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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.
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OZET

Molekiiler otopsi, ani agiklanamayan 6liimlerin genetik analiz yoluyla arastirilmasi islemidir. Geleneksel otopside makroskobik, histopatolojik,
toksikolojik incelemelere karsin 6liim nedeninin agiklanamadigi veya tanisal olmayan ozellikler gosterdigi durumlarda 6zellikle yararlidir.
Postmortem genetik testler titizlikle yapilan bir otopsi i¢in tamamlayici bir aragtir. Molekiiler otopsinin nihai amaci, adli tip arastirmalarina
yardimci olmak ve magdurun ani agiklanamayan oliimlere karsi risk altinda olabilecek akrabalarinin genetik taramasina rehberlik etmektir.
Eski molekiiler otopsi girisimleri, dogru ve kullanimi kolay olmasina ragmen, diisiik bir verime sahip olan ve yalnizca kiigiik bir gen panelini
analiz etmek i¢in kullanilabilen Sanger dizilimine dayaniyordu. Yeni nesil dizileme (NGS) teknolojilerinin yakin zamanda benimsenmesi,
ekzom/genom ¢apinda incelemeye izin vererek, patojenik varyantlarin tespitinde bir artis ve daha yeni genotip-fenotip birlikteliklerinin kesfini
saglamustir.

Bu derlemede, ani agiklanamayan o6liimlerin arastirmast igin molekiiler otopsi kullanimina iligkin bilimsel kanitlar 6zetlenmekte ayrica bu
konuyu ele alan yakin zamanda yayinlanan diger makalelerden farkli olarak molekiiler otopsi i¢in NGS teknolojilerinin kullanimina odaklanarak
en son verileri, hem de veri isleme ve yorumlamaya iliskin teknik yénleri raporlamay1 amagladik.

Anahtar kelimeler: Otopsi, ani 6liim, molekiiler genetik

1. GIRIS

Ani kardiyak oliimlerin (AKO) %40’ma kadarinda
otopsi ile kesin bir 6liim nedeni belirlenememistir (1).
Bu vakalar ani aciklanamayan &liimler (AAQ) olarak
adlandirilir ve temel olarak mikroyapisal kardiyak
anormallikler veya kanalopatilerle ilgilidir (2). AKO;
goriintirde saglikli olan, semptomlarin baglamasindan
sonraki bir saat i¢inde (veya tanik olunmamissa,
olaydan 24 saat dncesine kadar sagligiin iyi oldugu
bilinen) kisinin altta yatan bir kalp hastaligina
bagli olarak beklenmedik o6liimiidiir (2). AKO’lerin
yaklasik %80’1 koroner arter hastaligina baghdir ve
yarisina kadar1 onceden teshis edilmis kalp hastalig
yoklugunda meydana gelir (3). Genglerde AKO
genellikle, hipertrofik kardiyomiyopati (HKM), dilate
kardiyomiyopati(DKM)vearitmojenikkardiyomiyopati
(AKM) veya oOrnegin uzun QT sendromu (UQTS),
kisa QT sendromu (KQTS), Brugada sendromu (BrS)
ve katekolaminerjik polimorfik ventrikiiler tasikardi

(KPVT) gibi iyon kanallarmni etkileyen bozukluklar
olan kanalopatiler gibi kardiyomiyopatilerin oliimciil
bir komplikasyonudur. Yashi bireylerde koroner
arter hastaligzi AKO’niin ana nedenini temsil eder
ve bunu kardiyomiyopatiler, miyokardit ve kapak
hastaliklar1 izler (4). HKM, aciklanamayan sol
ventrikiil hipertrofisi, miyosit diizensizligi ve fibrozis
ile karakterizedir. HKM eksik penetrasyon ve degisken
ekspresyon ile otozomal dominant bir modelde kalitilan
satkomer proteinlerini (MYBPC3 ve MYH7 gibi)
kodlayan genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanir (2).
DKM’ye 6zgii ozellikler, sistolik islev bozukluguna,
iletim sistemi anormalliklerine ve yasamu tehdit eden
aritmilere karst artan duyarlilia yol acan sol ventrikiil
genislemesi ve fibrotik yer degistirmeyi igerir (2).
Genetik vakalarmn yaklasik 1/3’iinde tanimlanabilir ve
en yaygin olarak hiicre iskeleti proteinlerini etkileyen
mutasyonlar bulunur; &zellikle, LMNA ve DES’deki
mutasyonlar, aritmojenik bir fenotip ile iliskilidir (3).
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AKM, bir veya her iki ventrikiilii igeren miyokardin
fibro-yagli replasmani ile karakterizedir. AKM,
genellikle kardiyak dezmozomlar etkileyen genetik bir
kusurla birlikte eksik penetrans ve degisken ekspresyon
ile otozomal dominant bir kalittm modeline sahiptir
(PKP2 ve DSP en sik dahil olan genlerdir) (3).
Kanalopatiler,  belirgin ~ miyokardiyal  yapisal
anormalliklerin yoklugunda artmig ventrikiiler aritmi
ve AKO riski ile iliskilidir. UQTS tanisi, QTc >
480 ms, UQTS risk puant > 3 (EKG, klinik 6yki
ve aile Oykiisii ile ilgili birkag 6geyi iceren bir tani
puani) veya KCNQI’in (UQTS1) veya KCNH2nin
(UQTS2) islev kaybi varyantlari veya SCN5A’nin
(UQTS3) islev kazanct varyantlart gibi UQTS-
iliskili genlerden birinde kesin olarak patojenik bir
mutasyon varliginda teshis edilir (5). KQTS, bir
QTc < 340 ms veya bir QTc < 360 ms ile karakterize
edilir ve patojenik bir mutasyon (genellikle KCNQI,
KCNH2, KCNJ2 gibi potasyum kanal genlerinin bir
islev kazanct mutasyonu), ailede KQTS veya jiivenil
AKO oykiisii veya yapisal kalp hastaligi yoklugunda
kardiyak arrestte hayatta kalma gibi en az bir baska
diisiindiiriici 6zellik bulunur (2). BrS, spontan veya
ilaca bagl (sodyum kanal blokeri ile) ST yiikselmesi
> 2 mm varliginda, sag prekordiyal derivasyonda >1
teshis edilir ve genellikle SCN5A4’nin fonksiyon kaybi
mutasyonundan kaynaklanir, ancak vakalarmn sadece
1/3’linde patojenik bir varyant bulunur (2). KPVT,
genellikle egzersizle tetiklenen tipik c¢ift yonli veya
polimorfik ventrikiiler tasikardilerle karakterizedir ve
en yaygin olarak RYR2 ve CASQ2 mutasyonlarindan
kaynaklanir (6). Bu kanalopatilerin yan1 sira, konjenital
iletim hastaligii (KiH) ailesel bigimlerinin potansiyel
olarak yasami tehdit eden aritmik olaylara ve AKO’ye
yatkinlik olusturabilecegine dair artan kanitlar vardir
(6). Ailesel KIH, LMNA ile iliskili DKM veya kompleks
konjenital kalp hastaliklari (genellikle Nkx2.5, GATA4,
TBX5 gibi kardiyak gelisimi diizenleyen genlerdeki
mutasyonlar nedeniyle) gibi yapisal bir kalp hastalig
baglaminda veya yapisal olarak normal bir kalpte
ortaya ¢ikabilir (izole KiH) ikinci durumda, SCN54 ve
TRPM4 varyantlari en ¢ok bulunanlardir (2). Bununla
birlikte, izole KIH ‘li hastalara siklikla baska bir test
yapilmadan kalp pili verilir; bu nedenle, genetik olarak
belirlenmis KiH ‘in gergek prevalansi ve ilgili gen
tirleri su anda tam olarak anlagilamamistir. Ayrica,
ailesel KIH ile ilgili genlerin ¢ogu, genellikle AKO
arastirmasi i¢in genetik panellere dahil edilmez.

Bu derlemede, AAO arastirmasi icin molekiiler otopsi
kullanimina iligkin bilimsel kanitlari 6zetlenmektedir
ayrica AKO konusunu ele alan yakin zamanda
yaymlanan diger makalelerden farkli olarak o6zellikle
molekiiler otopsi i¢in yeni nesil dizileme (NGS)
teknolojilerinin kullanimina odaklanarak, bu baglamda
NGS uygulamasina iligkin en son verileri hem de
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veri isleme ve yorumlamaya iliskin teknik ydnleri
raporlamay1 amagladik.

1.1 Molekiiler Otopsi

“Molekiiler otopsi”, bir AAO’den sorumlu genetik
bir nedeni saptamak i¢in otopside toplanan kan veya
dokudan izole edilen DNA’dan ¢alisilan postmortem
genetik test siireglerini ifade eder (7). Potansiyel
olarak patojenik bir mutasyonun tanimlanmasi, hayatta
kalan akrabalarin taranmasini saglar ve gelecekteki
klinik yonetimleri i¢in 6nemli derecede etkili olur
(8). Ayrica, baska tiirli bir AAO’den muhtemelen
sorumlu olan bir patofizyolojik substratin gdosterilmesi,
adli tip arastirmalar1 i¢in paha bigilmez bir unsuru
temsil eder. Bununla birlikte, genetik dizileme i¢in en
gelismis teknolojiler kullanildiginda bile molekiiler bir
otopsi olumsuz veya sonugsuz olabilir. Aslinda, tiim
AAO vakalar1 genetik olarak belirlenmis kosullara
atfedilemez ve bilinmeyen Oneme sahip genetik
varyantlar yaygin olarak bulunur. Tanimlanan gen
varyantini 6len kisinin fenotipi ile iliskilendirmek ve
varyantin aile i¢indeki ayrimint incelemek, kesin bir
genotip-fenotip iligkisi kurmak i¢in 6nemli olabilir (9).
1.2. Sanger Dizileme

NGS teknolojileri, oOncelikli olarak, hedeflenen
ve Onceden bilinen DNA bolgelerini aramak igin
oligoniikleotit primerlerini kullanan Sanger dizilimi ile
temsil edilmektedir. Sanger dizileme analizi, hastanin
elektroferogramimi  bir kontrol ile karsilastirarak
gergeklestirilir. Bu yaklagimin kullanilmasi kolaydir ve
genetik varyantlarin tanimlanmasi i¢in neredeyse tam
bir dogruluga sahiptir (10). 2003 yilinda tamamlanan ilk
insan genomunun (Insan Genom Projesi) dizilenmesi
i¢in de kullanilan bu yontem, yaklagik 30 yildir genetik
arastirmalar igin altin standart olmustur (2). Tarihsel
olarak, molekiiler otopsi ¢aligmalari, birka¢ kanalopati
ile iliskili geni test etmek igin Sanger dizilimine
dayantyordu (2). Basitligine ve dogruluguna ragmen,
bu yaklagim numune basina yiiksek bir maliyete sahiptir
ve bir seferde bir DNA pargasinin dizilenmesine izin
verir; bu nedenle, diisiik verimli bir tekniktir. Ayrica
biiyiik 6l¢ekli genetik tarama igin yetersiz kalabilir. Bu
nedenle, bu yaklagim kaginilmaz olarak diger potansiyel
hastaliga neden olan genler veya gen degistiriciler
hakkinda bir miktar bilgi kaybiyla iliskilidir ve bunun
sonucunda genel olarak diisiik bir “tanisal verim” elde
edilir. “Mutasyon saptama verimi” olarak da bilinen bu
terim, hastaliga neden olan bir varyantin tanimlanma
olasiligini belirtir ve bir genetik testin etkinliginin iyi
bir 6l¢iisiinii temsil eder (10).

1.2.1. Ani Kardiyak Oliimde Sanger Dizilimi

1999 yilinda Ackerman ve ark.(11) bogulmak iizereyken
anoksik ensefalopatiden 6len 19 yasindaki bir ¢gocukta
yeni bir UQTS patojenik mutasyonu (KCNQI)
tanimlayarak ilk molekiiler otopsiyi gergeklestirdi.
Birkag yil sonra Chugh ve ark. (12) 12 AKO vakasinda

i



5 UQTS ile iligkili geni (KCNQI, KCNH2, SCNS5A,
KCNE] ve KCNE?) test etti ve 2 denekte aynt KCNH2
yanlis anlamli mutasyonu tanimladi (%17). Di Paolo ve
ark.(13) daha sonra 10 jiivenil AKO vakasinin 2’sinde
mutasyon saptama verimi %20 olan UQTS ile iligkili bir
mutasyon bildirdi. UQTS genlerini analiz eden, Skinner
ve ark. (14) %15 (33 AAO vakasindan 5’i) ve Winkel
ve ark. (15) %11 (44 AAQ vakasindan 5’i) olarak her
iki ¢alisma diisiik bir tan1 verimi gosterdi. Tester ve
ark. (16) KCNQI, KCNH2, SCN54, KCNE1, KCNE?2,
RYR?2 genleri icin test edilen 173 AAQO vakasi dahil,
simdiye kadar Sanger dizilimini kullanan en biiyiik
molekiiler otopsi ¢alismasint ger¢eklestirdi. RYR2 deki
mutasyonlar orneklerin - %12’sinde  ve %15’inde
LQTS ile iliskili genlerde potansiyel olarak patojenik
varyantlar bulundu. Ozellikle, ailesinde kardiyak olay
oykiisii olan AAQ vakalari, 5nemli 6lciide daha yiiksek
mutasyon prevalansi (%37’ ye karst %19) gosterdi ve
50 yasin altindaki ve ailesinde erken AKO dykiisii
olan vakalar arasinda tanisal sonu¢ daha da yiiksekti
(%45) (16). Genel olarak, bu calismalar AAO’nin
6nemli bir bolimiinin bir kanalopatinin neden
oldugu oliimciil bir aritmik olaydan kaynaklandigini
gostermistir.  Ancak c¢aligmalar arasi mutasyon
saptama verimi olduk¢a degiskendi ve muhtemelen
incelenen popiilasyon, analiz edilen genlerin DNA
kaynak sayis1 (kan, parafine gomiilii doku) ve varyant
patojenitenin atfedilmesine yonelik kriterler agisindan
6nemli bir heterojenligi yansitiyordu. Bununla birlikte,
bu c¢alismalardan elde edilen kanitlar neticesinde,
Kalp Ritmi Dernegi ve Avrupa Kalp Ritmi Dernegi
tarafindan kardiyomiyopatiler ve kanalopatiler igin
genetik testler hakkinda kapsamli veya hedefli (RYR2,
KCNQI, KCNH2, ve SCN5A4) 6lim nedenini belirlemek
ve Ozellikle UQTS veya KPVT’den siiphelenildiginde,
potansiyel olarak risk altindaki akrabalarin taranmasini
kolaylastirmak i¢in AAQ vakalarinda iyon kanal
genetik testi diistiniilebilir (2).

1.3. Yeni Nesil Dizileme

Daha ¢ok NGS teknolojileri olarak bilinen biiyiik
Olgiide paralel dizileme teknolojileri, birinci nesil
dizilemenin engellerini asmak i¢in tasarlanmistir
(10). NGS, “kisa okumalar” olarak adlandirilan 50
ila 250 baz ¢iftinden (bp) olusan milyonlarca kiigiik
poliniikleotit fragmanmi es zamanli olarak analiz
ederek yiiksek verimli dizilemeye izin verir. Ornek
DNA, 1000 ila 10.000 bp’lik pargalar halinde kesilir
ve NGS, parcanin her iki ucundan 50-250 bp okur.
Her okuma, parganin karsi ucundan gelen okumayla
“eslestirilir”, daha sonra tiim orijinal DNA dizisini
yeniden olusturmak ig¢in “insan referans dizisine”
(farkli etnik gruplardan tiiretilen klinik ve arastirma
genom dizilimi i¢in en yaygin olarak benimsenen
gergeve) yonelik kisa okuma dizilerini siralamak i¢in
hizalama algoritmalart kullanilir. Daha sonra, klinik

Tekcan et al.

anlamliligin atfedilmesi daha fazla arastirma gerektirse
de, ilgili bir varyantin altinda kalabilecek okumalar ve
referans sekans arasindaki uyumsuzluklari aramak i¢in
6zel bir yazilim kullanilir. Bu siire¢ ¢ok hizli ve uygun
maliyetlidir, tiim genomun sadece sinirli miktarda
DNA kullanilarak birka¢ giin iginde dizilenmesine
olanak tanir (10). NGS teknolojisi, genomun ¢ogu
pargast i¢in dogru ve giivenilir veriler saglar ve Sanger
dizilimine karsi kapsamli bir sekilde dogrulanmustir.
[llumina/Solexa en ¢ok kullanilan olmak iizere, ticari
olarak temin edilebilen 3 NGS platformu (Roche/454,
Illumina/Solexa ve ABI/SOLiD) vardir. Bir NGS
testi, siirh bir gen panelini, tim ekzomu (TED) , tim
genomu (TGD) ve hatta RNA dizilimini hedeflemek
i¢in tasarlanabilir (2).

Gen panelleri, on ila binlerce gen arasinda degisebilir
ve belirli bir durum veya hastalik grubundan
siiphelenildiginde tercih edilen testtir. Genellikle
onceden belirli bir fenotiple iliskilendirilen genler
arasindan segilir. Bu yaklasim, segilen genler igin
duyarliligi, o6zgiilliigli ve kapsami en iist diizeye
¢ikarmay1 amaglar, dolayisiyla genellikle TED veya
TGD diziliminden daha yiiksek bir tanit verimine
sahiptir (17). AAO’de oldugu gibi fenotip bilgisi
azlig1 durumunda, daha genis gen panelleri tercih
edilebilir ve TED dizilimi daha yiiksek bir teshis verimi
gosterebilir. Panele hangi genlerin dahil edilecegine
iliskin karar bireysel laboratuvara birakilmigtir. AKO
caligmalart genellikle hem kanalopatiler hem de
kardiyomiyopatilerle iliskili genleri igerir (17). TED,
tim genomun %]1-2’sini olusturan, bilinen ~22.000
protein kodlayan genin tiimiinii inceler. TED, genis bir
ayirici taniya sahip fenotiplerin genetik testi igin veya
hedeflenen genetik paneller sonugsuz kaldiginda ikinci
siradaki test olarak kullanilir. TED’in tanisal verimi,
yiiksek oranda se¢ilmis kohortlarda %50’ye varan
bir mutasyon saptama verimiyle birlikte, test edilen
popiilasyona ve aile tiyelerinin mevcudiyetine baglidir.
TGD, diizenleyici, intronik ve intergenik bolgeler
hakkinda bilgi saglayarak tiim genomun biiyiik bir
boliimiini kapsar (2).

TGD kullanimi igin endikasyonlar TED’e benzer. DNA
dizilimi TED’den daha tekdiizedir, ancak saglanan
biiyiik miktarda veri, depolama ve analitik sorunlar
nedeniyle uygulanabilirligini sinirlar. TGD ayrica
TED veya gen panellerinden daha yiiksek bir maliyete
sahiptir. RNA-seq, hedeflenen RNA transkriptleri veya
hatta tiim transkriptom hakkinda mikrodizilerden daha
iistiin bir genel dogrulukla bilgi saglar (17).

1.3.1. Varyant Cagirma, Filtreleme, Onceliklendirme
ve Yorumlama

NGS, klinik yorumlama igin daha fazla filtreleme ve
onceliklendirme gerektiren ¢ok sayida varyant saglar.
Farkli dosyalar iireten ¢ok adimli bir analizde ¢esitli
biyoinformatik araclar kullanilir: FASTQ, iiretilen tim
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okumalarin temel ¢agrilarini ve her bir tabanin kalite
puanni igerir; BAM (ikili Hizalanmis/Eslenmis dosya),
referans genom {iizerinde okuma hizalamas1 saglar;
VCF (Varyant Call Format dosyast), her bir varyantin
kromozomal konumunu, adint ve referans genomunu
igerir (2). “Varyant ¢agirma”, referans genom ile onun
tizerinde hizalanan okumalar arasindaki uyumsuzluklari
belirleme siirecidir. Siralama ve hizalama hatalarindan
kaynaklanan hatalar olabilir ve belirli istatistiksel
araglar, tespit edilen bir uyumsuzlugun gercek bir gen
varyantini veya teknik bir hatay1 temsil etme olasiligina
dayali olarak varyantlar1 “filtrelemek” i¢in ayrilmistir
(2). Varyantlar genellikle, okuma kapsami (yani
bazlarin belirli bir niikleotid konumuna hizalanmasi)
> 30 kat ve okuma yiizdesi (referans dizisinden farkli
bazlarin orant) > 20’den olusan bir kalite puanina
gore tanimlanir. Tek niikleotid polimorfizmlerinden
kaynaklanan yanlis anlamli mutasyonlarin NGS
yoluyla saptanmasi daha kolaydir, oysa DNA
insersiyon ve delesyonlarmi (indel) bulma olasiligi,
daha yiiksek hizalama hatalar1 siklig1 nedeniyle indel
boyutuyla ters orantilidir (2). Bu ‘teknik filtreleme’den
sonra varyantlar ‘biyolojik filtreleme’den gegmelidir.
Gergekten de, nadir varyantlar, genel popiilasyonda
mevcut olan ve “arka plan giiriiltiisii”” olarak tanimlanan
cok sayida yanlis anlamli mutasyon biyolojik
iligkisinden ayirt edilmelidir. Ornek DNA’daki
nadir varyantlarin arka plan giriltisiine oranma
‘sinyal-giiriiltii oran1’ denir (18). Varyantlar, dnceden
tanimlanmis bir gen listesi (Ornegin, mindr alel
frekanst - MAF <%0,1, nadir varyantlar i¢in) ve/veya
insan genetik veri tabanlarindaki belirli bir frekans i¢in
filtrelenebilir. Erken genomik c¢aligmalarda, saghkli
bir kontrol popiilasyonunda bir varyantin olmamasi,
olasi patojenitesini ortaya ¢ikarmak i¢in yeterli kabul
edildi, ancak bir mutasyonun yeniligi artik klinik
yorumlama ig¢in giivenilir bir kriter olarak kabul
edilmemektedir (18). Bununla birlikte, dahil olan genin
tipi (6rnegin, bir kanalopati veya kardiyomiyopati ile
iliskili gen), bir varyantin klinik dnemine dair ipuglari
saglayabilir. Biyolojik filtrasyon i¢in bir diger dnemli
kriter, mutasyonun tipidir, yani yanlis anlamliya kars1
anlamsizdir. Yanlis anlamli mutasyonlar, etkilenmemis
bireylerde yaygindir ve genotip-fenotip nedensel
baginin  degerlendirilmesi daha zordur. Aksine,
anlamsiz mutasyonlarin (6rnegin, silmeler, eklemeler
ve splice-site mutasyonlar) anormal proteinler
tiretmesi ve ardindan klinik bir etkiye sahip olmasi
daha olasidir. Buna gore, “nonsense” mutasyonlar
daha nadirdir ve goriiniiste saglikli bireylerde bulunma
olasiligt daha distiktiir (18). Filtrelemeden sonra, bir
VCF dosyasindaki varyantlara dncelik verilmeli, yani
bir varyantin islevsel bir oneme sahip olma olasilig
belirlenmelidir (19). Varyantlara Oncelik vermek
icin ¢ok sayida yaklasim ve bu siireci standart hale
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getirmek icin kilavuzlar yaymlanmistir. Bir varyantin
onceki agiklamasi, klinik 6neminin yorumlanmasina
rehberlik etmek i¢in 6nemli bir kriterdir. ClinVar veya
OMIM gibi veritabanlari, daha 6nce degerlendirilen
varyantlar hakkinda bilgi toplar. ClinVar, bilimsel
literatiirde bulunan her varyant igin kategorik bir kanit
diizeyi saglar. Aslinda, onceki tiim raporlar kuvvetli
degildir ve bilgi genisledikge mutasyonlar yeniden
siiflandirilabilir. Ornegin, Campuzano ve ark. (20)
yakin zamanda, 2010’dan once kalitsal aritmojenik
sendromlarla teshis edilen 104 denek ve 17 AKO
vakasindan olusan bir kohortu yeniden degerlendirdi
ve bu kosullarla iliskili nadir varyantlarin %70’inden
fazlasinin smiflandirmalarini degistirdigini buldu. In
silico araglari (DANN, Mutation Taster, FATHMM,
MutationAssessor, Polyphen2, Sift, PORVEAN)
genetik bir mutasyonun protein iizerindeki etkisini
tahmin etmek ic¢in kullanilabilir. Protein yapisini
derinden degistiren veya bir amino asidin kritik bir
alanda tamamen farkli kimyasal &zelliklere sahip
baska bir amino asit ile yer degistirmesine neden olan
mutasyonlarm, islevsel bir degisiklige neden olma
olasihig1 daha yiiksektir. Ozellikle, benzer isleve sahip
diger insan proteinlerinde (paraloglar) veya diger
tiirlerde (ortologlar) ayni proteinde korunan protein
alanlarindaki aminoasidik ikameler genellikle klinik
olarak daha onemlidir. GERP++ veya PhyloP gibi
0zel yazilimlar, DNA dizilerinin intra ve interspesifik
korunmasimni  degerlendirebilir (21). Her zaman
elde edilmesi kolay olmasa da, ailelerde fenotip ile
genotipin birlikte ayrimi, bir varyantin patojenitesini
degerlendirmek i¢in en faydali yaklasimlardan biridir.
Daha once agiklanan yaklasimlarin ¢ogu, tek bir
mutasyonun dahil oldugu Mendel bozukluklarina
uygulanabilir, ancak bazi durumlarda, o&zellikle
AKO gibi karmasik fenotiplerde, goklu varyantlarin
hastalik ekspresyonuna katkida bulunabilecegine dair
kanitlar vardir (21). WebGestalt gibi bazi g¢evrimigi
araglar, belirli bir varyant kombinasyonunun belirli
bir fenotiple iliskilendirilip iliskilendirilemeyecegini
degerlendirmek i¢in  kullanilabilir.  Son olarak,
mutasyonlarm fonksiyonel sonuglari, in vitro hiicresel
ekspresyon sistemleri veya transgenik hayvan
modelleri araciligiyla tam olarak degerlendirilebilir.
Bu fonksiyonel calismalarin en biiyiikk dezavantaji,
sonuclarin elde edilmesi i¢in gereken maliyet ve
zaman olup, bu da onlar1 genetik bulgularin rutin
degerlendirilmesi i¢in uygun hale getirmemektedir
(21). Sonug olarak, Amerikan Tibbi Genetik ve
Genomik Koleji (ACMG) varyantlart siniflandirmak
i¢in standart terminolojinin (6nemi bilinmeyen varyant
(OBV) ve patojenik, muhtemel patojenik, muhtemel
bening, bening) kullanilmasini tavsiye eder (7).
NGS ile ilgili biyoinformatik analizin karmasikligi,
alandaki siirekli ilerlemeler ve belirli bir varyantin
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patojenitesinin atfedilmesinin bir bireyin ydnetimi
iizerinde sahip olabilecegi derin etki g6z Oniine
alindiginda, genetik verilerin klinik ortama ¢evrilmesi
6zel uzmanlik gerektirir.

1.3.2. Zorluklar ve Teknik Sorunlar

1.3.2.1 Ornek Toplama

Kan ve taze donmus dokular, genetik analiz igin
DNA ekstraksiyonu i¢in tercih edilen kaynaklardir.
Gergekten de, kanalopatiler ve kardiyomiyopatiler
icin genetik testler hakkindaki HRS/EHRA konsensiis
belgesi, “sonraki genetik testler icin DNA dostu (5-10
mL etilendiamintetraasetik asit i¢inde tam kan-EDTA-
tiip, kan lekesi kart1 veya donmus bir kalp, karaciger
veya dalak numunesi) numunelerin” toplanmasini
onermektedir. DNA biitiinliiglinii bozmamak i¢in bu
numuneler buzdolabinda (<4 hafta) veya -20° C ila -80°
C (>4 hafta) arasinda dondurularak saklanmalidir (2).
Yakin zamanda yayinlanan Asya Pasifik Kalp Ritmi
Dernegi (APHRS)/HRS konsensiis belgesinde, AAOlii
merhumlarin ve ani kalp durmasi olan hastalarin
aragtirtlmasina iliskin benzer Oneriler bulunabilir
(22). Gelecekteki yeniden analiz i¢in kan Orneginin
saklanmasi arttk AKO degerlendirmesinde yaygin bir
uygulama olmasina ragmen, ge¢mis AKO vakalari
icin her zaman mevcut degildir ve bunlarin yeniden
incelenmesine simirlamalar getirir. Aksine, genellikle
histolojik analiz i¢in hazirlanan formalinle fikse
edilmis ve parafine gomiilmiis doku (FFPET) 6rnekleri,
eski AKO vakalar1 icin bile genis 6lciide erisilebilir
durumdadir ve degerli bir alternatif olusturabilir.
Bununla birlikte, formalin fiksasyonu siireci, ortalama
uzunlugu ~ 150 bp olan pargalarda capraz baglanma
ve bozunma yoluyla DNA’y1 degistirir. 250 bp’den
biiyiik bir okuma uzunluguna dayanan Sanger dizilimi,
bu nedenle FFPET’ten tiiretilen DNA fizerinde
gerceklestirilmesi zordur. NGS, daha diisiik okuma
uzunlugu sayesinde bu sinirlamalarin iistesinden
gelebilir (2). 2017 yilinda Baudhuin ve ark. (23) kalitsal
bir kardiyovaskiiler bozuklugu diisiindiiren bir klinik
fenotipe sahip 4 vakanin genomik degerlendirmesi i¢in
FFPET o6rneklerini ilk kez kullandilar. Ayni y1l, Bagnall
ve ark. (24) Jiivenil AKO vakalarmdan alinan FFPET
numuneleri lizerinde NGS’nin uygulanabilirligini
gosteren ilk kisilerdi. Yakin tarihli bir ¢aligma, FFPET
ve karsilik gelen formalin olmayan sabit numuneler
(RNA-sonradan korunmus dokular veya kan lekesi
kart1) arasindaki 12 AKO vakasmin NGS analizinin
sonuglarimi kargilagtirdi. Sabitlenmemis numunelerde
tanimlanan tiim patojenik varyantlar, olas1 patojenik
varyantlar veya OBV, FFPET numunelerinde de
degisken bir giiven derecesi ile dogrulanmistir, ancak
formalin fiksasyonu 8 giinden uzun oldugunda daha
fazla yanls pozitif ve negatif verdi (25). Bu nedenle,
genomik caligmalar i¢in FFPET’ten tiiretilen DNA
kullanim1 konusunda dikkatli olunmasi 6nerilir.
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1.3.2.2. Dizileme ile Iliskili Sorunlar

NGS, genomun tim alanlarini ayni hassasiyetle
karakterize etmez. Secici dizileme igin yakalama
yaklagimlart ve dizileme kimyasinin kendisi,
degiskenlerin yanlig yorumlanmasina neden olabilecek
esit olmayan DNA kapsamma yol agabilir. Ornegin,
genomun sitozin ve guanin niikleotidleri agisindan
zengin bolgelerinin siralanmasi daha zordur ¢iinkii
DNA zincirleri arasindaki daha yiiksek enerjili baglar
onlari replikasyon reaksiyonuna daha az maruz birakir.
Kapsama alaninin diisiik oldugu bolgelerde kesinlik
azaldigindan, bu bolgelerden yapilan varyant ¢agrilarin
reddedilme olasilig1 daha yiiksektir (26). NGS ayrica,
en yaygin olarak ekleme veya silme alanlarini veya kisa
okumalardan daha uzun tekrarlanan dizilere sahip DNA
bolgelerini etkileyen hizalama hatalarina egilimlidir
(26). Tim bu sorunlar potansiyel yanlis negatif
sonuglarin kaynaklaridir ve analiz ve siralamanin
hizinda ve dogrulugunda siirekli iyilestirmeye ragmen
NGS teknolojilerinin miikemmel olmadigmm altin
gizer.

1.3.2.3 Onemi Bilinmeyen Varyantlar

NGS teknolojileri, tek bir bireyde tespit edilebilen
varyantlarin sayisini 6nemli Olgiide artirmistir; bu
nedenle, genotip ve fenotip arasinda nedensel bir
baglanti kurmak i¢in mutasyonlarin smiflandiriimasi
son derece onemlidir. Varyant onceliklendirmesi igin
gesitli araclarin mevcut olmasina ragmen, bunlarin
¢ogu (mutasyonlarin fonksiyonel degerlendirmesine
yonelik biiyiik ortak ayristirma galigmalar1 gibi) AAO
vakalarina rutin olarak uygulanamaz; bu nedenle,
gen testinin genislemesiyle birlikte OBV (gogunlukla
yanlis anlamli) tespitinde bir artig meydana gelir (18).
Bu, suanda NGS molekiiler otopsisinin ana dezavantaji
olarak kabul edilmektedir, ¢iinkii bu OBV ‘ler nedensel
iligkileri ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilamaz ve
magdurun akrabalarimin taranmast i¢in kullanilamaz.
Bununla birlikte, NGS’nin daha yaygin kullanimi
ve bunun sonucunda AKO ile iliskili varyantlar
tizerine veri birikiminin yani sira tek veya kombine
mutasyonlarin etkisinin tahmini i¢in daha karmasik
araglarin gelistirilmesi ile yakin gelecekte ¢ok sayida
OBV’nin yeniden smiflandiriimast bekleniyor (7,18).
2. TARTISMA VE SONUC

NGS, perspektifi tek genlerin veya kiiglik panellerin
taranmasindan biiyilk ¢ok genli panellerin test
edilmesine kadar degistirerek bir “ckzom molekiiler
otopsi” imkani1 sunar. 2014 yilinda Bagnall ve ark.lar1
(24) ilk kez 28 jiivenil AAO vakasinda TED uyguladilar
ve major LOTS ile iliskili genler iizerinde 3 nadir
varyant tanimlandilar, ancak panelin diger kanalopati
ve kardiyomiyopati ile iligkili genlere genisletilmesi
6 nadir varyantin daha fazla tanimlanmasina yol agti.
Sonraki bir caligmada, aym grup 51 AAO vakasinda
gen paneli analizi (69, 98 veya 101 gen dahil) ve diger
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62 AAO vakasinda TED (59 kalple ilgili gen igin
filtreleme) gergeklestirerek 31 vakada klinik olarak
ilgili bir kardiyak gende mutasyon (%27) buldu
(2). Hata ve ark. (27) normal kalpleri veya tanisal
olmayan yapisal anormallikleri olan 25 AAO vakasini
degerlendirmek ig¢in 70 genden olusan bir panel
kulland. In siliko analizinden sonra “yiiksek” patojenik
potansiyele sahip oldugu tahmin edilen 5 bilinen
varyant ve 10 yeni varyant tanimladilar. Mutasyonlar, 3
kanalopati ile iliskili gen (RYR2, CACNAIC ve ANK?2),
3 HCM veya DCM ile iliskili gen (MYH7, LDB3 ve
PRKAG2), 5 ACM ile iligkili gen (PKP2, JUP, DSG?2,
DSP ve TMEMA43) ve 2 kardiyak transkripsiyon faktérii
geni (TBXS5 ve GATA4) igermistir. {lging bir sekilde, 25
vakanin 3’tinde kombine heterozigot nadir varyantlar
bulundu ve 2 denek 3 veya daha fazla varyant tasidi
(27). Bu veriler, bir vaka raporunda da 6ne siirtildigii
gibi, bazen ¢oklu mutasyonlarn etkilesiminden
kaynaklanabilen “tek gen-bir hastalik” paradigmasinin
tiim AAO vakalar1 igin gegerli olmayabilecegi fikrini
desteklemektedir (28). 59 AAQO vakasi iizerinde
yapilan bir ¢alisma, hem otopsisi negatif kalpleri olan
hem de herhangi bir spesifik kardiyomiyopati icin
tan1 kriterlerini karsilamayan hafif kardiyak yapisal
anormallikleri olan diger kisileri i¢ermistir; TED’i
takiben kalitsal kardiyak bozukluklarla iligkili 135
gen igin kisitlama %29’luk bir tan1 verimine sahiptir,
7 proband (%12) ¢ok nadir (MAF < %0.02) veya yeni
olasi patojenik varyantlar tasimaktadir ve 10 (%17)
daha Once tasimaktadir. Yayinlanmis nadir (MAF
9%0.02-0.5) hastaliga neden olan mutasyonlar; test
edilen daha yiiksek sayida gen, probandlarin 19’unda
(%34) bulunan OBV tespitinde bir artisa yol actistir
(2). Hertz ve ark. (29) ince kardiyak anormallikleri
olan 52 AKO vakasimi taramak i¢in 100 kanalopati
ve kardiyomiyopati ile ilgili genden olusan bir panel
kulland1. 15 vakada (%29) “muhtemel fonksiyonel
etkileri” olan varyantlar tespit edildi ve bunlarin
2’sinde (%4) en az bir gende birden fazla varyant
vardi. Bu mutasyonlar, kardiyomiyopatiler (%47)
veya kanalopatiler (%53) ile iliskili genlerde benzer
siklikta tespit edildi. Bu bulgular kardiyomiyopatilerin
bazen “diagnostik” bir fenotip gelismeden 6nce AKO
ile ortaya c¢ikabilecegi hipotezini dogrulamaktadir,
ancak ayni zamanda kanalopatilerin sadece otopside
minimal yapisal degisikliklerin varligina dayanarak
diglanmamas1 gerektigini de gostermektedir. Ripoll-
Vera ve ark. (30) 62 AKO’niin molekiiler otopsisi
icin aritmik ani oliimle ilgili ¢ok genis sayida gen
(194 ila 380) igin filtrelendi, yaklasik olarak bir OBV
bulma pahasina patojenik veya muhtemelen patojenik
mutasyonlar i¢in vakalarin %34’tinde %31’lik bir
genel tespit verimi elde edildi. Dewar ve ark. (31) 5
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yasindan kiigiik 191 AAO’de 71 genden olusan bir
panel kullanan bugiine kadarki en biiyiik ¢calismalardan
birini yaymladi. 12 ¢ocukta (%6.3) potansiyel olarak
patojenik bir mutasyon, 15’inde (%7.9) in silico
patojenik tahmine sahip yeni bir varyant ve 36’sinda
(%18.9) bir OBV bulundu. Lahrouchi ve ark. (32) bunun
yerine, 1-64 yaslari arasindaki 302 AAO vakasinda
71 genden olusan bir panel kullandi ve hatta ince
yapisal hastalik kaniti olan denekler hari¢ tutuldu. 40
denek (%13) patojenik veya olasi patojenik mutasyon
tasirken, %42’si OBV tasiyordu. Cogu mutasyon,
UQTS ve KPVT ile iligkili genleri igeriyordu, ancak
kardiyomiyopati ile ilgili genler de temsil edildi.
Ozellikle, hayatta kalan akrabalarda, molekiiler otopsi
ve klinik degerlendirme kombinasyonu sayesinde tani
verimi %26’dan %39’a yiikseldi (32).

Son zamanlarda, taranan genlerin heterojenligi, analiz
edilenvakalarve varyant 6nceliklendirme igin kullanilan
yontemler nedeniyle her zaman Kkarsilagtirilabilir
olmayan degisken mutasyon tespit oranlari ile baska
postmortem NGS c¢aligmalar1 yapilmistir (2). Genel
olarak, Sanger dizilimine dayali molekiiler otopsi ile
karsilastirildiginda, NGS ¢aligsmalari, kardiyomiyopati
genlerinin bazi AAQ vakalarinda, &zellikle tanisal
olmayan kardiyak anormalliklerin varliginda, hatta
bunlarin  yoklugunda bile rol oynayabilecegini
vurgulamistir. Bununla birlikte, test edilen genlerin
genislemesi, ¢ogunlukla, tim AAO vakalarinda test
edilmesi gereken en yaygin 5 kanalopati ile ilgili
genin (KCNH2, KCNJ2, KCNQI, RYR2 ve SCN5A)
hala oynadig1 ana rol nedeniyle, AAO’nin genel tani
verimini biraz artirmistir (ortalama olarak %Z20’den
yaklagik %35°¢ kadar).

Molekiiler otopsi, nihai amaci adli tip arastirmalarina
yardimct olmak ve magdurun akrabalarinin kademeli
genetik taramasii yonlendirmektir. Geleneksel otopsi
sonugsuz oldugunda genetik bir teshis koymayi
amaglayan adli muayene icin temel bir yardimcidir.
Molekiiler otopsinin tanisal verimi klasik Sanger
dizilimi ile ortalama %?20°dir, ancak hedeflenen NGS
veya TED ile daha fazla sayida OBV nin saptanmasi
pahasina %35’e ve daha fazlasina kadar yiikselir. Inkar
edilemez avantajlarina ragmen, molekiiler otopsinin
nispeten diisiik mutasyon saptama verimi, su anda her
zaman kapsamli bir klinik degerlendirme gerektiren
AAO’nin degerlendirilmesinde tek basina bir arag
olmasini engellemektedir. Bununla birlikte, genomik
teknolojiler araciligiyla molekiiler otopsi, yeni genotip-
fenotip iliskilerini ortaya ¢ikarabilecek gelecekteki
yeniden degerlendirmeler i¢in veri depolama imkani
sunar ve bdylece bu yaklagimin kapsamli bir sekilde
kullanilmasini destekler.

Finans: Yazarlar bu ¢alisma i¢in finansal destek almamiglardir.

Cikar catismasi: Yazarlar ¢ikar ¢atigmasi olmadigini beyan ederler.
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