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OZET

IMMUN OLMAYAN HiDROPS FETALIS OLGULARINDA TUM EKZOM
DIZILEME iLE ADAY GENLERIN TESPITI
Dr. Arda KEKILLI

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali, IZMIR

Immiin-olmayan hidrops fetalis gebelik takiplerinde tespit edilen, siklikla letal
seyreden Onemli prenatal anomalilerden biridir. Ultrasonografik olarak tani alan bu
olgularin etiyolojisinde bircok farkli genetik hastalik yer almaktadir. Rutin klinik
uygulamalarinda kullanilan prenatal karyotipleme ve kromozomal mikrodizileme
yontemleri ile olgularin ortalama %25’ine tan1 koyulabilmekte fakat etiyolojide yer

aldig1 bilinen tek gen hastaliklarinin tespiti miimkiin olmamaktadir.

Bu ¢aligmada rutin takiplerinde fetal asit, plevral veya perikardiyal efiizyon, cilt
O0demi, kistik higroma, artmis ense kalinlig1 bulgularindan bir veya daha fazlasina sahip
aciklanamayan alt1 fetal ornek #rio olarak tiim ekzom dizileme ile incelendi. Tespit
edilen varyantlar birinci basamakta mindr allel frekanslar1 ve protein iizerindeki etkileri
dikkate almarak filtrelendi ve glincel ACMG kilavuzu kriterleri kullanilarak
siiflandirildi. Tanisal varyant tespit edilemeyen olgulardaki varyantlar STRING,
DAVID veri tabanlar1 ve in-silico patojenisite skorlari kullanilarak aday gen ve
yolaklarin tanimlanmasi i¢in incelendi. Yapilan calisma ile immiin-olmayan hidrops
fetalis olgularinda tek gen hastaliklarinin etiyolojide oynadigi roliin aydinlatilmasi ve

aday genlerin tanimlanmasi amaclandi.

Tiim ekzom dizileme sonucunda olgu basina ortalama 42.468 varyant analiz
edildi. Birinci basamak filtreleme sonucunda iki olguda RITI: ¢.297T>G ve RITI:
¢.321G>C tanisal varyantlar tespit edildi. Tanisal varyant tespit edilmeyen dort olguya
yapilan in-silico fonksiyonel analizlerde toplam 66 aday varyant Onerildi ek olarak iki
olguda tanisal potansiyele sahip COL2A41: c.1300C>T ve SMARCC?2: c.3128del genetik

varyantlar1 saptandi. Tanisal varyant tespit edilemeyen olgularda yapilan varyant yiikii



analizlerinde ortak hiicresel yolak gozlemlenmedi. Olgular tek baslarina incelendiginde
pantotenat ve koenzim A biyosentez, tiroid hormon sentez yolaklarinda anlamli artmis

varyant yiikii saptandi.

Yapilan ¢alisma ile kromozom analizleri normal tespit edilmis immiin-olmayan
hidrops fetalis olgularinda tiim ekzom dizilemenin klinik olarak fayda saglayabilecegi
gosterilmistir. Calisma sonucunda iki olguda tanisal varyant tespit edilmis ve iki olguda
ise klinigi agiklayabilecek potansiyel varyant saptanmistir. Tanisal varyant tespit
edilemeyen olgularda yapilan in-silico analizler ile immiin-olmayan hidrops fetalis
klinigi ile iligkili aday genler ve varyantlar belirlenmistir. Bu varyantlarin fizyopatolojik
etkilerinin kesinlestirilebilmesi i¢in ek ¢alismalara ihtiyac duyulmaktadir. Immiin
olmayan hidrops fetalis etiyolojisi hakkindaki bilgilerin artmas1 ile bu olgularda tani,

tedavi, izlem ve Onlem i¢in yeni algoritmalarin gelistirilmesi miimkiin hale gelecektir.

Anahtar Kelimeler: Immiin Olmayan Hidrops Fetalis, Prenatal tam, Tiim ekzom
dizileme, RITI, SMARCC2, COL2A1



SUMMARY

CANDIDATE GENE INVESTIGATION OF NON-IMMUNE HYDROPS
FETALIS WITH WHOLE EXOME SEQUENCING

Arda KEKILLI, MD
Dokuz Eylul University Faculty of Medicine, Department of Medical Genetics, [zmir

Non-immune hydrops fetalis is one of the important prenatal anomalies with
lethal course detected during routine pregnancy follow-up. It is a shared presentation of
many genetic disorders. Standard routine genetic testing with prenatal karyotyping or
chromosomal microarray analysis can diagnose only 25% of cases and cannot detect
single gene disorders known to be involved in the etiology. Although the role of single
gene diseases in the etiology of non-immune hydrops fetalis cases is not clear, it is
thought to be significant. An accurate diagnosis makes it possible for focused prenatal
management, early directed neonatal care. It also enables to apply prenatal and
preimplantation genetic diagnosis for the consecutive pregnancies of the index case and

accurate risk calculation for the other family members.

In this study six unexplained non-immune hydrops fetalis cases that were defined
by the presence of fetal ascites, pleural or pericardial effusions, skin edema, cystic
hygroma, increased nuchal translucency, or a combination of these conditions were
evaluated by trio whole exome sequencing. In the first step the detected variants were
filtered according to their minor allele frequencies, their effects on the protein and
classified based on the current ACMG guideline criteria. The cases that could not be
diagnosed at the end the first step were examined using STRING, DAVID databases and
in-silico pathogenicity scores to identify candidate genes and pathways. The aim of this
study was to elucidate the role of single gene diseases in the etiology of non-immune

hydrops fetalis cases and to define candidate genes by in-silico functional analysis.

The average of 42,468 variants detected per case as a result of whole exome

sequencing. Diagnostic variants of RITI: ¢.297T> G and RIT1: c.321G>C were detected

Xi



in two cases after the first step filtering. As a result of second step in-silico functional
analysis performed on four cases whose diagnostic variant could not be detected at the
end of first step filtering, a total of 66 candidate variants and COL2A41: c.1300C> T,
SMARCC?2: ¢.3128del potentially diagnostic variants were detected. No common cellular
pathway was detected in the variant load analysis. When the cases were examined alone
a significantly increased variant burden in pantothenate and coenzyme-A biosynthesis,

and thyroid hormone synthesis pathways were found.

The study shows that whole exome sequencing can be clinically beneficial in
non-immune hydrops fetalis cases whose chromosome analyzes are detected normal. At
the end of study, two diagnostic variant and two clinically relevant variant was found.
Candidate variants and candidate genes associated with the non-immune hydrops fetalis
were also pointed by in-silico analysis in cases where a diagnostic variant could not be
detected but additional studies are needed to confirm the pathophysiological effects of
these variants. By increasing knowledge about the etiology of non-immune hydrops
fetalis accurate and fast diagnosis, treatment, follow-up and prevention algorithms may
be developed in the future.

Keywords: Non-Immune Hydrops Fetalis, Prenatal Diagnosis, Whole Exome
Sequencing, RITI, SMARCC2, COL2A1
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1. GIRIS VE AMAC

Prenatal ultrason ile takip edilen gebeliklerin %3’{inde ultrasonografik anomali
tespit edildigi bilinmektedir. Bu anomaliler izole minér anomalilerden birden ¢ok
sistemi ilgilendiren major anomalilere uzanan genis spektrum gostermektedir (1).
Genetik incelemeler bu anomalilerin triyajinda ve siniflandirilmasinda onemli bir yere
sahiptir. 11k genetik incelemeler klasik karyotipleme ile baslamis ardindan teknolojinin
ilerlemesi ile kantitatif PCR, kromozomal mikrodizileme, FISH analizleri ile tanmi
konulabilen genetik etiyolojilerin sayis1 artmis; klinik izlem ve karar yetisi de bu
dogrultuda ilerlemistir. Bu baglamda son 30 yildir klasik karyotipleme ve sonradan
eklenen FISH, QF-PCR analizleri prenatal tanida rutin olarak kullanilmaktadirlar. Bu
yontemlerden sadece kromozom analizi ile fetal anomalilere tan1 koyma sansi1 %32’dir.
Son 10 yilda kullanim1 giderek artan kromozomal mikrodizileme analizi ile kopya sayisi
varyantlarinin da tespiti miimkiin hale gelmistir (2, 3). Kromozomal mikrodizileme ile
prenatal anomalilerde tan1 koyma sansi konvansiyonel sitogenetik testlere ek olarak
ortalama %3-5 arasindadir (2, 3, 4). Fetal anomalilerin genetik etiyolojisinde sayisal ve
yapisal kromozomal anomalileri ve kopya sayis1 degisimleri haricinde farkli mutasyon
cesitlerinin de rol oynadig1 gosterilmistir. Bu genetik degisimler arasinda tek niikleotid

mutasyonlari, kii¢iik veya biiyiik delesyonlar/duplikasyonlar da yer almaktadir (5).

Son yillarda kullanim1 giderek artan yeni nesil dizileme yontemleri 6zellikle tek
gen hastaliklarinda klinik yaklasimi giderek degistirmektedir (6, 7). Tiim ekzon dizileme
(WES) ve tim genom dizileme (WGS) son yillarda pediatrik ve yetigskin
popiilasyonlarda siklikla tan1 amagli kullanilsa da bu yontemlerin prenatal olgulardaki
kullanimi kismen sinirli olmustur (8). Yapilan ¢esitli caligmalarda fetal anomalilerde bu
yontemlerin tan1 oranlarinin %6,2 ile %80 arasinda degistigi gosterilmektedir (9). Tan1
oranlarindaki genis farklilik calismaya dahil edilen fetal yapisal anomalilerdeki
cesitlilikten kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Tani oranlarinin aralarinda akrabalik
bulunan eslerde, birden ¢ok konjenital anomalisi olan fetiislerde ve spesifik sendrom
diisiindiiren bulgulara sahip fetiislerde daha yiiksek oldugu gdsterilmistir (8, 9). Ayrica

bu calismalarin hepsinde WES 06ncesi karyotip analizi veya kromozomal mikrodizileme



analizi yapilmamasi da dogru hasta grubunda WES analizinin veriminin artabilecegini
diisiindiirmektedir. Giiniimiizde 06zellikle spesifik prenatal fenotiplerde ekzom

dizilemenin yararliligina iliskin sinirli veri bulunmaktadir.

Immiin olmayan hidrops fetalis (IOHF) prenatal donemde karsilasilan fetal
ekstravaskiiler bolgede ve viicut bogluklarinda sivi toplanmasi sonucu gelisen prenatal
fenotipi tamimlamaktadir. Siklig1 gebelik basina 1/1700-3000 olarak bildirilmektedir ve
diisiik, 6li dogum, preterm dogum, neonatal komplikasyonlar ve perinatal 6lim
risklerinde artis ile iliskilendirilmistir (10-13). Fetal hidrops “Society for Maternal-Fetal
Medicine” (SMFM) tarafindan en az 2 ayr1 bdlge sivi toplanmasi olarak
tanimlanmaktadir fakat bu tanimlanma yeterince desteklenmemektedir. Fetal donemde
toplanan sivinin miktar1 ve toplanma bdlgesi zamanla degisebilecegi gibi genetik
hastaliklar kendilerini tek bir bolgede sivi toplanmasi ile de gosterebilmektedirler (10,

11, 14-19).

Immiin olmayan hidrops fetalis bircok farkli genetik hastaligin ortak bulgusu
olarak prenatal donemde tespit edilebilmektedir. Rutin karyotipleme ve kromozomal
mikrodizileme uygulamalar ile olgularin yaklasik %25’ine tani konulabilmektedir.
Rutin yapilan genetik analiz ile kromozomal yapisal ve sayisal anomaliler ile genomik
kopya sayis1 degisimleri tespit edilebilmekte fakat tek gen hastaliklarinin tanist miimkiin
olmamaktadir. Giiniimiizde IOHF olgularina tek gen hastaliklarinin katkisi kesin bir
sekilde bilinmemekte birlikte anlamli bir katkisinin oldugu distiniilmektedir. Bu
olgularda yapilan galismalarda incelendiginde hem farkli tek gen hastaliklarmin IOHF’e
neden olabilecegi hem de bu hastaliklarin prognostik agidan farkliliklar tasidigi dikkat
cekmektedir. Hastaliklardan bazilar1 prenatal donemde letal seyretmekte iken bazilarinin
ise uzun donemde sadece hafif komplikasyonlara sebep oldugu goriilmektedir (11, 14-
16, 20-28). Bu sebeple olgulara tani konulmasi prenatal dénemde dogru kararlar
verilmesini ve perinatal donemde hizli ve efektif tedavi baslanmasini miimkiin

kilacaktir.

Bu bilgiler 1s18inda immiin olmayan hidrops olgulari, erken dénemde tespit

edilebilmesi, genetik tetkikler i¢cin uygun zaman sahip olmast ile tim ekzom dizilemenin



prenatal donemde uygulanmasi agisindan ilgi ¢eken bir konjenital anomali olmaktadir.
Immiin olmayan hidropsa neden olan genetik etiyolojilerin aydimlatilmasi ile genetik
testlerin daha hizli ¢aligmas1 ve maliyet avantajlar1 bulunan panellerin olusturulmasi
miimkiin olabilecektir. Bu sebeplerle immiin olmayan hidrops fenotipinde tiim ekzom
dizileme ile genetik etiyolojinin aydinlatilmasi uygun bir arastirma konusu olarak

goriilmektedir.

Yapilan ¢aligma ile rutin yontemler ile tan1 konulamamis, agiklanamayan, kotii
prognozlu IOHF olgularinda etiyolojide rol oynayan tek gen hastaliklarina tiim ekzom
dizileme ile tan1 konulmasi, tan1 konulamayan olgularinda in-silico fonksiyonel analizler
ile aday genlerin ve varyantlarin tespit edilmesi amaglanmistir. Bu amac ile IOHF bir
veya daha fazla patolojik siv1 toplanmasi olarak tanimlanmis ve ¢alismaya ense kalinlig
artis1 (>3.5 mm), kistik higroma, plevral efiizyon, perikardiyal efiizyon, asit, cilt ddemi
bulgularindan en az birine sahip diisiik veya 6lii dogum ile sonuglanmis olgular dahil
edilmistir. Tanisal olmayan karyotip analizi ¢alisma i¢in gerekli tutulmus ayrica hidrops
icin bagka bir tanisal patofizyolojinin varliginda (konjenital viral enfeksiyonlar, ikiz ikiz

transfiizyon sendromu, alloimmiinizasyon, vb.) olgular ¢aligmaya dahil edilmemistir.

Yapilan arastirma ile immiin olmayan hidrops fetalis olgularinda genetik
etiyolojinin agiklanmasi, aday genlerin bulunmasi, aday varyantlarin bulunmasi,
postnatal donemde fenotipi bilinen monogenik sendromlarin prenatal donemdeki
bulgular1 hakkinda fikir edinilmesi ve IOHF olgularinda tim ekzom dizilemenin
etkinligi hakkinda bilgi sahibi olunmasi hedeflenmistir. Elde edilen bulgular ile
olgularda dogru ve erken tan1 konulmasi ile prenatal ve perinatal donemin daha hizli ve
etkili bir sekilde yonetilebilmesi ayrica ailelere gebelikle ilgili daha dogru genetik

danisma verilebilmesi miimkiin olabilecektir.



2. GENEL BiLGILER

2.1 Prenatal Tam

Prenatal tani ilk olarak 1966 yilinda Steele ve Berg’in kiiltiire edilen amniyon
sivist hiicrelerinde fetal kromozomun saptanabilecegini gostermesiyle baslamistir (29).
Teknolojinin ve tibbin gelismesi ile fetal karyotipleme haricinde giinlimiizde prenatal
materyalden kromozomal mikrodizileme analizi ile genomdaki yapisal degisikliklerin
(CNV), dizileme calismalar1 ile niikleotid degisimlerinin, MLPA c¢alismalar1 ile

delesyon/duplikasyon degisimlerinin tespitleri miimkiin hale gelmistir.

Farkli genetik tetkikler kullanilarak yapilan prenatal tanm1 hastalikli ¢ocuk sahibi
olma riski tastyan c¢iftlere fetiisiin durumu hakkinda dogru bilgi vermek, ailenin kendi
etik, sosyal, kisisel alaninda karar vermesini kolaylastirmak, bu olgularda endiseleri
gidermek, psikolojik olarak hazirlamak ve dogru yonlendirmek, dogum sonrasi bakim
hazirh@ina yardimci olmak, fetiisiin prenatal tedavisine olanak saglamak, uygun
durumlarda anne ve fetiis yararina olacak sekilde fetal terminasyon yapmak, prenatal
tan1 sayesinde saglikli cocuk sahibi olabilme imkani1 vermek ayrica sonraki gebelikler ve
indeks vakanin akrabalari igin genetik risk degerlendirilerek genetik danigma vermek

amagclariyla kullanilmaktadir.

Belirtilen amaglarla yapilan prenatal taninin invaziv iglemler gerektirmesi, anne
ve fetlis i¢in belirli riskler tasimasi yapilan testler i¢in tan1 endikasyonlar1 olugmasini
gerekli kilmistir. Belirtilen amaclar dogrultusunda, “American College of Obstetricians
and Gynecologists’ Committee” tarafindan 6nerilen prenatal tan1 endikasyonlar1 asagida

belirtilmistir (30):

1. Ileri maternal yas (>35 yas)

2. Tarama testlerinde risk artisi
3. Fetal ultrasonografide anomali
4. Akraba evliligi

5. Ailede kalitsal hastalik dykiisii



6. Ebeveynlerde yapisal kromozomal anomali

7. Onceki gebeliklerde anomali dykiisii

8. Anomalili gocuga sahip olma

9. Gebelikte ilag kullanimi1

10. Gebelikte teratojen maruziyeti

11. Intrauterin enfeksiyon siiphesi

12. Non-invaziv yontemlerde tespit edilmis anormal sonucun dogrulanmasi

13. Onceki yapilan prenatal tani testinde basarisizlik/anormal sonucun

dogrulanmasi

Glinlimiizde yapilan rutin gebelik takiplerinin %2-5’inde beklenmeyen fetal
anomaliler saptanabilmektedir. Fetal anomali tespit edildiginde spesifik bir taniya isaret
eden bulgular veya aile Oykiisii yoklugunda siklikla kromozom analizleri veya
kromozomal mikrodizileme analizleri ¢alisiimaktadir. Bu yontemler ile ultrasonografide
fetal yapisal anomali tespit edilen fetiislerin %32’sinde klinigi aciklayabilen anormal
karyotip, %6’sinda ise patojenik CNV tespit edilebilmektedir (1, 31-33). Tam
konulamayan olgularin biliyiik ¢ogunlugunda ise altta yatan genetik etiyolojiden
siiphelenilmektedir. Genetik hastaliklarin gesitliligi, tiim genomu taramanin zorluklari,
mutasyon tiplerindeki farkliliklar, yol gosterici aile hikayesinin yoklugu fetal donemde
tan1 konulmasmi siklikla giiglestirmektedir. Altta yatan genetik sebebin tespit
edilememesi bu olgularda gebeligin yoOnetimini, perinatal yonetimi, aileye verilen

genetik danigmay1 zorlagtirmaktadir.
2.2 Dogum Oncesi Tam1 Endikasyonlar
2.2.1 ileri Anne Yasi

Prenatal test i¢in kabul edilen endikasyonlarindan biri ileri anne yasidir. Down
Sendromu basta olmak {izere trizomilerin anne yasi ile artan insidansi, ge¢cmiste
ilerlemis anne yasini en sik kullanilan prenatal tan1 endikasyonu yapmaktadir. Fakat
glinimiizde klinik kilavuzlar, non-invaziv testlerin klinik kullanimdaki basarisi

sebebiyle ileri maternal yasin andploidilere yonelik yapilan prenatal invaziv testler i¢in



tek basina endikasyon olarak kabul edilmesini dnermemektedir (34). Bunun yerine
giiniimiizde kabul edilen temel yaklagim non-invaziv testlerden biriyle gebelikte mevcut

riskin hesaplamasi ardindan uygun hastalara invaziv testin dnerilmesidir.
2.2.2 Tarama Testlerinde Risk Artisi

[lk trimestir tarama testi, gebeligin 10-13. haftalar1 arasinda yapilan, anne yas1 ve
kilosu, andploidi tanis1 konmus gebelik Oykiisii, maternal kanda tespit edilen B-hCG ve
PAPP-A seviyeleri ile NT ve Crown-Rump Length (CRL) Olgiimlerinin kombine
edilmesiyle mevcut gebelikte Trizomi 21 (Down Sendromu), Trizomi 18, Trizomi 13
hastaliklarinin riski hakkinda bilgi veren tarama testidir (35). Ilk trimestir tarama testi ile
sadece andploidi riski degil ayrica ektopik gebelik, diyabetik gebelik, intra-uterin
gelisme geriligi, preeklampsi, gebelik hipertansiyonu gibi gebeligin genel prognozunu

kotii etkileyen durumlar hakkinda da bilgi sahibi olunabilmektedir (36).

Ilk trimestir tarama testinde trizomi riski 1/300’iin iizerinde tespit edilen
gebeliklerde fetal karyotipleme yapilmasi onerilmektedir (37). Fetal karyotipleme i¢in
Onerilen invaziv girisimin tipi gebeligin zamani, plasentanin durumu, yapilmasi
planlanan ek genetik testlerin varligi 1s183inda KVO, amniyosentez ya da kordosentez

olabilmektedir.

[lk trimestir tarama testlerinin ¢ogul gebeliklerde de kullanimi miimkiin olmakla
birlikte risk siniflamasinda invaziv girisim i¢in alinacak cut-off degeri halen net degildir
ve tartisilmaktadir. Bu degerin 1/300 olarak belirlenmesi durumunda testin andploidi

sensitivitesi %75-100, yanlis pozitiflik orani ise %6,9-7 araliginda olmaktadir (38).

Birinci trimestir taramalarinda andploidik fetiislerin  serum  markirlari
incelendiginde Down Sendromlu fetiislerde normal popiilasyona gore artmis maternal
serum BIThCG (>2 MoM) ve azalmis PAPPIJA (<0,6 MoM) degerleri, Edwards ve
Patau Sendromlarinda ise azalmis B[ThCG (<0,5 MoM) ve azalmis PAPPIJA (<0,6
MoM) olctimleri gézlemlenmektedir (39). Risk hesaplamasinda kullanilan diger
parametreler olan anne yasi ve NT ol¢iimlerinde, her iki parametredeki artis trizomik

fetiis riskini logaritmik olarak arttirmaktadir (40).



Ikinci trimestir tarama testleri ise ii¢lii ve dortlii tarama testlerini icermektedir.
Dortlii tarama testinde maternal kandan ol¢iilen serum AFP, serbest estriol, beta HCG ve
dimerik inhibin A seviyeleri, maternal yas, kilo, 1k, diyabet ve gebelik pluritesi ile
kombine edilmektedir (39, 40). Buna karsin ti¢lii tarama testinde serum AFP, serbest
estriol, beta HCG &l¢iimleri kullanilmaktadir. Uglii tarama testlerinin Down Sendromu
icin dortli tarama testlerinde daha diisiik sensiviteye sahip oldugu bilinmektedir (41).
Uclii tarama testlerinin Down Sendromlu fetiislerin %69’unu tespit edebildigi
gosterilmisken, inhibin-A’nin eklenmesi ile yapilan 4’lii tarama testinde bu oranin %81

oldugu tespit edilmistir (39).

Ikinci trimestir taramalarinda sonucunda mevcut gebelik icin Down Sendromu,
acik noral tiip defektleri ve Trizomi 18 riskleri hesaplanmaktadir. ikinci trimestir tarama
testleri gebeligin 15.-22. haftalarinda yapilmasi miimkiin olsa da ideal zamanin noral tiip
defektlerinin de tespiti icin 16.-18. haftalar arasinda oldugu belirtilmektedir. ikinci
trimestir taramalarinda Slgiilen analitlerde agik noral tiip defektlerinde izole maternal
serum AFP diizeyi yiiksekligi, Down Sendromlu fetiislerde maternal serum AFP ve
serbest estriol diizeyi dustikligi ile beta HCG ve inhibin-A artisi, Edwards
Sendromunda ise maternal serum AFP, serbest estriol, beta HCG degerlerinin diistikliigii

gozlemlenmektedir (39).
2.2.3 Fetal Yapisal Anomaliler

Ultrasonografi fetal malformasyonlarin tespitinde kullanilan temel goriintiileme
yontemlerinde biridir. Fetal anomali taramasinda kullanimi 1950’11 yillarin sonlarinda
baglamistir (42). Gilivenli bir inceleme yontemi olan bu yontem gebelik takiplerinde
gebeligin - 11-14’lincii  haftalart  ile 18-22°nci  haftalarinda  uygulanmaktadir.
Ultrasonografik degerlendirme sirasinda fetiisiin i¢ ve dis anatomisi incelenir. Amag
sadece major/mindr malformasyonlarin saptanmasi degil ayni zamanda kromozom

anomalisi veya genetik hastaliklara isaret eden hafif markir’larin da tespit edilmesidir.

Tiim popiilasyonda yapilacak rutin ultasonografi taramalarinin ¢ogu major fetal

malformasyonlar tespit edebilecek potansiyele sahiptir. Bu sebeple “Royal College of



Obstetricians and Gynaecologists” tiim obstetrik departmanlarinin  fetal tarama
yapabilecek ultrasonografi cihazlarma ve egitimli personele sahip olmasini ayrica tim
toplumda fetal ultrasonografi ile major ve mindr anomaliler i¢in taramalar yapilmasin
onermektedir (43). Uluslararasi Obstetrik ve Jinekoloji Ultrasonografi Dernegi (ISUOG)
ise fetal ultrasonografi taramalarinin gebeligin ikinci trimestirinda yapilmasini
onermektedir (44). Tiirkiye’de Saglik Bakanligi tarafindan 6nerilen ideal zaman ise 18-

24. gebelik arasindadir (45).

Ultrasonografi gebelik Oncesi hem tarama hem de tan1 amagh olarak
kullanilabilmektedir. Gebeliklerin USG ile yapilan takiplerinin perinatal mortaliteyi
azalttig1 bilinmektedir. Fetiisiin gelisiminin takip edilmesi, muhtemel biytkligi
hakkinda bilgi sahibi olunmasi, plasenta ve amniyon sivisi ile ilgili patolojilerin tespit
edilebilmesi, dogum sekli ve tahmini dogum zamam gibi bilgilerin elde edilmesi
sayesinde USG incelemelerinin perinatal morbidite ve mortaliteyi azalttig1 gosterilmistir
(46, 47). ideal bir prenatal USG muayenesi; kardiyak muayene, fetiis sayis1, fetal hafta
ve fetiis biiyiikligi, fetiisiin anatomisi, plasenta goriinlim ve yerlesimini igermektedir

(48, 49).

Konjenital anomaliler, fetiisiin yapi, sekil ve fonksiyonlarinin bir parcasi veya bir
kisminda olan, standardin disinda sapmay: tarifleyen ve dogum esnasinda tespit
edilebilen gelisim kusurlaridir (50). Fetal anomaliler gebeliklerin %2-5’inde tespit
edilmekte ve perinatal dliimlerin %20’sinden sorumlu tutulmaktadir (51, 52). Gebelik
prognozu tespit edilen anomaliye, izole/multip] olmasina ve altta yatan genetik

etiyolojiye bagl olarak degismektedir.

Gebelik takiplerinde NT artis1 bakist gebeligin ilk trimestirinda, fetal yapisal
anomali bakis1 ise gebeligin ikinci ve lcilincli trimestirlarinda TV-ultrasonografi ile
yapilmaktadir. ideal taramalar ise fetiis 28-30 haftalikken yapilabilmekte fakat fetal
ultrasonografinin zamani ayni zamanda obezite gibi fetiisiin net olarak goriilmedigi
durumlarda da degismektedir. Fetal yapisal anomali ultrasonografisi sirasinda once fetal
biyometri 6l¢iimleri ardindan majér anomali taramasi ardindan mindr anomali taramalari

yapilmaktadir (53). Fetal ultrasonografide tespit edilen normal dis1 bulgular fetal



andploidi saptama oranlarindaki farkliliklar sebebiyle major ve mindr anomaliler olarak
ikiye ayrilir. Minor anomali ya da soft marker olarak tanimlanan bulgular beraberinde
kromozomal  defektin  yoklugunda  ¢ogunlukla  fetiiste  saglik  problemi
olusturmamaktadir. Major fetal yapisal anomaliler ise trizomili fetlislerin %25’inde
ikinci trimestirda yapilan ultrasonografik taramalarda tespit edilmektedir (54). Minor
fetal yapisal anomalilerden biri olan ense saydamliginin artis1 (3,5 mm’den fazla veya
NT CRL’ye gore 99. persentilin iizerinde) izole tespit edildiginde bile prenatal tani i¢in
girisim endikasyonu olusturmasi sebebiyle dikkat ¢ekmektedir (35).

2.3. Dogum Oncesi Tam Yéntemleri

Genetik hastaliklarin ve konjenital malformasyonlarin dogum Oncesi tespiti

invaziv ve non-invaziv yontemler ile miimkiin olabilmektedir.

Fetiisiin ultrasonografik olarak goriintiilenmesi ve anne karninda fetiis hakkinda
bilgi veren maternal serumda 6lgiilen AFP, beta HCG gibi analit seviyelerine bakilmasi
non-invaziv yontemler olarak adlandirilmaktadir. Bu yontemler fetiis veya anne aday1
icin  herhangi  bir risk tasgimamasi  sebebiyle gebeliklerin  bir¢ogunda
uygulanabilmektedir. Fetiise ait hiicrelerin alinip direk incelenmesi prenatal invaziv
yontemleri olusturmaktadir. Invaziv yontemlere 6rnek olarak koryon villus 6rneklemesi
(KVO), amniyosentez, kordosentez, preimplantasyon genetik tanm1 ve fetal deri,
karaciger, kas, bobrek biyopsileri verilebilir. Bu yontemler fetlis ve anne i¢in, ayr1 ayri
yonteme spesifik farkli riskler tasimaktadir ve bu sebeple genellikle riskli gebeliklerde

uygulanmaktadir.
2.3.1. Koryon Villiis Orneklemesi (KVO)

Koryon villiis 6rneklemesi 10 ile 13’tincii haftalar arasinda gerceklestirilen
transabdominal veya transservikal yol ile koryonik villuslardan 6rnek alinmasi islemidir.
Koryonik villuslar ekstra-embriyonik trofoblastlar tarafindan meydana getirilir ve fetiis
ile ayn1 genetik yapiya sahiptir. Koryon villiis 6rneklemesi yontemi ilk defa Jan Mohr

tarafindan 1968 yilinda tarif edilmis ve uygulanmistir. Fakat rutin uygulanan bir



yonteme déniismesi 1983 yilinda Simoni ve arkadaslarinin KVO hiicrelerinde direk
kromozom analizi yontemini gelistirmesi ve hiicre kiiltlir kosullarinin yeterli diizeye

gelmesi ile doniismiistiir (55).

Birinci trimestir KVO yonteminin amniyosenteze kiyasla temel avantaji,
gebeligin erken doneminde hizli tan1 saglamasi, bu sayede klinik yonetim ve
terminasyon kararinin ¢ok daha erken verilebilmesidir. Bu sayede tan1 6ncesi gegen siire
azalmakta ve terminasyon karari eger verilecekse ikinci trimestirin basinda

verilebilmektedir.

KVO yénteminin karyotipleme veya kromozomal mikrodizileme basarisinin
amniyosentez ile ayn1 (>%99) oldugu bilinmektedir. Fakat KVO 6rneklerinin %]1’inde
kromozomal mozaisizm nedeniyle belirsiz sonuglar elde edilebilir. Bu belirsiz sonuglar
plasentada goriilen mozaisizm veya Kkiiltiir kosullarinda olusan psédo-mozaisizm
kaynakli goriilebilmektedir. Kromozomal mozaisizm tespit edilen olgularin %10-
40’1nda tespit edilen mozaisizmin fetiiste de oldugu tespit edilmistir (56, 57). Bu sebeple
KVO &rneklemesi sonrasi mozaisizm tespit edilen olgulardan gebelik haftasia uygun

olarak yeniden fetal drnek alinmasi 6nerilmektedir.

KVO ile alinan materyaller sonras1 goriilen komplikasyonlarin basinda abortus
gelmektedir ve riski islem basina 1/300-1/500 arasindadir. Bu oran amniyosentezde
gbzlemlenen gebelik kaybr ile yaklasik benzerdir (58). ilk raporlarda uzuv rediiksiyonu
gibi dogumsal anomalilerde artis tespit edilmis olsa da giintimiizde 10 hafta sonrasinda
ultrasonografi esliginde yapilan KVO’lerin olusturdugu biiyiik serilere sahip

arastirmalarda bu risk gézlemlenmemistir (59, 60).
2.3.2. Amniyosentez

Invaziv testlerden bir digeri olan amniyosentez, transabdominal olarak amniyon
kavitesine igne ile girilerek amniyon sivisindan 6rnek alinmasi islemidir. Obstetride ilk
defa polihidramniosun dekompresyonu amaciyla kullanilmistir. Daha sonra, Rh
uygunsuzlugu olan hastalarda tan1 koymak ve prognozu belirlenmesi i¢in kullanilan

amniyon bilirubin degerlerinin tespiti amaciyla da amniyosentez uygulanmistir (61).
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Amniyosentez islemi tipik olarak gebeligin  16-20°nci  haftalarinda
uygulanmaktadir. Gebeligin bu haftalarinda amniyon sivi miktari, viabl/nonviabl hiicre
oran1 idealdir. Amniyon sivist kiiltiire edilebilen, boliinebilen fetal hiicrelere sahip
oldugundan amniyosentez ile alinan 6rnekten karyotipleme yapilabilmekte ayrica elde
edilen fetal DNA’dan dizileme analizleri ve MLPA gibi diger genetik tetkikler de
calisilabilmektedir.

Amniyosentezin komplikasyonlar1 incelendiginde major komplikasyonun diisiik
riski oldugu goriilmektedir. Amniyosentez sonrasi gebelik kaybi ihtimali islem basina
1/300 ile 1/500 arasindadir. Daha nadir olarak amniyon siv1 kacagi, enfeksiyon ve fetal
yapilarin igne ile zarar gérmesi gibi baska komplikasyonlar da goriilebilmektedir.
Giiniimiizde erken amniyosentez (10-14. gebelik haftalarinda) 6nerilmemektedir. Bu
haftalarda amniyosentez yapilmasi: durumunda amniyon kagagi, spontan diisiik, talipes
equinovarus risklerinin 16-20. gebelik haftalarinda yapilan amniyosenteze goére daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir (62). Bu sebeple erken donemde amniyosentez yerine

giiniimiizde koryon villus 6rneklemesi onerilmektedir.
2.3.3. Perkutan Umblikal Kord Kam Orneklemesi (Kordosentez)

Fetal umblikal vene ultrasonografi esliginde girilerek fetal kord kani 6rneginin
almmasina kordosentez ismi verilmektedir. Kordosentez isleminde alinan materyalden
yapilan hiicre kiiltiiriinde fetal lenfositler ¢ogalmaktadir. Ozellikle ileri gebelik
haftalarinda fetal karyotipleme ve hizli tan1 amaciyla kullanilmas: diginda amniyosentez
veya KVO sonras! tespit edilen mozaisizmin degerlendirilmesi i¢in de kullanilmaktadir.
Prenatal genetik tam haricinde ayrica fetal anemi, trombositopeni, intrauterin
enfeksiyonlarin tespitinde ve ikizden ikize transfiizyon gibi durumlarda da kullanimi

mevcuttur.

Islemin en sik komplikasyonu fetal kayiptir. Fetal kayip genellikle igne giris
bolgesindeki kanama, hematom, ciddi bradikardi ve erken membran riiptiirii nedeniyle
goriilebilmektedir. Kordosentez islemi sonrasi fetal kayip oranlar1 yapisal anomalilerin

tespit edilmedigi bir fetiis i¢cin yaklasik %1 olarak hesaplanmaktadir (63). Bu oran
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kordosentez endikasyonu ile degisebilmektedir. Yapisal anomali, agir intrauterin
gelisme geriligi veya hidrops tespit edilen fetiislerde daha yiiksek fetal kayip oranlari
(swrasiyla %4, %14, %25) bildirilmistir (64). Bu durum fetal kayip oranlarinin uygulanan

prosediiriin endikasyonuna bagli degisebilecegini gostermektedir.
2.4. Ense Kalinhg1 Artis1 ve Kistik Higroma
2.4.1. Tamim ve Epidemiyoloji

Fetal ultrasonografi rutin olarak gebelik takiplerinde kullanilan o&zellikle
gebeligin erken haftalarinda fetiisiin saglig1 hakkinda bilgi veren bir yontemdir. Nukal
translusensi ise birinci trimestirda transvajinal veya transabdominal ultrasonografi ile
tespit edilebilen, ensenin arka tarafinda biriken siv1 olarak tanimlanmaktadir. Stvinin
septali olup olmamasi, viicudun bir tarafini veya tamamini zar gibi sarmasi durumunda
terminoloji degismemekte ve yine nukal translusensi olarak adlandirilmaktadir. ilk defa
Nicolaides tarafindan 1992 yilinda Down Sendromu i¢in prenatal tarama belirteci olarak
onerilmistir (65, 66). Fetal NT ol¢iimleri CRL ile korele olarak artmaktadir ve her
Olciimde standart sapmaya bagli olarak gebeligin tespit edilen risk degeri degismektedir
(67-69). Nukal translusensi normal bir gebelikte siklikla ilk trimestirda goriiliip, ikinci
trimestirda kaybolmaktadir (70). Daha nadir olarak ise nukal translusensi persiste
edebilir, normal Ol¢limlerine disina c¢ikabilir, hidropslu/hidropssuz kistik higromaya

veya hidrops fetalis klinigine ilerleyebilir.

Artmig ense kalinligi 10-14’tincti haftalarda “Fetal Medicine Foundation”
tarafindan belirtilen protokol ile 6l¢iilen NT nin 3,5 mm’nin iizerinde olmasi veya CRL
ya da gestasyonel haftaya gore alinan popiilasyon dagilimlarinda 95’inci persentilin
istiinde olmasi olarak tanimlanmaktadir (71, 72). Tiim fetiislerin %5’inde artmis ense
kalinligr tespit edilmektedir. Artmis ense kalinliginin yapilan ¢alismalarda kromozomal
anomaliler, fetal yapisal anomaliler ve 150’den fazla farkli genetik sendromla iligkili
oldugu gosterilmistir (73). Bu durum o6nce kromozomal anomaliler ile NT artisinin
arasindaki korelasyon caligmalart ile ortaya konmus ardindan devam eden c¢aligmalarda

anne yasi ve NT Ol¢iimii hesaba katilarak gebeligin kromozomal anomaliye sahip olma
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riskleri hesaplanmistir (66). Mevcut gebelikteki kromozomal anomalilerin tespit edilme
riski NT kalinlig arttikga logaritmik olarak artmaktadir (74). Kromozomal anomalilerin
haricinde ense kalinlifi artisinin etiyolojisinde fetal kardiyovaskiiler ve pulmoner
defektler, iskelet displazileri, diyafram hernisi, konjenital enfeksiyonlar, metabolik
hastaliklar, hematolojik hastaliklar ve Jarcho—Levin Sendromu, Smith—Lemli—Opitz

Sendromu, Stickler Sendromu gibi ender genetik sendromlar da bulunmaktadir (75-77).

Ense kalinligr artis1 varligt ve kantitatif degeri fetiis i¢in c¢esitli riskler
olusturmaktadir. Yapilan ¢alismalar incelendiginde andploid fetiis ihtimalinin Ol¢iilen
NT ile iliskisi 3,0-3,4 mm, 3,5-4,4 mm, 5,5-6,4 mm ve >8,5 mm degerleri i¢in sirasi ile
%7, %20, %50 ve %75 olarak tespit edilmistir (78). Diger bir etiyolojik sebep olan fetal
yapisal anomalilerin ise NT artisina sahip fetiislerin %4 ile %10’unun da
goriilebilmektedir (79, 80). Ayrica karyotip analizinin normal tespit edildigi, ek fetal
anomalilerin goriilmedigi durumlarda dahi NT artisina sahip fetiislerin kotii obstetrik
prognoza sahip oldugu bilinmektedir. Ilk trimestir NT mesafesi 3.5-4.4 mm olan
fetiislerin %70°1 iyi prognoza sahipken, NT dl¢limleri 5.5-6.4 mm olan fetiislerin sadece
%30’unda iyi prognoz tespit edilmistir (81). Bu bilgiler 1518inda yine de ense kalinligi
tespit edilmis fetiislerin bir kisminin 14. hafta doneminde spontan olarak resolve

olabilecegidir (82, 83). Bu durumun neden oldugu ve 6nemi halen netlestirilememistir.

Bu bilgiler 1s18inda artmis ense kalinligi heterojen bir hasta popiilasyonunu
olusturmakta ve ilk tespit edilen ense kalinligi artisinin prognozunu belirlemek
giiniimiizdeki kullanilan ultrasonografi ve prenatal non-invaziv yontemler ile miimkiin

olmamaktadir (75, 76, 84).
2.4.2. Genetik

Artmig ense kalinligimin konjenital kalp hastalig1 basta olmak iizere fetal yapisal
hastaliklar, genetik bozukluklar, artmis andploidi riski ve intrauterin 6lim ile iliskisi

bilinmektedir.

Ayrica diisiik, fetal olim ve fetal anomali prevalansmin NT artist ile

eksponansiyel olarak arttigi bilinmektedir (85). Konjenital anomaliler, kromozomal
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anomaliler, metabolik hastaliklar gibi farkli hastaliklarin ortak bir bulgusu olmasi ve bu
hastaliklarin ¢ogunlukla noro-gelisimsel defektler ile ilerlemesi, saptanilan NT artiginin
etiyolojisinin belirlenmesini gerekli hale getirmektedir. Bu durumlar disinda NT artisi,
spontan olarak 14. hafta civarinda kaybolabildigi bilinmektedir fakat gerileyen NT
artisginin klinikteki onemi heniiz aydinlatilamamustir (82). Hastalarin heterojen bir
topluluk olusturmasi, NT artis1 ile takip edilen fetiislerin klinik triyajinin ne siklikla
takip edilecegi, tedaviye ne zaman alinacagi veya ailelere yasal olarak ne zaman

terminasyon hakki taninacagi kararlarini zorlastirmaktadir.

Bu bilgiler 1s1ginda olgulara tani konulmasi amaciyla yapilan tiim ekzom
dizileme caligmalar1 fetal yapisal anomalilerde genetik hastaliklarin tani alma ihtimalini

artirmaktadir.

Ense kalinhig artis1 tespit edilen fetlislerde daha Once yapilan calismalarda
100°den fazla gelisimsel ve genetik sendrom tespit edilmistir (86, 87). Ornegin
RASopatiler ve farkl iskelet displazi ¢esitleri in utero olarak tami1 alabilmektedir ve bu

hastalarin tiim ekzom dizileme ile tespiti miimkiindiir (88-91).

Yapilan c¢alismalar incelendiginde NT artisina sebep olan genetik hastaliklar
icerisinde sik tespit edilenlerin Konjenital Adrenal Hiperplazi, 22q11 Mikrodelesyon
Sendromu, Noonan Sendromu, Smith Lemli Opitz Sendromu, Fetal Akinezi
Deformasyon Sekansi (Pena-Shokeir), Multiple Pterygium Sendromu (Escobar
Sendromu), Fanconi Pansitopeni Sendromu, Kamptomelik Displazi, VACTERL
Asosiasyonunu oldugu goézlemlenmistir (92-96). Bu genetik sebepler icerisinde Noonan
Sendromunun en sik tespit edilen tek gen hastaligi oldugu goriilmektedir. NT artis1 tespit
edilen olgularda yapilan sekans analizlerinde Noonan Sendromunun tani oram1 %10’a

ulasabilmektedir (96-98).

Artmis ense kalinligina sahip fetiislerde tek gen hastaliklarinin tespitini saglayan
tim ekzom caligsmalar1 glinlimiiz literatlirtinde kisithi yer tutmaktadir ve daha fazla
calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Lord ve ark. 2019 da yaptig1 kapsamli bir ¢alismada
ense kalinlig: ile iligkili klinik olarak tan1 koydurucu degisimler KIAA40586, ROBOI,
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KMT2D, NRAS, PTPNI11, KMT24, MIDI1, PTPNI1, SLC9A46 genlerinde tespit edilmistir
(99). Petrovski ve arkadaslarinin yaptig1 59 fetiistin dahil edildigi bir diger arastirmada
RERE ve FLVCR?2 genlerinde cergeve kaydiran mutasyon, RI77 geninde missense
degisim tespit edilmistir (100). Her iki ¢alismada da ense kalinligi artis1 saptanan
fetiislerde rasopati ile iligkili genlerde patojen degisimler tespit edilmistir. Bu

arastirmalarin kombine tan1 orani %2,6’dur.

Yang ve arkadaglarinin yaptig1 73 olgunun dahil edildigi baska bir ¢caligmada ise
SETD?2 geninde nonsense bir varyant, TMEM?231 geninde bilesik heterozigot biri splice
bozan digeri nonsense iki varyant, PTPN1I geninde nonsense bir varyant, RAF] geninde

nonsense bir varyant tespit edilmistir. Yapilan ¢calismada tani oran %35,5’tir (101).

Choy ve arkadaslarinin yaptig1 50 fetal olgunun ile yapilan ¢alismada 7 vakada
patojen/muhtemel patojen degisimler saptamistir. Bu degisimler ARMC4, ANKRDI1,
GATA4, NSD1, BRAF, COL2A1, KMT2D genlerinde tespit edilmis ve fetiislin klinigi ile
iliskilendirilmistir (102).

Xue ve arkadaslarimin yaptigt kromozom mikrodizileme analizi normal
saptanmig, 10-13. haftalarinda, izole ense kalinlig1 saptanmis 23 fetiis ise SOSI, ECE1
ve PIGN genlerinde tan1 koydurucu patojen genetik degisim tespit edilmistir (103).

Fetiiste tespit edilen ense kalinligi artis1 genetik hastaliklar icerisinde kalitsal
metabolik sendromlar ile de iliskilendirilmistir (104-106). Biasio ve ark. yaptigi
calismada artmis ense kalinligi konjenital adrenal hiperplazi tanili 8 fetiiste, Zellweger
Sendromuna sahip 8 fetiiste, Mukopolisakkaridoz tip 7’ye sahip 2 fetiiste, Smith-Lemli-
Opitz Sendromu tespit edilmis 6 fetiiste, GM1 Gangliosidozis’e sahip 1 fetiiste, D
Vitaminine Direngli Rikets’li bir fetiiste, Uzun Zincirli 3-hidroksiasil KoA Dehidrojenaz

(LCHAD) eksikligine sahip bir fetiiste tespit edilmistir (107).
2.4.3. Patogenez

NT artist ile iligkili durumlarin ¢oklugu, altta yatan mekanizmanin tek bir

etiyolojik nedenden kaynaklanmadigimi ve birden fazla durumun ense kalinligi artist
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bulgusuna sebep oldugunu diisiindiirmektedir. Alta yatan patogenez kardiyak
malformasyon ve disfonksiyonlar, bas ve boyun bolgesindeki vendz konjesyon, hiicre
dis1 matriks degisiklikleri, lenfatik damar hipoplazisi ve konjenital fetal enfeksiyon

basliklar altinda incelemek incelenebilmektedir.
2.4.3.1. Kardiyak Malformasyon ve Disfonksiyonlar:

Gebeligin 10 ile 14. haftasinda ense kalinlig1 artis1 sebebiyle takip edilen ve
cerrahi olarak sonlandirilan 112 kromozomal anomalili fetiis Hyett ve arkadaglari
tarafindan incelendiginde, vakalarin biliylik kisminda kardiyak veya biiyiikk arter
anomalilerinin bulundugu tespit edilmistir (108). Yapilan c¢alismada kromozomal
hastaliklarda sik tespit edilen kardiyak ve biiylik arter anomalileri Trizomi 21 i¢in ASD
ve VSD; Trizomi 18 i¢in VSD ve polivalviiler anomalileri; Trizomi 13 i¢in ASD, VSD,
valviiler anomaliler ve isthmus/trunkus arteriosus darligi;; Turner Sendromu igin tiim
aortik arkin darligidir. Ayrica Trizomi 21,18,13 ve Turner Sendromlu fetiislerde aortik
isthmusun normal fetiislere gore anlamli olarak daha dar oldugu tespit edilmis ve NT
Ol¢limii ne kadar yiiksekse darligin o kadar fazla oldugu saptanmistir. Bu bilgiler goz
oniinde bulundurularak Hyett ve ark. tarafindan Trizomi 21, 18, 13 ve Turner Sendromlu
fetiislerde tespit edilen ense kalinlig1 artisinin aortik istmus darligina bagli oldugu 6ne
sirtilmistiir. Trizomi 21 ve Trizomi 18’1 fetiislerde aortik istmus darlig1 asendan aortun
geniglemesiyle birlikte gozlemlenmektedir. Asendan aortanin genisligine bagli olarak
bas ve boyun bolgesine giden kan akisinin damar ¢apina bagli artmasinin, bu bolgede
olusan 6demi agiklamasinin muhtemel olabilecegi belirtilmistir. Gebeligin ilerlemesiyle
aortik istmus capinin, aort kapagi ve distal duktus c¢aplarindan daha hizli artmasi
hemodinamik instabilitenin diizelmesini saglayabilir (109, 110). Vaskiiler direncin
Hagen—Poiseuille denklemince (V = n p 4 / 8 1 1) yar1 ¢apin 4. kuvvetinin alinmasi
temel alindiginda damar yarigapinda olan ufak degisiklerin bile direng iizerine yaptigi
biiyiik etki, 14. haftadan sonra azalan veya Olciilemez hale gelen NT kalinliginda rol
oynuyor olabilir. Bu hipotez, Down Sendromlu fetiislerin takiplerinde gozlemlenen, 11.
gestasyonel haftada fetiislerin %70’inde tespit edilen ense kalinlig artisinin 20. haftaya

gelindiginde vakalarin sadece %30’unda tespit edilmesini agiklamas1 miimkiindiir. Fakat
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Trizomi 13 ve Turner Sendromu kromozomal anomalilerine sahip fetiisler
incelendiginde isthmus darligina asendan aort genisliginin eslik etmedigi aksine
fetiislerde asendan aortanin daraldigi goriilmektedir. Bu fetiislerde tespit edilen ense
kalinligr artist bas boyun bolgesi perfiizyon artis1 ile iliskilendirilmesi bu nedenle
miimkiin olmamaktadir (108). Bu iki sendromdan Turner Sendromlu fetiislerin internal
juguler vene lenfatik akisin bozulmasi sebebiyle genislemis jugular lenfatik keselere
sahip olmasi ense kalinligi artisinin altta yatan sebebi olarak Onerilmektedir (108).
Ayrica bu olgularda tespit edilen aort koarktasyonu, kardiyak sol ¢ikim obstriiksiyonu
benzeri kardiyak malformasyonlarin genislemis intratorasik lenfatik kanallarin asendan
aorta baski yapmasi sonucu kalp iizerinde olusturduklar1 hemodinamik etkiler nedeniyle
ortaya ciktig1 dusiiniilmistir (111). Bu sebeplerle 10-14 gebelik haftalarinda tespit
edilen artmis ense kalinlig1 Hyett ve ark. tarafindan major kardiyak defekt icin tarama

endikasyonu olarak onerilmistir (76, 84).

Ense kalinlig1 artis1 ve kardiyak malformasyon arasindaki iliski incelendiginde
normal karyotipe sahip fetiislerde kardiyak malformasyon riskinin dl¢iilen ense kalinlig
ile dogru orantili logaritmik arttig1 goriilmektedir. Yapilan bir¢ok farkli ¢aligmadan
kombine edilen veriler incelendiginde major kardiyak defekt prevalansinin NT <3,5 mm
olan fetiislerde %1-2, NT 3,5-44 mm olan fetiislerde %3, NT 4,5-5,4 mm olan
fetiislerde %7, NT 5,5-6,4 mm olan fetiislerde %20, 6,5 mm ve {izerinde Ol¢iilen

fetiislerde ise %30 oldugu gozlemlenmistir (84).

Bu bilgiler 1s181nda yine de biiylik arter anomalileri ve yapisal kardiyak defektler
ile artmis ense kalinlig1 arasindaki iliskiye ait kanitlar yetersiz goriinmektedir. Huggon
ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada normal, NT artis1 tespit edilmis ve kromozomal
anomali tespit edilmis fetiislerde miyokardiyal performans indeksi, atrioventrikiiler E ve
A dalgalarmin zirvelerindeki akis hizlar1 fetal ekokardiyografi ile incelenmis ve
kardiyak disfonksiyonun ense kalinlig1 artisina sebep olabilecegine yonelik herhangi bir
kanit elde edilememistir (112). Haak ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bagka bir
calismada ise ense kalinlig1 artis1 olan fetiisler ile normal fetiisler karsilastirilmis ve

intrakardiyak kan akis hizlarinda herhangi bir fark gézlemlenmemistir. Yapilan ¢aligma
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sonucunda ortak patofizyolojik yolagin ense kalinlig1 artisinin yaninda kardiyovaskiiler

malformasyonlara da sebep oldugu 6ne siiriilmiistiir (113).
2.4.3.2. Bas ve Boyun Bolgesinde Venoz Konjesyon:

Ense kalinlig1 artisina etiyolojisinde rol oynadigi diisiiniilen etmenlerden bir
digeri bas ve boyun bolgesindeki vendz konjesyon teorisidir. Mediastinal basing artisina
bagli vendz doniisiin azalmasi nedeniyle NT artisinin gerceklestigi ileri siiriilmektedir
(114-116). Bu duruma sebep olabilecek durumlara 6rnek olarak diyafram hernisi,
0zofageal atrezi ve iskelet displazileri verilebilir. Konjenital diyafram hernisi sonucunda
abdominal organlarin mediastene hernisi intratorasik basing arttirmakta ve bu durum
bozulan vendz doniis sonucunda ense kalinhigi artisi ile sonuclanmaktadir (116).
Ozofagus atrezisi hastalarinda ise atrezik kismin distansiyonu bas ve boyundaki biiyiik
damarlara baskisi sonucu vendz konjesyona sebebiyet verdigi diisiiniilmektedir (115).
Bir diger ornek olan iskelet displazilerinde toraksin biiyiimesindeki problemlerin neden
oldugu intratorasik basing artisinin ense kalinligi artigina yol agtigi one siiriilmektedir

(117).

Diyafram hernisi olan vakalarin %40’inda obstetrik takipler sirasinda 10 ile
14’iincii haftalar arasinda NT kalinlig1 artis1 tespit edilmektedir (116). Gozlemlenen NT
artisinin in utero ex olan fetiislerin %80°nin goriilmesi, doguma ilerleyen fetiislerin ise
%20’sinde gbzlemlenmesi, ense kalinlig1 artisinin olusan herniasyonun agirligi hakkinda
bilgi verici olabilecegini isaret etmektedir. Bu vakalarda uzun siire devam eden artmig
intratorasik basin¢ pulmoner hipoplaziye de sebebiyet vermektedir. Bu durum 6zellikle
in utero ex olan fetiislerde NT artiginin daha sik tespit edilmesini agiklayabilir. Iyi
prognozlu diyafram hernilerinde ise viseral herniasyonun gebeligin 20. haftasi gibi daha
ileri donemlerde gozlenmesi, pulmoner fonksiyonun korunmasmma ve NT artis
goriilmemesini aciklayabilir (118). Alternatif bir diger hipotez ise, tiim diyafram hernisi
vakalarinda, 11. hafta itibariyle intratorasik herniasyon oldugu, ancak artmis ense
kalinliginin yalnizca pulmoner hipoplaziye neden olacak kadar siddetli akciger

kompresyonu olanlarda goézlemlendigidir.
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Ense kalinligr artis1 iskelet displazilerinin tiim tiplerinde gézlemlenmemektedir.
Bu fenotip torasik biiylimenin etkilendigi ve buna bagli intratorasik basincin arttigi
iskelet displazilerinde daha sik tespit edilmektedir. Ense kalinlig1 artiginin bu olgulardaki
tespiti, iskelet displazilerindeki patofizyolojinin genellikle intratorasik basing artigina
bagli gelisen bas ve boyun bolgesindeki vendz konjesyon ve/veya kardiyak
disfonksiyona bagli olabilecegini diisiindiirmektedir (117). Fakat dar toraks
gozlemlenmeyen iskelet displazilerinde de ense kalinligi artis1 tespit edilmektedir.
Ornegin osteogenezis imperfekta olgularmda dar toraks goriilmemekle birlikte ense
kalinligr artisinin  saptanmasi miimkiindlir. Bu olgularda ense kalinlig1 artigina
ekstraselliiler matriks kompozisyonundaki degisimlerin neden oldugu diisiiniilmektedir.
Dar toraks gozlemlenmeyen iskelet displazilerinde de ense kalinligi artist bulgusunun
saptanmas1 altta yatan birden fazla patofizyolojik yolaga isaret etmektedir.

Patofizyolojinin agiklanabilmesi i¢in daha fazla caligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
2.4.3.3. Hiicre Dis1 Matriks Degisiklikleri:

Ekstraselliiler matriks hiicrelerin arasinda bulunan, dokuda bulunan hiicrelere
fiziksel destek saglayan yapi olarak tanimlanmaktadir. Bu yapi1 hiicrelerin farklilagsma,
proliferasyon, go¢, tutunma ve difiizyon fonksiyonlarinin gerceklesmesi i¢in gereklidir.
Ayrica bu yap1 biiyiime faktorleri gibi hiicre i¢in hayati onem tasiyan maddeler i¢in depo
gorevi de gormektedir. Ekstraselliler matriks bulunan ana biyomolekiiller
proteoglikanlar, glikozaminoglikanlar ve kolajenlerdir. Hiicreler ise bu matrikse ve
birbirlerine integrin grubu molekiiller ile baglanirlar (fibronektin, laminin vb.).
Ekstraselliiler matriksi olusturan yapilardan bazilar1 yiizey reseptorii olarak da gorev
yapmaktadir. Bu durum hiicre matriks etkilesimini ve sinyal iletimini saglamaktadir.
Ekstraselliiler matriks bahsedilen tiim bu gorevleri ile hiicrelerin dogru yerlesimini, doku
organizasyonunun korunumunu saglayarak saglikli doku gelisiminde rol oynamaktadir.
Bu nedenle dokuyu olusturan maddelerin yapisinda, fonksiyonunda veya

organizasyonundaki degisimlerin NT kalinlig1 artisinda rol oynadig: diisiiniilmektedir.
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Ekstraselliiler matriksin protein komponentleri temel olarak 21, 18 ve 13
numarali kromozomlar tarafindan kodlanmaktadir. Kromozomal olarak anomalililerde
yapilan immiinohistokimyasal ¢alismalar, bu olgularda kolajen I, III, IV, V, VI, laminin
ve fibronektine ait spesifik farkliliklar gostermistir. Bu degisimlerin bir boliimiiniin gen
dozaj etkisinden kaynaklandigi disiiniilmektedir (119, 120). Trizomi 21 fetiislerin
dermisinde kolajen VI zenginligi, Trizomi 13 fetiislerin dermisinde kolajen IV fazlaligi,
Trizomi 18 fetiislerin dermisinde ise lamininin fazlaligi fazla bulunan kromozomun
sebep oldugu gen-dozaj etkisi ile aciklanabilmektedir (119). Ekstraselliiler matriksdeki
bu degisimlerin dokunun biitlinciil yapisin1 bozmasi ve ense arkasinda sivi birikimini

kolaylastirmas1 muhtemeldir.

Ektraselliiler matriksin diger bir ana biyomolekiilii olan kolajen proteini al, a2 ve
a3 polipeptid zincirinden olusmaktadir. Down Sendromlu fetiislerde kolajen VI
zenginligine ek olarak kolajen VI molekiiliiniin dokularda mikrofibril yapiya sahip
oldugu goriilmektedir. Bu durumun kolajen VI proteinini kodlayan ve 21. kromozomda
bulunan COL6A1 ve COL6A2 genlerinin Down Sendromunda ii¢ kopya bulunmasindan
kaynaklandig: diistiniilmektedir. Down Sendromlu fetiislerin nukal derisi incelendiginde
21. kromozomda bulunan COL6A1 gen ekspresyonun 2. kromozomda bulunan COL6A43
gen ekspresyonuna oraninin, normal fetiislerden 2 kat daha fazla oldugu gézlemlenmistir
(119). Kolajen VI’'nin dokuda sivi tutabilen hyaluronik asite baglandigi bilinmektedir.
Trizomi 21 fetiislerinin derisi incelendiginde normal fetiislere gore artmis miktarda
hyaluronan biyomolekiilii oldugu tespit edilmistir. Yapilan ayni ¢alismada kan ve lenf
damarlarinda hiperplazi veya genisleme goriilmemesi arastirmacilara ense kalinligi
artisgin1  yilksek miktarda bulunan hyaluronan’a bagl interstisyel 6dem oldugunu
diisiindiirmiistiir (121, 122). Ayrica postnatal donemde hyaluronik asit artisina sebep
olan romatolojik hastaliklarda da interstisyel o6dem artisinin  bulunmasi, Down
Sendromlu fetiislerde artan kolajen VI'min NT artisinin sebebi olabilecegini

desteklemektedir (123).

Kolajen VI artis1 ve NT kalinlig1 artis1 arasindaki diger bir baglam ise kardiyak

fonksiyon anomalileri ve/veya kardiyak yapisal bozukluklardir. Kolajen VI tarafindan
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fazla miktarda baglanan hyaluronik asit, diger proteinler vasitasiyla agrekan
monomerlerine baglanarak dokudaki miktarlarini arttirmaktadir. Dokuda yliksek
miktarda agrekan molekiiliiniin hiicre migrasyonunu bozdugu daha once yapilan
calismalar ile gosterilmistir (124). Bu durumun Down Sendromlu fetiislerde fibroblast
yapiskanlig1 artis1 nedeniyle hiicre gogiiniin azalmasina bagli gelisen atrioventrikiiler
septal defektler, endokardiyal yastik fiizyon anomalileri ile ense kalinligi artisina yol

a¢gmas1 muhtemeldir (125, 126).

Ekstraselliiler matriksin yapisal degisiklikleri, kromozom anomalileri disinda
ense kalinligina sebep olan diger genetik hastaliklarda goriilmektedir. Bu hastaliklara
ornek olarak Akondrogenezis tip 1I, Nance-Sweeney Sendromu, Osteogenezis
Imperfekta tip II hastaliklarinda kolajen metabolizmasinin bozuklugu, Akondroplazi ve
Tanatoforik Displazide anormal fibroblast reseptdr sinyali, Zellweger Sendromunda
peroksizom biyogenezindeki bozukluklar verilebilir (127). Ekstraselliler matrikste
goriilen bu degisimlerin ense kalinlig1 artisina olan etkisi halen net olmamakla birlikte

gelecekte yapilacak ¢aligmalar ile agiklanabilecektir.
2.4.3.4. Lenfatik Damar Hipoplazisi:

Giiniimiizde yapilan ultrasonografi taramalarindan once spontan diisiik ile
sonuglanmis gebeliklerde kistik higroma varligi goézlemlenmistir. Bu donemde
Monozomi X Sendromunda yapilan caligmalar ile hem ana lenfatik trunk hem de
periferik lenfatik sistemde ¢esitli anomaliler tespit edilmistir. Kistik higroma gelisimi bu
anomaliler sonucunda gelisen lenfatik drenajin bozuklugu ve jugular lenfatik kese

malformasyonlarindan kaynaklandig: diistiniilmiistiir (128).

Chitayat ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada Monozomi X, Trizomi 21, Trizomi
13 ve kromozom analizi normal olan fetiislerin nukal bdlge dokular1 lenfatik morfoloji
acisindan incelenmistir. Yapilan calismada Monozomi X’li fetiislerdeki kistik higroma
duvarlarinin endotel hiicreleri tarafindan, diger incelenen fetiislerde ise bag doku
tarafindan olusturuldugu goriilmiistiir. Bag dokusu tarafindan olusturulan kistik higroma

kavitesinin daha kiiciik oldugu da bu c¢aligmada dikkat ¢ekmistir. Ayrica yapilan
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calismada incelenen periferik lenfatik sistemin Monozomi X olgularinda hipoplazik
diger fetiislerde ise dilate ve hiperplazik oldugu gozlemlenmistir. Bu bilgiler Monozomi
X olgularinda olusan kistik higromanin vendz sistem ile juguler lenfatik sistemin
arasindaki baglantinin ge¢ kurulmasindan kaynaklandigi ve bu fetilislerde goriilen
jeneralize 6demin lenfatik damar hipoplazisi sebebiyle oldugu diisiindiirmiistiir (129).
Daha sonra von Kaisenberg tarafindan yapilan immiinohistokimyasal ¢aligmalar ile de
Monozomi X olgularinda lenfatik hipoplazi oldugu dogrulanmistir (130). Bu fetiislerde
ek olarak dermis-subkutis sinirinda ¢ok sayida genislemis damar oldugu iist dermiste ise
lenfatik damarin hipoplazik oldugu gozlemlenmistir. Yapilan bu iki ¢alismada ayrica
Trizomi 21, Trizomi 18, Trizomi 13 sendromlu fetiislerde nukal lenfatik damar
dagiliminin normal fetiislerle fark gostermedigi ve Trizomi 21, Trizomi 18, Trizomi 13
sendromlu fetiislerde dermis ve subkutis bolgelerinde esit dagilan PTN63-pozitif,
laminin-pozitif ve FLT-4-pozitif damarlarin bulundugu belirtilmistir. Sonug olarak elde
edilen bulgularin 15181inda Turner Sendromlu fetiislerde ense kalinligi artisindan lenfatik
hipoplazinin sorumlu oldugu; diger trizomik fetiislerde ise ense kalinligi artisinin

lenfatik hipoplaziye bagli olmadig1 diistiniilmiistiir.

Turner Sendromlu fetiislerde tespit edilen lenfatik hipoplazinin nedenlerinden
incelendiginde X kromozomu iizerinde bulunan BMX geninin haplo yetmezligi dikkat
cekmektedir. BMX geni BMX tirozin kinaz proteinini kodlamaktadir ve insanda birgok
farkli dokudaki endotel hiicrelerinde eksprese edilmektedir. BMX haplo yetmezliginin
vaskiiler biiyiime faktdrlerinin endotel {izerindeki etkisini azaltmasi lenfatik hipoplazide
rol oynamasi lenfatik hipoplazinin altinda yatan nedenlerden biri olmast muhtemeldir

(131).

Normal fetal lenfatik yapilar incelendiginde jugular keseler erken juguler
venlerden koken almakta ve ardindan izole bir sekilde boynun anterolateral kismina
yerlesmektedir. Ardindan gerceklesen izolasyon doneminden sonra juguler keseler
juguler lenf nodlarina doniismekte ve yeniden juguler ven ile baglanti kurmaktadir
(132). Bu gelisim normal embriyolarda 10. gebelik haftasinda tamamlanmaktadir.

Artmis ense kalinligr olgiimlerinin altinda yatan diger bir etiyolojik nedenin jugular
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lenfatik yapilarin gelisimdeki bozukluklar veya gelisim siiresindeki aksamalar oldugu
diisiiniilmektedir. Bekker ve ark. tarafindan yapilan calismada ense kalinligi artisi
bulunan fetiisler ile saglikli kontroller transvajinal ultrasonografi ile incelenmis, ense
kalinhigr artis1 ve genislemis jugular kese arasinda anlamli iligki tespit edilmistir. Bu
bulgu sonucunda arastirmacilar tarafindan ense kalinligi artisinin sebebi olarak

lenfanjiogenez siirecindeki bozukluklardan kaynaklandigi 6ne siirtilmiistiir (133).

Geniglemis juguler lenfatik keseler insan disinda Down Sendromunun fare
modeli olarak kullanilan trizomi 16 kromozomal anomaliye sahip farelerde de tespit
edilmistir (134). Trizomi 16’11 farelerde yapilan ileri morfolojik calismalarda juguler
kese genislemesi goriilen fareler, juguler kese genislemesi goriilmeyen fareler ile
karsilagtirildiginda kese duvarini olusturan endotel differiasyonun kese genislemesi
goriilen olgularda bozuldugunu tespit etmistir (135). Ayrica ¢calismalarda endotel defekti
gosteren farelerde Odemle ile iligkili VEGF-A artis1 ve lenfatik genisleme ile
iligkilendirilmis podoplanin azalisi ve NCAM ekspresyon artist da gozlemlenmistir
(136-138). Bu sebeple ense kalinlig: tespit edilen fetiislerde bulunan diger anomalilerin
de vaskiilogenez ve ndrogenez arasindaki iliskinin bozulmasindan kaynaklanabilecegi

diisiiniilse de konu ile ilgili daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
2.4.3.5. Konjenital Fetal Enfeksiyon:

[k trimestirda ense kalinlhig1 ile basvurmus, karyotipi normal 426 fetiis ile
yapilan ¢alismada, annelerin sadece %1,5 inde yeni gecirilmis enfeksiyon tespit edilmis,
fetiislerde ise TORCH enfeksiyonu tespit edilmemistir (139). Bu durum ilk trimestirda
ense kalmligr ile bagvuran olgularda TORCH enfeksiyonu ihtimalinin normal
popiilasyondan farkli olmadigini ortaya koymustur. Ikinci ve {iiincii trimestirda hidrops
fetalis tespit edilen gebeliklerde ise artmig fetal enfeksiyonlarin tespit edildigi
bilinmektedir (140). Abrams ve ark. yaptig1 bir calismada 598 hidrops fetalis tanis1 alan
fetlis doguma ulastiklarinda yenidogan iinitesinde etiyolojik agidan incelenmistir.
Hidropsa sebep olan vakalarin parvoviriis enfeksiyonu sebebiyle gelistigi goriilmiistiir.

Bu vakalarda 12. gebelik haftasinda yapilan ultrasonografi bakilarinda ense hidrops
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bulgularinin igerisinde ense kalinligr artis1 da gézlemlenmistir. Takiplerinde olgularin
ense kalinligr artisinin ikinci trimestirda geriledigi ve ii¢ fetiisiinde saglikli olarak
dogdugu belirtilmistir. Calismada bu fetiisler i¢in ense kalinlig1 artiginin, myokardin
parvovirus enfeksiyonuna bagli gegici akut kalp yetmezligi nedeniyle gelistigi One
stiriilmiistiir (141). Bu sebeple yazarlar tarafindan kromozomal anomali tespit edilmemis
ilk trimestir ense kalinlig1 artis1 bulunan vakalara, durum ikinci veya ii¢lincii trimester de
devam etmedik¢e ya da fetal hidrops goriilmedik¢e maternal enfeksiyon taramasi
Onerilmemistir. Yapilan caligmalar ense kalinligin etiyolojisinde parvoviriisin rol
oynayabildigi fakat ense kalinlig1 artisinin izole vaka olmasi durumunda anlamli bir

etiyolojik sebep olarak goriilemeyecegini diistindiirmektedir.
2.5. Hidrops Fetalis
2.5.1 Tamm

Hidrops fetalis fetal ekstravaskiiler alanda ve viicut bosluklarinda sivi birikimi
olarak tanimlanmaktadir. Prenatal donemde hidrops cilt kalinliginin >5 mm olmasi,
perikardiyal efiizyon, plevral efiizyon ve batinda asit gorliniimleri ile karakterize
olmaktadir. Ek olarak plasentanin 6 mm’den kalin olmast ve/veya polihidramnios
hidrops goriiniimiine eslik edebilmektedir (21). Glinlimiizde fetal hidrops “Society for
Maternal-Fetal Medicine” tarafindan en az 2 ayr1 bolgede patolojik sivi toplanmasi
olarak ifade edilse de bu tanimlama yeterince desteklenmemektedir. Bu durumun nedeni
olgularda altta yatan genetik sebeplere bagli sadece tek bir bolgede anormal sivi
toplanmasi goriilebildigi gibi gestasyonel haftanin ilerlemesi ile birlikte goriilen anormal

s1v1 toplanmast tipinin degisebilmesidir (10, 11, 14-19).

Hidrops fetalis etiyolojik olarak immiin ve immiin olmayan olarak ikiye
ayrilmaktadir. immun hidrops fetalise anne ile fetiisiin Rh antijen uyumsuzlugu sebep
olmaktadir. Bu durumda annenin Rh negatif fetiistin ise Rh pozitif olmasi
gerektirmektedir. Rh negatif annelerin rutin immiinizasyonu Oncesinde hidrops
vakalarinin  biiyilk cogunlugu Rh alloimmiinizasyonu sebebiyle goriilmekteyken

glinlimiizde immiin olmayan hidrops fetalis vakalar1 daha sik goriilen hidrops tiirii haline
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gelmistir. Tiim hidropslar incelendiginde immiin olmayan hidrops fetalis tiim hidrops
vakalarinin %76—-87sini olusturdugu goriilmektedir ve insidanst 1/1700 ile 1/3000
olarak tamimlanmaktadir (10-13, 20). Immiin olmayan hidrops fetalis olgulari
giinlimiizde takip ve tami alanlarinda olan gelismelere ragmen yiiksek mortalite
oranlarina sahiptir (141). Bu olgularda 6lii dogumun, diisiik, preterm dogum, neonatal
komplikasyonlarin ve 6liim riski yiiksektir. Olgularda ayrica Mirror Sendromuna bagl

preeklampsi nedeniyle de artmis obstetrik komplikasyon riski bulunmaktadir (10-13).

Immiin olmayan hidrops fetalis degerlendirmesinde “Society for Maternal[ | Fetal
Medicine” tarafindan yaymlanan kilavuzlar kullanilmaktadir. Bu kilavuzlarda fetal
Doppler, fetal ekokardiyografi, fetal karyotip veya kromozomal mikrodizileme gibi
incelemelerin yaninda genetik etiyolojinin agiklanmasi i¢in metabolik depo hastaliklari,
hemoglobinopatiler, iskelet displazileri ve eritrosit enzimopati hastaliklarina yonelik
genetik testlerin kullanilmasi Onerilmektedir (10, 142). Bu oneriler farkli etiyolojik
antitelere ydnelik olup IOHF olgularinin altinda yatan genis etiyolojik yelpazeyi
yansitmaktadir. Yine de yapilan testler sonucu olgularin yaklasik yaris1 tani
alamamaktadir. Olgularin tan1 almasi1 gebeliklerin yonetiminin saglanmasi, neonatal
donemdeki ihtiyaclarin tespit edilmesi ve hizli cevaplanmasi, ailelere genetik danigma

verilmesi ve tekrar riskinin hesaplanmasi agisindan 6nem arz etmektedir.
2.5.2 Genetik

Immiin olmayan hidrops fetalis olgularinda genetik etiyolojiler rol oynamaktadur.
Immiin olmayan hidrops fetalis birgok genetik sendromun bulgusu olarak ortaya ¢ikan
agir bir prezentasyondur. Trizomi 13, Trizomi 18, Monozomi X, Trizomi 21,
69,XXX/69,XXY/69,XYY gibi kromozomal anomaliler, 22qll Mikrodelesyon,
CHARGE Sendromu, 9q Duplikasyonu gibi mikrodelesyon/mikroduplikasyon
hastaliklar1 ve Noonan Sendromu, Niemann—Pick tip C gibi tek gen hastaliklar1 farkli
genetik etiyolojileri olusturmaktadir. Rutin yapilan karyotipleme ve/veya kromozom
mikrodizileme analizleri ile olgularin ortalama %?25°1 tan1 alabilmektedir (14-16, 20-23).

Bu testlerin tespit edemedigi tek gen hastaliklarinin immiin olmayan hidrops fetalis
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etiyolojisindeki katkisi net olarak bilinmemektedir. Immiin olmayan hidrops fetalise
sebep olan genetik hastaliklar hastalik siddet acisindan da genis bir spektrum
gostermektedir. Tespit edilen genetik etiyolojilerden bazilar1 uzun donemde hafif
sonuclara neden olurken digerleri tedaviye ragmen lethal seyretmektedir (14-15, 25-27).
Immiin olmayan hidrops fetalis olgularinda literatirde mutasyon tespit edildigi

bildirilmis yaklasik 164 gen bulunmaktadir. Bu genler Tablo-1’de 6zetlenmistir (14).

Sparks ve ark. tarafindan yapilan calismada immiin olmayan hidrops fetalis
olarak tanimlanan, ense kalinlig1 artis1 (>3.5 mm), kistik higroma, plevral efiizyon,
perikardiyal eflizyon, asit, cilt 6demi bulgularindan biri veya birkacina sahip vakalara
tim ekzom dizileme calisilmis olgularin %29’unda tan1 koydurucu genetik varyant, %9
‘unda ise potansiyel klinik O6nemi olan degisim saptanmistir (19). Tespit edilen
varyantlar arasinda RASopatiler olarak tanimlanan hastaliklara neden olan RAS-MAPK
hiicre sinyal yolagina ait degisimler en biiylik grubu (%30) olusturmaktadir. Metabolik
hastaliklar ve muskuloskeletal hastaliklar %11°ni, lenfatik, norogelisimsel,
kardiyovaskiiler ve hematolojik bozukluklarin her biri ise tespit edilen varyantlarin
%8’sini olusturmaktadir. Calismanin tan1 orani anomali se¢ilimi yapilmaksizin yapilan
fetal ekzom calismalarindaki tan1 oranindan (%8,5-10) daha ytiksek tespit edilmistir. Bu
durum tek gen hastaliklarimin IOHF olgularmin etiyolojisinde diger fetal yapisal

anomalilere gore gorece daha biiyiik paya sahip oldugunu diisiindiirmektedir.
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ALGI ALGY ALPK3 B9D1 B9D2 BSND
CA2 CBL CC2D24 CCBEI CDANI1 CEP
CEPI20 CEP290 CHRNA1 CHRND CHRNG CLCN7
CLCNKA CLCNKB COLIAI COLIA2 COL241 CRTAP
CSPP1 CTS4 DHCR7 DMPK DOK7 DYNC2H1
ESCO2 FAT4 FIG4 FGFR3 FLVCR2 FOXC2
FOXP3 FRASI FREM?2 G6PD GALNS GATAl
GATA2 GATAS GBA GLBI GNPTAB GPI
GRIPI GUSB HBAI HBA2 HBB HDACS
HRAS IFT80 IFTI122 IFTI140 IFT172 IKBKG
ITGAY9 ITGB3 KCNH2? KCNJI KCNQI KDM6A4
KMT2D LAMB?2 LBR LIPA MAP2K2 MIDI
MKKS MKS1 MUSK MVK NEK1 NEUI
NIPBL NPCI NPC2 NPHSI NPHS2 OFDI
OSTM1 P3HI PEX] PEX2 PEX3 PEX5
PEX6 PEXI10 PEXIIB PEXI2 PEX13 PEX14
PEX16 PEX19 PEX26 PHGDH PIEZO1 PIK3CA
PKHDI PKLR PLEKHM1 | PMM?2 PRKAG?2 PSATI
PSPH PTPNI1 RAD21 RAFI RAPSN RASAI
RITI RPGRIPIL RPLS RPLI1 RPL15 RPL26
RPL27 RPL31 RPL354 RPL36 RPS7 RPSI10
RPS15 RPS17 RPS19 RPS24 RPS26 RPS27
RPS28 RPS29 SCN54 SEC23B SGPLI SHOC2
SLCI241 SLCI745 SLC26A42 SLC35D1 SMCIA SMC3
SMPD1 SOS1 SOX18 TAZ TCIRGI TMEM216
TMEM67 INFRSF114A | INFSF11 TRIPI11 15CI 15C2
ITSR2 ITC21B UROS VEGFR3 WDRI19 WDR34
WDR35 WDR60

Tablo-1: immiin olmayan hidrops fetalis (IOHF) olgularinda mutasyon tespit edilen
literatiirde bildirilmis genler (14).

2.5.3 Patogenez

Immiin olmayan hidrops fetalis etiyolojisi incelendiginde farkli hastaliklarin
veya durumlarin fenotipin gelisiminde rol oynadifi gériilmektedir. Immiin olmayan
hidrops fetalis olgularinin etiyolojileri fetal, plasental, maternal basliklar1 altinda
incelenebilir. Olgularin farkli etiyolojilere sahip olmasi altta yatan patogenezdeki
cesitliligi de yansitarak tek bir patofizyolojik yolak ile tiim IOHF olgularmin

aciklanamamasina sebep olmaktadir.
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Bellini ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada IOHF ile ilgili yaymlar incelenmis
ve etiyolojik sebepler 14 baslik altinda toplanmistir. Bu basliklar ve etiyolojik
oranlariin sirasiyla: kardiyovaskiiler (%21,7), kromozomal (%13.,4), hematolojik
(%10,4), enfeksiyonlar (%6,7), torasik (%6), lenfatik displazi (%S5,7), ikizden ikize
transfiizyon sendromu-plasental (%35,6), iriner sistem malformasyonlar (%2,3),
metabolik (%1,1), toraks dis1 tiimdrler (%0,7), gastrointestinal (%0,5), diger (%3,7),
idiopatik (%17,8) oldugu tespit edilmistir (20).

Immiin olmayan hidrops en sik kardiyovaskiiler hastaliklara bagl gelismektedir.
Hidropsa neden olan kardiyovaskiiler hastaliklar yapisal anomaliler ve/veya kardiyak
fonksiyon bozukluklarindan kaynaklanmaktadir (143). Yapisal kardiyak anomaliler sag
atriyal basincin artig1 veya voliim yiikiiyle sag kalp konjesyonu olusturarak santral venoz
basinct arttirarak veya vendz/arteriyel kan akimini bozarak hidrops fenotipini ortaya
cikarmaktadir. Kardiyak fonksiyon bozukluklarinda ise ventrikiiler diyastol dolum
defektlerine bagli santral vendz basincin artis1 hidropsa sebebiyet vermektedir. Ek olarak
kardiyovaskiiler hastaliklara sebep olan etiyolojilerin bir kisminda goriilen hepatik

konjesyon, hipoalbuminemi ile hidrops fenotipinin gelisiminde rol oynamaktadir.

Immiin olmayan hidropsa sebep olan bir bagka etiyolojik neden hematolojik
bozukluklardaki anemidir. Bu olgularda anemi sonucu gelisen kardiyak yetmezlik ve
ekstramediiller hematopoez nedeniyle gelisen karaciger fonksiyon bozuklugu hidrops
fetalis fenotipini gelistirmektedir. Hidrops fenotipinin gelismesinde altta yatan
hematolojik hastaligin gelisim hiz1 da 6nem tasimaktadir. Hizli gelisen anemi sonucunda

fetal kayip gozlemlenirken, yavas gelisen fetal anemi hidrops fenotipini olusturur (144).

Dogumsal metabolizma hastaliklarinda hematolojik hastaliklara  benzer
patofizyoloji goriilmektedir. Olgulardaki anemi ve karaciger yetmezliginin hematolojik
hastaliklarda goriilen patofizyolojik yolaklara benzer sebepler ile hidrops fetalis
fenotipine yol agmasi muhtemeldir. Lenfatik displazilere gelindiginde ise bozulan
lenfatik drenaja bagli, doku igerisindeki asir1 sivi birikimi, hidrops fetalis fenotipinden

sorumlu tutulmaktadir.
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Immiin olmayan hidrops fetalis akcigerin konjenital kistik malformasyonlari,
diyafragma hernisi, arteriovendz malformasyonlar ve intratorasik kitleler ile de
goriilebilmektedir. Bu olgularda artmis intratorasik basinca bagli vendz donis
bozuklugu ve/veya kardiyak basiya bagl gelisen kardiyak disfonksiyonun IOHF

fenotipine yol actig1 diisiiniilmektedir.

Bu anomaliler ve hastaliklar haricinde bircok fetal enfeksiyon IOHF ile
iliskilendirilmistir. Bu enfeksiyonlarin ortak 6zellikleri kemik iligi, miyokard ve endotel
hiicrelerini enfekte etmeleridir. Bu olgularda altta yatan patofizyolojinin, enfeksiyonun
tiirti ile farklilik gosterse de kalp yetmezligi, anemi, fetal sepsise bagli anoksi, endotelyal
hiicre hasar1 ve kapiller gegirgenligin artis1 durumlarinin bir veya birkaginin birlikteligi

ile oldugu diisiiniilmektedir (145).

Ikizden ikize transfiizyon sendromu hidropsa sebep olan etiyolojilerden bir
digeridir ve patofizyolojik olarak alic1 ile verici arasinda olan dengesiz kan akimindan
kaynaklanir. Yapilan galismalar ile patofizyolojisi tamamen aydinlatilamamis olsa da
total voliimiin dengesiz dagilimi ile artan vendz basing hidrops kliniginden sorumlu

tutulur (146-148).

Biitlin bu bilgiler 1s18inda hidropsa sebep olan etiyolojik yolaklar Sekil-1’de
Ozetlenmistir. Fakat immiin olmayan hidrops fetalise sebep olan altta yatan etiyolojik
neden ile fenotipe neden olan patofizyolojik mekanizma her zaman oOrtlismemektedir
(149). Yine de tiim hidrops olgular1 incelendiginde temel patofizyolojik durumun
generalize 6dem oldugu gozlemlenmektedir. Fetal donemde kapiller yapilarin yetiskin
insandan daha gecirgen olmasi, interstisyel kompartmanin sivi birikimine daha miisait
olusu ve lenfatik doniislin santral vendz basingtan daha kolay etkilenmesi nedenleriyle
fetal dokular 6dem olusumuna daha miisaittir (150). Bu durum altta yatan etiyolojilerin

biiyiik boliimiiniin belirtilen patofizyolojik durumlara baglanabilmesini saglamaktadir.
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Sekil-1: Immiin olmayan hidrops fetaliste goriilen genel patofizyolojik yolaklar.
[“Bellini C, Hennekam RCM. 2012. Non[limmune hydrops fetalis: A short review of
etiology and pathophysiology” makalesinden alintidir (20)]

2.6. Tiim Ekzom Dizileme

Haploit insan genomu 23 kromozom ¢iftinin {izerinde bulunan yaklasik 3 milyar
baz ¢ifti uzunlugundadir. Bu uzunluga ragmen biitiin genomun sadece %1,5’lik kismi1
protein kodlamaktadir. Protein kodlayan bu bdlgelerin tamami ekzom olarak
tanimlanmakta ve toplam 20,000 gen icerisinde bulunan 180,000 ekzonun olusturdugu
30Mb DNA uzunluguna karsilik gelmektedir (151). Ekzom terimi, ifade olan bolge
anlamima gelen “EXpressed RegiON” kelimeleri baz alinarak olusturulan ekzon
kelimesine, Yunancada tamami/biitiinii anlamina gelen -ome ekinin getirilmesi ile

tiiretilmistir.

Mendeliyen hastaliklar incelendiginde, hastaliga sebep olan degisimlerin
%85’1nin genlerin ekzon veya ekzon-intron birlesim bolgelerinde oldugu goriilmektedir

(152, 153). Bu bdlgelerin dizilenmesi maliyet ve zaman agisindan avantaj saglayarak
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hastaliklara tan1 sansini arttirmaktadir. Fakat gene ait ekzonlarin toplam biiyiikliikleri,
hastaliklarin genetik ve fenotipik heterojenitesi, Sanger dizilemenin rutin pratikte tani
amacl kullanimini zorlagtirmaktadir. Bu problemleri ¢6zmek amaciyla 2009 yilinda Ng
ve arkadaslar1 tarafindan tim ekzom dizileme tanimlanmistir (151). Yapilan analizde
insan genomunda bulunan tiim ekzonlar yeni nesil dizileme yontemleri ile tek bir
calismada incelenmektedir. Tiim genomun sekanslanmasi yerine sadece hedef bolgelerin
dizilenmesi maliyetin diismesini ve analiz sirasinda verilerin daha kolay ve hizlh

filtrelenmesini de saglamaktadir.

Tiim ekzom dizileme bilinen tek gen hastaliklarmin haricinde yeni genetik
etiyolojilerin aydinlatilmasi i¢in de kullanilmaktadir. Lokuslarin kesfinde, etkilenmis
birey sayisinin azhigi, diisiik penetrans ve lokus heterojenitesi gibi faktorler genetik
hastaliklarin etiyolojisinin kullanilan klasik gen kesfi yontemlerinin kullanimim
kisitlamaktadir. Tespit edilen lokuslarin sekanslanmasinda ise genlerin toplam
biiytikliikleri, genetik heterojenite ve fenotipik heterojenite nedeniyle tan1 koymak i¢in
yapilan Sanger sekanslama maliyetli ve zaman alict olmaktadir (154). Tiim ekzom
dizileme 1ile, 6zellikle nadir Mendelyen hastaliklara sebep olan genomik degisimlerin
etkin bir sekilde tanimlanabilecegi, yapilan ¢alismalar ile kanitlanmis ve giiniimiizde
klinik aragtirmalarda kullanimi giderek yayginlagmistir. Ayrica yeni gen tanimlama
calismalarinda, tiim ekzom dizileme yoOntemi ¢ozlniirliiglin daha yiiksek olmasi
sebebiyle, GWAS ve linkaj ¢alismalarinin zayif kaldig1 noktalarda da etkin bir sekilde
kullanilmaktadir. Tiim ekzom dizileme ile tanimlanan genlere 6rnek olarak, Ng ve ark.
(2010) tarafindan tanimlanan Kabuki Sendromu geni MLL2 ve Miller Sendromu geni
DHODH, Walsh ve ark. (2010) tarafindan tanimlanan sendromik olmayan isitme kayb1
geni GPSM2, Sirmaci ve ark. (2010) tarafindan tanimlanan 3MC Sendromu geni
MASPI, Sirmact ve ark. (2011) tarafindan tanimlanan KBG Sendromu geni ANKRD1 1,
Becker ve ark. (2011) tarafindan tanimlanan Osteogenesis Imperfecta geni SERPINF I,
Montenegro ve ark. tarafindan tanimlanan (2011) CMT (Charcot Marie Tooth) geni
GJBI1, Osteogaard ve ark. (2011) tarafindan tanimlanan “Primary Lymphoedema” geni
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GJC2, Zuchner ve ark. (2011) tarafindan tanimlanan Retinitis Pigmentosa geni DHDDS
verilebilir (155-163).

Tim ekzom dizileme islemi prensip olarak hedef bdlgelerin belirlenmesi
(Capture) ve sekanslanmasi olarak 2 basamakta gerceklestirilmektedir. “Capture”
isleminde ilk olarak genomik DNA rastgele veya belirli bolgelerden kesilerek fragmente
edilir. Kesim isleminin ultrason dalgalarinin kullanildigi sonikasyon gibi fiziksel

yontemlerle veya enzimatik olarak yapilmasi miimkiindiir.

Fragmantasyonun ardindan fragman uglarina, 6rnegi “universal pool” igerisinde
taniyabilmek, “universal” PCR islemini ger¢eklestirebilmek ve “flow cell” iizerine
baglayabilmek icin farkli adaptorler eklenmektedir. Ardindan bu fragmanlar
ptirifikasyon asamasindan gecirilir ve bircok hastadan elde edilen {iriin tek bir tiip

icerisinde birlestirilerek kiitliphane hazirlanir.

Kiitiiphane, daha sonra istenilen bdlgelerin se¢imi i¢in uygun hedef bdlge se¢im
ve zenginlestirme kitleri ile muamele edilir. Bu kitler dizilenmek istenilen genetik
materyale ve sekanslanmak istenilen bolgelere gore farkliliklar gosterir. Segim
kitlerinden sik kullanilanlar “Nimble Seq Capture”, “Sure Select Target Enrichment
System”, “Radiance PCR Enrichment” ve “Twist Target Enrichment” kitleridir. Hedef
bolge secim kitleri yontem acisindan farkliliklar gosterebilmektedir. Sik kullanilan
kitlerde soliisyon bazli hibridizasyon, array bazli hibridizasyon, tek pargali paralel PCR
yontemlerinden yararlanilmaktadir. Hedef bolge se¢imi sonrasinda ornekler kiitiiphane

dizileme i¢in uygun cihaza yliklenmektedir.

Sekanslama asamasi i¢in gliniimiizde yaygin kullanilan birkag platform
bulunmaktadir. ilk yiiksek verimli dizileme teknolojisi Roche firmasi tarafindan 2005
yilinda ¢ikarilan “Roche 454 pyrosequencing” cihazidir (164). Bu cihaz sentezleyerek
sekanslama prensiplerinin kullanildigi pirosekanslama teknigi ile caligmaktadir. Sekans
sirasinda salinan fosfat ile niikleotid tespiti yapilmasinin ardindan, sentez her basamakta

durdurulup okumalar sonrasinda devam etmektedir.
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Diger bir sekanslama cihazi, [llumina® firmasinin trettigi HiSeq ve MiSeq
cihazlanidir. Bu cihazlar adaptére baglanmis DNA  kiitiiphanelerine ihtiyag
duymaktadirlar. Sentez ile sekanslama iglemi “flow cell” ad1 verilen, {izerinde kiitiiphane
haline getirilmis DNA dizilerinin hibridize olabildigi oligoniikleotidlerin bulundugu 6zel
aparatlarda gerceklesmektedir (165).

Piyasada bulunan bu iki firma tarafindan iiretilen cihazlar, sekanslama kimyasi
ve amplifikasyon yaklagimi1 bakimindan farkliliklar tagimaktadirlar. Her iki teknolojinin
ortak noktas1 dizilenecek bdlgelerin adaptorler yardimi ile c¢ogaltilmasidir. Bu
teknolojilerde farkli olarak Roche platformu pirosekanslama ve emiilsiyon PCR ile
amplifikasyon kullanmakta, Illumina platformu ise polimeraz temelli sentezleyerek

sekanslama ve koprii amplifikasyon yontemi ile galigmaktadir (166).

Bu tez caligmasinda hedef bolge dizilenmesinde (tim ekzom) “Twist
Bioscience™ Customized Kit for Exome” (Twist Bioscience, Amerika) Kkiti
kullanilmistir. Kullanilan kitte hedef bolgelerin se¢imi prob hibridizasyonu sonrasi
streptavidin  manyetik boncuklarin hibridize olan fragmanlara baglanmas1 ile
gerceklestirilmistir. Hibridize olmayan fragmanlar yikanmis, yapilan “capture” islem
sonrasi elde edilen fragmanlar PCR ile ¢ogaltilmis ve purifiye edilmistir. Ardindan

[Mlumina firmasiin HiSeq cihazi kullanilarak yiiksek ¢oziiniirliik ile dizilenmistir.
2.6.1. Prenatal Olgularda Tiim Ekzom Dizileme ile Tam

Prenatal test stratejileri giiniimiizde QF-PCR ve FISH ile hizli andploidi
taramalarini, G-bantlama ile karyotipleme ve kromozomal mikrodizileme analizlerini
icermektedir. Bu testlerin major limitasyonu diisiik rezollisyona sahip olmalaridir.
Yapilan ¢alismalarda dismorfik fetiislerin rutin prenatal tetkiklerden QF-PCR ile analiz
edildiginde olgularin  %30’unda kromozomal trizomilerin tespit edilebilecegi
goriilmektedir. Bu olgularda trizomilere ek olarak yapilan karyotip analizlerinde
fetiislerin  %35’inde kromozomal dengesiz translokasyonlar tespit edilebilmektedir.
Kromozomal mikrodizileme yontemleri ise karyotip analizleri normal saptanmis

dismorfik fetiislerin 9%3-6,5’inde patojen kopya sayisi degisiklikleri oldugunu
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gostermektedir. Bu testlerin birlikte kullanimi ile fetal yapisal anomali tespit edilen

fetiislerde %60’a varan tani oranlarina ulasilabilecegi diisiiniilmektedir (2, 167).

Tim ekzom dizileme ile prenatal uygulanan rutin genetik analizlerde tespit
edilemeyen tek baz ¢ifti seviyesinde degisikler, kiiciik delesyon/duplikasyonlar,
insersiyonlar tespit edilebilmektedir. Bu nedenle rutin prenatal testlerde belirlenemeyen

DNA degisimlerinin WES analizleri tespit edilmesi miimkiindiir.

Tiim ekzom dizileme analizinin tan1 giicii, ilk olarak cocuk olgular {izerinde
yapilan ¢aligmalar ile gozlemlenmistir. Karyotip ve kromozomal mikrodizileme analizi
normal bulunan ve genetik etiyolojilerden siliphelenilen c¢ocuklara yapilan WES
analizlerinde %25-30 tan1 oranlar tespit edilmistir (6, 168-170). Yapilan ¢alismalarda
olgu gruplarinda konjenital anomalilerin de bulunmasi, WES’in yapisal anomalili
fetiislerde de kullanilabilecegini diistindiirmektedir. Ardindan Medeira ve ark. taratfindan
yapilan arastirmada ultrason anomalisi bulunan, sitogenetik analizleri normal fetiisler
incelenmis ve olgularin 6nemli bir kisminda tiim ekzom dizileme ile tan1 konulabilen

monogenik hastaliklar bulunmustur (171).

Gilinlimiizde yapilan prenatal WES arastirmalarinda tani oranlar1 %6,2 ile %80
arasinda degisim gostermektedir (8, 9). Tespit edilen farkli tan1 oranlarin altinda yatan
esas nedenin olgularin se¢imlerindeki farkliliklardan kaynaklandigr diisiiniilmektedir.
Ormek olarak fetal ultrasonografide iskelet displazisinin muhtemel oldugu olgularda
yapilan ¢aligmalar incelendiginde tani oranlar1 %80°nin iizerinde tespit edilmistir (172,
173). Benzer sekilde Walkiewicz ve ark. ile Byrne ve ark. tarafindan parental akrabalik
bulunan, kromozomal SNP mikrodizileme analizlerinde heterozigosite kaybi1 bulunan,
multipl anomali saptanan, agiklanamayan abortus veya yenidogan doneminde ex olmus
fetiislerde yapilan ¢alismalarda, tani oranlari sirast ile %32,8 ve %50 oldugu

goriilmiistiir (174, 175).

Fetal yapisal anomali se¢iminin olmadig1 daha biiyiik kohort ¢alismalari, prenatal
tiim ekzom dizilemenin tan1 giiciinii dogrulamakla birlikte, tan1 oranlarinin 6rnek se¢imi

yapilmayan serilerde %8,5-10 arasinda oldugunu gdstermektedir (99, 100). Herhangi bir
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anomalinin secilerek hasta populasyonun belirlenmedigi Wapner ve ark. ile McMullan
ve ark. tarafindan yapilan arastirmalarda tam1 oraminin daha diisik oldugu
dogrulanmaktadir. Fakat bu caligmalarda da bulunan anomaliler agisindan olgular
incelendiginde, ¢oklu anomaliye sahip fetal 6rneklerde tani oraninin daha ytiksek oldugu

goriilmektedir (5, 176).

Prenatal olgularda yapilan WES analizlerinde tespit edilen fetal yapisal
anomaliler organ veya sistem anomalileri baz alinarak gruplandirildiginda, belirli
anomalilerin daha yiiksek tanm1 oranma sahip oldugu goriilmektedir. Ornek olarak
Walkiewicz ve arkadaglar1 tarafindan yapilan calismada beyin anomalilerine sahip
fetiislerde tan1 oraninin %50, beyin anomalileri igermeyen diger yapisal anomalilere
sahip fetiislerde ise tan1 oranin %29 oldugu tespit edilmistir (174). Benzer sekilde
yapilan PAGE calismasinda en yiiksek tani1 oraninin multisistemik anomalilere (%15),
iskelet anomalilerine (%15) veya kardiyak anomalilere (%11) sahip fetiislerde oldugu
gozlemlenmistir (99). Petrovski ve ark. tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada 234
yapisal anomaliye sahip fetiis incelenmis ve ortalama tam1 oranmi %10,3 oldugu
gozlemlenmistir. Fakat fetal anomaliler sistemsel olarak gruplandirildiginda tam
oranlarmin multi-sistem anomalilerde %18,9, lenfatik sistem anomalilerinde %24,
iskelet sistem anomalilerinde %24, santral sinir sistemi anomalilerinde %22, renal
anomalilerde ise %16 oldugu tespit edilmistir. Yapilan arastirma ile WES analizinin tani

oranlarinin etkilenen sistem ve organlar ile degisebilecegi diisiiniilmiistiir (100).

Farkli tan1 oranlarimin fetal yapisal anomali ¢esitliliginin tiim ekzom dizileme
tan1 oranlart lzerindeki etkisine ek olarak, calismalarin tamaminda frio analiz
yapilmamasi ile de iligkili olmas1 muhtemeldir. 7rio analizlerde de novo degisimlerin
tanimlanabilmesi, ayni gen icerisinde tespit edilen degisimlerin cis/trans durumu
hakkinda bilgi sahibi olunmasi ek avantajlar saglamakta ve bu sebeple trio analiz
kullanilan WES calismalarinda, tani oranlarimin daha yiiksek saptanmasina neden

olabilmektedir (177).

Prenatal olgularda yapilan WES caligsmalari bu olgulara tan1 konulmasi ve klinik

yonetimin saglanmasinin yaninda postnatal fenotipik 6zellikleri bilinen hastaliklarin
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prenatal donemdeki fenotipik 6zellikleri hakkinda da bilgi verebilmektedir. Ornegin
NSDI gen delesyonlar1 asir1 biliylime sendromlarindan Sotos Sendromuna neden
olmaktadir. Zhang ve ark. tarafindan 2017 yilinda yapilan ¢aligmada NSDI/ gen
delesyonunun intrauterin gelisme geriligi yaptig: tespit edilmistir (178). Ferretti ve ark.
tarafindan yayimlanan makalede ise ayni delesyon bdlgesinin intrauterin gelisme geriligi
saptanan bir fetliste tespit edildigi ve dogumdan sonra 1 yasinda vakada makrosefali ve
Sotos Sendromunun klinik 6zelliklerinin gelistigi belirtilmistir (179). Postnatal asiri
bliyiimeye neden olan bir hastaligin yapilan calismalar ile aydinlatildigi prenatal
donemdeki fenotipi dikkat cekicidir. Petrovski ve ark. tarafindan yapilan baska bir
calismada gebelik siireci devam ederken RERE geninde de novo gergceve kaymasina yol
acan bir mutasyon tespit edilmis fakat izole ense kalinlig1 artig1 saptanan fetiiste fenotip
ile iligkisi net bir sekilde belirtilmemistir (100). Olguda dogumdan 6 ay sonra RERE
Sendromunda goriilen beyin, goz ve kalp anomalilerinin tespit edilmesi ile varyant
patojen olarak smniflandirilmis ve RERE gen mutasyonlarinin prenatal izole ense
kalinligina neden olabilecegi anlasilmistir. Bu Ornekler, prenatal WES analizlerinin
postnatal hastaliklar ile prenatal fenotipleri iliskilendirilebilecegi ve postnatal fenotipi
bilinen genetik hastaliklarin prenatal donemdeki bulgu ve gelisimleri hakkinda bilgi

sahibi olunabilecegini gostermektedir.

Yapilan caligmalar ile tim ekzom dizileme analizlerinin prenatal olgularda
genomik etiyolojiler hakkinda ek bilgiler saglayabilecegi gosterilmistir. Fakat tiim
ekzom dizileme analizleri kendi igerisinde sinirliliklar da tasimaktadir. Ekzom capture
islemi sirasinda CpG zengin bolgelerin kaplami diisiik olmaktadir. Bu nedenle yapisinda
zengin CpG bolgesi iceren genler ile olusan fenotiplerin tanisi zorlasmaktadir (180,

181).

Prenatal ekzom c¢aligmalarinin bir diger sinirliligi prenatal fenotip bilgisinin
yeterli olmamasidir. Ultrasonografi ve fetal MRI ile tespit edilen anomaliler nedeniyle
yapilan WES analizlerinde sinirli fenotipik bilgiye sahip olunmasi, saptanilan genetik
degisimlerin yorumlanmasini giiclestirmektedir. Filges ve Friedman tarafindan yapilan

bir calismada prenatal tiim ekzom dizileme sirasinda tespit edilen degisimler dogum
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sonras1 postnatal fenotip bilgileri ile yeniden analiz edilmis ve tan1 almamis vakalarin

%20’sinde patojen varyantlar tespit edilmistir (182).

Bulunan simirliliklara ragmen prenatal WES calismasi hasta yonetimindeki
avantajlar1 nedeni ile ACMG kilavuzlarinda belirli durumlarda 6nerilmektedir. Prenatal
donemde lethal hastaliklarin tam1 almasi, ailenin gebelik ile ilgili, yasal siire zarfinda
terminasyon veya dogum sonrasi palyatif tedavi kararin1 vermesini kolaylastirmaktadir.
Tani ile sadece mevcut gebelik degil sonraki gebeliklerde tekrar riskinin hesaplanmasi
ve prenatal/preimplantasyon genetik testler i¢in de hazirliklarin erken baslanmasi
saglanabilmektedir. Prenatal WES ile tan1 konulmasi ayrica yogun bakimda beklenen
tan1 donemi siiresini de kisaltabilmektedir. Bu nedenlerle giincel ACMG kilavuzlarinda
genetik etiyoloji varlig1 diisiiniilen multipl anomaliye sahip fetiislerde, spesifik gen
testlerinin basarisiz oldugu durumlarda WES analizinin yapilabilecegi belirtilmektedir

(183).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1 Hasta Sec¢imi

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi'nde 01.01.2019-01.06.2021 tarihleri
arasinda Tibbi Genetik poliklinigine basvurmus ense kalinlig artisi (>3,5 mm), kistik
higroma, plevral efiizyon, perikardiyal efiizyon, asit, cilt 6demi bulgularindan en az
birine sahip olan intrauterin fetal 6liim, 6lii dogum ile kaybedilmis veya perinatal ex
olgular ¢alismaya dahil edilmistir. Tanisal olmayan karyotip analizleri ve normal alfa-
talasemi MLPA testi ¢alismaya dahil edilmek i¢in zorunlu tutulmustur. Hidrops i¢in
baska bir tanisal patofizyolojinin varlig1 veya siiphesi (konjenital viral enfeksiyonlar,
ikiz ikiz transfiizyon sendromu, alloimmiinizasyon, vb.), tiim ekzom dizileme i¢in yeterli
prenatal materyalin bulunmamasi, daha 6nce genetik testler kesinlesmis prenatal tani

durumlarinda hastalar ¢alismaya dahil edilmemistir.
3.2 Verilerin Toplanmasi

Tez arastirmasi igin Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar
Etik Kurulu'nun 23.06.2021 tarihli 2021/19-12 numarali karariyla etik kurul onay1 alind1
(Ek-1). Olgularin klinik bilgilerine Tibbi Genetik Anabilim Dali polikliniklerindeki
hasta dosyalarindan ulasildi. Arastirma icin hastaya ait bilgiler ve tim ekzom dizileme
sonucunda elde edilen varyantlar veri kayit formlarina islenerek degerlendirildi (Ek-4).
Veri kayit formlar olgulara ait maternal yas, ikili ve {i¢lii tarama testleri sonuglari, fetal
ultrasonografi bulgulari, aile agaci bilgileri, medikal 6zge¢mis, esler arasinda akrabalik
durumu, gebelik doneminde kullanilan ilaclar, daha 6nce tan1 konulan hastaliklar, daha
oncesinde yapilmis genetik testlerin sonuglari, obstetrik 6zge¢cmis bilgileri ve kromozom
analizi, QF-PCR, alfa talasemi MLPA, dizileme (gerekli goriilmiigse) bilgilerini

igermektedir.
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3.3 Genomik DNA izolasyonu
3.3.1 Periferik Kandan Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in toplam 4 ml periferik kan 6rnegi EDTA'l1 tiiplere alinarak
laboratuvara ulastirildi. Saflastirilmis total genomik DNA elde edilmesi amaciyla her
olgunun 200 pl periferik kanindan “Qiacube® otomatize DNA izolasyon cihaz1”
(Qiagen, Almanya) ve “QIAamp® DNA Blood Mini kiti” (Qiagen, Almanya)
kullanilarak spin kolon DNA izolasyon teknigi uygulandi. Izolasyon protokoliinde

uretici firmanin onerileri kullanildi.

Kullanilan DNA izolasyon cihaz1 kan ile diger kimyasallarin eklenmesi
sonrasinda otomatize olarak ¢aligmaktadir. Reaksiyonlar basamaklar1 sirasi ile asagidaki

asamalar icermektedir;

1. 20 pl proteinaz K, 200 pl ligasyon buffer soliisyon, 200 pl periferik kan Sml
mikrosantrifijj tlipline eklenmesi ve 56 °C’de 10 dakika inkiibasyonda birakilmasi.

2. 200 pl etanol (%96-100) 6rnege eklenmesi ve ardindan 15 sn vortekslenmesi.

3. Karisimin spin kolona nakledilmesi. Spin kolonun temiz 2 ml toplama tiipii
konulmasi.

4. 6000xg’de 1 dk santrifiij edilmesi. Filtratin atilmas.

5. 500 pl “‘Wash buffer 1’ eklenmesi. Spin kolonun yeni 2 ml toplama tiipiine konulmasi.
6. 6000xg’de 1 dk santrifiij edilmesi. Filtratin atilmasi.

7. 500 pl “Wash buffer 2° eklenmesi. Spin kolonun yeni 2 ml toplama tiipiine konulmasi.
8.20000xg’de 3 dk santrifiij edilmesi. Filtratin atilmasi.

9. Spin kolonun temiz 1,5 ml mikrosantrifiij tiiptine alinmasi ve 100-200 pl ‘Elution
buffer’ veya distile su eklenmesi. 1-5 dk oda sicakliginda beklenilmesi.

10. 6000xg’de 1 dk santrifiij edilmesi. Spin kolonlarin atilmasi.

11. Elde edilen DNA’lar safliklar1 ve konsantrasyonlar: belirlendikten sonra, parafilmle

agizlar kapatilarak DNA saklama kutularina konulup -20°C’de saklanmasi.
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3.3.2 Koryon Villiis Materyalinden DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in PBS igerisine alinan koryon villus 6rnekleri ncelikle petri

lam iizerinde endometrial dokudan mikroskop altinda ayristirildi. Elde edien materyal

mikrosantrifiij tiiplerine alindi. KVO materyalinden DNA elde etmek igin asagidaki

basamaklar siras1 ile uygulandi:

1.

e e A G -

e e e e e
wm A W NN = O

16.
17.

Mikrosantrifiij tiipiine toplanilan doku pargalarinin 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmesi ve siipernatant kisminin atilmasi

Dokunun tizerine 200 pl ‘Tissue lysis buffer’ ve 50 ul Proteinaz K eklenmesi
72°C de homojen hale gelene kadar (yaklasik 3 saat) inkiibasyon

200 pl ‘Binding buffer’ eklenmesi

70°C de 10 dakika inkiibasyon

100 pl izopropanol eklenmesi ve spin kolonlara aktarilmasi

8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmesi

Toplama tiipliniin degistirilmesi, tizerine 500 pl ‘Removal buffer’ eklenmesi

8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmesi

. Toplama tiipiiniin degistirilmesi, tizerine 500 ul ‘Wash buffer’ eklenmesi

. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmesi

. Toplama tiipiiniin degistirilmesi, izerine tekrar 500 ul ‘Wash buffer’ eklenmesi

. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmesi

. Toplama tiipiiniin degistirilmesi ardindan 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmesi

. Spin kolonun 1,5’luk eppendorf tiipiine aktarilmasi ardindan iizerine 80-200 pl

‘Elution buffer’ (70°C) eklenmesi

8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmesi

Eppendorf tiipte toplanan DNAnin safliklar1 ve konsantrasyonlar1 belirlendikten
sonra, parafilmle agizlari kapatilarak DNA saklama kutularina konulup -20°C’de

saklanmasi
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3.3.3 Amniyosentez Materyalinden DNA izolasyonu

Amniyon materyalinden DNA izolasyonu i¢in laboratuvara ulasan pistonsuz
amniyon mayi igeren 10 ml’lik enjektdrlerden her biri ayr1 Eppendorf tiiplerine 1’er ml
olacak sekilde amniyon 6rnekleri alindi. Amniyon materyalinden DNA elde etmek i¢in

asagidaki basamaklar sirasi ile uygulandi:

1. Mikrosantrifiij tiipine alinan amniyon 6rneginin 8000 rpm’de 1 dakika santrifiije
edilmesi ve siipernatant kisminin atilmasi.

Uzerine 200 pl “Tissue lysis buffer’ ve 50 ul Proteinaz K eklenmesi.

72°C de 15 dakika inkiibasyon.

200 pl ‘Binding buffer’ eklenmesi.

70°C de 10 dakika inkiibasyon.

100 pl izopropanol eklenmesi ve spin kolonlara aktarilmasi.

8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmesi.

Toplama tiipiliniin degistirilmesi, tizerine 500 pl ‘Removal buffer’ eklenmesi.

8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmesi.

A P AR L
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. Toplama tiipiiniin degistirilmesi, iizerine 500 ul ‘Wash buffer’ eklenmesi.

. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmesi.

—_ =
N =

. Toplama tiipiiniin degistirilmesi, izerine tekrar 500 ul ‘Wash buffer’ eklenmesi.

—
(98]

. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmesi.

—_
AN

. Toplama tiipiiniin degistirilmesi ardindan 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmesi.

—_
(9,

. Spin kolonun 1,5’luk mikrosantrifiij tiipiine aktarilmasi ardindan iizerine 80-200 ul
‘Elution buffer’ (70°C) eklenmesi.
. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmesi.

—_
(@)

3.3.4 Kordosentez Materyalinden DNA izolasyonu

Kordosentez 6rneginden izolasyon i¢in toplam 4 ml kordosentez kant EDTA'1
tiiplere alinarak laboratuvara ulastirildi. Saflagtirilmis total genomik DNA elde edilmesi
amactyla her olgunun 200 pl 6rnegine “Qiacube® otomatize DNA izolasyon cihazi”

(Qiagen, Almanya) ve “QIAamp® DNA Blood Mini kiti” (Qiagen, Almanya)
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kullanilarak spin kolon DNA izolasyon teknigi uygulandi. Izolasyon protokoliinde

uretici firmanin onerileri kullanildi.

Kullanilan DNA izolasyon cihaz1 kan ile diger kimyasallarin eklenmesi
sonrasinda otomatize olarak caligmaktadir. Reaksiyonlar basamaklar1 sirasi ile asagidaki

asamalar icermektedir;

1. 20 ul proteinaz K, 200 pl ligasyon buffer soliisyon, 200 pl periferik kan Sml
mikrosantrifijj tlipline eklenmesi ve 56 °C’de 10 dakika inkiibasyonda birakilmasi.

2. 200 pl etanol (%96-100) 6rnege eklenmesi ve ardindan 15 sn vortekslenmesi.

3. Karisimin spin kolona nakledilmesi. Spin kolonun temiz 2 ml toplama tiipti
konulmasi.

4. 6000xg’de 1 dk santrifiij edilmesi. Filtratin atilmas.

5. 500 pl ‘Wash buffer 1’ eklenmesi. Spin kolonun yeni 2 ml toplama tiipiine konulmasi.
6. 6000xg’de 1 dk santrifiij edilmesi. Filtratin atilmasi.

7. 500 pl “Wash buffer 2° eklenmesi. Spin kolonun yeni 2 ml toplama tiipiine konulmasi.
8.20000xg’de 3 dk santrifiij edilmesi. Filtratin atilmasi.

9. Spin kolonun temiz 1.5 ml mikrosantrifiij tliptine alinmasi ve 100-200 pl ‘Elution
buffer’ veya distile su eklenmesi. 1-5 dk oda sicakliginda bekletilmesi.

10. 6000xg’de 1 dk santrifiij edilmesi. Spin kolonlarin atilmasi.

11. Elde edilen DNA’lar safliklar1 ve konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra, parafilmle

agizlar kapatilarak DNA saklama kutularina konulup -20°C’de saklanmasi.
3.4 Spektrofotometre ile DNA Konsantrasyon ve Safliginin Belirlenmesi

Konsantrasyon ve saflik 6l¢iimiinde “NanoDrop ND1000® Spektrofotometre”
cihazt (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanildi. Spektrofotometrik Ol¢im; DNA,
RNA ve protein gibi maddelerin i¢inde bulunduklar1 sivi soliisyondan gecirilen belirli
spektrumlardaki 15181, kimyasal yapilarina ve konsantrasyonlarina paralel olarak absorbe
(A) etmesi prensibine dayanmaktadir. DNA ve RNA gibi niikleik asitler 260 nm’de,
proteinler ise 280 nm’de maksimum absorbans gosterirler. Bu oranin 1,8-2 araliginda

bulunmasinin analiz i¢in uygun saflikta oldugu kabul edilmektedir. Bu deger araligindan
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daha az olan c¢ozeltilerde protein kontaminasyonu olacagindan siiphelenilirken,

tizerindeki degerler ise RNA kontaminasyonu acisindan anlamlidir.

Yapilan ¢alismada kullanilan DNA 6rneklerinin A260/A280 oraninin 1,8-2,0
arasinda olmasi ve konsantrasyonunun ise en az 20 ng/ul olmasi hedeflendi. Ideal saflik
oraninda olmayan veya DNA konsantrasyonu diisiik olan 6rneklerden tekrar DNA

izolasyonu yapildi.
3.5 Arsiv Genetik Verilerinin Elde Edilme Metotlar:
3.5.1 QF-PCR Analizi ile Hizh Prenatal Test

QF-PCR, kromozomlar iizerindeki kisa tekrar dizilerinin (STR; Short Tandem
Repeats) PCR ile ¢ogaltilarak kantitatif olarak 6lciilmesine dayanan bir tekniktir. STR’
lar iki ile yedi niikleotidlik tekrarlardan olusur ve yalnizca belirtilen kromozom dizisine
ozgiildiir. Bu STR’lar kisiler arasinda farkli uzunlukta olabildigi gibi ayni kisiye ait iki
kromozomda farkli da olabilir. Bu sayede homolog kromozomlarin ayrimi

yapilabilmekte ve olgudaki kromozom sayis1 STR belirtecleri ile belirlenebilmektedir.

Yapilan testin analizi sirasinda floresan primerler araciligiyla ¢ogaltilmis DNA
fragmanlari, kapiller elektroforez cihazlarinda pik alanlar1 gorsellestirilerek olgiildii.
Normal heterozigot bireyler, analiz edilen her kromozom i¢in iki tepe alani (tepe orani
1:1) gostermektedir. Trizomik fetlislerde iliskili kromozom markirlarinda triallelik

pattern (1:1:1) ya da diallelik trizomik pattern (2:1) tespit edilmektedir.

Prenatal materyalin QF-PCR analizi i¢in igerisinde 13, 15, 16, 18, 21, 22 ve XY
kromozom boélgeleri i¢in 2 adet master miks bulunan “ChromoQuant SuperSTaR Optima
QF-PCR Kit” (CyberGene AB, Isvec) kiti kullamldi. Reaksiyon ve gériintiileme igin
dretici firmanin Onerdigi protokoller uygulandi. Bu basamaklar sirasiyla asagida

Ozetlenmistir:

e Fetal materyalden izole edilen DNA -20 °C’den ¢ikarilmasi ve oda 1sisina
getirilmesi.

e Spektrofotometrede drneklerin konsantrasyon ve saflik dl¢timleri.
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¢ DNA konsantrasyonunun uygun degere getirilmesi (4 pl distile su icerisinde
toplam DNA miktar1 5-12 ng olacak sekilde).

e 4.8 ul Reaction mix 1 ve 1,2 pl Activator mix’in 200 ul’lik PCR strip tiip de
homojenize olacak sekilde karistirilmasi.

e 4.8 ul Reaction mix 2 ve 1,2 pl Activator mix’in 200 pl’lik ayr1 bir PCR strip
tiipiinde homojenize olacak sekilde karistirilmasi.

e Her iki PCR tiipiine konsantrasyonu uygun hale getirilmis 4 ul DNA eklenmesi.

e PCR tiipilinde final voliimiin 10 pl olacak sekilde distile su ile tamamlanmasi.

e Tiplerin “Thermal Cycler” cihazina alinarak PCR siklusunun baslatilmasi.

e PCR siklus programi:

e 95°C’de 15 dk denatiirasyon

e 94°C’de 30sn

e 57°C’de1dk 26 dongii

e 71°C’de 2 dk

e 71°C’de 5 dk son uzama

e 60°C’de 60 dk

e Program bitiminde 10 pl Hi-Di formamid ve 0,5 pl “size standard™’1n bos bir
PCR tiipiinde pipetaj yapilarak mastermix hazirlanmasi.

e Mastermix lizerine 1 pl PCR iiriinlin eklenmesi ve pipetaj ile homojenizasyonu.

e Orneklerin ABI Prism 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster City,
USA) kapiller elektroforez cihazina yiiklenmesi.

e Yiirlitme bitiminde islenmemis verinin GeneMapper v4.0. yazilim1 kullanilarak

analizi.
3.5.2 Kimerizm Analizi

Kimerizm analizi insan genomlarinda bulunan kisa tekrar bolgeleri gibi (STR)
polimorfik DNA dizi belirtecleri kullanilarak gergeklestirilmektedir. Yiiksek polimorfik
kisa dizi tekrarlar1 / degisik sayidaki dizi tekrarlar1 (STR/VNTR) sisteminin polimeraz

zincir reaksiyonu (PCR) ile g¢ogaltilmasi kimerizm analizinde yontem olarak kabul
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edilmektedir. Analiz i¢in ise ebeveynlerde ve fetiiste yer alan STR lokuslarindaki allel

farkliliklart kullanilmaktadir.

Yapilan c¢alismada kimerizm analizleri i¢in “Mentype® Chimera® PCR
Amplification” (Biotype GmbH, Almanya) kiti kullanildi. Reaksiyon ve goriintiileme
icin dretici firmanin 6nerdigi protokoller uygulandi. Bu basamaklar sirasi ile asagida

belirtilmistir;

o Fetal materyalden izole edilen ve ebeveyn DNA’larinin -20 °C’den ¢ikarilmasi
ve oda 1s1sina getirilmesi.

o Spektrofotometrede konsantrasyon ve saflik dlgiimleri.

e DNA konsantrasyonunun uygun degere getirilmesi (2 ng/ ul).

o Ornek basina 5 ul Reaction mix A, 2,5 ul Primer mix’in, 0,4 ul Multi Taq2 DNA
Polymerase ve 16,1 ul niikleaz-free su olacak sekilde master mix hazirlanmasi.

e Her bir 6rnek i¢cin 1 pl DNA ve 25 pl’lik Master mix’in karistirilmasi.

e Tiiplerin Thermal Cycler cihazina alinarak PCR siklusunun baslatilmasi.

e PCR siklus programi:

e 95°C’de 4 dk

e 94°C’de 30sn

e 60°C’de 120 sn 30 dongii

e 72°C’de 75 sn

e 68°C’de 60 dk

e Program bitiminde 10 pl Hi-Di formamid ve 0,5 pl “size standard™’1in bos bir
PCR tiiplinde pipetaj yapilarak mastermix hazirlanmasi

e Mastermix lizerine 1 pl PCR {irliniin eklenmesi ve pipetaj ile homojenizasyonu

o Orneklerin ABI Prism 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster City,
USA) kapiller elektroforez cihazina yiiklenmesi

e Yiriitme bitiminde islenmemis verinin GeneMapper v4.0. yazilimi kullanilarak

analizi
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3.5.3 Prenatal Ornek Karyotip Analizi

Fetal karyotipleme i¢in alinan prenatal tan1 6rnekleri farkliliklar gostermektedir.
Arastirmaya dahil edilen olgularda sitogenetik analiz i¢in amniyon s1visi, koryonik villus
materyali, kord kani kullanildi. Kromozomlarin elde edilmesinde kord kani i¢in kisa

stireli kiiltiir, amniyon ve KV'S materyali i¢in uzun stireli hiicre kiiltiirii kuruldu.

Amniyosentez sonrast kromozom analizi i¢in amniyon drnekleri laboratuvara her
biri 10 ml olan 2 enjektdr igerisinde ulastirildi. Ornekler oncelikle 10 ml santrifiij
tiiplerine aktarildi. Ardindan 1200 RPM’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatant kisim
ayrildi. Orneklerin iizerine 3 ml “Amniomax” (Thermo Fisher Scientific, ABD) besiyeri
eklendi ve ornekler hiicre kiiltiir flasklarina ekildi. Flasklar 37°C’de ayr1 karbondioksit
etiivlerinde inkiibe edildi. Yirmi dordiincii saatte kiiltiir kontaminasyonu agisindan
kontrol edildi. Yedinci giin hiicre kiiltlirlerinin lizerine 1 ml besiyeri eklenerek tekrar
37°C’de inkiibasyona birakildi. Yeterli boliinen hiicre sayisina ulasan kiiltiirlere (6.-10.
giin) kiiltiir i¢i pasajlama (KIP) yapildi. Kiiltiir ici pasajlama islemi icin &nce flask
icerisindeki besiyeri uzaklastirildi ve 3 ml fosfat tamponlu salin soliisyonu (PBS) ile
flask yiizeyi yikandi. Ardindan 1 ml tripsin-EDTA eklenerek 30 saniye bekletildi. Fazla
tripsin uzaklastirildi ve 3 ml besiyeri eklendi. Kiiltiir i¢i pasajdan 16-18 saat sonra flaska
150 pL (3 damla) kolsemid eklendi. Kolsemid eklenen kiiltiirler 3 saat 37°C’de
karbondioksit etlivlerinde inkiibasyona birakildi. Ardindan harvest i¢in flask icerisindeki
besiyeri 10 ml santrifiij tiipline alind1. Flask yiizeyi 3 ml PBS ile yikandi. Eklenen PBS
ayni santrifiij tiipline alind1 ve 1 ml tripsin-EDTA hiicre kiiltiirii flaskinin igine eklendi.
Hiicreler ylizeyden ayrilana kadar (1-3 dk) beklenildi. Flask igerisindeki tripsin ayni
santrifiyj tiipiine alindi. Sonrasinda 3 ml PBS ile flask tekrar yikanip ayn1 santrifiij tiipii
icerisine alindi. Harvest ardindan 6rnekler 1200 RPM’de 10 dk santrifiij edilerek
stipernatant uzaklastirildi. Ardindan 0,075M KCL hipotonik soliisyon ile tiipler 10 ml’ye
tamamland1 ve 30 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde 1100 RPM’de 10
dk santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi. Fiksasyon islemi i¢in tiipler toplam 3
defa modifiye “Carnoy” soliisyonu eklenerek 10 ml’ye tamamlandi ve 1200 RPM’de 10

dk santrifiij sonrasinda siipernatant kisimlar1 uzaklastirildi. Son fiksasyon sonrasi yayma
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alindi. Yayma sonrasi preparatlar 90°C ii¢ saat yaslandirildi. Ardindan rutin G-bantlama

ile boyama sonrasi 151k mikroskobu ile degerlendirildi.

KVO kromozom analizi i¢in laboratuvara gelen 10-20 mg koryon villus érnekleri
oncelikle mikroskop altinda maternal dokudan temizlendi. Temizlenen dokular her bir
hiicre kiiltiirii flaskina 6 parca olacak sekilde iki ayr1 flaska ekim yapildi. Flasklara 3 ml
“Amniomax” besiyeri eklendi ve 37°C’de ayr1 karbondioksit etiivlerinde inkiibe edildi.
Flasklar 3. giin kontaminasyon i¢in kontrol edildi. Yedinci giin hiicre kiiltiirlerinin
iizerine 2 ml besiyeri eklenerek tekrar 37°C inkiibasyona birakildi. Ornekler 10-14’iincii
giinlerde harvest i¢in kontrol edildi ve uygun olan flasklar harvest edildi. Harvest i¢in 1
ml tripsin hiicre kiiltiirii flaskinin i¢ine eklendi. Hiicreler ylizeyden ayrilana kadar (30
sn-1 dk) beklenildi. Harvest edilen hiicreler 10ml’lik santrifiij tiiplerine alindi. Harvest
edilen hiicrelere amniyosentez harvesti sonrast uygulanan basamaklar uygulandi. Elde

edilen preparatlar 151k mikroskobu altinda analiz edildi.

Kordosentez 6rneginde kromozom analizi i¢in 20. haftadan sonra alinan kord
kan1 6rnegi laboratuvara, igerisinde ikiser mililitre bulunan 2 adet sodyum heparinli
tipte ile wulastirildi. Alman fetal kan Ornegi fitohemaglutinin, L-glutamine,
penisilin/streptomisin, %15 “fetal calf serum” eklenen “RPMI 1640” iceren 10ml’lik 2
santrifiij tlipline 8’er damla ekildi ve 37°C’de karbondioksit etiivlerinde kiiltiire edildi.
Kiiltiiriin ikinci glinlinde yliksek rezoliisyonlu karyotip bantlama i¢in besiyerlerinden
birine 1 damla timidin eklendi. Yirmi dort saat sonra timidin eklenmis besiyeri 1200
RPM’de 10 dk santrifiije edildikten sonra siipernatant atildi. Ornek 10ml PBS eklendi.
Ardindan tekrar 1200 RPM’de 10 dk santrifiije edildikten sonra siipernatant atildi ve
tekrar 10 ml besiyeri eklendi. Her iki tlip 3.gilinde amniyosentez harvesti sonrasi
uygulanan basamaklarin aynilar1 uygulanarak preparatlar hazirlandi. Elde edilen

preparatlar 151k mikroskobu altinda analiz edildi.
3.6 Alfa Talasemi Coklu Ligasyonla Prob Amplifikasyon (MLPA) Teknigi

Genomik DNA kullanilarak insan “alfa globin cluster” bolgesinin kopya sayisi

varyantlarini tespit edebilmek amaciyla, 16p13.3 bolgesinde yer alan HBA geni

47



promotor bdlgesinin delesyon/duplikasyon analizi i¢in “SALSA® MLPA® probemix
P140-C1 HBA kiti “(MRC-Holland, Amsterdam, Hollanda) kullanildi. Kullanilan bu kit

ile delesyon/duplikasyonlar haricinde, HBA2 geninde nokta mutasyonu sonucu ortaya

cikan Hb Constant Spring degisiminin de tespit edilmesi miimkiin olmaktadir. Alfa

talasemi i¢in yapilan MLPA c¢aligmasinin tiim reaksiyonlar1 ve analiz basamaklari

ireticinin talimatlarina uygun sekilde gergeklestirildi. Reaksiyonlar basamaklar1 sirasi

ile asagidaki asamalar1 icermektedir;

e DNA Denatiirasyonu ve Prob Miks ile Hibridizasyonu:

Olgu DNA’larinin -20 °C’den ¢ikarilmasi ve oda 1sisina getirilmesi.
Spektrofometrede konsantrasyon ve saflik 6lgiimleri.

Konsantrasyon degerinin uygun hale getirilmesi (toplam DNA miktar1
60-200 ng DNA olacak sekilde) ve DNA’dan 5 pl 6rnegin 200 pl’lik PCR
strip tiiplere aktarilmasi.

Tiiplin “Thermal Cycler” cihazinda 98°C’da 15 dakika bekletilerek
denatiirasyonu.

Denatiirasyon sonrasi cihaz i¢i sicakligin 25°C’ye indirilmesi.

Ornegin iizerine 1,5 pl “SALSA Probe Mix” ve 1,5 ul MLPA buffer ilave
edilip pipetaj ile homojenize edilmesi.

“Thermal Cycler” cihazinda 95°C de 1 dakika inkiibasyon, ardindan
60°C’de 16 saat hibridizasyon.

e Ligasyon:

Hibridizasyon bitiminde cihaz sicakliginin 54 °C’ye indirilmesi.
Ligaz-65 miks olusturulmasi: 3 pl “Ligase Buffer-A”, 3 ul “Ligase
Buffer-B”, 25 ul su ve 1 pl “Ligase-65" enzimlerinin bos PCR tiipiinde
pipetaj ile homojenize edilmesi.

Hibridizasyon iirtiniine 32 pl Ligaz-65 miks ilave edilmesi.

[lave sonras1 54°C de 15 dakika inkiibasyon.

“Thermal Cycler” cihazinda 98 °C’de 5 dakika ligaz enzim

denatiirasyonu.
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e Polimeraz Zincir Reaksiyonu:

Ligasyon iirlinlinden 10 pl alinarak ayr1 PCR strip tiipline aktariimasi.
Bu asamadan sonraki tiim basamaklar buz {izerinde yapilmistir.
Alinan ligasyon liriiniiniin {izerine sirastyla 7,5 pl distile su, 2 pl Salsa
primer FAM, 0,5 pl Salsa polimeraz eklenmesi.

Tiplerin “Thermal Cycler” cihazina alinarak PCR siklusunun

baglatilmasi.

e PCR siklus programi:

Denatiirasyon 95°C’de 30sn

Baglanma 60°C’de 30sn 35 dongii
Uzama 72°C’de 1 dk

Final uzama 72°C’de 20dk

e Program bitiminde 6rnekler kapiller elektroforez cihazina yiiklenir.

e Kapiller Elektroforez Cihazina Yiikleme:

Orneklerin analizi ve yiiriitmesi “ABI Prism 3130 Genetic Analyser”
(Applied Biosystem, Foster City, USA) cihazinda gerceklestirilmistir.

10 pl formamid ve 0,5 pl “size standard” ile bos bir PCR tiipiinde pipetaj
yapilarak mastermix hazirlanmasi.

10,5 pl mastermix tizerine 2 pul PCR iiriiniin eklenmesi ve pipetaj ile
homojenizasyonu.

PCR tiipiiniin “Thermo Cycler” cihazina yiiklenmesi ve 95°C’de 5 dakika
denatiirasyonu.

Renatiirasyonu engellemek i¢in -20°C’de 2 dakika bekletme.

Iki kontrol 6rneginin yiikleme plaginda ayr1 kuyucuklara yiiklenmesi.
Ornek yiikleme plaginin “ABI Prism 3130 Genetic Analyser” cihazina
yiiklenip kapiller elektroforezin baglatilmasi.

e Yiiriitme bitiminde islenmemis veri “Coffalyser.Net” (MRC-Holland,

Amsterdam, Hollanda) yazilimi1 kullanilarak analiz edilmistir (184).
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3.7 Tiim Ekzom Dizileme (WES)

Tim ekzom dizilemesi ile insan genomunun kodlayan bdlgeleri icindeki
ekzonlarin zenginlestirmesi ve tekrarlayan sekanslanmasi ile genomdaki degisimler
tespit edilmektedir. Yapilan calisma ile toplam 22.000 gen iizerinde bulunan
180.000'den fazla ekzon taranmaktadir. Toplumda sik goriilen ve herhangi bir hastalia
yol agmayan varyasyonlar goriilebilecegi gibi, son derece nadir ve kisiye ozgl
varyantlar da saptanabilmektedir. Tespit edilen varyantlarin tek gen hastaliklar1 veya
multifaktoriyel hastaliklarin etiyolojisinde rol alip almadigi varyantin frekansi, kodladig
protein lizerindeki fonksiyonel etkisi, hastaligin ve degisim aile i¢indeki segregasyonu,
sebep oldugu hastaligin kaliim sekli, in silico prediksiyon programlarinda edinilen
bilgiler, splicing ve mRNA maturasyonu {izerindeki etkileri incelenerek
belirlenmektedir. Yapilan analizde bakilan tiim ekzonlar genomun yaklasik %1 ini
olusturmaktadir. Fakat tek gen hastaliklarinda hastalik yapict mutasyonlarin %85 inin bu
bolgelerde bulundugu bilinmektedir (185, 186). Ekzonlarda tespit edilen mutasyonlarin
cesitleri incelendiginde %56’simnin missense/nonsense, %24’ liniin kiigiik insersiyon ve
delesyonlar, %10’unun splicing (kirpilma) mutasyonlari, %1,8’inin ise diizenleyici
mutasyonlar oldugu goriilmektedir (185). Bu sebeple ekzom dizilemeye oncelik vermek
is glicli ve maliyetlerini genetik poliklinikleri gibi rutin hasta bakilan yerlerde
azaltabilmektedir.

Tiim ekzom analizi verileri degerlendirilirken temel olarak iki kalite parametresi
kullanilmaktadir. Kaplam; hedef bdlgenin yiizde kac¢inin okundugunu ifade ederken,
derinlik; belirli bir bolgenin toplamda ka¢ defa okundugunu ifade eder.

Yapilan calismada ‘Twist Bioscience™ Customized Kit for Exome” kiti iiretici
firmasinin Onerileri dogrultusunda kullanildi. Kullanilan kit yeni nesil sekanslama
teknolojileri igerisinde hedef yakalama ve zenginlestirme (‘target capture and
enrichment’) prensibi ile ¢aligmaktadir. Bu yontemde 6zetle biotinile edilmis problarin
hedef bolgeyle hibridize olmasimnin ardindan streptavidin boncuklar kullanilarak

yakalanmasi, manyetik alan ile hedef dis1 bolgelerden ayristirilarak ¢ogaltilmasi prensibi
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kullanilmaktadir. Reaksiyon basamaklar1 sirasinda kiitiiphane hazirlanmasi igin

kullanilan materyaller (Tablo-2) ve ekipmanlar (Tablo-3) asagida belirtilmistir.

Malzeme Marka
. — ™ . -
Target Capture NGS kit Twist Bioscience Customized Kit for
Exome

DNA Piirifikasyonu i¢in Manyetik | Beckman Coulter™ AMPure XP for PCR
Boncuklar Purification

s . . Roche™ KAPA HiFi HotStart Library
Kiitiiphane Amplifikasyon Kiti Amplification Kit
NGS Reaksiyon Kartugu [llumina™ HiSeq X Ten Reagent Kit v2.5
Etanol MERCK™ Ethanol
Niikleaz Icermeyen Su MERCK™ Nuclease free water

Tablo-2: WES i¢in kullanilan materyaller

Ekipman Marka

PCR Cihaz1 Bio-Rad™ T100 Thermal Cycler

Spektrofotometre Thermo  Fisher  Scientific™  NanoDrop
ND1000® Spectrophotometer

Santrifiij Eppendorf™ 5425/5424R

Vorteks IKA™ Vortex

Termal Calkalayici BIOSAN™ TS-100 Thermo-Shaker

Mikropipet Setleri Eppendorf™

Manyetik Stand DynaMag™ -2 Magnet

0.2 ml, 1.5 ml, 2 ml PCR tiipleri Eppendorf™

Tablo-3: WES i¢in kullanilan ekipman

3.7.1 WES Laboratuvar Asamalari

Olgularin tiim ekzom dizileme c¢alismasi icin A260/A280 oram 1,8-2,0 safliginda
ve en az 20 ng/ul konsantrasyona sahip DNA 6rnegi kullanildi. Kiitiiphane hazirligi,
biyoinformatik asamalar1 ve klinik analizler DEUTF Tibbi Genetik Anabilim Dalinda
uygulandi.

Tim ekzom dizilemenin laboratuvar asamalar1 oOzetle 5 teknik asama
icermektedir. Bunlar sirasiyla; hibridizasyon i¢in kiitiiphanelerin  hazirlanmasi,
(fragmentasyon, Acik ug¢ onarimi, A ucu takilmasi, adaptér ligasyonu, indeks ile

isaretleme), “Capture” problar ile kiitliphanenin hibridizasyonu, hibridize olan “target”
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bolgelerin streptavidin boncuk ile izolasyonu, post-capture PCR amplifikasyonu ve

piirifikasyonu, Illumina platformunda sekanslanmasi basamaklarindan olugsmaktadir.

Tim ekzom dizileme sirasindan uygulanan reaksiyon basamaklar1 uygulanan sira

ile asagida belirtilmistir:

DNA Fragmantasyonu: DNA, fragmantaz enzimi ile 37°C’de inkiibe edilmesi.

Bu yontem ile 150-250 bg¢ uzunlugunda DNA fragmanlar elde edildi.

Piirifikasyon*: Piirifikasyon islemi manyetik boncuklar (Magnetik bead) ile
yapildi. Manyetik boncuk cozeltisi 6nce 30 dakika oda sicakligina bekletildi. iki
mililitrelik konik dipli tiiplere her 6rnek i¢in eklenen DNA voliimiiniin 1,8 kati manyetik
boncuk dagitildi. Uzerine fragmentasyon basamagi sonrasi elde edilen DNA iiriinleri
eklendi. Vorteks ve spin yontemleri ile homojenizasyon saglandi. Manyetik boncuklarin
DNA’ya baglanmasimi saglamak amaciyla 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi. Ardindan tlipler manyetik standa yerlestirilip, sivi seffaf oldugunda
siipernatant kisim pipetle atildi. Tiipler manyetik stand tizerindeyken her tiipe 500 pL
Etanol (%80) ilave edildi. Otuz saniye bekleme sonrasi alkol pipetaj ile uzaklagtirild.
Bu islem toplam 2 kez daha tekrarlandi. Kalan alkolii temizlemek icin orneklere spin
yapildi ve 10 puL pipetle kalan alkol temizlendi. Alkol tamamen evapore oluncaya kadar
beklendi. Tiipler stand iizerindeyken niikleaz icermeyen su eklendi ve stanttan alindi.
Vorteks ve spin sonrasi 2 dk oda sicaklifinda inkiibe edildi. Tekrar standa yerlestirilip,
cozeltinin seffaflagsmasi sonrasi siipernatant yeni tiiplere alind1 ve sonraki asamalar i¢in

kullanildi. DNA {izerine uygulanan tiim iglemlerin arasinda piirifikasyon tekrarland1. *

DNA ucu onarimi (End repair): Test kitinde bulunan ‘End Repair Mix’ iizerine

bir 6nceki basamakta elde edilen DNA tirtiint eklenerek 20°C’de 30 dk inkiibe edildi.

*Plirifikasyon adim tekrarlandi.

A ucu takilmasi (A-tailing): Bu adimda DNA fragmentlerinin ucuna adenilasyon
amactyla test kitinde bulunan A-tailing tiiplerinin {izerine bir Onceki piirifikasyon
basamagindan elde edilen DNA fiiriinii eklendi. Ornekler 30°C’de 30 dk inkiibasyona
birakildi.
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*Piirifikasyon adimi tekrarlanda.

Adaptdr Ligasyonu: Bir 6nceki piirifikasyondan elde edilen siipernatant ligasyon

tiiplerine eklendi. Uzerine kitin icerisinde bulunan adaptdr eklendi. 15 dk 20°C’de
inkiibasyon yapildi. Ardindan USER enzimi eklenip ve 37°C’de 15 dk inkiibe edildi.

*Plirifikasyon adim tekrarlandi.

Indeks ile Isaretleme: Dual indeks (ikili indeks) seti kullamldi. indeksler ayni

anda birden fazla 6rnegin tek bir tiipte birlestirilmesi ve es zamanli sekanslanmasini
miimkiin kilan primer dizileridir. Calismada i5 ve 17 olarak adlandirilan evrensel dual
indeks sistemi kullanilmistir. Bir onceki adimdan elde edilen DNA iiriinii, ‘KAPA
Library Amplification Mix’ ve indeks primerleri ile reaksiyon karigimi olusturulup PCR
cihazina kondu ve kit kullanim kilavuzunda onerilen PCR protokol basamaklar

uygulandi.
*Plirifikasyon adim tekrarlandi.

Prob Hibridizasyonu: Kitin igerisinde bulunan Blok miks, Hibridizasyon miks ve

Target Capture’ problar1 ile hibridizasyon reaksiyon ¢dzeltisi hazirlandi. Ornekler 16

saat 65°C’de inkiibe edildi.

Streptavidin _boncuk ile hedef kiitliphanenin seg¢ilmesi: Hibridizasyondan

basamagindan sonra elde edilen Ornekler streptavidin boncuklar ve kitin igerisinde
bulunan yikama ¢d6zeltileri ile seri yikama isleminden gecirildi. Elde edilen DNA iiriinii

hedef kiitiiphaneyi olusturmaktadir.

Hedef kiitiiphanenin amplifikasyonu: Elde edilen hedef kiitiiphane universal PCR

primerleri ile amplifiye edildi. Son kez piirifikasyon adimi tekrarlandi. Yiirlitme Oncesi

hedef bolgeleri se¢ilmis, indekslenmis kiitiiphanenin konsantrasyon kontrolii yapildi.

Ilumina Cihazi ile Yeni Nesil Dizileme: Kiitiiphane hazirlama kiti ile elde edilen

indekslenmis Ornekler tek bir tiipte birlestirildikten sonra Illumina™ HiSeq cihazi
kartusuna yiiklendi. Reaksiyon kartusu ve akis hiicresi (‘flow cell’) cihaza yerlestirildi.
Cihazdan elde edilen veri, “FASTQ” formatinda alindi.
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3.7.2 WES Biyoinformatik Analizi

Tiim ekzom dizileme sonucunda elde edilmis ‘FASTQ’ formatindaki ham veriler
SEQ (Genomize, Tiirkiye) programi kullanilarak UCSC veri tabaninin Subat 2009
(GRch37/hgl9) yilinda giincellenen insan genom dizileme dizisi genomu referans
alinarak hizalama, siralama, varyant cagirma ('variant calling'), giivenilirlik skorlamasi
ve varyant anotasyonu islemlerinden gecirildi (187). Hizalama ve siralama i¢in Burrows-
Wheeler-Aligner programi, varyant cagirma ('variant calling') icin optimize edilmis
haplotip  temelli  FreeBayes programi  kullanildi.  Varyantlarin  giivenirlik
degerlendirmeleri primer ve sekonder kaplam esigi, alternatif/allel orani esigi, iplik¢ik
bias degeri esigi ve heterozigot varyantlar i¢in her iki iplik¢ikteki alternatif/allel oram
parametreleri baz alindi. Gilivenirlik degerlendirmesi sonucunda varyantlar tiim
parametrelerde gectiginde yiiksek giivenilirlik, bir veya daha fazla parametreden
gecitiginde distik giivenilirlik, primer kaplam esigini ge¢emediginde ise yetersiz
giivenirlik etiketi ile smniflandirildi. Yetersiz etiketi alan varyantlar degerlendirilmeye
almmadi. Elde edilen veriler ileri filtrelendirmeler ile patojenisite acisindan
degerlendirildi. Tiin analiz islemleri Dokuz Eyliil Universitesi Tibbi Genetik Anabilim

Dali’nda yapildi.
3.7.3 WES Verilerinin Klinik Analizi

Saptanan varyantlarin patojenisite siniflandirmasinda 2015 yilinda yayinlanan
Amerikan Tibbi Genetik ve Genomik Derneginin giincel kilavuzu esas alinmistir (188).
Buna gore varyantlar sirasiyla benign, muhtemel benign, klinik Onemi belirsiz,
muhtemel patojenik ve patojenik olarak siniflandirilmistir. Patojenisite acisindan elde
edilebilecek ek bilgilerin (de novo olup olmamalari, cis-trans durumunda bulunan
varyantlarin ayirt edilmesi vb.) analize dahil edilebilmesi i¢in; ebeveynlerin verileri de
olgular ile beraber analiz edilmistir. Analiz sirasinda kullanilan veriler asagida

belirtilmistir;
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e Varyantin tipi (nonsense, missense, stop vb.),
e Varsa daha 6nce bildirilmis ayn1 aminoasit degisiminin patojenisitesi,
® de novo olup olmamasi,
¢ Bilinen fonksiyonel ¢aligmasinin olup olmamasi,
e Toplumda minoér allel frekansi ve merkez igi frekansi,
e Varsa eski vaka-kontrol ¢alismalarindaki frekanslari,
e Protein iizerinde mutasyonel "hotspot’ bir noktada yer alip almamasi,
e Biallelik olup olmamasi,
e Protein uzunlugu tizerindeki etkisi,
e [n silico analiz verileri (SIFT, PolyPhen, CADD, MetaLR ve REVEL
prediksiyon araclar)
e Uluslararasi veri tabanlarindaki verileri
e Varyantin sebep oldugu hastaligin kalittm modeli g6z Oniine alinarak
heterozigot/homozigot tespiti
e Human Phenotype Ontology (HPO) terimi ile tespit edilen varyant geninin
iliskisi
Varyantlarin patojenik siniflandirmasinda SEQ platformu, Amerikan Ulusal
Biyoteknoloji Enstitiisii’ne ait ClinVar veri tabani, Varsome (Saphetor, Isvigre) analiz
platformu ve Franklin (Genoox, ABD) analiz platformlarindan yararlanildi. Yapilan
birinci basamak incelemeler sonucunda ACMG kriterlerince tan1 alamayan olgular ikinci
basamak incelemede DAVID, STRING veri tabanlari ve literatiir taramalar1 kullanilarak

incelendi.

Ikinci basamak incelemede filtrelenen hedef varyantlar hiicresel yolaklardaki
varyant yiiklerinin arastirilmas1 amaciyla DAVID (‘Database for Annotation,
Visualization, and Integrated Discovery’) veri tabaninda islevsel zenginlestirmeye tabii
tutuldu (189). Bu sayede immiin olmayan hidrops fetalis patofizyolojisinde rol alan
hiicresel yolaklarda anlamli artmis varyant yiikiiniin varligt degerlendirildi.
Degerlendirme sirasinda Benjamini-Hochberg metodunda p<0,05 olan hiicresel yolaklar

anlamli kabul edildi (210).
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Varyant tespit edilen genler literatirde immiin olmayan hidrops fetalis
etiyolojisinde rol oynayan veya fenotipik serilerde hidrops bildirilen genler ile
fonksiyonel olarak iliski i¢inde olup olmadigt STRING (‘Search Tool for Recurring
Instances of Neighboring Genes’) programinda degerlendirildi. Degerlendirme igin
IOHF olgularinda bildirilmis veya fenotipik serilerde hidrops ile iliskisi belirtilen gen
listesi olusturuldu (Tablo-4).

Listede yer alan genlerde tespit edilen varyantlar ve STRING programinda
minimum etkilesim skoru 0.7 ve iizeri olan yiiksek giivenilirlikli fonksiyonel

etkilesimler esas alindi (190).

STRING programinda arastirilacak sinonim olmayan tek niikleotid degisimi
varyantlar REVEL (“Rare Exome Variant Ensemble Learner”) ve MetalLR algoritma
skorlar1 degerlendirilerek secildi (190-192). REVEL MutPred, FATHMM v2.3, VEST
3.0, PolyPhen-2, SIFT, PROVEAN, MutationAssessor, MutationTaster, LRT, GERP++,
SiPhy, phyloP, and phastCons in-silico analiz programlarinin skorlarinin entegrasyonu
ile ¢alisan bir analiz programidir. REVEL skorlamasinda tespit edilen 0-1 aras1 degerler
tespit edilen degisimin patojenisitesini yansitmaktadir. REVEL skorlamas1 tanimlayici
bir tahmin yapmamakla birlikte 0,5 degerinin {izerindeki degerler muhtemel hastalik
yapici, altindakiler muhtemel benign olarak tahmin edilmektedir. REVEL skoru igin
loannidis ve arkadaslar1 0,75 ve {stii skorlarin smir olarak kabul edilebilecegini
onermistir (191). Yine ayni1 ¢aligmada daha sensitif bir analiz amaglandiginda bu sinirin
0,5 olarak da kabul edilebilecegi belirtilmistir. Yapilan calismada varyant se¢iminin
spesifitesinin artirilmas1 amaciyla REVEL skoru 0,5-0,75 arasindaki degerler VUS

yoniinde; 0,75 tlizerindeki degerler ise patojenisite lehine degerlendirildi.

MetalLR “dbNSFP” projesi kullanilarak 37 algoritmada elde edilen skorlarin
birlestirildigi ve sinonim olmayan tek niikleotid degisimlerinin puanlandigr bir
algoritmadir. Skorlama sirasinda varyantlarin protein tizerindeki etkisi ve allel frekans
bilgileri dahil edilerek lojistik regresyon modeli kullanilmaktadir. Islem sonucunda 0-1
arasinda kantitatif sonug elde edilmektedir ve varyantlar ‘folerated’ ve 'damaging’ olarak

siniflandirilmaktadir (192, 193).
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AARS2 ABCC6 ACAD9 ACTAl ACTB ADAMTS3
AHCY ALGlI ALGS ALG9 ALPK3 ANKRDI11
ASAHI ASCCl1 ATP11C BIDI B9D2 BICD2
BRAF BSND CA2 CACNAIC CALCRL CANTI1
CBL CC2D2A CCBEI1 CDANI1 CDCA42 CEP
CEP120 CEP290 CEPS55 CHD7 CHRNALI CHRND
CHRNG CLCN7 CLCNKA CLCNKB COG6 COL1Al1
COLIA2 COL2A1 CRTAP CSPP1 CTSA CYBB
CYP11Al CYP21A2 DHCR24 DHCR7 DMPK DNAH9
DOK7 DYNCIHI DYNC2H1 EBP ENPP1 EP300
EPHB4 ERCC5 ESCO2 FAT4 FBXWI11 FGFR2
FGFR3 FIG4 FKTN FLNA FLT4 FLVCR2
FOXC2 FOXP3 FRASI1 FREM2 FZD6 G6PD
GAA GALNS GATA1 GATA2 GATAS GBA
GBE1 GLBI1 GLE1 GLMN GNPTAB GPI
GRIN2B GRIP1 GUSB HADHA HADHB HBAI
HBA2 HBB HDACS HK1 HRAS HSPD1
IDUA IFT122 IFT140 IFT172 IFT80 IKBKG
IKZF1 INPPL1 INVS ITGA9 ITGB3 ITPR1
KCNH2 KCNI1 KCNQI1 KCTDI KDM6A KIAA0586
KIAA1109 KLFI KLHLA40 KMT2D KRAS KRIT!1
LAMB2 LARS2 LBR LIPA LMOD3 LRP6
LZTRI MAP2K1 MAP2K2 MED12 MEDI13L MGAT?2
MID1 MKKS MKS1 MMACHC MRPS16 MRPS22
MUSK MVK MYBPC3 MYH3 MYH7 MYRF
MYSM1 NDUFB10 NEB NEK1 NEK9 NEUI
NEXN NIPBL NPCI NPC2 NPHS1 NPHS2
NPL NRAS OFD1 OSTM1 P3H1 PEX1
PEX10 PEX11B PEX12 PEX13 PEX14 PEX16
PEX19 PEX2 PEX26 PEX3 PEX5 PEX6
PHGDH PIEZO1 PIGN PIK3CA PKHD1 PKLR
PKP2 PLEKHMI1 PMM2 POU3F3 PPP3CA PRF1
PRKAG2 PSPH PTCH1 PTHIR PTPNI1 RAD21
RAF1 RAPSN RARS2 RASA RASALI RIPK4
RITI RNASEH2B RPGRIPIL RPL11 RPL15 RPL26
RPL27 RPL31 RPL35A RPL36 RPL3 RPS10
RPS15 RPS17 RPS19 RPS24 RPS26 RPS27
RPS28 RPS29 RPS7 RYRI1 SCN2A SCNSA
SEC23B SERPINAL1I SF3B4 SGPL1 SHOC2 SLCI2A1
SLC17AS SLC22A5 SLC25A26 SLC26A2 SLC35D1 SLC4A1
SLC6A9 SMCIA SMC3 SMNI1 SMN2 SMPD1
SOS1 SOXI18 SPTA1 SPTB STAT3 STT3B
SUMF1 SUZ12 TALDO1 TAPTI1 TAZ TCIRG1
THSD1 TMEM216 TMEMé67 TNFRSF11A TNFSF11 TPM2
TRIP11 TRNT1 TSCI TSC2 TSR2 TTC21B
TTN UNCI13D UROS VEGFR3 WAC WDFY3
WDRI19 WDR34 WDR35 WDR60 WDR&I WT1
ZEB2

Tablo-4: Iimmiin olmayan hidrops fetalis (IOHF) olgularinda bildirilen veya fenotipik
serilerde hidrops ile iligkilendirilmis genler (14, 19, 201, 215).




4. BULGULAR

4.1 Tiim Ekzom Dizileme Bulgular

Caligmada alt1 fetal 6rnege anne-baba dahil edilerek trio analiz yapildi. Elde
edilen veriler VCF formatinda degerlendirilerek kalite kontrol denetiminden gecirildi.
Olgu V harig¢ tiim olgularda 20x okuma derinliginde en az %93 kaplam verisine ulasildi.
Tim ekzom dizileme analizinde ortalama okuma sayis1 35,6 milyon olarak tespit edildi

(Tablo-5).

Olgular Okuma Ortalama Het/Hom | Ti/Tv En az 20 kere En az 50 kere
Sayisi Derinlik Orani Orani (20x) okunan (50x) okunan
(milyon) baz yiizdesi baz yiizdesi

Aile I

1.1 (fetiis) 27,1 54,43 1,46 2,2 996,72 %53,31

1.2 (anne) 25,0 48,74 1,44 2,17 %96,23 %42,35

1.3 (baba) 31,2 61,11 1,51 2,16 %97,90 %67,71

Aile IT

IL.1 (fetiis) 34,6 68,78 1,58 2,18 998,20 %77,39

I1.2 (anne) 34,7 69,04 1,54 2,16 %98,25 %77,85

I1.3 (baba) 40,3 81,05 1,57 2,18 998,72 %387,98

Aile IIT

IIL.1 (fetiis) 37,6 75,73 1,44 2,19 %98,59 %84,62

II1.2 (anne) 37,2 74,69 1,55 2,18 %98,38 %84,46

II1.3 (baba) 39,0 78,55 1,44 2,17 %98,64 %86,50

Aile IV

IV.1 (fetiis) 34,8 60,72 1,47 2,16 %96,77 %62,78

IV.2 (anne) 33,2 53,34 1,31 2,14 %93,24 %46,63

IV.3 (baba) 32,4 52,67 1,39 2,14 %93,39 %45,34

Aile V

V.1 (fetiis) 27,2 41,72 1,26 2,16 %387,99 %24,89

V.2 (anne) 42,5 67,84 1,38 2,12 %95,82 %68,47

V.3 (baba) 32,8 53,26 1,25 2,16 %93,53 %46,49

Aile VI

VI.1 (fetiis) 36,0 65,89 1,47 2,17 %97,76 %74,01

V1.2 (anne) 41,7 76,27 1,36 2,11 998,28 %383,86

V1.3 (baba) 53,6 99,26 2,61 2,12 %98,83 %93,72

Tablo-5: Tiim ekzom dizileme kalite parametreleri (Ti/Tv: Transisyon/Transversiyon

orani)

58




Yapilan tim ekzom dizileme analizlerine indeks olgularda ortalama 42.468
varyant saptandi. Her bir olguda varyantlar GnomAD, ESP6500, ExAC,
1000Genome veri tabanlar1 incelenerek MAF>0.001 olan varyantlar elendi. Ardindan
RefSeq veri tabaninda var olan transkriptler temel alinarak ekzonlarda ve kirpilma
bolgelerinde (ekzon-intron siniri, +10, -10 bp) yer almayan varyantlar elendi. Kalan
varyantlar SEQ veri tabaninda Tiirkiye geneli MAF>0.001 varyantlar elendi. Tespit
edilen varyantlar ACMG kriterleri kullanilarak siniflandirildi. Siiflandirilma sirasinda
“VarSome” ve “Franklin Genoox” ve SEQ Genomize varyant siniflandirma programlari
kullanildi. LP/P tespit edilen varyantlar klinigi agikladigi ve literatiirde bildirimleri
oldugu takdirde etiyolojik kabul edildi. Birinci basamak sonunda etiyolojik tanisal genin
bulunmadigi olgular ikinci basamak filtrelemeler ile incelendi. Ikinci basamak
incelemelerinde olgular DAVID, STRING programlari kullanilarak ve REVEL, MetalLR
in-silico prediksiyon puanlamasi baz alinarak incelendi. Ayrica tespit edilen varyantlar

literatiir taramasi ile immiin olmayan hidrops iliskisi a¢isindan degerlendirildi.
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Sekil-2: Tiim Ekzom Dizileme Ikinci Basamak Veri Analizinde Izlenilen Strateji.

DAVID veri tabaninda artmis varyant yiikii bulunan yolaklarin tespit edilmesi
icin hedef varyantlarin ait oldugu gen listeleri ‘Official Gene-Symbol’ isimleri ile girildi.
Referans genom ve background olarak homo sapiens kullanild1. Benjamini protokoliinde
p<0,05 degerine sahip yolaklar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Yapilan

incelemede;
Olgu II’de Pantotenat ve Koenzim A biyosentez yolaginda (p=0,014),

Olgu II’de oosit mayoz (p=0,0059), ve tiroid hormon sentez (p=0,037)
yolaklarinda artmig varyant yiikii tespit edildi.
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4.2. Olgularin Klinik Ozellikleri ve Ekzom Dizileme Sonuclar:

Olgularda saptanilan ultrasonografik bulgular (Tablo-6), klinik bulgular ve tiim

ekzom dizileme sonuglar1 asagida 6zetlenmistir.

Olgu No Fetal Ultrasonografide Tespit Edilen Bulgular

Olgul Kistik Higroma, Ventrikiiler Septal Defekt, Sekundum Atrial Septal Defekt,
Hafif Mitral Yetmezlik, Hafif Trikiispid Yetmezlik
Olgu II Cilt-ense 6demi, Bilateral Hidrotoraks, Genislemis Lateral Ventrikiil (13,6 mm),

Ugiincii Ventrikiilde Dilatasyon, Korpus Kallozum Agenezisi, Blake Pouch
Kisti, Miiskiiler Ventrikiiler Septal Defekt, Uzun Kemiklerde Kisalik

Olgu 11T Perikardiyal Efiizyon, Batinda Yaygin Asit, Cilt Alt1 Odem

Olgu IV Plevral Efiizyon, Batinda Yaygin Asit, Cilt Altt Odem

Olgu V Perikardiyal Efiizyon, Plevral Efiizyon, Batinda Yaygin Asit

Olgu VI Skalp Odemi, Plevral Efiizyon, Batinda Yaygin Asit, Unilateral Renal Agenezi

Tablo-6: Immiin olmayan hidrops fetalis (IOHF) olgularinda tespit edilen ultrasonografi
bulgular1

4.2.1. Olgu I’e Ait Klinik Bulgular:

G3P2 11 haftalik gebeligi mevcut olgunun takibinde yapilan fetal USG
incelemesinde boynun arka kisminda kistik higroma ile uyumlu goriiniim tespit edilmesi
sebebiyle tibbi genetik poliklinigine basvurdu. Yapilan fetal ekokardiyografi
incelemesinde orta siddette ventrikiiler septal defekt, sekundum tipte atrial septal defekt,
hafif mitral ve trikiispit yetmezligi gozlemlendi. Obstetrik 6zge¢mis harici 6zellik
tasimamaktadir. Alman soygecmis Oykiisiinde durumu agiklayict belirgin  6zellik
gozlemlenmedi (Sekil-3, olgu I). Fetiis 19. gebelik haftasinda kistik higromanin
ilerlemesi sebebiyle perinatoloji konseyi karari ile termine edildi. Yapilan fetal otopside
ensede yele seklinde kese yapisi, yaygin 6dem ve ventrikiiler septal defekt disinda ek
bulgu tespit edilmedi. Olguya iliskin filtrelemelerde tespit edilen varyant sayilari (Sekil-
4, olgu I), birinci basamak filtreleme sonucunda tespit edilen varyant (Tablo-7) ilgili
sekil ve tablolarda belirtilmistir.
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4.2.2. Olgu II’ye Ait Klinik Bulgular:

GIP0O 20 haftalik gebelik takiplerinde TV-USG’de fetiiste belirgin cilt-ense
o0demi, genislemis lateral ventrikiil (13,6 mm), {iglincii ventrikiilde dilatasyon, korpus
kallozum agenezisi, blake pouch kisti, bilateral hidrotoraks, miiskiiler ventrikiiler septal
defekt, uzun kemiklerde kisalikk olmasi sebebiyle tibbi genetik poliklinigine
yonlendirildi. Alinan medikal ve obstetrik 6zge¢miste belirgin 6zellik goriilmedi. Benzer
sekilde soygecmis belirgin bir 6zellik tasimamaktadir (Sekil-3, olgu II). Kordosentez
orneginden ¢alisilan fetal kromozom analizi normal tespit edildi. Gebelik sonrasinda
perinatoloji konseyi karar1 ile gebelik 23. haftada termine edildi. Olguya iligskin
filtrelemelerde tespit edilen varyant sayilar1 (Sekil-4, olgu II), filtreleme sonucunda

tespit edilen aday varyantlar (Tablo-8) ilgili sekil ve tablolarda belirtilmistir.
4.2.3. Olgu IIl’e Ait Klinik Bulgular:

GIPO 23 hafta gebeligi mevcut olguya yapilan ultrasonografi sirasinda cilt
O0demi, perikardiyal efiizyon ve batinda yaygin asit tespit edilmesi nedeni ile tibbi
genetik poliklinigine yonlendirildi. Yapilan fetal ekokardiyografi incelemesi normaldi.
Ozgegmis sorgulamasinda durumu agiklayabilecek belirgin = 6zellik ~ gdriilmedi.
Soygecmiste esler arasinda akrabalik oldugu goézlemlendi (Sekil-3, olgu III). Olguya
iliskin filtrelemelerde tespit edilen varyant sayilari (Sekil-4, olgu III), filtreleme
sonucunda tespit edilen aday varyantlar (Tablo-9) ilgili sekil ve tablolarda belirtilmistir.

4.2.4. Olgu IV’e Ait Klinik Bulgular:

Olgu G1PO 19 haftalik gebe iken takibi sirasinda tespit edilen hidrops fetalis
nedeni ile tibbi genetik poliklinigine basvurdu. Yapilan fetal ultrasonografi
incelemesinde plevral eflizyon, cilt alt1 6dem ve batinda asit tespit edildi. 24 haftalik
iken perinatoloji konseyi karar1 ile fetiis termine edildi. Yapilan 6zgegmis
sorgulamasinda durumu agiklayici belirgin 6zellik goriilmedi. Soyge¢miste dikkat ¢ekici

bulgu gozlemlenmedi (Sekil-3, olgu IV). Olguya iliskin filtrelemelerde tespit edilen
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varyant sayilar1 (Sekil-4, olgu IV), filtreleme sonucunda tespit edilen aday varyantlar

(Tablo-10) ilgili sekil ve tablolarda belirtilmistir.
4.2.5. Olgu V’e Ait Klinik Bulgular:

GIPO olgu 22 haftalik gebelik sirasinda yapilan fetal ultrasonografide
perikardiyal eflizyon, plevral efiizyon ve batinda yaygin asit gériinimii saptanmasi
sebebiyle tibbi genetik poliklinigine yonlendirildi. Ciftin medikal 6zgegmisinde durumu
aciklayic1 dikkat cekici bulgu tespit edilmedi. Soygecmis, eslerin birinci derece kuzen
olmas1 haricinde klinigi agiklayict 6zellik tasimamaktadir (Sekil-3, olgu V). Immiin
olmayan hidrops fetalis tanis1 ile amniyon 6rneginden yapilan karyotip analizi sonucu
normal tespit edildi. Gebelik daha sonra abortus ile sonuglandi. Olguya iliskin
filtrelemelerde tespit edilen varyant sayilar1 (Sekil-4, olgu V), filtreleme sonucunda

tespit edilen aday varyantlar (Tablo-11) ilgili sekil ve tablolarda belirtilmistir.
4.2.6. Olgu VI’ya Ait Klinik Bulgular:

G1PO olgu 25 haftalik gebelik sirasinda yapilan fetal ultrasonografide skalp
O0demi, plevral efiizyon, batinda yaygin asit, jeneralize 6dem ve unilateral renal agenezi
sebebi ile tibbi genetik poliklinigine yonlendirildi. Alinan medikal 6zge¢gmisinde mevcut
gebelikte 16. haftada kistik higroma tespit edildigi; soyge¢mis sorgulamasinda annenin
kiz kardesinin 10 yasinda bobrek yetmezligi ile takip edildigi ve ex oldugu ayrica
babanin annesinin iki diisiigii oldugu &grenildi (Sekil-3, olgu VI). Immiin olmayan
hidrops fetalis tanisi1 ile kordosentez Orneginden yapilan karyotip analizi sonucunun
normal oldugu tespit edildi. Gebelik 26. haftada missed abortus ile kaybedildi. Olguya
iliskin filtrelemelerde tespit edilen varyant sayilar1 (Sekil-4, olgu VI), birinci basamak
filtreleme sonucunda tespit edilen varyant (Tablo-12) ilgili sekil ve tablolarda
belirtilmistir.
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Sekil-3: Calismaya katilan indeks vakalar1 ve akrabalarin1 gosteren pedigriler
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Sekil-3(devam): Calismaya katilan indeks vakalar1 ve akrabalarini gosteren pedigriler
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Toplam Varyant Sayis:

GnomAD_ESP6500. ExAC.
1000Genome Ven Tabanlannda
MAF>0.001 Olan Varyantlarm

Elzonik Olmayan Varyantlann
Gikanlmas: (SUTR3UTR, St i
Elzon-Intron Bileskes

Hang Intronik Varyantlar)

In-House Veri Tabaminda
MAF>0.001 Olan Varyanilann
Cikeanimass

Heterozigot Varyantiar Homozigot Varyantlar

De novo Varyanflar

ACMG Sauflandinimas:

Olgu I

Sekil-4: Tiim ekzom dizileme verilerinde birinci basamak filtreleme sirasinda izlenilen

strateji. Sag alt kutucuklarda belirtilen olguda filtreleme sonrasinda saptanan varyant

sayilar belirtilmektedir.
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Toplam Varyant Sayis:

GnomAD_ESP6500. ExAC,
1000Genome Ven Tabanlannda
MAF>0.001 Olan Varyantlann

Gikanlmas:

Elzonik Olmayan Varyantlann
Gikanlmas: (SUTR3UTR, St i
Elzon-Intron Bileskes

Hang Intronik Varyantlar)

In-House Veri Tabaminda
MAF>0.001 Olan Varyanilann
Cikeanimass

Heterozigot Varyantiar Homozigot Varyantlar De novo Varyanflar

ACMG Sauflandinimas:

Olgu II

Sekil-4(devami): Tiim ekzom dizileme verilerinde birinci basamak filtreleme sirasinda
izlenilen strateji. Sag alt kutucuklarda belirtilen olguda filtreleme sonrasinda saptanan

varyant sayilar1 belirtilmektedir.
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Toplamn Varyant Sayis:

GnomAD._ ESP6500.
1000Genome Ven
MAF>0.001 Olan Varyvantlann
Cikanlmast

Elzonik Olmayan Varyantiann
Cikanlmas: (SUTR. Sinoni
Elzon-Intron Biles|

Harni¢ Intronik Varyantlar)

In-House Veri Tabaninda
MAF>0.001 Olan Varyanilann
Cikanlmas:

Heterongot Varyantlar Homongot Varyantlar De novo Varyanfar

ACMG Smuflandmlmas:

Olgu III

Sekil-4(devam): Tiim ekzom dizileme verilerinde birinci basamak filtreleme sirasinda
izlenilen strateji. Sag alt kutucuklarda belirtilen olguda filtreleme sonrasinda saptanan

varyant sayilar1 belirtilmektedir.
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Toplamn Varyant Sayis:

GnomAD._ ESP6500.
1000Genome Ven
MAF>0.001 Olan Varyvantlann
Cikanlmast

Elzonik Olmayan Varyantiann
Cikanlmas: (SUTR. Sinoni
Elzon-Intron Biles|

Harni¢ Intronik Varyantlar)

In-House Veri Tabaninda
MAF>0.001 Olan Varyanilann
Cikanlmas:

Heterongot Varyantlar Homongot Varyantlar De novo Varyanfar

ACMG Smuflandmlmas:

Olgu IV

Sekil-4(devam): Tiim ekzom dizileme verilerinde birinci basamak filtreleme sirasinda
izlenilen strateji. Sag alt kutucuklarda belirtilen olguda filtreleme sonrasinda saptanan

varyant sayilar1 belirtilmektedir.
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Toplamn Varyant Sayis:

GnomAD._ ESP6500.
1000Genome Ven
MAF>0.001 Olan Varyvantlann
Cikanlmast

Elzonik Olmayan Varyantiann
Cikanlmas: (SUTR. Sinoni
Elzon-Intron Biles|

Harni¢ Intronik Varyantlar)

In-House Veri Tabaninda
MAF>0.001 Olan Varyanilann
Cikanlmas:

Heterongot Varyantlar Homongot Varyantlar

De novo Varyanfar

ACMG Smuflandmlmas:

Olgu V

Sekil-4(devam): Tiim ekzom dizileme verilerinde birinci basamak filtreleme sirasinda

izlenilen strateji. Sag alt kutucuklarda belirtilen olguda filtreleme sonrasinda saptanan

varyant sayilar1 belirtilmektedir.
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Toplamn Varyant Sayis:

GnomAD._ ESP6500.
1000Genome Ven
MAF>0.001 Olan Varyvantlann
Cikanlmast

Elzonik Olmayan Varyantiann
Cikanlmas: (SUTR. Sinoni
Elzon-Intron Biles|

Harni¢ Intronik Varyantlar)

In-House Veri Tabaninda
MAF>0.001 Olan Varyanilann
Cikanlmas:

Heterongot Varyantlar Homongot Varyantlar De novo Varyanfar

ACMG Smuflandmlmas:

Olgu VI

Sekil-4(devami): Tiim ekzom dizileme verilerinde birinci basamak filtreleme sirasinda
izlenilen strateji. Sag alt kutucuklarda belirtilen olguda filtreleme sonrasinda saptanan

varyant sayilar1 belirtilmektedir.
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Gen Kromozom Pozisyon HGVS isimlendirmesi Protein Ekzon/ Zigosite Parental In Silico In Silico rsID Minor Allel Patojenik Patojenisite Patojenik Prediksiyon /
Diizeyindeki intron Kahtim Tahmin Tahmin Numarasi Frekansi Smmflandirma* Kriterleri* Literatiir Taramasi
Degisim Skoru Skoru (SEQ
(REVEL) (MetaLR) Platformu)
RIT1 1 155874285 ENST00000368322.3:¢.297T>G Fo9L Ekzon 5 HET de novo 0.76 0.56 rs730881014 0.0 P PSI1, PMI, PM2, PMID: 27101134
PMS5, PP2, PP3, PP5

Tablo-7: Olgu I’e ait IOHF iliskili varyantlar. N/A: ‘not applicable’, PMID: ‘PubMed Unique Identifier’, HET: Heterozigot,
HEMI: Hemizigot, P: Patojenik, LP: ‘likely’ patojenik, VUS: ‘variant of uncertain significance’. * Patojenisite degerlendirmesi

ve kriterlerinde ACMG kilavuzu esas alinmistir (188).
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Gen Kromozom Pozisyon HGVS isimlendirmesi Protein Ekzon/ Zigosite Parental In Silico In Silico rsID Minér Allel Patojenik Patojenisite Patojenik Prediksiyon /
Diizeyindeki intron Kahtim Tahmin Tahmin Numarast Frekansi Simiflandirma* Kriterleri* Literatiir Taramasi
Degisim Skoru Skoru (SEQ
(REVEL) (MetaLR) Platformu)

ADCY7 16 50342304 ENST00000394697.2:¢.1917C>G C639W Ekzon 16 HET Maternal 0.64 0.65 15764479195 0.0 vus PM2, PP3 CALCRL, PTHIR ile etkilesim
(STRING)

ANKRDI11 16 89335043 ENST00000301030.4:¢.7835A>C E2612A Ekzon 13 HET de novo 045 0.39 N/A 0.0 vus PM2, BP4 Literatiir Taramas1
(PMID: 30712880)

CANT1 17 76989864 ENST00000302345.2:¢.974C>G P325R Ekzon 4 HET Paternal 022 0.48 15766908791 0.0 vus PM2, BP4 IOHF ile iliskili gen:

PMID: 21654728

CDANI1 15 43016748 ENST00000356231.3:¢.3625C>A QI209K Ekzon 28 HET Maternal 0.23 0.38 151595847078 0.0 vus PM2, BP4 IOHF ile iliskili gen:

PMID: 29668551, 31087399

COL2A1 12 48380926 ENST00000380518.3:¢.1300C>T P434S Ekzon 21 HET Paternal 0.78 0.93 15140985224 0.001 vus PM2, PP3 [OHF ile iliskili gen:

PMID: 17994563, 25823796,
26626311

COL19A1 6 70866089 ENST00000322773.4:¢.2150G>A G717D Ekzon 32 HET Paternal 0.82 0.96 15201628097 0.001 vus PM2, PP3 COLI1A1, COL1A2, COL2AI,
CRTAP, LEPREI ile etkilesim
(STRING)

DAG1 3 49548179 ENST00000545947.1:¢.212C>A T71K Ekzon 5 HET Paternal 043 0.79 5142572135 0.0 vus PM2, BP1 ACTAI, CDC42, CHRNALI,
FKTN, LAMB2, RAPSN, ile
etkilesim (STRING)

DNAI2 17 72295914 ENST00000446837.2:¢.782G>C S261T Ekzon 6 HET Maternal 0.72 0.72 N/A 0.001 vus PM2, PP3 DNAH9, DYNCI1HI,
DYNC2H1, WDR34, WDR60
ile etkilesim (STRING)

FKTN 9 108337335 ENST00000223528.2:¢.22G>A V&M Ekzon 2 HET Paternal 0.57 0.85 15368981218 0.0 vus PM2, PP3 [OHF ile iliskili gen:

PMID: 28749478

GBP5 1 89734539 ENST00000343435.5:¢.191G>T G64vV Ekzon 4 HET Maternal 0.78 0.65 15146345393 0.001 vus PM2, PP3 MID1 ile etkilesim (STRING)

PP 1 46165667 ENST00000396478.3:¢.1726C>T R576C Ekzon 9 HET Maternal 0.81 0.67 15779166797 0.0 vus PM2, PP3 MVK, TTN ile etkilesim
(STRING)

NBN 8 90993732 ENST00000265433.3:¢.191C>G P64R Ekzon 3 HET Maternal 0.75 0.68 151563581492 0.0 vus PM2, PP3 SMCI1A, SMC3 ile etkilesim
(STRING)

POLRIB 2 113333172 ENST00000541869.1:¢.3388C>T R1130C Ekzon 16 HET Paternal 0.69 0.60 15200995508 0.001 vus PM2, PP3 ACTB, EP300, MRPS16,
PKLR, RARS2,RPLII,
RPSI15, TSR2 ile etkilesim
(STRING)

SCN5SA 3 38622726 ENST00000413689.1:¢.2924G>A R975Q Ekzon 17 HET Maternal 0.51 0.43 15753149586 0.001 vus PM2, BP4 [OHF ile iliskili gen:

PMID: 22064211, 15184283

SLC25A38 3 39433103 ENST00000273158.4:¢.448C>T R150C Ekzon 4 HET Paternal 0.79 0.87 15374902804 0.0 vus PM2, PP3 UROS ile etkilesim (STRING)

SYNGR1 22 39746049 ENST00000328933.5:c.34G>A GI2R Ekzon 1 HET Paternal 0.73 0.68 15548672289 0.0 vus PM2, PP3 GAA ile etkilesim (STRING)

Tablo-8: Olgu II’ye ait IOHF iliskili varyantlar. N/A: ‘not applicable’, PMID: ‘PubMed Unique Identifier’, HET: Heterozigot,

HEMI: Hemizigot, P: Patojenik, LP: ‘likely’ patojenik, VUS: ‘variant of uncertain significance’. * Patojenisite degerlendirmesi

ve kriterlerinde ACMG kilavuzu esas alinmistir (188).
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Gen Kromozom Pozisyon HGVS isimlendirmesi Protein Ekzon/ Zigosite Parental In Silico In Silico rsID Minor Allel Patojenik Patojenisite Patojenik Prediksiyon /
Diizeyindeki intron Kahtim Tahmin Tahmin Numarasi Frekansi Smiflandirma* Kriterleri* Literatiir Taramasi
Degisim Skoru Skoru (SEQ
(REVEL) (MetaLR) Platformu)
TTN 2 179466031 ENST00000589042.1:¢.55693G>C V18565L Ekzon 287 HET Matemal 0.11 0.09 N/A 0.0 vus PM2, BP4 IOHF ile iliskili gen:
PMID: 29575618
TTN 2 179428120 ENST00000589042.1:¢.82739C>T T27580M Ekzon 326 HET Paternal 0.31 0.32 rs748535477 0.0 vus PM2, BP4 IOHF ile iliskili gen:
PMID: 29575618
'VNN1 6 133013396 ENST00000367928.4:c.1154G>A G385E Ekzon 5 HET Paternal 0.88 0.88 rs750072897 0.0 vus PM2, PP3 GAA ile etkilesim (STRING)

Tablo-8(devami): Olgu II’ye ait IOHF iliskili varyantlar. N/A: ‘not applicable’, PMID: ‘PubMed Unique Identifier’, HET:

Heterozigot, HEMI: Hemizigot, P: Patojenik, LP: ‘likely’ patojenik, VUS: ‘variant of uncertain significance’. * Patojenisite

degerlendirmesi ve kriterlerinde ACMG kilavuzu esas alinmistir (188).
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Gen Kromozom Pozisyon simlendirmesi Protein Ekzon/ Zigosite Parental In Silico In Silico rsID Minér Allel Patojenik Patojenisite Patojenik Prediksiyon /
Diizeyindeki intron Kahtim Tahmin Tahmin Numarasi Frekansi Smiflandirma* Kriterleri* Literatiir Taramasi
Degisim Skoru Skoru (SEQ
(REVEL) (MetaLR) Platformu)
CCR1 3 46245150 ENST00000296140.3:¢.655T>C Y219H Ekzon 2 HET Paternal 0.72 0.54 rs200395804 0.0 vus PM2, PP3 STATS3 ile etkilesim
(STRING)
DYNC2H1 11 102991693 ENST00000398093.3:c.1288C>T R430C Ekzon 9 HET Paternal/ 0.53 0.46 rs374073337 0.001 vus PM2, BP4 [OHF sebep oldugu bilinen gen
Maternal PMID: 31730820, 27925158
LRP2 2 170137020 ENST00000263816.3:¢.1181C>G A394G Ekzon 11 HET Paternal 041 0.81 N/A 0.0 vus PM2, BP4 CBL, PTCHI ile etkilesim
(STRING)
MYH1 17 10415193 ENST00000226207.5:¢.1379T>C 1460T Ekzon 14 HET Paternal 0.88 0.73 rs201061123 0.0 vus PM2, PP3 ACTAIL, MYBPC3, MYH3,
MYH7, TTN ile etkilesim
(STRING)
MYH3 17 10543314 ENST00000583535.1:¢.2681C>G A894G Ekzon 22 HET Paternal 0.35 0.49 1976568229 0.0 vus PM2, BP4 TOHF ile iliskili gen:
PMID: 33027564
PC 11 66618539 ENST00000393960.1:¢.2195G>A R732Q Ekzon 17 HET Maternal 0.40 0.79 15773872994 0.0 LB PM1, PM2, PP2, G6PD, GPI, PKLR ile
BP4, BP6 etkilesim (STRING)
SH3RF1 4 170076723 ENST00000284637.9:¢.673G>A D225N Ekzon 4 HET Paternal 0.59 0.53 rs13145975 0.0 vus PM2, PP3 FBXW11, GLMN ile etkilesim
(STRING)
SLC25A38 3 39437938 ENST00000273158.4:¢.842G>A R281H Ekzon 7 HET Maternal 0.84 0.77 N/A 0.0 vus PM2, PP3 UROS ile etkilesim (STRING)
SMC5 9 72962911 ENST00000361138.5:¢.2846C>G $949C Ekzon 22 HET Maternal 0.66 0.69 780124157 0.001 vus PM2, PP3 NIPBL, RAD21, SMCIA,
SMC3 ile etkilesim (STRING)
SMARCC2 12 56559112 ENST00000267064.4:c.3128del P1043Lfs*18 Ekzon 26 HET de novo N/A N/A 5752001894 0.001 Lp PVS1, PM2 ACTB ile etkilesim (STRING)
UTP18 17 49354528 ENST00000225298.7:¢.875A>G Y292C Ekzon 7 HET Maternal 0.55 0.86 15779505055 0.0 vus PM2, PP3 MYBBPIA, RPS19 ile
etkilesim (STRING)
VCAN 5 82834625 ENST00000265077.3:¢.5803A>G S1935G Ekzon 8 HET Maternal 0.24 0.68 N/A 0.0 vus PM2, PP3, BP1 LAMB? ile etkilesim
(STRING)

Tablo-9: Olgu III’e ait IOHF iliskili varyantlar. N/A: ‘not applicable’, PMID: ‘PubMed Unique Identifier’, HET: Heterozigot,

HEMI: Hemizigot, P: Patojenik, LP: ‘likely’ patojenik, VUS: ‘variant of uncertain significance’. * Patojenisite degerlendirmesi

ve kriterlerinde ACMG kilavuzu esas alinmistir (188).
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Gen Kromozom Pozisyon HGVS isimlendirmesi Protein Ekzon/ Zigosite Parental In Silico rsID Minér Allel Patojenik Patojenisite Patojenik Prediksiyon
Diizeyindeki intron Kahtim Tahmin Tahmin Numarasi Frekansi Smiflandirma* Kriterleri* /
Degisim Skoru Skoru (SEQ Literatiir Taramasi
(REVEL) (MetaLR) Platformu)
CACNA2D2 3 50404876 ENST00000479441.1:¢.2371C>T R791C Ekzon 28 HET Paternal 0.75 0.57 5746371451 0.0 vus PM2, PP3, CACNAIC ile
BPI1 etkilesim (STRING)

CAPN3 15 42676712 ENST00000397163.3:¢.341A>C DI14A Ekzon 2 HET Paternal 0.57 0.90 rs376421197 0.0 vus PM2, PP3 TTN ile etkilesim
(STRING)

CD36 7 80301354 ENST00000435819.1:¢.1123C>A P375T Ekzon 14 HET Paternal 0.90 0.71 1rs564971571 0.0 vus PM2, PP3 CYBB, EP300,
MEDI2, MEDI3L ile
etkilesim (STRING)

COL5A2 2 189912958 ENST00000374866.3:¢.3178C>T R1060W Ekzon 45 HET Paternal 0.69 0.84 rs374549843 0.0 vus PM2, PP3 ADAMTS3, COL1ALI,
COL1A2, COL2AI,
CRTAP, ITGB3,
LEPREI ile etkilesim
(STRING)

Ccp 3 148896378 ENST00000264613.6:¢.2702G>A R901Q Ekzon 16 HET Maternal 0.57 0.91 1s199923182 0.0 Vus PM2, PP3 LAMB2 ile etkilesim
(STRING)

DYNC2H1 11 102991266 ENST00000398093.3:¢.1090C>T P364S Ekzon 7 HET Maternal 0.29 0.32 N/A 0.0 vus PM2, BP4 IOHF sebep oldugu
bilinen gen
PMID: 31730820,
27925158

GLMN 1 92763018 ENST00000370360.3:c.108C>A C36* Ekzon 3 HET Paternal N/A N/A 5770780171 0.0 P PVSI1,PM2, [OHF sebep oldugu

PP5 bilinen gen
PMID: 21133993,
23801931

H6PD 1 9305309 ENST00000377403.2:c.316A>G S$106G Ekzon 2 HET Paternal 0.69 0.92 rs148725451 0.0 vus PM2, PP3 G6PD, GBE1, GPI,
HK1, PKLR, TALDO1
ile etkilesim (STRING)

1IFT140 16 1575998 ENST00000426508.2:¢.2658G>T Q886H Ekzon 21 HET Paternal 0.22 0.24 15948364759 0.0 vus PM2, BP4 Fenotipik serilerde
hidrops ile iliski veya
hidrops klinik tanist
bildirilen gen

KLF15 3 126062575 ENST00000296233.3:¢.1237_1245dup R413_V415dup Ekzon 3 HET de novo N/A N/A 5771956110 0.0 Lp PM2, PM4, CLCNKA, CLCNKB

PM6 ile etkilesim (STRING)

MYO9B 19 17308635 ENST00000595618.1:¢.4081T>C S1361P Ekzon 23 HET Paternal 0.30 0.56 1s372830105 0.0 vus PM2, BP4 CDC42 ile etkilesim
(STRING)

NEKS8 17 27065207 ENST00000268766.6:c.1166C>T S389L Ekzon 8 HET Paternal 0.57 0.56 rs199853008 0.0 vus PM2, PP3 CEP290, INVS ile
etkilesim (STRING)

PIGN 18 59752455 ENST00000357637.5:¢.2413G>A A805T Ekzon 26 HET Paternal 0.50 0.53 15771022458 0.0 Vus PM2, PP3 IOHF sebep oldugu
bilinen gen

PMID: 30293990

Tablo-10: Olgu IV’e ait IOHF iliskili varyantlar. N/A: ‘not applicable’, PMID: ‘PubMed Unique Identifier’, HET: Heterozigot,

HEMI: Hemizigot, P: Patojenik, LP: ‘likely’ patojenik, VUS: ‘variant of uncertain significance’. * Patojenisite degerlendirmesi

ve kriterlerinde ACMG kilavuzu esas alinmistir (188).
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Gen Kromozom Pozisyon HGVS isimlendirmesi Protein Ekzon/ Zigosite Parental In Silico In Silico rsID Minor Allel Patojenik Patojenisite Patojenik Prediksiyon /
Diizeyindeki intron Kahtim Tahmin Tahmin Numarasi Frekansi Smiflandirma* Kriterleri* Literatiir Taramasi
Degisim Skoru Skoru (SEQ
(REVEL) (MetaLR) Platformu)

TP53 17 7577070 ENST00000269305.4:c.868C>T R290C Ekzon 8 HET Maternal 0.70 0.98 rs770374782 0.0 vus PM2, PP3 ACTB, DHCR24, EP300, G6PD,
HRAS, KDM6A, KRAS, NRAS,
PIK3CA, PRKAG2, RPL11,
RPL26, RPLS, STAT3, SUZ12,
TSC2, WT1, ZEB2 ile etkilesim
(STRING)

RASAL3 19 15565594 ENST00000343625.7:c.1832G>A R611Q Ekzon 12 HET Maternal 0.89 0.86 rs375317705 0.0 vus PM2, PP3 KRAS, NRAS, HRAS, RASAI
ile etkilesim (STRING)

SCP2 1 53444040 ENST00000371514.3:¢.825+1G>T N/A Intron 9 HET Maternal N/A N/A rs144132787 0.0 Lp PVS1, PM2 PEX2, PEXS, PEX10, PEX12,
PEX13, PEX14 ile etkilesim
(STRING)

SETD1B 12 122248296 ENST00000267197.5:c.1445C>T T482M Ekzon 5 HET Paternal 0.42 0.86 rs902853054 0.0 vus PM2, BP4 EP300, GATA1L, KDM6A,
KMT2D ile etkilesim (STRING)

SOX7 8 10584093 ENST00000304501.1:¢.322G>T D108Y Ekzon 2 HET Paternal 0.86 0.96 N/A 0.0 vus PM2, PP3 GATA4 ile etkilesim (STRING)

STAT3 17 40490806 ENST00000264657.5:c.493G>A V1651 Ekzon 6 HET Maternal 0.08 0.08 N/A 0.0 vus PM2, PP2, IOHF ile iliskili gen:

BP4 PMID: 33027564
TYROBP 19 36398437 ENST00000262629.4:c.140T>C VA4T7A Ekzon 3 HET Paternal 0.54 0.72 rs372140827 0.001 vus PM2, PP3 PIK3CA, SOSI ile etkilesim

(STRING)

Tablo-10(devam): Olgu IV’e ait IOHF iliskili varyantlar. N/A: ‘not applicable’, PMID:

‘PubMed Unique Identifier’, HET:

Heterozigot, HEMI: Hemizigot, P: Patojenik, LP: ‘likely’ patojenik, VUS: ‘variant of uncertain significance’. * Patojenisite

degerlendirmesi ve kriterlerinde ACMG kilavuzu esas alinmistir (188).
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Gen

Kromozom

Pozisyon

HGVS isimlendirmesi

Protein
Diizeyindeki
Degisim

Ekzon/
intron

Zigosite

Parental
Kalitim

In Silico
Tahmin
Skoru
(REVEL)

In Silico
Tahmin
Skoru
(MetaLR)

rsID
Numarasi

Minér Allel
Frekansi
(SEQ

Platformu)

Patojenik
Simflandirma*

Patojenisite
Kriterleri*

Patojenik Prediksiyon
/
Literatiir Taramasi

ABCAI13

48391986

ENST00000435803.1:¢.10590G>A

M35301

Ekzon 31

HET

Paternal

0.62

0.88

N/A

0.0

vus

PM2, PP3

GAA ile etkilesim
(STRING)

ADAMTS14

72498692

ENST00000373208.1: ¢.1703C>T

S568L

Ekzon 11

HET

Maternal

0.77

0.67

151203416117

0.0

PM2, PP3

ADAMTS3, COLIAL,
COLI1A2, COL2Al,
SGPLI, THSDI ile
etkilesim (STRING)

ALDH6A1

74538616

ENST00000553458.1:¢.410A>C

DI37A

Ekzon 5

HET

Maternal

0.95

0.89

15761301246

0.001

PM2, PP3

HADHB ile etkilesim
(STRING)

ALPK3

85401553

ENST00000258888.5:¢.4190G>A

GI397E

Ekzon 6

HET

Maternal

0.27

0.17

15754782459

0.0

PM2, BP4

{OHF sebep oldugu
bilinen gen

PMID: 26846950,
32480058

BBS9

33423343

ENST00000242067.6: ¢.1855C>T

R619C

Ekzon 18

HET

Paternal

0.45

0.52

rs543113169

0.0

vus

PM2

MKKS, WDR19, IFT80
ile etkilesim (STRING)

BCSIL

219526006

ENST00000431802.1: ¢.296C>T

P99L

Ekzon 2

HET

Maternal

0.96

0.99

rs121908572

0.0

PP5, PM2,
PP2, PP3

HSPDI1, TAZ ile
etkilesim (STRING),
ClinVar P(2*), Literatiir
Taramas1:
PMID:24655110

BLK

11420518

ENST00000259089.4: ¢.1211C>G

P404R

Ekzon 12

HET

Maternal

0.66

0.53

N/A

0.0

vus

PM2, PP3

CBL, IKZF1, RASALI,
STAT3 ile etkilesim
(STRING)

CHDS8

21862345

ENST00000399982.2:¢.5609A>C

DI870A

Ekzon 31

HET

de novo

0.70

0.76

151594331542

0.0

PM2, PP3

EP300, GRIN2B ile
etkilesim (STRING)

COL4A2

111158800

ENST00000360467.5:c.4441A>G

M1481V

Ekzon 46

HET

Maternal

0.61

0.74

15763183089

0.001

PM2, PP3

COLIAL, COL1A2,
COL2A1, CRTAP,
ENPP1, LEPREI,
ITGBS3 ile etkilesim
(STRING)

LPA

161007630

ENST00000447678.1: ¢.3980A>T

DI1327V

Ekzon 26

HET

Maternal

0.57

0.59

1s367705059

0.0

PM2, PP3

PEX3 ile etkilesim
(STRING)

NDUFS1

207017154

ENST00000455934.2:c.184A>C

T62P

Ekzon 3

HET

de novo

0.92

0.88

N/A

0.0

PM2, PP3

ACAD9,NDUFBI10 ile
etkilesim (STRING)

OFD1

13779294

ENST00000340096.6:¢.2358_2372del

V787_P791del

Ekzon 17

HEMI

Maternal

N/A

N/A

N/A

0.0

PM2, PM4

{OHF ile iligkili gen:
PMID: 25238977

OPRM1

154411173

ENST00000434900.2:¢.782A>G

Y261C

Ekzon 4

HET

Paternal

0.95

0.80

15199749405

0.001

PM2, PP3

STATS3 ile etkilesim
(STRING)

RET

43615578

ENST00000355710.3: ¢.2657G>A

R886Q

Ekzon 15

HET

Paternal

0.67

0.72

1s373594744

0.001

PMI, PM2,
PP2, PP3

HRAS, KRAS, NRAS,
PIK3CA, PTCHI,
PTPNI1, RASAI,
SOS1, STAT3 ile
etkilesim (STRING)

Tablo-11: Olgu V’e ait IOHF iliskili varyantlar. N/A: ‘not applicable’, PMID: ‘PubMed Unique Identifier’, HET: Heterozigot,

HEMI: Hemizigot, P: Patojenik, LP: ‘likely’ patojenik, VUS: ‘variant of uncertain significance’. * Patojenisite degerlendirmesi

ve kriterlerinde ACMG kilavuzu esas alinmistir (188).
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SOCS1 16 11349196 ENST00000332029.2: V45_P46dup Ekzon 15 HET de novo N/A N/A 15587778690 0.001 LP PM2, PM4, CBL, FBXW11, GLMN,
c.134_139dup PM6 HRAS, STAT3 ile

etkilesim (STRING)

TCF7L2 10 114799860 ENST00000543371.1: ¢.527G>A R176Q Ekzon 5 HET Maternal 0.71 0.96 1s1023635345 0.0 Vvus PM2, PP3 EP300, KCNQI,
KMT2D ile etkilesim
(STRING)

TCOF1 5 149758940 ENST00000504761.2:c.2627A>G D876G Ekzon 16 HET Paternal 0.50 0.56 N/A 0.001 Vvus PM2, PP3 OFD1 ile etkilesim
(STRING)

Tablo-11(devam): Olgu V’e ait IOHF iliskili varyantlar. N/A: ‘not applicable’,

PMID: ‘PubMed Unique Identifier’, HET:

Heterozigot, HEMI: Hemizigot, P: Patojenik, LP: ‘likely’ patojenik, VUS: ‘variant of uncertain significance’. * Patojenisite

degerlendirmesi ve kriterlerinde ACMG kilavuzu esas alinmistir (188).
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Gen Kromozom Pozisyon HGVS isimlendirmesi Protein Ekzon/ Zigosite Parental In Silico In Silico rsID Minér Allel Patojenik Patojenisite Patojenik Prediksiyon /
Diizeyindeki intron Kahtim Tahmin Tahmin Numarasi Frekansi Smiflandirma* Kriterleri* Literatiir Taramas1
Degisim Skoru Skoru (SEQ
(REVEL) (MetaLR) Platformu)
RIT1 1 155874261 ENST00000368322.3:¢.321G>C M1071 Ekzon 5 HET de novo 0.83 0.32 rs483352822 0.0 P PS1, PM1, PMID:25959749
PM2, PMS5,
PP2, PP3, PP5

Tablo-12: Olgu VI’ya ait IOHF iliskili varyantlar. N/A: ‘not applicable’, PMID: ‘PubMed Unique Identifier’, HET: Heterozigot,
HEMI: Hemizigot, P: Patojenik, LP: ‘likely’ patojenik, VUS: ‘variant of uncertain significance’. * Patojenisite degerlendirmesi

ve kriterlerinde ACMG kilavuzu esas alinmistir (188).
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5. TARTISMA

Bu tez kapsaminda gebelik takiplerinde sik karsilagilan ve 6nemli bir yer tutan,
immiin olmayan hidrops fetalis etiyolojisinde yer alan tek gen hastaliklarini aciklamak
icin trio ekzom dizileme yontemi calisilmistir. Bu amacla Dokuz Eyliil Universitesi
Hastanesi Tibbi Genetik Anabilim Dali poliklinigine bagvuran kétii prognozlu alt1 fetal
olgu, maternal ve paternal 6rneklerin dahil edilmesiyle elde edilen toplam 18 tiim ekzom

dizileme verisi incelenmistir.

Arastirmada yapilan trio tim ekzom dizileme sonucunda iki olguda tanisal
genetik varyant saptanmis, iki olguda ise klinik ile iliskili potansiyel tanisal genetik
varyant tespit edilmistir. Olgularda gozlemlenen tanisal varyantlarin tamami de novo
olup, otozomal dominant genetik hastaliklara sebep olmaktadir. Bu durum, IOHF
olgularinda yapilan diger arastirmalar ile uyum gostermektedir (19, 201). Olgularda
tespit edilen varyantlarin de novo olmasi ve otozomal dominant kalitim gdstermesi tiim

ekzom dizilemenin frio olarak planlanmasinin 6nemini gostermektedir.

Kisith 6rnek sayisi ile yapilan bu calismada, prenatal yapisal anomali segimi
yapilmaksizin yapilan tim ekzom ¢aligmalarinda saptanan %8,5-10 tam1 orani
araligindan daha yiiksek bir tan1 orani tespit edilmistir (99, 100). Bu durumun, tek gen
hastaliklarinin immiin olmayan hidrops fetalis etiyolojisindeki ylikiinii yansitmasi
muhtemeldir. Sparks ve ark. tarafindan 2020 yilinda yaymlanan “Exome Sequencing for
Prenatal Diagnosis in Nonimmune Hydrops Fetalis” isimli ¢caligmada, 127 fetal 6rnek
calismaya dahil edilmis ve fetiislerin %29’unda etiyolojiyi agiklayabilecek bir genetik
varyant tespit edilmistir. Ayrica bu tanisal orana ek olarak olgularin %9’unda klinik
olarak anlamli olabilecek varyantlar saptanmistir (19). Daha fazla 6rnek ile yapilan bu
calismadaki tani oranlar1 g¢alismamiz ile uyumlu goriinmektedir ve tanisal oran
farkliliklarinin IOHF hastaliginda tek gen hastaliklarmin yiikii nedeniyle ortaya ciktig:
fikrini desteklemektedir.

Aragtirmamizda sadece kotii prognozlu fetal olgular caligmaya dahil edilmistir.

Bu durum olgularda tespit edilen klinik olarak anlamli varyantlarin ve Onerilen aday
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varyantlarin kotli prognoz ile iligkili olma ihtimalini arttirmaktadir. Yapilan literatiir
taramasinda, kotli prognozlu fetal drneklerde yapilan benzer bir arastirmanin olmadig:
gdzlemlenmistir. Ozellikle erken gebelik haftalarinda IOHF olgularinda kétii prognozlu
varyantlarin tespit edilebilmesi, gebelik takiplerinde klinik karar1 degistirebilme
olanagina sahip olabilmektedir. Bu alanda daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
Immiin olmayan hidrops fetalis etiyolojisi hakkindaki bilgilerin artmas ile bu olgularda

tani, tedavi, izlem ve 6nlem i¢in yeni algoritmalarin gelistirilmesi muhtemeldir.

Yapilan calisma sonucunda tanisal patojen ve etiyolojiyi agiklayabilecek
varyantlar disinda, 66 aday varyant tespit edilmistir. Bu varyantlar iliskili tablolarda
belirtilmistir. Olgularda saptanan tanisal varyantlar ve oOnceliklendirilen varyantlar

asagida tartigilmistir.

Olgu I’de RIT! geninin 5. ekzonunda ¢.297T>G degisimi, olgu VI'da RIT]
geninin 5. ekzonunda ¢.321G>C degisimi tespit edilmistir. Bu gen OMIM veri
bankasinda “Noonan Syndrome 8” fenotipi ile iliskilendirilmistir. Noonan Sendromu
otozomal dominant kalitim gosteren, kisa boy, dismorfik yiiz 6zellikleri ve konjenital
kalp hastaliklar1 ile karakterize genetik bir hastaliktir (195, 196). Prenatal donemde
yapilan caligmalarda, Noonan Sendromunun immiin olmayan hidrops fetalis fenotipik
bulgularina sebep olabilecegi ve bu sendromun saptandigi gebeliklerin kotii prognoza
sahip oldugu bildirilmistir. RIT1 geni GTPaz ailesinin RAS alt ailesinden GTP baglayan
Ritl proteinini kodlamaktadir. RAS protein ailesi klasik RAS proteinleri (HRAS, KRAS
ve NRAS), RRAS, RRAS2 (TC21), RRAS3 (MRAS), RAP proteinleri, RAEB, RAL
proteinleri, RIT1 ve RIT2 (RIN) proteinlerinden olugmaktadir (197). RAS protein ailesi
fonksiyonlar1 arasinda RAS/MAPK sinyal yolagimmin aktivasyonu bulunmaktadir.
RAS/MAPK aktivasyonu, hiicre ¢ogalmasi ve diferansiasyonu ile iligskilendirilmistir.
Yapisal agidan incelendiginde, RIT/ geni 6 ekzondan olugmaktadir ve 1922 kromozom
bolgesinde bulunmaktadir. Genin kendisi RAS geni ile %50 sekans homolojisi
gostermektedir. Ritl proteini Ras proteininden farkli olarak, N-terminal uzantisi ve post-
translasyonel modifikasyon igin spesifik bir motif olan C-terminal CAXX motifi

icermektedir (198, 199).
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RITI geninin kodladig1 protein; NGF’nin aktiflestirdigi EPHB2 ve MAPK14
sinyal yolaklarinda rol oynamaktadir (199, 200). Doku ekspresyonlar1 incelendiginde
RITI geninin embriyonik ve erigkin insan dokularinda yiiksek derecede eksprese oldugu
goriilmektedir. Bu sebeple, RIT] geninin gelisimdeki rolii heniiz net olmamakla birlikte,
Noonan Sendromu ile iligkili diger RASopati genlerinde de gdzlemlendigi gibi, RIT]
genindeki fonksiyon kazanimina neden olan degisimlerin, sinyal yolaklarinda aktivite

artisina neden olarak patofizyolojide rol oynadig1 diisiiniilmektedir.

Olgu I ve olgu VI’da tespit edilen varyantlar RIT1 proteininin 17 aminoasit
uzunlugundaki “hot-spot” bolgesinde yer almaktadir. Bu boélge, proteinde evrimsel
olarak korunan “switch II”” bolgesini kodlamaktadir (211). Her iki varyant da literatiirde
daha o6nce patojenik olarak bildirilmis ve ACMG kriterlerince de patojenik olarak
siiflandirilmistir. Bu sebeple olgu I ve olgu VI'da goézlemlenen fenotipik 6zelliklerin
ilgili genomik degisim ile agiklanabilecegi diistiniilmiistiir. Tespit edilen iki varyantin
kotli prognostik fetiislerde saptanmasi, degisimlerin diger varyantlara gore daha kotii
prognostik 6zellige sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Durumun agiklanmasi igin

daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ikinci olgu incelendiginde klinik ile iliskili olabilecegi diisiiniilen COL2AI
geninde missense mutasyon tespit edilmistir. COL2A1 geni tip 2 kolajen alfa 1 zincirini
kodlayan 54 ekzonlu bir gendir. Kodladigi protein kikirdak dokuya spesifiklik
gostermekte ve ozellikle uzun kemiklerin gelisiminde rol oynamaktadir (202). Bu gen
OMIM veri tabaninda otozomal dominant Kniest Displazisi, Spondiloepimetafizyel
Displazi, tip 2 Akondrogenezis, platispondilitik letal iskelet displazi hastaliklari ile
iliskilendirilmistir. Ayrica COL2A1 geninin fetal hidrops fenotipine neden olduguna dair
literatiirde yayinlar da bulunmaktadir ve genin kendisi hidrops fetalise sebep olan genler
arasinda kabul edilmektedir. Barat-Houari ve ark. tarafindan yapilan arastirmada iskelet
displazisi fenotipine sahip bireylerde COL2A1 gen varyant spektrumunun genisletilmesi
amaglanmis ve toplam 136 hastada COL2A41 geni dizilenmistir (194). Bu calismada,
Kniest Iskelet Displazisi fenotipi gosteren bir olguda c.1300C>T missense varyanti

tespit edilmistir. lgili varyant, konservatif bolgede yer alan prolin amino asitini serin
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amino asitine c¢evirmektedir. Kolajen proteininde heliks termostabilitesi Gly-X-Y
diizenindeki Y pozisyonunda bulunan proline amino asiti ile saglanmaktadir. Non-polar
bir amino asit olan prolinin yapisal olarak farkli ve polar bir aminoasit olan serine
doniisiimii ile protein yapisinda degisime neden olarak patojenik etki gostermesi
muhtemeldir. Bu sebeple degisim ile ilgili tespit edilen REVEL ve MetalLR skorlarinin
da patojen yoniinde oldugu goriilmektedir. Fenotipik acidan degerlendirildiginde olgu
II’de tespit edilen uzun kemiklerde kisalik bulgusunun da hastalik ile uyumlu oldugu
gozlemlenmektedir. Fakat Barat-Houari ve ark. yaptigi caligmada, degisimin saglikli
babadan kalitildigin1 ve patojenisitesi i¢in daha fazla calismaya ihtiya¢ duyuldugunu
belirtmistir. Yaptigimiz caligmada da tespit ettigimiz ayni degisim benzer sekilde

paternal kalitilmistir ve baba aday1 sagliklidir.

Prenatal ¢alismalar COL2A41 mutasyonlar1 agisindan incelendiginde, mutasyona
sahip fetiislerin akondrogenezis klinigi gosterdigi bildirilmistir. Bu olgularda prenatal
ultrasonografide uzun kemiklerde kisalik, uzun kemiklerde bowing, polihidramnios ve
plasental anomaliler tespit edilmektedir. Olgu II’de bulunan diger yapisal anomalilerin
(korpus kallosum agenezisi, dilate lateral ventrikiil), prenatal tespit edilen COL2A41
patojen varyantlarina yonelik yapilan literatiir taramasinda olmadigi goriilmiistiir. Bu
sebeple olgudaki bu degisim, klinik ile iligkili potansiyel tanisal genetik varyant olarak
kabul edilmistir.

Olgu II’de ayrica COL19A41 geninin 32. ekzonunda saptanan missense degisimin
MetaLR ve REVEL skorlari, bulunan degisimler icerisinde en yiiksek oldugu igin dikkat
cekmektedir. Genin kodladig1 Kolajen XIX proteininin, kolajen fibrillerine baglanmay1p
spesifik dokularda ekstraselliiler matrikste biriktigi gosterilmistir (203). Bu birikimlerin
hiicre matriks ve hiicre hiicre etkilesimlerinde rol aldig1 diisiiniilmektedir (204). Bu
sebeple, Kolajen XIX proteinin yer aldigi fizyolojik yolaklardaki islev kayiplarinin
gelisim bozukluklarinda rol oynamasi muhtemel goziikmektedir. Kolajen XIX’un
fonksiyonel zenginlestirme analizinde, IOHF’e neden olan genlerden COLI1ALI,
COL1A2, COL2A1, CRTAP, LEPREI proteinleri ile giiclii iliskisinin bulunmasi, tespit

edilen varyantin IOHF fenotipinden sorumlu varyant olma olasihigini arttirmaktadar.
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Olgu II’de yapilan analizlerde ek olarak ANKRD11 geninde c.7835A>C de novo
varyant1 tespit edilmistir. Yapilan literatlir taramasinda, ense kalinlig1 artis1 bulgusuna
sahip bir fetiiste, ANKRD11 geninde ¢ergeve kaymasina neden olan de novo ¢.2404dupC
varyant1 saptandig goriilmiistiir. Ilgili ¢aliymada, genin postanatal fenotipte neden
oldugu kardiyak anomalilerin patofizyolojik agidan hidrops ile baglant1 gosterdikleri
belirtilmis ve bu sebeple varyantin tani1 koydurucu oldugu diisiiniilmiistiir (102). Lord ve
arkadaglariin yaptig1 baska bir calismada ise, ANKRDI geninde cergeve kaymasina
neden olan de novo varyant tespit edilmis ve olgudaki atriyoventrikiiler kanal defekti ile
iligkilendirilerek patojen kabul edilmistir (99). ANKRDI geni postnatal donemde Coffin
Siris Sendromu benzeri KBG Sendromuna neden olmaktadir. Zeka geriligi, makrodonti,
fasiyal dismorfizm, iskelet anomalileri, kisa boy, isitme kaybi1 ve damak anomalileri
hastaligin belirgin 6zellikleridir. Varyantin tespit edildigi olgu II bu anomaliler agisindan
degerlendirildiginde, fenotip ile iliskisi zayif bulunmustur. Bu degisimin REVEL ve
MetalLR skorlarinin da diisiik olmasi, varyantin etiyolojik agidan giiclii bir varyant
olarak goriilmemesine sebep olmustur. Fakat prenatal fenotipin net olarak bilinememesi
prenatal tiim ekzom dizileme arastirmalarindaki onemli limitasyonlardan biridir. Bu

nedenle, gendeki degisim aday varyant olarak siiphesini korunmaktadir.

Olgu III incelendiginde SMARCC?2 geninde tespit edilen de novo, cergeve
kaymasina sebep olan c.3128del varyant1 dikkat ¢cekmektedir. SMARCC?2 geni, otozomal
dominant kalitim gosteren Coffin Siris Sendromuna neden olmaktadir. Coffin Siris
Sendromu santral sinir sistemi anomalileri, aortik ark hipoplazisi, ventrikiiler septal
defekt, 5.parmak anomalileri, yarik damak, hidrosefali, korpus kallozum agenezisi,
diyafram hernisi bulgular ile iligkilendirilmistir (205). Kardiyak malformasyonlarin
sebep olabilecegi hemodinamik instabilite ve kardiyak disfonksiyonun hidrops fetalis
patofizyolojisinde major rol oynamasi sebebiyle, olgudaki bu degisim tanisal genetik
varyant olarak degerlendirilmistir. SMARCC2 geni, kromatin yeniden diizenleme
kompleksi olan “SWItch/Sucrose NonFermentable-related chromatin regulator”
proteinini kodlamaktadir. Fetal kromatin, embriyonik gelisim sirasinda aktif olarak

yeniden diizenlenmektedir. Ek olarak, embriyonik gelisim sirasinda, belirli genlerin

85



transkripsiyonel aktivasyondan o6nce yeniden dilizenlenme isleminden gectigi
bilinmektedir. Yeniden diizenlenme isleminden sorumlu protein kompleksini kodlayan
birgok gendeki genetik varyantlarin, gelisim bozukluklarina yol actig1 bildirilmistir (206,
207). SMARCC?2 proteininin, STRING fonksiyonel protein assosiasyon aginda yapilan
analizlerinde, IOHF’a neden olan ACTB geni ile anlamli iliskisi oldugu tespit edilmistir.
Varyantin de novo olmasi, ACMG kriterlerince muhtemel patojen kabul edilmesi ve
cerceve kaymasina sebep olarak giidiik (‘truncated’) proteine sebep olmasi patojenik

oldugunu disiindiirmektedir.

Olgu II’te ayrica SLC25438 genine ait varyantin en yiiksek MetaLR skoruna
sahip oldugu goriilmektedir. SLC25438 geni, Ozellikle kemik iliginde eritroid seri
tarafindan eksprese edilen, mitokondriyal tasiyici ailesine ait SLC25A38 proteinini
kodlamaktadir. Gendeki patojenik degisimler sendromik olmayan konjenital
sideroblastik anemi ile iliskilendirilmistir. Mutasyonlarin neden oldugu klinik X’e bagl
sideroblastik anemi fenotipine benzemektedir ve benzer sekilde pridoksin tedavisine
yamt vermemektedir (208). Yapilan literatiir taramasinda genin IOHF ile iliskisini
bildirilen bir yaym goriilmemistir fakat gendeki patojenik degisimlerin neden oldugu
anemi kliniginin konjenital gézlemlenmesi ve IOHF patofizyolojisinde aneminin bilinen
bir patofizyolojik sebep olmasi, bu varyantin ileri arastirmalar i¢in uygun aday oldugunu

distindiirmektedir.

Olgu IV incelendiginde SOX7 geninde tespit edilen degisim, en yiiksek MetaLR
ve REVEL skorlarina sahip oldugu igin dikkat ¢ekmektedir. Genin kodladig
transkripsiyon faktorii SOX transkripsiyon ailesine dahildir ve embriyonel gelisim ile
hiicre farklilagsmasinda rol almaktadir (209). Yapilan literatiir taramasinda genin
herhangi bir kalitsal hastalik ile iligkisi goriilmemistir fakat arastirmada kullanilan
orneklemde kotii prognozlu fetiislerin bulunmasi, tespit edilen varyantin hidrops ile
iligkisi olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ek olarak KLF'15 genindeki varyant hem de novo
olmasti hem de ACMG kriterleri ile degerlendirildiginde muhtemel patojen
klasifikasyona sahip olmasi acisindan 6ne ¢ikmaktadir. Fakat KLF15 geni ile iliskili
yapilan literatiir taramasinda IOHF ile iliski herhangi bir patofizyolojik &zellik
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gorilmemistir. Tespit edilen bu iki varyantin literatiir incelemesinde immiin olmayan
hidrops fetalise neden olduguna yonelik bildirimi bulunmamaktadir fakat yapilan analiz
sonucunda, etiyolojide rol oynayan genler ile anlamli iligki igerisinde olduklari
goriilmistiir (Tablo-10). Yapilacak ileri incelemeler ile, bu genlerin etiyolojideki

roliiniin aydinlatilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Olgu V’de en yiiksek REVEL ve MetalLR skorunun BCS/L geninde tespit edilen
degisimde oldugu goriilmektedir. Bu gen mitokondrial kompleks III’iin olusumunda rol
oynayan “ATPases Associated with diverse cellular Activities” (AAA) ailesinden bir
ATPaz kodlamaktadir (212). Gendeki mutasyonlarin otozomal resesif Bjornstad
Sendromu ve GRACILE Sendromuna sebep oldugu bilinmektedir. BCS/L geninin
literatiirde IOHF olgular1 ile bildirilen iliskisi bulunmamaktadir. Fakat gendeki bu
degisimin literatliirde daha 6nce patojen olarak bildirilmis olmas1 ve ACMG kriterlerince
patojenik tespiti, varyantin gii¢lii bir aday varyant olarak diisiiniilmesini saglamaktadir.
Giincel bilgilerimiz 15181nda, literatiirde bildirilen BCSI/L gen delesyon/duplikasyonlar1
bulunmamaktadir. Olguda, karsi allelde tim ekzom dizileme ile tespiti miimkiin
olmayan genomik degisimlerden birinin varliginin ileri testlerle arastirilmasi ile bu

degisimin klinik 6nemi hakkinda daha fazla bilgi sahibi olmak muhtemeldir.

Olgu V’te tespit edilen diger bir degisim ise SOCS! geninde tespit edilen de novo
c.134 139dup degisimidir. Bu varyant, ACMG kriterleri ile degerlendirildiginde
muhtemel patojen olmasi ve IOHF etiyolojisinde rol alan diger genler ile protein
etkilesiminde bulunmasi sebebiyle dikkat cekmektedir. Varyant ile ilgili yapilan literatiir
calismasinda genin otoinflamatuar sendromlar ile iliskilendirildigi gozlemlenmistir.
SOCS1 geni, genellikle sitokinler tarafindan aktive edilen JAK/STAT yolagini inhibe
eden SOCSI1 proteinini kodlamaktadir. SOCS protein ailesi ubiquitin ligaz olarak rol
alarak, sinyal yolagma ait proteinleri ubiquitin-proteozom yolaginda yikimi igin
isaretlemektedir. SOCS1 proteini farkli olarak JAK/STAT sinyal yolagini dogrudan
inhibe etmektedir (213). Proteinin IOHF’e neden oldugu bilinen CBL, FBXWII,
GLMN, HRAS, STAT3 proteinleri ile anlamli etkilesimi, bu varyant1 aday gen olarak
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diisiindiirmektedir. Varyant ve gene yonelik yapilan ileri ¢calismalar ile duruma agiklik

getirmek miimkiin olabilecektir.

Yapilan arastirmada de novo varyantlarm, IOHF olgularinda tanisal olarak
siklikla gozlemlenmesi ve ACMG kriterlerinde bir varyantin de novo olmasi klinik ile
iliskilendiriliyor ise gii¢lii patojenisite goOstergesi olarak kabul edilmesi nedeniyle,
analizlerde ayrica tekrar degerlendirilmistir (188, 201). Her insanda ortalama 70 adet de
novo varyant bulundugu tahmin edilmektedir (214). Bu nedenle bir varyantin de novo
olmasi tek bagina patojenik olarak siniflandirilmasi i¢in yeterli kalmamaktadir.
Olgularda yapilan de novo varyantlar incelemesinde, her olgu i¢in en az bir de novo
varyant tespit edilmistir. Bulunan de novo varyantlar ACMG kriterleri, in-silico
prediksiyon programlarinda alinan skorlar ve STRING programinda bilinen gen ve
yolaklar ile iliskilendirilmis, anlamli varyantlar olgularin aday gen tablolarinda

Onerilmistir.

Arastirmamizda tanisal varyantlarin tespit edilemedigi olgularda de novo varyant
analizlerine ek olarak, olgular arasinda ortak genetik etiyolojinin varligini
degerlendirmek amaciyla, saptanan ortak aday varyantlar ve aday varyantlarin
bulundugu ortak genler degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sirasinda olgu I1I ve olgu
IV’te immiin olmayan hidrops fetalise sebep olan DYNC2H1 geninde farkli varyantlar
ve olgu II ve olgu III’te SLC25438 geninde farkl1 varyantlar dikkat cekmektedir. Tespit
edilen genlerden DYNC2HI igin yapilan literatiir incelemesinde geninin IOHF
olgularinda bildirildigi goriilmiistiir. Fakat olgular incelendiginde ortak aday genetik
varyant gdzlemlenmemistir. Immiin olmayan hidrops fetalise etiyolojisinde rol oynayan
gen sayisinin fazla olmasi olgular arasinda aday varyantlarin bulundugu ortak gen

tespitini agikliyor olabilir.

Yapilan arastirmada, c¢alisilan teknigin dogasindan kaynaklanan limitasyonlar
bulunmaktadir. Olgularin prenatal fenotipinin degerlendirilmesinde kullanilan prenatal
ultrasonografinin fetal fenotipik goriintiilemedeki sinirliligy, tiim ekzom dizileme analizi
sirasinda  tespit edilen varyantlarda  fenotip-genotip iligkisinin  kurulmasini

zorlagtirmaktadir. ~ Varyantlarin  patojenisite  klasifikasyonunda  fenotip-genotip
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korelasyonu ciddi 6nem arz etmektedir. Bu sebeple, hastalifa neden olan tanisal
varyantlarin klinik ile korelasyonunun kurulamamasina bagli, analizlerde gerekli
degerlendirmelerin ve varyant onceliklendirmelerinin yapilamamis olmas1 muhtemeldir.
Ayrica Tiim ekzom dizileme ile genomik yapisal degisimlerin, genomdaki kopya sayis1
degisimlerinin, delesyon/duplikasyonlarin ve ekzon-intron bileskesinde 10 bg¢ disindaki
intronik degisimlerin tespiti miimkiin olmamaktadir. immiin olmayan hidrops fetalis
olgularina neden olabilen bu tiir genomik degisimlerin yapilan arastirmada tespiti
miimkiin degildir. Bu genomik degisimlerin farkli genetik testler ile arastirilmasi
miimkiindiir ve ileride yapilacak calismalar ile literatiire kazandirilmasi durumunda,
IOHF etiyolojisinin aciklanmasi i¢in 6nemli bir adimi olusturacaktir. Tiim ekzom
dizilemenin bahsedilen degisimleri tespit edememesi haricinde tiim ekzom bolgelerinin
esit sekilde okunmamasi, olgular ve c¢alismalar arasinda okuma farklarinin bulunmasi da
calismanin baska bir limitasyonudur. Bu bolgelerde bulunan tanisal bir degisimin olgu
bazinda tespit edilemeyecek kadar az okumaya sahip olmasinin, olgularin tam

alamamasinda rol oynamas1 muhtemeldir.
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6. SONUC VE ONERILER

. Yapilan c¢aligma ile immiin olmayan hidrops fetalis olgularinda monogenik
hastaliklarin rolii toplam alti olguda arastirilmis ve iki olguda, RIT/ geninde
c.297T>G ve ¢.321G>C tan1 konulabilmesini saglayan genetik varyantlar tespit
edilmistir.

. Tanisal varyant tespit edilemeyen iki olguda potansiyel klinik Onemi olan
SMARCC2 ve COL2A1 genlerinde, sirasiyla c.3128del ve ¢.1300C>T degisimleri
saptanmistir. Bu degisimlerin klinik etkisinin kanitlanabilmesi i¢in daha genis hasta

serilerinde arastirilmasi ve fonksiyonel analizler yapilmasi gerekmektedir.

. Tan1 konulamayan olgularda tespit edilen varyantlar in silico analizler ve literatiir
taramalar1 ile Onceliklendirilmis, ileri calismalar i¢in toplam 66 aday varyant ve

nadir varyant yiikiiniin artmis oldugu ii¢ hiicresel yolak literatiire kazandirilmstir.

. Tespit edilen aday varyantlarin ve aday genlerin daha bliyiik 6rneklem ile yapilan
caligmalar ve fonsiyonel arastirmalar ile IOHF etiyolojisindeki rollerinin

kesinlestirilmesi onerilmektedir.

Calismada tetkik se¢imi sebebiyle epigenetik etkenler, intronik ve gen dist DNA
dizileri, tim ekzom dizileme tarafindan tespit edilemeyen  biiyiik
delesyon/duplikasyonlar, genomik yapisal degisimler ve c¢evresel etkiler
arastirtlmanugtir. Bu gelerin IOHF etiyolojisindeki roliiniin aydinlatiimasi igin konu

hakkinda daha fazla ¢aligmanin yapilmasi 6nerilmektedir.

Sonug olarak, immiin olmayan hidrops fetalis olgularinda tek gen hastaliklarinin rolii
gozlemlenmis ve sonraki arastirmalar i¢in aday gen ve varyantlar 6nerilmistir. Tiim
veriler goz Onilinde bulunduruldugunda kromozomal analizler sonucunda tani
konulamayan IOHF vakalarinda tek gen hastaliklarinin arastirilmasmin faydali

olabilecegi diisiinilmektedir.
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8. EKLER
EK 1. Etik Kurul Onay1

Tez arastirmast i¢in Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik
Kurulu'nun 23.06.2021 tarihli 2021/19-12 numarali karariyla etik kurul onay1
alimmustir.
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EK 2. Bilgilendirilmis Goniillii Onam Formu (Kisinin Kendisi icin)

DOKUZ EYLUL UNiVERSITESI
EGITIM BiLIMLERI ENSTIiTUSU
ETiK KURULU

BILGILENDIRiLMiS ONAM FORMU

Bu formun amaci katilmaniz rica edilen arastirma ile ilgili olarak sizi bilgilendirmek ve katilmaniz ile ilgili
izin almaktir.

Bu kapsamda “/mmun Olmayan Hidrops Fetalis Olgularinda Tiim Ekzom Sekanslama lle Aday
Genlerin Tespiti” ¢alismasi goniillii katihmcilarla ytratiilmektedir. Arastirma sirasinda sizden alinacak bilgiler
gizli tutulacak ve sadece arastirma amagh kullanilacaktir. Arastirma siirecinde konu ile ilgili her tiirlii soru ve
gorisleriniz icin asagida iletisim bilgisi bulunan arastirmaciyla goriisebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmama
hakkiniz bulunmaktadir. Ayn1 zamanda c¢alismaya katildiktan sonra ¢alismadan gikabilirsiniz. Bu formu

onaylamaniz, arastirmaya katilim icin onam verdiginiz anlamina gelecektir.

Rutin genetik testler ile tan1 konulmamis immiin olmayan hidrops fetalis olgularina tani konulmasi amaciyla tiim
ekzom dizileme ¢alisiilmaktadir. Tiim ekzom dizileme analizi sonucunda ¢alisilan fetal 6rnek ve ebeveynlerine ait
tespit edilen genomik degisimler analiz edilmekte ve rapor hazirlanmaktadir. Yapilmasi planlanan bu ¢alismada
tespit edile bu genomik degisimler kullanilarak tani alan hasta sayilarinin ve hangi genlerde degisimler oldugu
belirlenecek, tan1 alamayan hastalarda ise literatiir ve in-silico analiz olarak isimlendirilen bilgisayar analizleri
kullanilarak aday gen ve degisimler saptanmaya ¢alisilacaktir. Arastirma Dokuz Eylil Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali tarafinda yiiritiilecektir. Beklenen toplam goniillii sayisi 10 olmak ile beraber bu sayinin degismesi
muhtemeldir. Arastirma 01.06.2021— 01.08.2021 tarihleri arasinda iki ay sonunda sonuglanacaktir. Arastirma
sonucunda bulunan bulgular asagida belirtilecek kisinin kendi istedi dogrultusunda kisi ile genetik danisma
esliginde paylasilacak/paylasilmayacaktir. Arastirmanin  gondlliler agisindan herhangi  bir  riski
bulunmamaktadir. Arastirmaya katilan goénillilerden herhangi bir Ucret alinmayacak ayrica arastirma
masraflari herhangi bir sekilde gondlliiniin sosyal glivenlik kuruluguna yansitilmayacaktir.

Calismaya Katilim Onay1 (bireyin kendisi i¢in):

Katilmam beklenen ¢alismanin amacini, nedenini, katilmam gereken siireyi ve yeri ile ilgili bilgileri
okudum ve goniilli olarak calisma stiresince lizerime diisen sorumluluklar1 anladim. Calisma ile ilgili ayrintil
aciklamalar sozlii olarak arastirmaci tarafindan yapildi. Bu g¢alisma ile ilgili faydalar ve riskler ile ilgili
bilgilendirildim.

Bu arastirmaya kendi istegimle, hi¢cbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Katilimcinin (Islak imzasi ile)

Adi-Soyadr:
imzas::

Arastirmacinin

Adi-Soyadr:
e-posta:
imzas::
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EK 3. Bilgilendirilmis Goniillii Onam Formu (Fetal Ornek icin)

DOKUZ EYLUL UNIiVERSITESI
EGITiM BiLIMLERI ENSTITUSU
ETiK KURULU

BILGILENDIRiLMiS ONAM FORMU

Bu formun amaci katilmaniz rica edilen arastirma ile ilgili olarak sizi bilgilendirmek ve katilmaniz ile ilgili
izin almaktir.

Bu kapsamda “iImmun Olmayan Hidrops Fetalis Olgularinda Tiim Ekzom Sekanslama ile Aday Genlerin Tespiti”
calismasi goniilli katilimeilarla yiiritilmektedir. Aragtirma sirasinda sizden alinacak bilgiler gizli tutulacak ve
sadece arastirma amagch kullanilacaktir. Arastirma siirecinde konu ile ilgili her tiirlii soru ve gorisleriniz i¢in
asagida iletisim bilgisi bulunan arastirmaciyla goriisebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmama hakkiniz
bulunmaktadir. Ayni zamanda c¢alismaya katildiktan sonra ¢alismadan ¢ikabilirsiniz. Bu formu onaylamaniz,
arastirmaya katilim i¢in onam verdiginiz anlamina gelecektir.

Rutin genetik testler ile tan1 konulmamis immiin olmayan hidrops fetalis olgularina tani1 konulmasi amaciyla tiim
ekzom dizileme calisiilmaktadir. Tiim ekzom dizileme analizi sonucunda ¢alisilan fetal 6rnek ve ebeveynlerine ait
tespit edilen genomik degisimler analiz edilmekte ve rapor hazirlanmaktadir. Yapilmasi planlanan bu ¢alismada
tespit edile bu genomik degisimler kullanilarak tani alan hasta sayilarinin ve hangi genlerde degisimler oldugu
belirlenecek, tan1 alamayan hastalarda ise literatiir ve in-silico analiz olarak isimlendirilen bilgisayar analizleri
kullanilarak aday gen ve degisimler saptanmaya calisilacaktir. Arastirma Dokuz Eyliil Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali tarafinda yiiritiilecektir. Beklenen toplam goniillii sayisi 10 olmak ile beraber bu sayinin degismesi
muhtemeldir. Arastirma 01.06.2021- 01.08.2021 tarihleri arasinda iki ay sonunda sonuglanacaktir. Arastirma
sonucunda bulunan bulgular asagida belirtilecek kisinin kendi istegi dogrultusunda kisi ile genetik danigma
esliginde paylasilacak/paylasilmayacaktir. Arastirmanin  goniilliler agisindan herhangi bir riski
bulunmamaktadir. Aragtirmaya katilan goniillilerden herhangi bir ilicret alinmayacak ayrica arastirma masraflari
herhangi bir sekilde goniilliniin sosyal giivenlik kurulusuna yansitilmayacaktir.

Calismaya Katilim Onay1 (fetal materyal icin):

Katilmam beklenen ¢alismanin amacini, nedenini, katilmam gereken siireyi ve yeri ile ilgili bilgileri
okudum ve goniilli olarak calisma siiresince lizerime diisen sorumluluklar1 anladim. Calisma ile ilgili ayrintili
aciklamalar sozlii olarak arastirmaci tarafindan yapildi. Bu ¢alisma ile ilgili faydalar ve riskler ile ilgili
bilgilendirildim.

Bu arastirmaya kendi istegimle, hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin katilmay kabul ediyorum.

Katilimcinin (Islak imzasi ile)

Adi-Soyadr:
Imzas::

Arastirmacinin

Adi-Soyadi:
e-posta:
Imzas::
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EK 4. Veri Kayit Formu

Babanin:

Yas:

Ozgecmis:

Gegirdigi operasyonlar:
Kronik hastalhiklar
Kullandigi ilaglar:
Soygecmis:

Genetik tetkik sonucu(varsa):

Fetiis ile ilgili bilgiler:

Annenin Gravida/Para/Abort bilgisi:

Veri Kayit Formu

Basvuru Aninda CRL ye gore haftas::

Ultrasonografi bulgular::

ikili / Uglii Tarama testi Sonuglar::

Parental akrabahk:

Tiim Ekzom Sekanslama Tespit Edilen Varyantlar

Gen Degisim

LHRAANRLND =

Annenin:

Yas:

Ozgecmis:

Gegirdigi operasyonlar:
Kronik hastaliklar:
Kullandig1 ilaglar:
Soygecmis

Genetik tetkik sonucu(varsa):

Benign / Muhtemel Benign / VUS / Muhtemel Patojenik/ Patojenik
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