR

Fetal USG incelemesi yapilarak prenatal tani nede-
niyle basvuran ve karyotip analizi ve KMD incele-
mesi yapilmis toplam 951 olgudan kardiyak anomali
bulgusu gozlenen 192 olgu geriye doniik olarak kli-
nik ve genetik sonuglariyla birlikte degerlendirildi
(%20,2, 192/951). KKA saptanan 192 olgunun soy
gecmisleri detayli olarak incelendiginde, ailede kar-
diyak anomaliler i¢in gebelik dykiisii veya birinci de-
rece akrabalarinda benzer patolojik bulgularin varlig
%09,9 oraninda saptandi. Ayrica etiyolojik olarak
KKA’dan bagimsiz olarak bu ailelerde, %42,3 spon-
tan abortuslarin ve/veya ani bebek dliimlerinin ol-
dugu gozlendi. Olgularin 90’1 kiz (%46,9), 102’si ise
erkekti (%53,1). Tan1 anindaki ortalama anne yas1 31,
ortalama gebelik haftasi 22 idi.
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Anatomik, klinik ve gelisimsel siirece bakildi-
ginda oldukga heterojen bir hastalik grubu olmasi ne-
deniyle bu c¢alismada incelenen 192 fetal olgu,
kardiyak bulgularina gore klinik alt gruplarina ayri-
larak degerlendirildi: Arastirma olgulari, literatiirde
siklikla kullanilan sistematige gore siyanotik ve asi-
yanotik olarak 2 temel gruba ayrildi.'*!'* Siyanotik
kalp defektlerinde sistemik vendz kanin, sistemik ar-
teriyal kana karigmasi sonucunda sag-sol sant olus-
makta ve bunun sebep oldugu sistemik arteriyel
desatiirasyona bagli siyanoz olugmaktadir. Bu gruba,
fallot tetrolojisi [tetralogy of fallot (TOF)], biiytlik
arter transpozisyonu (BAT), trunkus arteriyozus, tri-
kiispit atrezi, pulmoner atrezi, hipoplastik sol kalp
sendromu, ¢ift ¢ikish sag ventrikiil [double outlet
right ventricle (DORV)], total pulmoner vendz doniis
anomalisi ve tek ventrikiil patolojileri girmektedir.
Voliim ve basing ylikiine sebep olan kalp defektlerini
iceren asiyanotik kalp defektleri grubunda ise atriyal
septal defekt, ventrikiiler septal defekt (VSD), atri-
yoventrikiiler septal defekt, patent duktus arteriyo-
zus, aort koarktasyonu, asiyanotik kalp defektleri yer
almaktadir. KKA’l1 olgularin bu 2 gruba goére dagi-
limlar1 Tablo 1’°de verilmektedir. Ayrica KKA’l1 192
olgunun karyotip analizi, KMD ve 22q.11.2 delesyon
sendromunu arastirmak amaciyla yapilan FISH ince-
leme sonuglarina gore klinik siniflandirmalart Sekil
1’de verilmektedir. Buna gore fetal USG bulgularina
bakilirsa tek bir kardiyak anomali bulunmasi (izole),
2 ya da daha fazla sayida kardiyak anomalilerin bu-

lunmasi (kompleks), kardiyak anomali yani sira eslik
eden mindr veya major farkli sistemik tutulumlarin
bulunmasi (multisistemik tutulum) durumuna gore 3
grupta degerlendirildi. Sekil 1°de izole KKA olgu sa-
yisinin 22, kompleks KKA’ya sahip olan olgu sayi-
sinin ise 51 oldugu belirlendi.

Fetal USG’de sadece kardiyak bulgular1 olan va-
kalarin diginda kalan 119 olguda ise kardiyak ano-
maliye eslik eden diger sistemlerdeki tutulumlar
Tablo 2’de verilmekte olup, en sik iskelet sistemin-
deki ek bulgularin varligi dikkat cekmektedir. Multi-
sistemik tutulumlu olgularin intrauterin gelisme
retardasyonu (IUGR), hidrops fetalis, diyafragma
hernisi, tubiiler kemiklerde kisalik, brakisefali, hid-
ronefroz, yarik damak dudak, hipertelorizm, nazal
kemik hipoplazisi, holoprozensefali, artmis ense pi-
lisi, hiperekojen bagirsak, ventrikiillomegali, ¢esitli
renal ve gastrointestinal sistemdeki anomaliler gibi
ek mindr veya major anomalilere sahip olduklar1 be-
lirlendi. Ayrica sitogenetik ve molekiiler sitogenetik
testler ile genetik etiyolojisi belirlenemeyen olgular-
daki (n=169), izole major kardiyak anomalili olgu sa-
yisinin 21 (%12,4), kompleks KKA grubundaki olgu
sayisinin 44 (9%26), geriye kalan 104 (%61,5) olguda
ise kardiyak anomaliye eslik eden multisistemik tu-
tulum oldugu belirlendi (Sekil 1).

Calisma kapsaminda degerlendirilen KKA’I
olgularm 23’iinde, karyotip analizi, KMD ve endi-
kasyon dahilinde 22q.11.2 delesyonu arastirmak

TABLO 1: Fetal USG'de tespit edilen konjenital kalp anomalilerinin dagilimi.

Konjenital kalp anomalileri (n=192)

Asiyanotik kalp defektleri n %

Sol-sag santl;

VSD 95 49,5
ASD -

AVSD 9 4,7
PDA

Obstriiktif defektler

AS 5 2,6
PS 13 6,8
Aort koarktasyonu 5 2,6

Siyanotik kalp defektleri n %

TOF 28 14,6
Pulmoner atrezi, 2 1,04
Trikiispid atrezisi 3 1,7
HLHS 10 2,1

TA 4 52
TAPVD 1 05
BAT 9 47
Tek ventrikdl 1 05
DORV 1 57

USG: Ultrasonografi; VSD: Ventrikiler septal defekt; ASD: Atriyal septal defekt; AVSD: Atriyoventrikiiler septal defekt; PDA: Patent duktus arteriyozus; AS: Aort stenozu;
PS: Pulmoner stenoz; TOF: Fallot tetrolojisi; HLHS: Hipoplastik sol kalp sendromu; TA: Trunkus arteriyozus; TAPVD: Total pulmoner ven6z déniis anomalisi;

BAT: Biiy(k arter transpozisyonu; DORV: Gift ¢ikish sag ventrikil.
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[ KKA gozlenen 192 fetal olgunun klinigi ve genetik tani verimi ]

EVET l

EVET l lHAYIR
EVET l lHAYIR

(Izole KKA)

(Kompleks KKA)

Kayrotip, 22q11.2 FISH, KMA
analizlerinde anomali tespit edildi mi?

Farkl sistemlerde tutulum gésteriyor
mu? (Nérolojil bulgular,
dismorfik bulgular vs.)

iki ya da daha fazla kardiyak
anomalisi meveut mu?

lHAYIR
n=169

EVETl lHAYIR
n=104
(MST KKA)
EVET l HAYIR
n=44
n=21
K‘i(”}‘(‘/’\')eks (iz0le KKA)

SEKIL 1: KKA olgularinin genetik test sonuglarina gére Klinik siniflamasi.
KKA: Konjenital kalp anomalisi; FISH: Floresan in-situ hibridizasyon; MST: Multisistemik tutulum.

TABLO 2: Fetal USG'de kardiyak anomaliye eslik eden
multisistemik tutumlarin dagilimi.

n

Renal anomali 10 84
iskelet anomalisi 42 353
Norolojik bulgular 27 22,7
Gastrointestinal sistem anomalileri 25 21

Yarik damak/dudak 7 59
Ambigus genitalya 4 34
Hidrops fetalis 16 13,4
intrauterin gelisme gerilii 7 59
Holoprozensefali 2 17
Ense pilisinde artis 16 13,4
Urogenital anomaliler 3 2,5
Hipertelorizm 4 34

USG: Ultrasonografi.

amacityla yapilan FISH incelemesinde, kromozomal
anomalisi ve patojenik bir CNV tespit edildi (Tablo
3). Olgular kardiyak bulgularina gore Tablo 3’te si-
yanotik ve asiyanotik olarak gruplandirildi. Basvuru
gebelik haftasi ileri olan ve hizli tan1 verme zorunlu-
lugu nedeniyle 3 olguya (olgu 17, 21 ve 22) karyotip
analizi ile es zamanl olarak KMD uygulandi. Ayrica
karyotip analizinde anomali saptanan 7 olguda (olgu
1, 5,8, 11, 15, 16, 20) olas1 submikroskobik deles-
yon/duplikasyon varligini arastirmak amaciyla uygu-
lanan KMD analizinde patojenik CNV tespit edildi
(Tablo 3). Bu olgulardan olgu 20’ye ait karyotip ana-
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lizinde saptanan dengeli bir resiprokal translokasyon
Sekil 2a’da gosterilmektedir. Bu olgularin 2°sinde
ise (olgu 1 ve 5) karyotip analizinde 22. kromozo-
mun dahil oldugu derivatif bir kromozom saptandi.
Derivatif kromozomun aydinlatilmas: amaciyla bol-
geye 0zgi yapilan FISH incelemesinde 22q11.2 bol-
gesinde delesyon saptandi. Derivatif kromozomlarin
parental kdkenini arastirmak amaciyla yapilan ince-
lemelerde olgu 1’deki degisimin de novo oldugu,
olgu 5’te ise annedeki dengeli resiprokal translo-
kasyonun dengesiz liriinii olarak kalitildig1 goste-
rildi (Tablo 3).

Karyotip analizi normal sonug¢lanan 10 olgunun
3’tinde (olgu 4, 6 ve 10) FISH incelemesi ile 4’linde
(olgu 2, 3, 7 ve 14) KMD analizi ile 22q11.2 deles-
yonu saptandi. FISH analizinde saptanan anomalinin
bliylikligiiniin, igerdigi genlerin ve kirik noktalarinin
arastiritlmasi amaciyla bu olgulara KMD uygulandi.
Olgu 10’a ait 22q11.2 FISH incelemesine ait fluore-
san mikroskop goriintiisii Sekil 2b’de ve KMD ana-
lizinin sonucu Sekil 2¢’de gosterilmektedir. Karyotip
analizinde kromozomal anomali saptanmayan bir ol-
gunun (olgu 23) KMD analizinde ise 17p12 bolge-
sinde patojenik CNV tespit edildi. Ayrica KMD
analizi yapilan 2 olguda (olgu 9 ve 13) kromozomal
kopya sayis1 degisikligi saptanmasa da 15q11.2-q13
bolgesinde heterozigosite kaybi [loss of heterozygo-
sity (LOH)] tespit edildi. Calismamizda 22q11.2 de-
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Chr22

SEKIL 2: Olgu 20'ye ait karyotip analizi (a), olgu 10'a ait 22q11.2 FISH incelemesi (b) ve kromozomal mikrodizin analiz (c) gortintiileri.
FISH: Floresan in-situ hibridizasyon.

lesyon sendromu saptanan 9 olgunun 7’sinde TOF
olmak tizere konotrunkal anomaliler mevcuttu (Tablo
3). Incelenen olgularm 2’sinde birinci basamak test
olarak KMD uygulanmistir. Olgu 18’de KS hiicre
kiiltiiriinde tireme olmadig1 i¢in karyotip analizi ya-
pilamadigindan fetal kordon kanindan izole edilen
DNA o6rneginde KMD analizi ile patojenik CNV be-
lirlenebildi. Olgu 12’den postmortem alinan deri 6r-
neginden ise kiiltiir yapilmast miimkiin olmadigindan
direkt KMD uyguland1 ve anomali tespit edildi. Ay-
rica bagka bir olgunun (olgu 19) CVS hiicrelerinin
metafazlarinda diisiik oranli mozaik yapisal kromo-
zom anomalisinin (mos 46,XX/46,XX,21q+[48/4])
farkl1 bir fetal hiicre kaynagi olan AS hiicre kiiltii-
riinden yapilan karyotip analizinde, mozaik trizomi
17 (mos 46,XX/47,XX,+17 [22/45]) saptandi. Kro-
mozomal anomalisi olusumuna hiicre kiiltiirii etkisi-
nin belirlenmesi amaci ile CVS materyalinden elde
edilen DNA 6rneginden yapilan KMD analizinde tri-
zomi 17 (arrfGRCh37]17p13.3q25.3x3) gosterildi
(Tablo 3). Sonug olarak olgunun CVS hiicrelerinden
yapilan karyotip analizinde trizomi 17’ nin tespit edil-
memesi ve diisiik oranli 21q duplikasyonu saptan-
masl, fetlisten alinan hiicre kaynagi veya hiicrelerin
kiiltiirde tiremesiyle ilgili faktorlerden kaynakli ola-
bilecegi seklinde degerlendirildi.

I TARTISMA

KKA gibi hayatta kalmak i¢in erken miidahale ge-
rektiren malformasyonlarin prenatal donemde sap-
tanmasi, multidisipliner degerlendirmelerle postnatal
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cerrahi prosediirlerin planlanmasina olanak saglaya-
rak, KKA mortalitesini 6nemli 6l¢iide azaltilmasina
olanak sagladig1 gibi KKA’ya eslik eden bulgula-
rinda mevcut oldugu sendromlarin erken prenatal ta-
nis1 da gebelik siirecinin degerlendirilmesine dnemli
katkilar sunmaktadir. Bu ¢aligmada, KKA’11 fetal ol-
gularin erken tanisinda konvansiyonel tani yontem-
lerinin etkinliginin belirlenerek en uygun tani
yaklagimlarinin belirlenmesine yardimci olabilecek
veriler retrospektif olarak degerlendirildi. Calisma
kapsaminda, 8 y1llik periyodda, Istanbul Universitesi
Istanbul T1p Fakiiltesi, Tibbi Genetik Ana Bilim Da-
lina patolojik fetal USG bulgulari ile bagvurarak kar-
yotip analizi ile birlikte KMD analizi yapilmis 951
olguda KKA siklig1 %20,2 olarak tespit edilmistir.
Calismamizdaki bu sonug, bildirilen retrospektif
calismalarla uyumlu bulunmustur.’> Calismalar,
KKA’larin antenatal donemde saptanan malfor-
masyonlar i¢inde en yaygin anomaliler oldugunu
gostermektedir.> !

Tek bir tersiyer merkezde invaziv prenatal teste
tabi tutulan 1.005 fetiisiin, retrospektif olarak deger-
lendirildigi kohort ¢caligmasinda, kardiyak anomali
tespit edilen olgularin %61’inde, ek yapisal malfor-
masyonlarin varligi gosterilmektedir. En yaygin mal-
formasyonlar, yiiz boyun ve iskelet anomalileri
olarak belirtilmektedir.'> Calismamizda olgularin
%61,9’unda (119/192) kardiyak anomalilerin diger
yapisal malformasyonlarla birlikteligi gdzlemlendi.
Iskelet anomalisi en yaygin malformasyon olup, bunu
norolojik anomaliler izlemektedir. Ayrica ¢alisma-
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mizda literatiir bilgisi ile paralel olarak septal defekt-
ler tanimlanan en yaygin kalp anomalileriydi.

Genetik laboratuvarlarinda kullanilan karyotip
analizi ile tiim genom incelenebilse de karyotip ana-
lizinin diisiik ¢6ziiniirliige sahip olmasi ve 5 Mb’den
daha kiiciik kromozomal degisimleri tespit edeme-
mesi dezavantajlarindandir. Calismalar, prenatal ta-
nida KMD tekniginin, normal karyotipe sahip
olgularda %1,7 ile %9 arasinda, ultrasonda ek bir pa-
tolojik bulgu saptanan fetiislerde ise yaklagik %10
tan1 verimine katki sagladigini gostermektedir.'¢'8
Calismamizda normal karyotip sonucu olan KKA’l1
fetiislerde yapilan KMD analizinde %06,6’sinda
(12/182) patojenik olarak degerlendirilen bir CNV
tespit edilmistir. Jansen ve ark.nin 1.131 prenatal
KKA olgusunun dahil edildigi metaanaliz ¢alisma-
sinda, andploidi ve 22q11.2 delesyon olgular1 dislan-
diginda KMD
saptamada %7 oraninda tani verimini artirdigi, bu

tekniginin patojenik CNV’leri

oranin 22q11.2 delesyon olgulari dahil edildiginde
ise %12’ye ¢iktig1 belirtilmistir.!” Coziintrliik, kulla-
nilan platform ve prob araligina bagl olsa da KMD
yontemi kilobazlar diizeyindeki 6zellikle submikros-
kobik kromozom anomalilerinin tanisinda gelenek-
sel karyotiplemeden ¢ok daha yiiksek ¢oziiniirliige
sahiptir. FISH, klinigin bilinen bir mikrodelesyon
sendromuna isaret ettigi durumlarda patojenik
CNV’lerin hizlica tanimlanmasinda kullanilan
onemli bir yontemdir. Ancak FISH problarinin prok-
simalinde veya distalinde atipik veya daha kiiciik de-
lesyonlar/duplikasyonlar yanlis negatif sonuglarin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu nedenle nor-
mal bir FISH sonucu, mikrodelesyon sendromlarini
kesin olarak dislayamamaktadir. Bu agidan KMD,
CNV’lerin teshisi i¢in altin standart olmaya devam
etmektedir.?’ Bu ¢alismada da sitogenetik ve mole-
kiiler sitogenetik yontemlerle tan1 alan olgu grubunda
22q11.2 delesyonu en yaygin goriilen patoloji olarak
belirlendi. 22q11.2 delesyon sendromunun FISH in-
celemesi ile saptanabiliyor olsa dahi bu olgulara ay-
rica anomalinin boyutu, igerdigi genler ve kirik
noktalarinin kesin olarak belirlenmesi amaciyla
KMD uygulanmasi 6nem tagimaktadir. Bu caligmada,
KMD ile belirlenen delesyon boyutunun 1,8 Mb ile
3,3 Mb arasinda degistigi gosterildi. Literatlirde bu
genomik varyasyonlarin farkli fenotiplere neden ol-
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dugu gosterilmektedir.?! Ek olarak ¢aligmamizda,
erken prenatal tanida, 6zellikle ileri gebelik haftasi
veya klinik bulgularin ciddiyetinin fazla oldugu du-
rumlarda, karyotip analizi ile paralel olarak uygula-
nan KMD analizinin maliyeti daha fazla olsa da hizl
sonug alinmasina imkén verdiginden tani verimi daha
yiiksek oldugu belirlendi.

22q11.2 delesyon sendromunda konotrunkal
anomaliler (TOF, TA, DORYV, BAT) yaygin olarak
goriilmekte olup, ilk sirada TOF yer almaktadir
(%29-42).2* Sarac Sivrikoz ve ark.nin, 22q11.2 de-
lesyonlu olgularin dahil edildigi ¢calismada, sitoge-
netik/molekiiler testler ve postmortem veya postnatal
donemdeki klinik bulgular degerlendirilmektedir.
Caligmalarindaki fetal olgularda, KKA %94, konot-
runkal anomaliler %54 ve TOF %44,4 oraninda be-
lirlenmistir.?! Calismamizdaki KKA’l1 olgularda,
22q11.2 delesyon saptanan 8 olgunun 7’sinde
(%87,5) TOF oldugu goézlemlendi. Calismamizda,
karyotip analizi ile 22. kromozomun déhil oldugu de-
rivatif bir kromozom saptanan 22q11.2 delesyonu
sendromlu 2 olguda parental kdkeni bu ¢aligmada
arastirilmis olup, bir olguda degisimin de novo ol-
dugu, diger olguda ise annedeki dengeli resiprokal
translokasyona bagli olarak kalitildig1 gdosterildi.
Dengeli tastyicilarin dengesiz gamet verme olasiligi
oldugundan yapisal kromozom anomalisi saptanan
olgularda ailevi tagiyicilik olasilig1 nedeniyle paren-
tal analizlerin yapilmasi 6nem tagimaktadir. Ayrica
anomalinin kirik noktalar1, olas1 submikroskobik de-
lesyon/duplikasyon varligi ve bu bolgelerde yer alan
genler KMD analizi ile belirlenebilmektedir. Bu ¢a-
lismada da bir olguda KMD analizi ile 22. kromo-
zomda saptanan delesyon bolgesinin klasik 22q11.2
delesyon sendromu ile iligkili tiim genleri icermedigi
ancak LZTR] genini kapsadigi gosterildi. Kurahashi
ve ark.nin ¢alismasinda, LZTR I geninin 22q11.2 de-
lesyon sendromundaki gelisimsel anomaliler ile ilig-
kili oldugu bildirilmistir.>

KMD yontemi, dengeli kromozomal yeniden
diizenlemeleri, triploidi ve diisiik oranli mozaisizm
tanisinda dezavantajlara sahiptir.® Calismamizda, pa-
rental karyotip analizinde dengeli goriinen t(11;22)
resiprokal translokasyonu annesinden kalitildig1 be-
lirlenen ayni translokasyona sahip olguda (olgu 20)
kirik noktalarina ya da genomun bagka bir yerindeki
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olas1 genomik dengesizliklere bagli muhtemel etki-
lerin belirlenebilmesi i¢in yapilan KMD analizinde,
klinik olarak anlamli kopya sayis1 degisikligi saptan-
mamustir. Bir bagka olguda (olgu 19), CVS hiicrele-
rinden analiz edilen metafazlarda, mozaik yapisal bir
anomali saptanmistir. Fetal doku incelemesi amaciyla
amniyosentezden baslatilan hiicre kiiltiiriinde farkli
kromozom yapisi saptandi. CVS ve AS hiicre kiiltiir-
lerinde goriilen farkli kromozomal bulgular nedeniyle
CVS materyalinden yapilan KMD calismasinda, mo-
zaik trizomi 17 ile uyumlu sonug¢ saptanmistir. Bu
sonug, fetiiste gercek mozaisizm oldugunu gosterir-
ken CVS hiicre kiiltiiriindeki diisiik oranli mozaik
kromozomal anomalinin kokeni aydinlatilamamis
olup, bu durumun hiicre kiiltiir efektine bagli bir de-
gisim olabilecegi diisliniilmiistiir. Hiicre kiiltiirlerinde
in vitro kosullarda, anomalili hiicrelerin iireyememesi
ya da kiiltiire bagli yeni anomalilerin olugabilmesi
gibi olasiliklar mevcut oldugundan fetal hiicrelerden
dogrudan DNA izole edilebilerek KMD analizi yapi-
labiliyor olmasi konfirmasyon gerektiren durumlarda
onem tasimaktadir. Sonugta teknik kisitliliklarin ve
avantajlarin da goz Oniine alinarak, bu 2 teknigin es
zamanli olarak uygulanmasi genetik etiyolojinin ay-
dinlatilmasinda 6nem tagimaktadir.

Calisma grubumuzda normal karyotip sonuglu 2
olguda (olgu 9 ve 13) olasi submikroskopik mikro-
delesyon/duplikasyonlarin arastirilmasi amaciyla uy-
gulanan KMD analizinde klinik olarak anlamli
herhangi bir kromozomal kopya sayis1 degisikligi tes-
pit edilmemis, ancak 15. q11.2q13.1 bolgesinde ig-
eriginde MKRN3, MAGEL2, NDN, PWRN2, PWRNI1,
NPAP1, SNRPN, SNORD116-1, IPW, SNORD115-1,
UBE34, ATP10A, GABRB3, GABRAS5, GABRGS3,
OCA2, HERC2, APBA2, TJP1 genlerinin oldugu bir
LOH saptanmustir. Bu bolgedeki heterozigotluk kayip-
larmin Prader-Willi/Angelman sendromlart ile iligkili
oldugu bilinmekle birlikte klinik iliskisinin metilasyon
spesifik testlerle dogrulanmasi gerekmektedir.

Yirminci kromozomun kisa kolundaki deles-
yonlarin konjenital kalp tutulumunun sik goriildigi
Alagille sendromu ile uyumlu oldugu bildirilmek-
tedir.?® Calismamizda, fetal USG’de saptanan BAT
ve hipoplastik sag ventrikiil bulgulari olan bir fetal
olguda (olgu 11), KMD analizi ile saptanan
20p13p12.1 delesyonunun, sitogenetik lokalizasyonu
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20p12.2 olan JAGI geni ile iliskili Alagille sendro-
muna (OMIM: 118450) neden olabilecegi gosteril-
mis oldu.

KMD analizinde, olgu 16’da saptanan 18. kro-
mozomun pl1 bolgesinde 14,6 Mb biiyiikliigiinde bir
delesyonun fetal USG’de tespit edilen “Malalign-
ment” VSD, holoprozensefali, hipotelorizm ve tek
burun deligi bulgular ile iligkili olabilecegi belir-
lendi. Bu delesyon bdlgesinde yer alan TGIF geni (si-
togenetik lokalizasyonu: 18p11.31) holoprozensefali
(OMIM: 142946) ile iligkili olup, fetal olgudaki USG
bulgularini agiklamaktadir. Olgu 23 ig¢in yapilan
KMD analizinde 17. kromozomun p12 bdlgesinde
1,3 Mb biiytikligiinde bir delesyon saptandi. Litera-
tirde 17pl12 bolgesi frajil bolge olup (OMIM:
136660) bu bolge delesyonlari, herediter basinca du-
yarli néropati sendromuyla (OMIM: 162500) iliskili
oldugu bildirilse de olgulardaki kardiyak anomaliler
ile iliskisi halen bilinmemektedir.?’

Caligmalar, ekstra kardiyak malformasyonlu ol-
gulardaki tan1 veriminin izole KKA olgularina gore
daha yiiksek oldugunu gostermektedir.'®*® Wimala-
sundera ve Gardiner, kromozomal anomalisi olan
KKA’dan etkilenen fetiislerin %98’inin en az bir eks-
tra kardiyak anomaliye sahip ve 6nemli dl¢lide daha
kotii prognoza sahip oldugunu belirtmektedir.”’ Ek
olarak Wang ve ark.nin ¢alismasi da izole KKA ol-
gularinda patojenik CNV’lerin tespit oranlarinin
diger yapisal anomalilerle iliskili olgulardan 6nemli
olgtide diisiik oldugunu ortaya koymaktadir.*® Calig-
mamizda konvansiyonel sitogenetik ve molekdiler si-
togenetik yontemlerle kromozomal anomali tespit
edilen olgularin, sadece birinde KKA izole iken,
diger 22 olguda birden fazla kardiyak anomali
ve/veya multisistemik anomaliler mevcuttu.

[l SONUC

Bu ¢alismada, sadece karyotip analizi ile tan1 alabi-
lecek olgular disinda kalan genis bir fetal olgu gru-
bunda konvansiyonel sitogenetik ve molekiiler
sitogenetik tan1 yontemlerinin birlikte kullanimlari-
nin, KKA ve ilgili sendromlariin prenatal tanisinda
%12 oraninda verim sagladig1 gosterildi. Sonug ola-
rak genetik tani laboratuvarlarinda rutin olarak kul-
lanilan karyotip ve KMD analizlerinin tim KKA
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olgularinda ilk basamak test olarak uygulanmasi
onemli olup, KK A nin genetik etiyolojisinin belirle-
nebilmesi i¢in yeni nesil dizileme teknolojileri gibi
daha ileri tekniklere gereksinim duyulmaktadir.

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantist bulunan herhangi bir ilag¢ firmasindan, tibbi alet,
gere¢ ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya herhangi
bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme siirecinde, ¢alisma
ile ilgili verilecek karart olumsuz etkileyebilecek maddi ve/veya

manevi herhangi bir destek alinmamigtir.
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Bu ¢alisma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
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