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OZET

Ozgiir, H. Moebius Sendromlu Olgularda HOXA1, HOXA2, HOXB1 ve HOXB2 Gen
Iliskisinin DNA Dizileme Yontemi ile incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2011.

Moebius sendromu, ana bulgusu konjenital fasiyal displazi olan nadir bir
norolojik sendromdur. Bilateral ya da unilateral olarak goriilen fasiyal displaziye,
olgularin fasiyal sinirlerinin (KS VII) etkilenmesi yol agmaktadir. Belirli bir kalitim
modeli olmayan Moebius sendromu ile ilgili arastirmalar aday gen yaklasimi ile
stirmektedir.

Projemizde, Moebius sendromlu olgularda paralizisi gorilen KS VII nin
gelisiminde ve fonksiyonunda etkin olabilecek olasi genler fenotip-genotip iliskili
model organizma g¢alismalar1 arastirilarak belirlendi. Bu genler arasindan fetal evrede
KS VII nin koéken aldig1 r4 de eksprese olan HOXA1l, HOXA2, HOXB1 ve HOXB2
genleri segilerek 25 Moebius sendromlu olguda dizi analizi yontemi ile arastirilmasi
planland.

Biyoinformatik  analizler sonucunda, farkli olgularda veritabanlarinda
tanimlanmis 15 farkli polimorfizm saptandi. Bir olguda, HOXB1 geninin ikinci
eksonunda tanimlanmamis heterozigot bir dizi degisimi saptandi. Bu degisim olgunun
annesinde de heterozigot oldugundan yeni bir polimorfizm olduguna karar verildi.

Bir olguda HOXB1 geninin ikinci eksonunda homozigot yanlis anlamli bir
degisim saptandi. Olgunun akraba olan anne ve babasinda heterozigot olarak taginan bu
degisimin, 160 kontrol kromozomunda tasinmadigi saptandi. Kodlanan farkli
aminoasitin veritabanlarinda patolojik olarak gosterildigi belirlendi. Bu bulgulara
dayanilarak, bulunan degisimin hastalik ile iliskili bir mutasyon olabilecegine karar
verildi.

Literatiirde, HOXA1 disinda diger genlerin (HOXA2, HOXB1 ve HOXB2)
Moebius sendromu ile iligkisini arastiran herhangi bir molekiiler inceleme
bulunmamaktadir. Calismamiz, bu genlerle Moebius sendromunun iligkisini arastiran
ilk ¢alisma olmaktadir. HOXB1 geninde saptanan yanlis anlamli homozigot mutasyon,
sendromla ilgili yapilan aday gen ¢alismalarina katki saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Moebius sendromu, Kraniyal sinirler, rombomer, Hox genleri,
mutasyon

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (Proje No: 10801)
ve TUBITAK-SBAG (CRANIRARE/1085418) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Ozgiir H. Investigation of HOXA1, HOXA2, HOXB1 and HOXB2 Gene Association
with Moebius Syndrome by DNA Sequencing. Istanbul University, Institute of Health
Science, Department of Medical Genetics. Master Thesis. Istanbul. 2011.

Moebius syndrome is a rare neurological disorder, primarily characterized by
congenital facial palsy. No causative genes are yet known. As most of the cases are
isolated, gene identification by conventional tools is not fruitful. Therefore, under the
framework of this project, we used candidate gene approach for investigating the
causative genes in Moebius.

HOXA1, HOXA2, HOXB1 and HOXB2 were selected as candidates, since they
are important developmental genes of the first clusters of the anteroposterior
segmentation of the central nervous system and further they are expressed in
rhombomere 4, where the cranial nerve VII arise.

As a result of sequencing of these four genes in 25 Moebius cases, 15 different
SNPs and two novel variations were identified. Detailed investigation of one of the
novel changes revealed a rare polymorphism running in that family (p.Alal93Gly). The
second one (p.Arg207His) was identified in homozygous form in a patient, which is
well conserved within homeobox genes. Consanguineous healthy parents were
heterozygous carriers. The variation was not identified in 160 control chromosomes,
practically excluding the polymorphism status. All these findings led us to conclude that
this homozygous alteration can be associated with Moebius Syndrome in our patient.

To our knowledge, except for HOXAL, there is no other inquiry in the literature
addressing the association of HOXB1, HOXB2 and HOXA2 genes in Moebius
syndrome. We think that our present research is the first one to investigate these genes
in Moebius syndrome.

Key words: Moebius syndrome, Cranial nerves, Rhombomere, Hox Genes, Mutation

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University (Project
No: 10801) ve TUBITAK-SBAG (CRANIRARE/1085418)



1. GIRIS VE AMAC

Embriyonik evre, sekizinci haftanin sonuna kadar olan gelisimsel siireci ifade
etmektedir (1). Ugiincii haftanin sonunda goriilen primer beyin vezikiillerinden biri olan
rombensefalon, rombomer (r) olarak adlandirilan 7-8 segmente ayrilarak diger beyin
vezikiillerinden farkli bir gelisim gosterir (2). Altinci haftanin sonunda gelisimini
tamamlayan rombomerler, anteroposteriyor gelisim sirasinda olusacak yapilarin
pozisyonunu belirler (3,4,5). Ayrica, ilk ti¢ kraniyal sinir (KS) hari¢ tiim kraniyal

sinirler, rombomerlere yerlesik olan ¢ekirdeklerinden koken alir.

Kraniyal sinirler, bas ve boyundaki motor (efferent) ve duyu (afferent) sinir
inervasyonunu (donanimlarini) diizenlemekle gorevlidirler (1). KS lerin gelisim
asamalarindaki bozukluklar farkli sendromlara yol agabilir. Bu sendromlardan biri, KS
VII (fasiyal sinir) ve KS VI (abdusens sinir) nin fonksiyon kaybinin yol agtig1 Moebius
sendromudur (6).

Moebius sendromunun klinik tanidaki ana kriteri etkilenmis bireylerde bilateral
veya unilateral olarak goriilen fasiyel sinir (KS VII) paralizisidir. Cogunlukla KS VII
paralizisine abdusens sinir (KS VI) paralizisi de eslik etmektedir, diger sinir paralizisleri
daha az siklikta goriilmektedir (KS XII, KS V, KS VIII) (6).

Hastaligin etyopatogenezi heniiz bilinmemekle birlikte, temel olarak KS VI ve
KS VII nin hi¢ olusmamasi ya da gelisimini tamamlayamamasi sonucu ortaya ¢iktigi
belirtilmektedir. Sendrom igin vaskiiler, teratojenik, genetik etiyolojiler 6ne siiriilmiis
olmasma ragmen heniiz yeterli bilgi ve kanitlar ortaya konulamamistir. Cogunlukla
sporodik olarak karsilasilan bu sendromda otozomal dominant, otozomal resesif ve X e
bagli resesif kalitim sekilleri de bildirilmektedir. Birden fazla etkilenmis bireyi bulunan
ailelerde yapilan sitogenetik incelemelerde saptanan goriiniiste dengeli translokasyon
bolgeleri ile bazi ailevi olgularda yiiriitiilen baglant1 analizi ¢alismalarinda belirlenen
kromozom lokuslari, sendromla ilgili birka¢ aday bolgenin tanimlanmasina neden
olmustur. Farkli ¢aligmalarda farkli kromozom bdlgelerinin aday olarak gosterilmesi,
sendromun genetik olarak olduk¢a heterojen oldugunu diisiindiirmektedir. Bu
caligmalardan yola cikilarak yapilan aday gen calismalar1 ise heniiz sendromla iligkili

herhangi bir gen belirleyememistir (6).



Moebius sendromu ile ilgili ¢alismalar, model organizmalar iizerinde aday gen
yaklasimi ile devam etmektedir. HOX genlerinin 4 kiimesine ait ilk 10 genin,
rombensefalon gelisiminde ekspresyonlar1 goriildiigiinden, kraniyal sinir gelisiminde de
etkili olabilecegini diisiindiirmektedir (7). Bu genlerle yapilan fare galismalari, genotip-
fenotip iligkili modellerin ortaya ¢ikmasini saglamistir. HOXB1 knock out farelerde
Moebius sendromuna benzer bir fenotipin ortaya ¢iktigi bildirilmis, ardindan yapilan

HOXB2 knock out fare galismalar1 da benzer sonuglar1 vermesiyle ilgi ¢ekici olmustur
(8,9).

Bu ¢alismada, fare modellerinde yapilan incelemelere gore KS VI ve KS VII nin
gelisiminde 6nemli oldugu gosterilen HOXAL, HOXA2, HOXB1 ve HOXB2 genlerinin
Moebius sendromu ile iliskisinin arastirilmasi amaglandi. Bu amagla aday genler DNA
dizi analizi yontemi ile incelendi. Ayrica, ITF Tibbi Genetik AD nin, Avrupa Birligi 6
mnci1 gergeve programi olan ERA-NET kapsaminda TUBITAK ortaklig ile yiiriittiigii,
kisa adi CRANIRARE olan “Kraniyofasiyel malformasyonlara klinik ve bilimsel
yaklagim” baglikli projede (108S418) Moebius-CNV (copy number variation) iliskisini
arastiran incelemelerden yararlanilarak, Moebius igin literatiirde aday gosterilen
kromozom bolgelerindeki ve aday genlerimizdeki olasi delesyon/duplikasyon varliklari

arastirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Merkezi Sinir Sistemi Embriyolojisi

Insanda embriyonik evre, fertilizasyondan sonra 5. ile 60. giinler arasinda,
blastosist ve fetal form arasinda birbirini takip eden degisim ve gelisim siireclerini
kapsayan donem olarak tanimlanmaktadir. Degisimin temelinde yatan etmenler,
hiicrenin polarizasyonu, komsulari ile olan etkilesimleri ve ortogonal eksenin
belirlenmesidir. Eksenlerin tanimlanmasi i¢in anatomi ve embriyolojide bazi terimler
kullanilmaktadir. Embriyoyu tanimlarken 6n ve arka i¢in dorsal ve ventral; kafa ve
kuyruk tanimi igin kraniyal ve kaudal terimleri kullanilir (1). Eriskin ve 5 haftalik

embriyoda konum, yon ve diizlemleri gosteren gizimler Sekil 2-1 de gosterilmektedir.
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Sekil 2-1: Viicut ve embryonik eksenler. A, erigskin insan yan goriintiisii. B, 5 haftalik
embriyonun yan gériintiisii. C ve D, 6 haftalik embriyonun ventral goriintiileri.
E, 7 haftahk embriyonun yan goriintiisii. (1’den)



Ik boliinmesini meridyonel eksende gergeklestiren zigot, daha sonraki
boliinmelerini meridyonel ve ekvatoryal eksenlerde gergeklestirir. Morula adi verilen
yogun hiicre kiiresi, dis hiicrelerin igeriye sivi salgilamalari ile blastosist adini alan igi

stvi dolu bir hiicre kiiresine doniisiir (1,10).

Erken memeli embriyosunda gozlenen ilk eksen, heniiz blastosist agamasinda
iken iki farkli hiicre katmaninin ayirt edilmeye baslanmasi ile gézlenir. Bunlardan dista
kalan trofoektoderm “abembriyonik” tarafi olusturur ki bu boliim sivi dolu blastosele
komsu olup, primitif endoderm (hipoblast) yapilarin bulundugu béliimdiir. I¢ tarafta
kalan katman, inner cell mass (ICM) olarak adlandirilir ve “embriyonik” tarafi olusturur

ki buradan da primitif ektoderm (epiblast) olusur (10).

Insan embriyosunun 14. giiniinde gozlenen iki farkli sinyal simetrik gelisimi
kirar. Epiblasttan hipoblasta gonderilen sinyaller burada anteriyor viskeral endodermi
(AVE) olusturur. AVE nin sinyalleri, komsu epiblastta anteriyor ektodermi olusturur.
Ayni siiregte, proksimaldeki epiblast hiicreleri, daha sonra mesodermi olusturacak
genleri ifade etmeye baslar ve posteriora gé¢ etmesiyle embriyonun kaudal tarafinda ve
dorsal yiiziinde primitif ¢izgi (streak) olusturur. Insan gelisiminin 15. giiniinde primitif
cizgi hafif olarak gozlenir. Bunu primitif yarik (groove) ve primitif cukur (pit)

olusumlari izler (1,10).

15. glinde posterior dorsal yiizeyde beliren primitif ¢izgi 6n ve arkasina eklenen
hiicrelerle omurilik taslagin1 (notokordal ¢ikint1) olusturur. Bu yapi sonradan agiz
olacak prekordal plaga kadar uzanir. 18. giinde gelismekte olan notokordal c¢ikinti
tizerindeki epiblast kalinlasarak daha sonra beyin ve omuriligi olusturacak olan noral
plakay1 olusturur. Notokordal ¢ikint1 tiip bigiminden kat1 bir gubuga (notokord/omurga)
dondisiir (1,10). Yaklasik 20 giinliik embriyonun dorsal yonden goriniimi Sekil 2-2 de
goriilmektedir. Notokord, sefalik ucgta prekordal plaktan daha ileriye gidemez, ¢iinkii bu
bolgede, endoderm ve ektoderm birbirine sikica yapismis ve orofaringial membrani
olusturmustur. Ayni sekilde, primitif ¢izginin kaudal ucunda da, yine endoderm ve
ektoderm tabakasi sikica kenetlenerek, kloaka membranini olustururlar. Orofaringial
membran, gelecekte olusacak olan agiz bolgesini, kloaka membrani ise aniis bolgesini

belirleyecektir.
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Sekil 2-2: Embriyonun dorsal yonden goriiniimii (Yaklasik 20 giinliik) (1’ den)

3. haftanin sonlarina dogru, noral plagin lateral kenarlar1 daha fazla biiyiiyiip
yiikselerek noral katlantilar1 olustururlar. Noral katlantilarin  olusumu ilk 6nce
embriyonun servikal bolgesinden baglar, sefalik ve kaudal yonlere dogru devam eder.
Noral katlantilar olusurken, plagin orta bolgesinde ¢ukurumsu bir yapi olusur ki bu
oluga da noral oluk (neural groove) adi verilir. Olusan bu oluk, noral katlantilarin
lateralden mediyale dogru yaklasarak kapanmasi ile bir silindir sekline doniisiir ve artik
noral tip (neural tube) adini alir. 23. giinde meydana gelen noral tiip, kraniyal ugta 25.
giinde, kaudal ugta ise 27. giinde tamamen kapanir. Noral plak, noral katlant1 ve ndral
tiiplin geligsmesi olaylarina noriilasyon adi verilir (11). Noriilasyon asamalar1 Sekil 2-3

te gosterilmistir.

Noriilasyon sirasinda noral katlantilarin apikal bolgesinden ayrilan bir kisim
hiicre toplulugu olusmaya baslayan noral tiipiin dorsolateral bolgesine yerlesirler. Noral
krest adin1 alan bu bolgedeki hiicreler daha sonra farklilagarak, spinal ve kraniyal

sinirlerin duyu gangliyonlarini ve otonom sinir sistemi gangliyonlarini olusturacaklardir
(112).
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Sekil 2-3: Noriilasyon asamalar: (12°den)

2.1.1. Beyin Gelisimi

Noral tiipiin olusumundan hemen sonra genis olan sefalik bdlgesinden beyin
vezikiilleri, daha dar olan kaudal bélgesinden ise medulla spinalis gelisecektir. Uciincii
haftanin sonlarinda sefalik bolgede 3 primer beyin vezikiilii gdzlenir: On beyin
(Prozensefalon), orta beyin (Mezensefalon) ve arka beyin (Rombensefalon) (1). Besinci
haftadan itibaren bu vezikiiller farklilasmaya baslar. Prozensefalon, telensefalon ve
diyensefalon olmak fiizere iki sekonder beyin vezikiiliine ayrilirken, mezensefalon, tek
bir vezikiil halinde kalir. Rombensefalon ise metensefalon ve miyelensefalon olmak

tizere 2 farkli vezikiile ayrilir.

Beyin vezikiillerinin, duvarlarinin ve bosluklarinin eriskinde doniistiigii yapilar

Sekil 2-4 te gosterilmistir.



3 Primer 5 Sekonder Erigkindeki
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Sekil 2-4: Beyin vezikiillerinin farklilasmasi (1’den)

2.1.1.1. Prozensefalon

Prozensefalonun boéliimlerinden biri olan telensefalon, bir orta bolim (lamina
terminalis) ile serebral vezikiil olarak adlandirilan iki lateral divertikiilden meydana
gelir. Bu vezikiiller, serebral hemisferlerin ilkel sekilleridir. Telensefalonun orta
boliimiiniin boslugu, 3. ventrikiiliin en 6n boliimiini olusturur. Hemisferlerin paryetal,
frontal, temporal ve oksipital loblari da burada yer alir. Hemisferlerin st yiiziiniin

dogumdan kisa siire dnce hizla gelismesi ile giruslar ortaya ¢ikar (13).

Diyensefalon, prozensefalonun kaudal kismindan gelisir. Bir tavan, iki de alar
plak igerir. Diyensefalonun yan duvarlarini olusturan alar tabakadan talamus,
hipotalamus ve epitalamus meydana gelir. Diyensefalonun tavan plaginin 6niinden
3.ventrikiilin koroid pleksusu olusurken, tavan plaginin en kaudal kismi olan
epitalamusun divertikiil olusturacak sekilde invajinasyonu ile pineal bez (epifiz) gelisir.
Tabanindan ise hipofizin arka lobunu yapacak olan infundibulum ve goz taslaklari

gelisir.



2.1.1.2. Mezensefalon

Mezensefalon en az gelisim gosteren beyin vezikiiliidiir. Taban plaklar1 tektum
ve tegmentum adi verilen bolgeleri olusturur. Sekil 2-5 de gortldigi gibi, tektum,
gorme ve isitme reflekslerini kontrol eden superiyor ve inferiyor kollikuluslarin
bulundugu; tegmentum ise Ill. (okulomotor) ve IV. (troklear) kraniyal sinirlerin

¢ekirdeklerinin olustugu kisimdir (14).

Diensefalon

Siiperiyor kolikulus
Inferiyor kolikulus

Troklear (V) sinir

————m=» Serebellar pedikiiller

Sekil 2-5: Mezensefalon boliimleri

2.1.1.3. Rombensefalon

Rombensefalon, miyelensefalon ve metensefalon boliimlerine ayrilir.
Miyelensefalonun kaudal bolgesinden, devami spinal kordu olusturan medulla
oblongata meydana gelir. Medulla oblongata, omurilik ve korteks arasindaki iletim
merkezidir, ayrica kalp ritmi ve solunumun kontrol merkezi olarak gorev yapar. VIII.
(vestibulokohlear), 1X. (glossofaringeal), X. (vagus), XI. (aksesuvar) ve XIlI.
(hipoglossal) KS lerin ¢ekirdeklerinin koken aldigi bolge de medulla oblongatadir (10).

Diger bir boliim olan metensefalonun dorsal kismindan serebellum, ventral
kismindan ise pons olusur. Serebellum, denge ve hareket koordinasyon merkezi
sayilirken; pons sinir liflerine zemin olusturan kisimdir. Ponsun bazal plagindan; V.

(trigeminal), VI. (abdusens) ve VII. (fasiyal) KS lerin ¢ekirdekleri ¢ikar.



2.1.1.3.1. Rombomer Gelisimi

Arka beyin, gelisimi sirasinda ¢ok daha fazla segment olusturmasi ile diger
beyin bolgelerinden farklilik gosterir. Noral tiipiin kapanmasindan hemen sonra
rombensefalonda, anteroposteriyor eksen boyunca 7 ya da 8 segment olusur, 6. haftanin
sonunda tamamen belirginlesen bu segmentlere rombomer (r) adi verilir (10). Ik defa
1828 yilinda Von Baer tarafindan kesfedilen rombomerlerin gelisim sirasindaki

rollerinin agiklanmasi ancak 20. yiizyilin sonlarinda olmustur (15).

Rombomerler gecici embriyonik yapilar olmalarma ragmen, erken gelisim
doneminde oynadiklar1 organizasyon rolii agisindan oldukg¢a 6nemlidirler (3,12). Her bir
rombomer, anteroposteriyor gelisim sirasinda olusacak yapilarin  pozisyonunu
belirlemektedir. Bir rombomere ait hiicrelerin hepsi ayn1 fonksiyonel 6zelligi gosterir ve
diger rombomere ait hiicrelerle karismadan bir sinir olustururlar. Bu sinir, ileride her bir

rombomeri farkli kraniyal sinirlere ve yapilarina koken yapar (5).

2.1.2. Kraniyal Sinir Gelisimi

Beynin 12 ¢ift kraniyal siniri, 5- 6. haftalarda gelisimini tamamlayarak bas ve
boyundaki motor (efferent) ve duyu (afferent) sinir donanimlarini (inervasyonunu)
diizenlemekle gorevlidirler (1). Ik ii¢ KS hari¢ tiim kraniyal sinirler, rombomerlere
yerlesik olan cekirdeklerinden koken alirlar. Kraniyal sinir g¢ekirdekleri, kraniyal
sinirlerin ayni islevi iistlenen liflerine ait hiicre govdelerinin beyin sapinda belirli
bolgelerde bir araya gelmesi ile olusan yapilardir. Rombensefalonun gelisimi, fare,
tavuk, amfibilerde benzer yapilar ve mekanizmalarla gerceklesmesine ragmen, kraniyal
sinir gekirdeklerinin kdken aldigi rombomerler farklilik gosterebililir. Ornegin tavukta
abdusens sinir (KS VI) cekirdegi, 15 ve r6 da yer alirken, farede yalnizca r5 te yer alir
(16). Bu farkliligin, rombomer gelisimi sirasinda her organizmada farkli genlerin
ekspresyonunundan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu konudaki ¢alismalar, insanlara

en ¢ok benzerlik gosteren fareler iizerinde hala devam etmektedir.

Farelerde, farkli embriyolojik gelisim evrelerinde, her bir rombomerde yerlesik
kraniyal sinirler goriintiilenebilmistir (16). Sekilde (2-6) 10 giinliik fare embriyosunda
dorsal yliziinden rombomerlerin, sagital yoniinden ise kraniyal sinirlerin yerlesimi

goriilmektedir.
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Sekil 2-6: Fare embriyolarinda rombomer ve kraniyal sinir goriintiileri (16’dan)

Fare kraniyal sinirlerinin rombomerlerdeki yerlesimleri Sekil 2-7 de gortldigi
gibidir: KS IV iin ¢ekirdegi ve lifleri rl de; KS V in ¢ekirdegi r2 de, lifleri ise rl, r2 ve
r3 e yayilmis halde bulunmaktadir. r3 te herhangi bir kraniyal sinir ¢ekirdegi yer almaz.
r4 te KS VII nin ¢ekirdegi bulunur ve lifleri r4 ve r5 e uzanir. r5 ile r6 arasinda KS VI
nin ¢ekirdegi yerlesiktir ve liflerini r5 e uzatir. ré da KS IX un, r7 de KS X un ¢ekirdegi
ve lifleri bulunur. r7 ile r8 sinirinda KS XI in ¢ekirdegi bulunurken, lifleri r8 de yer alir.

KS XII nin ¢ekirdegi ve lifleri ise r8 de yerlesik durumdadir (16).

Sekil 2-7: Farelerde rombomerlerden kraniyal sinirlerin ¢ikis1 (16°dan)
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Kraniyal sinir lifleri fonksiyonlarina gore 7 tipe ayrilirlar (13) :

1- Genel Somatik Efferent (GSE) lif iceren néronlar: Beyin sapindaki
somatik motor ¢ekirdeklerde (veya medulla spinalis 6n boynuzunda) bulunan néronlarin
cizgili kaslara giden aksonlaridir. Biitiin spinal sinirlerde ve KS 111, IV, VI, ve XII. de

bulunur.

2- Ozel Visseral Efferent (SVE) lif iceren néronlar: Farinks, larinks, yiiziin
mimik ve ¢igneme kaslar1 gibi embriyolojik olarak brankiyal arktan gelisen kaslara

giden liflere bu isim verilir. Bu lifler; KS V, VII, IX, X ve XI. de bulunur.

3- Genel Visseral Efferent (GVE) lif iceren noronlar: Kalp, i¢ organ-damar
duvarlar1 ve kil koklerindeki diiz kaslari, sindirim sistemindeki bezler ve ter bezlerini

innerve eden liflerdir. Spinal sinirlerde ve 111, VI, IX ve X. kraniyal sinirlerde bulunur.

4- Genel Somatik Afferent (GSA) lif iceren noronlar: Dokunma, basing, agri,
1s1 gibi genellikle suura ulasan duyuyu tasiyan liflerdir. Biitiin spinal sinirlerde ve V,

VII, IX ve X. kraniyal sinirlerde bulunur.

5- Genel Visseral Afferent (GVA) lif iceren néronlar: Otonom sinir
sisteminin kontrolii altinda ¢alisan organ ve yapilardan gelen genel visseral duyuyu
tastyan liflerdir. I¢ organ duvarlarindan, damarlardan ve bez yapilardan agri, basing,
aclik, susuzluk, bulanti, tiksinme ve kan basinci gibi duyulari tasir. Spinal sinirlerde ve

VII, IX ve X. kraniyal sinirlerde bulunur.

6- Ozel Somatik Afferent (SSA) lif iceren néronlar: Isitme, gorme ve denge

gibi 6zel somatik duyular1 tagiyan liflerdir. Sadece KS 1. ile VIII. de bulunur.

7- Ozel Visseral Afferent (SVA) lif iceren néronlar: Otonom sinir sisteminin
kontrolii altinda calisan organ ve yapilardan gelen koku ve tat duyusu gibi 6zel visseral

duyular tastyan liflerdir. KS I., VII., IX., X. da bulunur.
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Kraniyal sinirler, beynin en iistiinden en ucuna dogru ¢ikis noktalarina gore 1

den 12 ye kadar sirayla isimlendirilmistir (Sekil 2-8).

Optik trakt
Mezensefalon ! Optik sinir (1)
L‘__ Okulomotor sinir (lll)
T~ Troklearsinir (IV)
‘ \\4’9 ‘5 '4,_——— Trigeminal sinir (V)
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% Abdusens sinir (V1)
' Fasiyal sinir (VII)
¥ ~ ljﬁ Vestibulokohlear sinir (VIII)

Glossofaringeal sinir (1X)

Vagus siniri (X)

Medulla oblongata Aksesuvar sinir (XI)

Hipoglossal sinir (XII)

{

. Spinal sinirler
L :

Spinal kord

Sekil 2-8: Kraniyal sinirler (14’ten)

I. Kraniyal sinir (Olfaktor sinir)

I. kraniyal sinir, ¢ekirdeginin telensefalonda yer almasindan dolayi, tipik bir
kraniyal sinir sayilmaz. Ozel visseral afferent (SVA) lifler igerir. Koku almay1 saglayan
sinirdir. Burun boslugu mukozasindan baglayan sinir lifleri etmoid kemikten gegerek
bulbus olfactoriusa ulasir. Buradan ¢ikan aksonlar frontal loblarin alt yiiziinde tractus
olfactoriusu olusturarak arkaya dogru giderler. Koku yollarinin anatomik sonlanma
bolgesi iyi bilinmemektedir. Genellikle septal bolge ve temporal loba ulastiklar: kabul
edilmektedir (1,18,19).

I1. Kraniyal sinir (Optik sinir)

1. kraniyal sinir gérmeyi saglayan sinirdir. Ozel somatik afferent (SSA) lifler
icerir. Retinadaki noroblastlardan beyine dogru biiyliyen bir milyondan fazla sinir
lifinden olusur. Optik sinir, prozensefalonun duvarindan gelistigi i¢in beynin bir

uzantist ve sinir yolu olarak kabul edilir (1,18,19).
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I11. Kraniyal sinir (Okulomotor sinir)

I1l. kraniyal sinir mezensefalondan gelisen ve genel visseral efferent (GVE)
lifleri iceren kraniyal sinirdir. Goziin bir¢cok kasi Sekil 2-9 da goriildiigi gibi KS 111
tarafindan innerve edilir.

Superiyor

Rektus Levator Palpebra
Mediyal Ka i

Superiyor Dal Rel y: st uperiyor Kasi

Kasi
Okulomotor Sinir (Il ,/

Lateral Rektus
Kas
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< j m / Inferiyor Dal ikt Inferiyor Oblik
e L N Rektus Kasi
[ 4 y : Kasi

Posteriyor

Sekil 2-9: Okulomotor sinir (17°den)

IV. Kraniyal sinir (Troklear sinir)
Mezensefalonun arka boliimiindeki somatik efferent sinir hiicrelerinden olusur.
Bir motor sinir olmasina karsin beyin sapmin arkasindan ¢ikarak one gecer ve goziin

superiyor oblik kasini innerve eder (1,19).

Anteriyor

Troklear Sinir (IV)

Superiyor Oblik

Posteriyor

Sekil 2-10: Troklear sinir (17°den)
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V. Kraniyal sinir (Trigeminal Sinir)

V. kraniyal sinir, hem genel somatik afferent (GSA) hem de o6zel visseral
efferent (SVE) liflerinden olusan beynin en genis kraniyal siniridir. Trigeminal sinir
cekirdegi, r2 de yerlesiktir. Biiyiik trigeminal gangliyon ponsun rostral ucunun yaninda
bulunur ve hiicreleri noral krestin en 6n bolimiinden kaynaklanir. Gangliyon i¢indeki
noronlarin merkezi uzantilari, ponsun lateral kismina giren V. kraniyal sinirin biiyiik
duysal kokiinii olusturur. Bu gangliyon igindeki ndronlarin periferik uzantilar1 Sekil 2-
11 de goriildiigii gibi 3 biiyiik dala ayrilir: Oftalmik, maksiler ve mandibiiler. Oftalmik
sinir burun, alin, géz kapaklari, kornea, iris, goz bebegi ve gz merceginin sinirlerini
olustururken; maksiler sinir yanak bolgesinde yayilarak, ist dislerin duyarliligini saglar.
Mandibiiler sinir ise dil ve alt dislerin duyarliligini saglayan lifler ile ¢igneme kaslarmin

diizenli hareket etmesini saglayan liflerden olusur (1,19).

Oftalmik uzanti

\

Anteriyor

Pons —

Tri inal li
Trigeminal sinir (V) Posteriyor rigeminal gangliyon

Sekil 2-11: Trigeminal sinir (17°den)
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V1. Kraniyal Sinir (Abdusens Sinir)

VI. kraniyal sinir, metensefalonun bazal plak sinir hiicrelerinden ¢ikar. Genel
somatik efferent (GSE) lifler igerir. Abdusens sinir ¢ekirdegi r5 te yerlesiktir (1,19).

Goziin lateral rektus kasini innerve eder (Sekil 2-12).

Lateral rektus kasi

Pons

Abdusens sinir (VI)

Sekil 2-12: Abdusens sinir (17°den)

VII1. Kraniyal Sinir (Fasiyal sinir)

Hem motor hem de duyu lifleri igeren fasiyal sinirin ¢ekirdegi r4 te yerlesik
olup, ponsun bazal plagindan gelisir. (Sekil 2-13). Ponsun kaudal boliimiindeki 6zel
visseral efferent lifleri, yiliziin mimik kaslarin1 innerve ederlerken, duyu lifleri ise dilin
on 2/3 sindeki tat tomurcuklarina ulasarak tat almada ve tiikiirik bezlerinin

innervasyonunda rol oynarlar (1,18,19).

Anteriyor

Posteriyor  Fasiyal Sinir (Vi)

Sekil 2-13: Fasiyal sinir (17°den)
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VII1. Kraniyal sinir (Vestibulokohlear Sinir)

Yalnizca 6zel somatik afferent (SSA) lifler iceren KS VIII, beynin pons
bolimiinde yerlesiktir ve iki dala ayrilir (Sekil 2-14): Vestibular sinir, i¢ kulakta denge

ile ilgili impulslari tasirken, kohlear sinir ise duyma ile ilgili impulslari tasir.

Vestibular gangliyon

Vestibular dal
Kohlear dal %

Anteriyor

-~ Semisirkdiler kanal

Vestibiil

Vestibulokohlear
sinir (VIIT)

Posteriyor

Sekil 2-14: Vestibulokohlear Sinir (17°den)

IX. Kraniyal sinir (Glossofaringeal Sinir)

Hem duyu hem de motor sinir lifleri tagiyan IX. Kraniyal sinirin ¢ekirdegi
medulla oblongatada yer alir (Sekil 2-15). En 6nemli gorevi X. kraniyal sinirle birlikte
yutma fonksiyonunu saglamasidir. Dilin 1/3 arka kisminimn duyusunu ve parotit bezinin

sekresyon fonksiyonunu da glossofaringeal sinir saglar.

Anteriyor /
AR Parctid |
bezi {

Damak

Bademcik

inferiyor A =4 Dil
anglion N
Medulla Hans
oblongata

Superiyor
ganglion

Glossofaringeal
sinir (IX)

Posteriyor

Sekil 2-15: Glossofaringeal sinir (17°den)
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X. Kraniyal sinir (Vagus Siniri)

Cekirdegi medulla oblongatada yer alan vagus sinirinin kalp, 6n barsak ve ondan
koken alan yapilar ile orta barsagin biiylik boliimiine yayilan visseral efferent ve
visseral afferent lifleri vardir (19). Farinks ve larinks kaslarin1 da innerve eder (Sekil 2-

16).

Karotid sinus

Medulla

oblongata Inferiyor

ganglion

VAGUS SINIRI
X)

Sekil 2-16: Vagus siniri (17°den)

XI. Kraniyal Sinir (Aksesuvar Sinir)
Ozel visseral efferent (SVE) lifler icerir (19). Bas hareketlerinde rol oynayan

sternokleidomastoid ve trapez kasin iist kismin1 innerve eder (Sekil 2-17).

Arteriyor

Medulla
oblongata

. v
Posteriyor  ZXeeS

Trapez kasi

Sternokleidomastoid
kas

Sekil 2-17: Aksesuvar sinir (17°den)



18

XII. Kraniyal Sinir (Hipoglossal Sinir)

Genel somatik efferent (GSE) lifler igeren XII. kraniyal sinir, dilin motor
siniridir (Sekil 2-18).

Medulla oblongata y ~

Dilin intrinsik kaslan 5 N

Hipoglossal kanal

Hipoglossal sinir (XII)

Dilin ekstrinsik kaslari

Sekil 2-18: Hipoglossal sinir (17°den)

2.2. Moebius Sendromu

2.2.1. Tanim ve Sikhig1

Moebius sendromu, kardinal bulgusu bilateral konjenital fasiyal displazi olan
norolojik bir sendromdur (20). Konjenital fasiyal displazi ilk defa 1880 yilinda Von
Graaefe tarafindan tanimlanmustir (21). Daha sonra Paul Julius Moebius (1888), VII. ve
VI. kraniyal sinir paralizisinin yol acgtigi fasiyal displaziye, c¢esitli ekstremite
anomalilerinin ve mental retardasyonun (MR) eslik ettigine dikkat ¢ekmis ve bu

sendrom Moebius sendromu olarak adlandirilmistir (22).

Moebius sendromu, bilateral ya da unilateral fasiyal displazinin, yiiz kaslarinda
yol actig1 zayiflik ve dolayisiyla mimiklerde azalma nedeniyle tanisi klinik olarak
koyulabilen bir sendromdur (20,21,22,23,24). Olgular dogduklar1 andan itibaren
ifadesiz olan yiiz goriiniimleri nedeniyle maske yiiz (mask-like face) olarak tanimlanir
ve kolaylikla klinik tani alabilirler. Tipik olarak goriilen KS VII (fasiyal sinir) ve VI
(abdusens sinir) nin paralizisine ek olarak (25), diger kraniyal sinirlerin paralizisleri de

goriilebilir (26). Paralizise ugrayan kraniyal sinire gore de olgularin fenotipleri farklilik
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gosterir. Ayrica Moebius sendromundan etkilenmis bireylerde, c¢esitli ekstremite
anomalileri, iskelet-kas giigsiizliigli ve MR de goriiliir (22,27,28,29,30).

Moebius sendromu prevelansi 1/1 000 000 dan az olan nadir bir hastaliktir (31).
Alman populasyonunda 1996 yilinda yapilan bir ¢alismada insidanst %0.002 olarak
verilmistir (20). ‘Moebius Syndrome Foundation’ m 2007 yilinda yaptigi arastirma

sonuglarina gore diinyada yaklasik 2000 Moebius sendromlu olgu bulunmaktadir (32).

2.2.2. Kahtim sekli

Moebius sendromu, sporadik olarak ortaya ¢ikan bir sendrom olarak kabul edilse
de; cesitli yayinlarda otozomal dominant, otozomal resesif ve X e bagl resesif kalitim
sekilleri bildirilmektedir (6). Krueger ve Friedrich, 3 kusaginda Moebius sendromu
saptanan bir aileye dikkat c¢ekerek otozomal dominant kalitimin olabilecegini
vurgulamustir (33). Legum ve ark, 2 farkli aile lizerinde etkilenmis bireylerden yola
cikarak yaptiklari caligmalarda, ailelerin birinde otozomal dominant, digerinde ise
otozomal resesif kalitimin oldugunu gostermisler, aile dykiisii olmayan bir olgunun da
de novo olarak etkilendigini belirtmislerdir (34). Ailevi olgularin hepsinde fasiyal ve
abdusens sinir paralizisi goriillmekte, ancak eslik eden sinir paralizisleri farklilik
gosterebilmektedir. Bu durum, Legum ve arkadaslarina Moebius sendromunun genetik
heterojenite gosteren bir sendrom oldugunu diisiindiirmiistiir. Journel ve ark ise erkek
cocuklart Moebius sendromu tanis1 alan iki kiz kardes nedeniyle X e bagli resesif

kalitimin da goriilebilecegini bildirmislerdir (35).

2.2.3. Klinik Tam

Moebius sendromundan etkilenmis tim bireylerdeki ortak bulgu, fasiyal sinir
(KS VII) ve abdusens sinir (KS VI) paralizisinden kaynaklanan bilateral konjenital
fasiyal displazidir (6). Yiiz kaslarindaki zayiflik sonucunda azalan veya tamamen
kaybedilen yliz mimikleri, etkilenmis bireylerin maske takmis gibi ifadesiz bir yiiz
gorliiniimiine sahip olmalarina neden olur. Lateral goz hareketlerinin kisitlanmis olmasi
da abdusens sinir paralizisi sebebiyle ¢ok sik goriiliir. Olgularin klinik bulgular; eslik
eden diger kraniyal sinir veya sinirlerin paralizisine bagh olarak da degisiklik gosterir.
Fasiyal sinir ve abdusens sinir paralizisini olgularin %25 inde goriilen hipoglosssal sinir
paralizisinin (KS XII) yol acig1 dil kaslarindaki zayiflik izler (36,37). Bu durum yeni

doganlarda emme problemlerinin yasanmasina, ilerideki yillarda ise ¢igneme, yutkunma
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ve konusmada zorluklara yol agmaktadir. Ayrica okulomotor, troklear, trigeminal,
vestibulokohlear ve glossofaringeal sinirlerin paralizisleri de daha nadir olmakla
birlikte, gesitli yayinlarda bildirilmistir (26,38).

Orofasiyal malformasyonlar, ekstremite ve iskelet-kas anomalileri de klinik tani
kriterleri arasinda sayilmaktadir (30). Orofasiyal malformasyonlar arasinda bifid uvula
(kiigtik dil), hipoplazik ve asimetrik dil, mikroglosi, mikrostomi, mikrognati, gesitli
cene, dis ve kulak anomalileri, ayn1 zamanda hipertelorizm ve epikantus sayilabilir.
Club foot, sindaktili, brakidaktili, ektrodaktili ve el-ayak parmaklarinin yoklugu,
olgularda goriilen cesitli ekstremite anomalilerindendir (6). Sendrom, klinik agidan
gosterdigi bu heterojenlik nedeniyle, farkli gruplar altinda siniflandirilmistir. Terzis,
olgulart 3 grup altinda toplamistir (39,40): ‘Tam Moebius’ olarak isimlendirdigi
gruptaki olgular bilateral fasiyal ve abdusens sinir paralizisini bir arada tasirlarken;
‘Inkomplet Moebius’ grubundaki olgular ise klinik olarak farkli olmamalarina karsin,
bazi motor fonksiyonlarmi tek tarafli olarak kullanabilmeleriyle ‘Tam Moebius’
grubundan ayrilirlar. Son olarak da ‘Moebius-benzeri’ olarak isimlendirdigi bireylerde
goriilen unilateral fasiyal paralizise, bazen diger kraniyal sinir paralizislerinin de eslik
edebildigini bildirmistir.

Abramson ise sendromu siniflandirdig klinik kriterleri, ‘CLUFT’ akronimi ile
tanimlamaya c¢alismistir (36). CLUFT (cranial nevre, lower limb, upper limb, face and
thorax) terimi, VIL. ve VI kraniyal sinirlerin tam veya kismi paralizisi, club foot,
ankiloz gibi ekstremite anomalileri, yarik damak, mikrognati gibi yliz anomalileri ve
pektoral hipoplazi, skolyoz veya diger gogiis duvari deformitelerinin tanimlanmasi igin

kullanilmistir.

Klinik bulgularin bu ¢esitliligine ilaveten olgularda Moebius sendromuna eslik
eden farkli sendromlarin varligina da dikkat cekilmistir. Pectoralis major kasinin
yoklugu ve ist ekstremitede degisik deformitelerin goriilmesi ile karakterize Poland

sendromu, Moebius sendromuna eslik eden sendromlardan biridir (41,42).

Moebius sendromlu olgularda MR goriilme sikligr ile ilgili ¢esitli yayinlarda
farkl1 oranlar verilmektedir. Bu oranlar % 0 ile % 75 arasinda degismektedir
(38,43,44,45). Baz1 arastirmalar ve olgu sunumlar1 ise Moebius sendromuna eslik eden
otizm spektrum bozuklugunu bildirmektedir. Gillberg ve Steffenburg (46), 17 Moebius

sendromlu olgunun 6 sinda tipik otistik belirtileri saptarken, Miller ve ark (47) 25
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olgunun 6 sinda, Johnsson ve ark 25 olgunun 10 ununda saptamiglardir (45). Verzjil ve
ark (20) 37 olgunun 2 sinde, Briegel ve ark (48) ise 27 olgunun yalnizca birinde otistik
spektrum bozuklugunu bildirmislerdir. Yapilan c¢alismalarda oranlarin degiskenligi,
otizm tami Olgiitlerindeki farkliliklardan kaynaklanabilmektedir (49). Ayrica Moebius
sendromlu bireylerin konusmalarinda yasadiklari zorluklar ve aglama, giiliimseme,
sinirlenme gibi duygularin1 yansitilamamalar1 nedeniyle ice kapanik, agresif bireyler
olmalarinin MR ve otizm degerlendirmesinde yaniltici sonuglara yol agabilecegi goz

ardi edilmemelidir (49).

Olgulara Moebius sendromu tanist klinik olarak koyulabilse de, radyolojik
goriintiileme teknikleri ile de bu tan1 desteklenmelidir. Az sayida olgu iizerinde yapilan
MRI ve CT incelemelerinde pons ve medullanin hipoplazisi, 4. ventrikiilde diizlesme,
mediyal Kollikulus yoklugu, hipoglossal ¢ekirdek hipoplazisi, abdusens g¢ekirdek
bolgesinde kalsifikasyon, beyincik hipoplazisi varligi gosterilmistir (50,51,52). Pedraza
ve ark Moebius sendromu klinik tanist almis 3 hastanin MRI goriintiilerinde, 4.
ventrikiilde diizlesme ile birlikte, hipoglossal c¢ikintinin ve mediyal kollikulusun
olmadigimi saptamislardir (50). Bu radyolojik sonuglar, olgulardaki klinik bulgular
destekler niteliktedir. Verzjil ve ark ise 6 olgudan 5 inin MRI gériintiilerinde KS VII
(fasiyal sinir) nin hi¢ olusmadigini gérmiislerdir (53). Ayrica Verzijl ¢alismasinda,
Moebius sendromlu olgularda, beyin sap1 hipoplazisinin %32 oraninda goriildiigiinden
bahsederek, sendromu posterior fossa ve rombensefalonun gelisim anomalileri esliginde
seyreden kompleks konjenital gelisim anomalileri arasinda saymistir. Olgularda gekilen
MRI goriintiileri lizerinde yapilan bu ¢aligsmalarda ulasilan sonuglar, hastaligin bulgulari

ve etiyopatogenezi arasindaki baglantinin kurulmasina da yardime1 olabilir.

2.2.4. Etiyolojisi

Moebius sendromunun etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamistir ancak bu
konuda g¢esitli gorlisler one siiriilmiistiir. Towfighi ve ark hastaligin etiyolojisinin
aydmlatilmasina yonelik cesitli patolojik arastirmalar yiritmisler ve elde ettikleri

bulgulara gore olgular1 dort farkli grup altinda toplamislardir (54);
1. grup: Kraniyal sinir ¢ekirdek aplazisi veya hipoplazisi saptanan olgular,

2. grup: Periferal ve kraniyal sinir ¢ekirdeklerinin dejenerasyonu saptanan olgular,
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3. grup: Kraniyal sinir ¢ekirdeklerinde nekroz, gliyoz veya kalsifikasyon goriilen

olgular,

4. grup: Beyin sap1 veya kraniyal sinirlerde herhangi bir lezyon goériilmeyen, ancak

yiiz kaslarinda miyopatik bir hastaligin oldugu diisiiniilen olgular.

Towfighi ve arkadaslarinin, bu gruplardan yola ¢ikarak hastaligin etiyolojisi ile
ilgili sundugu goriislerden biri, fetal gelisimin erken evresinde kraniyal sinir
cekirdeginde veya periferal sinirlerde damarlanma yetersizligine yol agabilecek
herhangi bir hipoksik/iskemik durumun Moebius sendromuna yol agabilecegi
goriigiidiir. Kraniyal sinir ¢ekirdeklerinin gelisimi sirasinda ¢evre damarlarin yetersiz
gelisimi, kan akiminda azalmaya, dolayisiyla aplazi veya hipoplaziye yol agmaktadir.
Vaskiiler yetersizlik, cesitli teratojenik olaylarin etkisinde gelisebilir. Ozellikle
embriyolojik gelisimin erken evrelerinde misoprostol, prostaglandin-E1 analogu ve
diger teratojenik maddelerin kullanimi, vaskiiler yetersizlige yol acarak Moebius
sendromunun ortaya c¢ikmasina neden olur. Erken embriyolojik donemde goriilen
vaskiiler yetersizlik nedeniyle bazi arastirmacilar Moebius sendromunu subklaviyan

disrupsiyon (subclavian distruption) sendromu olarak da isimlendirmislerdir (55,56).

Towfighi nin sundugu bir diger goriis ise, vaskiiler gelisimin normal olmasina
ragmen, serebral gelisimin kritik bir aninda kan akiminda goriilen azalmanin, hipoksik
bir lezyona neden olarak kraniyal sinir c¢ekirdeklerinin dejenerasyonuna yol
acabilmesidir. Bu etiyoloji, ayn1 zamanda Moebius sendromlu olgularda goriilen iskelet

anomalilerinin agiklanmasinda da aydinlatict bir goriis olarak kabul edilmektedir (54).

Kraniyal sinirlerin gelisimi sirasinda meydana gelen nérogenez ve anjiyogenez
olaylari, genetik etmenlerin etkisi altinda gerceklestiginden, hastalifin etiyolojisi ile
ilgili olarak multifaktoriyel teriminin kullanilmasinin daha dogru olacagi kabul
edilmistir (57). Yapilan sitogenetik ve molekiiler genetik caligmalar da hastaligin

etiyolojisinin aydinlatilmasina katki saglamaktadir.

Moebius sendromlu olgularda yapilan sitogenetik c¢alismalarda elde edilen
sonuglar, hastalikla ilgili gen veya genlerin lokalizasyonuyla ilgili baz1 ipuclar
vermistir. Ziter ve ark (58) 3 jenerasyonda Moebius sendromundan etkilenmis 7 bireyi
bulunan bir ailede yaptiklari sitogenetik incelemelerde etkilenmemis tiim bireylerde
karyotipin normal oldugunu, etkilenmis bireylerde ise, kirik noktalar1 1p34 ve 13q13

olan dengeli bir resiprokal translokasyonun varligini gostermisgler, etkilenmis tim
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bireylerde goriilen translokasyonun kirtk noktalarinda olusmus mikrodelesyonun
Moebius sendromu ile iliskili olabilecegini diisiindiirmiistiir. Slee ve ark (59) Moebius
sendromlu bir kiz olguda yaptiklar1 karyotip analizinde, 13q12.2 bandinda saptadiklari
delesyon, 13. kromozom iizerinde ayni bolgeye isaret eden 2. olgu olmustur. Bu
sitogenetik bulgular bu bdolgedeki genlerin  molekiiler diizeyde daha yogun

arastirilmasina neden olmustur.

Tibbi Genetik Anabilim Dalimizda Klinik olarak Moebius sendromu tanisi almis
19 olgu, sitogenetik ve 13q12.11-13q12 bolgesi i¢in molekiiler genetik testlerle
degerlendirilmistir. Karyotip analizinde, 18 olguda normal kromozom yapisi
saptanirken bir olguda mozaik 46,XX/47,XXX karyotipi saptanmisti. Olgu, anne ve
babada yapilan iki ¢alismadan birinde 13q12.11-13q12 bdlgesinde yer alan 57 STR
(Short Tandem Repeat) markérii ile haplotip analizi yapilmis, bu bdlgeler igin olasi
mikrodelesyonlar dislanmis, ayrica FGF9, GSH1, CDX2 genleri dizileme ile incelenmis
ancak herhangi bir mutasyon saptanmamuistir (60). Ayrica kraniyal sinir gelisiminde rolii
oldugu fare modelleri ile gosterilen 5p15.1-p15.2 de lokalize BASP1 geni ile, bu genin
transkripsiyonunda rol oynayan ve kodlama yapmayan RNA olusturan TPW¥Yg-BASP1

pseudogeni de dizileme yontemi ile incelenmis ve 19 olguda bu genler diglanmistir (61).

Donahue ve ark Moebius-Poland sendromlu bir olguda 1p22 ve 11p13 noktalar
arasinda dengeli bir resiprokal translokasyon saptamislardir (62). Nishikawa ve ark ise
anne ve babasi normal karyotipe sahip Moebius-like sendromu tanisi almig bir olguda
yaptiklar1 sitogenetik caligmalarda 1p22 ve 2q21.1 noktalar1 arasinda resiprokal
translokasyon oldugunu goéstermislerdir (63). Bu iki ¢alisma, ortak kirtk noktasi olan
1p22 de yerlesik gen veya genlerin Moebius sendromu ile iligkili olabilecegini

diistindiirmektedir.

Kremer ve ark sayisal veya yapisal bir kromozom anomalisi bulunmayan,
Moebius sendromundan etkilenmis 20 bireyin bulundugu 5 kusakli bir ailede, yaptiklari
baglanti analizi ¢alismalari sonucu 3q21-q25.2 noktalarina yonelmiglerdir (64). Bu
bolgede bulunan 25 genin ekspresyon paternleri ile ilgili yeterli bilginin olmamasi, aday
gen seciminin embriyolojik gelisimde rol aldigi disiiniilen 4 gen iizerinde
yogunlagmasia sebep olmustur. Bu genler ZNF9, CRBP1, CRBP2 ve PBX2 dir.
Baglant1 analizi i¢in kullanilan polimorfik markerlara en yakin bolgede yer alan CRBP1

geni iizerinde yapilan SSCP mutasyon analiz taramasinda hicbir mutasyona
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rastlanmamistir. Kremer ve ark 3921—q25.2 bdlgesini, kraniyofasiyal gelisim
malformasyonlariyla birlikte seyreden Blepharophimosis-Ptosis-Epicanthus-Inversus
Sendromu (BPES) igin lokalize edilen 3923 bolgesini igermesinden dolayi, Moebius
sendromu i¢in kritik bir bolge olarak tanimlamislardir. Daha sonraki yillarda 3q21-0922
de yer alan PGT (SLC21A2) geni ve r4 iin ile KS VII nin gelisimde rol oynayan GATA2
geninde yapilan dizi analizlerinde de mutasyona rastlanmamuistir (65). Kremer ve ark,
baglant1 analizi ¢alismalarini 19 u etkilenmis 56 bireyden olusan ve otozomal dominant
kalitim ile uyumlu bir baska aile {lizerinde siirdiirmiislerdir (66). Herhangi bir sayisal ya
da yapisal kromozom anomalisi olmayan bireylerde yaptiklar1 genom boyu baglanti
analizi ile 10q21 bdlgesine baglant1 saptamislar, aday gen olarak EGR2 genini, farelerde
rombomer 3 ve 5 in, dolayisiyla kraniyal sinir ¢ekirdegi V, VI, VII ve IX un gelisiminde
rol oynayan KROX-20 geninin ortologu olmasi nedeniyle se¢misler ve dizi analizi
sonucunda herhangi bir mutasyona rastlamamiglardir. Ayrica daha énce EGR2 geninde,
Konjenital Hipomiyelinizasyon Noropatisi (CHN) ve Charcot-Marie-Tooth tip 1
sendromuna yol acan mutasyonlar gosterilmis oldugundan, Moebius sendromu ile

allelik heterojenite olabilecegi de diisliniilmiistiir.

Tiim bu sitogenetik ve molekiiler genetik ¢aligmalara karsin glinlimiizde halen
iligkili bir genin gosterilememis olmasi, Moebius Sendromunun yiiksek genetik

heterojenitesine isaret etmektedir.

2.2.5. Moebius Sendromu ile iliskili Olabilecek Aday Genler

2.2.5.1. HOX Genleri

1983 te kesfedilen Homeobox genlerinin bir alt grubu olan HOX genleri, ¢esitli
tirler arasinda yap1 ve islev bakimindan benzerlik goéstermeleri nedeniyle, tiirler
arasinda korunmus genler olarak kabul edilmektedir (7). ilk defa Drosophila da
kesfedilen HOX genleri, gen kiimeleri seklinde farkli kromozomlarda bulunurlar.
Memelilerde bulunan 4 farkli HOX gen kiimesi ve icerdikleri 39 gen, memeli
viicutlarinin anteroposteriyor eksen gelisiminde gorevli genlerin ekspresyonlarini
diizenleyerek, viicut planlarinin yapilandirilmasinda 6nemli role sahiptir. HOX gen

kiimeleri, i¢erdikleri genler ve ekspresyon paternleri Sekil 2-19 da goriilmektedir.
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Sekil 2-19: HOX genleri ve anteroposteriyor eksen boyunca ekspresyon paternleri

Her HOX kiimesinin ilk 4 geni, merkezi sinir sisteminin beyin bdlgesinin
gelisiminde etkili iken, 4-13 arasindakiler omurilik gelisiminde goérev yapar. Beyin
gelisiminde ekspresyonu goriilen 12 HOX geninden, HOXD1 ve HOXC4 genlerinin
ekspresyonu, rombensefalon gelisiminde goriilmez. Kesin sinirlar gostermemekle
birlikte, rombensefalon segmentlerinin olusumunda HOX genlerinin ekspresyonlari

Sekil 2-20 de gosterilmektedir (7):

Hox Ekspresyonu

1 (]
AEE C )
‘ Q| I

| %
g Cf .
D
A

Sekil 2-20: Rombomerlerde eksprese edilen HOX genleri (7°den)
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Kraniyal sinir ¢ekirdeklerinin rombomerlerde yerlesik olmalarindan dolayi,
rombomer gelisimi sirasinda ekspresyonu goriilen bu genlerin, kraniyal sinirlerin
olusumuna da etki edecegi diisiiniildiigiinden, farelerdeki ¢alismalar bu genler tizerinde

yogunlasmaktadir.

HOXA1 geni, rombomerleri olusturacak hiicrelerin hangi pozisyona dogru gog
edeceklerinin belirlenmesinde onemli role sahiptir. Lufkin ve ark yaptiklart bir
calismada, HOXAL geninde heterozigot mutasyona (HOXA1"*) sahip farelerin normal
beyin gelisimine sahip olduklarini, ancak homozigot mutasyona (HOXA1”) sahip
olanlarda 7 yerine 5 rombomerin gelistigini belirtmislerdir (67). Bu farelerde r5 kismi
olarak olusur veya hi¢ olusmazken, r4 normalden daha kii¢iik yapiya sahiptir. r4 ve r5
ten koken alan fasiyal ve abdusens kraniyal sinir c¢ekirdekleri de olusmamis, ancak
glossofaringeal (1X), vagus (X), troklear (IV), hipoglossal (XII) ve trigeminal (V) sinir
cekirdekleri etkilenmemistir. Moebius sendromu tanist almig bireylerde en ¢ok
etkilenen kraniyal sinirlerin KS VII (fasiyal sinir) ve KS VI (abdusens sinir) olmasi

nedeniyle ¢alismamizda inceleyecegimiz ilk gen HOXAL olmaktadir.

Chisaka ve ark HOXA1l homozigot mutasyona sahip olan farelerin dogduktan
sonra en fazla 2 giin yasayabildiklerini, ama ¢ogunun anoksi nedeniyle ilk giin 61diigiinii
gozlemlemigler ve HOXALl genindeki mutasyonlarin, rombensefalon gelisiminde
solunumla ilgili bolgenin etkilenmesine sebep oldugunu ileri siirmiislerdir (68). Bu
caligma ayrica homozigot HOXA1 mutasyonunun yaninda HOXA2 geninde heterozigot
mutasyon tagtyan farelerin en fazla 30 dakika nefes alabildiklerini, her iki gende de
homozigot mutasyon tasiyanlarin ise hi¢ nefes alamadan hemen o6ldiiklerini gostermistir
(67,68). HOXA2 mutasyonlarmin HOXALl mutasyonlarina eslik etmesinin beyinde
solunumla ilgili daha fazla bolgenin etkilenmesine neden olmasi ile agiklanmaya
calisgilsa da HOXAZ2 geninin solunumla ilgili hangi bolgeyi etkiledigi heniiz
bilinmemektedir (69).

HOXA2 geni, rombomer 2 de eksprese olan tek gendir. Yapilan ¢aligmalarda
HOXAZ2 de homozigot mutasyona sahip farelerde rl ile r2 arasindaki sinirin kaybolarak
rl in genisledigini gézlemlenmistir (70,71). Dis kulak gelisiminde énemli rol oynayan
birinci brankiyal arkin olusumunda da HOXAZ2 nin rolii vardir. HOXA2 homozigot
mutasyonu olan farelerde (HOXA2") kulak kepgesinin olusumunda anormallikler

gorilmistiir. Bu farelerde r2 den ¢ikan motor sinirler kaudal tarafa dogru yonelir ve r4
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ten ¢ikis yaparlar; rl, r2 ve r3 arasindaki sinir ise kaybolmustur. HOXA1" / HOXA2*"
mutasyonlarina sahip farelerde kulak kepgesinde kiigiilmeler goziikiirken, HOXAL™ /
HOXA2™" mutasyonlarina sahip farelerde kulak kepgesinin olusumu hi¢ olmamaktadir

(70,71).

HOXB1 geninde ilging olarak knock-out farelerde rombomerlerin
organizasyonunda herhangi bir farklilik go6zlenmemis, sadece r4 teki noronlarin
gelisiminde bir farklilik goze carpmistir. Goddard ve ark (8) iki farkli homozigot
mutasyona sahip fare grubunda yaptiklar1 c¢alismalarda farelerde rombomerik
segmentasyonun normal oldugunu, ancak r4 te yer alan KS VII nin ¢ekirdeginin,
dolayistyla gelisiminin olmadigini belirtmislerdir. Diger dokularda ve 2.brankiyal arkin
olusumunda bir anormallik goziikmemesi, HOXB1 in KS VII nin somatik motor
noronlarinin olusumunda primer roliiniin bulunmasiyla agiklanmistir. KS VII nin
olusmamasi, farelerin yiiz kaslarinda paralizislere yol agarak insanlarda goriilen
Moebius sendromuna benzer bir fenotipin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Ancak bu
farelerde, dilin 6n 2/3 iindeki tat alma duyusunun kaybolmamasi da ilgin¢ bir bulgu

olmustur.

HOXA1 geni ile karsilastirildiginda HOXB1 genindeki mutasyonlarin rombomer
olusumunda bir farkliliga yol agmamasi, bu iki genin farkli roller oynadigini gosterse de
rombensefalon gelisiminin ilk asamalarinda her iki gen de benzer rollere sahiptir. Her
iki genin birbirleri ile Ortiisen fonksiyonlar1 vardir. HOXAL geninde meydana gelen
herhangi bir mutasyon, HOXB1 in ekspresyonunun da anteriyor bolgede etkilenmesine
yol agar. HOXA1/HOXB1 homozigot mutasyonuna sahip embriyolarda r5 ve r4 {in

olusmamasi, ayn1 zamanda 2. brankiyal arkinda olusumunu da etkilemektedir (72).

1996 yilinda Jeffrey ve ark HOXB2 geni ile ilgili ¢calismalar yapmiglardir (9).
HOXB2 homozigot mutasyonuna sahip farelerde HOXB1 homozigot mutasyonuna sahip
farelere benzer fakat daha agir olan yiiz paralizisleri goriilmiistiir. Bu fareler, burunlarin
ve kulaklarin1 oynatamamanin yani sira, gozlerini kapayamamaktadir. HOXB2
homozigot mutasyonu tasiyanlarin % 75 i sternal defektleri sebebiyle solunum sikintisi
yasamalarindan dolay1 ilk 24 saat icerisinde dlmiisler, geri kalanlar ise en fazla 25 giin
yasayabilmislerdir. HOXB1 homozigot mutasyonlara sahip farelerde oldugu gibi, r4 te
KS VII nin ¢ekirdegi de gézlenememistir. Bu durum KS VII nin gelisimini de etkilemis

ve farelerde goriilen fasiyal paralizislerin nedenini agiklamayi kolaylastirmistir.
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Goddard ve ark homozigot HOXB1 mutantlarinda HOXB1 proteininin
olmadigini, HOXB2 ekspresyonunun ise normal oldugunu belirtirken (8), Jeffrey ve ark
lar1 homozigot HOXB2 mutantlarinda HOXB1 ekspresyonunun baslangigta normal iken,
hizli bir sekilde azaldigimi belirtmislerdir (9). Ekspresyon c¢alismalar1 r4 te HOXB1
proteinin olmadigmi gostermis, bu sonu¢ HOXB2 mutantlarinda goriilen yiiz
paralizislerinin HOXB1 proteininin olmamasindan kaynaklandigini diisiindiirmistiir.
Goddard i sonuglari ile birlikte diistiniildiigiinde, farelerde goriilen fasiyal paralizise
neden olarak HOXB1 proteinin olmamasi gosterilebilir. Ancak fasiyal defektlerin
HOXB2 mutantlarinda daha agir goriilmesi, KS VII nin gelisiminde HOXB2 nin de
roliiniin oldugunun gostergesidir. Bu ¢alismalar, HOXB1 ile HOXB2 genlerinin ortiisen
fonksiyonlara sahip oldugunu kanitlar niteliktedir. Yine ayni ¢alisma igerisinde
HOXB1/HOXB2 heterozigot mutasyona sahip farelerde, tek bir normal HOXB2 alelinin

bulunmasi, farelerde saglikli sternum gelisimini saglamistir.

HOXB2 ve HOXA2 gen mutasyonlarinin sonuglari karsilastirildiginda, benzerlik
gostermedikleri de goriiliir. 2. brankiyal arkin ve buradan gelisecek yapilarin
etkilenmesinin, yalnizca HOXA2 geninin ekspresyonu ile iliskili  oldugu

distiniilmektedir.
2.2.5.1.1.HOXAL Geni

HOXA1 geni 7p15.3 te lokalize ve yiiksek oranda korunmus diziye sahip bir
gendir. Birinci eksonun iki farkli kirpilma bi¢imi oldugundan, iki transkript varyanti
vardir. Bunlar sirasiyla 335 ve 137 aminoasitten olugan (NM_005522.4, NM_153620.2)
yapilardir (Sekil 2-21, Sekil 2-22). Homeobox domaini igeren transkripti, 2 ekson ve
2517 baz giftinden olusur; 747. baz ile 927. baz arasindaki bolge homeobox domaini

igeren kismudir.
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Sekil 2-21: HOXAL geni NM_005522.4 transkripti (73’den).

3?”? 2EKSON 1.EKSON SUTR

~smPeverse srand 268Kb

Sekil 2-22: HOXAL geni NM_153620.2 transkripti (73’den).

HOXA1 proteini, solunumla ilgili yapilarin gelisiminde goérevli transkripsiyon
faktori olarak gbrev yapmanin yani sira, anteroposteriyor gelisim paterninin de

olusumunda rol alir.

HOXA1 geninde meydana gelen homozigot mutasyonlarin, Athabaskan
Beyinkokii Disgenezi (Athabaskan brainstem dysgenesis) Sendromu (ABDS) ve
Bosley-Salih-Alorainy Sendromu (BSAS) na yol agtig1 bildirilmektedir (74,75). ABDS,
otozomal resesif kalitim gosteren, konjenital sagirlik, kardiyak anomaliler,
hipoventilasyon, okiiler paralizisi ve gelisim geriligi ile karakterize bir sendromdur (6).
BSAS ise bilateral Duane sendromu, konjenital sagirlik, dis kulak anomalileri ve otizm
ile kendini gosterir (6). Allelik heterojenite sonucu HOXA1 geninin neden oldugu bu iki
sendromun klinik bulgulari, Moebius sendromu ile ortigsmekte ancak Moebius
sendromunda hipoventilasyon ve konjenital sagirligin goriillmemesi 6nemli bir farklilik
olmaktadir. Tischfield ve ark BSAS ve HOXA1" fare fenotipinin ABDS de ortiistiigiinii
belirtmislerdir (74). Bu goriisii destekleyen bulgular BSAS olgularinda santral
hipoventilasyon ve fasiyal paralizis goriilmemesine karsin, tim ABDS olgularinda ve
HOXA1" farelerde bu bulgularin goéze g¢arpmasidir. Goriilen bu fasiyal paralizise
ragmen, KS VII nin etkilenmemis olmasi, ABDS yi Moebius sendromundan ayiran en

onemli ozelliktir. Bu Klinik benzerlikler nedeniyle, Moebius sendromunun da HOXA1
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geni ile iligkili olabilecegini diisiinen Rankin ve ark 40 olguda HOXA1 genini dizileme
yontemi ile incelemisler, ancak polimorfizmler diginda herhangi bir degisime
rastlamamuglardir (76). Bu ¢alisma, klinik benzerlikler nedeniyle HOXA1L geni ile iliskili
sendromlar arasinda sayilabilecegi diistiniilen Moebius sendromunun bu grup i¢inde

incelenemeyecegini gdstermistir.

“Biobase Human Genome Professional 2011.1” (BIOBASE) veritabaninda (77),
insanlarda HOXAL geninde Athabaskan Beyinkokii Disgenezi Sendromuna neden olan
tic homozigot mutasyon bildirilmektedir. Bu mutasyonlar homoebox bolgesi disinda yer
almakta olup ikisi erken dur kodonuna (rs104894018 ve rs104894017) biri gergeve
kaymasina neden olmaktadir [NM_00552.4 e ve NP_005513.1 e gore sirastyla ¢.76C>T
(p.Arg26Term), ¢.84 C>G (p.Tyr28Term) ve c.175dupG]. Bu gende Bosley-Salih-
Alorainy Sendromuna neden olan bir homozigot delesyon mutasyonu (c.185delG)

tanimlanmis olup bu mutasyon da homebox bolgesi disinda yer almaktadir.

“National Center for Biotechnology Information” (NCBI) (78) veritabanina gore
HOXA1 geninde 30 adet SNP (Single Nucleotide Polymorphism) tanimlanmistir. Bu
SNP lerden altis1 yanlis anlamli degisime neden olmaktadir. Bu alt1 polimorfizmden
sadece biri (rs41311763; ¢.797T>C; p.Leu266Pro) Homeobox domaininde yer almakta
olup popiilasyon sikligi konusunda herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Veritabaninda
bu degisimin 48 CEPH (Centre de'Etude du Polymorphism Humain/insan Polimorfizm
Calisgma Merkezi) Ornegi lizerinde polimorfizm taramasi yapilan bir incelemede
heterozigot olarak saptandigi belirtilmektedir. HOXAL genindeki mutasyonlar resesif
konumda klinik etki gosterdiginden degisimi heterozigot tasiyan bireylerin saglikli
olmasi beklenen bir durumdur. HOXAL polipeptid zincirinde, yan-zincir polaritesi non-
polar ve yiikii notral olan 16sin ayni gruptan proline doniismiis olmasina karsin,
Homeobox bdlgelerinin evrimsel olarak ¢ok korunan yapilar olmasi, bu degisimin de
yiiksek olasilikla homozigot ya da Homeobox bdlgede bir baska mutasyonla birlesik
heterozigot konumunda olmasit durumunda, klinik etki gosterecegi yiiksek olasilikla
diisiiniilmektedir. Bu goriise ilave olarak, insanlardaki yanlis anlamli degisimlerin
patolojik olup olmadiklarini sanal ortamda degerlendirmeye yartyan POLYPHEN-2
(79) programu ile incelendiginde de bu degisimin patolojik olacagi yoniinde sonug elde

edilmektedir.
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Homeobox domaini disinda kalan ve yanlis anlamli degisime yol agan bir diger
polimorfizm (rs10951154; ¢.218A>G; p.His73Arg) otizm spektrum bozukluklari ile
iliskilendirilmistir. Yapilan bir calismada, bu polimorfizmin, otizm yatkinligini
yiikselttigi bildirilmis (80), ancak ardindan yapilan arastirmalar bu goriisii destekler
nitelikte olmamustir (81). Otizm tamili bir grup Italyan olguda, bu polimorfizmin
sikligimin % 12, kontrol grubunda ise % 15.5 olarak bulunmasi, HOXAL geni ile otizm

yatkinlig1 arasinda bir iliski bulunmadigini gosteren ¢alismalardan birine 6rnektir (82).
‘STRING Version 9.0’ (83) veritabaninda HOXA1 geninin primer olarak
etkilesim i¢inde oldugu genler asagidaki bigimde sematize edilmistir (Sekil 2-23).
e DS

.- @ @

A Genlerin arasindaki gizgilerin renkleri,
e etkilegimlerinin gekillerini gostermektedir.

@ / HOXA!
ROSO!
PINOXY 6 Ekspresyon
O/\Q“” Bafilanma (Binding)
- CRABPY Dolayh olarak
@ etkiledidi genler
CYP2OAY

./

Sekil 2-23: STRING veritabanina gore HOXA1 geninin fonksiyonel ve biyolojik iliskide
olabilecegi diger genler (83’den).

2.2.5.1.2.HOXA2 Geni

HOXAZ2 geni 7p15.22 de lokalize ve yiiksek oranda korunmus diziye sahip bir
gendir. 1532 baz giftinden olusan tek bir transkripti vardir (NM_006735.3). Bu
transkript, Sekil 2-24 te goriildiigii gibi icerdigi 2 ekson ile 376 aminoasit kodlamaktadir
(73,78).
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Sekil 2-24: HOXA2 geni (NM_006735.3) (73°den).

Giliniimiizde HOXA2 geninde tanimlanan tek mutasyon homoebox domaininde
yer alan homozigot ¢.556C>A (rs119489104; NP _006726.1 e gore p.GIn186Lys,) olup
kiigiik kulak (mikrotia), duyma problemleri ve yarik damak ile kendini gdsteren bir

fenotipe yol actig1 bildirilmektedir (84).

HOXA2 geninde, NCBI veritabanina gore tanimlanmis 17 adet SNP
bulunmaktadir. Bunlardan ikisi 3> UTR (Untranslated Region) bolgesinde, besi ekson 2
de, dokuzu intron 1 de ve biri ise 5 UTR de yer almaktadir. Bu gende yanlis anlamli
degisime yol acan dort polimorfizm tanimlanmis olup bunlardan birinin (rs941002;
€.586A>T; p.Metl96Leu) Homeobox domaininde yer aldigi goriilmektedir. Bu

degisimin popiilasyon siklig1 konusunda herhangi bir bilgi bulunmamaktadir.

HOXA2 geni de diger HOX genleri gibi transkripsiyon faktorii olarak gorev
yapar. STRING (83) veritabaninda HOXA2 geninin primer olarak etkilesim iginde
oldugu genler asagidaki bigimde sematize edilmistir (Sekil 2-25).
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coD e
6 Genlerin arasindaki cizgilerin renkleri,

2 etkilegimlerinin gekillerini gdstermektedir.

\/ DLK1 Ekspresyon
e Baglanma (Binding)

CD1A
t“E ! Dolayli olarak

etkiledigi genler

Sekil 2-25: STRING veritabanina gore HOXA2 geninin fonksiyonel ve biyolojik iliskide
olabilecegi diger genler (83’den).

2.2.5.1.3.HOXBL1 Geni

HOXB1 geni 17q21.3 te lokalize ve yiiksek oranda korunmus diziye sahip bir
gendir. 1111 baz giftinden olusan tek bir transkripti vardir (NM_002144.3). Bu
transkript, icerdigi 2 ekson ile 301 aminoasitlik bir proteini kodlamaktadir (73,78).
(Sekil 2-26).

Gilinlimiizde HOXB1 geninde insan fenotipi ile iliskilendirilmis herhangi bir

patolojik mutasyon tanimlanmamastir.

NCBI veritabanina gore, bu gende tanimlanmis dokuz tanesi ekson 1 de, iki
tanesi ekson 2 de olmak iizere toplam 11 polimorfizm vardir. Bunlardan besi yanlis

anlamli degisimler olup genin Homeobox domaini disinda kalmaktadir.

- 156Kb

Sekil 2-26: HOXB1 geni (NM_002144.3) (73°den).
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STRING veritabaninda HOXB1 geninin primer olarak etkilesim i¢inde oldugu
genler Sekil 2-27 de sematize edilmistir (83).

Genlerin arasindaki gizgilerin renkler,
etkilegimlerinin gekillerini gdstermektedir.

Ekspresyon
Badlanma (Binding)

Aktivasyon

Dolayliolarak
etkiledidi genler

PNOXY

Sekil 2-27: STRING veritabaninda gore HOXB1 geninin fonksiyonel ve biyolojik iliskide
olabilecegi diger genler (83’den).

2.2.5.1.4.HOXB2 Geni

HOXB2 geni 17921.3 te lokalize ve yiiksek oranda korunmus diziye sahip bir
gendir. Sekil 2-28 te goriildiigi gibi 1555 baz ciftinden olusan ve 356 aminoasitlik bir
protein kodlayan transkipte sahiptir (73,78).

SUTR SUTR

Ip——

Sekil 2-28: HOXB2 geni (NM_002145.3) (73°den).
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Gilintimiizde HOXB2 geninde insan fenotipi ile iliskilendirilmis herhangi bir
patolojik mutasyon tanimlanmamistir. NCBI veritabanina gore, bu gende 5° UTR
bolgesinde dort, ekson 1 de bir, intronda dokuz, ekson 2 de bes ve 3’ UTR bolgesinde
dokuz adet SNP tanimlanmistir. Bunlardan ikisi yanlis anlamli degisimlere yol agip

homebox domaini disinda yer almaktadir.

STRING veritabaninda HOXB2 geninin primer olarak etkilesim i¢inde oldugu
genler Sekil 2-29 da sematize edilmistir (83).

Genlerin arasindaki gizgilerin renkleri,
etkilegimlerinin gekillerini gdstermektedir.

o Ekspresyon
- Syacns cona €O Dolayl olarak
2= etkiledigi genler
) ' t E,

COA

@\ L
)

Sekil 2-29: STRING veritabaninda gore HOXB2 geninin fonksiyonel ve biyolojik iliskide
olabilecegi diger genler (83’den).

2.3. Kullanilan Molekiiler Teknikler

2.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, herhangi bir organizmadan izole edilmis genomik
DNA daki 0Ozgil bolgelerin  uygun primerler yardimiyla ¢agaltilmasina
(amplifikasyonuna) dayanan in-vitro DNA sentezi yontemidir (85). ilk kez 1985 yilinda
Kary Mullis tarafindan gelistirilmis olan PCR yonteminin temeli, denatiirasyon,
baglanma ve uzama basamaklarina dayanmaktadir. Bu {ic basamaktan olusan her PCR
dongiisinde DNA zincirlerinin sayis1 2 katma ¢ikmakta, 25-30 dongii ile DNA
miktarinda 1 000 000 kez artma goriilmektedir. Asamalar asagidaki bicimde

tanimlanabilir:

1.basamak olan denatiirasyonda ¢ogaltilacak olan ¢ift zincirli DNA, tek zincirli

hale gelene kadar 95-98°C sicakliginda 5-10 dakika siiresince tutulur.
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2. basamak, amplifiye edilecek DNA bolgesine komplementer olan, kisa, tek
zincirli oligoniikleotidler olan primerlerin 50-70°C arasindaki bir sicaklikta DNA ya
baglanma basamagidir. Bu primerler, ¢esitli veritabanlar1 araciligiyla belirlenebildigi
gibi, cesitli blast programlari kullanilarak da iste§e gore tasarlanabilir. Primerler
tasarlanirken, uzunlugunun 18-24 niikleotid araliginda AT - CG oraninin esit dagilimhi
olmasma, herhangi bir SNP ve tekrarlayan diziler igcermemesine, ileri geri
oligontikleotidlerin baglanma 1silarinin birbirlerine yakin olmasina (en fazla +/- 2-5°C

fark) dikkat edilmelidir.

3. basamak olan zincir uzama basamaginda ise, polimeraz enzim etkinligi
sayesinde ortamda bulunan niikleotidlerin 5° ucundan 3’ ucuna dogru eklenmesiyle
DNA nin iki zincirli hale gelmesi saglanmaktadir. Bu asamada kullanilan polimeraz,
1sitya dayanikli bir bakteri olan Thermus aquaticus tan elde edilen Tag polimeraz
enzimidir. Taq polimeraz, aktivitesini serbest magnezyum iyonlar1 ile birlikte, 70°C de
gosteren bir enzimdir. Zincir uzamasi i¢in A, G, T, C niikleotidlerinden esit miktarda
iceren deoksiriboniikleotid trifosfatlar (ANTP) kullanilir. Uygun pH ve iyon kosullarinin
saglanmasi i¢in farkli iceriklerde olabilen tampon karisimlarinin kullanilmasi ile PCR

reaksiyonu i¢in tiim malzemeler tamamlanmis olur.

2.3.2. Restriksiyon Parca Boyu Polimorfizmi (Restriction Fragment Length

Polymorphism, RFLP) Analizi

Mutasyon taramasi ve polimorfik nokta saptanmasinda oldukg¢a yaygin olarak
kullanilan bir teknik olan RFLP, bakterilerde dogal olarak bulunan enzim tiirleri olan
restriksiyon endoniikleaz (RE) enzimleri kullanilarak yapilir (85). RE ler, kisa DNA
dizilerini 6zgiil olarak taniyan ve DNA y1 bu dizilere yakin bdolgelerden veya bu
dizilerin i¢indeki spesifik noktalardan kesen enzimlerdir. Bu enzimler, tip I, tip Il ve tip
III olmak iizere li¢ grupta toplanir. Tip | RE ler DNA y1 tanidigi bolgeden 1000 bg.lik
uzaklikta, 6zgiil olmayan yerlerden asimetrik olarak keserler. Tip III RE ler ise DNA y1
tanima bolgelerinden 24- 26 bg uzakliktan keserek asimetrik pargalar olustururlar. Tip 11
RE ler 4, 6, 8 niikleotitten olusan, genomda iki yonlii simetri olusturan palindromik
bolgelerdeki dizileri tantyip keserler. Tip I ve Tip III RE ler kesim sirasinda ATP ye

ihtiyag duyarlarken, tip Il RE lerin kesim sirasinda enerjiye ihtiyaglar1 yoktur, bu
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nedenle molekiiler genetik caligsmalarinda en ¢ok tercih edilenler bu enzimlerdir. Tip II
RE ler kesim sonucunda DNA da olusturduklart uglarin yapilarina gére 2 alt gruba
ayrilirlar. Bazilar1 DNA nin 5° ucunda yapiskan ug¢ olusturacak sekilde kesim yaparlar.
Bu enzimlerin ligasyon etkinlikleri yiiksek oldugundan klonlama c¢alismalarinda

kullanilirlar. Bazi RE ler ise kiit uglar olusturacak sekilde DNA dizisini taniyip keserler.

Restriksiyon endoniikleazlarin kesim noktalari, bireylerde goriilen polimorfizm ve
mutasyonlar ile ortadan kalkabilir. Ya da tam tersi olarak bu polimorfizm ve
mutasyonlar yeni kesim noktalar1 olusturabilirler. Molekiiler ¢alismalarda, DNA daki
kesim noktalarindan yararlanilarak, bilinen mutasyon ya da polimorfizmler
saptanabilmektedir. Kesim sonucunda fragmanlarin boylari, agaroz ya da poliakrilamid

jelde degerlendirilerek bilinen mutasyon saptamasi kolaylikla yapilabilmektedir.

2.3.3. DNA Dizi Analizi

DNA niikleotid dizilerinin saptanmasi anlamina gelen DNA dizi analizinde, iki
temel teknik gelistirilmistir. Bunlar Maxam-Gilbert kimyasal degradasyon yontemi ve
Sanger in dideoksi enzimatik yontemidir. Maxam-Gilbert yonteminde (86) DNA pargasi
bir ucundan P32 ile isaretlenir. Bu isaretlenen DNA pargast dort tiipe boliintir. Her
ornege, DNA daki bazlardan birisini tahrip edecek sekilde bir kimyasal madde eklenir.
Ardindan hasarlanmis niikleotidlerin bulundugu yerlerden kirilmasi i¢in gerekli
kimyasallar kullanilarak DNA yapisi kirilir ve P32 ile isaretlenmis kisali-uzunlu
parcalar elde edilmis olur. Boylari gittikce kisalan DNA dizileri, birbirlerinden jel

elektroforezi ile bilyiikliikklerine gore ayrilir ve otoradyografi ile bantlar goriintiilenir.

DNA dizi analizinde kullanilan bir diger yontem olan Sanger ise zincir sonlanma
yontemi ile calisir (87,88). Bu yontemde dizisi saptanacak olan DNA ipligi yeni
sentezlenecek iplik i¢in kalip olarak kullanilmaktadir. Yontemin temeli, DNA
polimerazin, dNTP lerin yan1 sira deoksiribozun 3’ pozisyonunda -OH grubu tagimayan
ddNTP leri de (dideoksiriboniikleotid trifosfat) substrat olarak kullanmasi esasina
dayanmaktadir. Sentezlenen DNA ya bir ddNTP nin katilmast ile 3’ pozisyonunda -OH
grubu olmadigi i¢in islem durur. Dizi analizi yapilirken dort ayri reaksiyon karigimi
hazirlanir. Her bir karisim kalip DNA zinciri, bir primer, dNTP lerin dordii ve az
miktarda ddNTP lerden birini icerir. Ozgiil zincir sonlanmasi igin her bir reaksiyonda
farkli bir ddNTP bulunur. Reaksiyonlarin her birinde ¢ok az miktarda modifiye

niikleotit kullanildig: i¢in yeni zincir sentezi rastgele sonlanarak bir dizi DNA fragmenti
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meydana gelir. Reaksiyonlar sonucu elde edilen DNA pargalarina elektroforez
uygulanarak jel iizerinde yanyana yiiriitiliir. Uygulanan elektriksel alanin etkisi ile
DNA pargaciklar1 en kisasi en 6nde olmak iizere jel lizerinde bir merdiven goriintiisii
olusturur. Isaretleme ydntemine gore jel iizerinde, tespit edilen pargaciklar reaksiyon

karisimina konulan ddNTP nin tipine gore okunur.

Gliniimiizde pek ¢ok DNA dizi analizinin ayn1 anda ve en az hata ile
gerceklestirilebilmesi i¢in otomatik DNA dizileyicileri gelistirilmistir. Bu dizileyici
sistemlerde, ddNTP lerin her biri farkli bir floresan boya ile isaretlenmis oldugundan,
tek bir reaksiyon ile farkli uzunluklardaki DNA fragmanlar1 elde edilip, analiz
edilebilmektedir (85).

2.3.4. Mikrodizin Teknigi

Ik defa 1980 li yillarda gelistirilen mikrodizin teknigi, bilgisayar sistemlerinin
gelismesi ile birlikte hizla ilerlemistir. Mikrodizin teknolojisi, DNA nin bir substrata
baglanip bilinen bir gen ya da fragment ile prob hazirlanmasi seklinde tanimlanabilecek
“Southern Blotting” tekniginden tiiretilmistir (85). DNA mikrodizini cam, plastik veya
silikon gibi kat1 bir yiizey iizerine tutturulmus 20-100 niikleotid uzunlugunda DNA
pargalari olarak tanimlanan onbinlerce proptan olusur. Mikrodizin teknigi, bu proplarin
restriksiyon enzimleri ile kesimi yapilan DNA fragmanlari ile hibridizasyonuna dayanur.

Hibridizasyonun ardindan, bilgisayar tarama sistemi ile veriler toplanarak analiz edilir.

Mikrodizin teknolojisi, en sik olarak gen ekspresyon ve mutasyon analizlerinde,
cevresel arastirmalar ve antimikrobiyal gen analizi gibi uygulamalarda kullanilmaktadir.
Piyasada bu amagcla gelistirilmis ¢esitli ticari kitlerden biri olan Affymetrix 6.0,
906.600 den fazla SNP ve 946.000 den fazla CNV probu igeren bir platformdur. Bir
genomdaki gen kopyalarmin tanimlanmasinda, tek niikleotid polimorfizmleri ve
mutasyonlarin  belirlenmesinde kullanilan bu mikrodizin platformu, geleneksel

molekiiler genetik arastirmalara Ustiinliik saglamaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Calisma Grubu

Calisma grubumuzu 1993-2011 tarihleri arasinda Istanbul Universitesi, Istanbul
Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dalina, konjenital fasiyal paralizis nedeniyle
bagvuran 25 olgu olusturmaktadir. Yapilan klinik degerlendirmeler sonucu, olgular
Moebius sendromu tanisi alarak gosterdikleri paralizislere ve ek anomalilere gore hafif,

agir ve Moebius + Poland olmak tizere siniflandirildi.

Calismanm etik agidan uygunlugu, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan onaylandi. Calismaya katilan tiim aile tyeleri ve saglikli bireylerden

bilgilendirilmis onam alind1.

3.2. Yontem

3.2.1. DNA Eldesi

DNA izolasyonlar1 5ml K3EDTA 11 tiiplere alinan periferik kandan, kit
kullanilarak, firma protokoliine uygun olarak elde edildi (DNA Isolation Kit for

Mammalian Blood, Roche).

3.2.2. Dizi Analizi

3.2.2.1. Aday Genlerin Yapilarinin Arastirilmasi

HOXAL, HOXA2, HOXB1 ve HOXB2 genlerine ait tiim varyantlara, genomik
DNA dizilerine, eksonlara, intronlara, transkriptlerine, tek niikleotidlik
polimorfizmlerine (SNP), tekrar dizilerine, delesyon/insersiyon olarak varolan
polimorfik yapilaria (DIP), kodladig1 proteinin amino asit dizilerine ve domainlerine,
UCSC Genome Browser (89), ENSEMBL Genome Browser (73), NCBI Home Page (78)
ve HGDB Human Genome Data Base (77) den ulasildi.

3.2.2.2. Primerlerin Tasarlanmasi

Primerler tasarlanirken, segilen oligoniikleotidlerin herhangi bir SNP ve
tekrarlayan diziler icermemesine, ileri geri oligoniikleotidlerin baglanma 1silarinin
birbirlerine yakin olmasina (en fazla +/- 2-5°C fark), icerdigi AT ve CG niikleotidlerinin

oldugunca esit dagilimli olmasina, 18-24 niikleotid igermesine ve gen bdlgesi i¢in
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6zgiin olmasina 6zen gosterildi. Ozgiinliik, USCS Genome Browser dan “in silico PCR”
interaktif sistemi ile test edildi (89). Tasarlanan primerlerin dizileri Tablo 3-1 de

listelenmistir.

Tablo 3-1: Primer dizileri

GEN EKSON | ILERI PRIMER (5'—-3") GERI PRIMER (5'—3")

1 | GTGATCCATCACTGCGGA | CCATGCACTACAACACTAGTCT

HOXA1 2 CCGATTTGTGCTGAGTTCT CCCTCTGAGGCATCTGATT

3’UTR | GTGAGTTTGCTGGTTGAA CAACAACTTTATACTGGAGCTA

1 CCACGTACTCCGGGACAT GTCTCATTGTAGAGCGCAGGA

HOXAZ 2 GCCACAGGCATGAATTCGAT | CATGCCGCCTTAATAAATGTA
1 CTTCCTAGGGAAGCGCTT CCTGACCTGAGACGTAGGTT

HOXE! 2 GGTCCCTGGGAACTTTGA TTGACAGGTTCCATGCCTC

HOXED 1 GTGACCACGAATTCCCTGTA | GTAAGGAACCCCAACAGGC

2 GGTGATACTGGTTTTGGAGG | GAGGCTTTGCTGCCATATG

3.2.2.3. Ekson Bolgelerinin PCR Yontemi ile Cogaltilmasi

Her bir PCR reaksiyonu icin, 200 ng gDNA, 1X tampon soliisyonu [10X
(NH4)2S04], 2 mM MgCl,, % 4-10 DMSO (Sigma), 200 uM dNTP, 300-800 uM ileri
ve geri primerler ve 0.5 U Taq polimeraz enzimi (Fermentas) kullanildi. Reaksiyon
karigimi, bidistile su (H,0) ile 50 pl ye tamamlandi. PCR, 95°C de 10 dk denatiirasyon,
ardindan 95°C de 30 sn denatiirasyon, 60°C den 54°C ye kadar kademeli olarak
distiriilen 30 sn lik baglanma 1silarinda ve 70°C de 60 sn uzama basamaklarindan
olusan toplam 40 dongii ve son olarak 70°C de 10 dk lik uzama olacak sekilde, touch-
down PCR yontemi kullanilarak, termal dongii cihazinda (MJ Research PTC-200)
gerceklestirildi. Amplifikasyon sonrasi PCR 6rneklerinden 5 pl alinarak, 500 baz ciftlik
merdiven markorii (Sigma) paralelinde 10 pg/ml etidyum bromiir igeren %1.2 lik
agaroz (Sigma) jelde, 1X TBE tamponunda, 80 V da, 20-25 dk yiiriitiilerek boyutlarina
gore ayrildi. Elde edilen bantlar ultraviyole (Omes, Fotodyne) 1sik altinda

goriintiilenerek fotograflari kayit edildi.
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3.2.2.4. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi
PCR diriinleri ticari kit kullanilarak, firma protokoliine uygun olarak
saflagtirildi.(Agencourt Ampure PCR Clean-Up Kit; High Pure PCR product

purification kit, Roche )

3.2.2.5. DNA Dizi Analizi

PCR yontemi ile ¢ogaltilan ve ardindan saflastirilan ekson bolgelerinin bir kismi
hizmet alim1 olarak dig laboratuarda (Macrogen,Seoul/Kore), bir kism1 da Tibbi Genetik
A.B. laboratuvarinda bulunan ABI310 otomatik tek kapilerli DNA dizileyicisinde
(Applied Biosystem/Genomed) gerceklestirildi.

PCR reaksiyonunda herbirinden 2 pl olmak iizere su malzemeler kullanildi:
1. Saflastirilmig PCR {irtinii

2. 5X tampon soliisyonu olan BIGDYE buffer (PCR igin gerekli tiim

kimyasallarini igerir.)

3. Primer (ilk PCR da kullanilan primerlerden biri kullanilir. Dizilemenin ileri

veya geri primerlerin hangisi ile yapilacagi istege baglidir.)
4. BIGDYE v3.1 (ddNTP leri ve AmpliTaq DNA polimeraz igerir.)
5. dH20
Toplam 10 pl olan karigim termal dongii cihazina konuldu.

Protokol 96°C de 10 sn denatiirasyon, 50°C de 5 sn baglanma ve 60°C de 4 dk
sonlanma basamaklari ile toplam 25 dongiiden olusmakta idi. Dongiiler bittiginde 4°C

ye gelen cihazdan ‘sekans PCR’ iiriinleri alindi.

Bu PCR firtinleri dizileme cihazina konmadan 6nce piirifiye edildi. Piirifikasyon
asamasinda 1 g sefadeks tartilip 14 ml distile suda ¢oziildii. Her bir 6rnek i¢in bir filtreli
tiipe 800 pl konularak 4600 rpm de 2 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipleri atildi ve
filtreli tiipler temiz toplama tiiplerine kondu. PCR f{irlinlerinin tamami, pipet ucu
degdirilmeden jel haline gelen sefadekse aktarilarak, 4600 rpm de 2 dakika santrifiij

edildi. Boylece toplama tiiplerinde piirifiye edilmis iiriinler elde edildi.

Saflagtirmadan sonra Ornekler cihaz tepsisine yerlestirilirerek baslama komutu

verildi.
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3.2.2.6. DNA Dizi Analizi Sonu¢larimin Yorumlanmasi

Dizileme sonuglart Chromas 2.32 (www.technelysium.com.au/chromas.htlm) ve
NCBI BLAST (Basic Local Asligment Search Tool; www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)
programlar1 kullanilarak bilgisayar ortaminda analiz edildi. Dizi analizi sonucunda
saptanan degisimlerin tanimlanmigs SNP olup olmadiklar1 NCBI Entrez SNP
(www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP) ve ENSEMBL GeneSNPView

(www.ensembl.org/genesnpview) veritabanlari kullanilarak degerlendirildi.

3.2.3. Restriksiyon Enzim Kesimi Calismasi

Kontrol ¢alismasi igin yapilan restriksiyon enzim kesimi c¢alismasinda 80
saglikli bireye ait DNA materyali kullanildi. Bu DNA larda, pozitif ve negatif kontrol
esliginde genin ilgili bolgesine ait primerler kullanilarak PCR yapildi. Bu amplifikasyon
bolgesinin kesimini yapan enzimler ve kesim sonucunda elde edilecek olan bant boylari
‘Restriction enzyme digest of DNA’ veritabaninda (90) degerlendirilerek, Acil (Ssil)
enziminin homozigot mutant, heterozigot mutant ve homozigot normal bantlar
birbirinden ayirabilecegi saptandi. Acil (Fermentas) restriksiyon enzimi saglikli
bireylerin amplifikasyon bolgesini 48, 50, 78, 92 ve 432 baz ciftlik bolgelere,
homozigot degisime sahip olguya ait amplifikasyon bdlgesini 48, 78, 142 ve 432 baz
ciftlik bolgelere ve bu degisimi heterozigot olarak tasiyan anne ve babasimin
amplifikasyon bolgesini ise 48, 50, 78, 92, 142 ve 432 baz ciftlik bolgelere
ayirmaktadir. Bu enzimin DNA dizisini hangi bdlgeden kestigi sekil 3-1 de

gosterilmistir:

5.C*"CG C..3°
3..G GC"G...Y

Sekil 3-1: Acil Enziminin DNA dizisini kesim bolgeleri

Enzim kesimi ¢alismasi i¢in 5 pl PCR dirtiniinden, 45 upl Acil tampon
karisimindan (1X Acil Buffer Tango) ve 0,4 pl Acil enziminden alinarak bir tiipe
karistirtldi ve tim gece 37°C lik etiive konularak kesim gergeklestirildi. Ertesi sabah
kesimi yapilan iriinler, igerisine 3 pl yiikleme boyast konularak %2,5 luk TBE agaroz

jelde 50 kb lik markér esliginde yiiriitiildii.
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3.2.4. Mikrodizin Calismasi

Moebius sendromu klinik tanist alan 25 olgunun 13 iinde CRANIRARE projesi
kapsaminda Affymetrix 6.0 ile mikrodizin ¢alismasi yapildi (MBS#1, MBS#2, MBS#3,
MBS#4, MBS#6, MBS#14, MBS#15, MBS#19, MBS#20, MBS#23, MBS#24,
MBS#27, MBS#28).

Toplam 250 ng olacak sekilde 50 ng/pl lik DNA o6rneklerinden 5 pl alinarak
baslanan bu ¢alisma yaklasik 4 giin siirdii.

3.2.4.1. Kesim, Ligasyon, PCR (Birinci giin)
Kullanacagimiz Affymetrix 6.0 ¢ipine uygun olarak Styl ve Nspl enzimleri ile

kesim yapilmak tizere 2 ayri tiipte reaksiyon karigimi hazirlandi:

Birinci tiipe 0.2 pL BSA (100X; 10 mg/mL), 2 uLL 10X Sty I tampon soliisyonu
(NEBuffer 3), 1 uL Sty I (10 U/uL) ve 11.55 pL su; ikinci tiipe ise 0.2 pL BSA (100X
10 mg/mL), 2 uL 10X Nsp I tampon soliisyonu (NEBuffer 2), 1 uL. Nsp I (10 U/uL) ve
11.55 pL su konuldu.

Bu karigimlar tizerine her iki tiipe 5 er pL genomik DNA eklenerek tiipler, 37°C
de 120 dk, 65°C de 20 dk olacak sekilde programlanan termal dongii cihazina konuldu.

Yaklagik 3 saat siiren kesim agsamasindan sonra, ligasyon asamasina gecildi.

Bu asamada yine farkli tiiplerde 2 karisim daha hazirlandz:

Birinci tiipe 2,5 pL. T4 DNA Ligase tampon soliisyonu (10X), 0.75 pL Adaptor
Sty I (50 uM), 2 uL. T4 DNA Ligase (400U/uL); ikinci tiipe ise 2,5 uL. T4 DNA Ligase
tampon soliisyonu (10X), 0.75 puLL Adaptor Nsp 1 (50 uM) ve 2 uL T4 DNA Ligase
(400U/uL) eklendi.

Kesim galigmasi tamamlanan Styl enzimli tiiplin igerigi Styl adaptoriinii i¢eren
1. tiipe ve Nspl enzimli kesim c¢alismasi tamamlanmis tiipiin icerigi Nspl adaptorii

igeren 2. tlipe aktarildi.

Toplam 25 pL hacime ulasan 2 tiip termal dongii cihazinda 16°C de 180 dk ve
70°C de 20 dk olacak sekilde ligasyon islemi gerceklestirildi.

Ligasyonu takiben, iirinler 2000 rpm de 30 sn santrifiij edildikten sonra buz

tizerine alind1 ve tizerlerine 75 uLL dH,0 koyuldu. Béylece 100 uL. hacime ulasan iirtinler
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bir kez daha 2000 rpm de 30 sn santrifiij edildi. Her iki karisim 10 pL olacak sekilde 7
ser tiipe paylastirildi.

Ligasyon asamasinda eklenen adaptorlerdeki dizilerin ayni olmasi sebebiyle tek

bir primer ile yeni bir PCR karigimi1 hazirlandi.

Her bir tiibe 39.5 uL dH,0, 10 ul TITANIUM Taq PCR tampon soliisyonu
(10X), 20 uL. GC-Melt (5M), 14 pL ANTP (2.5 mM each), 4.5 uL. PCR Primer 002 (100
uM), 2 uL TITANIUM Tag DNA Polimeraz (50X) olacak sekilde hazirlanan
karisimdan, 14 tiipe 90 ar pL dagitildi ve bdylece her bir tiipte 100 uL. PCR+ ligasyon

tirtinii bulunmaktaydi.

Birinci giiniin son PCR isleminde 94°C de 3 dk denatiirasyonun ardindan 94°C
de 30 sn, 60°C de 45 sn, 68°C de 15 sn dongiisii 30 kez tekrarlandi ve en son 68°C de 7
dk nin ardindan {irtin 4°C de sakland1 (Sekil 3-2).

e ———______ s———
4 }

4
Nsp | Nsp | Nsp | Sty | Sty | Sty |

Sekil 3-2: Mikrodizin ¢calismasinda restriksiyon enzim kesimi, ligasyon ve PCR asamalari
(96°dan)

3.2.4.2. Piirifikasyon, Ol¢iim, Fragmentasyon, Isaretleme (labelling) (ikinci Giin)

Enzim kesim calismasinin uygun gerceklesip gerceklesmedigini kontrol etmek
amactyla +4°C de bekletilen PCR firiinlerinden % 2 lik TBE agaroz jele 1 kb lik markor
ile birlikte yiiklenerek elektroforezde yiiriitiildii.

Elde edilen fragmanlarin 200 ile 1100 baz ¢ifti uzunlugunda olup olmadig1
kontrol edildi (Sekil 3-3).
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Sekil 3-3: Fragmanlarin agaroz jeldeki goriintiisii (96’dan)

Fragman boylarinin uygun oldugu goriildiikten sonra bir olguya ait olan 14 tiip

bir ependorf tiipline alinarak karistirildi ve piirifikasyon asamasina gegildi.

Agencourt Ampure kiti ile yapilan piirifikasyonun ardindan, yogunluk 6l¢iimii
yapildi. Protokole uygun olarak beklenen yogunlugun 4,5-6 ng/ uL olmasi durumunda

ileri asamaya gegildi. Bu araligin disindaki 6rnekler ¢alisma dis1 birakildu.

Fragmentasyon amaciyla 10X Fragmentation tampon soliisyonu, Fragmentation

Reagent ve sudan olusan yeni bir karisim hazirlandi.

Piirifikasyonu tamamlanmig DNA 6rnegine bu karisimdan 5 pL ilave edildi. Bu
karisim, termal dongii cihazina yerlestirildi ve 37°C de 35 dk ile baglayip, 95°C de 15
dk ile devam eden kisa bir programla fragmante edildi. 4°C de bir siire kaldiktan (10-15
dk) sonra {irtinler alinip % 4 likk TBE agaroz jele yiiklenerek bant boylar1 kontrol edildi.
Bant boylar1 200 baz ciftinden daha kiiciik olan 6rneklerle calismaya devam edildi
(Sekil 3-4).

Sekil 3-4: Fragmanlarin agaroz jeldeki goriintiisii (96’dan)
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4. agama olan isaretleme agsamasinda DNA fragmentlerinin 5’ ucundan biotin ile
isaretlenmesi i¢in 14 puL Terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) tampon soliisyonu
(5X), 2 uL DNA Labeling reaktifi (30 mM) ve 3,5 puL TdT enzimi (30 U/uL)
kullanilarak hazirlanan 19,5 pL lik karisim, fragmente olan DNA pargalar1 bulunan 53,5
uL lik karigima katilarak yeni bir dongiiye sokuldu. Bu dongii 37°C de 4 saat, 95°C de
15 dk icermekte idi. Dongii sonunda tiipler +4°C de bekletildi (2. giin sonu).

3.2.4.3. Hibridizasyon (Uciincii Giin)

Hibridizasyon i¢in hazirlanan karisim; 12 ul. MES (12X; 1.25 M), 13 uL
Denhardt soliisyonu (50X), 3 uL EDTA (0.5 M), 3 uL HSDNA (10 mg/mL), 2 uL
OCR, 0100, 3 uL Human Cot-1 DNA (1 mg/mL), 1 uL Tween-20 (3%), 13 uL. DMSO
(100%), 140 uL TMACL (5 M) olmak tizere toplam 190 pL lik bir karisimdir. Bu
karisim bir Onceki giin isaretli DNA fragmentlerinin bulundugu tiipe karistirilarak
termal dongii cihazinda 95°C de 10 dakikanin ardindan, ¢iplere yiikleme yapilana kadar
49°C de bekletildi (10-15 dk).

Ciplerin bilgisayar sistemine tanitilmasinin ardindan, hazir olan karisim tiipii
termal dongii cihazindan alinmadan ig¢inden 200 pL si alinarak ¢iplerin arka
yiizeyindeki kiigiik acikliktan igeri aktarildi (Sekil 3-5). Cipler, 50°C deki hibridizasyon
firminda tiim gece boyunca hibridize edildi (Sekil 3-6).

Sekil 3-5: Mikrodizin ¢ipi (96°dan) Sekil 3-6: Hibridizasyon firim (96’dan)
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3.2.4.4. Yikama ve Veri Analizi (Dordiincii giin)
Hibridizasyon firinindan ¢ikarilan ¢ipler, i¢indeki karisim mikropipet yardimi ile
bosaltildi ve ¢ipler sisteme bagli yikama istasyonuna yerlestirildi. Giin boyu siiren

otomatik yikama igslemlerinin ardindan veriler alind1 ve analize hazir duruma getirildi.

3.2.4.5. Analiz

Affymetirx SNP 6.0 ¢ipleri ile yapilan ¢alismalarda firmanin 6nerdigi kalite
kontrol degerleri QC Call Rate i¢in > %86, Contrast QC i¢in >0.4 ve MAPD degeri igin
ise <0.4 idi. CRANIRARE projesi kapsaminda bu ¢iplerle reaksiyona sokulan ve kalite
degerleri Onerilen limitler iginde kalan Moebius olgulart (MBS#1, MBS#2, MBS#3,
MBS#4, MBS#6, MBS#14, MBS#15, MBS#19, MBS#20, MBS#23, MBS#24,
MBS#27, MBS#28), sitogenetik ve molekiiler genetik calismalarda daha Once
gosterilmis olan aday bolgelerde (1p34, 1p22, 13912-913, 3921-g25.2, 10g21) ve bizim
caligmamizda segtigimiz aday genlerde (HOXA1, HOXA2, HOXB1 ve HOXB2) olasi

delesyon/duplikasyon varliklari agisindan incelendi.

Bu bolgelerde herhangi bir delesyon ya da duplikasyon olup olmadigi
Chromosome Analysis Suite/ChAS programu ile yapilan analizlerle arastirildi. Delesyon
ve duplikasyonlarin degerlendirilmesinde, aday bolgeler i¢in filtre ayari, “ >200 kb ve

>20 marker”, aday genler i¢in ise , “>1 kb ve >1 marker” olarak kullanildi.

Aday genlere ait problarin olup olmadigi, varsa tipi (SNP ve CNV) ve genlerin
hangi bolgelerinde bulundugu (ekson, intron, UTR, yakin gen) ayrintili olarak arastirildi
(91). Bu 6n caligmalar ve ardindan gergeklestirilen delesyon/duplikasyon incelemesi,
Affymetrix Genotyping Console Version 4.0 da CN5.CNCHP ye doniistiiriilen CEL
dosyalarinin ChAS programinda agilmasi ile yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

Klinigimizde Moebius sendromu 6n tanist alan olgular klinik bulgularina gére
agir Moebius, hafif Moebius ve Moebius+Poland olmak tizere 3 grupta degerlendirildi.
Olgularin 7 si agir Moebius, 12 si hafif Moebius, 6 s1 ise Moebius + Poland grubunda
yer aldi. Bu olgularin klinik bulgular1 Tablo 4-1, 4-2, 4-3 ve 4-4 te ve tiim olgularin

kraniyal sinir paralizis bulgulari ise Tablo 4-5 te gosterildi.



Tablo 4-1: Agir Moebius olgularinin klinik bulgular:
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Akrabalik
Cinsiyet

Yas(yil+ay)

Fasiyal anomaliler

Hipertelorizm

Epikantus (sag/sol )
Blefarofimoz (sag/sol )
Diizlesmis/genis burun kopriisii
Dis kulak anomalileri

Agiz anomalileri

Dil hipoplazisi/asimetri

Yiiksek damak
Retromikrognati

Dis clirtigii

Ekstremite anomalileri
Tirnak anomalileri
Sindaktili

Klinodaktili

Polidaktili

Kiilah-seklinde epifizler
Falanks hipoplazisi
Mikromeli

Ayaklarda parmak anomalileri
Talipes ekinovarus (sag/sol )

Pes planus (sag/sol )

Agir Moebius Olgular:

MBS-1

4+0

MBS-2 |[MBS-3| MBS-5 |MBS-7
+(2°) - +(1°) -
F M M M
3+3 1+3 2+7 5+10
- - - +
+/+ +/+ +/+ +/+
-+ +/+ - -
+ + + -
- - - +
- + - -
- + + -
+ _ - -
- - - +
- + + -
- + - -
+/+ +/- +/+ -
- - - +/-

MBS-20

+(2°)
M

3+7

MBS-27

(Ayni1 koy?)
E

4+3

+CP
(opere)




Tablo 4-2: Hafif Moebius olgularinin klinik bulgular:
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Akrabalik

Cinsiyet
Yas(yil+ay)
Fasiyal anomaliler

Hipertelorizm
Epikantus (sag/sol )
Blefarofimoz (sag/sol )
Diizlesmis/genis burun
kopriisii

Dis kulak anomalileri
Agiz anomalileri

Dil hipoplazisi/asimetri
Yiiksek damak
Retromikrognati

Dis ¢lirtigii

Ekstremite anomalileri
Tirnak anomalileri
Sindaktili

Klinodaktili

Polidaktili
Kiilah-seklinde epifizler
Falanks hipoplazisi
Mikromeli

Avyaklarda parmak
anomalileri

Talipes ekinovarus
(sag/sol )

Pes planus(sag/sol )

Hafif Moebius Olgular: (1)

MBS-4

+2,5%)

2+1

MBS-8| MBS-9 MBS-10 MBS-14

+ o
(1% (Ayn1 koy?)

F F M F
3+0 0+10 0+7 1+6
- + - +
- +/- - -/-

- - +/+ - /-
- - - +/+
- - - +
+ + - +
- + + -
+ R - -
- + + -
- + - -
+ R - -
- - - +
- -[+ - -

MBS-16

1+7




Tablo 4-3: Hafif Moebius olgularinin klinik bulgular: (devam)
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Akrabalik
Cinsiyet

Yas(yil+ay)
Fasiyal anomaliler

Hipertelorizm
Epikantus (sag/sol )
Blefarofimoz (sag/sol )
Diizlesmis/genis burun
kopriisii

Dis kulak anomalileri
Agiz anomalileri

Dil hipoplazisi/asimetri
Yiiksek damak
Retromikrognati

Dis clirtigii

Ekstremite anomalileri
Tirnak anomalileri
Sindaktili

Klinodaktili

Polidaktili
Kiilah-seklinde epifizler
Falanks hipoplazisi
Mikromeli

Avyaklarda parmak
anomalileri

Talipes ekinovarus
(sag/sol )

Pes planus(sag/sol )

Hafif Moebius Olgular (2)

MBS-17 |MBS-18| MBS-21 | MBS-22 | MBS-25 | MBS-26

7+0

(Ayn1 koy?)

F F F F
3+8 9+0 +7 0+8
+ - - -
+/+ +/+ - +
/- /- - +
-+ -/+ -1+ -[+
+ + - +
+ - + +
- - - +
- + - -

- - ? ?
+ R - -

+

(1,59

1+11




Tablo 4-4: Moebius+Poland olgularinin klinik bulgular:
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Akrabalik

Cinsiyet
Yag(yil+ay)
Fasiyal anomaliler

Hipertelorizm
Epikantus (sag/sol )
Blefarofimoz (sag/sol )
Diizlesmig/genis burun
kopriisii

Dis kulak anomalileri
Agiz anomalileri

Dil hipoplazisi/asimetri
Yiiksek damak
Retromikrognati

Dis clirigii

Ekstremite anomalileri
Tirnak anomalileri
Sindaktili

Klinodaktili

Polidaktili
Kiilah-seklinde epifizler
Falanks hipoplazisi
Mikromeli

Ayaklarda parmak
anomalileri

Talipes ekinovarus
(sag/sol )

Pes planus_(sag/sol )

Moebius+Poland Olgular

MBS-6 MBS-15 MBS-19 ‘ MBS-23 MBS-24
(Ayn1 kdy?) (Ayni1kdy?)  (Aynikdy?)  (Aynikdy?)

M M M M M
5+7 13+7 8+8 0+10 243
+ + - + -
+/+ +/+ +/+ +/+ -
- -I- -I- -I- -

- -/- -/+ ++ -
+ + - - +
- + + - -
+ - - + +
+ - - - -
- + + + -
+ + + + -
- - + - +
- + - + ?
- + + + ?
+ + + + Ameli
- + - - +
-+ -[+ - - ?
- - - - ?

MBS-28

9+2
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Tablo 4-5: Tiim olgularda goriilen Kraniyal Sinir Paralizisleri

MBS No Kraniyal Sinir Paralizisleri (Sag/ Sol)
KS VII KS VI KS XIllI KS I KS IV KSV KS IX/X

MBS#1 +/+ +/+ +/+ +/+ - + +
MBS#2 -1+ -1+ - +/- - - -
MBS#3 +/- +/+ +/- - - + +
MBS#4 +/- +/+ - - - - -
MBS#5 +/+ - - ++ - - -
MBS#6 +/+ +/+ -+ - - - .
MBS#7 +/+ +/+ - +/- - - -
MBS#8 +/- +/- - - - - -
MBS#9 +/+ +/+ - +H+ - - +
MBS#10 +/- - - +/+ - - +
MBS#14 +/+ +/+ - - - - -
MBS#15 +/+ +/+ +/+ - - - -
MBS#16 +/+ - - - - i +
MBS#17 +/+ - - - - + -
MBS#18 -1+ - -1+ - - - -
MBS#19 +/+ +/+ +/+ +/+ - - -
MBS#20 -[+ +/+ - - +/+ . }
MBS#21 -/+ - - - - - -
MBS#22 -1+ +/+ - - - - -
MBS#23 +/- - - - - - -
MBS#24 +/+ +/- +/+ - - - +
MBS#25 +/+ +/- - - - - -
MBS#26 +/+ -/+ - - - - -
MBS#27 +/+ +/+ +/+ +/+ - - +

MBS#28 -[+ -+ - - - - -




4.2. Dizi Analizi Sonuclar:

4.2.1. HOXA1 Geni
HOXAL geninin birinci eksonunda, 25 olgunun ikisinde (MBS#4 ve MBS#25)
heterozigot rs10951154 polimorfizmi (c.218A>G) ve birinde (MBS#22) heterozigot

rs45571645 polimorfizmi (c.436C>A) saptandi (Sekil 4-1 ve Sekil 4-2).

NV

MBS NO EKSON1 MBS NO EKSON1
ATcaccaccccc S ccAcLACCR GO

MBS#4 ﬂ l , MBS#22

MBS#25

s

Sekil 4-1: rs10951154 ve rs45571645polimorfizmi saptanan olgular ve érnek dizi
kromatogramlari

MBS#7 ve MBS#9 olgularinda HOXAL geninin 3’ UTR bolgesinde heterozigot
rs56012816 polimorfizmi (c.*56C>A) saptandi (Sekil 4-2).

MBS NO 3’UTR

T CTTAC CC AL
MBS=7
MBS#9

/}/\“/\/\f\/{/\/\'{ﬁy

Sekil 4-2: rs56012816 polimorfizmi saptanan olgular ve érnek dizi kromatogram

4.2.2. HOXA2 Geni

HOXAZ2 geninin birinci intronunda rs2428431 polimorfizmi (c.391+72G>C) 5
olguda (MBS#6, MBS#17, MBS#18, MBS#19, MBS#28) heterozigot olarak saptandi

(Sekil 4-3).
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MBS NO INTRON1

C T GG T € 66 6 G G G

MBS#6 G
MBS#17
MBS#18

MBS#19 \L
= |

Sekil 4-3: rs2428431 polimorfizmi saptanan olgular ve érnek dizi kromatogrami

4.2.3. HOXB1 Geni

HOXB1 geninin birinci eksonunda yer alan rs12939811 (c.309A>T)
polimorfizmi 5 olguda (MBS#8, MBS#17, MBS#20, MBS#21 ve MBS#27) heterozigot
olarak saptandi (Sekil 4-4).

MBS NO EKSON1
9T C T A ) C A G A A~
MBS#38
MBS#17 J'
MBS#20

we VAN

Sekil 4-4: rs12939811 polimorfizmi saptanan olgular ve 6rnek dizi kromatogrami

Olgularin doérdiinde (MBS#17, MBS#20, MBS#21 ve MBS#27) birinci eksonda
heterozigot rs12946855 (¢.237C>T) ve rs7207109 (c.450G>A) polimorfizmleri saptandi
(Sekil 4-5).

MBS NO EKSON 1 EKSON1

A G C TCZC 66C 6 C C 6 ACCGC 6 AGCTTT
MBS#17 T
MBS#20

— ‘In
=

Sekil 4-5: rs12946855 ve rs7207109 polimorfizleri saptanan olgular, heterozigot ve
homozigot 6rnek dizi kromatogrami
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Birinci eksonda bes olguda (MBS#8, MBS#17, MBS#20, MBS#21 ve MBS#27)
heterozigot rs79792056 polimorfizmi saptandi (Sekil 4-6).

MBS NO EKSON1
ACAGCGECCCCCACCTTCTCT

MBSZ8

MBS=#17 ACAGC GC CC

MBS#20

MBS#21

!
SRS [ YV TP

Sekil 4-6: rs79792056 polimorfizmi saptanan olgu ve 6rnek dizi kromatogram

MBS#17 olgusunun ikinci eksonunda, rs35115415 polimorfizmi (c.702G>A)
heterozigot olarak saptandi (Sekil 4-7).

MBS NO EKSON2

(= A T i

[ = [ = ¢ 7 G (= i
A
MBS#17 ! N\ 11""‘.[
/\ /\||l |,|I A‘ﬂl l|
| |
1 y A .

Sekil 4-7: rs35115415 polimorfizmi saptanan olgu ve 6rnek dizi kromatogram

MBS#4 olgusunda, HOXB1 geninin ikinci eksonunda veritabanlarinda
bildirilmeyen yeni heterozigot ¢.578C>G degisimi saptandi. Bu degisim i¢in, saglikl
annenin de heterozigot oldugu belirlendi. Babanin analizleri DNA yetersizligi nedeniyle
yapilamadi (Sekil 4-8).

MBS NO EKSON2

e © G A A G C T C

MBS#4 i .
AW W

Sekil 4-8: MBS#4 te goriilen heterozigot yeni SNP kromatogrami
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MBS#26 olgusunda, HOXB1 geninin ikinci eksonunda veritabanlarinda daha
once tanimlanmamig €.619G>A (p.Arg207His) degisimi homozigot olarak saptandi.
Anne ve babanin bu degisim i¢in heterozigot tasiyici olduklar1 belirlendi. 80 saglikli
bireye ait DNA materyalinde yapilan kontrol taramasinda bu degisime rastlanmadi.

Enzim kesimi goriintiisii Sekil 4-10 da sunulmaktadir.

MBS NO EKSON2

€C C T CCACACCANANCEC

WA

Sekil 4-9: MBS#26 da goriilen homozigot yeni mutasyon kromatogrami

MBS#26

Sekil 4-10: ¢c. 619G>A nin PCR+ Restriksiyon enzim kesimi ile ger¢eklestirilen kontrol
caliymasindan alinan % 2.5 luk agaroz jel goriintiisii

Saptanan aminoasit degisiminin proteinin yapisint nasil etkileyecegini
aragtirmak i¢in POLYPHEN-2 veritabaninda (79) analiz yapildi. Homeobox
domaininde olusan bu yanlis anlamli degisimin, genin ¢ok korunmus bir bolgesinde yer

aldigr (Sekil 4-11) ve % 100 patolojik olacag: verisine ulasildi (Sekil 4-12).



Homo sapiens (Insan) *

Callithrix jacchus (maymun) 22
Canis familiaris (kopek) 7E

Canis familiaris (kopek)
Ailuropoda melanoleuca (panda) 73
Sus scrofa (domuz)

Equus caballus (at) ¢ ]

Bos taurus (boga) [H KTA £ (3(3 L F| THF TTROLTELEKEFHF N

Oryctolagus cuniculus (tavsan) =P ARSHERIALIA KTA G (30T, (7] TNFRITRCT TRLEKEF HE K
Rattus norvegicus (fare) JE3LgNyHI! 3 ElE

Mus musculus (fare) =

Monodelphis domestica (fare) 1
Ornithorhynchus anatinus (ornitorenk)
Schistosoma mansoni

Sekil 4-11: HOXB1 deki p.Arg207 ‘min (p.207R) diger tiirlerle karsilastirmasi (79’dan)

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00

Sekil 4-12: HOXB1 deki p.Arg207His’in POLYPHEN-2 programindaki degerlendirme
sonucu (79°dan)

4.2.4. HOXB2 Geni
Genin 5’ UTR boélgesinde MBS#16 olgusunda heterozigot rs9899351, MBS# 23
olgusunda ise heterozigot rs111401880 polimorfizmi saptandi (Sekil 4-13).

MBS NO 5'UTR MBS NO 5'UTR

66 6 6 6T TGOC A T C C C T C C A
G

~ [l ~ i

Sekil 4-13: rs9899351 ve rs111401880 polimorfizmi saptanan olgular ve érnek dizi
kromatogrami
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Genin 3° UTR bolgesinde daha Once veritabanlarinda tanimlanmis 4 farkli
polimorfizm (rs1042815, rs1042818, rs1042822 ve rs2229302) farkli olgularda
homozigot ve heterozigot olarak bulundu (Sekil 4-14, 4-15 ve 4-16).

MBS NO 3'UTR
MBS#1 MBS=20 T T T Tl =
MBS=2 MBS=21
MBS#4 MBS=23

MBS=6 MBS=24
MBS=8 MBS=27
MBS=17 7
A
."I \ ’
~

=
MBS=3 MBS=15 C T € CERENET €

MBS=5 MBS=16
MBS=7 MBS=18
MBS=9 MBS=25
MBS=10 MBS=26
MBS=14 MBS=28

Sekil 4-14: rs1042815 polimorfizmi saptanan olgular ve érnek dizi kromatogram

MBS NO 3'UTR
G T A G ¢ T T A T T T
MBS#8 A
MBS#17
MBS#20

!
MBS#21 A !
MBS#27 [\/\.‘f EI‘., /\ A /\ /\,}'f ”/\ AN

Sekil 4-15: rs1042818 polimorfizmi saptanan olgular ve érnek dizi kromatogram

MBS NO 3UTR MBS NO 3UTR
5 AT Y A TYEYYAS AT T €08 € L CEC C 0C 0
MBS#8 " MBS#17
MBS#20 o || mes#2o
MBS#21 AN mests
MBS#27 NI mestr
' lll.’ VY ||_ '

Sekil 4-16: rs1042822ve rs2229302 polimorfizmi saptanan olgular ve érnek dizi
kromatogram
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4.3. Mikrodizin Analiz Sonuclar:

Aday bolgelerin analizinde MBS#2 hari¢ diger olgularin hi¢birinde herhangi bir
delesyon/duplikasyon saptanmadi. MBS#2 olgusunda iki farkli bolgede ii¢ doz artist
oldugu gozlendi. Bunlardan biri 1p22.2 bdlgesinde 203 prob ile gosterilen 355 kb lik bir
alan, digeri 3925.2 de 207 prob ile gosterilen 379 kb lik bir alan idi.

Affymetrix SNP 6.0 ¢ipinde, HOXA1, HOXA2, HOXB1 ve HOXB2 gen
bolgelerinde yer alan CNV ve SNP problar arastirildiginda HOXA1 ve HOXB1
genlerinin bulundugu bdlgede SNP ve CNV problarinin bulundugu ancak HOXA2 ve
HOXB2 gen bolgelerinde herhangi bir prob bulunmadig belirlendi. HOXA2 geni i¢in en
yakin probun genin 5 yoniinde (telomerik) 276 bp ve 3’ yoniinde (sentromerik) 1340
bp uzakliginda, HOXB2 geni igin ise gene 5’ yoniinde (telomerik) 2999 bp, 3’ yoniinde
(sentromerik) 714 bp uzakliginda oldugu belirlendi. HOXAL geni {izerinde 3° UTR
bolgesine yerlesik iki CNV probu bulundugu (CN_1244547 ve CN_1244548); HOXB1
geninde ise iki CNV probunun intronda (CN_750166, CN_146791), bir SNP probunun
birinci eksonda yer aldig1 (SNP_A-8449715) belirlendi (Sekil 4-17, 4-18).

Dizin analiz sonuglart kullanilarak, >1 kb delesyon/duplikasyon analizleri
HOXAL ve HOXB1 genleri i¢in yapilabildi.

Sentromer HOXA1 Telomer
HOXA1

o EksoNs 7% maow

CN_1244547 CN_1244548

Sekil 4-17: ChAS programinda HOXA1 gen bélgesinin goriintiisii, iliskili OMIM bilgisi,
SNP 6.0 kitindeki problari ve yerleri
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Sentromer HOXB1 Telomer
. EKSON2  EKSONT
CH_750166 <CN_146791 SHP_A_2449715

Sekil 4-18: ChAS programinda HOXB1 gen bélgesinin goriintiisii, SNP 6.0 kitindeki
problan ve yerleri

MBS#1, MBS#2, MBS#3, MBS#4, MBS#6, MBS#14, MBS#15, MBS#19,
MBS#20, MBS#23, MBS#24, MBS#27, MBS#28 olgularinin hi¢ birinde HOXAL ve
HOXB1 genlerinde delesyon/duplikasyon gézlenmedi.
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5. TARTISMA

Moebius sendromu, bilateral konjenital fasiyal displazi ile kendini gosteren
nadir bir norolojik hastalik olarak tanimlanmaktadir (6). Prevelansi 1/1 000 000 dan az
olan sendromun ana klinik bulgusu olarak kabul edilen bilateral ya da unilateral fasiyal
paralizis, olgularin fasiyal sinirlerinin (KS VII) etkilenmesinden kaynaklanmaktadir
(6,31). KS VII nin etkilenmesinin yani sira, abdusens (KS VI) ve hipoglossal
sinirlerinin (KS XII) etkilendigi olgular da vardir. KS VII paralizisi olgularin mimik
olusumunu etkileyerek yliz goriiniimlerinin maske takmis gibi ifadesiz olmasina sebep
olurken, KS VI paralizisi lateral goz hareketlerinin kisitlanmasina, KS XII paralizisi ise
dil kaslarinda zayifliga neden olmaktadir. Diger kraniyal sinirlerin etkilendigi olgularda,

etkilenen sinir ¢esidine bagl olarak farkli klinik bulgular gériilmektedir.

Moebius sendromunun etiyolojisi heniiz aydinlatilamamis olsa da vaskiiler,
genetik ve teratojenik etmenlerin birbirleri ile ortiisen sonuglarinin bu sendroma yol

actig1 distiniilmektedir (51, 52,53-57).

Genel olarak olgularin ¢ogu sporadik olmasina karsin, cesitli yayinlarda
otozomal dominant, otozomal resesif ve X e bagli resesif kalitimla giden tiplerin oldugu
da bildirilmektedir (6,33,34,35).

ITF, Tibbi Genetik AD da 1993 yilindan 2010 sonuna kadar klinik tan1 alan 25
Moebius olgusundan 7 sinde akraba evliligi (%28) olmasina karsin, olgularin ailelerdeki
etkilenmis tek birey olmalar1 kalittm modeli igin yonlendirici bulunmadi. Ayrica 500-
600 bant diizeyinde herhangi bir kromozom anomalisi saptanmamis 19 olgu ve
ebeveyninde yapilan bir ¢alismada, 13q12.11-12 bolgesinde aralar1 100-200 kb
mesafede yerlesik 57 mikrosatelit markorii ile olast mikrodelesyonlar dislanmistir
(60,61). Bu nedenle, Moebius sendromunun genetik etiyolojisinin arastirilmasina aday

gen yaklasimi ile devam edilmesine karar verildi.

Bu amagla KS VII nin gelisiminde ve fonksiyonunda etkin olabilecek olasi
genler MGI veribankasindaki fenotip-genotip iliskili caligmalardan yararlanilarak
belirlendi. Bu genler arasindan KS VII nin koken aldigi r4 de fetal evrede eksprese olan
HOXA1, HOXA2, HOXB1 ve HOXB2 genlerinin arastirilmasi amaglandi. Bilgimiz
dahilinde literatirde HOXAL disinda diger genlerin (HOXA2, HOXB1 ve HOXB2)
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Moebius sendromu ile iliskisini arastiran herhangi bir molekiiler inceleme
bulunmamaktadir. Calismamiz, bu genlerin Moebius sendromu ile iligkisini arastiran ilk
calisma olma niteligi tasimaktadir. 2010 yilinda HOXAL geni ile Moebius sendromu
iliskisinin arastirildig1 bir yayinda, bu sendrom ile olast HOXAl gen mutasyonlari

dislanmaktadir (76). Bizim ¢alismamiz da bu bulguyu desteklemektedir.

CRANIRARE projesi kapsaminda yapilan mikrodizin c¢alismasinda Moebius
sendromu i¢in aday gosterilen bolgeler MBS#2 olgusu disinda dislandi. MBS#2
olgusunda iki farkli bélgede 3 doz artis oldugu gozlendi. Bu bolgelerden biri, 1p22.2
olup 203 marker ve 355 kb lik alani, digeri 3025.2 de olup 207 marker ve 379 kb lik
alant kapsamaktaydi. Her iki artisin goriildiigii bolge DGV (Database of Genomic
Variants) veritabaninda CNV olarak tanimlanmaktadir. Bu sonuglar, incelenen 13
Moebius olgusunda, sorumlu gosterilen aday kromozom bolgelerinde olasi

delesyon/duplikasyon varligini dislamaktadir.
HOXA1:

HOXAL heterozigot farelerde rombomer gelisiminin normal oldugu ancak
homozigot olanlarda r4 ve r5 in gelisiminde eksikliklerin yani sira, fasiyal ve abdusens
kraniyal sinir cekirdeklerinin olusmadig1 bildirilmektedir (67,68). Insanlarda ise
HOXAL deki homozigot mutasyonlarin, Athabaskan Beyinkokii Disgenezi (Athabaskan
brainstem dysgenesis) Sendromu (ABDS) ve Bosley-Salih-Alorainy Sendromuna
(BSAS) yol actig1 bilinmektedir (74,75). Simdiye kadar HOXA1 geninde ABDS ile
iligkili iki homozigot anlamsiz (p.R26X ve p.Y28X) ve bir tek bazlik homozigot
duplikasyon mutasyonu (c.175dupl) tanimlanmis olup bu mutasyonlar genin herhangi
Ozglin bir domain ve motif yapisinda yer almamaktadir (77). Bu gende BSAS ile
iliskilendirilen bir adet tek bazlik homozigot delesyon mutasyonu da (c.185dell)
proteinin 6zgiin bir domain ve motif yapisinda yer almamaktadir (77). HOXAL de
homozigot/heterozigot p.H73R polimorfizmi ise (rs10951154) polipeptid zincirinin
birinci histidin yapisinda yer almakta olup bazi ¢alismalarda otizm ile iligkilendirimistir
(80). ABDS ve BSAS Iu olgularin yaklasik olarak % 20 sinde fasiyal zayiflik
gozlendiginden, Moebius sendromunun da HOXALl geni ile iliskili olabilecegi
diistintilerek yapilan bir ¢alismada, 40 olguda bu gen dizi analizi ile taranmis ve

diglanmistir (76).
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Bizim c¢aligmamizda da HOXAL de bilinen polimorfizmler disinda herhangi bir
mutasyon saptanmadi. 2 olguda (MBS#4, MBS#25) heterozigot olarak goriilen
rs10951154 polimorfizmi (c.218A>G) 73. kodondaki histidinin arjinine (p.His73Arg)
doniismesine neden olan yanlis anlamli bir degisim olup polipeptid zincirinin birinci
polihistidin yapisinda yer almaktadir. NCBI veritabaninda heterozigotluk sikligi ile
ilgili bilgi bulunmamaktadir.Bu polimorfizmin otizm ile iliskilendirildigi yayinlarin
yani sira, boyle bir iliskinin bulunmadigini bildiren yayinlar da vardir (80,81,82,93). Bu
polimorfizmi heterozigot olarak tasiyan olgularimizdan birinde (MBS#4) PSMG
(psikososyal motor gerilik) dykiisii olup bu durum yeni dogan dénemindeki uzun yogun
bakim siireci ile iligkilendirilmektedir. Diger olgunun (MBS# 25) klinik bulgularinda
otizm ile iliskilendirme bilgisi yer almamasi nedeniyle bu polimorfizmin otizm ile

iligkili olup olmadig1 konusunda kesin bir goriis sunulamamaktadir.

Bir olguda (MBS#22) heterozigot rs45571645 polimorfizmi (c.436C>A), 146.
kodondaki histidinin asparajine doniismesine neden olup (p.His146Asn), polipeptid
yapinin ikinci polihistidin zincirinin son aminoasitini kodlamaktadir. Heterozigotluk
sikligr bilinmeyen bu polimorfizmin Afrikali, Amerikali ve Ispanyol topluluklarinda
normal goriinen (apperently healty) bireylerde gozlendigi bildirilmektedir (78,79). Bu
caligmada 60 olgudaki 120 allelde, 436. pozisyondaki sitozinin (C) goriilme sikligi
%98.3, adeninin (A) goriilme siklig1 %1.7 olarak verilmistir. Bizim olgu grubumuzdaki
(n=50) allel sikliklar1 da bu ¢alisma ile uyumlu olup, C ve A niikleotidlerinin goriilme

sikliklari sirasiyla % 98 ve % 2 olarak hesaplanmustir.

MBS#7 ve MBS#9 olgularinda HOXAL geninin 3’ UTR bolgesinde heterozigot
olarak saptanan rs56012816 polimorfizmi (c.*56C>A) i¢cin NCBI da heterozigotluk
siklig1 % 0.242 olarak bildirilmektedir (78).

Mikrodizin caligsmasi yapilan olgularda, HOXAL geninin 3> UTR bolgesinde
yerlesik olan 2 CNV probunda herhangi bir doz artis1 ya da azalis1 goriillmemistir.
Dizindeki problarin HOXAL genini tam olarak kapsamamasi nedeniyle, heterozigot SNP

saptanmayan Moebius olgularinda heterozigot ekson delesyonu dislanamamaktadir.

Olgu grubumuzda HOXAL geninde yapilan inceleme, literatiirde bu konuda
yapilmis ikinci ¢alisma niteliginde olup, 2010 yilinda yayinlanan Rankin ve ark
bulgularin1 desteklemektedir (76). Bu iki ¢alisma bir arada degerlendirildiginde, toplam
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65 Moebius olgusunda HOXAL geninde herhangi bir mutasyonun saptanmamasi, bu gen

ile Moebius sendromunun iliskisinin dislandigini géstermektedir.
HOXAZ2:

Fare modeli ¢alismalar1, rombomer smirlarinin belirlenmesinde HOXAL geni ile
HOXA2 geninin Ortlisen fonksiyonlarinin  oldugunu gostermektedir. HOXA2"
mutantlarmin  r1/r2 ile r2/r3 sirlarin kaybettikleri  (70,71), HOXA1"/HOXA2™"
mutantlarinin ise rombomer smirlarinin hi¢ olusmadigi bildirilmektedir (69). Ayrica
homozigot mutant farelerde kulak kepgesinin gelismemesi, HOXAZ2 geninin dis kulak
gelisiminde rol oynadigini géstermektedir (70). Bir c¢alismada, bu genin Homeobox
domainindeki homozigot p.Gly186Lys (rs119489104) mutasyonu, insanlarda kii¢iik
kulak (mikrotia), duyma problemleri ve yarik damak ile iliskilendirilmistir (84).

Calismamizda 25 olgunun 5 inde (MBS#6, MBS#17, MBS#18, MBS#19,
MBS#28) birinci intronda yer alan heterozigot rs2428431 polimorfizmi saptanmuistir.
Veritabanlarinda heterozigotluk siklig ile ilgili bir bilgi bulunmayan bu polimorfizmin
tespit edildigi Afrikali, Amerikali ve Ispanyol topluluklarinda sitozin (C) alelinin
goriilme sikligi %73.3, guanin (G) alelinin goriilme sikligi ise %26.7 olarak
verilmektedir (73,78). Bizim grubumuzda C alleli % 90 ve G alleli % 10 oraninda
saptanmistir. HOXAZ2 genindeki dizin problari gen disi bolgelerde yer aldigindan,
mikrodizin ¢alismasi yapilan olgularda, olasi heterozigot HOXA2 ekson/gen
delesyonlar1 diglanamamistir. Calismamizda bu polimorfizm disinda herhangi bir
mutasyon bulunmamis olmasi bu gen ile Moebius sendromu arasinda iligki olasiligini

azaltmaktadir.
HOXB1:

Fare modelleri tizerindeki c¢alismalar, homozigot HOXB1 mutant farelerde
rombomer segmentasyonun normal olmasmma karsin KS VII nin ¢ekirdeginin
gelismedigini, bu nedenle farelerde Moebius sendromuna benzer bir fenotipin
olustugunu gostermistir (8). Yaptigimiz c¢alismada, HOXB1 geninde ¢esitli
polimorfizmler saptandi. Olgularim 5 inde (MBS#8, MBS#17, MBS#20, MBS#21,
MBS#27) heterozigot olarak saptanan rs12939811 (¢.309A>T; p.GIn103His) 103 iincii
kodonda glisini histidine doniistiirmekte ve Homoebox domaini disinda kalmaktadir.

NCBI veritabaninda heterozigotluk sikligi konusunda bilgi bulunmamaktadir (78).
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MBS#17, MBS#20, MBS#21, MBS#27 olgularinda goriilen rs12946855
(c.237C>T) ve rs7207109 (c.450G>A) polimorfizmleri birinci eksonda yer alan sessiz
(synonymous) degisimler olup genin korunmus motif ve domaininde degillerdir. NCBI

veritabaninda her ikisi i¢in de heterozigotluk bilgisi bulunmamaktadir (78).

Bes olguda (MBS#8, MBS#17, MBS#20, MBS#21, MBS#27) heterozigot
olarak saptanan rs79792056 polimorfizmi, NCBI veritabaninda DIP olarak
tamimlanmaktadir (78). Homeobox domaini disinda kalan bu polimorfizmde, 9bp lik
5’ACAGCGCCC 3’ dizisi ardisik iki ya da ti¢ tekrar bi¢iminde bulunmaktadir. Faiella
ve ark lart 250 birey iizerinde yaptiklari bir ¢alismada, bu dizinin ardisik iki kopya
olarak bulunma sikligin1 % 78.8, ii¢ kopya olarak bulunma sikligini ise % 21.2 olarak
bildirmislerdir (94). Bizim olgularimizda, iki kopya siklig1 % 90 ve {i¢ kopya siklig1 %

10 olarak saptanmustir.

MBS#17 olgusunun ikinci eksonundaki heterozigot rs35115415 polimorfizmi
sessiz bir varyasyon olup homoebox domaininde yer almaktadir. NCBI-SNP
veribankasinda bu polimorfizmin beyaz irk ve Afrika kokenli Amerikalilarda saptandigi

belirtilmekte ancak, heterozigotluk sikligi konusunda bilgi bulunmamaktadir (78).

Ebeveynleri 2,5° akraba olan MBS#4 olgusunda, HOXB1 geninin ikinci
eksonunda veritabanlarinda belirtilmeyen yeni heterozigot ¢.578C>G degisimi saptandi.
Genin homoebox domaini diginda yer alan bu degisim 193. kodondaki nonpolar nétral
yiiklii alanini, ayn1 6zellikte olan glisine (p.Ala193Gly) doniistiirmektedir. Bu degisimin
ailevi bir polimorfizm olup olmadiginin anlagilmasi i¢in ebeveynlerde de bu eksonun
dizi analizi ile incelenmesi planlanmis ancak babanin DNA sinin yetersizligi nedeniyle
bu ¢alisma sadece annede yapilabilmistir. Olgunun annesinde de heterozigot olarak
goriilen bu degisimin yeni bir polimorfizm oldugu diistiniilerek NCBI-SNP veritabanina

bildirilmesi planlanmigtir.

MBS#26 numarali olguda, veritabanlarinda daha Once tanimlanmamis
c.619G>A degisimi saptandi. Polipeptid zincirinde, 207. kodondaki polar ve pozitif
yiiklii arginini (R), polar ve notr histidine (H) doniistiirdigii (p.Arg207His) belirlenen
bu degisimin aralarinda 1,5° kuzen evliligi olan ebeveynlerde heterozigot olarak
bulundugu saptandi. Bu degisimin mutasyon olup olmadigmin arastirilmasi igin 80
saglikli kontrol bireyinde PCR + restriksiyon enzim kesimi teknigi uygulandi ve 160

kontrol kromozomunda bu degisimin olmadigi gosterildi. Interaktif SIFT analizinde
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“tolere edilemeyen”, POLYPHEN-2 analizinde ise “patolojik” olarak nitelenen bu
degisimin olgumuzdaki Moebius sendromu ile iligkili bir mutasyon oldugu disiiniildii
(79,95). Olgumuzda KS VII nin bilateral paralizisi varligi, HOXB1 knock-out farelerde
tamimlanmis olan KS VII bilateral paralizisi ile uyumlu olarak degerlendirildi. Kraniyal
sinir ¢ekirdeklerinin ve yerlesimlerinin gosterilmesi icin olguda kraniyal MRI

goriintiileme yapilmasi planlandi.

HOXB1 transkriptinin etkiledigi tiim gen ve gen yolaklari ¢esitli veritabanlarinda
listelenmektedir. STRING veritabaninda GATA2, GATA3, EPHA2, PBX1, CD1D,
KDMG6A (UTX) genlerinin HOXB1 geni ile biyolojik ve fonksiyonel olarak iliskili
olabilecegi bildirilmektedir (83). GATA2, GATA3 ve EPHA2 genlerinin r4 teki
ekspresyonlarinin. HOXB1 geni tarafindan kontrol edildigini gosteren galismalar da
bulunmaktadir (96,97). Bu bulguya dayanarak, HOXB1 geninin primer etkilesim i¢inde
oldugu diger genlerin fonksiyonlarinin arastirilmasinin Moebius sendromunun altinda

yatan molekiiler yolaklarin aydinlatilmasina katki getirecegi diistiniilmektedir.

Canlilarda transkripsiyonel diizenlemenin yapildigr regiilatér bolgelerde
meydana gelen mutasyonlarin, ilgili genin ekspresyonunu etkiledigi bilinmektedir.
Transkripsiyonel diizenlenme, transkripsiyon faktorleri ile  promotor, enhancer
(arttiric1), silencer (susturucu) ve respond element (cevap elementleri) gibi diizenleyici
bolgeler arasindaki etkilesim ile saglanmaktadir. Bu baglamda, ¢alismamizda HOXB1

geninin regiilator bolgelerinin incelenmesi 6nemli olacaktir.
HOXB2:

Calisgmamizda inceledigimiz bir diger gen olan HOXB2 geninde yapilan fare
modeli ¢alismalar1 da HOXB1 geninde yapilan ¢alismalara benzer sonuglar vermektedir.
HOXB2” homozigot mutasyonuna sahip farelerde HOXB1” homozigot mutasyonuna
sahip farelere benzer fakat daha agir olan yiiz paralizislerinin goriilmesi ve KS VII nin
¢ekirdeginin olmamasi, bu gende olasi mutasyonlarin da Moebius sendromuna yol
acabilecegini diisiindiirmiistiir (9). Ekspresyon ¢alismalart HOXB2 geninin HOXB1 geni
tizerinde baskilayic1 (down regulated) bir etkisi oldugunu gostermektedir. Fare modeli
caligmalari, HOXB2 mutantlarinda goriilen fasiyal paralizisin aslinda ekspresyonu
azalan HOXB1 geni nedeniyle ortaya ¢ikabilecegini gosterdiginden, HOXB1 geninin KS
VII olusumundaki 6nemini daha da artmistir. Ancak fasiyal defektlerin HOXB2

mutantlarinda daha agir gériilmesi, KS VII nin gelisiminde HOXB2 nin de 6nemli bir



68

roliiniin oldugunu gostermektedir (9). Calismamizda, Moebius olgu grubunda HOXB2
geninde bilinen polimorfizmler disinda baska bir degisiklige rastlanmadi. Saptanan
polimorfizmlerin tamami genin 5° ve 3 UTR bolgesinde yer almakta idi. MBS#16 da
heterozigot olarak saptanan rs9899351 (c.-76G>T) in populasyon siklig: ile ilgili bir
bilgi  verilmemektedir. MBS#23 deki heterozigot rs111401880 (c.-100G>C)
polimorfizmi, NCBI-SNP veribankasinda, 60 olguda yapilan bir ¢caligmada gosterilmis
olup C alelinin % 93, G alelinin ise % 7 oraninda goriildiigii bildirilmistir (78). Bu

polimorfizmin heterozigotluk siklig ile ilgili bir bilgi ise bulunmamaktadir.

MBS#17 ve MBS#19 hari¢ tiim olgularda heterozigot ve homozigot olarak
saptanan rs1042815 (c.*142C>T) in, NCBI-SNP veribankasinda heterozigotluk sikligi
ile ilgili bir bilgi yer almamaktadir. MBS#8, MBS#17, MBS#20, MBS#21, MBS#27
olgularinda gériillen heterozigot rs1042818 (¢.*319A>G) polimorfizmi igin de
heterozigotluk sikligi ile ilgili bir bilgi yer almamaktadir.,, 1000 Genomes Project
calismasi, goriilme siklilarin1 A aleli i¢in %83, G aleli igin %17 olarak vermektedir
(78). Bizim olgularimizda A aleli goriilme sikligi % 90, G aleli goriilme sikligi % 10

olarak saptandi.

rs1042822 (c.*335C>A) polimorfizmi MBS#8, MBS#20, MBS#21, MBS#27
olgularinda, rs2229302 (c.*28C>T) polimorfizmi MBS#17, MBS#20, MBS#21,
MBS#27 olgularinda heterozigot olarak saptandi. NCBI-SNP veribankasinda bu

polimorfizmlerin heterozigotluk siklig1 ile ilgili bir bilgi yer almamaktadir.

HOXB2 genindeki dizin problar1 gen dis1 bolgelerde yer aldigindan, mikrodizin
calismasi yapilan olgularda, olasi heterozigot HOXB2 ekson/gen delesyonlari

dislanamamastir.

Moebius sendromunun nadir bir hastalik olarak goriilmesi ve olgularin genelde
ailedeki etkilenmis tek bireyler olmalari, bu sendrom ile iligkili gen ya da genlerin
tanimlanmasini zorlastirmaktadir. Literatiirde bildirilmis olan az sayida ailevi Moebius
olgusunda yapilan baglant1 analizi ¢aligmalari ile iligkili bir gen/genlere ulasilamamasi,
caligmalar1 zengin olgu gruplan iizerinde aday gen yaklagimina yonlendirmektedir.
Anabilim dalimizda Moebius sendromu tanist alan 25 sporadik olgu, aday gen

calismalarinin yapilabilmesi igin iyi bir populasyon olusturmaktadir.

Calismamizda dizi analizi HOXA1, HOXA2, HOXB1 ve HOXB2 genlerinde

veritabanlarinda tanimlanmig 15 farkli polimorfizm saptanmustir.
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HOXB1 geninde yalnizca bir olguda karsilagtigimiz homozigot yanlis anlaml
degisimin, olgunun ebeveynlerinde heterozigot tasinmasi ve 160 kontrol kromzomunda
goriilmemesi nedeniyle bir mutasyon olacagi kanaatine varilmistir. Interaktif
veritabanlarinda bu degisimin patolojik olarak yer almasi da bu goriisii destekler

nitelikte bulunmustur.

HOXB1 geninde farkli bir olguda karsilastigimiz heterozigot tanimlanmamis
degisimin ise, olgunun annesinde de heterozigot olarak bulundugunun saptanmasiyla
yeni bir polimorfizm olduguna karar verilmis ve veritabanlarina bildirilmesi

planlanmustir.

Kalittm modeli net olmayan, etiyolojisi bilinmeyen, klinigi heterojenlik gosteren
ve iligkilendirilmis herhangi bir geni olmayan Moebius sendromunda, embriyonal
gelisim evrelerinde énemli olan HOXAL, HOXA2, HOXB1 ve HOXB2 genlerinin dizi
analizi ile incelenmesinin bu sendromla ilgili yapilan arastirmalara katki getirecegini

diisiinmekteyiz.
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T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKULTESI
TIBBi GENETIK ANABILiM DALI

MOLEKULER ARASTIRMALAR iCIiN BILGILENDIRILMIS OLUR FORMU

PROJE ADI: MOEBIUS SENDROMLU OLGULARDA HOXA1, HOXA2, HOXB1 VE
HOXB2 GEN ILISKISININ DNA DiZILEME YONTEMI iLE INCELENMES]

Tarih:

Bu arastirma, kalitsal bir hastali§i bulunan hastalar ile ailelerini ilgilendiren bir ¢alismadir.
Boylesi bir calismaya katilma karar1 vermeden oOnce sizleri caligmanin amaci, riskleri ve
yararlari konusunda bilgilendirmek istiyoruz. Asagidaki Molekiiler Arastirmalar icin
Bilgilendirilmis Olur Formunu okuduktan sonra calismaya katilma karar1 verirseniz formu
liitfen imzalayiniz.

1.Yapilacak islemin tanimi:

Arastirmanin amaci sizde/ aile bireylerinizde yukarida belirtilen genetik hastaliga yol acan
genetik faktorleri tantmlamaktir. Bu ¢alisma Istanbul Universitesi Cocuk Saglig1 Enstitiisii T1bbi
Genetik Bilim Dal1 tarafindan yiiriitiilecektir.

Yapilan epidemiyolojik ve genetik ¢caligmalar, bu hastaliga genetik faktdrlerin yol agabilecegini
disiindirmektedir. Hastaliga neden olan gen ve genlerin tanimlanabilmesi amaci ile yapilacak
analizler i¢in sizden ve ailenizin etkilenmis ve etkilenmemis iiyelerinden kan 6rnekleri almamiz
gerekecektir.

Bu cgaligmaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Caligmada goniilli
katilim esas alinmustir. Bu c¢alisma i¢in sizden alinan kanlardan elde edilecek DNA 6rnekleri
baska bir ¢alisma i¢in kullanilmayacaktir.

2. Olasi riskler ve faydalar :

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: (1) Igne-batmasina bagl olarak az bir aci
duyulmasi. (2) Igne batmasi sonrasinda ¢ok nadiren enfeksiyon gelisebilir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler: Genetik bilginin kullanilmasina bagli olarak
sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya cikabilir. Size ait genetik bilgi kesinlikle gizli
kalacaktir. Ancak yaptigimiz testlerin sizin veya ailenizin bir bireyinin gelecekte bu genetik
hastaliktan etkilenecegini ortaya c¢ikarabilecegini belirtmek isteriz. Bu bilginin kotii yonde
kullanilmasi sizi ekonomik ve sosyal yonden etkileyebilecegi gibi, boyle bir hastaliga sahip
oldugunuzu 6grenmeniz sizde psikolojik sorun da yaratabilir. Sizde bdyle bir gen bulundugunu
saptadigimizda bulgularimiz1 istediginiz takdirde size bildirecegiz. Ancak bu bilgiyi 6grenmeyi
reddetmek her zaman hakkinizdir. Bu bilgiyi sizin disinizda birisi ile paylasmamiz sadece sizin
izninize bagh olacaktir. Genetik testlerin 6nemli bir riski de bu testler sonucunda anne yada
babanin biyolojik kimliginin saptanmasidir. Bu durumlarda da gizlilik ilkesine baglh
kalinacaktir.
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Cocuklarla ilgili agiklamalar: Caligmalarimiz sonlandiginda ¢ocuklarinizin bu geni tasidigini ve
bunun ilerdeki kusaklar igin bir risk olusturdugunu bulabiliriz. Bu bulgularimiz ¢ocuklara
eriskin c¢aga ulasincaya kadar anlatilmayacak ve onlarla tartisilmayacaktir. Eriskin
donemlerinde kendi arzular1 dogrultusunda bilgi ve genetik danmisma saglanacaktir. Bu
aciklamalar dogrultusunda ¢ocugunuzun bu ¢alismaya katilmasi i¢in tercihen her iki ebeveynin,
eger mevcut degilse bir tanesinin izin formunu imzalamasi gerekmektedir.

Olasi yararlar: Bu ¢aligmanin esas amaci ailenizde saptanan genetik hastaliga neden olan veya
ortaya cikmasimi kolaylastiran genetik faktorleri 6grenmektir. Biz bu asamada size veya
cocugunuza dogrudan yada dolayli bir yararinin olup olmayacagini heniiz bilmiyoruz. Fakat
kesin olan bu hastaligin nedenleri konusunda daha c¢ok sey Ogrenebilecegimiz ve bdylece
gelecekte diger hastalara daha ¢ok yardimer olabilecegimizdir.

Diger secenekler: Bu calismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen
istege baglidir ve reddettiginiz taktirde size uygulanan tedavide bir degisiklik olmayacaktir.
Yine ¢aligmanin herhangi bir asamasinda onayimizi ¢gekmek hakkina da sahipsiniz.

Uygulanacak iglemin yapisi ve amaci hakkinda, olasi riskleri ve yararlar1 tarafimdan ,

(Doktor Adr)

hastaya, e
(Aile Adr)

anlatilmigtir. Sorulan sorular tarafimdan cevaplandirilmis ve cevaplandirilmaya devam
edilecektir.

Calismanin devami sirasinda ortaya ¢ikabilecek yeni riskler ve/veya yararlar tarafimdan
katilimciya iletilecektir.

Tarih :

Doktorun imzasi:

Kontak kurulabilecek kisiler:  Dog. Dr. Z. Oya UYGUNER
Bio. Hilal Ozgiir

Ulagilabilecek Tel. No.’lar1: Direk hat: (0212) 631 1363
Dahili hat: (0 212) 414 20 00 - 32327

Ulasim Adresi: Istanbul Universitesi istanbul T1p Fakiiltesi
Cocuk Saglig1 Enstitiisii Tibbi Genetik Bilim Dali

Millet Cad. 34390 Capa — ISTANBUL

Elektronik Posta Adresi: hllzgr@hotmail.com
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