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Ani açıklanamayan ölümlerde moleküler otopsi
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Molecular autopsy in sudden unexplained death

REVIEW

ANİ AÇIKLANAMAYAN ÖLÜMLERDE MOLEKÜLER OTOPSİ   BİR BÖLGE 
RUH SAĞLIĞI VE HASTALIKLARI HASTANESİNE YÖNLENDİRİLEN 
ADLİ OLGULARIN DEĞERLENDİRİLMESİ; BOLU ÖRNEĞİ   CİNSEL 
İSTİSMAR MAĞDURU ANNELER VE ÇOCUKLARININ ÇOCUKLUK 
ÇAĞI TRAVMALARI, ÖFKE İFADELERİ VE PSİKOLOJİK DAYANIKLI-
LIKLARININ İNCELENMESİ   GERİATRİK YAŞ GRUBUNDA TRAV-
MAYA BAĞLI MALULİYET   CİNSEL İSTİSMAR MAĞDURU ÇOCUK-
LARDA OLAYIN ORTAYA ÇIKIŞ SÜRESİNİ ETKİLEYEN FAKTÖRLER  
EVRENSEL VE GELENEKSEL UZUN EŞEK OYUNUNUN DRAMATİK 
SONUCU: DİSTAL FEMUR AMPUTASYONU    ANİ AÇIKLANAMAYAN 
ÖLÜMLERDE MOLEKÜLER OTOPSİ   BİR BÖLGE RUH SAĞLIĞI VE 
HASTALIKLARI HASTANESİNE YÖNLENDİRİLEN ADLİ OLGULARIN 
DEĞERLENDİRİLMESİ; BOLU ÖRNEĞİ    CİNSEL İSTİSMAR MAĞDURU
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ABSTRACT
Molecular autopsy is the process of investigating sudden unexplained deaths through genetic analysis. It is particularly useful in cases where 
the cause of death is unexplained or shows non-diagnostic features despite macroscopic, histopathological, and toxicological examinations at 
conventional autopsy. Postmortem genetic testing is a complementary tool to a rigorous autopsy. The ultimate purpose of molecular autopsy 
is to assist forensic investigations and guide the genetic screening of relatives of the victim who may be at risk for sudden unexplained death. 
Earlier molecular autopsy attempts relied on Sanger sequencing, which although accurate and easy to use, has a low yield and can only be used 
to analyze a small panel of genes. The recent adoption of next-generation sequencing (NGS) technologies has allowed for exome/genome-wide 
examination, resulting in an increase in detection of pathogenic variants and the discovery of newer genotype-phenotype associations. 
This review summarizes the scientific evidence for the use of molecular autopsy to investigate sudden unexplained deaths. Unlike other 
recently published articles dealing with this topic, we aimed to the technical aspects of data processing and interpretation as well as report the 
latest data, focusing on the use of NGS technologies for molecular autopsy.
Keywords: Autopsy, sudden death, molecular genetics 
ÖZET
Moleküler otopsi, ani açıklanamayan ölümlerin genetik analiz yoluyla araştırılması işlemidir. Geleneksel otopside makroskobik, histopatolojik, 
toksikolojik incelemelere karşın ölüm nedeninin açıklanamadığı veya tanısal olmayan özellikler gösterdiği durumlarda özellikle yararlıdır. 
Postmortem genetik testler titizlikle yapılan bir otopsi için tamamlayıcı bir araçtır. Moleküler otopsinin nihai amacı, adli tıp araştırmalarına 
yardımcı olmak ve mağdurun ani açıklanamayan ölümlere karşı risk altında olabilecek akrabalarının genetik taramasına rehberlik etmektir. 
Eski moleküler otopsi girişimleri, doğru ve kullanımı kolay olmasına rağmen, düşük bir verime sahip olan ve yalnızca küçük bir gen panelini 
analiz etmek için kullanılabilen Sanger dizilimine dayanıyordu. Yeni nesil dizileme (NGS) teknolojilerinin yakın zamanda benimsenmesi, 
ekzom/genom çapında incelemeye izin vererek, patojenik varyantların tespitinde bir artış ve daha yeni genotip-fenotip birlikteliklerinin keşfini 
sağlamıştır. 
Bu derlemede, ani açıklanamayan ölümlerin araştırması için moleküler otopsi kullanımına ilişkin bilimsel kanıtlar özetlenmekte ayrıca bu 
konuyu ele alan yakın zamanda yayınlanan diğer makalelerden farklı olarak moleküler otopsi için NGS teknolojilerinin kullanımına odaklanarak 
en son verileri, hem de veri işleme ve yorumlamaya ilişkin teknik yönleri raporlamayı amaçladık.
Anahtar kelimeler: Otopsi, ani ölüm, moleküler genetik 

FORENSIC BIOLOGY

1. GİRİŞ
Ani kardiyak ölümlerin (AKÖ) %40’ına kadarında 
otopsi ile kesin bir ölüm nedeni belirlenememiştir (1). 
Bu vakalar ani açıklanamayan ölümler (AAÖ) olarak 
adlandırılır ve temel olarak mikroyapısal kardiyak 
anormallikler veya kanalopatilerle ilgilidir (2). AKÖ; 
görünürde sağlıklı olan, semptomların başlamasından 
sonraki bir saat içinde (veya tanık olunmamışsa, 
olaydan 24 saat öncesine kadar sağlığının iyi olduğu 
bilinen) kişinin altta yatan bir kalp hastalığına 
bağlı olarak beklenmedik ölümüdür (2). AKÖ’lerin  
yaklaşık %80’i koroner arter hastalığına bağlıdır ve 
yarısına kadarı önceden teşhis edilmiş kalp hastalığı 
yokluğunda meydana gelir (3). Gençlerde AKÖ 
genellikle, hipertrofik kardiyomiyopati (HKM), dilate 
kardiyomiyopati (DKM) ve aritmojenik kardiyomiyopati 
(AKM) veya örneğin uzun QT sendromu (UQTS), 
kısa QT sendromu (KQTS), Brugada sendromu (BrS) 
ve katekolaminerjik polimorfik ventriküler taşikardi 

(KPVT) gibi iyon kanallarını etkileyen bozukluklar 
olan kanalopatiler gibi kardiyomiyopatilerin ölümcül 
bir komplikasyonudur. Yaşlı bireylerde koroner 
arter hastalığı AKÖ’nün ana nedenini temsil eder 
ve bunu kardiyomiyopatiler, miyokardit ve kapak 
hastalıkları izler (4). HKM, açıklanamayan sol 
ventrikül hipertrofisi, miyosit düzensizliği ve fibrozis 
ile karakterizedir. HKM eksik penetrasyon ve değişken 
ekspresyon ile otozomal dominant bir modelde kalıtılan 
sarkomer proteinlerini (MYBPC3 ve MYH7 gibi) 
kodlayan genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanır (2). 
DKM’ye özgü özellikler, sistolik işlev bozukluğuna, 
iletim sistemi anormalliklerine ve yaşamı tehdit eden 
aritmilere karşı artan duyarlılığa yol açan sol ventrikül 
genişlemesi ve fibrotik yer değiştirmeyi içerir (2). 
Genetik vakaların yaklaşık 1/3’ünde tanımlanabilir ve 
en yaygın olarak hücre iskeleti proteinlerini etkileyen 
mutasyonlar bulunur; özellikle, LMNA ve DES’deki 
mutasyonlar, aritmojenik bir fenotip ile ilişkilidir (3). 
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AKM, bir veya her iki ventrikülü içeren miyokardın 
fibro-yağlı replasmanı ile karakterizedir. AKM, 
genellikle kardiyak dezmozomları etkileyen genetik bir 
kusurla birlikte eksik penetrans ve değişken ekspresyon 
ile otozomal dominant bir kalıtım modeline sahiptir 
(PKP2 ve DSP en sık dahil olan genlerdir) (3).
Kanalopatiler, belirgin miyokardiyal yapısal 
anormalliklerin yokluğunda artmış ventriküler aritmi 
ve AKÖ riski ile ilişkilidir. UQTS tanısı, QTc ≥ 
480 ms, UQTS risk puanı > 3 (EKG, klinik öykü 
ve aile öyküsü ile ilgili birkaç öğeyi içeren bir tanı 
puanı) veya KCNQ1’in (UQTS1) veya KCNH2’nin 
(UQTS2) işlev kaybı varyantları veya SCN5A’nın 
(UQTS3) işlev kazancı varyantları gibi UQTS-
ilişkili genlerden birinde kesin olarak patojenik bir 
mutasyon varlığında teşhis edilir (5). KQTS, bir 
QTc ≤ 340 ms veya bir QTc ≤ 360 ms ile karakterize 
edilir ve patojenik bir mutasyon (genellikle KCNQ1, 
KCNH2, KCNJ2 gibi potasyum kanal genlerinin bir 
işlev kazancı mutasyonu), ailede KQTS veya jüvenil 
AKÖ öyküsü veya yapısal kalp hastalığı yokluğunda 
kardiyak arrestte hayatta kalma gibi en az bir başka 
düşündürücü özellik bulunur (2). BrS, spontan veya 
ilaca bağlı (sodyum kanal blokeri ile) ST yükselmesi 
≥ 2 mm varlığında, sağ prekordiyal derivasyonda ≥1 
teşhis edilir ve genellikle SCN5A’nın fonksiyon kaybı 
mutasyonundan kaynaklanır, ancak vakaların sadece 
1/3’ünde patojenik bir varyant bulunur (2). KPVT, 
genellikle egzersizle tetiklenen tipik çift yönlü veya 
polimorfik ventriküler taşikardilerle karakterizedir ve 
en yaygın olarak RYR2 ve CASQ2 mutasyonlarından 
kaynaklanır (6). Bu kanalopatilerin yanı sıra, konjenital 
iletim hastalığının (KİH) ailesel biçimlerinin potansiyel 
olarak yaşamı tehdit eden aritmik olaylara ve AKÖ’ye 
yatkınlık oluşturabileceğine dair artan kanıtlar vardır 
(6). Ailesel KİH, LMNA ile ilişkili DKM veya kompleks 
konjenital kalp hastalıkları (genellikle Nkx2.5, GATA4, 
TBX5 gibi kardiyak gelişimi düzenleyen genlerdeki 
mutasyonlar nedeniyle) gibi yapısal bir kalp hastalığı 
bağlamında veya yapısal olarak normal bir kalpte 
ortaya çıkabilir (izole KİH) ikinci durumda, SCN5A ve 
TRPM4 varyantları en çok bulunanlardır (2). Bununla 
birlikte, izole KİH ‘li hastalara sıklıkla başka bir test 
yapılmadan kalp pili verilir; bu nedenle, genetik olarak 
belirlenmiş KİH ‘in gerçek prevalansı ve ilgili gen 
türleri şu anda tam olarak anlaşılamamıştır. Ayrıca, 
ailesel KİH ile ilgili genlerin çoğu, genellikle AKÖ 
araştırması için genetik panellere dahil edilmez.
Bu derlemede, AAÖ araştırması için moleküler otopsi 
kullanımına ilişkin bilimsel kanıtları özetlenmektedir 
ayrıca AKÖ konusunu ele alan yakın zamanda 
yayınlanan diğer makalelerden farklı olarak özellikle 
moleküler otopsi için yeni nesil dizileme (NGS) 
teknolojilerinin kullanımına odaklanarak, bu bağlamda 
NGS uygulamasına ilişkin en son verileri hem de 

veri işleme ve yorumlamaya ilişkin teknik yönleri 
raporlamayı amaçladık.
1.1 Moleküler Otopsi
“Moleküler otopsi”, bir AAÖ’den sorumlu genetik 
bir nedeni saptamak için otopside toplanan kan veya 
dokudan izole edilen DNA’dan çalışılan postmortem 
genetik test süreçlerini ifade eder (7). Potansiyel 
olarak patojenik bir mutasyonun tanımlanması, hayatta 
kalan akrabaların taranmasını sağlar ve gelecekteki 
klinik yönetimleri için önemli derecede etkili olur 
(8). Ayrıca, başka türlü bir AAÖ’den muhtemelen 
sorumlu olan bir patofizyolojik substratın gösterilmesi, 
adli tıp araştırmaları için paha biçilmez bir unsuru 
temsil eder. Bununla birlikte, genetik dizileme için en 
gelişmiş teknolojiler kullanıldığında bile moleküler bir 
otopsi olumsuz veya sonuçsuz olabilir. Aslında, tüm 
AAÖ vakaları genetik olarak belirlenmiş koşullara 
atfedilemez ve bilinmeyen öneme sahip genetik 
varyantlar yaygın olarak bulunur. Tanımlanan gen 
varyantını ölen kişinin fenotipi ile ilişkilendirmek ve 
varyantın aile içindeki ayrımını incelemek, kesin bir 
genotip-fenotip ilişkisi kurmak için önemli olabilir (9).
1.2. Sanger Dizileme
NGS teknolojileri, öncelikli olarak, hedeflenen 
ve önceden bilinen DNA bölgelerini aramak için 
oligonükleotit primerlerini kullanan Sanger dizilimi ile 
temsil edilmektedir. Sanger dizileme analizi, hastanın 
elektroferogramını bir kontrol ile karşılaştırarak 
gerçekleştirilir. Bu yaklaşımın kullanılması kolaydır ve 
genetik varyantların tanımlanması için neredeyse tam 
bir doğruluğa sahiptir (10). 2003 yılında tamamlanan ilk 
insan genomunun (İnsan Genom Projesi) dizilenmesi 
için de kullanılan bu yöntem, yaklaşık 30 yıldır genetik 
araştırmalar için altın standart olmuştur (2). Tarihsel 
olarak, moleküler otopsi çalışmaları, birkaç kanalopati 
ile ilişkili geni test etmek için Sanger dizilimine 
dayanıyordu (2). Basitliğine ve doğruluğuna rağmen, 
bu yaklaşım numune başına yüksek bir maliyete sahiptir 
ve bir seferde bir DNA parçasının dizilenmesine izin 
verir; bu nedenle, düşük verimli bir tekniktir. Ayrıca 
büyük ölçekli genetik tarama için yetersiz kalabilir. Bu 
nedenle, bu yaklaşım kaçınılmaz olarak diğer potansiyel 
hastalığa neden olan genler veya gen değiştiriciler 
hakkında bir miktar bilgi kaybıyla ilişkilidir ve bunun 
sonucunda genel olarak düşük bir “tanısal verim” elde 
edilir. “Mutasyon saptama verimi” olarak da bilinen bu 
terim, hastalığa neden olan bir varyantın tanımlanma 
olasılığını belirtir ve bir genetik testin etkinliğinin iyi 
bir ölçüsünü temsil eder (10).
1.2.1. Ani Kardiyak Ölümde Sanger Dizilimi
1999 yılında Ackerman ve ark.(11) boğulmak üzereyken 
anoksik ensefalopatiden ölen 19 yaşındaki bir çocukta 
yeni bir UQTS patojenik mutasyonu (KCNQ1) 
tanımlayarak ilk moleküler otopsiyi gerçekleştirdi. 
Birkaç yıl sonra Chugh ve ark. (12) 12 AKÖ vakasında 
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5 UQTS ile ilişkili geni (KCNQ1, KCNH2, SCN5A, 
KCNE1 ve KCNE2) test etti ve 2 denekte aynı KCNH2 
yanlış anlamlı mutasyonu tanımladı (%17).  Di Paolo ve 
ark.(13) daha sonra 10 jüvenil AKÖ vakasının 2’sinde 
mutasyon saptama verimi %20 olan UQTS ile ilişkili bir 
mutasyon bildirdi. UQTS genlerini analiz eden, Skinner 
ve ark. (14) %15 (33 AAÖ vakasından 5’i) ve Winkel 
ve ark. (15) %11 (44 AAÖ vakasından 5’i) olarak her 
iki çalışma düşük bir tanı verimi gösterdi. Tester ve 
ark. (16) KCNQ1, KCNH2, SCN5A, KCNE1, KCNE2, 
RYR2 genleri için test edilen 173 AAÖ vakası dahil, 
şimdiye kadar Sanger dizilimini kullanan en büyük 
moleküler otopsi çalışmasını gerçekleştirdi. RYR2’deki 
mutasyonlar örneklerin %12’sinde ve %15’inde 
LQTS ile ilişkili genlerde potansiyel olarak patojenik 
varyantlar bulundu. Özellikle, ailesinde kardiyak olay 
öyküsü olan AAÖ vakaları, önemli ölçüde daha yüksek 
mutasyon prevalansı (%37’ye karşı %19) gösterdi ve 
50 yaşın altındaki ve ailesinde erken AKÖ öyküsü 
olan vakalar arasında tanısal sonuç daha da yüksekti 
(%45) (16). Genel olarak, bu çalışmalar AAÖ’nin 
önemli bir bölümünün bir kanalopatinin neden 
olduğu ölümcül bir aritmik olaydan kaynaklandığını 
göstermiştir. Ancak çalışmalar arası mutasyon 
saptama verimi oldukça değişkendi ve muhtemelen 
incelenen popülasyon, analiz edilen genlerin DNA 
kaynak sayısı (kan, parafine gömülü doku) ve varyant 
patojenitenin atfedilmesine yönelik kriterler açısından 
önemli bir heterojenliği yansıtıyordu. Bununla birlikte, 
bu çalışmalardan elde edilen kanıtlar neticesinde, 
Kalp Ritmi Derneği ve Avrupa Kalp Ritmi Derneği 
tarafından kardiyomiyopatiler ve kanalopatiler için 
genetik testler hakkında kapsamlı veya hedefli (RYR2, 
KCNQ1, KCNH2, ve SCN5A) ölüm nedenini belirlemek 
ve özellikle UQTS veya KPVT’den şüphelenildiğinde, 
potansiyel olarak risk altındaki akrabaların taranmasını 
kolaylaştırmak için AAÖ vakalarında iyon kanalı 
genetik testi düşünülebilir (2).
1.3. Yeni Nesil Dizileme
Daha çok NGS teknolojileri olarak bilinen büyük 
ölçüde paralel dizileme teknolojileri, birinci nesil 
dizilemenin engellerini aşmak için tasarlanmıştır 
(10). NGS, “kısa okumalar” olarak adlandırılan 50 
ila 250 baz çiftinden (bp) oluşan milyonlarca küçük 
polinükleotit fragmanını eş zamanlı olarak analiz 
ederek yüksek verimli dizilemeye izin verir. Örnek 
DNA, 1000 ila 10.000 bp’lik parçalar halinde kesilir 
ve NGS, parçanın her iki ucundan 50-250 bp okur. 
Her okuma, parçanın karşı ucundan gelen okumayla 
“eşleştirilir”, daha sonra tüm orijinal DNA dizisini 
yeniden oluşturmak için “insan referans dizisine” 
(farklı etnik gruplardan türetilen klinik ve araştırma 
genom dizilimi için en yaygın olarak benimsenen 
çerçeve) yönelik kısa okuma dizilerini sıralamak için 
hizalama algoritmaları kullanılır. Daha sonra, klinik 

anlamlılığın atfedilmesi daha fazla araştırma gerektirse 
de, ilgili bir varyantın altında kalabilecek okumalar ve 
referans sekans arasındaki uyumsuzlukları aramak için 
özel bir yazılım kullanılır. Bu süreç çok hızlı ve uygun 
maliyetlidir, tüm genomun sadece sınırlı miktarda 
DNA kullanılarak birkaç gün içinde dizilenmesine 
olanak tanır (10). NGS teknolojisi, genomun çoğu 
parçası için doğru ve güvenilir veriler sağlar ve Sanger 
dizilimine karşı kapsamlı bir şekilde doğrulanmıştır. 
İllumina/Solexa en çok kullanılan olmak üzere, ticari 
olarak temin edilebilen 3 NGS platformu (Roche/454, 
Illumina/Solexa ve ABI/SOLiD) vardır. Bir NGS 
testi, sınırlı bir gen panelini, tüm ekzomu (TED) , tüm 
genomu (TGD) ve hatta RNA dizilimini hedeflemek 
için tasarlanabilir (2). 
Gen panelleri, on ila binlerce gen arasında değişebilir 
ve belirli bir durum veya hastalık grubundan 
şüphelenildiğinde tercih edilen testtir. Genellikle 
önceden belirli bir fenotiple ilişkilendirilen genler 
arasından seçilir. Bu yaklaşım, seçilen genler için 
duyarlılığı, özgüllüğü ve kapsamı en üst düzeye 
çıkarmayı amaçlar, dolayısıyla genellikle TED veya 
TGD diziliminden daha yüksek bir tanı verimine 
sahiptir (17).  AAÖ’de olduğu gibi fenotip bilgisi 
azlığı durumunda, daha geniş gen panelleri tercih 
edilebilir ve TED dizilimi daha yüksek bir teşhis verimi 
gösterebilir. Panele hangi genlerin dahil edileceğine 
ilişkin karar bireysel laboratuvara bırakılmıştır. AKÖ 
çalışmaları genellikle hem kanalopatiler hem de 
kardiyomiyopatilerle ilişkili genleri içerir (17). TED, 
tüm genomun %1-2’sini oluşturan, bilinen ~22.000 
protein kodlayan genin tümünü inceler. TED, geniş bir 
ayırıcı tanıya sahip fenotiplerin genetik testi için veya 
hedeflenen genetik paneller sonuçsuz kaldığında ikinci 
sıradaki test olarak kullanılır. TED’in tanısal verimi, 
yüksek oranda seçilmiş kohortlarda %50’ye varan 
bir mutasyon saptama verimiyle birlikte, test edilen 
popülasyona ve aile üyelerinin mevcudiyetine bağlıdır. 
TGD, düzenleyici, intronik ve intergenik bölgeler 
hakkında bilgi sağlayarak tüm genomun büyük bir 
bölümünü kapsar (2).
TGD kullanımı için endikasyonlar TED’e benzer. DNA 
dizilimi TED’den daha tekdüzedir, ancak sağlanan 
büyük miktarda veri, depolama ve analitik sorunlar 
nedeniyle uygulanabilirliğini sınırlar. TGD ayrıca 
TED veya gen panellerinden daha yüksek bir maliyete 
sahiptir. RNA-seq, hedeflenen RNA transkriptleri veya 
hatta tüm transkriptom hakkında mikrodizilerden daha 
üstün bir genel doğrulukla bilgi sağlar (17).
1.3.1. Varyant Çağırma, Filtreleme, Önceliklendirme 
ve Yorumlama
NGS, klinik yorumlama için daha fazla filtreleme ve 
önceliklendirme gerektiren çok sayıda varyant sağlar. 
Farklı dosyalar üreten çok adımlı bir analizde çeşitli 
biyoinformatik araçlar kullanılır: FASTQ, üretilen tüm 
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okumaların temel çağrılarını ve her bir tabanın kalite 
puanını içerir; BAM (İkili Hizalanmış/Eşlenmiş dosya), 
referans genom üzerinde okuma hizalaması sağlar; 
VCF (Varyant Call Format dosyası), her bir varyantın 
kromozomal konumunu, adını ve referans genomunu 
içerir (2). “Varyant çağırma”, referans genom ile onun 
üzerinde hizalanan okumalar arasındaki uyumsuzlukları 
belirleme sürecidir. Sıralama ve hizalama hatalarından 
kaynaklanan hatalar olabilir ve belirli istatistiksel 
araçlar, tespit edilen bir uyumsuzluğun gerçek bir gen 
varyantını veya teknik bir hatayı temsil etme olasılığına 
dayalı olarak varyantları “filtrelemek” için ayrılmıştır 
(2). Varyantlar genellikle, okuma kapsamı (yani 
bazların belirli bir nükleotid konumuna hizalanması) 
≥ 30 kat ve okuma yüzdesi (referans dizisinden farklı 
bazların oranı) ≥ 20’den oluşan bir kalite puanına 
göre tanımlanır. Tek nükleotid polimorfizmlerinden 
kaynaklanan yanlış anlamlı mutasyonların NGS 
yoluyla saptanması daha kolaydır, oysa DNA 
insersiyon ve delesyonlarını (indel) bulma olasılığı, 
daha yüksek hizalama hataları sıklığı nedeniyle indel 
boyutuyla ters orantılıdır (2). Bu ‘teknik filtreleme’den 
sonra varyantlar ‘biyolojik filtreleme’den geçmelidir. 
Gerçekten de, nadir varyantlar, genel popülasyonda 
mevcut olan ve “arka plan gürültüsü” olarak tanımlanan 
çok sayıda yanlış anlamlı mutasyon biyolojik 
ilişkisinden ayırt edilmelidir. Örnek DNA’daki 
nadir varyantların arka plan gürültüsüne oranına 
‘sinyal-gürültü oranı’ denir (18). Varyantlar, önceden 
tanımlanmış bir gen listesi (örneğin, minör alel 
frekansı - MAF <%0,1, nadir varyantlar için) ve/veya 
insan genetik veri tabanlarındaki belirli bir frekans için 
filtrelenebilir. Erken genomik çalışmalarda, sağlıklı 
bir kontrol popülasyonunda bir varyantın olmaması, 
olası patojenitesini ortaya çıkarmak için yeterli kabul 
edildi, ancak bir mutasyonun yeniliği artık klinik 
yorumlama için güvenilir bir kriter olarak kabul 
edilmemektedir (18). Bununla birlikte, dahil olan genin 
tipi (örneğin, bir kanalopati veya kardiyomiyopati ile 
ilişkili gen), bir varyantın klinik önemine dair ipuçları 
sağlayabilir. Biyolojik filtrasyon için bir diğer önemli 
kriter, mutasyonun tipidir, yani yanlış anlamlıya karşı 
anlamsızdır. Yanlış anlamlı mutasyonlar, etkilenmemiş 
bireylerde yaygındır ve genotip-fenotip nedensel 
bağının değerlendirilmesi daha zordur. Aksine, 
anlamsız mutasyonların (örneğin, silmeler, eklemeler 
ve splice-site mutasyonlar) anormal proteinler 
üretmesi ve ardından klinik bir etkiye sahip olması 
daha olasıdır. Buna göre, “nonsense” mutasyonlar 
daha nadirdir ve görünüşte sağlıklı bireylerde bulunma 
olasılığı daha düşüktür (18). Filtrelemeden sonra, bir 
VCF dosyasındaki varyantlara öncelik verilmeli, yani 
bir varyantın işlevsel bir öneme sahip olma olasılığı 
belirlenmelidir (19). Varyantlara öncelik vermek 
için çok sayıda yaklaşım ve bu süreci standart hale 

getirmek için kılavuzlar yayınlanmıştır. Bir varyantın 
önceki açıklaması, klinik öneminin yorumlanmasına 
rehberlik etmek için önemli bir kriterdir. ClinVar veya 
OMIM gibi veritabanları, daha önce değerlendirilen 
varyantlar hakkında bilgi toplar. ClinVar, bilimsel 
literatürde bulunan her varyant için kategorik bir kanıt 
düzeyi sağlar. Aslında, önceki tüm raporlar kuvvetli 
değildir ve bilgi genişledikçe mutasyonlar yeniden 
sınıflandırılabilir. Örneğin, Campuzano ve ark. (20) 
yakın zamanda, 2010’dan önce kalıtsal aritmojenik 
sendromlarla teşhis edilen 104 denek ve 17 AKÖ 
vakasından oluşan bir kohortu yeniden değerlendirdi 
ve bu koşullarla ilişkili nadir varyantların %70’inden 
fazlasının sınıflandırmalarını değiştirdiğini buldu. In 
silico araçları (DANN, Mutation Taster, FATHMM, 
MutationAssessor, Polyphen2, Sift, PORVEAN) 
genetik bir mutasyonun protein üzerindeki etkisini 
tahmin etmek için kullanılabilir. Protein yapısını 
derinden değiştiren veya bir amino asidin kritik bir 
alanda tamamen farklı kimyasal özelliklere sahip 
başka bir amino asit ile yer değiştirmesine neden olan 
mutasyonların, işlevsel bir değişikliğe neden olma 
olasılığı daha yüksektir. Özellikle, benzer işleve sahip 
diğer insan proteinlerinde (paraloglar) veya diğer 
türlerde (ortologlar) aynı proteinde korunan protein 
alanlarındaki aminoasidik ikameler genellikle klinik 
olarak daha önemlidir. GERP++ veya PhyloP gibi 
özel yazılımlar, DNA dizilerinin intra ve interspesifik 
korunmasını değerlendirebilir (21). Her zaman 
elde edilmesi kolay olmasa da, ailelerde fenotip ile 
genotipin birlikte ayrımı, bir varyantın patojenitesini 
değerlendirmek için en faydalı yaklaşımlardan biridir. 
Daha önce açıklanan yaklaşımların çoğu, tek bir 
mutasyonun dahil olduğu Mendel bozukluklarına 
uygulanabilir, ancak bazı durumlarda, özellikle 
AKÖ gibi karmaşık fenotiplerde, çoklu varyantların 
hastalık ekspresyonuna katkıda bulunabileceğine dair 
kanıtlar vardır (21). WebGestalt gibi bazı çevrimiçi 
araçlar, belirli bir varyant kombinasyonunun belirli 
bir fenotiple ilişkilendirilip ilişkilendirilemeyeceğini 
değerlendirmek için kullanılabilir. Son olarak, 
mutasyonların fonksiyonel sonuçları, in vitro hücresel 
ekspresyon sistemleri veya transgenik hayvan 
modelleri aracılığıyla tam olarak değerlendirilebilir. 
Bu fonksiyonel çalışmaların en büyük dezavantajı, 
sonuçların elde edilmesi için gereken maliyet ve 
zaman olup, bu da onları genetik bulguların rutin 
değerlendirilmesi için uygun hale getirmemektedir 
(21).  Sonuç olarak, Amerikan Tıbbi Genetik ve 
Genomik Koleji (ACMG) varyantları sınıflandırmak 
için standart terminolojinin (önemi bilinmeyen varyant 
(ÖBV) ve patojenik, muhtemel patojenik, muhtemel 
bening, bening) kullanılmasını tavsiye eder (7). 
NGS ile ilgili biyoinformatik analizin karmaşıklığı, 
alandaki sürekli ilerlemeler ve belirli bir varyantın 
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patojenitesinin atfedilmesinin bir bireyin yönetimi 
üzerinde sahip olabileceği derin etki göz önüne 
alındığında, genetik verilerin klinik ortama çevrilmesi 
özel uzmanlık gerektirir.
1.3.2. Zorluklar ve Teknik Sorunlar
1.3.2.1 Örnek Toplama
Kan ve taze donmuş dokular, genetik analiz için 
DNA ekstraksiyonu için tercih edilen kaynaklardır. 
Gerçekten de, kanalopatiler ve kardiyomiyopatiler 
için genetik testler hakkındaki HRS/EHRA konsensüs 
belgesi, “sonraki genetik testler için DNA dostu (5–10 
mL etilendiamintetraasetik asit içinde tam kan-EDTA-
tüp, kan lekesi kartı veya donmuş bir kalp, karaciğer 
veya dalak numunesi) numunelerin” toplanmasını 
önermektedir.  DNA bütünlüğünü bozmamak için bu 
numuneler buzdolabında (<4 hafta) veya -20° C ila -80° 
C (>4 hafta) arasında dondurularak saklanmalıdır (2). 
Yakın zamanda yayınlanan Asya Pasifik Kalp Ritmi 
Derneği (APHRS)/HRS konsensüs belgesinde, AAÖ’lü 
merhumların ve ani kalp durması olan hastaların 
araştırılmasına ilişkin benzer öneriler bulunabilir 
(22). Gelecekteki yeniden analiz için kan örneğinin 
saklanması artık AKÖ değerlendirmesinde yaygın bir 
uygulama olmasına rağmen, geçmiş AKÖ vakaları 
için her zaman mevcut değildir ve bunların yeniden 
incelenmesine sınırlamalar getirir. Aksine, genellikle 
histolojik analiz için hazırlanan formalinle fikse 
edilmiş ve parafine gömülmüş doku (FFPET) örnekleri, 
eski AKÖ vakaları için bile geniş ölçüde erişilebilir 
durumdadır ve değerli bir alternatif oluşturabilir. 
Bununla birlikte, formalin fiksasyonu süreci, ortalama 
uzunluğu ~ 150 bp olan parçalarda çapraz bağlanma 
ve bozunma yoluyla DNA’yı değiştirir. 250 bp’den 
büyük bir okuma uzunluğuna dayanan Sanger dizilimi, 
bu nedenle FFPET’ten türetilen DNA üzerinde 
gerçekleştirilmesi zordur. NGS, daha düşük okuma 
uzunluğu sayesinde bu sınırlamaların üstesinden 
gelebilir (2). 2017 yılında Baudhuin ve ark. (23) kalıtsal 
bir kardiyovasküler bozukluğu düşündüren bir klinik 
fenotipe sahip 4 vakanın genomik değerlendirmesi için 
FFPET örneklerini ilk kez kullandılar. Aynı yıl, Bagnall 
ve ark. (24) Jüvenil AKÖ vakalarından alınan FFPET 
numuneleri üzerinde NGS’nin uygulanabilirliğini 
gösteren ilk kişilerdi. Yakın tarihli bir çalışma, FFPET 
ve karşılık gelen formalin olmayan sabit numuneler 
(RNA-sonradan korunmuş dokular veya kan lekesi 
kartı) arasındaki 12 AKÖ vakasının NGS analizinin 
sonuçlarını karşılaştırdı. Sabitlenmemiş numunelerde 
tanımlanan tüm patojenik varyantlar, olası patojenik 
varyantlar veya ÖBV, FFPET numunelerinde de 
değişken bir güven derecesi ile doğrulanmıştır, ancak 
formalin fiksasyonu 8 günden uzun olduğunda daha 
fazla yanlış pozitif ve negatif verdi (25). Bu nedenle, 
genomik çalışmalar için FFPET’ten türetilen DNA 
kullanımı konusunda dikkatli olunması önerilir.

1.3.2.2. Dizileme ile İlişkili Sorunlar
NGS, genomun tüm alanlarını aynı hassasiyetle 
karakterize etmez. Seçici dizileme için yakalama 
yaklaşımları ve dizileme kimyasının kendisi, 
değişkenlerin yanlış yorumlanmasına neden olabilecek 
eşit olmayan DNA kapsamına yol açabilir. Örneğin, 
genomun sitozin ve guanin nükleotidleri açısından 
zengin bölgelerinin sıralanması daha zordur çünkü 
DNA zincirleri arasındaki daha yüksek enerjili bağlar 
onları replikasyon reaksiyonuna daha az maruz bırakır. 
Kapsama alanının düşük olduğu bölgelerde kesinlik 
azaldığından, bu bölgelerden yapılan varyant çağrıların 
reddedilme olasılığı daha yüksektir (26). NGS ayrıca, 
en yaygın olarak ekleme veya silme alanlarını veya kısa 
okumalardan daha uzun tekrarlanan dizilere sahip DNA 
bölgelerini etkileyen hizalama hatalarına eğilimlidir 
(26). Tüm bu sorunlar potansiyel yanlış negatif 
sonuçların kaynaklarıdır ve analiz ve sıralamanın 
hızında ve doğruluğunda sürekli iyileştirmeye rağmen 
NGS teknolojilerinin mükemmel olmadığının altını 
çizer.
1.3.2.3 Önemi Bilinmeyen Varyantlar 
NGS teknolojileri, tek bir bireyde tespit edilebilen 
varyantların sayısını önemli ölçüde artırmıştır; bu 
nedenle, genotip ve fenotip arasında nedensel bir 
bağlantı kurmak için mutasyonların sınıflandırılması 
son derece önemlidir. Varyant önceliklendirmesi için 
çeşitli araçların mevcut olmasına rağmen, bunların 
çoğu (mutasyonların fonksiyonel değerlendirmesine 
yönelik büyük ortak ayrıştırma çalışmaları gibi) AAÖ 
vakalarına rutin olarak uygulanamaz; bu nedenle, 
gen testinin genişlemesiyle birlikte ÖBV (çoğunlukla 
yanlış anlamlı) tespitinde bir artış meydana gelir (18). 
Bu, şu anda NGS moleküler otopsisinin ana dezavantajı 
olarak kabul edilmektedir, çünkü bu ÖBV ‘ler nedensel 
ilişkileri ortaya çıkarmak için kullanılamaz ve 
mağdurun akrabalarının taranması için kullanılamaz. 
Bununla birlikte, NGS’nin daha yaygın kullanımı 
ve bunun sonucunda AKÖ ile ilişkili varyantlar 
üzerine veri birikiminin yanı sıra tek veya kombine 
mutasyonların etkisinin tahmini için daha karmaşık 
araçların geliştirilmesi ile yakın gelecekte çok sayıda 
ÖBV’nin yeniden sınıflandırılması bekleniyor (7,18).
2. TARTIŞMA VE SONUÇ
NGS, perspektifi tek genlerin veya küçük panellerin 
taranmasından büyük çok genli panellerin test 
edilmesine kadar değiştirerek bir “ekzom moleküler 
otopsi” imkanı sunar. 2014 yılında Bagnall ve ark.ları 
(24) ilk kez 28 jüvenil AAÖ vakasında TED uyguladılar 
ve majör LQTS ile ilişkili genler üzerinde 3 nadir 
varyant tanımlandılar, ancak panelin diğer kanalopati 
ve kardiyomiyopati ile ilişkili genlere genişletilmesi 
6 nadir varyantın daha fazla tanımlanmasına yol açtı. 
Sonraki bir çalışmada, aynı grup 51 AAÖ vakasında 
gen paneli analizi (69, 98 veya 101 gen dahil) ve diğer 
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62 AAÖ vakasında TED (59 kalple ilgili gen için 
filtreleme) gerçekleştirerek 31 vakada klinik olarak 
ilgili bir kardiyak gende mutasyon (%27)  buldu 
(2). Hata ve ark. (27) normal kalpleri veya tanısal 
olmayan yapısal anormallikleri olan 25 AAÖ vakasını 
değerlendirmek için 70 genden oluşan bir panel 
kullandı. İn siliko analizinden sonra “yüksek” patojenik 
potansiyele sahip olduğu tahmin edilen 5 bilinen 
varyant ve 10 yeni varyant tanımladılar. Mutasyonlar, 3 
kanalopati ile ilişkili gen (RYR2, CACNA1C ve ANK2), 
3 HCM veya DCM ile ilişkili gen (MYH7, LDB3 ve 
PRKAG2), 5 ACM ile ilişkili gen (PKP2, JUP, DSG2, 
DSP ve TMEM43) ve 2 kardiyak transkripsiyon faktörü 
geni (TBX5 ve GATA4) içermiştir. İlginç bir şekilde, 25 
vakanın 3’ünde kombine heterozigot nadir varyantlar 
bulundu ve 2 denek 3 veya daha fazla varyant taşıdı 
(27). Bu veriler, bir vaka raporunda da öne sürüldüğü 
gibi, bazen çoklu mutasyonların etkileşiminden 
kaynaklanabilen “tek gen-bir hastalık” paradigmasının 
tüm AAÖ vakaları için geçerli olmayabileceği fikrini 
desteklemektedir (28). 59 AAÖ vakası üzerinde 
yapılan bir çalışma, hem otopsisi negatif kalpleri olan 
hem de herhangi bir spesifik kardiyomiyopati için 
tanı kriterlerini karşılamayan hafif kardiyak yapısal 
anormallikleri olan diğer kişileri içermiştir; TED’i 
takiben kalıtsal kardiyak bozukluklarla ilişkili 135 
gen için kısıtlama %29’luk bir tanı verimine sahiptir, 
7 proband (%12) çok nadir (MAF < %0.02) veya yeni 
olası patojenik varyantlar taşımaktadır ve 10 (%17) 
daha önce taşımaktadır. Yayınlanmış nadir (MAF 
%0.02-0.5) hastalığa neden olan mutasyonlar; test 
edilen daha yüksek sayıda gen, probandların 19’unda 
(%34) bulunan ÖBV tespitinde bir artışa yol açtıştır 
(2). Hertz ve ark. (29) ince kardiyak anormallikleri 
olan 52 AKÖ vakasını taramak için 100 kanalopati 
ve kardiyomiyopati ile ilgili genden oluşan bir panel 
kullandı. 15 vakada (%29) “muhtemel fonksiyonel 
etkileri” olan varyantlar tespit edildi ve bunların 
2’sinde (%4) en az bir gende birden fazla varyant 
vardı. Bu mutasyonlar, kardiyomiyopatiler (%47) 
veya kanalopatiler (%53) ile ilişkili genlerde benzer 
sıklıkta tespit edildi. Bu bulgular kardiyomiyopatilerin 
bazen “diagnostik” bir fenotip gelişmeden önce AKÖ 
ile ortaya çıkabileceği hipotezini doğrulamaktadır, 
ancak aynı zamanda kanalopatilerin sadece otopside 
minimal yapısal değişikliklerin varlığına dayanarak 
dışlanmaması gerektiğini de göstermektedir. Ripoll-
Vera ve ark. (30) 62 AKÖ’nün moleküler otopsisi 
için aritmik ani ölümle ilgili çok geniş sayıda gen 
(194 ila 380) için filtrelendi, yaklaşık olarak bir ÖBV 
bulma pahasına patojenik veya muhtemelen patojenik 
mutasyonlar için vakaların %34’ünde  %31’lik bir 
genel tespit verimi elde edildi. Dewar ve ark. (31) 5 

yaşından küçük 191 AAÖ’de 71 genden oluşan bir 
panel kullanan bugüne kadarki en büyük çalışmalardan 
birini yayınladı. 12 çocukta (%6.3) potansiyel olarak 
patojenik bir mutasyon, 15’inde (%7.9) in silico 
patojenik tahmine sahip yeni bir varyant ve 36’sında 
(%18.9) bir ÖBV bulundu. Lahrouchi ve ark. (32) bunun 
yerine, 1-64 yaşları arasındaki 302 AAÖ vakasında 
71 genden oluşan bir panel kullandı ve hatta ince 
yapısal hastalık kanıtı olan denekler hariç tutuldu. 40 
denek (%13)  patojenik veya olası patojenik mutasyon 
taşırken, %42’si ÖBV taşıyordu. Çoğu mutasyon, 
UQTS ve KPVT ile ilişkili genleri içeriyordu, ancak 
kardiyomiyopati ile ilgili genler de temsil edildi. 
Özellikle, hayatta kalan akrabalarda, moleküler otopsi 
ve klinik değerlendirme kombinasyonu sayesinde tanı 
verimi %26’dan %39’a yükseldi (32).
Son zamanlarda, taranan genlerin heterojenliği, analiz 
edilen vakalar ve varyant önceliklendirme için kullanılan 
yöntemler nedeniyle her zaman karşılaştırılabilir 
olmayan değişken mutasyon tespit oranları ile başka 
postmortem NGS çalışmaları yapılmıştır (2). Genel 
olarak, Sanger dizilimine dayalı moleküler otopsi ile 
karşılaştırıldığında, NGS çalışmaları, kardiyomiyopati 
genlerinin bazı AAÖ vakalarında, özellikle tanısal 
olmayan kardiyak anormalliklerin varlığında, hatta 
bunların yokluğunda bile rol oynayabileceğini 
vurgulamıştır. Bununla birlikte, test edilen genlerin 
genişlemesi, çoğunlukla, tüm AAÖ vakalarında test 
edilmesi gereken en yaygın 5 kanalopati ile ilgili 
genin (KCNH2, KCNJ2, KCNQ1, RYR2 ve SCN5A) 
hala oynadığı ana rol nedeniyle, AAÖ’nin genel tanı 
verimini biraz artırmıştır (ortalama olarak %20’den 
yaklaşık %35’e kadar).
Moleküler otopsi, nihai amacı adli tıp araştırmalarına 
yardımcı olmak ve mağdurun akrabalarının kademeli 
genetik taramasını yönlendirmektir. Geleneksel otopsi 
sonuçsuz olduğunda genetik bir teşhis koymayı 
amaçlayan adli muayene için temel bir yardımcıdır. 
Moleküler otopsinin tanısal verimi klasik Sanger 
dizilimi ile ortalama %20’dir, ancak hedeflenen NGS 
veya TED ile daha fazla sayıda ÖBV’nin saptanması 
pahasına %35’e ve daha fazlasına kadar yükselir. İnkar 
edilemez avantajlarına rağmen, moleküler otopsinin 
nispeten düşük mutasyon saptama verimi, şu anda her 
zaman kapsamlı bir klinik değerlendirme gerektiren 
AAÖ’nin değerlendirilmesinde tek başına bir araç 
olmasını engellemektedir. Bununla birlikte, genomik 
teknolojiler aracılığıyla moleküler otopsi, yeni genotip-
fenotip ilişkilerini ortaya çıkarabilecek gelecekteki 
yeniden değerlendirmeler için veri depolama imkanı 
sunar ve böylece bu yaklaşımın kapsamlı bir şekilde 
kullanılmasını destekler.

Finans: Yazarlar bu çalışma için finansal destek almamışlardır.
Çıkar çatışması: Yazarlar çıkar çatışması olmadığını beyan ederler.
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