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OZET

Radyal 1s51n defektleri; radiusun, radyal karpal kemiklerin veya bagparmagin aplazisi veya
hipoplazisi ile karakterize bir klinik spektrumdur. Radyal 1s1n defektleri 1,64/10.000 ile 1/30.000
aras1 degisen prevalansi ile iist ekstremitenin en sik gdzlenen konjenital anomalileridir. infantil
donemde o6lim oranmnin %35 kadar yiliksek oldugu bildirilmistir. Radyal 15in defektlerinin
etiyolojisi komplekstir ve klinik bulgular aileler arasi ve aile i¢i degiskenlik gosterir. Kromozom
anomalileri, tek gen hastaliklari, teratojen maruziyetleri etiyolojide yer almaktadir. Valproat veya
talidomid maruziyetinin radyal 1sin defektleri ile iligkili olabilecegi bildirilmistir. Sendromik
olgularda etiyolojide siklikla trizomi 18, Holt-Oram sendromu, trombositopeni-radius yoklugu
(TAR) sendromu, VACTERL asosiasyonu (vertebral anomaliler, anal atrezi, kardiyak anomaliler,
trakeoozofageal fistiil, renal anomaliler ve ekstremite anomalileri), Fanconi anemisi yer
almaktadir. Radyal 1s51n defekti olgularinin yarisinda Mendelyan kalitim ve iligkili gen gosterilir.
Ancak geri kalan yarist sporadiktir ve iligkili gen bilinmediginden tani klinik olarak kalir. Radyal
151n defekti saptanan olgularda genetik tan1 varligi etiyopatogenezin netlestirilmesi, 6zgiin genetik
danisma verilmesi ve tedavi segeneklerinin belirlenmesi agisindan biiylik 6nem tagimaktadir.

Calismamiza 2016-2023 yillar1 arasinda prenatal ultrasonda radyal i1sin defekti ve ek
anomaliler saptanan, tibbi terminasyon sonrasinda postmortem degerlendirilen ve DNA &rnekleri
ailelerin verdigi yazili onay ile saklanan, kromozom analizleri normal sonuglanan alt1 fetus dahil
edildi. Caligmaya alinan etkilenmis alt1 fetal olgu ve 12 saglikli ebeveyn ile trio tim ekzom
dizileme (TED) analizleri gergeklestirildi. Ek olarak kopya sayisi degisimi (CNV) analizleri
yapildi. Altt olgunun iiclinde genetik koken desteklenebildi. Bu olgularda gosterilen dizi
degisimleri i¢in Sanger dizileme ile dogrulama ve aile segregasyon analizleri gerceklestirildi. Iki
fetal olguda 1q21.1 bolgesinde RBM8A genini igeren heterozigot patojenik delesyon ve RBM8A
geninde hemizigot patojenik varyant bilesik heterozigot olarak saptandi. Ebeveynlerin tasiyici
oldugu gozlendi. Bir olguda de novo heterozigot TFAP2A tiim gen duplikasyonu saptandi.
Gergek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) ile duplikasyon dogrulanmis oldu.
Bir olguda ve babasinda FANCI geninde heterozigot klinik dnemi belirsiz nitelikte bir varyant
icin tastyicilik saptandi.

Bu calismada prenatal donemde radyal aplazi / hipoplazi saptanan alti olgunun Klinik

bulgular1 ve TED analizi sonuglar1 sunulmustur. Bu ¢alisma, prenatal donemde saptanan radyal
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151n defektlerinde CNV analizlerinin de eslik ettigi trio TED analizinin tanm1 verimliligi ile ilgili ilk
caligma olup genetik tani konulan olgularimizla birlikte radyal 1gin defekti etiyopatogenezinin
aydinlatilmas1 agisindan ve fetal donemdeki klinik bulgularinin detaylandirilmasi ile literatiire

katki saglamaktadir.



ABSTRACT

Radial ray defects are a clinical spectrum characterized by aplasia or hypoplasia of the
radius, radial carpal bones or thumb. Radial ray defects are the most common congenital
anomalies of the upper extremity with prevalence ranging from 1.64/10.000 to 1/30.000. It has
been reported that the mortality rate in the infantile period is as high as 35%. The etiology of
radial ray defects is complex, and characterized by high inter- and intra-familial clinical
variability. Chromosomal abnormalities, single-gene diseases, and teratogenic exposures are
involved in the etiology. It has been reported that exposure to valproate or thalidomide may be
associated with radial ray defects. In syndromic cases, trisomy 18, Holt-Oram syndrome,
thrombocytopenia-radius absence (TAR) syndrome, VACTERL association (vertebral anomalies,
anal atresia, cardiac anomalies, tracheoesophageal fistula, renal anomalies and limb anomalies),
Fanconi anemia are frequently included in the etiology. In half of the cases of radial ray defects,
Mendelian inheritance and the associated gene are shown. However, the remaining half is
sporadic and the diagnosis remains clinical, as the associated gene is unknown. The presence of
genetic diagnosis in cases with radial ray defects is of great importance in terms of clarifying
etiopathogenesis, providing specific genetic counseling and determining treatment options.

In our study, six fetuses with radial ray defects and additional anomalies detected in
prenatal ultrasound between 2016-2023 were included. These cases were postmortem evaluated
after medical termination, and DNA samples were preserved, upon written approval of the
families. Whole exome sequencing (WES) analyses were conducted on the six affected fetal
cases and 12 healthy parents. In addition, copy number variation (CNV) analyses were
performed. Genetic origin could be supported in three out of the six cases. Confirmation and
family segregation analyses were carried out for identified sequence changes using Sanger
sequencing. In two fetal cases, a heterozygous pathogenic deletion encompassing the RBM8A
gene in the 1g21.1 region and a compound heterozygous state with a hemizygous pathogenic
variant in the RBM8A gene were detected. It was observed that the parents were carriers. A de
novo heterozygous whole gene duplication of TFAP2A was identified in one case. The
duplication was confirmed by real-time quantitative polymerase chain reaction (qQPCR). In one
case, a variant of uncertain significance (VUS) in the heterozygous state was identified in the
FANCI gene, both in the affected individual and their father, consistent with carrier status for this

variant.



This study presents the clinical findings and WES analysis results of six cases with
prenatal detection of radial aplasia / hypoplasia. As the first investigation into the diagnostic
efficiency of trio WES analysis, accompanied by CNV analyses, in cases with radial ray defects
identified during the prenatal period, this research contributes to the literature by elucidating the
etiopathogenesis of radial ray defects in cases with a genetic diagnosis and detailing the clinical

findings during the fetal period.



1. GIRIS VE AMAC

Radyal 151 defektleri; radiusun veya diger radyal 1s1n yapilarinin (skafoid ve trapezium
kemikleri, birinci metakarpal kemik ve el basparmagi) hipoplazisi veya aplazisi ile seyreden bir
spektrumdur. Radyal 1simn defektleri; list ekstremitenin en sik konjenital anomalileri olup,
prevalansinin 30.000 canli dogumda bir oldugu bildirilmistir (1). Fin popiilasyonii tabanli bir
caligmada ise radyal 1sin defekti sikligmmin 10.000 canli dogumda 1,64 oldugu, 6liim oraninin
prenatal donemde %29, infantil donemde ise %35 kadar yiiksek oldugu belirtilmistir (2).

Radyal 151n defektleri; olgularin 1/3’linde izole, olgularin 2/3’ilinde ise sendromik veya ek
anomaliler ile birlikte saptanmaktadir (3). Sendromik nedenler arasinda sik olarak Holt-Oram
sendromu, trombositopeni-radius yoklugu (TAR) sendromu, VACTERL asosiasyonu (vertebral
anomaliler, anal atrezi, kardiyak anomaliler, trakeodzofageal fistiil, renal anomaliler ve
ekstremite anomalileri), Fanconi anemisi yer almaktadir (3). Ek anomaliler arasinda sik olarak
kardiyak anomaliler, kas-iskelet anomalileri, spinal anomaliler, hematolojik anomaliler,
gastrointestinal ve genitoiiriner sistem anomalileri yer almaktadir (4). Prenatal ultrason ile tanida
tek on kol kemigi izlenmesi ve elde radyale deviasyon tipik bulgudur (4).

Ust ekstremitenin olusumu fertilizasyon sonrasi1 24. giinde lateral plak mezoderminin 9 ve
12. somitler arasina gocii ile baglar ve 26. giinde ekstremite tomurcugunun olusmasi ile devam
eder (5). Ust ekstremitenin olusumu ve biiyiimesi ile iligkilendirilmis molekiiler faktdrler arasinda
HOX, WNT ve FGF gen aileleri ile TBX5 geni yer almaktadir (5). Radyoulnar farklilasmada ise
SHH ve GLI3 genleri rol oynamaktadir (5).

Radyal 151n defektlerinde etkilenme unilateral veya bilateral izlenebilmekle beraber,
bilateral etkilenme olan olgularda altta yatan genetik etiyoloji olasiligi daha yiiksektir (6).
Etiyolojide kromozom anomalileri, tek gen hastaliklari, teratojen maruziyetleri yer almaktadir.
Radyal 151n defektleri iligkili kromozom anomalileri arasinda en sik Saptanan trizomi 18’dir (2).
Bunun disinda trizomi 13 ve 22ql1.2 delesyon sendromlu olgularda da radyal 1simn defekleri
bildirilmistir (2, 7). Radyal 1s1n defektleri iliskili teratojenler arasinda talidomid ve valproik asit
maruziyeti yer almaktadir (8, 9). Radyal 1s1n defektleri iligkili sendromlar arasinda ise Holt-Oram
sendromu, Fanconi anemisi, trombositopeni-radius yoklugu (TAR) sendromu, VACTERL
asosiasyonu, Cornelia de Lange sendromu, Roberts sendromu, Akrofasiyal dizostoz 1, Nager tipi,
Duane-radyal 1sin sendromu, Townes-Brocks sendromu, RAPADILINO sendromu, Baller-

Gerold sendromu, Rothmund-Thomson sendromu basta olmak {izere bir¢ok sendrom yer
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almaktadir. Radyal 1s1mn defektlerinin yaklasik yarisin1 olusturan Mendelyan kalitim gosteren
olgularda tanida genetik testler onemli bir rol oynamakla beraber, diger yarisin1 olusturan
sporadik olgularda iligkili gen bilinmediginden tani klinik olarak kalmaktadir (10).

Bu ¢alismada radyal aplazi / hipoplazi saptanan fetuslarda etiyopatogenezde rol oynayan
genlerin ve bu genlerdeki varyantlarin tiim ekzom dizileme yontemi kullanilarak arastirilmasi ve
sonuclarin literatliire katki saglamasi amaglanmigtir. Calismamizdan elde edilen verilerin
etiyopatogenezin netlestirilmesi ile 6zgiin genetik danigsma sonrasi prenatal / preimplantasyon
genetik tan1 olanaklarina, genotip-fenotip korelasyonunun detaylandirilmasina ve tedavi

seceneklerinin gelistirilmesine katki saglamasi beklenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ust Ekstremite Embriyolojisi

Ust ekstremitenin olusumu fertilizasyon sonrasi1 24. giinde, lateral plak mezoderminin 9
ve 12. somitler arasina gogii ve biiylimesi ile baslar (5). Bu siireg HOX (homebox) gen ailesine
bagimlidir (5). 9 ve 12. somitlerden salinan ve A vitaminin aktif formu olan retinoik asit HOX
genlerinin ekspresyonunu diizenler (11). HOX genleri sadece iist ekstremite tomurcugunun ortaya
¢ikmasindan degil, ayn1 zamanda ekstremite segmentasyonu ve dokulara farklilasma siirecinden
de sorumludur (5). insanda her biri farkl1 bir kromozom iizerinde yer alan ve A, B, C, D adi
verilen dort set HOX geni vardir (5). Bu genlerden her biri aynt DNA zinciri tizerinde ardisik
olarak bulunan bir gen kiimesi olustururlar (5). DNA zincirinin okundugu yone gore belirlenen
sirayla birbiri ardina aktive edilirler (5). Bu genler mimar genler olarak adlandirilirlar, ¢iinkii
aktivasyonlar1 hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasindan sorumlu bir¢ok genin ekspresyonu tetikler
(5).

Ekstremite tomurcugu 26. giinde ortaya ¢ikmaya baslar (5). HOXC6'min etkisi altinda,
lateral plak mezoderminden hiicreler TBXS ve WNT salgilamaya baslar, bu da 6nemli bir hiicre
¢ogalmasi ve biiylime faktorii olan FGF10'un iiretilmesini saglar (5). Mezoderm hiicreleri ¢ok
hizli gogalir ve st ekstremite tomurcugu goriiniir bir hale gelir (5). Ekstremitenin biiyiimesi ve
sekillenmesi, HOXA ve HOXD genleri tarafindan uygulanan kronolojik sirada gergeklesir (5).
Gelisimin 37. giiniinde ekstremitenin distal kism1 bir el plakasi olarak taninabilir hale gelir (11).
56. giinde ise list ekstremitenin major morfolojik yapilart tamamlanir (11).

Ekstremite gelisiminde en 6nemli olay, apikal ektodermal ¢ikintinin (apical ectodermal
ridge, AER) olusumudur (5). Ekstremite tomurcugu, baslangigta dorsoventral polarizasyona
sahip olan periferik bir ektoderm tabakasindan olusur (5). Dorsal ektodermin hiicreleri WNT7A'y1
eksprese ederken, ventral ektodermin hiicreleri WNT7A’nin antagonisti olan ENGRAILED1'i
(EN1) eksprese eder (5). Ektodermin bu ventral ve dorsal bolgeleri arasindaki bolgede AER
bulunur (5). AER ekstremite tomurcugunun distalinde bulunan kalinlagsmis ektodermdir ve AER
hiicreleri FGF8 salgilar (11). FGF8, mezodermde FGF10 ekspresyonunu uyararak {ist
ekstremitenin proksimalden distale biiyiimesinde belirleyici bir role sahiptir (11). AER'nin
cikarilmasi iist ekstremitenin biiytiimesinin durmasina neden olur (11). FGF8 ayrica polarize edici

aktivite bolgesinin (zone of polarizing activity, ZPA) olusumunda ve korunmasinda énemli bir
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role sahiptir (5). ZPA distal posterior (ulnar) sinirda bulunan bir mezodermal hiicre kiimesidir ve
anteroposterior eksen i¢in sinyal merkezidir (11).

Mezodermde, hiicreler morfojenlerin etkisi altinda ¢ok hizli bir sekilde ¢ogalir ve {ist
ekstremitenin hem uzunlugunun hem de kalinliginin biiyiimesine yol agar (5). Bu biiylime iig
eksene ayrilir: proksimodistal eksen (uzunlamasina biiyiime), anteroposterior eksen (radyoulnar
polarizasyon) ve dorsoventral eksen (eldeki dorsal-palmar bolgeler) (11). Bu eksenler sirasiyla iig
polarizasyon merkezinin (AER, ZPA ve dorsal ektoderm) etkisi altinda mezodermal hiicrelerin
farklilagsmasina karsilik gelir (5). Bu merkezlerin her biri, membrandaki reseptorlerine baglanarak
bir hiicreye sinyal saglayan ligandlar gibi spesifik morfojenler araciligiyla hareket eder (5). Bu
nedenle bunlara, hiicreler i¢indeki bir dizi kimyasal reaksiyona karsilik gelen ve protein sentezi

veya hedef genlerin transkripsiyonu ile sonuglanan sinyal yolaklar1 denir (5).
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9 ve 12. somitlerde iiretilen retinoik asit (RA) HOX genlerinin ekspresyonunu diizenler. HOX genleri
lateral plak mezoderminde (LPM) WNT ve TBX genlerinin ekspresyonunu indiikler ve diizenler. Bu genler
Fgf10 ekspresyonunu indiikler. Es zamanli ektodermden Bmp sinyali Wnt/B-catenin yolagini indiikler (bu
yolak ayrica Fgf10 tarafindan da indiiklenir). Bu yolak Fgf8 saliniminin indiikler, ektodermden salinan
Fgf8 mezodermde Fgf10 salinimini indiikler, Fgf10 ekstremitenin proksimodistal bityiimesinde 6nemli rol
oynar.

Congenital Anomalies of the Upper Extremity, 2021 baskisindan alintilanmigtir (11).

2.1.1. Proksimalden Distale Biiyiime

Proksimodistal eksenin sinyal merkezi AER’dir ve AER proksimodistal biiylimeyi FGF
sinyali ile diizenler (11). Proksimalden distale biiyiime AER'min sekillenmesi ile baslar (11).
AER’den salgilanan FGF8 mezoderme yayilir ve FGF10'un salgilanmasini destekler (5). AER
altinda mezodermal hiicrelerin ¢ok hizli ¢ogaldigi bir alan vardir (5). WNT faktorleri bu hiicreleri
farklilasmamis halde tutar (5). Bu, ilerleme bdolgesi (progress zone, PZ) adi verilen hizli biiytime
alaniyla sonuglanir (5). Biiylime sirasinda, AER ve PZ embriyonik eksenden uzaklasir ve
ekstremitede ii¢ segmentin farklilagmasina katkida bulunur: proksimal bolge (embriyonun
sefalokoaudal ekseninden retinoik asidin etkisi altinda gelisen bolge), distal bolge (AER ile temas
halinde olan PZ bélgesi), ara bolge (proksimal ve distal bolgeler arasinda bulunan bolge) (5). Bu
i¢c bolge spesifik morfojenlerin ekspresyonu nedeniyle farkli sekilde gelisir ve ekstremitenin tig
segmente ayrilmasiyla sonuglanir: proksimal segment veya stylopod (humerus gelisir), ara
segment veya zeugopod (radius ve ulna gelisir) ve distal segment veya autopod (karpaller,

metakarpaller ve falankslar gelisir) (11).



Anterior (radial)

Stylopod Zeugopod Autopod
(Kol) (Gnkol) (El)

AER Progress Zone

Posterior (ulnar)

Sekil 2: Proksimodistal biiyiime
AER ve altinda yer alan PZ’den stylopod (kol), zeugopod (6n kol) ve autopod (el) bolgelerinin gelisimi
gosterilmistir.

S. Guero, 2018 ¢alismasindan alintilanmustir (5).

2.1.2. Radyoulnar (Anteroposterior) Farklilasma

Anteroposterior eksenin sinyal merkezi ZPA’dir ve ZPA anteroposterior farklilasmay1
SHH (sonic hedgehog) sinyali ile diizenler (11). Anteroposterior polarizasyon, ekstremite
tomurcugu ortaya ¢iktiginda baslar (5). Anteroposterior eksen boyunca ekstremite iki segmente
ayrilir: bagparmak ve radiustan olusan anterior (radyal) segment, ulna ve ulnar (2, 3, 4, 5.
parmaklar) parmaklardan olusan posterior (ulnar) segment (11).

Mezoderm hiicreleri anterior {igte ikisinde bir transkripsiyon faktorii GLI3'l eksprese eder
ve posterior ligte birinde farkli bir faktdor olan HAND?2'yi eksprese eder (5). Son HOXD
genlerinin etkisi altindaki bir grup hiicre, ekstremite tomurcugu tizerinde ¢ok posterior ve distalde
bulunan ZPA olmak i¢in farklilagsmistir (5). ZPA, {ist ekstremitenin biiylimesinde ve
morfolojisinde hayati bir role sahiptir ve SHH ad1 verilen kiigiik bir proteini salgilayacak birkag
yiiz hiicreden olusur (5). SHH, noral tiipiin, dislerin ve ekstremitelerin embriyonik gelisiminde

onemli rol oynayan bir liganddir (5). SHH distal ekstremitenin (6n kol ve el) dogru gelisiminde
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kritik bir rol oynar (11). SHH bir hiicrenin yiizeyine baglandiginda, GLI3 transkripsiyon
faktoriinlin hiicre igine taginmasiyla sonuglanan bir dizi kimyasal reaksiyonu tetikler (11). SHH
varliginda, GLI3 molekiili aktif formdadir (GLI3A) (5). SHH yoklugunda, GLI3 baskilayici
formundadir (GLI3R) ve hedef genlerin transkripsiyonu inhibe edilir (5). GLI3R artis1 ekstremite
mezenkiminde apoptoz hizinin artmasi ile sonuglanir (11).

SHH, ekstremite tomurcugunun posterior kisminda yiiksek oranda salgilandigindan, onu
salgilayan hiicrelerin yakininda biiyiik miktarlarda bulunur (5). Radyal (anterior) taraftaki
hiicreler SHH'ye maruz kalmaz (5). Bu aym1 zamanda GLI3'in aktif ve baskilayici formlar
arasinda bir gradyan oldugu anlamina gelir (5). Posterior bolgede, yiiksek konsantrasyonda
GLI3A bulunurken, 6n veya radyal bolgede sadece GLI3R bulunur (5). GLI3 bir transkripsiyon
faktorii oldugundan inaktif oldugunda bazi hedef genler asla transkribe edilmez, bu da ulnar taraf
ile radyal taraf arasindaki morfolojik farkliliklar1 agiklar (5).

PZ her zaman ekstremite tomurcugunun posterior ve distalinde kalir (5). ZPA,
proksimalden distale biiyiime sirasinda AER'ye eslik eder (5). AER, FGF'yi salgilayarak SHH
iretimini aktive eder ve siirdiiriir (5). ZPA, biiylime sirasinda distal olarak hareket eder (5).
Sonug olarak, tist kolun olusacagi tomurcugun proksimal bdlgesi SHH'den minimum diizeyde
etkilenir, 6n kol SHH’ye daha fazla maruz kalir ve elin ulnar tarafi bu proteine uzun siire maruz
kalr (5). ZPA'nin ¢ikarilmasi, ulna ve ulnar tarafli parmaklarin gelismemesine neden olur (5).
SHH, AER'yi korumak i¢in gereklidir (5). Bu ligand tamamen eksikse, bu ekstremite transvers
biiytimesinin durmasi ve merkezi sinir sisteminin ciddi anomalilerine (holoprozensefali) yol
acabilir (5). GLI3 gen mutasyonlar1 ise postaksiyel polidaktili veya Greig sefalopolisindaktili
sendromu ve Pallister-Hall sendromu gibi polidaktili ile karakterize otozomal dominant genetik
hastaliklara yol agar (5). Elin radyal tarafinda, 6zellikle o bolgede ifade edilen baska morfojenler
de (TBX5, ETV4 ve ETV5 gibi) vardir (5).

2.1.3. Dorsoventral Farkhlasma

Dorsoventral eksenin sinyal merkezi dorsal ektodermdir ve dorsal ektoderm dorsoventral
farklilagmayr WNT7A sinyali ile diizenler (11). Dorsal ektodermde WNT7A eksprese olurken,
ventral ektodermde EN1 eksprese olur (11). WNT7A sinyal yolu, ektodermin dorsal tarafinda
aktiftir (5). WNTT7A sinyalizasyonu ekstremite yapilarinin dorsal tarafin1 tanimlarken, EN1

WNT7A ekspresyonunu dorsal ektoderm ile smirlayarak ventral ekstremite dokularinin
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dorsallesmesini onler (11). Ek ¢alismalar, WNT7A’nin islevini altindaki dorsal mezodermde
LMX1B’nin indiiksiyonu yoluyla gergeklestirdigini gostermektedir (11). Tanimlanmis bir
mutasyona sahip tek dorsoventral farklilasma bozuklugu, LMX1B gen mutasyonlarinin sebep
oldugu Nail-Patella sendromudur (5). WNT7A genindeki degisiklikler ise fokomeliye yol agar (5).

2.2. Konjenital Ust Ekstremite Anomalilerinin Simflandirilmasi

Konjenital iist ekstremite anomalilerinin insidans1 farkli g¢alismalarda 10.000 canh
dogumda 22,5 ile 10.000 canli dogumda 16 arasinda bildirilmistir (12, 13). Ust ekstremite
anomalileri i¢in simdiye kadar birgok smiflandirma yapilmistir. IFSSH / OMT (International
Federation of Societies for Surgery of the Hand / Oberg-Manske-Tonkin) siniflandirmasi 2014
yilinda olusturulmus ve Onerilen siniflandirma sistemi olmustur (11). En son 2020 yilinda
giincellenmistir  (14). Bu smiflandirmada st ekstremite anomalileri malformasyonlar,

deformasyonlar, displaziler ve sendromlardan olugan dort gruba ayrilmaktadir (14).

2.2.1. Malformasyonlar

Malformasyonlar normal gelisim veya farklilasmada bozukluklardir ve iist ekstremitenin
en sik anomalileridir (11). IFSSH / OMT 2020 siniflandirmasina gére malformasyonlar tim {ist
ekstremitenin tutulumu ve elin tutulumu olmak {izere iki gruba ayrilir (14). Bu iki grup da kendi
icerisinde proksimodistal, radyoulnar, dorsoventral ve ozellestirilmemis eksen tutulumu olarak
dort gruba ayrilir (14). Radyal longitudinal eksiklik; malformasyon grubunda, tiim ekstremite

tutulumu basliginin ig¢erisinde ve radyoulnar eksen tutulumu alt basliginda yer almaktadir.

2.2.2. Deformasyonlar

Deformasyonlar normal gelisim veya farklilasmadan sonra ortaya ¢ikan bozukluklardir
(11). Disriipsiyonlar ise normal dokularda genellikle vaskiiler nedenlerden dolayr olusan
bozukluklardir (11). Konjenital {ist ekstremite anomalileri i¢in hem deformasyonlar hem
disriipsiyonlar normal gelisimden sonra ortaya ¢iktiklari igin ayni grupta yer almaktadir (11). Bu
grup i¢in tipik Ornek amniyotik bant sekansidir (14). Eksenlere bagli bir siniflandirma

bulunmamaktadir.
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2.2.3. Displaziler
Displaziler izole dokularin gelisim ve farklilasma bozukluklaridir (11). IFSSH / OMT

2020 smiflandirmasina gore displaziler varyant biiylime, tiimoréz durumlar ve konjenital

kontraktiirler olmak tizere {i¢ gruba ayrilir (14).

2.2.4. Sendromlar

IFSSH / OMT 2020 simiflandirmasinda bu grupta 50 sendrom listelenmistir (14). Ancak
bunlar ekstremite anomalisine sahip olan ve yaygm olarak tanman sendromlardir. Ornek olarak,

bir bulgu olarak bagparmagin anormal gelisimine sahip 500'den fazla sendrom vardir (11).

2.3. Radyal Isin Defekti ile Seyreden Kromozom Anomalileri

Radyal 151n defektlerinde en sik saptanan kromozom anomalisi trizomi 18’dir. Pakkasjarvi
ve arkadaslar tarafindan radyal 151 defekti tanili 138 olgunun degerlendirilmesinde; olgulardan
%?28’inde (38 olgu) kromozom anomalisi saptanmustir (2). Otuz iki olgu trizomi 18 (olgularin
%23°1) tanist almistir (2). Trizomi 18 disindaki kromozom anomalileri ise alt1 olguda (olgularin
%4.3°11) saptanmustir (2). Bunlardan bir olgu trizomi 13, bir olgu mozaik trizomi 16 tanisi almistir
(2). Diger anomaliler arasinda duplikasyonlar (3q duplikasyonu) ve biiyiik delesyonlar yer
almaktadir (2). Radyal 151n defektli olgularda bildirilmis diger kromozom anomalileri arasinda
22q11.2 delesyonu, 1921 mikroduplikasyonu, 7qg22.1 delesyonu, 10024.3 delesyonu
bulunmaktadir (7, 15).

2.4. Radyal Isin Defekti ile Seyreden Tek Gen Sendromlar:

2.4.1. Holt-Oram Sendromu

Holt-Oram sendromu (HOS, #MIM 142900); iist ekstremite defektleri ve konjenital kalp
anomalileri ile karakterizedir (16). Prevalansi 100.000 canli dogumda 0.7 ile 1 arasinda
bildirilmistir (17, 18). Bu sendrom ilk olarak 1960 yilinda Holt ve Oram tarafindan 4 kusak
boyunca atriyal septal defekt ve konjenital basparmak anomalileri izlenen bir ailede

tanimlanmistir (19).
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2.4.1.1. Klinik Bulgular

Tim olgularda iist ekstremite defektleri izlenmekle beraber, sendromda goriilen {ist
ekstremite defektleri trifalangeal bagparmak veya basparmak aplazisinden fokomeliye
(ekstremitede uzun kemiklerin aplazisi sonucu el ve ayaklarin dogrudan goévdeye yapisik
bulunmasi) kadar degiskenlik gosterebilir (16). Ayrica bu defektler unilateral, bilateral / simetrik
veya bilateral / asimetrik olarak izlenebilir (16). Diger iist ekstremite anomalileri arasinda radius
aplazisi veya hipoplazisine bagli olusan kol uzunluklarinda esitsizlik, karpal ve tenar kemiklerde
anormal gelisim veya flizyon, anormal 6n Kol pronasyon ve supinasyonu, basparmagin anormal
opozisyonu, disiik omuzlar ve omuz ekleminde hareket kisitliligi yer almaktadir (16). Anormal
karpal kemik etkilenmis bireylerin tiimiinde mevcuttur ve sendromun tek belirtisi olabilir (20,
21).

Olgularin %75’inde konjenital kalp anomalisi mevcuttur ve bu anomaliler siklikla
kardiyak septumda izlenir (16). Atriyal septal defekt (ASD) ve ventrikiiler septal defekt (VSD)
her say1, boyut ve lokasyonda olabilecegi gibi, kompleks kardiyak anomaliler de izlenebilir (18,
22). Ayrica HOS’lu olgularda konjenital kalp anomalisi varligindan bagimsiz olarak kardiyak
iletim defektleri i¢in artmis risk mevcuttur (16). Olgularda dogumda siniis bradikardisi ve birinci
derece atriyoventrikiiler (AV) blok izlenebilir, AV blok komplet kalp blogu gibi ileri derece
iletim defektlerine ilerleyebilir (16).

2.4.1.2. Molekiiler Etiyoloji

HOS otozomal dominant kalitim paterni gosterir. 12924 lokusunda yer alan TBX5
genindeki heterozigot patojenik varyantlardan kaynaklanir. Etkilenmis olgularin %85’inde
patojenik varyantlarin de novo olustugu, yaklasik %15’inde ise familyal oldugu gosterilmistir
(17, 18). HOS’da penetrans tamdir (16). HOS klinik tan1 kriterlerini karsilayan olgularin %70’ten
fazlasinda HOS ile iligkilendirilmis tek gen olan TBX5 geninde dizi analizi ile, %1’den azinda ise
delesyon / duplikasyon analizleri ile patojenik varyantlar saptanmaktadir (23, 24). Geri kalan
yaklagsik %30’luk kisminda ise TBX5 geninde patojenik varyant saptanamamasi, bu olgularda
TBX5 geninde kodlamayan veya regiilator bolgelerde patojenik varyantlarin olabilecegini ya da
heniiz tanimlanmamis baska genlerin iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir (23, 25).

TBX5 geni (T-box transkripsiyon faktorii 5) hem kardiyogenez hem de ekstremite
gelisiminde O6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir (16). TBX5; NKX2.5 ve GATA4 gibi diger
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transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girebilmekte ve bu etkilesimler ile kardiyogenezin
diizenlenmesine katilabilmektedir (16). TBX5 ve diger T-box transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonu arasindaki denge embriyogenezde kalp ve ekstremite yapilarinin 6zellesmesinde
gereklidir (26, 27, 28).

TBX5 geninde c¢ogu anlamsiz ve gergeve kaymasi patojenik varyantlarinin TBX5
mRNA’lariin degradasyonuna ve sonug olarak haployetersizlige neden oldugu varsayilmistir
(16). Baz1 yanlis anlamli patojenik varyantlar ise transkriptlerde azalmig DNA baglama aktivitesi
ile sonuglanmaktadir (16). iki durumda da fonksiyonel TBX5’de azalma hastaliga yol agmaktadir
(29). Buna karsilik, uzamig bir TBX5 veya intragenik bir TBX5 duplikasyonunu ongoren
patojenik varyantlar1 bildiren galismalar, downstream hedeflerde dominant negatif etki olasiligini
ortaya koymaktadir (30, 31). TBX5’in T-box domainin kristal yapisini DNA’ya baglanmamis ve
DNA'ya bagh formlarinda aydinlatan arastirmacilar, TBX5'in DNA ile etkilesimi icin gerekli
olabilecek bir indiiklenebilir bir C-terminal elemanin1 T-box domaini i¢inde tanimlamislardir
(32).

2.4.2. Fanconi Anemisi

Fanconi anemisi; fiziksel anomaliler, kemik iligi yetersizligi ve malignite riskinde artis ile
karakterizedir (33). Prevalanst 100.000 canli dogumda 1 ile 250.000 canli dogumda 1 arasinda
degiskenlik goéstermekle birlikte, ortalama 136.000 canli dogumda 1 olarak bildirilmistir (34).
Fanconi anemisi aplastik aneminin en sik genetik nedenidir ve hematolojik malignitelerin en sik
genetik sebeplerindendir (33). Tasiyict sikligt Kuzey Amerika’da 1:181, Israil’de 1:93 gibi
yliksek oranlarda bildirilmistir (35). Ilk olarak 1927 yilinda Guido Fanconi tarafindan pansitopeni

ve fiziksel anomaliler saptanan ti¢ kardeste tanimlanmistir (36).

2.4.2.1. Klinik Bulgular

Fiziksel anomaliler Fanconi anemili olgularin %75’inde izlenir (33). Bu anomaliler (33):
1. Biiylime geriligi: Prenatal veya postnatal baglangighh boy kisaligi, diisiik dogum
agirlig
2. Anormal cilt pigmentasyonu (%40): Generalize hiperpigmentasyon (cafe au lait
lekeleri), hipopigmentasyon

3. Ust ekstremitelerde bilateral veya unilateral iskelet anomalileri:
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10.

11.

12.

13.

v’ Bagparmak anomalileri (%35): Aplazi, hipoplazi, bifid, duplike, trifalangeal, uzun,

proksimal yerlesimli

v" Radius anomalileri (%7): Aplazi, hipoplazi, nabiz yoklugu veya zayif nabiz

v' El anomalileri (%5): Diiz tenar eminens, birinci metakarp aplazisi, klinodaktili,

polidaktili

v Ulna (%]1): Displastik, kisa

Alt ekstremitelerde iskelet anomalileri (%5): Sindaktili, anormal parmaklar, pes
ekinovarus (PEV), konjenital kalca dislokasyonu

Mikrosefali (%20)

Goz anomalileri (%20): Mikroftalmi, katarakt, astigmatizm, strabismus, epikantus,
hipotelorizm, pitoz

Genitouriner anomaliler:

v Renal (%20): Atnali, ektopik, pelvik, hipoplastik, displastik, aplazik, hidronefroz,

hidrotireter

v Genital-Erkek  (%25): Hipospadias, mikropenis, Kkriptoorsidizm, anorsi,

oligospermi, azospermi, fertilitede azalma

v Genital-Disi (%2): Bikornuat uterus veya uterus malpozisyonu, kiigiik overler

Endokrin hastaliklar (%50-%75): Hipotiroidi (%30-%60), diyabet (%8-%10),
hiperglisemi / bozulmus glikoz toleransi (%25-%70) ve instilin rezistansi

Isitme kayb1 (%10): Genellikle iletim tipi [ek kulak anomalilerinin (displastik kulak,
dar kulak kanali, anormal pinna vb.) eslik ettigi veya etmedigi orta kulak kemik
anomalilerine sekonder]

Konjenital kalp hastaliklar1 (%6): Patent duktus arteriyozus (PDA), ASD, VSD, aort
koarktasyonu, turunkus arteriyozus, situs inversus

Gastrointestinal anomaliler (%5): Ozofageal, duodenal veya jejunal atrezi, imperfore

aniis, trake6zofageal fistiil, aniiler pankreas, malrotasyon

Santral sinir sistemi anomalileri (%3): Kiigiik hipofiz, hipofiz sap1 kesilme
sendromu, korpus kallozum agenezisi, serebellar hipoplazi, hidrosefali, dilate
ventrikiiller

Yiiz bulgular1 (%2): Triangiiler yiiz, mikrognati, ortayiiz hipoplazisi
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14. Spinal anomaliler (%2): Spina bifida, skolyoz, hemivertebra, kosta anomalileri
koksigeal aplazi

15. Boyun anomalileri (%1): Sprengel deformitesi, Klippel-Feil anomalisi, kisa veya
yele boyun, diisiik sa¢ ¢izgisi

Gelisim geriligi ve / veya biligsel yetersizlik Fanconi anemili olgularin %10’unda izlenir
(33).

Fanconi anemili olgularda kemik iligi yetersizliginin baglangi¢ yasi olduk¢a degiskendir
(33). FANCA, FANCC ve FANCG genlerinde patojenik varyantlar saptanan 754 olgunun
analizinde ortalama baslangi¢ yas1 7.6 yas olarak bulunmustur (33). Nadiren kemik iligi
yetersizligi yenidoganlarda ve kiigiik ¢ocuklarda izlenebilir (37). Herhangi bir hematolojik
anomali gelisim riski 40 yasinda %90 olarak bildirilmistir (38).

Trombositopeni veya l6kopeni genellikle anemiden once baglar (33). Bu bulgular
genellikle makrositoz ve artmig fetal hemoglobin ile iligkilidir (33). Pansitopeni genellikle
zamanla birlikte kotiilesir (33). Sweet sendromu (noétrofilik cilt infiltrasyonu) Fanconi anemili
yedi hastanin altisinda hematolojik hastaligin progresyonu ile iligkilendirilmistir (39).

Kemik iligi yetersizliginin agirh@: sitopenilerin derecesine gore smiflandirilabilir (33).
Kemik iligi yetersizligi kriterlerinin karsilanmasi icin sitopeniler persistan olmali ve diger
nedenler dislanmalidir (33).

Fanconi anemisinde kanser yatkinlig1:

1. Akut miyeloid l6semi (AML): Fanconi anemili olgularda AML igin rdlatif risk 500
kat kadar artmistir (40, 41). Kombine kohortlarin risk analizlerinde AML i¢in
kiimiilatif insidans 50 yasta %13 olarak bulunmus, cogu olgu 15-35 yas arasinda
tan1 almistir (33). Miyelodisplastik sendrom (MDS) / AML gelisimi igin artmis risk
monozomi 7 ve 7q delesyonlariyla iligkilidir (33). Kromozom 3g26-29’un klonal
amplifikasyonlarimin MDS / AML’ye ilerleme riskinde artis ile iliskili oldugu
bildirilmistir (42).

2. Solid tiimorler: Dogum defekti olmayan ve kemik iligi yetersizligi gelismeyen
olgularda hastaligin ilk bulgusu solid tiimérler olabilir (33).

v Bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinomlari Fanconi anemili olgularda en sik
izlenen solid tiimérdiir (33). Insidans genel popiilasyona gore 500-700 kat
yiiksektir (33). Ayrica Fanconi anemili olgularda gozlenen bas ve boyun skuamoz
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hiicreli karsinomlar1 normal popiilasyona gore daha erken yasta izlenmekte, en sik
oral kavitede gozlenmekte, ileri evrede saptanmakta ve tedaviye yaniti zayif
olmaktadir (33).

v Fanconi anemili olgular cildin ve genitoiiriner sistemin ikinci primer kanserleri
icin artmus risk altindadir (33). Ikinci primerlerin paterni, genel popiilasyondaki
HPV ile iligkili bas ve boyun skuamdz hiicreli karsinomlarinda gézlenenlere
benzemektedir (43).

v Kemik iligi yetersizligi i¢in androjen tedavisi alan Fanconi anemili olgular ayrica

karaciger timorleri igin de artmus risk altindadir (33).

2.4.2.2. Molekiiler Etiyoloji

Fanconi anemisi otozomal resesif (OR), otozomal dominant (OD) ve X’e bagh kalitim
gosterebilir (33). Fanconi anemisi siiphesi varliginda diepoksibiitan ve mitomisin C’ile uyarilmis
lenfositlerde yapilan kromozom analizlerinde kromozom kiriklarinda artis ve radyal formlarin
izlenmesi (Sekil 3) tanida 6nem tasir (33). Fanconi anemisi ile iliskilendirilmis genlerin kalitim
paterni ve molekiiler genetik tan1 yontemleri (dizi analizi ve delesyon / duplikasyon analizi) ile
varyant saptanma yiizdeleri Tablo 1°de belirtilmistir (33).
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Sekil 3: Fanconi anemisinde sitogenetik bulgular

(A) Diepoksibiitan, (B) Mitomisin C ile kromozom kirik testinde Fanconi anemili olguda kromozom

kiriklarinda artis ve radyal formlar izlenmektedir.
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HJ Lee, 2012 ¢alismasindan alintilanmistir (44).

Tablo 1: Fanconi anemisi molekiiler etiyolojisi

Gen Kalitim OMIM Komplemen- | Gen Dizi analizi | Delesyon /
paterni fenotip tasyon grup iliskili ile varyant | duplikasyon
numarasi hasta saptanma | analizi ile varyant
yiizdesi | yiizdesi saptanma yiizdesi

FANCA OR #MIM FA-A %60-70 | %60 %40
227650

FANCC OR #MIM FA-C %14 >%90 <%10
227645

FANCG OR #MIM FA-G %10 >0%99 Bildirilmemis
614082

FANCD2 OR #MIM FA-D2 %3 >%90 <%10
227646

FANCE OR #MIM FA-E %3 >0%99 Bildirilmemis
600901

FANCB X’e bagh | #MIM FA-B %2 %70 %30

resesif 300514

FANCF OR #MIM FA-F %2 %85 %15
603467

BRCA2 OR #MIM FA-D1 %2 >0099 Bildirilmemis
605724

BRIP1 OR #MIM FA-J %2 >099 Bildirilmemis
609054

FANCI OR #MIM FA-I %1 >095 <%5
609053

FANCL OR #MIM FA-L <%l >%90 <%10
614083

FANCM* - - FA-M <%l %75 1 bildirilmis

PALB2 OR #MIM FA-N <%l >0%95 1 bildirilmis
610832
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BRCA1 OR #MIM FA-S <%1 >%699 Bildirilmemis
617883
ERCC4 OR #MIM FA-Q <%1 >%99 Bildirilmemis
615272
SLX4 OR #MIM FA-P <%1 >9%90 1 bildirilmis
613951
UBE2T OR #MIM FA-T <%l <%50 >%50
616435
RAD51C OR #MIM FA-O <%l >%599 Bildirilmemis
613390
RAD51 oD #MIM FA-R 2 >%699 Bildirilmemis
617244 bildirilm
1§
REV7 OR #MIM FA-V 1 >9699 Bildirilmemis
617243 bildirilm
is
RFWD3 OR #MIM FA-W 1 >%99 Bildirilmemis
617784 bildirilm
is
XRCC2 OR #MIM FA-U 1 >9699 Bildirilmemis
617247 bildirilm
is
FAAP100* | - - FA-Y 1 olguda | >%99 Bildirilmemis

*FANCM ve FAAP100 genleri heniiz OMIM veri tabaninda Fanconi anemisi ile iliskilendirilmemistir.

OMIM veri tabaninda Fanconi anemisi ile iliskili olan ve her biri i¢in farkli fenotipik
komplementasyon grubu tanimlanmis en az 21 gen bulunmaktadir (33). Fanconi anemisi iligkili
genlerin kodladig1 proteinlerin Fanconi anemisi yolagi veya Fanconi anemisi-BRCA yolag1 adi
verilen ortak bir yolakta gorev aldig1 diistiniilmektedir ve bu yolak DNA ¢apraz baglayici ajanlara
karst hiicresel direnci diizenlemektedir (45, 46, 47). Bu yolaktaki bozukluklar Fanconi

anemisinde sik gozlenen hiicresel ve klinik anomalilere yol agmaktadir (47, 48).
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Fanconi anemisi proteinlerinin sekizi (FANCA, FANCB, FANCC, FANCE, FANCEF,
FANCG, FANCL ve FANCM), FAAP24 ve FAAP100 proteinleri ile birlikte niikleer komplekste
(Fanconi anemisi kor kompleksi) toplanmistir (49, 50). Bu kompleks ¢ok alt tiniteli bir ubikuitin
ligaz kompleksidir ve iki Fanconi anemisi proteininin (FANCD2 ve FANCI)
monoubikuitinasyonu, Fanconi anemisi kor kompleksine baglidir (51). DNA hasarina yanit
olarak veya hiicre dongiisiiniin S fazinda bu Fanconi anemisi kor kompleksi FANCD2 ve FANCI
proteinlerinin  monoubikuitinasyonunu  aktive eder (33). FANCD2 ve FANCI
monoubikuitinlenmis haldeyken BRCA1, BRCA2, PALB2 ve RADS51 proteinlerini igeren
niikleer odaklara translokasyona ugrar (33). FANCI, FANCD?2 ile dizi benzerligi gosterir ve
birlikte bir protein kompleksi olustururlar (51). FANCD2 ve FANCI'nin monoubikuitinasyonu
birbirine bagimlidir (51). FANI1 adli niikleazin, enzimatik aktivitesini yoneten
monoubikuitinlenmis FANCD2'ye baglandigi gosterilmistir (52). Ayrica Fanconi anemisi kor
kompleksi, BLM, RPA, ve topoizomeraz llla ile BRAFT (BLM, RPA, FA ve topoizomeraz Il1a)
ad1 verilen daha biiyiik bir kompleks olusturur (53). FANCM her iki ayrilabilir komplekste de
(FA ¢ekirdek kompleksi ve BLM kompleksi) bulunur (54).

BRCAZ2 (eski adiyla FANCD1), meme kanseri yatkinligi ile iligkili bir timor supresordiir
ve farkli bir klinik fenotipe sahiptir (55). BRCAZ2 protein stabilitesi ve lokalizasyonu, bagka bir
meme kanseri yatkinlik geni olan PALB2 (eski adiyla FANCN) tarafindan kodlanan PALB2
(partner and localizer of BRCA2) tarafindan diizenlenir (56). Baska bir meme kanseri yatkinlik
geni BRIP1 (eski adiyla BACH1 veya FANCJ), Fanconi anemisi ile de iligkilidir (57, 58).
BRCA2, PALB2 ve BRIP1, FANCD2 protein monoubikuitinasyonu veya FANCD2 niikleer
odaklarmin olusumu i¢in gerekli degildir, ancak mitomisin C veya diepoksibiitana hiicresel
direng igin gereklidir (33). BRCA2'nin, FANCG ve FANCD?2 dahil olmak {izere Fanconi anemisi
proteinlerinin ¢oklu alt komplekslerinde hareket ettigi bulunmustur (59). FANCD2'nin CHK1
tarafindan fosforilasyonunun BRCA?2 ile etkilesim i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (60). BRIP1
ve FANCD2'nin ise odaklarin olusumunda islevsel olarak baglantili oldugu gosterilmistir (61).

Fanconi anemisi patolojisinin iyilestirilmesi, homolog olmayan u¢ birlestirme yolaginin
elemanlarinin asagi regiilasyonunda gosterilmistir (62). Bu, Fanconi anemisi patofizyolojisinin
cogunun homolog olmayan ug birlestirmenin yanlis onarimindan kaynaklandigini gostermektedir
(33). Ote yandan, homolog rekombinatoryal onarimda Fanconi anemisinin katilimi, BRCA1,
BRCA2 ve RADSIC ile etkilesimlerde iyi bir sekilde gosterilmistir (33). FANCD2'min ayrica
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PCNA ve pol K ile etkilesime girdigi gosterilmistir, bu da homolog rekombinasyonun bir
varyanti olan translezyon sentezinin, lezyonun atlanmasinda (bypass) Fanconi anemisi

proteinlerinin dogrudan islevi olabilecegini diistindiirmektedir (63).

2.4.3. TAR Sendromu
TAR (Thrombocytopenia Absent Radius) sendromu (#MIM 274000); bilateral radius

yoklugu ve trombositopeni ile karakterizedir (64). Prevalansi 100.000 canli dogumda 1 ile
200.000 canli dogumda 1 arasinda bildirilmistir (64). ilk olarak 1959 yilinda Shaw ve Oliver
tarafindan trombositopeni ve radius yoklugu saptanan iki kiz kardes tanimlanmig ve Fanconi

anemisinden farkli bir antite oldugu diistintilmiistiir (65).

2.4.3.1. Klinik Bulgular

Ekstremite anomalileri hem {ist hem alt ekstremiteleri etkileyebilir, ancak genelde iist
ekstremite tutulumu daha agirdir (64). TAR sendromlu olgularda her zaman bilateral radius
yoklugu veya hipoplazisi izlenir (64). Basparmaklar her zaman mevcuttur ve normale yakin
boyuttadir, ancak bazen normalden genis ve diiz olarak izlenebilir (64). Basparmaklar
fleksiyonda tutulur ve fonksiyonlarinda kisitlilik izlenir (66). Ayrica iist ekstremitelerde ulna,
humerus ve omuz kusaklarmin yoklugu veya hipoplazisi izlenebilir (64). Sindaktili gdzlenebilir
ve besinci parmak klinodaktilisi siktir (64). Alt ekstremiteler olgularin yaklagik yarisinda
etkilenir; kalca dislokasyonu, koksa valga, femoral ve/veya tibial torsiyon, genu varum ve patella
yoklugu siktir (64). En agir ekstremite tutulumu tetrafokomelidir (64). Diger nadir iskelet
bulgular arasinda kosta ve vertebra anomalileri yer almaktadir (64).

Trombositopeni konjenital olabilir veya yasamin ilk haftalar1 ile aylar icerisinde
gelisebilir (64). Cogu olguda trombosit diizeyleri yasamin ilk iki yilinda diisiikken sonrasinda
artar, ama referans degerin alt siirindan diisiik kalir (67, 68). Inek siitii alerjisi siktir ve
trombositopeninin alevlenmesi ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir (69). Nadiren bildirilen
diger hematolojik bulgular arasinda anemi, l6komoid reaksiyonlar, AML ve akut lenfoblastik
16semi yer almaktadir (68, 70, 71, 72).

Kardiyak anomaliler genelde septal defektler seklinde izlenir (73). Bir olguda Fallot
tetralojisi bildirilmistir (74).
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Gentitoiiriner anomaliler renal agenezi veya malrotasyon, atnali bobrek, hidronefroz ve
pelviektazi gibi bobrek ve iiriner sistemin konjenital malformasyonlarini igerir. Mayer-
Rokitansky-Kuster-Hauser sendromu izlenen olgular bildirilmistir (75, 76).

TAR sendromlu olgularda nadiren langerhans hiicreli histiyositoz bildirilmistir (68, 77).

2.4.3.2. Molekiiler Etiyoloji

TAR sendromu otozomal resesif kalitim paterni gosterir. TAR sendromlu olgularin
cogunda 1921 lokusunda yer alan RBMB8A genini igeren heterozigot delesyon ve RBMS8A
genindeki hipomorfik varyantin trans konumda bulunmasi sonucu olusan bilesik heterozigot
mutasyonlardan kaynaklanir. Nadiren bazi olgularda RBM8A genindeki hipomorfik varyant ve
RBMBS8A genindeki null allel olusumuna sebep olan dizi varyantinin (¢er¢eve kaymasi veya trunke
edici varyantlar) bilesik heterozigotlugu saptanir. TAR sendromunda penetransin tam oldugu
diistiniilmektedir (64).

1g21.1 bolgesinde saptanan minimal delesyon bolgesi RBM8A ve diger 11 bilinen geni
iceren 200 kilobazlik bir bolgedir (78). Ancak en sik gbzlenen delesyon telomere dogru uzanan
ve ek olarak bes geni daha igeren 500 kilobazlik bir delesyondur (78). TAR sendromu ile iligkili
olan hem 200 kilobazlik hem de 500 kilobazlik delesyonlar tipik olarak 1g21.1 delesyon /
duplikasyon sendromu bolgesinden farkli ve ayridir (64).

RBMB8A genini i¢eren heterozigot delesyonlarin nadir olmasi (siklikla de novo olusum) ve
RBMB8A genindeki hipomorfik varyantlarin sik saptanmasi (toplumda %3-14.8’¢ kadar yiiksek
olabilen siklikta) nedeniyle TAR sendromunda kalitim paterni diger otozomal resesif hastaliklara
gore farkliliklar gosterir (64, 79, 80). Bu farkliliklar arasinda; kardeslerde hastalik goriilme
sikliginin az olmasi, ebeveynden ¢ocuga hastalik gecisinin izlenmesi, etkilenmis ikinci ve tiglincii
derece akrabalarin bulunmasi yer almaktadir (64, 79).

RBMB8A geni RNA baglayici protein 8A’y1 (diger bir adiyla Y14) kodlar (64). Bu protein
daha ¢ok niikleusta bulunmakla birlikte sitoplazmada da bulunmaktadir (64). Y14 korunmus bir
RNA baglama motifi icerir ve kirpilma sonrast hem niikleer MRNA’lar hem de yeni eksporte
edilen sitoplazmik mRNA’lar ile iliskidedir (64). Bu proteinin intronlarin nerede bulundugunu
gostermek icin kirpilmis mRNA’lar ile bir etiket gibi iliskide kaldigi ve bdylece mMRNA
kirpilmasinin 6ncesi ile sonrasini birbirine bagladig diisiiniilmektedir (64). Y14 ekzon birleske

kompleksinin bir bileseni olarak mRNA’lar ve SnRNA biyogenezinde rol oynar (64). Y14 ayrica
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genetik stabilitede de rol oynar (64). Y14’te azalma / yokluk, DNA hasar onarim faktorlerinin
bolgeye gelmesini ve DNA ug birlesiminin verimliligini tehlikeye atar (81).

TAR sendromunun Y14 haployetersizliginden kaynaklandigi diisiinilmektedir (79).
Hayvan deneyleri komplet Y14 yoklugunun (homozigot delesyon varligi) letal oldugunu

gostermektedir (64).

2.4.4. Townes-Brocks Sendromu

Townes-Brocks sendromu (TBS, #MIM 107480); imperfore aniis, displastik kulaklar ve
bagparmak anomalileri triad1 ile karakterizedir (82). Prevalansi tam olarak bilinmemekle birlikte
bir ¢alismada 250.000 canli dogumda 1 olarak bildirilmistir (83). Bu sendrom ilk olarak 1972
yilinda Townes ve Brocks tarafindan baba ve bes cocugunda imperfore aniis, trifalangeal
bagparmak, el-ayak anomalileri, hafif sensérinoral igsitme kaybi ve displastik kulaklar izlenen bir

ailede tanimlanmistir (84).

2.4.4.1. Klinik Bulgular

SALL1 geninde patojenik varyant saptanan TBS tanili 61 olgunun bildirildigi iki yaymda
olgularin %84’tinde anal anomaliler, %87’sinde kulak anomalileri, %89’unda ise el anomalileri
bildirilmistir ve olgularin %67 sinde klasik triadin birlikteligi gézlenmistir (85, 86).

TBS’de goriilen gastrointestinal anomaliler arasinda imperfore aniis, anal stenoz, kronik
konstipasyon, gastrodzefageal reflii bulunmaktadir (87).

Displastik kulaklar; katlantili stiperior heliksler, preaurikular skin tag ve mikroti olarak
gozlenebilir, olgularin %65’inde hafiften agira degiskenlik gosteren konjenital sensérinéral ve /
veya iletim tipi isitme kayb1 eslik eder (82). Hafif isitme kayb1 yasla beraber ilerleyebilir (82).

TBS’de goriilen bagparmak anomalileri arasinda trifalangeal basparmaklar, preaksiyel
polidaktili ve nadiren basparmak hipoplazisi yer almaktadir (82). Radius hipoplazisi TBS’de
beklenen bir bulgu degildir (82).

Renal yapisal anomaliler arasinda hafif malrotasyon, ektopi, atnali bdbrek, renal
hipoplazi, renal agenezi, polikistik bobrekler, vezikoiireteral reflii bulunmaktadir. Son donem
bobrek yetmezligini de igeren renal fonksiyonel etkilenme yapisal anomalilerin varligindan
bagimsiz olarak olgularin %42’sinde mevcuttur (85, 86, 88).

Konjenital kalp anomalileri SALL1 geninde en sik saptanan p.(Arg276Ter) patojenik

varyantini tagiyan olgularin %50’sinde bildirilmistir (89). Ancak SALL1 genindeki diger
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patojenik varyantlar1 tasiyan olgularda konjenital kalp anomalileri %12-25 gibi daha diisiik
oranlarda bildirilmistir (85, 86, 88).

Alt ekstremite anomalileri olgularin %52’sinde izlenmis olup bu anomaliler arasinda pes
planus, PEV, iist liste binmis ayak parmaklar1 (ikinci ve doérdiincii parmak tglincli parmagin
tizerinde yerlesimli), ayak parmaklarinda sindaktili ve ayak tiglincii parmak yoklugu yer
almaktadir (85, 86, 88).

Genitoiiriner anomaliler olgularin %36’sinda bildirilmis olup bu anomaliler arasinda
hipospadias, vajinal aplazi ile birlikte bifid uterus, bifid skrotum ve kriptoorsidizm bulunmaktadir
(85, 86, 88).

Santral sinir sistemi anomalilerinden biligsel yetersizlik (%10), davranig problemleri,
korpus kallozum dorsal kisminin hipoplazisi, altinci ve yedinci kraniyal sinir paralizileri, Arnold-
Chiari malformasyonu tip 1, Duane anomalisi bildirilmistir (82). Diger nadir bulgular1 arasinda
postnatal biiyiime geriligi (%6-29), kosta anomalileri, vertebra anomalileri (%9), g6z anomalileri,

hemifasyal mikrozomi ve konjenital hipotiroidizm yer almaktadir (88, 90, 91, 92).

2.4.4.2. Molekiiler Etiyoloji

TBS otozomal dominant kaliim paterni gosterir. 16912 lokusunda yer alan SALL1
genindeki heterozigot patojenik varyantlardan kaynaklanir. TBS’de penetrans tam olmakla
beraber, ekspresivite olduk¢a degiskendir (82). Klasik triadi karsilayan olgularin %70’inde
SALL1 geninde dizi analizi ile, %5’inde ise delesyon / duplikasyon analizleri ile patojenik
varyantlar saptanmaktadir (91).

SALL1 (Sal-Like 1) geni SAL tipi bir C2H2 ¢inko parmak proteinini kodlar (82). Bu
protein iizerinde karakteristik olarak dagilmis dort ¢ift ¢inko parmak domaini yer almaktadir (82).
Ayrica iki tane tek ¢inko parmak domaini bulunur (82). SALL1 hiicre ¢ekirdeginde bulunur,
heterokromatin odaklara baglanir ve baskilayici domainler igerir (82).

Ekstremitelerde csall (SALLL1’in tavuk ortologu) ekspresyonu ektopik SHH ile aktive
edilir (82). Bu aktivasyon apikal ektodermal ¢ikintidan kaynaklanan FGF4/8, Wnt3a ve Wnt7a
sinyalleri gerektirir, bu csall ekspresyonunun en az ii¢ farkli yolagin etkisi altinda oldugunu
gostermektedir (93). Zebra baliginda SALL1 homologu sallla, thx5 tarafindan diizenlenir ve
posterior pektoral yiizge¢ tomurcugunda fgf10 ve fgfi2 ekspresyonu i¢in gereklidir (94). Farede
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Salll’in perisentromerik heterokromatin bolgede bulunarak kanonik Wnt sinyal yolagini uyardigi
gosterilmistir (95).

SALL1 geninde bildirilen patojenik varyantlarin ¢ogu erken stop kodon olusumuna yol
acmakta ve ekzon 2 veya intron 2’de yer almaktadir (82). Bilinen SALL1 patojenik varyantlarinin
cogu SALL protein etkilesimlerine aracilik eden glutaminden zengin domaini kodlayan bolgeler
ile ilk ¢ift ¢inko parmak domainini kodlayan bdlgenin 3’ ucunda yer alan 65 bg¢’lik bolge
arasindan kaynaklanmaktadir. Bu SALL1 genindeki mutasyonel hot spot bolgeyi ekzon 2°de yer
alan 802 bg’lik bir bolgeye daraltmaktadir (82).

Fare ve tavukta yapilan caligmalarda patojenik varyantlarin anlamsiz aracili yikimdan
(erken dur kodonlarmi taniyan ve trunke proteinlerin translasyonunu oOnlemek igcin MRNA
bozulmasimi destekleyen mekanizma) kactigi ve bu nedenle SALL1 geni tarafindan kodlanan
proteinin haployetersizligi ile sonu¢lanmadigi diisiinilmektedir (96, 97). Bununla birlikte,
SALL1’in kismi veya komplet delesyonlarinin TBS fenotipi ile sonuglandig ii¢ aile gésterilmistir
(24). Bu bulgular, SALL1 haployetersizliginin fenotipe neden olabilecegini dogrulamaktadir,
ancak daha biiyiikk delesyonlarla iliskili fenotipin en azindan p.(Arg276Ter) patojenik
varyantindaki fenotipten daha hafif oldugu goériilmektedir (82).

2.4.5. Townes-Brocks Sendromu 2

Townes-Brocks sendromu 2 (TBS2, #MIM 107480); ilk kez 2017 yilinda Webb ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada TBS benzeri bulgular1 olan ve ii¢ kusaktan etkilenmis
altt olgunun oldugu bir ailede tiim ekzom dizileme analizinde etkilenmis olgularda DACT1
geninde heterozigot anlamsiz bir varyant saptanmasiyla tanimlanmistir (98). 2023 yilinda
Christians ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aligmada ise renal ve lriner sistemin konjenital
anomalileri ve TBS2 benzeri klinik bulgular1 olan sekiz aileden 11 olguda DACT1 geninde

heterozigot yanlis anlamli patojenik varyantlar saptandigi bildirilmistir (99).

2.4.5.1. Klinik Bulgular

TBS2 tanil1 az sayi1l1 olguda bildirilen bulgular arasinda kulak anomalileri, gastrointestinal
anomaliler, genitotiriner anomaliler ve iskelet anomalileri yer almaktadir (98, 99). Kulak
anomalileri arasinda unilateral mikroti, katlantili heliksler, fincan seklinde kulaklar;
gastrointestinal anomaliler arasinda imperfore aniis ve rektovajinal fistiil; genitoiiriner anomaliler

arasinda hipospadias, bifid uterus, ¢apraz birlesmis ektopik bobrek ve vezikoiireteral reflii; iskelet
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anomalileri arasinda ise skolyoz, spina bifida okiilta ve kaudal regresyon sendromu (bir olguda)

yer almaktadir (98, 99).

2.4.5.2. Molekiiler Etiyoloji

TBS2 otozomal dominant kalitim paterni gosterir. 14q23 lokusunda yer alan DACT1
genindeki heterozigot patojenik varyantlardan kaynaklanir. DACT1 geninde heterozigot patojenik
varyant saptanan olgularda inkomplet penetrans ve ekspresivite degiskenligi go6zlendigi
bildirilmistir (99).

DACTL1 (DAPPER, beta katenin antagonisti, 1); Wnt sinyal yolaginin bir elemanidir. Wnt
sinyal yolaginda hiicre digi Wnt ligandlarinin transmembran reseptorii Frizzled’e baglanmasi ile
DVL aktivasyonuna yol agar ve bu sinyal yolag1 embriyogenez ve bobrek gelisiminde anahtar rol
oynar (99). DACT1 null alleller i¢in homozigot olan farelerde anal atrezi ve genitoiiriner

malformasyonlari i¢eren ¢oklu konjenital anomaliler gézlenmistir (100, 101).

2.4.6. Cornelia de Lange Sendromu

Cornelia de Lange sendromu (CdLS); dismorfik yiiz bulgulari, biliylime geriligi,
hipertrikoz ve st ekstremite rediiksiyon defektleri ile karakterizedir (102). CdLS, Klinik
bulgularin hafiften agira degiskenlik gosterebildigi bir spektrumdur (102). CdLS’nin prevalansini
belirlemek zordur, ¢iinkii daha hafif veya degisken 6zelliklere sahip olgular muhtemelen daha az
taninmaktadir (102). Bildirilmis prevalanslar 10.000 canli dogumda 1 ile 100.000 canli dogumda
1 arasinda degismektedir (103, 104). Bu sendrom ilk olarak 1916 yilinda Brachmann tarafindan
ist ekstremite rediiksiyon defekti, biliylime geriligi ve hirsutizm bulgular1 olan bir fetusta

tanimlanmustir (105).

2.4.6.1. Klinik Bulgular

CdLS genellikle dismorfik yiiz bulgular ile taninabilir. Mikrobrakisefali (>%90), sinofiri
(klasik bulgular1 olan olgularda %98), yay seklinde ve / veya kalin kaslar, pitoz (%60), uzun
kirpikler (>%90), kalin kirpikler, kisa burun, yukar1 doniik burun ucu ve antevert burun delikleri,
diiz ve / veya uzun filtrum, ince iist dudak vermillonu (>%90), asag1 c¢ekik agiz komissiirleri
(>%90), yarik damagin eslik edebildigi yiiksek damak (%30), kiiciik ve aralikli yerlesimli disler,
mikrognati (klasik bulgulari olan olgularda %80) ve mandibular ¢ikintilar (%42) CdLS’de
goriilen dismorfik yiiz bulgulari arasinda yer almaktadir (102).
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Prenatal baslangichh biiyiime kisitliligi, CdLS’li olgularin ¢ogunda mevcuttur (102).
Orantil1 boy kisalig1 ile sonuclanan simetrik yavas biiylime, alt1 aylikken daha belirgin hale gelir
(102). Klasik CdLS’li olgularda, ortalama boy ve kilo yasam boyunca besinci persentilin altinda
kalir (106). Genel olarak daha hafif klinik 6zelliklere ve / veya mozaik patojenik varyantlara
sahip olan olgularda biiyiime geriligi daha hafif olabilir (102). Sendromda izlenen biiylime
geriligine ek olarak gastro6zofageal reflii hastaligina ve beslenmeyle problemlerine sekonder
konstitiisyonel biliylime kisithiligi da eklenebilir (102). CdLS’ye 6zgli biiyiime grafikleri
gelistirilmistir (102).

CdLS’li ¢ogu olguda (>%95) gelisim geriligi ve bilissel yetersizlik izlenir (102). 1Q
seviyeleri 30’un altindan 102’ye kadar degiskenlik gosterebilmekle birlikte, ortalama 1Q 53
olarak bulunmustur (107, 108). Etkilenen olgulardan klasik bulgulara sahip olanlarda genellikle
agir veya cok agir bilissel yetersizlik izlenir (102). Ifade edici dil genellikle alic1 dile daha kotii
etkilenir ve alic1 dil genellikle bilissel yetilere gore daha kotii etkilenir (109). Cocuklarin yarisi 24
aylikken yiiriir, %95’1 on yasina kadar yiiriime becerisini kazanir (107). Cocuklarin yarisi g
yasina kadar ve %95°1 on yasina kadar kendilerini besleyebilme becerisini kazanir (107).

CdLS’1i olgularda bir¢cok davranig problemi bildirilmis olup, bunlar genellikle iletisim
kuramamaktan kaynaklanir (102). Duyusal islemedeki zorluklar hiposensitivite, hipersensitivite,
oryantasyon bozuklugu ve fiksasyona yol agabilir (102). Otistik davranislar, sosyal etkilesim ve
fiziksel temastan kaginmaya veya reddetmeye neden olabilir (102). Anksiyete ile siddetlenebilen
tekrarlayict davraniglar yaygindir (102). Kendine zarar verme davranislari, CdLS’li olgularin
%56’sinda goriiliir ve el ile kendine zarar verme davranisi en yaygin olanidir (102).

CdLS’li olgularin yaklasik %25’inde nobetler izlenir (102). Parsiyel epilepsi en sik
goriilen tiptir ve baslangi¢ yas tipik olarak iki yagindan oncedir (102). Etkilenen olgularin ¢ogu
standart medikal tedaviye iyi yanit verir ve birkag yil sonra tibbi tedaviden ayrilabilir (110).

Ciddi iist ekstremite anomalileri CdLS’li olgularin %25’inde izlenir (102). Ust ekstremite
defektleri 6n kollarin tamamen yoklugu ile seyreden ciddi rediiksiyon defektlerinden,
oligodaktilinin ¢esitli formlarina kadar degiskenlik gosterir ve klasik bulgulara sahip olan
olgularin yaklasik tigte birinde iist ekstremite defektleri mevcuttur (102). Mikromeli (kii¢iik
eller), proksimal yerlesimli bagparmaklar ve besinci parmak klinodaktilisi neredeyse tiim
olgularda izlenir (102). Radyoulnar sinostoz yaygindir ve dirseklerde fleksiyon kontraktiirlerine
neden olabilir (102). Alt ekstremiteler iist ekstremitelerden daha az etkilenir, ayaklar genellikle
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kiigiiktiir ve ikinci ile tiglincii ayak parmaklarimin sindaktilisi etkilenen bireylerin %80’inden
fazlasinda mevcuttur (111).

Gastroozofageal reflii hastalig1 etkilenen olgularin %75’inde mevcuttur (102). Olgularin
yaklagik ticte birinde aspirasyon izlenir ve %15’i bir beslenme tiipii gerektirir (112). Diger
gastrointestinal anormaliler arasinda pilor stenozu (%4), bagirsak malrotasyonu (%2), konjenital
diyafragma hernisi (%1) yer almaktadir (102).

Etkilenen olgularin %60’1nda pitoz, %60’inda miyopi ve %37’sinde nistagmus izlenir
(113). Diger gbz anomalileri arasinda nazolakrimal kanal darligi, glokom, mikrokornea,
astigmatizma, optik atrofi, optik sinir kolobomu, strabismus, proptozis yer almaktadir.

CdLS’li olgularin %40’inda sensorindral isitme kaybi, %60’ inda iletim tipi isitme kaybi
bildirilmistir (114). Isitme kaybinin 6nemli bir kism1 zamanla iyilesir (115).

Vezikotireteral reflii basta olmak iizere bobrek anomalileri olgularin %12’sinde
bildirilmistir (102). CdLS’li erkek olgularin %73’iinde kriptoorsidizm, %57’sinde hipoplastik
genitalya ve %9’unda hipospadias mevcuttur (111).

CdLS'li olgularin yaklasik %30'unda konjenital kalp hastaligi izlenir (116). En sik
anomaliler; pulmonik veya periferal pulmonik stenoz, VSD, ASD, koarktasyon veya hipoplastik
aortik ark, aort kapak anomalisi, Fallot tetralojisi, ¢ift ¢cikisl sag ventrikiil, atriyoventrikiiler kanal
defektidir (102).

CdLS’si olgularda izlenen diger bulgular arasinda dental problemler (>%90), hipertrikoz
(>%80), kutis marmaratus (%60), uyku bozukluklar1 (%50), yenidogan doneminde algak sesli
aglama (%75), hipoplazik meme basi ve umblikus (%50) yer almaktadir.

2.4.6.2. Molekiiler Etiyoloji
CdLS otozomal dominant ve X’e bagli kalitim gosterebilir (102). CdLS ile

iligkilendirilmis genlerin kalitim paterni ve molekiiler genetik tan1 yontemleri (dizi analizi ve

delesyon / duplikasyon analizi) ile varyant saptanma yiizdeleri Tablo 2’de belirtilmistir (102).

Tablo 2: CdLS molekiiler etiyolojisi

Gen Kalitim OMIM Gen iligkili | Dizi analizi ile Delesyon / duplikasyon

paterni fenotipi ve hasta varyant saptanma | analizi ile varyant
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numarasi yiizdesi yiizdesi saptanma yiizdesi
NIPBL | OD CdLS1 - ~%80 ~%97 ~%3
#MIM 122470
SMC1A | X’e bagh CdLS2 - ~%5 ~%100 -
dominant #MIM 300590
SMC3 oD CdLS3 - %1-%2 ~%97 ~%3
#MIM 610759
RAD21 | OD CdLS4 - <%1 20/22 2/22
#MIM 614701
HDAC8 | X’e bagh CdLS5 - ~%4 ~%90 ~%10
dominant #MIM 300882
BRD4* | OD - <%1 3/4 1/4

* BRD4 geni henliz OMIM veri tabaninda CdLS ile iliskilendirilmemistir.

CdLS ile sonuglanan patojenik varyantlar kromatini diizenleyen genleri (en yaygin olarak
kohezin kompleksini) hasara ugratir (102). Kohezin; kromozom segregasyonu, genomik stabilite,
genom organizasyonu ve transkripsiyonel diizenleme dahil olmak {izere kromatin biyolojisinin
bircok elemanini diizenleyen bilezik benzeri bir yapidir (102). Kohezin kompleksinin kor
proteinleri SMC1A, SMC3 ve RAD21'i igerir (102). Diizenleyici proteinler olan NIPBL ve
MAU?2 kohezinin kromatin iizerine yiiklenmesinde anahtar rol oynarken, HDACS ise kohezinin
kromatin iizerine yiiklenmesini ve stabilizasyonunu saglamada 6nemlidir (102).

Ayrica, promotorlerin enhancer regiilasyonunu kolaylastirmak ve RNA polimeraz
aktivitesini desteklemek igin kromatinin dongiilenmesini saglayan kohezinin anahtar rollerinden
bazilari, ANKRDI11, EP300, BRD4 ve AFF4 tarafindan da diizenlenmektedir, bu da bu
genlerdeki patojenik varyantlarin CdLS benzeri bulgulara nasil yol agabilecegi konusunda
fonksiyonel ortiismeyi diisiindiirmektedir (102). Bu nedenlerden dolayi, CdLS "kohezinopati" ve
"transkriptomopati" olarak adlandirilmistir (102).

Gen ile fenotip korelasyonu: Karakteristik yiiz bulgular1 ve ekstremite anomalilerinini
iceren klasik CdLS bulgular1 olan olgularin NIPBL geninde patojenik bir varyanta sahip olma
olasihigi daha yiiksektir (102). NIPBL geninde patojenik varyant saptanan olgular ile
kiyaslandiginda, karakteristik yiiz bulgularinin bazilarmi tasiyan, ancak degisken biligsel ve
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ckstremite veya yapisal etkilenime sahip daha hafif fenotipler tanimlanmistir (117, 118, 119,
120). Bu hafif fenotipe sahip olgularda BRD4, SMC3, RAD21 genlerinde heterozigot patojenik
varyant veya HDAC8, SMC1A genlerinde hemizigot patojenik varyant saptanabilir (117, 118,
119, 120)

2.4.7. Roberts Sendromu

Roberts sendromu (#MIM 268300); prenatal baslangich biiyiime geriligi, ekstremite
malformasyonlar1 ve kraniyofasyal anomaliler ile karakterizedir (121). Roberts sendromu nadir
bir sendrom olup prevalansi tam olarak bilinmemektedir (121). Bu sendrom ilk olarak 1919
yilinda Roberts tarafindan birinci derece kuzen olan ebeveynlerin {i¢ ¢ocugunda fokomeli,
bilateral yarik damak / dudak, intermaksiller protriizyon bulgularinin izlenmesiyle tanimlanmistir

(122).

2.4.7.1. Klinik Bulgular

Prenatal baglangich biiytime kisitliligi, etkilenmis tiim olgularda izlenir (121). Postnatal
biiyiime kisitlilig1 orta veya agir derecede olabilir ve ekstremite ile kraniyofasyal anomalilerin ile
agirligi ile korelasyon gosterir (121).

Ekstremite malformasyonlari, uzun kemiklerde simetrik mezomelik kisalik ve anterior-
posterior eksen tutulumunu igerir (121). Uzun kemiklerin etkilenme siklig1 ve derecesine gore
yuksekten diisiige siralandiginda, iist ekstremitelerde radius, ulna ve humerus seklinde, alt
ekstremitelerde fibula, tibia ve femur seklinde izlenir (121). Ekstremite anomalilerinin derecesi
sefalo-kaudal patern gosterir; iist ekstremiteler, alta gore daha agir bir sekilde etkilenir, bazi
olgularda sadece {ist ekstremite malformasyonlari izlenir (121).

El malformasyonlar1 arasinda brakidaktili ve oligodaktili yer alir (121). Sik izlenen
bagparmak anomalileri; proksimal yerlesimli bagparmak, bagparmak hipoplazisi veya aplazisidir
(121). Besinci parmak ikinci en sik etkilen parmaktir ve besinci parmak klinodaktilisi, hipoplazisi
ve aplazisi seklinde etkilenim izlenir (121). Siddetli etkilenen olgularda sadece ii¢ parmak
bulunur (121). Hafif fokomelili olgularda belirgin olan ekstremite kemik fiizyonlari, dizlerde ve
ayak bileklerinde daha sik olmakla beraber ellerde de izlenebilir (121).

Kraniyofasyal anomaliler arasinda yarik dudak ve / veya yarik damak, premaksiller
protriizyon, mikrognati (%77), mikrosefali, brakisefali (%63), orta yiiz kapiller hemanjiyomu

(%71), malar hipoplazi (%88), asag1 ¢ekik palpebral fissiirler (%57), hipertelorizm (%85), si1g
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orbitalardan dolay1 ekzoftalmi (%59), kornea opasiteleri (%33), hipoplazik ala naziler (%77),
konveks burun sirtt ve kulak malformasyonlar1 (%69) yer almaktadir (121). Hafif etkilenen
olgularda damak anomalileri yoktur veya sadece yiiksek damak izlenir (121). En ciddi etkilenen
olgularda fronto-etmoid-nazal-maksiller ensefalosel mevcuttur (121). Ekstremite ile yiiz
tutulumunun derecesi arasinda korelasyon gozlenmistir; hafif ekstremite anomalileri olan olgular
hafif kraniyofasyal malformasyonlara sahipken, ciddi ekstremite anomalileri olan olgularda daha
fazla kraniyofasyal anomali izlenir (121).
Bilissel yetersizlik, etkilenen olgularin gogunda mevcuttur; normal entellektiiel ve sosyal
gelisim de bildirilmistir (123).
Diger bulgular;
v" Genital anomaliler arasinda erkeklerde biiyiik penis (%30) (kisa ekstremitelere gore
rolatif biliylik goriiniim), kriptoorsidizm ve hipospadias, disilerde biiyiik Klitoris
(%46) yer almaktadir (124).
v" Renal anomaliler arasinda polikistik bobrek (%2), atnali bobrek ve hidronefroz
(%2) yer almaktadir (121).
v Kardiyak defektler arasinda ASD, VSD ve PDA bulunmaktadir (121).
v' GOz anomalileri arasinda sik olarak kristalin lensin tutulumunun eslik edebildigi
korneal opasiteler izlenir (125). Diger okiiler bulgular arasinda mikroftalmi ve
glokom bulunur (125).
v’ Seyrek saglar ve glimiis saris1 sag rengi izlenir (121).
v' Iki olguda kaverndz anjiyoma bagl {i¢iincii kraniyal sinir paralizisi bildirilmistir
(126). Bir olguda malign melanom, bir olguda rabdomiyosarkom olmak iizere ek
ekstrakraniyal neoplazmlar bildirilmistir (127, 128) .
v" Moyamoya hastalig1 (%2) ve intrakraniyal anevrizmalara sekonder inme (%4) geg

adolesan ve geng yetiskin doneminde olgularda izlenmistir (129).

2.4.7.2. Molekiiler Etiyoloji

Roberts sendromu otozomal resesif kaliim paterni gosterir. 8p21 lokusunda yer alan
ESCO2 genindeki homozigot veya bilesik heterozigot patojenik varyantlardan kaynaklanir.
Roberts sendromu siiphesi varliginda Giemsa veya C-bantlama teknikleri ile boyanmis standart

sitogenetik preparatlarinda metafazlardaki ¢ogu kromozomda erken sentromer ayrigmasi
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(premature centromere separation, PCS) seklindeki karakteristik kromozom anomalisi ve
heterokromatik bolgelerin ayrismasinin (heterochromatin repulsion, HR) izlenmesi (Sekil 4)
tanida Onem tasir (121). Roberts sendromu tanili olgularin tiimiinde bu sendrom ile
iliskilendirilmis tek gen olan ESCO2 geninde dizi analizi ile patojenik varyantlar saptanmaktadir

(121). Delesyon / duplikasyon analizleri ile tan1 alan olgu bildirilmemistir (121).
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Sekil 4: C-bantlama ile boyanmis metafazlardaki erken sentromer ayrismasi

I.0. [stanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik AD. Lab. Arsivinden alinmistir.

ESCO2 geni bir asetiltransferaz olan ESCO2'yi kodlar (130). ESCO2, MCM helikaz ve
PCNA isimli iki farkli kompleksle iliskilidir (131, 132). ESCO2, DNA replikasyonu sirasinda
MCM ve PCNA kompleksleri ile seyahat eder ve kardes kromatit kohezyonu ile gen
transkripsiyonunun kontroliinde rol oynayan halka seklinde bir kompleks olan kohezyon
kompleksini asetiller (121). ESCO2, kohezin kompleksi alt iinitesi olan SMC3'i lizin
rezidiilerinde asetilleyerek, kohezyon kompleksinin DNA ile baglanmasinin stabilitesine katkida

bulunur ve yeni replike olmus kardes kromatitleri bir arada tutar (133).
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ESCO2 yoklugunda, metataz kromozomlarinin primer konstriksiyonu yoktur ve bozulmus
sentromerik kohezyon gosterirler (121). Ancak, kardes kromatitler metafazda hizalanmalarina
izin veren kol kohezyonu ile bir arada tutulurlar (121). Hiicreler, sentromerik kohezyon
eksikligine ragmen anafaza ilerler (134). Hiicre boliinmesi; disik hiicre canliligi,
mikroniikleasyonlu andploidi yiiksek sikligi ve progenitor hiicrelerin artmis apoptozu nedeniyle

oldukea verimsizdir (130, 135).

2.4.8. Baller-Gerold Sendromu

Baller-Gerold sendromu (BGS, #MIM 218600); kraniyosinostoz ve iist ekstremite
anomalileri ile karakterizedir (136). BGS’nin prevalansi tam olarak bilinmemekle birlikte
1.000.000 canli dogumda 1’den az oldugu distiniilmektedir (137). Bu sendrom ilk olarak Baller
tarafindan 1950 yilinda ebeveynleri arasinda akraba evliligi olan bir disi olguda boy kisaligi,
oksisefali ve radius aplazisi / hipoplazisi saptanmasiyla ve 1959 yilinda Gerold tarafindan bir
erkek olgu ve kiz kardesinde koronal sinostoz, radius ve bagparmak aplazisi ve ulnada egrilik

saptanmasi ile tanimlanmustir (138, 139).

2.4.8.1. Klinik Bulgular

BGS yenidoganda kraniyosinostoz ve iist ekstremite anomalisi ile prezente olur (136). En
stk olarak koronal siitiir etkilenir; metopik, lambdoid ve sagital siitiirler de tek basina veya
kombinasyon halinde etkilenebilir (136).

Kraniyosinostoz ile iliskili olarak izlenen kraniyofasyal bulgular; brakisefali, proptozis,
belirgin alin ve biiyiik fontanellerdir (136). Diger kraniyofasyal bulgular ise; konkav burun sirti,
kisa burun, ince iist dudak vermillonu ile birlikte kiigiik agiz ve yiiksek damaktir (136).

Ust ekstremite anomalisi basparmak hipoplazisi / aplazisi ve radyal hipoplazi / aplazi
kombinasyonu seklinde izlenir ve asimetrik olabilir (136). Karpal veya metakarpal kemiklerin
malformasyonu veya yoklugu da bildirilmistir (136).

Patellar hipoplazi veya aplazi g¢ocuklukta belirginlesir (136). Patella yoklugu genu
rekiirvatum ve diz instabilitesine neden olabilir (136).

Cilt lezyonlar1 dogumdan sonraki ilk birka¢ yil i¢cinde herhangi bir zamanda ortaya
cikabilir (136). Lezyonlar tipik olarak yiiz ve ekstremitelerde eritem ile baslar (136). Bulgular
daha sonra poikilodermaya (benekli hipopigmentasyon ve hiperpigmentasyon, atrofi ve

telanjiektaziler) doniisiir (136).
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Yavas biiyiime, bebeklik doneminde belirgindir ve final boy tipik olarak ortalamanin dort
standart deviasyon (SD) altinda kalir (136).

Biligsel yetersizlik bildirilmistir, ancak etkilenen olgularin ¢ogu normal zekaya sahiptir
(140).

Imperfore veya anterior yerlesimli aniis bildirilmistir (136).

VSD, Fallot tetralojisi ve konjenital portal vendz malformasyonlar gibi kardiyovaskiiler
defektler de bildirilmistir (136).

BGS’li bir olguda lenfoma bildirilmistir (141). Bununla birlikte, RECQL4 genindeki
patojenik varyantlarla iliskili diger sendromlarda (Rothmund-Thomson sendromu ve
RAPADILINO sendromu) osteosarkom, lenfoma ve cilt kanseri igin artmis risk bildirilmistir
(136). Bu nedenle, kanseri disiindiiren semptomlart olan BGS’li olgular hizla

degerlendirilmelidir (136).

2.4.8.2. Molekiiler Etiyoloji

BGS otozomal resesif kalitim paterni gosterir. 8q24 lokusunda yer alan RECQL4
genindeki homozigot veya bilesik heterozigot patojenik varyantlardan kaynaklanir. BGS tanili
olgularin %95’inden fazlasinda bu sendrom ile iliskilendirilmis tek gen olan RECQL4 geninde
dizi analizi ile patojenik varyantlar saptanmaktadir (136). Delesyon / duplikasyon analizleri ile
tan1 alan olgu nadir olarak bildirilmistir (136, 142).

RECQL4 geni, ATP'ye bagimli DNA helikaz Q4 veya RecQ olarak bilinen helikaz siiper
aile Il'ye ait 1.208 amino asitten olusan bir proteini kodlar (136). En az bes RecQ insan
paralogunun (RECQL, BLM, WRN, RECQL4 ve RECQL5) farkli ancak kismen oOrtiisen rollerde
yer aldigi bilinmektedir (136). BLM'deki patojenik varyantlar Bloom sendromu ile, WRN'deki
patojenik varyantlar ise Werner sendromu ile iliskilidir (136). Her ikisi sendrom da kansere
yatkinlik ve / veya erken yaslanma ile karakterize otozomal resesif kalitimli kromozom instabilite
sendromlaridir (136). Bu o6zellikler RECQLA4 ile iligkili otozomal resesif Rothmund-Thomson
sendromu ve genetik instabilite, biiylime geriligi ve kanser yatkinligi ile karakterize olan ve
fenotipik olarak ortiisen RAPADILINO ve BGS’de de izlenmektedir (136). RECQL geni 2022
yilinda tanimlanan ve otozomal resesif kalitmli RECON progeroid sendromu ile

iliskilendirilmistir (143). RECQLS5 ise herhangi bir hastalik ile iliskilendirilmemistir (136).
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RecQ helikazlar1 sadece DNA islenmesinin  bazi asamalarinda (replikasyon,
rekombinasyon, onarim, telomer bakimi) degil, ayn1 zamanda translasyon, RNA islenmesi,
MtDNA bakimi ve kromozom segregasyonunda da temel islevlere sahiptir (144). DNA
metabolizmasinin hemen hemen tiim asamalarinda rol aldiklar1 igin, ekspresyonlarinin ve
biyokimyasal aktivitelerinin bozulmasi genomik instabiliteye yol acarak hastalik ve kanser

yatkinligina neden olmaktadir (145).

2.4.9. Rothmund-Thomson Sendromu

Rothmund-Thomson sendromu (RTS); poikiloderma, iskelet anomalileri ve ozellikle
osteosarkom olmak {iizere kanser riskinde artis ile karakterizedir (146). RTS nadir bir sendrom
olup prevalansi tam olarak bilinmemektedir (146). Bu sendrom ilk olarak Rothmund tarafindan
1868 yilinda ebeveynleri arasinda akraba evliligi olan iki ayri aileden bes olguda lentikiiler
opasiteler ile cilt bulgular1 saptanmasiyla ve 1936 yilinda Thomson tarafindan ‘poikiloderma

konjenitale’ adiyla tanimlanmistir (147, 148).

2.4.9.1. Klinik Bulgular

RTS'li olgularin sendromun klinik bulgulariin ne kadarini sergileyecegi ve bulgularin
agirhigr degiskenlik gosterir (146). ANAPCL genindeki patojenik varyantlardan kaynaklanan
olgular RTS tip 1, RECQL4 genindeki patojenik varyantlardan kaynaklanan olgular RTS tip 2
olarak adlandirilir.

RTS'li ¢ocuklarda tipik olarak ii¢ ile alti aylikken karakteristik cilt dokiintiisii gelisir,
ancak bazi olgularda dokiintii baslangici iki yasa kadar olabilecegi bildirilmistir (146). Cilt
bulgular1 yiizde eritem, sislik ve bazen biillenme olarak baglar, daha sonra kalcalara ve
ekstremitelere yayilir (146). Aylar ile yillar arasinda kademeli olarak cilt bulgular1 kronik hale
gelir, yasam boyu devam eden retikiile hipopigmentasyon ve hiperpigmentasyon, telanjiektaziler
ve punktat atrofi (toplu olarak poikiloderma olarak adlandirilir) izlenir (146). Hiperkeratotik
lezyonlar olgularin yaklasik tigte birinde goriiliir (146).

RTS'i bir¢ok olguda rudimenter veya hipoplastik disler, mikrodonti, gecikmis dis siirme,
fazla veya eksik disler, ektopik dis siirme ve artmis ¢liriik insidansi gibi dis anomalileri izlenir
(149).

RTS'li gocuklarda seyrek saclar veya total alopesi izlenebilir (146). Kirpikler ve / veya

kaslar da seyrek olabilir veya hig izlenmeyebilir (146).
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RTS'li ¢ogu olguda dogumda gebelik haftasina gore diisiik dogum agirlig1 ve boyu izlenir
(146). Yasamlar1 boyunca genellikle hem agirlik hem de boy igin besinci persentilin altinda
kalirlar (146). Biiyiime hormonu seviyeleri genellikle normaldir (146).

RTS'li 28 olgunun iskelet incelemelerinin yapildig1 bir ¢alismada, olgularin %75'inin en
az bir major iskelet anomalisine sahip oldugu bulunmustur (150). Bulgular arasinda longitudinal
ve transvers metafiz g¢izgilenmeleriyle anormal trabekiilasyon, falankslarda displastik
degisiklikler, kemik yoklugu veya malforme kemikler (radius aplazisi, malforme ulnalar,
hipoplastik basparmaklar), flizyona ugramis kemikler, osteopeni ve hipoplazik veya aplazik
patella yer almaktadir (146, 150). Bu iskelet bulgulari, RECQL4 genindeki patojenik varyantlarin
neden oldugu RTS tip 2’li olgularda daha sik gozlenir (146).

RTS klinik tanili 29 olguda metabolik kemik hastaligi iizerine yapilan bir ¢alismada,
olgularin 6nemli bir kisminda kemik mineral yogunlugunda azalma ve kirik oykiisii bildirilmistir
(151). Ek olarak, RECQLA4'te patojenik varyantlarin varligi ve diisiik kemik mineral yogunlugu ile
kiriklar igin artmis risk oykiisii arasinda korelasyon gosterilmistir (151).

RTS'li baz1 yenidoganlar veya kiigiik cocuklar beslenme giigliigii veya kronik kusma ya
da ishal gibi diger gastrointestinal problemlere sahiptir (146). Beslenme tiiplerine zaman zaman
ihtiyag duyulmasina ragmen, bu sorunlarin ¢ogu cocukluk déneminde kendiliginden diizelir
(152).

RTS'li olgularda izole anemi ve notropeni, miyelodisplazi, aplastik anemi ve 16semi gibi
benign ve malign hematolojik anomaliler bildirilmistir (153, 154, 155).

Juvenil katarakt prevalansi bazi serilerde %50 gibi yliksek oranlarda bildirilmistir ve
baslangi¢ genellikle {i¢ ile yedi yas arasindadir (146). RTS'li 41 olgudan olusan bir kohortta (yas
aralig1 9 ay ila 42 yas arasi), katarakt prevalansinin ¢ok daha diisiik oldugu (<%210) bulunmustur
(152). Kataraktin daha erken baslangich (yasamin ilk birkag ay1) ve daha geg¢ baslangicli (genglik
veya erigkinlikte) oldugu olgular da bildirilmistir (146). Erken baslangich, bilateral juvenil
katarakt olgularmin ¢ogu Avrupa'dan gelen ¢alismalarda izlenmektedir, bu olgularin ANAPC1
genindeki patojenik varyantlarin neden oldugu RTS tip 1 olgular1 olma olasilig1 daha yiiksektir
(156).

RTS’de kanser riskinde artis mevcut olup osteosarkom RTS’li olgularda en sik bildirilen
malignitedir (157). RTS'li olgularin bir kohortunda, osteosarkom prevalanst %30 bulunmustur

(152). Tan1 anindaki ortalama yas 11 olup bu genel popiilasyonda goriilenden biraz daha gengtir
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(146). Birden fazla kardeste RTS ve osteosarkom bulunan aileler bildirilmistir (152, 158).
Osteosarkom RTS tip 2 ile iliskilidir (146).

RTS'li olgular bazal hiicreli karsinom, skuamoz hiicreli karsinom ve melanom dahil
olmak tizere cilt kanseri gelistirme riski altindadir (159, 160). RTS'li olgularda cilt kanserlerinin
prevalansi literatiire gore %5 olarak tahmin edilmektedir (146). Cilt kanseri her yasta ortaya
cikabilir, ancak genellikle genel popiilasyona gore daha erken yasta ortaya ¢ikar (146). Epitelyal
timorler i¢in ortalama yas 34.4 olarak tahmin edilmektedir (161). Bir aileden etkilenmis ii¢
kardeste de yetiskinlikte (35-48 yas) kutantz skuamoz hiicreli karsinom gelistigi bildirilmistir
(162). Cilt kanseri hem RTS tip 1 hem de RTS tip 2’li olgularda izlenebilir (146).

RTS’li birka¢ olguda sekonder malignite gelisimi bildirilmistir (146). Ayrica RTS’li
olgularda ¢oklu primer kanserler de bildirilmistir (146).

RTS’den etkilenen erkek ve kadinlarda infertilite tanimlanmistir, bununla birlikte fertil
olan birkag kadin ve erkek olgu bildirilmistir (146).

RTS'li olgularin ¢ogu normal zekaya sahiptir (146).

2.4.9.2. Molekiiler Etiyoloji

RTS otozomal resesif kalitim paterni gosterir. RTS tip 1 2ql13 lokusunda yer alan
ANAPCL1 genindeki homozigot veya bilesik heterozigot patojenik varyantlardan kaynaklanir.
RTS tip 2 ise 8g24 lokusunda yer alan RECQL4 genindeki homozigot veya bilesik heterozigot
patojenik varyantlardan kaynaklanir. RTS tanili olgularin %60’inda RECQL4 geninde patojenik
varyantlar saptanir (146). Bu varyantlarin >%99’u RECQL4 gen dizi analizi ile saptanmaktadir,
delesyon / duplikasyon analizleri ile varyant saptanma orani bilinmemektedir (146). RTS tanili
olgularin %10’unda ANAPC1 geninde patojenik varyantlar saptanir (146). Bu varyantlarin
>%99’u ANAPC1 gen dizi analizi ile saptanmaktadir, delesyon / duplikasyon analizleri ile
varyant saptanma orani bilinmemektedir (146, 156). Geri kalan yaklasik %30’luk kisminda ise bu
genlerde patojenik varyant saptanmamasi, RTS ile iligkili heniiz bilinmeyen baska genlerin
varligini diislindiirmektedir (146).

RECQL4 veya ANAPCL1 genindeki patojenik varyantlarin sebep oldugu RTS, genellikle
bir DNA onarim ve replikasyon bozuklugu olarak siniflandirilir (146). RECQL4 geninin
fonksiyonlarindan Baller-Gerold sendromu baslig altinda bahsedilmistir.
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ANAPC1, anafaz tesvik edici kompleks / siklozomun (anaphase-promoting complex /
cyclosome) (APC / C) en biiyiik alt birimi olan APCI1 proteinini kodlar (146). APC / C,
degradasyon i¢in spesifik proteinleri hedef alan bir E3 ubikuitin ligazdir (146). Hiicre
dongiisiiniin farkli asamalarinda hiicresel gegisi kontrol etmeye yardimci olur (146). Bu nedenle
RTS tip 1°1i olgularda izlenen fenotipler defektif hiicre siklusunun bir sonucu olabilir (156). APC
/ C'nin ayrica DNA replikasyonu ve onarimi, yaslanma ve hiicre farklilasmasinda rol oynadigi

gosterilmistir (146).

2.4.10. RAPADILINO Sendromu
RAPADILINO sendromu (#MIM 266280); radyal isin defekti ve patella aplazisi /

hipoplazisi ile karakterizedir. RAPADILINO sendromu nadir bir sendrom olup prevalansi tam
olarak bilinmemektedir. Bu sendrom ilk olarak Kaariainen tarafindan 1989 yilinda bir erkek ve
kiz kardes ile ii¢ sporadik olguda radius aplazisi ve patellar aplazi / hipoplazi saptanmasiyla

tanimlanmistir (163).

2.4.10.1. Klinik Bulgular

Sendromun adi, hastaligin karakteristik bulgular1 i¢in bir akronimdir: radyal 1sin
malformasyonlar1 i¢in RA (radial ray malformations), patella ve damak anormallikleri igin PA
(patella and palate abnormalities), diyare ve eklem dislokasyonlar1 igin DI (diarrhea and
dislocated joints), ekstremite anomalileri ve boy kisaligi i¢in LI (limb abnormalities and little
size), ince burun ve normal zeka i¢in NO (slender nose and normal intelligence) (163).

Etkilenen olgularin ¢ogunda radius aplazisi / hipoplazisi ve / veya basparmak aplazisi
mevcuttur (163). Patella aplazisi veya hipoplazisi izlenir (163). Diger bulgular arasinda yarik
veya yiiksek damak, uzun-ince bir burun ve eklem dislokasyonlar1 yer almaktadir (163).

RAPADILINO sendromlu birgok yenidoganda beslenme zorlugu, ishal ve kusma
mevcuttur (163). Kemik gelisim bozuklugu ve beslenme problemlerinin kombinasyonu, etkilenen
olgularda yavas biiylimeye ve boy kisaligina yol agar (163).

Bazi olgular, café-au-lait lekelerine benzeyen zararsiz agik kahverengi cilt lekelerine
sahiptir.

Etkilenmis bireylerde, osteosarkom veya lenfoma gelisimi riski biraz artmistir (164). Bu
olgularda, osteosarkom en sik ¢ocukluk veya adélesan donemde gelisir ve lenfoma tipik olarak

geng eriskinlikte geligir (164).
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Sendromun gesitli  bulgulari, Baller-Gerold sendromu ve Rothmund-Thomson
sendromunun bulgular1 ile ortlismektedir. Bu sendromlar da radyal 1sin defektleri, iskelet
anomalileri ve biiyiime geriligi ile karakterizedir. Bu {i¢ sendrom da RECQL4 genindeki

patojenik varyantlardan kaynaklanmaktadir.

2.4.10.2. Molekiiler Etiyoloji

RAPADILINO sendromu otozomal resesif kalitim paterni gosterir. 8q24 lokusunda yer
alan RECQL4 genindeki homozigot veya bilesik heterozigot patojenik varyantlardan kaynaklanir.
RECQL4 geninin fonksiyonlarindan Baller-Gerold sendromu basligi altinda bahsedilmistir.

2.4.11. Duane-Radyal Isin Sendromu

Duane-radyal 1sin sendromu (Duane-radial ray syndrome, DRRS, Okihiro sendromu,
#MIM 607323); iist ekstremite anomalileri ve okiiler anomaliler ile karakterizedir. DRRS nadir
bir sendrom olup prevalansi tam olarak bilinmemektedir. Bu sendrom ilk olarak Ferrel ve
arkadaslar1 tarafindan 1966 yilinda bir baba ve ii¢ ¢ocugunda radyal 151n defekti saptanmasiyla
tanimlanmistir (165).

2.4.11.1. Klinik Bulgular

DRRS’de izlenen iist ekstremite anomalileri ve gdz anomalilerine bazi1 olgularda renal
anomaliler eslik eder (166). Bu ii¢ bulgunun birlikteligi eskiden ‘akro-renal-okuler sendrom’
olarak adlandirilirken artik DRRS ile ayni fenotip oldugu diisiiniilmektedir (166).

Sendromda siklikla izlenen radyal 1sin defekleri; tenar hipoplazi, bagparmak hipoplazisi
veya aplazisi, radius hipoplazisi veya aplazisi, 6n kolda kisalik ve radyal deviasyon, trifalangeal
bagparmaklar ve preaksiyel polidaktilidir (166). Diger bildirilmis iist ekstremite anomalileri;
ulnada kisalik, sindaktili, radyal clubhand, karpal kemik anomalileri, humerusta kisalik ve deltoid
kaslarda hipoplazidir (166). Alt ekstremite anomalileri arasinda PEV, tibial hemimeli ve
sindaktili yer almaktadir (166). Vertebra fiizyonu bildirilmistir (166).

En sik izlenen goz anomalisi Duane anomalisidir (166). Bu anomalide unilateral veya
bilateral gozde abdiiksiyon kisithilig: ile birlikte goz kiiresi retraksiyonu ve addiiksiyonda
palpebral fissiirlerde daralma izlenir (166). Altinci kraniyal sinir olan nervus abdusensin niikleusu

ve siniri yoktur (166). Lateral rektus kasi tiglincii kraniyal sinir olan nervus okiilomotorun bir dali
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ile innerve edilir, bu aberran géz hareketlerine neden olur (166). Diger g6z anomalileri kolobom
(iris, retina ve koroid), katarakt, optik disk hipoplazisi ve mikroftalmidir (166).

Renal anomaliler; hafif malrotasyon, ektopi, ¢apraz birlesmis ektopik bobrek, atnali
bobrek, renal hipoplazi, renal agenezi, vezikotireteral reflii ve mesane divertikiillerini igerir (166).

Kardiyak anomaliler; VSD, ASD ve Fallot tetralojisidir (166).

Sensorindral ve / veya iletim tipi isitme kaybi izlenebilir (166). Kulak anomalileri
arasinda anormal pinna, dis kulak meatusunda yarik benzeri agiklik ve kiigiik kulaklar yer
almaktadir (166).

Anal stenoz ve imperfore aniis gibi gastrointestinal anomaliler izlenebilir (166).

Dismorfik yiiz bulgulari bazi olgularda bildirilmistir. Bu bulgular arasinda epikantus,
hipertelorizm, basik burun kokii ve hemifasyal mikrozomi yer almaktadir (166).

Zeka ve gelisim genellikte normaldir (166).

2.4.11.2. Molekiiler Etiyoloji

DRRS otozomal dominant kalitim paterni gosterir. 20913 lokusunda yer alan SALL4
genindeki heterozigot patojenik varyantlardan kaynaklanir. DRRS’de penetrans yaklasik olarak
%095 olarak bildirilmistir (166). DRRS tanili olgularin %85-90’1inda DRRS ile iliskilendirilmis
tek gen olan SALL4 geninde dizi analizi ile, %10-15’inde ise delesyon / duplikasyon analizleri ile
patojenik varyantlar saptanmaktadir (166).

SALL4 (sal-like protein 4), SAL tipinde bir C2H2 ¢inko parmak transkripsiyon faktorii
olan sal benzeri protein 4'ii kodlar (167). SALL4’iin 6nemli bir gelisimsel diizenleyici oldugu
diistintilmektedir (166). Sall4 eksikse embriyonik veya ekstraembriyonik endoderm kok hiicre
hatlar1 olusturulamaz (166). Sall4, Nanog ile etkilesime girer ve embriyonik kok hiicrelerde
Nanog genomik bdlgelerini birlikte doldurur (168).

Embriyonik ve kok hiicre gelisimindeki roliiniin yani1 sira, Sall4 malign transformasyonda
rol oynar (166). Kok hiicrenin kendini yenilemesinde ve kan farklilasmasinda rol oynadigi bilinen
bir¢ogu da dahil olmak iizere 1.000'den fazla oldugu diisiiniilen Sall4 hedef geni tanimlanmistir
(169) (170). insan SALL4 geni baz1 tiimér tiplerinde, dzellikle hepatoselliiler karsinomda yukar1
regiile edildiginden, kanser iligkili hedefler aranmaktadir (171).
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2.4.12. IVIC Sendromu
IVIC sendromu (Okiilootoradyal sendrom, #MIM 147750); radyal 1sin defektleri,

ekstraokiiler motor bozukluklar ve isitme kaybi ile karakterizedir. IVIC sendromu nadir bir
sendrom olup prevalansi tam olarak bilinmemektedir. Bu sendrom ilk olarak Arias ve arkadaslari
tarafindan 1980 yilinda alti nesilden 19 yasayan olgunun etkilenmis oldugu bir ailede

tanimlanmustir (172).

2.4.12.1. Klinik Bulgular

Sendromdan etkilenmis olgularda degisken agirlikta radyal 151 defektleri izlenir (173).
Ust ekstremite tutulumu genellikle asimetriktir (173). Bagparmak tutulumu en tipik bulgudur ve
bagparmak yoklugu veya hipoplazisi, trifalangeal bagparmaklar seklinde izlenebilir (173). Dirsek,
el bilegi ve interfalangeal eklemlerde hareket kisitliligi ve karpal kemik anomalileri (flizyon,
hipoplazi) gozlenebilir (173). Alt ekstremiteler normaldir (172).

Ekstraokiiler kaslarin etkilenmesine bagli strabismus izlenebilir (172). Degisken siddette
isitme kaybr1 bildirilmistir (172). Etkilenen bazi olgularda 50 yasindan once hafif trombositopeni
ve 16kositoz izlenir (172). Omuz kusagi hipoplazisi, bobrek malrotasyonu, imperfore aniis ve

rektovajinal fistiil sendromda bildirilen bulgular arasinda yer almaktadir (173).

2.4.12.2. Molekiiler Etiyoloji

IVIC sendromu otozomal dominant kalitim paterni gosterir. 20913 lokusunda yer alan
SALL4 genindeki heterozigot patojenik varyantlardan kaynaklanir. Bu sendromda penetransin
tam oldugu ve ekspresivitenin olduk¢a degisken oldugu bildirilmistir (172). SALL4 geninin

fonksiyonlarindan Duane-radyal 1s1n sendromu baglig1 altinda bahsedilmistir.

2.4.13. Nager Sendromu

Nager sendromu (Akrofasyal dizostoz 1, Nager tipi, #MIM 154400); kraniyofasyal iskelet
malformasyonlar1 ve preaksiyel ekstremite anomalileri ile karakterize bir akrofasyal dizostoztur.
Nager sendromu nadir bir sendrom olup prevalansi tam olarak bilinmemektedir. Bu sendrom ilk
olarak Slingenberg tarafindan 1908 yilinda bildirilmis, Nager ve de Reynier tarafindan 1948
yilinda tanimlanmistir (174, 175).
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2.4.13.1. Klinik Bulgular

Nager sendromunda izlenen malformasyonlar birinci ve ikinci brankiyal arklarin ve
ekstremite tomurcuklarinin gelisimindeki sorunlardan kaynaklanir (176).

Nager sendromunun major fasyal bulgulari; asagi ¢ekik palpebral fissiirler, malar
hipoplazi, retrognati ve / veya mikrognati, glossoptozis, yarik damak, disiik yerlesimli ve
dismorfik kulaklar, mikroti, dis kulak yolu stenozu / atrezisidir (177). Nager sendromlu olgularda
asag1 cekik palpebral fissiirlere genellikle kirpik yoklugu ve alt g6z kapagi kolobomu eglik eder
(177). Etkilenmis olgularin ¢cogunda malforme kulaklar izlenir ve orta kulaktaki defektlerin neden
oldugu iletim tipi isitme kaybi mevcuttur (177). Nager sendromlu olgularda zeka normaldir,
ancak igitme etkilenmesi nedeniyle konusma gecikmesi izlenebilir (177).

Ciddi akrofasyal dizostoz Nager sendromlu olgularda yenidogan doneminde beslenme
sorunlarina ve solunum problemlerine yol agabilir (176). Bu Nager sendromlu olgularda
yenidogan doneminde oOliimle sonuglanabilir (176). Bazen erken c¢ocukluk doneminde
trakeostomi gerekli olabilir (178).

Nager sendromlu olgularda ekstremite anomalileri tipik olarak {ist ekstremitelerin anterior
(radyal) elemanlarmi igerir ve bagparmak hipoplazisi veya bagparmak aplazisi, triphalangeal
bagparmaklar, radyal aplazi veya hipoplazi ve radyoulnar sinostoz olarak izlenir (177). Nadiren
fokomeli bildirilmistir (178). Alt ekstremiteler genellikle normaldir (177). Nadiren bildirilen alt
ekstremite bulgulari arasinda PEV, ayak parmaklarinin hipoplazisi veya aplazisi, sindaktili, genis

ayak bagparmagi yer almaktadir (177).

2.4.13.2. Molekiiler Etiyoloji

Nager sendromu otozomal dominant kalitim paterni gosterir. 1q21.2 lokusunda yer alan
SF3B4 genindeki heterozigot patojenik varyantlardan kaynaklanir. Nager sendromu tanili
olgularin %61’inde bu sendrom ile iligkilendirilmis tek gen olan SF3B4 geninde patojenik
varyantlar saptanmaktadir (178). Cogu olgu sporadiktir ancak ailevi birka¢ olgu da bildirilmistir
(177). Nager sendromlu olgular arasinda sendromun klinik bulgularinin agirligi degiskenlik
gosterir (177).

SF3B4 geni SAP49 (spliceosome-associated protein) adli splisozomal bir proteini kodlar
(178). Bu protein memeli SF3B kompleksinin yedi g¢ekirdek proteininden biridir ve iki RNA

tanima motifi ile ardindan prolin-glisin bakimindan zengin bir domain ile yiiksek oranda
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korunmustur (178). U2SNP presplisozomal kompleksinin toplanmasi sirasinda, SAP49, dallanma
bolgesi dizisinin hemen yukarisindaki pre-mRNA'ya baglanir, ancak ayni zamanda diger U2
snRNP'lerle, 6zellikle de SAP145 ile etkilesime girer, bu da SAP49'un U2 snRNP'yi dallanma

bolgesine baglamada ¢ok 6nemli bir rol oynadigini diisiindiirmektedir (178).

2.4.14. Diamond-Blackfan Anemisi

Diamond-Blackfan anemisi (DBA); normokromik makrositer anemi, konjenital
anomaliler ve bliylime geriligi ile karakterizedir. Prevalansi 100.000 canli dogumda 1 ile 200.000
canli dogumda 1 arasinda bildirilmistir (179). Bu sendrom ilk olarak Diamond ve Blackfan

tarafindan 1938 yilinda hipoplastik anemi saptanan dort olguda tanimlanmistir (180).

2.4.14.1. Klinik Bulgular

DBA erken baslangi¢li hipoplastik anemi ile karakterizedir (179). Konjenital anomaliler
etkilenen olgularin yaklasik %50'sinde mevcuttur (179). Diger bulgular1 arasinda biiyiime geriligi
ve maligniteye yatkinlik yer alir (179).

DBA'nin ana hematolojik bulgusu derin normokromik, makrositer anemidir (179).
Lokosit ve platelet seviyeleri normaldir (179). Anemi etkilenmis olgularin tiimiinde mevcuttur,
%90'inda yasamin ilk yilinda ortaya ¢ikar (181, 182, 183). Ortalama bagvuru yasi iki aydir ve
ortalama tani1 yagi ti¢ aydir (184). 12 ayliktan biiyiik cocuklarda kortikosteroidlerle tedavi 6nerilir
(179). Olgularin yaklasik %70'i tedaviye yanit verir, ancak sonunda %40" steroide bagiml kalir
ve %40'1 transfiizyona bagimli hale gelir, %20'si remisyona girer (183).

Kraniyofasyal bulgular olgularin %27 sinde izlenir (181, 182, 183). Bu bulgular arasinda
mikrosefali, hipertelorizm, epikantus, pitoz, mikroti, diisiikk yerlesimli kulaklar, genis ve basik
burun koki, yarik damak / dudak, yliksek damak, mikrognati ve diisiik anterior sa¢ ¢izgisi yer
almaktadir (179).

G0z anomalileri; konjenital glokom, konjenital katarakt ve strabismustur (179).

Boyun anomalileri arasinda yele boyun, kisa boyun, Klippel-Feil anomalisi, Sprengel
deformitesi bulunur (179).

Ust ekstremite anomalileri olgularin %16’sinda izlenir (181, 182, 183). Bu anomaliler
arasinda trifalangeal basparmak, bifid bagparmak, bagparmak aplazisi veya hipoplazisi, radius

aplazisi veya hipoplazisi yer almaktadir (179).
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Genitotliriner anomaliler olgularin %13’iinde mevcuttur (181, 182, 183). Bu anomaliler

arasinda; renal agenezi, atnali bobrek ve hipospadias bulunur (179).

Kardiyak anomaliler olgularin %]11’inde izlenir (181, 182, 183). Bu anomaliler arasinda
VSD, ASD ve aort koarktasyonu yer almaktadir (179).
Etkilenmis yenidoganlarin %25’inde diisiik dogum agirligi bildirilmistir (179). Etkilenmis

olgularin %30’unda biiylime geriligi mevcuttur (181, 182, 183). Biiyiime geriligine steroid
kullanim1 gibi diger faktorlerde etki edebilir (179).
Etkilenmis olgularin %2-5’inde malignite gelisimi izlenir (181, 182, 183). DBA’l

olgularda AML, MDS ve solid tiimor (osteosarkom) gelisimi agisindan artmis risk mevcuttur

(185).

Gelisim geriligi nadiren bildirilmistir (186).

2.4.14.2. Molekiiler Etiyoloji

DBA otozomal resesif, otozomal dominant ve X’e bagl kalitim gosterebilir. OMIM veri

tabaninda DBA ile iliskili olan 20 gen bulunmaktadir. DBA ile iliskilendirilmis genlerin kalitim

paterni ve molekiiler genetik tan1 yontemleri (dizi analizi ve delesyon / duplikasyon analizi) ile

varyant saptanma yiizdeleri Tablo 3’de belirtilmistir (179).

Tablo 3: DBA molekiiler etiyolojisi

Gen Kahtim OMIM fenotip Gen iligkili | Dizi analizi ile | Delesyon /
paterni numarasi hasta varyant duplikasyon analizi
yiizdesi saptanma ile varyant
yiizdesi saptanma yiizdesi
RPS19 oD #MIM 105650 %25-30 ~%95 ~%5
RPL5 oD #MIM 612561 %7-12 ~%95 <%5
RPS26 oD #MIM 613309 %6.6-9 >%80 <%20
RPL11 oD #MIM 612562 %5-7 ~%90 ~%10
RPL35A oD #MIM 612528 %2-3 ~%50 ~%50
RPS24 oD #MIM 610629 %2-3 ~%90 1 bildirilmis
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RPS10 oD #MIM 613308 %1-3 ~%100 Bildirilmemis
RPS17 oD #MIM 612527 %1-3 <%35 >%65
RPL15 oD #MIM 615550 ~%1 ~%80 ~%20
RPS7 oD #MIM 612563 ~%1 ~%100 Bildirilmemis
RPS29 oD #MIM 615909 ~%1 ~%80 1 bildirilmis
RPL9* - - <%1 ~%2100 Bildirilmemis
GATA1l* | X’e bagh - <%1 ~%2100 Bildirilmemis
resesif
RPL18 oD #MIM 618310 Nadir 1 aile Bildirilmemis
RPL26 oD #MIM 614900 Nadir 1 bildirilmis Bildirilmemis
RPL27 oD #MIM 617408 Nadir 2 bildirilmis Bildirilmemis
RPL31* | - - Nadir 1 bildirilmis 1 bildirilmis
RPL35 oD #MIM 618312 Nadir 1 aile 2 bildirilmis
RPS15A | OD #MIM 618313 Nadir 1 aile Bildirilmemis
RPS27 oD #MIM 617409 Nadir 1 bildirilmis Bildirilmemis
RPS28 oD #MIM 606164 Nadir 2 aile Bildirilmemis
TSR2 X’e bagh | #MIM 300946 Nadir 1 aile Bildirilmemis
resesif
HEATR3 | OR #MIM 620072 Nadir 4 aile Bildirilmemis

*RPL9, GATAL, RPL31 heniiz OMIM veri tabaninda DBA ile iligkilendirilmemistir.

Ribozomlar kiigiik bir 40S alt {initesi ve biiylik bir 60S alt iinitesinden olusur ve protein
sentezini katalizler (179). Kiigiik ve biiyiik alt tiniteler dort RNA tiiriinden ve yaklasik 80 yapisal
olarak farkli ribozomal proteinden (RP) olusur (179). RPS19, RPS24, RPS17, RPS15, RPS7,
RPS27A, RPS10 ve RPS26 tarafindan kodlanan proteinler kii¢iik ribozomal alt iiniteye aitken,
RPL5, RPL11, RPL26, RPL35A ve RPL36 tarafindan kodlanan proteinler biiyiik ribozomal alt
birimin bilesenleridir (179). Ribozomal proteinlerin haployetersizligi DBA’nin en sik olusum

mekanizmasidir (179).
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RPS19 proteininin mayada ve insan hiicrelerinde 18S rRNA olgunlagmasinda énemli bir
rol oynadig1 gosterilmistir (187). Benzer olarak, kiigiik veya biiyiik ribozomal protein alt {inite
sentezinin pre-RNA islenmesindeki degisiklikler, sirastyla RPS24 ve RPS7 eksikligi olan insan
hiicrelerinde ve RPL35A, RPL5, RPL11 ve RPL26 eksikligi olan insan hiicrelerinde
gosterilmistir, bu da DBA'nin ribozomlarin bir bozuklugu oldugunu gostermektedir (179). RPS19
ve RPL35A eksikliginin hematopoetik hiicre hatlarinda ve kemik iligi hiicrelerinde artmis
apoptoza neden oldugu gosterilmistir ve zebra baliklarinda RPS19 ekspresyonunun bozulmast
nedeniyle p53 ailesi proteinlerinin dengesizligi anormal embriyogenez ve aneminin bir

mekanizmasi olarak diisiiniilmiistiir (188).

2.4.15. Mandibulofasyal Dizostoz, Guion-Almeida Tip

Mandibulofasyal dizostoz, Guion-Almeida tip (MFDGA, mikrosefali ile birlikte
mandibulofasyal dizostoz, #MIM 610536); mikrosefali, malar ve mandibular hipoplazi, kulak
anomalileri ve bilissel yetersizlik ile karakterizedir. MFDGA nadir bir sendrom olup prevalansi
tam olarak bilinmemektedir. Bu sendrom ilk olarak Guion-Almeida ve arkadaslar tarafindan

2000 yilinda mikrosefali, kulak anomalileri, mental gerilik olan iki olguda tanimlanmistir (189).

2.4.15.1. Klinik Bulgular

Mandibulofasyal disostoz, malar ve maksiller hipoplazi ile karakterizedir (190).
MFDGA’da eslik eden bulgular arasinda mikrognati / mandibular hipoplazi, yarik damak ve /
veya koanal anormali yer almaktadir (190). MFDGA’da yarik damak, yarik dudaga eslik etmeden
orta hat kemik defekti ile karakterize bir Pierre Robin sekansi olarak izlenir (190). Submiikoz
yarik da tamimlanmistir (190). Koanal atrezi genellikle osseozdiir, tek tarafli veya iki tarafli
olabilir, ayrica koanal stenoz da siktir (190). Zigomatik ark yarigi, degerlendirilen 19 olgudan
onunda tanimlanmistir (190).

Karakteristik dismorfik yiiz bulgular1 diger mandibulofasyal ve akrofasyal dizostozlarda
goriilenlerden farklidir ve erken ¢ocukluk doneminde taninabilir (190). Malar ve maksiller
hipoplazi, mikrosefali ve tipik kulak anomalilerine ek olarak, metopik ¢ikinti, belirgin glabella,
genis burun kopriisii ile birlikte belirgin burun sirt1 ve biilb6z burun ucu, genis agiz agikligi, disa
doniik alt dudak ve / veya yiiz asimetrisi izlenebilir (190).

Bildirilen olgularin yaklagik %87'sinde mikrosefali mevcuttur (191). MFDGA i¢in sefalik

biliyime egrileri yaymlanmistir (191). Bazi olgularda ¢ocuklukta izlenen mikrosefaliye ragmen
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normal bir yetiskin bas cevresi ile sonuglanan, belirgin sefalik yakalama biiylimesi izlenmistir
(190). Bas gevresi normal sinirlar iginde olan olgularda da bilissel yetersizlik oldugu bildirilmistir
(192).

Etkilenmis olgularin neredeyse tiimiinde dis kulak anomalileri mevcuttur (190). Tipik
bulgular mikroti, superior heliks ve antiheliks hipoplazisi, preaurikiiler tagler ve dis kulak yolu
atrezisi / stenozunu igerir (190). Lobiiliin arka-alt kenar1 dik agili (kare seklinde) bir goriiniime
sahip olabilir (190). Baz1 olgularda kulak yapilar1 (kemikgikler, yarim daire kanallari) yoktur ve /
veya malformedir (192).

Isitme kayb1 tipik olarak iletim tipidir (%60), ancak sensérindral veya mikst tipte de
olabilir (190). Orta kulak kemikg¢iklerinin malformasyonu veya yoklugundan, dis kulak yolu
atrezisinden veya her ikisinden de kaynaklanabilir (190).

Gelisim geriligi ve / veya biligsel yetersizlik neredeyse tiim olgularda mevcuttur (190). 30
olguluk bir calismada bilissel yetersizlik derecesi olgularm %40’inda hafif, %50’sinde orta,
%10’unda agir olarak degerlendirilmistir (190). Etkilenmis olgularda motor gelisimde gecikme
(ortalama yiiriime yas1 26 ay) izlenir (191). Konusabilen olgular arasinda, ortalama ilk kelime
kullanma yas1 27 ay olarak bildirilmistir (191). Bazi olgular konusma becerisini hi¢ kazanamaz
(192).

Kardiyak anomaliler olgularin %35’inde mevcuttur (190). En sik ASD ve VSD izlenir,
Fallot tetralojisi, PDA ve aortik ark anomalileri de bildirilmistir (193).

Bagparmak anomalileri olgularin %35’inde mevcuttur (190). Proksimal yerlesimli,
duplike veya hipoplazik bagparmak olarak izlenebilir (190).

Etkilenmis olgularin yaklasik %35'inde 6zofagus atrezisi / trakeodzofageal fistiil
mevcuttur (190). Laringotrakeal anomaliler (trakeomalazi, posterior laringotrakeézofageal
kleftler) eslik edebilir (190). Antenatal olarak polihidramniyos varligi veya mide ekolusensinin
olmamasi nedeniyle, yenidogan déneminde ise agiklanamayan solunum sikintist ve / veya
basarisiz nazogastrik tiip yerlestirilmesi durumlarinda stiphelenilebilir (190).

Boy kisalig1 etkilenmis olgularin %30’ unda mevcuttur (190). MFDGA igin boy uzama
egrileri yaymlanmistir (191).

Spinal anomalilerden skolyoz, kifoz, hemivertebra ve servikal segmentasyon anomalileri
izlenebilir (190).

Epilepsi etkilenmis olgularin %26’sinda bildirilmistir (190).
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2.4.15.2. Molekiiler Etiyoloji

MFDGA otozomal dominant kaliim paterni gosterir. 17921.31 lokusunda yer alan
EFTUD2 genindeki heterozigot patojenik varyantlardan kaynaklanir. MFDGA’da penetrans
yiiksektir ancak ekspresivite degiskendir (190). MFDGA tanili olgularin %93’tinde MFDGA ile
iliskilendirilmis tek gen olan EFTUD2 geninde dizi analizi ile, %7’sinde ise delesyon /
duplikasyon analizleri ile patojenik varyantlar saptanmaktadir (190).

EFTUD2 geni, U5 kiigiik niikleer riboniikleoprotein (SNRNP) parcacigina ait birkag alt
tiniteden biri olan kiigiik bir GTPaz'1 kodlar (194). U5 snRNP, kanonik (U2'ye bagimli) ve minor
(U12-intronlar) intron kirpilmasina aracilik eden iki biiyiik makromolekiiler makine olan major
ve minér splisozomlarin bir bilesenidir (195). EFTUD2'nin Saccharomyces cerevisiae homologu
olan Snull4p, pre-splisozomal aktivasyon sirasinda U4 ve U6 RNA'larinin ayrismasi ve katalitik
kirpilma tamamlandiktan sonra alt {inite ayrilmasi ve geri doniisimi icin gereklidir (194).
EFTUD2 haployetersizligi olan bir zebra baligi modelinde, néronal apoptoz ile anormal beyin
gelisimi izlenmistir (190). Baska sistem etkilenimi izlenmemistir (190). RNA dizileme ve
fonksiyonel analizler, yetersiz anlamsiz aracili RNA bozunumuna ve p53 yolunun aktivasyonuna
yol agan RNA kirpilma eksikligini gostermistir (196). MFDGA’nin olusum mekanizmasi
EFTUD2 geninin haployetersizligidir (190).

2.5. Radyal Isin Defekti ile Seyreden Molekiiler Etiyolojisi Aydinlatilamamis Sendromlar ve

Asosiasyonlar

2.5.1. VACTERL Asosiasyonu
VACTERL asosiasyonu (VA, %MIM 192350); vertebral anomalileri (vertebral

anomalies), anal atrezi (anal atresia), kardiyovaskiiler anomaliler (cardiovascular anomalies),
trakeoozofageal fistiil (tracheoesophageal fistula), 6zofageal atrezi (esophageal atresia), renal
anomaliler (renal anomalies) ve preaksiyel ekstremite anomalilerini (preaxial limb anomalies)
iceren bir akronimdir. Prevalansi 10.000 canli dogumda 1 ile 40.000 canli dogumda 1 arasinda
bildirilmistir (197). VATER asosiasyonu ilk olarak Quan ve arkadaslari tarafindan 1972 yilinda
tanimlanmistir (198). 1983 yilinda ise Khoury ve arkadaslari tarafindan VATER asosiasyonuna
kardiyak anomaliler ve ekstremite anomalileri eklenerek VACTERL asosiasyonu tanimlanmistir
(199).
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2.5.1.1. Klinik Bulgular

VA tanis1 akronimi olusturan yedi kriterden tg¢iiniin varliginda klinik olarak koyulur
(197). Ayrica baska bir taniy1 diistindiiren klinik veya laboratuvar bulgulari olmamalidir (197).
VA’da izlenen malformasyonlarin tesadiifen beklenenden daha sik birlikte meydana geldigi
gozlendiginden asosiasyon olarak adlandirilmistir (197).

Vertebral anomaliler etkilenmis olgularin yaklasik %60-80’inde izlenir (197). Vertebra
anomalilerine kosta anomalileri eslik edebilir (197). Vertebral anomaliler tipik olarak
hemivertebra, kelebek vertebra, kama vertebra gibi vertebra segmentasyon kusurlarini ve
vertebral flizyonlari, fazla sayida vertebra veya vertebra yoklugunu igerir (197). Vertebra
anomalileri olmadan da kosta anomalileri izlenebilir (197).

Imperfore aniis / anal atrezi gibi anorektal malformasyonlar etkilenmis olgularin %55-
90’1nda izlenir (197).

Genitoliriner anomaliler ise VA tanili olgularda %25’e kadar bildirilmistir (197). Bu
anomaliler arasinda hipospadias, vezikoiireteral reflii, iireteropelvik bileske darligi, persistan
urakus yer almaktadir (197).

Kardiyak anomaliler etkilenmis olgularin %40-80’inde izlenir (197). Bu anomaliler
arasinda VSD, Fallot tetralojisi, biiyiik arterlerin transpozisyonu ve PDA bulunur (197).

Trakeozofageal fistiil etkilenmis olgularin %50-80’inde mevcuttur (197). Fistiile
ozofageal atrezi eslik edebilir (197).

Renal anomaliler etkilenmis olgularin %50-80’inde bildirilmistir (197). Bu anomaliler
arasinda unilateral veya bilateral renal agenezi, atnali bobrek, kistik ve / veya displastik bobrekler
yer almaktadir (197).

Ekstremite anomalileri etkilenmis olgularin %40-50’sinde izlenir (197). Bu anomaliler
arasinda radyal aplazi / hipoplazi, bagparmak anomalileri (bagparmak aplazisi / hipoplazisi,
preaksiyel polidaktili, trifalangeal bagsparmak) bulunur (197).

VA’ya hidrosefalinin eslik ettigi olgular bildirilmis ve bu fenotip VACTERL-H (%MIM
276950) olarak tanimlanmigtir (200).

VA’ya hidrosefalinin eslik ettigi veya etmedigi ve X’e bagl kalitim paterni gosteren

fenotip ise VACTERLX (#MIM 314390) olarak adlandirilmistir (201).
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2.5.1.2. Molekiiler Etiyoloji

VA’nin molekiiler etiyolojisi heniiz aydinlatilamamis olmakla birlikte, VA tanili bir
olguda HOXD13 geninde heterozigot de novo bir patojenik varyant bildirilmistir (202).
VACTERL-H’nin molekiiler etiyolojisi heniiz aydinlatilamamis olmakla birlikte, familyal
olgularin bildirilmesi otozomal resesif veya X’e bagli kalitimi diisiindiirmektedir. VACTERLX
ise Xq26 lokusunda yer alan ZIC3 genindeki mutasyonlardan veya delesyonlardan

kaynaklanmaktadir.

2.5.2. Gershoni-Baruch Sendromu

Gershoni-Baruch sendromu (GBS, MIM 609545); omfalosel, diyafram hernisi ve radyal
1sin - defektleri ile karakterizedir. GBS nadir bir sendrom olup prevalansi tam olarak
bilinmemektedir. Bu sendrom ilk olarak Gershoni-Baruch ve arkadaslari tarafindan 1990 yilinda
omfalosel, diyafram hernisi, kardiyak anomaliler ve radyal 1sin defektleri olan bir olguda

tanimlanmustir (203).

2.5.2.1. Klinik Bulgular

Valfre ve arkadaslar tarafindan literatiirde bildirilmis alt1 aileden sekiz olgunun Klinik
bulgularinin derlemesinde; yedi olguda omfalosel, yedi olguda diyafram hernisi, yedi olguda
dismorfik yiiz bulgulari, yedi olguda kardiyovaskiiler anomaliler, alti olguda ekstremite
anomalileri (radyoulnar sinostoz, radius aplazisi, bagparmak aplazisi, trifalangeal bagparmak,
oligodaktili), bes olguda mikroti, bes olguda akciger anomalisi, iki olguda bobrek anomalisi, iki

olguda karaciger anomalisi, iki olguda noral tiip defekti izlenmistir (204).

2.5.2.2. Molekiiler Etiyoloji

GBS’nin molekiiler etiyolojisi heniiz aydinlatilamamis olmakla birlikte, bir ailede

etkilenmis kiz ve erkek kardesin bulunmasi otozomal resesif kalitimi desteklemektedir (205).

2.5.3. X’e Bagh Radyal Isin Defektleri
X’e bagl radyal 1sin defektleri (%MIM 300378); ilk olarak 2001 yilinda Galjaard ve

arkadaslar1 tarafindan bir aileden dort erkek olguda radyal aplazi saptanmasi ile tanimlanmigtir

(206). Bu sendrom nadir bir sendrom olup prevalansi tam olarak bilinmemektedir.
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2.5.3.1. Klinik Bulgular

Galjaard ve arkadaslari tarafindan bildirilen bir aileden etkilenmis dort erkek olgunun;
timiinde radyal aplazi, iigte liciinde parmak eklemlerinde kontraktiirler, tigte ikisinde boy kisaligi,
ticte ikisinde hipoplazik basparmaklar, {igte ikisinde genu varum, iigte ikisinde kardiyak anomali,
ticte birinde hipoplazik el ve ayak parmaklari, {igte birinde dizlerde kontraktiir ve patella aplazisi,

ticte birinde Dandy-Walker malformasyonu izlenmistir (206).

2.5.3.2. Molekiiler Etiyoloji

X’e bagh radyal 1s1n defektlerinin molekiiler etiyolojisi heniiz aydinlatilamamis olmakla
birlikte, Galjaard ve arkadaslari tarafindan bildirilen olgularda yapilan baglanti ve haplotip
analizleri bu klinikten sorumlu genin Xq24-025 bolgesinde lokalize oldugunu gostermektedir
(206).

2.5.4. Radyal-Renal Sendrom
Radyal-Renal sendrom (MIM 179280); radyal 1sin defektleri ve renal anomaliler ile

karakterizedir. Bu sendrom nadir bir sendrom olup prevalansi tam olarak bilinmemektedir.
Radyal-Renal sendrom ilk olarak 1980 yilinda Siegler ve arkadaglari tarafindan iki erkek kardeste

iist ekstremite anomalileri ve renal anomaliler saptanmasiyla tanimlanmistir (207).

2.5.4.1. Klinik Bulgular

Simdiye kadar literatiirde bildirilen olgular; 1980 yilinda Siegler ve arkadaslar tarafindan
bildirilen iki erkek kardes ve 1983 yilinda Sofer ve arkadaslar tarafindan bildirilen bir baba ve
ogludur (1, 207). Bu olgularda bildirilen klinik bulgular arasinda; bilateral radius ve bagparmak
aplazisi, renal agenezi, capraz birlesmis ektopik bobrek, boy kisaligi, dis kulak malformasyonlari
yer almaktadir (1, 207).

2.5.4.2. Molekiiler Etiyoloji

Radyal-Renal sendromun molekiiler etiyolojisi heniiz aydinlatilamamis olmakla birlikte,

bir ailede etkilenmis baba ve oglun bulunmasi otozomal dominant kalitim1 desteklemektedir (1).
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2.5.5. Radyal Isin Defektleri ile Birlikte Hemifasyal Mikrozomi
Radyal 1smn defektleri ile birlikte hemifasyal mikrozomi (%MIM 141400);

Okiiloaurikiilovertebral spektrum olarak da adlandirilan Goldenhar sendromuna radyal 1s1n
defektlerinin eslik etmesiyle karakterize olup, bu spektrumun bir pargasi olabilecegi de
diistiniilmektedir. Bu sendrom nadir bir sendrom olup prevalansi tam olarak bilinmemektedir.
Radyal 1s1n defektleri ile birlikte hemifasyal mikrozomi ilk olarak 1981 yilinda Hodes ve
arkadaglar1 tarafindan Goldenhar sendromuna radyal 1sin defekti eslik eden bir olguda

tanimlanmistir (208).

2.5.5.1. Klinik Bulgular

Radyal 151n defektleri ile birlikte hemifasyal mikrozomideki klinik bulgular temel olarak
unilateral veya bilateral olarak birinci brankiyal ark ve ekstremite tomurcugunun etkilenmesinden
kaynaklanir (209). Klinik bulgular arasinda dis, orta ve i¢ kulak malformasyonlari, mikroti,
isitme kayb1, fasyal asimetri, orofasyal yariklar, mandibula hipoplazisi ve radyal defektler yer alir
(209).

Sendromda sik izlenen radyal 1sin defekleri; radius hipoplazisi / aplazisi, bagparmak

hipoplazisi / aplazisi, preaksiyel polidaktili ve trifalangeal bagparmaklardir (209).

2.5.5.2. Molekiiler Etiyoloji

Radyal 151n defektleri ile birlikte hemifasyal mikrozominin molekiiler etiyolojisi heniiz
aydinlatilamamis olmakla birlikte, etkilenmis ebeveynlerin bulunmasi otozomal dominant

kalitim1 desteklemektedir (210).

2.5.6. Iskelet Defektleri, Genital Hipoplazi ve Mental Retardasyon
Iskelet defektleri, genital hipoplazi ve mental retardasyon (MIM 612447); ilk olarak 2002

yilinda Wieczorek ve arkadaslar tarafindan bir erkek olguda iskelet anomalileri, mikrosefali, boy
kisaligi, genital hipoplazi ve mental retardasyon saptanmasiyla tanimlanmigtir (211). Bu sendrom

nadir bir sendrom olup prevalansi tam olarak bilinmemektedir.

2.5.6.1. Klinik Bulgular

Wieczorek ve arkadaglar tarafindan 2002 yilinda bildirilen olgunun 2008 yilinda Fischer

ve arkadaslar tarafindan tekrar degerlendirilmesinde; orantisiz boy kisaligi, iskelet anomalileri
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(sag skapula ve klavikula hipoplazisi, sol ulna ve radius hipoplazisi, sag radius aplazisi, bilateral
bagparmak aplazisi, kisa humerus-femur-tibia-fibula, hiperelastik diz eklemleri, hipoplazik
patella, bifid ayak bagparmagi, kemik yasinda gerilik), mikrosefali, agir mental retardasyon,
dismorfik yiiz bulgulari, genital anomaliler (mikropenis, kriptoorsidizm) izlenmistir (212).

Literatiirde bildirilen bagka olgu bulunmamaktadir.

2.5.6.2. Molekiiler Etiyoloji

Fischer ve arkadaglari tarafindan degerlendirilen olguda yapilan ¢alismalarda ZBTB16
geninde p.(Met617Val) varyanti saptanmis, ancak benzer bulgulari olan ve bu gende iliski
gosterilen bagka bir olgu tanimlanmamasi ve indeksteki klinige sebep olabilecek nedenlerin
sinirl arastirilmasi nedeniyle ZBTB16'nin bu fenotipteki rolii net olarak bilinememektedir (212).
Fischer ve arkadagslar tarafindan saptanan mutasyonun resesif formda olmasi, bu sendromda

otozomal resesif kalitimi desteklemektedir (212).

2.6. Radyal Isin Defekti ile Seyreden Teratojenler

2.6.1. Talidomid

Talidomid 1956 yilinda bagimlilik yapmayan ve barbitiirat igermeyen bir sedatif olarak
piyasaya c¢ikarilmig, sonrasinda antiemetik etkisi fark edilerek gebelikteki sabah bulantilarin
tedavi etmek igin kullanilmistir (213). 1957 ve 1962 yillari arasinda dogan 10.000’in {izerinde
cocukta talidomide bagli ciddi dogum defektleri izlenmistir (213). Gebelik sirasinda talidomid
kullanimma bagh fetal anomaliler arasinda ameli, fokomeli, radyal hipoplazi gibi ekstremite
anomalileri, dis kulak anomalileri, fasyal paralizi, g6z anomalileri [anoftalmi, mikroftalmi, Duane
anomalisi, fasyal sinir paralizisinin bir sonucu olarak "timsah gozyaslar1" (yemek yerken aglama
ve / veya duygusal aglama eksikligi)] ve konjenital kalp defektleri sayilabilir (166). Genitoiiriner
ve gastrointestinal malformasyonlar da izlenebilir (166). Ancak talidomid embriyopatisi tanisi
alan bir olgunun, radyal 1s1n defektleri ve ek malformasyonlar1 olan bir ¢ocugu varsa, radyal 1s1n
defektiyle giden sendromlar tanida diisiinilmelidir (166). Talidomid giiniimiizde multipl

miyelom, HIV ve lepra gibi hastaliklari tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir (166).
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2.6.2. Valproik Asit

Valproik asit epilepsi ve bazi duygudurum bozukluklarinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (214). Gebelikte valproik asit kullanimina bagli teratojenik etkiler ilk olarak
1980 yilinda bildirilmistir (215). Gebeligin ilk trimesterinde valproik asit maruziyeti fetal
valproat sendromuna neden olabilir (214). Bu sendromda tipik yiiz 6zellikleri (trigonosefali,
epikantus, infraorbital oluklanma, medyalde seyrek kaslar, genis burun koki, kisa burun ve
antevert burun delikleri, sig filtrum, ince iist dudak ve kii¢iikk agiz), gelisim geriligi, noral tiip
defektleri, kardiyak anomaliler, genitoiiriner malformasyonlar ve ekstremite defektleri gibi gesitli
anomaliler izlenebilir (214). Sendromda bildirilen ekstremite anomalileri olduk¢a ¢esitlidir ve bu
anomaliler arasinda polidaktili, sindaktili, trifalangeal bagparmaklar, radyal 1simn defektleri,

fokomeli, PEV, genis ayak bagparmaklari yer almaktadir (214).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahisma Grubu

Calisma grubumuzu; 2016 - 2023 tarihleri arasinda prenatal ultrason (US) ile radyal
aplazi / hipoplazi ve ek anomaliler saptanan ve tibbi tahliye sonrasinda istanbul Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dali polikliniginde postmortem degerlendirilen alt1 aileden alt1 fetal olgu
olusturmaktadir. Kromozom analizleri normal sonuglanan alt1 fetusa tiim ekzom dizileme
yontemi ile trio analiz (indeks-anne-baba) gerceklestirilmis ve genetik etiyoloji arastirilmustir.

Bu calisma, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
29/07/2022 tarih ve 2022/1307 dosya numarasi ile onaylanmistir.

3.2. Klinik Degerlendirmeler

Postmortem klinik muayene yapilan ve radyal aplazi / hipoplazi saptanan alt1 fetal
olgunun Tibbi Genetik Anabilim Dalina ait hasta dosya bilgileri geriye doniik olarak incelendi.
Bu olgularin verileri degerlendirilirken anabilim dalimizin retrospektif etik kurul onamu
(2022/1316113) ve projemizin etik kurul onami (tarih: 29/07/2022, dosya numarasi: 2022/1307)
kullanildi. Olgularin aile dykiisii, fetal ultrason bulgulari, postmortem muayenede saptanan klinik
/ radyolojik bulgular1 ve daha Once yapilan genetik analiz sonuglar1 (fetal karyotipleme, array-
CGH ve molekiiler analizler) kaydedildi. En az ii¢ kusagi igerecek sekilde aile agaglari

giincellendi, postmortem fotograf ve radyografiler arsivlendi.

3.3. Molekiiler Arastirmalara Hazirhk

Tan1 amaciyla genetik testler yapilmis fetuslarin artan DNA 6rnekleri ve 6zgiin klinik
tanis1 olmayan fetuslarin saklanmis DNA orneklerinin miktar ve kalite tayini yapildi. Ileri
aragtirmalar i¢in uygun ve yeterli DNA 6rnegi bulunan ailelerle iletisim kurularak randevu verildi
ve ileri aragtirmalar igin bilgilendirilmis onam formlar1 alinarak anne-baba adaylarindan periferik

kan 6rnegi alindi. Bu 6rneklerden DNA izole edildi ve uygun kosullarda saklandi.
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3.4. Molekiiler Yontemler

3.4.1. DNA Izolasyonu ve Kalitesinin Degerlendirilmesi

2016-2023 yillar1 arasinda prenatal invazif girisimler (koryon villus biyopsisi,
amniyosentez, kordosentez, kardiyosentez) ve postmortem fetal deriden elde edilen materyalden
manuel / soliisyon / manyetik boncuk bazli sistemlere 6zgiin kitler (DNA Isolation Kit for
Mammalian Blood, Rochel11667327001 / Magnapure Large Volume KIT, Roche03730972001 ve
EZ1 DNA Isolation Kit for Mammalian Blood, Qiagen 951054) ile firma protokollerine uygun
sekilde izole edildi ve -20°C’de saklandi. Parental periferik kan orneklerinden DNA
izolasyonlari, steril 2 ml K3EDTA’l periferik vendz kan Orneklerinden soliisyon / manyetik
boncuk bazli sistemlere 6zgiin kitler (MagPurix Blood DNA Extraction Kit 200,Cat.Op02001-48)
kullanilarak tiriin protokollerine uygun olarak gerceklestirildi.

Calismaya dahil edilen ebeveynlere ait genomik DNA’larin izolasyonunun ardindan,
konsantrasyonlar1 (ng/ul) ve absorbsiyon ol¢limleri (A260/280) spektrofotometre ile Olciilerek
kalite kontrol ¢aligmalar1 gergeklestirildi (Nanodrop 2000c¢, Thermo Scientific).

3.4.2. Tim Ekzom Dizileme (TED) Islak Laboratuvar Calismalari

Tiim ekzom dizilemenin 1slak laboratuvar c¢alismalari kapsaminda, dizileme Oncesi
kiitiphane hazirligi ve hedef zenginlestirme protokolii i¢in Twist Human Core Exome Kkiti
kullanildi.

Olgularin ve ebeveynlerin DNA ornekleri 6zgiin kit kullanilarak (Qubit dsDNA Broad
Range Quantitation Assay Kiti) florometrik yontemle (Qubit Fluorometre) tekrar olgiildii.
Kalibrasyon 0l¢limii i¢in kitin igeriginde bulunan iki farkli standart 6rnek kullanildi. Standart
ornek bagina 199 pl Qubit Buffer ve 2 ul floresan boya kullanilarak ¢aligma soliisyonu hazirlandi.
On mikrolitre standart 6rnek 190 ul calisma solusyonu ile karigtirilarak iki dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra Qubit Florometre’de 6l¢iim yapildi. Kalibrasyon olglimii
sonrasinda, her bir 6rnek i¢in ayn1 sekilde hazirlanmis ¢alisma solusyonu kullanilarak miks (198
ul galisma solusyonu ve 2 ul seyreltilmis DNA &rnegi) hazirlandi. Iki dakika oda sicakliginda
inkiibasyon sonrasi 6l¢iim yapilarak DNA konsantrasyonlari belirlendi. Qubit 6l¢iimii igin gerekli
miktarlar Tablo 4’de gosterilmektedir. Reaksiyona girecek DNA’larin tiimiiniin ayni1 standartta

olmalar1 i¢in DNA’lar konsantrasyonlarina goére final tiriin 10 pl olacak sekilde NFW (nuclease
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free water) ile sulandirildi. Merkezimizde yapilan TED analizlerinin is akis1 asagida

detaylandirildi.

Tablo 4: Qubit 6l¢iimii i¢cin gerekli miktarlar

DNA (ul) Calisma Soliisyonu (ul)
Standart 10 190
Ornek 2 198

3.4.2.1. Kiitiiphane Hazirhg:

3.4.2.1.1. Birinci Basamak: DNA Fragmantasyonu, U¢ Onarimi, dA Kuyruklanmasi

Buz iizerinde 1.5 mL'lik bir mikrosantrifiij tiipiinde enzimatik fragmantasyon miksi Tablo

5’e gore hazirlanip nazikge pipetleyerek iyice karistirildi.

Tablo 5: Enzimatik fragmantasyon miksi

Fragmantasyon Miksi 1 Ornek 8 Ornek 16 Ornek 32 Ornek
NFW 25 ul 212,5 pl 425 ul 825 ul
10x Fragmantasyon Buffer 5ul 42,5 ul 85 ul 165 ul

5x Fragmantasyon Enzimi 10 pl 85 ul 170 pl 330 pul
Toplam 40 ul 340 ul 630 pl 1320 ul

Istenen sayida yakalama reaksiyonu icin her 6rnek 50 ng saflastirilmis gDNA icermelidir.
Bu gDNA oOrnekleri NFW ile 10 pl’ye tamamlayarak seyreltildi, 0.2 mL’lik PZR tiiplerine

alindi.

Fragmantasyon miksi hazirlandiktan sonra buz iizerindeki her 10 pL’lik gDNA O6rnegi

tizerine 40 pl eklendi ve pipetleme yapilarak karigtirilda.
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) programinda (Tablo 6) ilk basamak olan 4°C’ye
gelinceye kadar ornekler buz blogu lizerinde bekletildi ve 4°C’ye geldiginde ornekler PZR

cihazina konuldu.

Tablo 6: PZR program

Sicaklik (°C) Zaman (Dakika)
Kapak 70
Asama 1 4 1
Asama 2 32 22
Asama 3 65 30
Asama 4 4 Bekleme

3.4.2.1.2. ikinci Basamak: Evrensel Adaptérlerin Baglanmas ve Piirifikasyon

Evrensel Adaptorlerin Baglanmasi
Ligasyon Miksi Tablo 7°de gosterilen miktarlardaki gibi buz iizerinde 1.5 mL'lik bir

mikrosantrifiij tiiptinde hazirlandu.

Tablo 7: Ligasyon miksi

Ligasyon Miksi 1 Ornek 8 Ornek 16 Ornek 32 Ornek
NFW 15 ul 127.5 ul 255 ul 495 pul
DNA Ligasyon Buffer 20 pl 170 pul 340 pl 660 ul
DNA Ligasyon Miks 10 pl 85 ul 170 pl 330 pl
Toplam 45 ul 382,5 ul 765 ul 1485 ul

PZR programi bittiginde drnekler fazla bekletilmeden buz bloguna alind1 ve iizerlerine 5

ul twist evrensel adaptorler eklendi.
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Ardindan hazirlanan ligasyon miksinden de 45 pl eklendikten sonra (Tablo 8) PZR
programinda 20°C’de 15 dakika (kapak acik) inkiibasyona birakildi.

Tablo 8: Fragmantasyon iiriinii, adaptorler ve miks miktari

Fragmantasyon Reaksiyon Uriinii 50 ul

Twist Evrensel Adaptorler 5ul

Ligasyon Miksi 45 pul

Toplam 100 pl
Piirifikasyon

Inkiibasyon sonrasi toplam 100 pl olan iiriin iizerine 80 pl DNA piirifikasyon boncuklart
(AMPure XP Beads) eklendi ve yaklasik on kez pipetleme yapilarak karigtirildi. Oda sicakliginda
bes dakika bekletildi.

Sonrasinda 6rnekler manyetik stand tizerine alindi ve ii¢ dakika bekletildi. Boylece DNA
piirifikasyon boncuklarinin bir pelet olusturmas: saglandi. U¢ dakikanin sonunda siipernatant
uzaklastirildi.

Boncuk peletine 200 pl %80 etanol eklendi, 30 saniye bekletildi ve siipernatant
uzaklastirildi.

Etanol ile yikama basamagi bir kez daha tekrarlandi.

Daha sonra boncuk peleti manyetik stand tizerinde bes dakika oda sicakliginda bekletildi
ve kalan alkoliin uzaklagmasi saglanda.

Peletin tamami1 kuruduktan sonra tiipler manyetik standdan ¢ikartild1 ve her tiipe 17 pL
NFW eklenerek ¢6ziildii ve bes dakika bekletildi.

Daha sonra tiipler manyetik standa yerlestirildi ve li¢ dakika boyunca veya boncuk
yapilar1 tamamen toplanana kadar bekletildi.

Sonrasinda 15 pl siipernatantlar yeni sekizli strip tiipe aktarildu.
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3.4.2.1.3. Uciincii Basamak: Primerler Kullanilarak PZR Amplifikasyonu, Piirifikasyon ve

Kalite Kontrolii

Primerler Kullanilarak PZR Amplifikasyonu

PZR miksi, Tablo 9’da belirtilen miktarlardaki [15 pl iriin tizerine 10 pl Twist UDI
(Unique Dual Index) Primer ve 25 ul KAPA HiFi HotStart ReadyMix] gibi buz iizerinde 1.5

mL'lik bir mikrosantrifiij tiipiinde hazirlandi. Nazik¢e pipetleme yapilarak Tablo 10’da belirtilen

PZR programina koyuldu.

Tablo 9: PZR miksi

Fragmantasyon Reaksiyon Uriinii 15 ul
Twist UDI Primer 10 pl
KAPA HiFi HotStart ReadyMix 25 pul
Toplam 35 ul

Tablo 10: PZR programi

7 DONGU

Sicaklik (°C) Zaman (Dakika)
Kapak 105
Baslangic Asamasi 98 45
Asama 1 98 15
Asama 2 60 30
Asama 3 72 30
Final Asamasi 72 60
4 Bekleme

Piirifikasyon

PZR sonras1 toplam 50 pl olan iiriin {izerine 50 ul DNA piirifikasyon boncuklari (AMPure

XP Beads) eklendi ve yaklasik on kez pipetleme yapilarak karistirildi. Oda sicakliginda bes

dakika bekletildi.
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Sonrasinda 6rnekler manyetik stand tizerine alind1 ve ti¢ dakika bekletildi. Boylece DNA
piirifikasyon boncuklarinin bir pelet olusturmast saglandi. U¢ dakikanin sonunda siipernatant
uzaklagtirildu.

Boncuk peletine 200 pl %80 etanol eklendi, 30 saniye bekletildi ve siipernatant
uzaklastirildi.

Etanol ile yikama basamag bir kez daha tekrarlandi.

Daha sonra boncuk peleti manyetik stand iizerinde bes dakika oda sicakliginda bekletildi
ve kalan alkoliin uzaklagmas1 saglandi.

Peletin tamami kuruduktan sonra tiipler manyetik standdan ¢ikartildi ve her tiipe 22 pL
NFW eklenerek ¢oziildii ve bes dakika bekletildi.

Daha sonra tiipler manyetik standa yerlestirildi ve ii¢ dakika boyunca veya boncuk
yapilar1 tamamen toplanana kadar bekletildi.

Sonrasinda 20 pl stipernatantlar yeni sekizli strip tiipe aktarildi.

Kalite Kontrolii
Uriinlerden 2 pl almarak tekrardan Qubit Slciimii yapildi. Sonuglar istenildigi gibi 80

ng/ul’nin tizerinde 6l¢iildi.
3.4.2.2. Hedef Zenginlestirme Protokolii

3.4.2.2.1. Birinci Basamak: Hibridizasyon I¢in Kiitiiphanelerin Hazirlanmasi

Her hibridizasyon reaksiyonu, esit havuzda toplanarak yapilan toplam 1500 ng
indekslenmis kiitiiphaneye ihtiya¢ duyar. Bu nedenle 6rneklerin her birinden 187,5 ng/uL olacak

sekilde 8’li havuzlar olusturuldu.

Uriinler Tablo 11°e uygun olacak sekilde 0,2’lik PZR tiipiinde birlestirildi ve pipetleme
yapildi. Havuz bos bir mikrosantrifiij tiipii i¢ine kapagi agik sekilde koyularak vakum altinda

1s1s1z veya en diisiik 1s1da liyofilize edildi.

Tablo 11: Kiitiiphane hazirhg:

Havuza Giren Ornek Sayisi 8 Ornek
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Kiitiiphane Basi DNA Miktari (ng) 187,5

Havuzdaki Toplam DNA Miktar1 (ng) 1500

3.4.2.2.2. ikinci Basamak: Kiitiiphanelerin Yakalama Problari ile Hibridizasyonu

Hibridizasyon miksinden havuz basina 20 pl olacak sekilde ependorfa alinip 65°C’de 10
dakika inkiibe edildi.

Ardindan oda 1sisinda bes dakika bekletildi ve 0,2 mL’lik PZR tiipiine aktarildi.

Uzerine 4 pl ekzom probu ve 4 pl Refseq panel eklenip pipetleme yapildi. 95°C’de iki
dakika inkiibe edildi.

Bu arada liyofilize havuzun tlizerine 5 pl bloke edici soliisyon ve 7 ul evrensel bloke
ediciler eklenip pipetleme yapildi.

Prob miksi 95°C’de iki dakika bekledikten sonra alindi ve yerine havuzlar koyularak
95°C’de bes dakika inkiibe edildi.

Ayni1 anda prob miksi buz blogunda bes dakika bekletildi.

Bes dakika sonunda hem prob miksi hem de havuzlar oda sicakligina alind1 ve bes dakika
bekletildi.

Ardindan her havuz tizerine prob miksinden 28 ul eklendi ve vortekslendi.

Uzerine 30 hibridizasyon artiric1 eklendi, pipetleme yapildi.

Sonrasinda 70°C’deki PZR cihazinda 16 saat inkiibasyona birakildi.

Tablo 12: Hibridizasyon reaksiyonu icin kullanilan miktarlar

1 Havuz 8 Havuz 16 Havuz 32 Havuz
Hibridizasyon Miksi 20 pl 170 ul 340 pul 660 ul
Twist Sabit veya Ozel Panel 4 ul 34 ul 68 ul 132 pl
Opsiyonel: Ikincil Panel 4 ul 34 ul 68 ul 132 pl
NFW* - - - -
Toplam 28 ul 238 ul 476 nl 924 ul

*Not: Eger ikincil panel i¢in prob kullanilmayacaksa ayni1 miktarda NFW ile tamamlanir.
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3.4.2.2.3. Uciincii Basamak: Hibridize Hedeflere Streptavidin Boncuklarinin Baglanmasi

Boncuklarin Hazirlanmasi

Streptavidin  boncuklari homojenlesene kadar vortekslendi. Temiz bir 1,5 mL
mikrosantrifiij tiipline havuz baginda 100 pL streptavidin boncugu eklendi.

Tiiplere 200 puL baglama buffer: eklendi ve homojenlesene kadar pipetlendi.

Tiipler manyetik standa alind1 ve bir dakika bekletilip siipernatant atildu.

Buffer ile yikama islemini ti¢ kere tekrarlandi.

Dordiincii kez 200 pl baglama buffer: eklendi ve homojen olana kadar vortekslendi.

Ardindan 70°C’deki 16 saatlik hibridizasyonu tamamlanan PZR iiriinii i¢ine eklenip pipet
ile karistirild1 ve sonra midi plate tizerine alindi.
Hedeflerin Boncuklara Baglanmasi

Miks oda 1s1sinda 30 dakika oda 1sisinda vortekslenerek homojenize edildi.

Manyetik standa alind1 ve bir dakika bekletilip siipernatant atildu.

Tiipler manyetik standdan ¢ikarilarak 200 puL yikama buffer: 1 ile pipetlendi.

Tim hacim 1,5 mL’lik yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve tiip manyetik standa
alinip bir dakika bekletildi. Sonrasinda siipernatant atildu.

Tiipler manyetik standdan ¢ikarildi ve 48°C’de dnceden 1sitilmis 200 pl yikama buffer: 2
eklenerek pipetleme yapildi.

Tiipler 48°C’de bes dakika inkiibe edildi.

Tiipler manyetik standa alinip bir dakika bekletildi. Sonrasinda siipernatant atildi.

Yikama iglemini ti¢ kere tekrarlandi.

Yikama iglemlerinin sonunda tiipler manyetik standdan ¢ikartilarak 45 ul NFW eklendi ve

boncuklar ¢oziildi.

3.4.2.2.4. Dordiincii Basamak: Yakalama Sonras1 PZR Amplifikasyonu, Piirifikasyon ve
Kalite Kontrolii

PZR Amplifikasyonu

Streptavidin boncuklarini iceren drneklerden 22.5 pl yeni bir 0.2 mL’lik PZR tiipiline
aktarild1 (6rneklerin kalan yaris1 -20°C’de sakland).

Uzerine 2,5 uL amplifikasyon primerleri ve 25 puL KAPA HiFi HotStart ReadyMix
eklendi. Pipetleme yapilarak karistirildi ve PZR programina (Tablo 13) konuldu.
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Tablo 13: PZR programi

Sicaklik (°C) Zaman (Dakika)
Kapak 105
Baslangi¢c Asamasi 98 45
Asama 1 98 15
Asama 2 60 30 8 DONGU
Asama 3 72 30
Final Asamasi 72 60
4 Bekleme

Piirifikasyon

DNA piirifikasyon boncuklar1 homojenlesene kadar vortekslendi.

PZR sonrasi toplam 50 pl olan {iriin tizerine 50 pul DNA piirifikasyon boncuklari (AMPure
XP Beads) eklendi ve yaklasik 10 kez pipetleme yapildi. Ornekler oda sicakliginda bes dakika
bekletildi.

Sonrasinda manyetik standa alindi ve ii¢ dakika bekletildi. U¢ dakikanin sonunda
stipernatant uzaklastirildi.

Boncuk peletine 200 pl %80 etanol ile eklendi, 30 saniye bekletildi ve siipernatant
uzaklastirildi.

Alkol ile yikama basamag bir kez daha tekrarlanda.

Manyetik stand {iizerinde bes dakika oda sicakliginda bekletildi ve kalan alkoliin
uzaklagmasi saglandi.

Beklenen siirenin sonunda pelet 32 ul NFW ile ¢oziildii ve bes dakika bekletildi.

Daha sonra manyetik standa alindi ve ii¢ dakika veya boncuk yapilart tamamen
topaklanana kadar bekletildi.

Sonrasinda 28 pl stipernatantlar yeni 0,5 mL’lik LoBind tiipe aktarildi.
Kalite Kontrolii

Uriinlere Qubit dl¢iimii yapildi. Sonuglar istenildigi gibi 15 ng/ul’den yiiksek dl¢iildii.

Ornekler NovaSeq 6000 cihazinda dizilendi. Elde edilen veriler biyoinformatik is akis1 ile

analiz edilip varyant listesi ¢ikarildu.
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3.4.3.Tiim Ekzom Dizileme Verilerinin Biyoinformatik Analizi

TED verilerinin biyoinformatik analizleri i¢cin SOPHIA DDM v4.4.6.0 programi
kullanildi. Biyoinformatik analizlere baslamadan ©nce radyal aplazi / hipoplazi ile
iliskilendirilmis veya iliskili olabilecegi diisiiniilen genlerden bir liste olusturuldu. ilk asamada bu
gen listesinde yer alan genler acisindan TED verileri analiz edildi. Ikinci asamada klinik iliskisi
bilinen tiim genlerdeki patojenik / muhtemel patojenik / klinik 6nemi belirsiz degisimler
incelendi. Ugiincii asamada ise aday gen arastirilmas1 amaciyla tiim genlerdeki de novo patojenik
/ muhtemel patojenik / klinik 6nemi belirsiz degisimler ile olasi patojenik birlesik heterozigot
varyantlar incelendi.

Biyoinformatik analizlerde varyantlarin patojenitesi ACMG (American College of
Medical Genetics and Genomics) kriterlerine gore siniflandirildi (216). Bu kriterlere gore zararsiz
veya muhtemel =zararsiz olan varyantlar dislandi. Yaygin bulunan tek niikleotid
polimorfizmlerinin (SNP) dislanmasi i¢in filtrelemelerde minér allel frekanst (MAF) <0.05
olarak alindi. Bu varyant sikliklarinin degerlendirilmesinde GnomAD, G1000 ve ESP5400 veri
tabanlar1 kullanildi. Biyoinformatik analizlerde kullanilan programin ‘in-house’ varyant sikliklar
kullanilarak sik saptanan varyantlar diglandi. Okuma derinligi 10x ve iizeri olan varyantlar
incelendi.

Varyantlar kalittm paterni ve varyant fraksiyonunun uygunlugu g6z Oniine alinarak
degerlendirildi. Genlerin fenotipleri ve klinik bulgulart OMIM (Online Mendelian Inheritance in
Man) veri tabaninda incelendi. Varyantlarin patojenitesinin degerlendirilmesinde in silico tahmin
programlar1 (MutationTaster, SIFT, POLYPHEN, SpliceAl, Human Splice Finder vb.) kullanildi.
Varyantlarin degerlendirilmesinde mutasyon tipi, evrimsel korunmusluk, mutasyonun protein
iizerindeki etkileri incelendi. Mutasyon tiplerine gore varyantlar anlamsiz, cerceve kaymasi,
kirpilma hatast ve yanlis anlamli olmak tizere dncelik sirasina gore degerlendirildi. Varyantlarin
daha Once literatiirde baska olgularda bildirilmis olup olmadigt HGMD (Human Gene Mutation
Database), ClinVar, Franklin ve Varsome veri tabanlarinda arastirildi. Varyantlarin okuma
verileri IGV (Integrative Genomics Viewer) tizerinden goriintiilendi.

Klinik ile iligkili varyant saptanmayan olgularda aday genler agisindan degerlendirmede
gen yap1 ve fonksiyonlari, ekspresyon paternleri, iliskili oldugu yolaklar / genler vb. bulgularin
degerlendirilmesinde GeneCards, Human Protein Atlas, UniProt vb. veri tabanlarindan
yararlanildi. Kopya sayis1 degisimi (CNV, Copy Number Variation) analizlerinde saptanan
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varyantlarin degerlendilmesinde, yukarida bahsedilen veri tabanlarina ek olarak DGV (Database
of Genomic Variants), DECIPHER vb. veri tabanlar1 kullanildi. Klinik ile uyumlu bulunan

varyantlar i¢in Sanger analizi ile dogrulama ve aile segregasyonlar1 planlandi.

3.4.4. Varyantlarin Simiflandirilmasi

Saptanan varyantlarin  degerlendirilmesinde = ACMG’nin varyant degerlendirme
smiflandirmast kullanildi (216). ACMG standartlarina gore varyant etkilerinin belirlenmesinde

kullanilan degerlendirme Kriterleri Tablo 14, Tablo 15 ve Tablo 16’da gosterilmistir (216).

Tablo 14: Patojenik varyantlarin simflandirilmasinda kullamlan nitelikler

Kanit niteligi Patojenite kriterleri

Patojenite icin ¢ok giiclii kanit PVS1: Fonksiyon kaybi1 mekanizmasi ile hastaliga yol actigi
bilinen genlerdeki null varyantlar (anlamsiz, ¢ergeve kaymasi,
kanonik +/- 1 veya 2 kirpilma bolgesi, baslangi¢ kodonu, tek

veya ¢oklu ekzon delesyonu)

Patojenite icin giiclii kanitlar PS1: Niikleotid degisiminden bagimsiz olarak daha dnceden
bildirilmis bir patojenik varyantla ayni amino asit degisimi
PS2: Hastada saptanan de novo degisim (paternite ve
maternite dogrulanmis) ve aile 6ykiisii olmamast

PS3: Gen veya gen iirliniiniin olas1 zararl etkisini destekleyen
in vitro veya in vivo fonksiyonel ¢aligmalarin varligi

PS4: Etkilenmis bireylerdeki varyant prevalansmin kontrol

gruplarina gore anlamli derecede yiiksek olmasi

Patojenite icin orta diizeyde kamtlar | PM1: Mutasyonel hotspot noktada ve / veya kritik ve iyi
bilinen fonksiyonel domainde lokalize zararsiz olmayan
degisim

PM2: Ekzom Dizileme Projesi, 1000 Genom Projesi ve
Ekzom Toplama Konsorsiyumu (ExAC) gibi biyiik
calismalarda  kontrol gruplarinda bulunmamasi veya
homozigot frekansinin ¢ok diisiik olmasi

PM3: Resesif hastaliklarda patojenik bir varyantin trans

allelde gosterilmesi
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PM4:  Tekrarlamayan bolgelerdeki ¢erceve icindeki
delesyonlar / insersiyonlar ya da dur kodonu kaybinin
proteininin uzunlugunda degisime neden olmasi

PM5: Novel bir yanlis anlamli degisimin, daha 6nce patojenik
oldugu tanimli bagka bir yanlis anlamli degisimin amino asit
rezidiisiinde goriilmesi

PM®6: De novo oldugu varsayilan ama paternite ve maternite

dogrulanmamis olan degisim

Patojeniteyi destekleyen kamtlar

PP1: Hastaliga neden oldugu bilinen bir gendeki varyantin
birden fazla etkilenmis aile liyesinde gosterilmesi

PP2: Zararsiz yanlis anlamli varyasyonlarin diisiik siklikta
gorlildigli ve hastalilk mekanizmasinda yanlis anlaml
varyantlarin sik yer aldigi gendeki yanlis anlamli degisim
PP3: Gen ya da gen firiiniinde zararhi etkiye yol agabilecegi
(korunmusluk, evrimsel, kirpilma etkisi vb.) cesitli istatistiksel
hesaplamalar ile desteklenmis varyantlar

PP4: Hastanin fenotipinin veya aile dykiisiiniin yliksek oranda
tek bir genetik etiyolojiye sahip bir hastaligi isaret etmesi

PP5: Laboratuvar ortaminda bagimsiz olarak patojenitesi
kanitlanmamis bir varyantin saygin bir kaynak tarafindan

patojenik olarak rapor edilmis olmasi

PVS, pathogenic very strong; PS, pathogenic strong; PM, pathogenic moderate; PP, pathogenic

supporting

Tablo 15: Zararsiz varyantlarm siniflandirilmasinda kullanilan nitelikler

Kanit niteligi

Patojenite kriterleri

Zararsiz etkinin tek basina kamiti

BA1: Ekzom Dizileme Projesi, 1000 Genom Projesi, Ekzom
Toplama Konsorsiyumu (ExAC) gibi biiylik ¢aligsmalarda allel

frekansinin %5’den yliksek olmasi

Zararsiz etkinin giiclii kanitlan

BS1: Allel frekansinin hastalik i¢in beklenenden daha yiiksek
olmasi

BS2: Saglikli bir yetiskin bireyde, erken yasta tam penetrans
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beklenen bir hastalik i¢in; resesif hastaliklar i¢in homozigot,
dominant hastaliklar i¢in heterozigot ve X’e bagli hastaliklar
icin hemizigot gdzlenen degisimler

BS3: lyi tammlanms in vitro veya in vivo fonksiyonel
calismalar ile protein fonksiyonunda ya da kirpilma etkisinde
zararli etkinin bulunmadiginin gésterilmesi

BS4: Ailedeki benzer etkilenmis bireylerde degisimin segrege

olmamasi

Zararsiz etkinin destekleyici

kanitlan

BP1: Hastalik mekanizmasinda esas olarak trunke edici
varyantlarin yer aldig1 genlerdeki yanlis anlamli varyantlar
BP2: Tam penetrans gosteren dominant bir gen / hastalikta,
patojenik bir varyant ile trans konumda bulunmasi veya
herhangi bir kalitim paterni durumunda patojenik bir varyant
ile cis konumda bulunmast

BP3: Fonksiyonu bilinmeyen tekrar bolgelerindeki ¢ergeve igi
delesyonlar / insersiyonlar

BP4: Gen veya gen iirlinlinde zararli etkiye yol agmadigi
(korunmusluk, evrimsel, kirpilma etkisi vb.) cesitli istatistiksel
hesaplamalar ile desteklenmis olan varyantlar

BP5: Hastalik i¢in alternatif molekiiler temeli olan bir hastada
bulunan varyant

BP6: Laboratuvar ortaminda bagimsiz olarak kanitlanmamis
ancak saygin bir kaynak tarafindan varyantin zararsiz olarak
rapor edilmesi

BP7: Kirpilma tahmin algoritmalarina gore kirpilma hatasina
yol agmayan ya da yeni kirpilma bolgesi olusturmayan ve

yiiksek korunmus bolgede yer almayan sinonim degisimler

BA, benign stand-alone; BS, benign strong

Tablo 16: Varyant puanlama tablosu

; BP, benign supporting

Patojenik

1. 1 ¢ok gig¢lii (PVS1) ve
a. >1 giiclii (PS1-PS4) veya
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b.>2 orta (PM1-PM6) veya
c. 1 orta (PM1-PM6) ve 1 destekleyici (PP1-PP5) veya
d. >2 destekleyici (PP1-PP5)
2. >2 giiclii (PS1-PS4)
3. 1 gii¢lii (PS1-PS4) ve
a. >3 orta (PM1-PM6) veya
b. 2 orta (PM1-PM6) ve >2 destekleyici (PP1-PP5) veya
c. 1 orta (PM1-PM6) ve >4 destekleyici (PP1-PP5)
. 1 ¢ok giiclii (PVS1) ve 1 orta (PM1-PM6) veya
. 1 giiglii (PS1-PS4) ve 1-2 orta (PM1-PM6) veya
. 1 giiglii (PS1-PS4) ve >2 destekleyici (PP1-PP5) veya
. >3 orta (PM1-PM6) veya
. 2 orta (PM1-PM6) ve >2 destekleyici (PP1-PP5) veya

Olasi patojenik

Onemi belirsiz . Diger kriterlerin karsilanmamasi

. Patojenik ve zararsiz kriterlerin ¢eligkili olmasi

Olasi zararsiz . 1 giiglii (BS1-BS4) ve 1 destekleyici (BP1-BP7) veya

. >2 destekleyici (BP1-BP7)

1
2
3
4
5
6. 1 orta (PM1-PM6) ve >4 destekleyici (PP1-PP5)
1
2
1
2
1

. 1 tek basina (BA1) veya
2. >2 giiclii (BS1-BS4)

Zararsiz

PVS, pathogenic very strong; PS, pathogenic strong; PM, pathogenic moderate; PP, pathogenic
supporting, BA, benign stand-alone; BS, benign strong; BP, benign supporting

3.4.5. Varyantlarin Adlandirilmasi

Caligmamiz kapsaminda CNV ve TED analizlerinde saptanan varyantlarin genomik

adlandirilmasi 6zellikle belirtilmedik¢e hg1 9/GRCh37’ye gbre yapilmustir.

3.4.6. TED Analizi ile Saptanan Varyantlarin Sanger Dizileme ile Dogrulanmasi

TED analizinde saptanan her aday varyant ic¢in gen-spesifik ileri ve geri primerler
tasarlandi. Bu primerler saptanan varyanti kapsayacak sekilde ve NCBI (National Center for

Biotechnology Information) veri tabaninda varyantin tespit edildigi transkriptin NM kodu baz
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alinarak belirlendi. Primerler tasarlanirken uzunluklarinin 17-25 niikleotid arasinda olmasina, A-
T ve C-G niikleotid dagilimlarinin esite yakin olmasina, primer ¢iftinin DNA’ya baglanma
1isilarinin birbirine yakin olmasina, primerlerdeki oligoniikleotidlerin tekrarlayan dizi bdlgesinde
olmamasina, primerlerdeki oligoniikleotidlerin herhangi bir polimorfizm igermemesine ve
icermesi kaginilmaz ise polimorfizmin toplum sikligmin %1’in altinda olmasina dikkat edildi.
Ensembl veri tabanindan elde edilen veriler ile primerler tasarlandi. Primerlerin baglanma isilari,
dizi uzunluklar1 ve spesifiteleri USCS Genome Browser in silico PZR araci ile kontrol edildi.

Calisma kapsaminda tasarlanan kullanilan primer giftleri Tablo 17°de gésterilmistir.

Tablo 17: Calismamiz kapsaminda tasarlanan primer dizileri

Olgu | Gen NM kodu Bolge Primer F/R Fragman | TM
no sembolii uzunlugu | (°C)
(b¢)
1 RBM8A | NM_005105.5 Ekzon 1, | 5°-GCC GCG GTT AAG AGG AA- 3’ 675 60-61
intron1 | 5>-CAAAGCCGCGACCCTT-3
2 RBM8A | NM_005105.5 Ekzon 1, | 5’-GCC GCG GTT AAG AGG AA- 3’ 675 60-61
intron1 | 5>-CAA AGCCGCGACCCTT-3
4 CCNH NM_001239.4 Ekzon6 | 5’-GGT TGT ACC TGAATG TCACT-3’ 710 52-53
5’-GTG CCT TCT CTG AGT GTG T- 3’
5 FANCI NM_001113378.2 | Ekzon 18 | 5’-GCA TGT GGA GGA AGC TAA- 3’ 352 54-55
5’-CTG GTG CTG ACT ACA TCA AGT- 3’
5 FANCI NM_001113378.2 | intron 22 | 5>-GCA GTG AGC CAA GGT CA-3’ 448 56-55
5’-AGG TGA AAC AAG TGA GCC TA- 3’

3.4.6.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Tasarlanan primerler ve olgulara ait DNA’lar ile termal dongii cihaz1 kullanilarak PZR
calismasi yapildi. Her bir PZR reaksiyonu i¢in 2.0 mM MgCI2 (Thermo Scientific), 1X tampon
soliisyonu [10X (NH4)2S0O4] (Thermo Scientific), %0-10 DMSO (Biomatik Coorporation), 200
uM dNTP (Thermo Scientific), 0.1-0.2 uM ileri ve geri primerler (Sentebiolab), 0.5 U Taq
polimeraz enzimi (Hibrigen) ve 150-200 ng gDNA kullanildi. Distile su (dH20) ile son hacim 25
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ul’ye tamamlanarak karisim hazirlandi. Tiim ¢alismalar soguk blok tizerinde gercgeklestirildi. Her
PZR calismasinda amplifiye edilen her bir bolge, DNA icermeyen negatif kontrol PZR ile birlikte
olacak sekilde, Tablo 18’de verilen PZR dongii kosullart altinda termal dongii cihazinda (MJ
Research PTC-200 ve DNA Engine-BIORAD-T100) ¢alisildi.

Tablo 18: PZR dongii kosullar

Asama Sicakhik Siire Dongii sayisi
Denatiirasyon 94°C 5 dakika x1 dongii
Denatiirasyon 94°C 30 saniye

Baglanma Primer baglanma 1s1s1 30 saniye x10 dongii
Uzama 72°C 45-90 saniye

Denatiirasyon 94°C 30 saniye

Baglanma Primer baglanma 1s1s1 30 saniye X25-30 dongi
Uzama 72°C 45-90 saniye

Uzama 72°C 10 dakika x1 dongii
Bekleme 4°C 1 saat x1 dongii
Duraklama 10°C 0 x1 dongii

PZR ile amplifikasyon sonrasinda c¢ogaltilan gen bolgelerinin, hedeflenen bolge
oldugunun kontrolii ve deneyin kontamine olup olmadigini tespit etmek amaciyla 5 pl PZR tirlinii
ile 2 ul Gel Red boyasi karistirilarak agaroz jel elektroforezi uygulandi. 50 baz ¢iftlik merdiven
markorti (Sigma) paralelinde 1X TBE tamponu icindeki %1,2’lik agaroz (Sigma) jelde, 160
Voltta 30 dakika yiriitiilerek PZR {riinleri baz ¢ifti uzunluguna gére ayrildi. Elektroforez iglemi

tamamlandiktan sonra bantlar ultraviyole 151k altinda goriintiilenerek kaydedildi.

3.4.6.2. PZR Uriinlerinin Saflastirilmas

Ozgiinliigii dogrulanmis PZR iiriinlerinin saflastiriimasinda enzimatik yontem kullanilds.
Saflastirmada i¢in Ekzoniikleaz-l (Lot:00716871-Thermo Scientific) ve Rapid Alkalin Fosfataz
(04898141001-Roche) enzimleri kullanildi. Termal dongii cihazinda sirasiyla 37°C’de 30 dakika,
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85°C’de 15 dakika protokolii uygulandi. Saflastirilmis iirlinler bir sonraki islem i¢in +4°C’de

saklandi.

3.4.6.3. Dizi PZR Calismasi

PZR igin gerekli kimyasallar1 igeren 5X tampon soliisyonu olan BigDye buffer, ddNTP ve
AmpliTaq DNA polimeraz igeren BigDye v3.1, tek yonlii primer, saflastirilmig PZR tiriinleri ve
distile su (dH20) eklenerek, final hacim 10ul olacak sekilde karisim hazirlandi. 96 6rneklik
MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate iizerine bir kuyucuga bir iriin gelecek sekilde

yiiklendi. Tablo 19°da verilen PZR dongii kosullar1 altinda termal dongii cihazinda ¢aligildi.

Tablo 19: Dizi PZR dongii kosullar

Asama Sicakhik Siire Dongii sayisi
Denatiirasyon 96°C 10 saniye

Baglanma 50°C 5 saniye x25

Uzama 60°C 4 dakika

Sonlanma 4°C 0 x1

3.4.6.4. Dizi PZR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Dizi PZR’si tamamlandiktan sonra 4°C’ye gelen cihazdan iriinler alindi. Dizi PZR
iirlinleri, primer ve diger reaktiflerin uzaklastirilmasi amaciyla alkolle ¢oktiirme yontemi ile
saflastirildi. Uriinlerin iizerine her kuyucuga 1’er ul 125 mM EDTA, 3M sodyum asetat ve 25 pl
%100 etanol ilave edildi. Plate, aliiminyum koruyucu yapiskan bant ile kapatilarak 15 dakika oda
1is1sinda bekletildikten sonra 3.810 rpm’de 45 dakika santrifiij yapildi. Sonrasinda koruyucu bant
cikarilip plate ters cevrilerek 1.100 rpm’de 30 saniye kisa santrifiij yapildi. Ardindan her
kuyucuga 35 pl %70’lik soguk etanol eklendi ve koruyucu bantla tekrar kapatilarak 3460 rpm’de
15 dakika santrifiij edildi. Sonrasinda koruyucu bant tekrar acilip plate ters cevrilerek 1170
rpm’de 60 saniye kisa santrifiij yapildi. Ardindan her kuyucuga 10 pl HiDi formamid (Highly
Deionized Formamid) eklendi. Ornekler, termal dongii cihazinda 97°C’de bes dakika denatiire
edildikten sonra iki dakika soguk blok iizerinde bekletildi.
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3.4.6.5. Elektroforez Cihazina Yiikleme

Saflastirilan trtinlerin dizilenmesi, ABI3500 otomatik sekiz kapillerli elektroforez
cihazinda (Applied Biosystem) gergeklestirildi. Plate ABI3500 cihazina yerlestirilerek yiiriitme
islemine gecildi. Yiirlitme isleminde daha onceden kalibre edilmis dizileme boya seti Dyeset
kullanildi. On yiiriitme voltaji 15 KV, yiiriitme voltaji 13,4 KV, injeksiyon voltaji 1,6 KV; 6n
yliriitme siiresi 180 saniye, yiiriitme siiresi 2.520 saniye, injeksiyon zamani 8 saniye ve veri

gecikmesi (data delay) 250 saniye olarak ayarlandi ve tiriinler yiiriitildii.

3.4.6.6. Dizileme Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

Kapiller elektroforezden elde edilen dosya, ABI Sequencing Analysis v5.4 yazilim ve
SeqScape v3.0 analiz programlarinda analiz edildi. SeqScape v.3.0 programinda analizden 6nce
referans dizi bu programa yiiklenerek transkriptin ekzonik ve intronik bolgeleri programa
tanitildi. Ardindan Fasta formatina alinan olgu dizisi programa yiiklendi. Olgu dizisinin hedef
gen bolgesindeki yeri, dizilendigi primerin yoniiniin dogrulugu, dizilenen baz sayisi, saflastirma
kalitesi, goriintiilenen pik kalitesi, pik yiiksekligi ve arka alan kirliligi degerlendirildi. Bu
degerlendirmelerde istenilen sonuglarin alinamadigi durumlarda dizileme protokoli PZR
asamasindan, ya da yeterli 6rnek mevcut ise saflastirma asamasindan itibaren tekrarlandi.

Sonuglar TED verileri ile karsilastirildi.

3.4.7. CNV Analizinde Saptanan Kopya Sayis1 Degisiminin Ger¢cek Zamanh PZR ile

Dogrulanmasi

CNV analizinde saptanan bir duplikasyonunu dogrulamak amaciyla Kkantitatif gergek
zamanli PZR (QPZR) calismas1 gergeklestirildi. TFAP2A geninin ekzon 6 bolgesi ve normalizator
gen olarak PERP2 geninin ekzon 2 bolgesi kullanildi. PERP2 geninin ekzon 2 bolgesi; TFAP2A
geni ile ayni kromozomda bulunmasi, genomik varyant veri tabanlarinda bu bolgede yapisal
varyantlarin bulunmamasi ve indeks, anne, baba ile kontrol bireyin CNV analizlerinde bu
bolgede kopya sayis1t gozlenmemesi nedeniyle segildi. Bu bolgeler igin belirli 6zellikler (primer
uzunluklarinin 17-25 niikleotid arasinda olmasi, amplikon boyutunun 100-150 niikleotid
uzunlugunda olmasi, primer ¢iftinin DNA baglama 1silarinin 58-60 derece araliginda olmasi,
primer ¢iftinin A-T ve C-G niikleotid dagilimlarinin esite yakin olmasi, amplikonlarin benzer G-

C igerigine sahip olmasi, primerlerdeki oligoniikleotidlerin tekrarlayan dizi bdlgesinde
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olmamasina, primerlerdeki oligoniikleotidlerin herhangi bir polimorfizm igermemesine ve
icermesi kagmilmaz ise polimorfizmin toplum sikliginin %1’in altinda olmasina) gozetilerek

tasarlanan primer g¢iftleri Tablo 20°de gosterilmektedir.

Tablo 20: gPZR igin tasarlanan primer ciftleri

Gen NM kodu Hedef | Primer F/R Fragman ™
sembolii ekzon uzunlugu (b¢) | (°C)
TFAP2A | NM_001032280.3 | Ekzon | 5°-GTC CAC CTA GCC AGG GAC- 3’ 108 58-
6 5’-TGT CACTTG CTC ATT GGG AT- 3’ 59
PERP2 NM_022121.5 Ekzon | 5°-GGC TGC CATGCTCTT CT-3’ 101 58-
2 5’>-TCACTC TCA GGA AGACAAGCAT-3 59

Her bireyde her bir reaksiyon igin {i¢ paralel tekrar olacak sekilde hazirlanarak qPZR
gerceklestirildi. qPZR i¢in florasan molekiil olarak Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix
(Thermo Scientific) kullanildi. Indeks, anne, baba ve kontrol i¢in TFAP2A ve PERP2
amplifikasyon reaksiyonlar1 Tablo 21’de belirtilen PZR protokolii ile Biorad cihazinda
gergeklestirildi.

Tablo 21: gPZR déngii kosullar:

Asama Sicakhik Siire Dongii sayisi
Denatiirasyon 95°C 10 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 15 saniye

Baglanma 59°C 30 saniye x40

Uzama 72°C 30 saniye
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4. BULGULAR

4.1. Antenatal US Bulgulan

Antenatal US bulgular1 retrospektif olarak incelendiginde alti olgunun besinde bilateral
radyal aplazi / hipoplazi, birinde ise unilateral radyal aplazi / hipoplazi izlendi. Alt1 olgunun
dordiinde radyal aplazi / hipoplaziye basparmak aplazisi / hipoplazisi eslik etmekteydi. Bu dort
olgudan tigiinde bagparmak aplazisi / hipoplazisi bilateral, birinde ise unilateral olarak gozlendi.
Ug olguda ek iskelet anomalileri izlendi. Bu iskelet anomalileri arasinda vertebra segmentasyon
defektleri, skolyoz, ulnar hipoplazi, el yoklugu, oligodaktili ve mikroretrognati yer almaktaydi.

Radyal 1s1n defektlerine eslik eden sistemik anomaliler arasinda iki olguda saptanan
kardiyak anomaliler iki olguda renal anomaliler yer almaktaydi. Iki olguda polihidramniyos, bir

olguda intrauterin biiyiime kisitlihgi (IUBK) izlendi.

4.2. invazif Girisimler

Antenatal donemde tiim olgulara invazif girisim yapildi. Girisimlerin %33.3’0 (n=2)
koryon villus biyopsisi (CVS), %33.3’1i (n=2) amniyosentez (AS), %33.3’i (n=2) kardiyosentez
idi.

Invazif girisimler
%33.3 %33.3
%33.3
CVS ~ AS  Kardiyosentez

Sekil 5: Prenatal invazif girisimlerin yonteme gore dagilimi
76



4.3. Postmortem Fetal Degerlendirme

Olgu grubumuzda gebeligin terminasyonu ve postmortem fetal degerlendirme ortalama
22. gebelik haftasinda (GH) gergeklestirildi. US’de saptanan malformasyonlara ek olarak iki
olguda ulna kisaligi, birer olguda; mikrosefali, yarik damak, preaurikiiler skin tag, vertebra
segmentasyon defektleri, skolyoz, kot fiizyonu, radyoulnar sinostoz, bagparmak hipoplazisi, genis
el bagparmagi, metakarp fiizyonu, clenched hand goriiniimii, kamptodaktili, klinobrakidaktili,

PEV, metatarsus adduktus ve anterior yerlesimli aniis izlendi.

4.4. Sitogenetik ve Molekiiler Sitogenetik Bulgular (Retrospektif)

Tiim olgularin kromozom analizi normal sonuglanmisti. Array-CGH analizi yapilan iki
olguda normal sonug alinirken, iki olguda 1g21.1 bdlgesinde RBM8A genini de iceren heterozigot
delesyon saptanmisti. Calisma grubumuzdaki olgularda saptanan submikroskobik kromozom

anomalileri Tablo 22’de gosterilmektedir.

Tablo 22: Cahsma grubumuzdaki olgularda saptanan submikroskobik kromozom

anomalileri
Olgu | Array-CGH analizi Anomali | ACMG Anomali bolgesinde yer alan | Anomali bolgesinde yer
boyutu OMIM genleri alan diger genler
Olgu | 46,XY.arr[GRCh37] 329.7 kb | Patojenik | PDZK1, CD160, POLR3C, ANKRD35, ANKRD34A,
1 1021.1(145413711_145743499)x1 PIAS3, ITGAL0, PEX11B, MIR6736, LIX1L-AS1,
RBMB8A, POLR3GL, TXNIP, NUDT17, LIX1L
HJV, RNF115, GNRHR2
Olgu | 46,XY.arr[GRCh37] 354.7 kb | Patojenik | PDZK1, CD160, POLR3C, ANKRD35, ANKRD34A,
2 1921.1(145416056_145770706)x1 PIAS3, ITGA10, PEX11B, MIR6736, LIX1L-AS1,
RBMB8A, POLR3GL, TXNIP, NUDT17, LIX1L
HJV, RNF115, GNRHR2,
GPR89A
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4.5. Molekiiler Bulgular

Alt1 olgu ve ebeveynlerine trio TED analizi ¢alisildi. Iki olguda RBMSA geninde

hemizigot patojenik varyant saptandi. Birer ebeveynlerinin bu varyantlar igin heterozigot tasiyici

oldugu gosterildi. Kopya sayis1 degisimi (Copy number variation, CNV) analizlerinde bu iki

olguda ve birer ebeveynlerinde 1g21.1 bolgesinde RBM8A genini igeren heterozigot delesyon

gosterildi. Bir olguda kopya sayisi degisimi analizinde TFAP2A tiim gen heterozigot

duplikasyonu saptandi. Ebeveynlerde duplikasyon saptanmadi. Bir olguda ve babasinda FANCI

geninde heterozigot klinik 6nemi belirsiz bir varyant saptandi. Calisma grubumuzdaki olgularda

TED analizleri ile saptanan varyantlar Tablo 23’de, CNV analizleri ile saptanan varyantlar Tablo

24’°de gosterilmektedir.

Tablo 23: Calisma grubumuzdaki olgularda TED analizleri ile saptanan varyantlar

Olgu | Gen Niikleotid / Peptid Lokasyon | Varyant | ACMG Konfirmasyon / Mliskili fenotip
Transkript tipi Segregasyon (OMIM no)
Olgu | RBM8A c.-21G>A hemizigot Ekzon 1 5’UTR Patojenik | indeks: Hemizigot | TAR sendromu
1 (NM_005105) Anne: Heterozigot | (#274000)
Baba: Normal
Olgu | RBM8A €.67+32G>C hemizigot Intron 1 Intronik | Patojenik | indeks: Hemizigot | TAR sendromu
2 (NM_005105) Baba: Heterozigot (#274000)
Anne: Normal
Olgu | CCNH €.698C>A / p.(Ser233*) Ekzon 6 Anlamsiz | Klinik Indeks: Normal -
4 (NM_001239) heterozigot onemi Anne: Normal
belirsiz Baba: Normal
Olgu | FANCI €.1751G>A/ p.(Cys584Tyr) | Ekzon 18 Yanlis Klinik Indeks: Heterozigot | Fanconi anemi,
5 (NM_001113378) | heterozigot anlaml Onemi Anne: Normal komplementasyon
belirsiz Baba: Heterozigot grup | (#609053)
Olgu | FANCI €.2292-19T>C heterozigot | intron22 | Intronik | Klinik Indeks: Normal Fanconi anemi,
5 (NM_001113378) onemi Anne: Normal komplementasyon
belirsiz Baba: Normal grup | (#609053)
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Tablo 24: Calisma grubumuzdaki olgularda CNV analizleri ile saptanan varyantlar

Olgu | Niikleotid Lokasyon | Anomali | ACMG Icerdigi genler Segregasyon
(hg19/GRCh37) boyutu

Olgu | 145,414,757- 1921.1 402 kb Patojenik | HJV, TXNIP, POLR3GL, ANKRD34A, LIX1L, | Anne: Normal,

1 145,816,745 RBMBS8A, PEX11B, ITGA10, ANKRD35, Baba: Heterozigot

PIAS3, NUDT17, POLR3C, RNF115, CD160, | delesyon
PDZK1, GPR89A

Olgu | 145,414,757- 1g21.1 412 kb Patojenik | HIV, TXNIP, POLR3GL, ANKRD34A, LIX1L, | Anne: Heterozigot
2 145,826,954 RBMB8A, PEX11B, ITGA10, ANKRD35, delesyon,

PIAS3, NUDT17, POLR3C, RNF115, CD160, | Baba: Normal
PDZK1, GPR89A

Olgu | 10,398,625- 6p24.3 16.6 kb Klinik TFAP2A, TFAP2A-AS2, TFAP2A-AS1 Anne: Normal,
3 10,415,249 Onemi Baba: Normal
belirsiz
4.6. Olgular
4.6.1.Olgu 1

4.6.1.1. Aile Oykiisii ve Prenatal US Bulgular:

Aralarinda akrabalik olmayan 23 yasinda saglikli anne ile 22 yasinda saglikli babanin
tigiincii gebelik iriinii olan fetus degerlendirildi. Ebeveynlerin ilk iki gebeligi missed abortus ile
sonuclanmisti. Annenin ilk esinden olan ilk gebeligi ailenin istegiyle kiiretaj ile sonlandirilmaisti,
ikinci gebeliginden ise bir saglikli kiz1 vardi (G6 P1 AB2 SEK2 TT1). Aile 6ykiisiinde benzer
etkilenmis olgu, bilinen maternal hastalik, ila¢ kullanimi, radyasyon maruziyeti dykiisti olmadig:
ogrenildi. Annenin 19. GH’de Covid-19 enfeksiyonu nedeniyle hastane yatis dykiisii mevcuttu.

22. GH’de yapilan US’de her iki 6n kolda tek kemik, sag humerusta kisalik, sol

humerusta kisalik ve egrilik, ellerde radyal deviasyon, bilateral ayak sirt1 6demi izlendi.
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erebral infarkt sonrasi sol iist ekstremitede spastisite

Sekil 6: Olgu 1’e ait aile agaci

4.6.1.2. Postmortem Degerlendirme Bulgulari

23 haftalik erkek fetusun postmortem degerlendirmesinde tartis1 580 gram (-0.32 SD),
boyu 29 cm (-0.64 SD), bas ¢evresi 20 cm (-1.02 SD), kula¢ uzunlugu 17 cm 6lgiildii. Medyalde
dagimik kaslar, hipertelorizm, basik burun kokii, biilb6z burun ucu, antevert burun delikleri,
retromikrognati, sinirda diisiikk kulaklar izlendi. Dar omuz kemerleri, bilateral iist ekstremitelerde
rizomelik Ozelligi belirgin rizomezomelik kisalik, bilateral kubital pterjiyum, ellerde radyal
deviasyon, bilateral hipoplazik basparmaklar, bilateral el besinci parmaklarinda klinodaktili,
bilateral el proksimal interfalengeal (PIF) eklemlerinde kamptodaktili gézlendi. Bilateral ayak
sirti 6demi, bilateral altta yerlesimli ayak doérdiincii parmaklari, sol ayakta PEV deformitesi
izlendi. Aniis, genital yap1 ve kord normal olarak degerlendirildi.

Grafide bilateral humeruslar kisa [sag humerus:18 mm (<3p), sol humerus: 27 mm (<3p)],
sag humerus proksimalinde belirgin hipoplazi, sol humerus saftinda egrilik izlendi. Bilateral
ulnalar kisa [sag ulna: 12.3 mm (<3p), sol ulna: 22 mm (<3p)] ve sag ulnada egrilik izlendi.
Bilateral radyal aplazi saptandi.
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Sekil 7: Olgu 1’e ait fizik muayene ve grafi bulgulari

(A, B) Medyalde daginik kaslar, hipertelorizm, basik burun kokii, biilbdz burun ucu, antevert burun
delikleri, retromikrognati, sinirda diistik kulaklar, dar omuz kemerleri, bilateral iist ekstremitelerde
rizomelik ozelligi belirgin rizomezomelik kisalik, (C, D) Bilateral kubital pterjiyum, ellerde radyal
deviasyon, bilateral hipoplazik basparmaklar, bilateral el besinci parmaklarinda klinodaktili, (E, F)
Bilateral ayak sirt1 6demi, bilateral altta yerlesimli ayak dordiincii parmaklari, sol ayakta PEV deformitesi,
(G) Bilateral kisa humeruslar, sag humerus proksimalinde belirgin hipoplazi, sol humerus saftinda egrilik,

bilateral kisa ulnalar, sag ulnada egrilik, bilateral radyal aplazi.

4.6.1.3. Sitogenetik (Retrospektif) ve Molekiiler Bulgular

Kardiyosentez ile alman fetal kan kiiltiirlinden elde edilen metafaz kromozomlarinin
analizi normal sonuglanirken, array-CGH analizinde birinci kromozomun q21.1 bolgesinde
145,413,711-145,743,499 baz ciftleri arasinda PDZK1, CD160, POLR3C, PIAS3, ITGA10,
PEX11B, GNRHR2, RBM8A, POLR3GL, TXNIP, HJV, RNF115, NUDT17, MIR6736, ANKRD35,
LIX1L-AS1, LIX1L, ANKRD34A genlerini igeren yaklasik 329,7 kb biiyiikliigiinde bir delesyon

saptandi.
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Sekil 8: Olgu 1’de array-CGH c¢ahsmasinda 1q21.1 bolgesinde heterozigot delesyon

goriintiisii

Trio TED analizinde RBM8A geni (1g21.1, RNA binding motif protein 8A, NM_005105.5,
NP_005096.1) ekzon 1’in 5’UTR bdélgesinde indekste hemizigot, annede heterozigot c.-21G>A
(rs139428292) degisimi saptandi. Bu degisim indeks ve annede Sanger dizileme ile dogrulandi.
Babada ise TED analizinde ve Sanger dizilemede bu degisim saptanmadi.

CNV analizlerinde 1g21.1 bolgesinde 145,414,757-145,816,745 niikleotidleri arasinda,
PDZK1, CD160, POLR3C, PIAS3, ITGA10, PEX11B, GNRHR2, RBM8A, POLR3GL, TXNIP,
HJV, RNF115, NUDT17, ANKRD35, ANKRD34A, GPR89A genlerini igeren yaklagik 402 kb
biiyiikliigiinde heterozigot delesyon indeks ve babada saptandi. Annede delesyon saptanmadi.
Indekste saptanan delesyon array-CGH analizinde de gosterilmisti.

RBMBS8A genini igeren delesyon ve RBM8A genindeki varyantin bilesik heterozigotlugu
literatiirde TAR sendromu (#MIM 274000) ile iliskilendirilmistir. indekste ve annede saptanan

C.-21G>A degisimi daha oOnce literatiirde bildirilmis olup ACMG smiflandirmasina gore
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patojenik niteliktedir. Indekste ve babada 1q21.1 bolgesinde saptanan delesyon ise daha &nce

literatiirde bildirilmis olup ACMG siniflandirmasina gore patojenik niteliktedir.
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Sekil 9: Olgu 1’e ait molekiiler analiz sonuclari
(A) Indekste CNV analizinde RBM8A geni heterozigot delesyonu izlenmektedir. (B) indekste TED
analizinde saptanan hemizigot c.-21G>A degisiminin IGV goriintiisii. (C) indekste Sanger dizilemede

hemizigot c.-21G>A degisimi izlenmektedir.
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Sekil 10: Olgu 1’in annesine ait molekiiler analiz sonuclari
(A) Annede CNV analizinde RBM8A geni normal olarak iki kopya izlenmektedir. (B) Annede TED
analizinde saptanan heterozigot c.-21G>A degisiminin IGV goriintisii. (C) Annede Sanger dizilemede

heterozigot c.-21G>A degisimi izlenmektedir.
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Sekil 11: Olgu 1’in babasina ait molekiiler analiz sonuc¢lari
(A) Babada CNV analizinde RBM8A geni heterozigot delesyonu izlenmektedir. (B) Babada TED
analizinin IGV goriintiisiinde ¢.-21 bolgesinde degisim gozlenmemektedir. (C) Babada Sanger dizilemede

c.-21 bolgesinde degisim izlenmemektedir.

4.6.2. Olgu 2

4.6.2.1. Aile Oykiisii ve Prenatal US Bulgular:

Aralarinda akrabalik olmayan 33 yasinda saglikli anne ile 38 yasinda saglikli babanin ilk
gebelik iriinii olan fetus degerlendirildi (G1 TT1). Aile Oykiisiinde benzer etkilenmis olgu,
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bilinen maternal hastalik, enfeksiyon / yiiksek ates dykiisii, ilag kullanimi, radyasyon maruziyeti
Oykiisii olmadig1 6grenildi.

23. GH’de yapilan US’de bilateral radyal aplazi, ellerde radyal deviasyon, sag eclde iist
iiste binmis parmaklar, her iki bagparmakta addiiksiyon pozisyonu, bes ile alti atimda bir nadir

kardiyak ekstrasistoller izlendi.

60 yas
[ Covid-19
enfeksiyvonu 3
I O O
1 2 3 4 5 6
/ |
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Sekil 12: Olgu 2’ye ait aile agaci

4.6.2.2. Postmortem Degerlendirme Bulgular:

25 haftalik erkek fetusun postmortem degerlendirmesinde tartis1 760 gram (-0.21 SD),
boyu 32 cm (-0.46 SD), bas ¢evresi 23 cm (-0.16 SD) 6lgiildii. Hipertelorizm, basik burun ucu,
diisiik kulaklar, mikrognati izlendi. Bilateral dirseklerde ekstansiyon kisitliligi, bilateral 6n
kollarda kisalik, ellerde radyal deviasyon, bilateral el bagparmaklarinda addiiksiyon pozisyonu,
genig sol el bagparmagi, bilateral clenched hand goriniimii izlendi. El parmaklarinda distal
fleksiyon cizgileri izlenmedi. Sol ayakta metatarsus adduktus ve bilateral ayak parmaklarinda
parmak pozisyon anomalisi (ikinci ve dordiincii parmaklar digerlerinin iizerinde yerlesimli)
izlendi. Aniis, genital yap1 ve kord normal olarak degerlendirildi.

Grafide bilateral radyal aplazi, bilateral ulnalarda kisalik [28 mm (<3p)], bilateral

bagparmaklara ait metakarp (birinci metakarp) hafif kisa ve proksimal yerlesimli izlendi.
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Sekil 13: Olgu 2’ye ait fizik muayene ve grafi bulgular:

(A, B) Hipertelorizm, basik burun ucu, diisiikk kulaklar, mikrognati, bilateral 6n kollarda kisalik, (C, D)
Ellerde radyal deviasyon, bilateral el bagparmaklarinda addiiksiyon pozisyonu, genis sol el bagparmagi,
bilateral cleched hand goriiniimii, el parmaklarinda distal fleksiyon ¢izgileri yoklugu, (E, F) Sol ayakta
metatarsus adduktus ve bilateral ayak parmaklarinda parmak pozisyon anomalisi (ikinci ve dordiincii
parmaklar digerlerinin {izerinde yerlesimli), (G) Bilateral radyal aplazi, ulnalarda kisalik, bagparmaklara

ait metakarp (birinci metakarp) hafif kisa ve proksimal yerlesimli.

4.6.2.3. Sitogenetik (Retrospektif) ve Molekiiler Bulgular

Amniyosentez materyalinden uzun siireli hiicre kiltirii ile elde edilen metafaz
kromozomlarinin analizi normal sonuglanirken, array-CGH analizinde birinci kromozomun g21.1
bolgesinde 145,416,056-145,770,706 baz ciftleri arasinda PDZK1, CD160, POLR3C, PIAS3,
ITGA10, PEX11B, GNRHR2, RBM8A, POLR3GL, TXNIP, HJV, RNF115, NUDT17, MIR6736,
ANKRD35, LIX1L-AS1, LIX1L, ANKRD34A, GPR89A genlerini igeren, yaklasik 354 kb
biiyiikliigiinde bir delesyon saptandi.

Trio TED analizinde RBM8A geni (1g21.1, RNA binding motif protein 8A, NM_005105.5,
NP_005096.1) intron 1’de indekste hemizigot, babada heterozigot ¢.67+32G>C (rs201779890)
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degisimi saptandi. Bu degisim indeks ve babada Sanger dizileme ile dogrulandi. Annede ise TED
analizinde ve Sanger dizilemede bu degisim saptanmadi.

CNV analizlerinde 1g21.1 bolgesinde 145,414,757-145,826,954 niikleotidleri arasinda,
HJV, TXNIP, POLR3GL, ANKRD34A, LIX1L, RBM8A, PEX11B, ITGA10, ANKRD35, PIAS3,
NUDT17, POLR3C, RNF115, CD160, PDZK1, GPR89A genlerini igeren, yaklasik 412 kb
biiyiikligiinde heterozigot delesyon indeks ve annede saptandi. Babada delesyon saptanmadi.
Indekste ve annede saptanan delesyon array-CGH analizinde de gdsterilmisti.

RBMB8A genini igeren delesyon ve RBM8A genindeki varyantin bilesik heterozigotlugu
literatiirde TAR sendromu (#MIM 274000) ile iliskilendirilmistir. indekste ve babada saptanan
€.67+32G>C degisimi daha oOnce literatiirde bildirilmis olup ACMG siniflandirmasina gore
patojenik niteliktedir. Indekste ve babada 1q21.1 bolgesinde saptanan delesyon ise daha once
literatiirde bildirilmis olup ACMG siniflandirmasina gore patojenik niteliktedir.
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Sekil 14: CNV analizlerinde olgu 1, 2 ve ebeveynlerinde saptanan 1921 delesyonu
CNYV analizlerinde Olgu 1 ve babasi ile Olgu 2 ve annesinde saptanan delesyon bdlgesinde yer alan genler

ve ¢alismamizdaki diger 14 bireyde bu genlerde normal kopya sayisi izlenmektedir.
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Sekil 15: Olgu 2’ye ait molekiiler analiz sonuglari

(A) indekste CNV analizinde RBM8A geni heterozigot delesyonu izlenmektedir. (B) Indekste TED
analizinde RBM8A geninde saptanan hemizigot ¢.67+32G>C degisiminin IGV gbriintiisii. (C) Indekste
Sanger dizilemede RBMB8A geninde hemizigot ¢.67+32G>C degisimi izlenmektedir.
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Sekil 16: Olgu 2’nin annesine ait molekiiler analiz sonuglar:

(A) Annede CNV analizinde RBM8A geni heterozigot delesyonu izlenmektedir. (B) Annede TED
analizinin IGV gorintiisinde RBM8A geni ¢.67+32 bolgesinde degisim gozlenmemektedir. (C) Annede
Sanger dizilemede RBM8A geni ¢.67+32 bolgesinde degisim izlenmemektedir.
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Sekil 17: Olgu 2°nin babasina ait molekiiler analiz sonuclari

(A) Babada CNV analizinde RBM8A geni normal olarak iki kopya izlenmektedir. (B) Babada TED
analizinde RBMB8A geninde saptanan heterozigot ¢.67+32G>C degisiminin IGV goriintiisii. (C) Babada
Sanger dizilemede RBM8A geninde heterozigot ¢.67+32G>C degisimi izlenmektedir.

4.6.3. Olgu 3

4.6.3.1. Aile Oykiisii ve Prenatal US Bulgular:

Aralarinda akrabalik olmayan 26 yasinda saglikli anne ile 32 yasinda saglikli babanin ilk
gebelik iiriinii olan fetus degerlendirildi (G2 P3 TT1). Aile oykiisiinde benzer etkilenmis olgu,
bilinen maternal hastalik, enfeksiyon / yiiksek ates Oykiisii, ilag kullanimi, radyasyon maruziyeti

Oykiisti olmadigi 6grenildi.
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21. GH’de yapilan US’de polihidramniyos, retromikrognati, bilateral radius ve ulnalarda
kisalik, bilateral bagparmak aplazisi, ellerde radyal deviasyon, servikal vertebralarda
diizensizlikler, skolyoz, sol renal agenezi veya pelvik bobrek siiphesi (sol renal fossa bos

izlenmesi ve adrenal lying down bulgusu nedeniyle) izlendi.

()
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(HIH:[[D Unilateral renal agenezi

Sekil 18: Olgu 3’e ait aile agaci

4.6.3.2. Postmortem Degerlendirme Bulgular:

22 haftalik disi fetusun postmortem degerlendirmesinde tartis1 340 gram (<3p), boyu 26
cm (3-10p), bas gevresi 17.5 cm (<3p, <-3 SD), kulag uzunlugu 22 cm olgiildi. Skalp ve ense
derisi 6demli goriiniimde izlendi. Hipertelorizm, medyalde seyrek kaslar, asagi ¢ekik palpebral
fissiirler, malar hipoplazi, uzun filtrum, mikroretrognati, diisiik ve posteriora doniik kulaklar,
horizontal ve asir1 katlantili kulak heliksleri gozlendi. Orofarenks muayenesinde yarik damak
saptandi. Dirseklerde 20 derece ekstansiyon kisitliligi, solda daha belirgin olmak iizere bilateral
on kollarda kisalik, ellerde radyal deviasyon, bilateral 6n kollarda pronasyon / supinasyon

kisithlig, bilateral el basparmak aplazisi, bilateral el ilk ii¢ parmak PIF eklemlerinde
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psodokamptodaktili, dordiincii parmaklarinda klinobrakidaktili saptandi. Sol ayak ikinci
parmakta parmak pozisyon anomalisi (birinci parmagin iizerinde yerlesimli) izlendi. Aniis,
genital yap1 ve kord normal olarak degerlendirildi.

Grafide servikal vertebra korpuslarinda diizensizlik, torakal yedinci vertebra korpusunda
hemivertebra izlendi. Bilateral 6n kollarda proksimalde radioulnar sinostoz, solda daha belirgin
olmakla birlikte bilateral radius ve ulnalarda kisalik saptandi. Bilateral bagparmaklara ait
ossifikasyon izlenmedi. Ellerde bilateral dort adet metakarpal kemik izlendi, sol elde birinci ile
ikinci ve {igiincii ile dordiincii parmaga ait metakarpal kemiklerin proksimalinde fiizyon izlendi.

Bilateral el dordiincti parmaklara ait orta ve distal falanks ileri derecede hipoplazik saptandi.

Sekil 19: Olgu 3’e ait fizik muayene ve grafi bulgular:
(A, B) Hipertelorizm, medyalde seyrek kaslar, asagi c¢ekik palpebral fisstirler, malar hipoplazi, uzun
filtrum, mikroretrognati, diisiik ve posteriora doniik kulaklar, horizontal ve asir1 katlantili kulak heliksleri
(C) Yarik damak, (D) Solda daha belirgin olmak iizere bilateral 6n kollarda kisalik, ellerde radyal
deviasyon, (E, F) Bilateral el basparmak agenezisi, bilateral el ilk ii¢ parmak PIF eklemlerinde
psodokamptodaktili, dordiincii parmaklarinda klinobrakidaktili, (G) Servikal vertebra korpuslarinda
diizensizlik, torakal yedinci vertebra korpusunda hemivertebra, bilateral 6n kollarda proksimalde

radioulnar sinostoz, solda daha belirgin olmakla birlikte bilateral radius ve ulnalarda kisalik, bilateral
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bagparmaklara ait ossifikasyon yoklugu, ellerde bilateral dort adet metakarpal kemik, sol elde birinci ile
ikinci ve tglinci ile dordiincii parmaga ait metakarpal kemiklerin proksimalinde fiizyon, bilateral el

doérdiincii parmaklara ait orta ve distal falanks ileri derecede hipoplazik.

4.6.3.3. Sitogenetik (Retrospektif) ve Molekiiler Bulgular

Kardiyosentez ile alinan fetal kan kiiltiirinden elde edilen metafaz kromozomlarinin
analizi normal sonuglandi. Trio TED analizinde endikasyon ve kalitim modeli ile uyumlu hastalik
yapict bir dizi varyanti (patojenik, olasi patojenik, klinik 6nemi belirsiz) saptanmadi. EK olarak
trio TED analizinde aday gen yaklagimi ile olgunun klinigi ile iligkili olabilecegi diistiniilen dizi
varyanti (patojenik, olasi patojenik, klinik 6nemi belirsiz) saptanmadi.

CNV analizlerinde indekste 6p24.3 bolgesinde 10,398,625-10,415,249 niikleotidleri
arasinda, TFAP2A (NM_001032280), TFAP2A-AS2, TFAP2A-AS1 (ekzon 1’in tamami, ekzon
2’nin bir kism1) genlerini igeren 16.6 kb biiyiikliigiinde heterozigot duplikasyon saptandi. Anne
ve babada bu bolge icin normal kopya sayisi izlendi. Indekste saptanan duplikasyon ve
ebeveynlerde bu bolge i¢in normal kopya sayisi, ekzon 6 bdolgesi icin gerceklestirilen gercek
zamanl kantitatif PZR ile dogrulandi. Indeksteki kopya sayisi degisiminin de novo olustugu
belirlendi.

TFAP2A genindeki heterozigot patojenik varyantlar literatiirde Brankiyo-okiilo-fasyal
sendrom (#MIM 113620) ile iliskilendirilmistir. Indekste saptanan duplikasyon degisimi daha
once literatlirde bildirilmemis olup ACMG smiflandirmasma gore klinik Onemi belirsiz

niteliktedir.
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Sekil 20: Olgu 3’e ait TFAP2A geni duplikasyonu goriintiisii

(A) Olgu 3’de saptanan TFAP2A tiim gen duplikasyonu goézlenmektedir. (B) Olgu 3’teki TFAP2A gen
duplikasyonu ve g¢alismamizdaki diger 17 bireyde bu gende normal kopya sayisi izlenmektedir. (C)
Duplikasyon bolgesinde yer alan genler ve ekzonlar Franklin veri tabanindan alinan goriintiide

izlenmektedir.
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Sekil 21: Olgu 3 ve ebeveynlerine ait CNV analizlerinin goriintiisii
(A) Olgu 3’te CNV analizinde saptanan TFAP2A duplikasyonuna ait goriintii izlenmektedir. (B, C)
Sirasiyla anne ve babada CNV analizlerinde TFAP2A geninde normal kopya sayis1 gézlenmektedir.
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Sekil 22: qPZR’de indeksteki TFAP2A geni ekzon 6 duplikasyonuna ait goriintii
Anne, baba ve kontrolde TFAP2A geni ekzon 6 bolgesi igin normal kopya sayisi, indekste ise duplikasyon

ile uyumlu goriiniim izlenmektedir.

4.6.4. Olgu 4

4.6.4.1. Aile Oykiisii ve Prenatal US Bulgular:

Aralarinda akrabalik olmayan 34 yasinda astim hastasi anne ile 33 yasinda saglikli
babanin ikinci gebelik iiriinii olan fetus degerlendirildi (G2 P1 TT1). Aile dykiisiinde benzer
etkilenmis olgu, enfeksiyon / yliksek ates Oykiisii, radyasyon maruziyeti Oykiisii olmadig
ogrenildi. Gebelikte astim nedenli salbutamol kullanim 6ykiisii mevcuttu.

22. GH’de yapilan US’de sag 6n kolda tek tiibiiler kemik, sag elde tek parmak, sol 6n

kolda distale dogru incelen tek tiibiiler kemik izlendi. Sol el izlenmedi.
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Sekil 23: Olgu 4’e ait aile agaci

4.6.4.2. Postmortem Degerlendirme Bulgulari

22 haftalik erkek fetusun postmortem degerlendirmesinde tartis1t 460 gram (-1.03 SD),
boyu 28 cm (10-50p), bas c¢evresi 18.5 cm (3-10p) 6l¢iildii. Hafif hipertelorizm ve sinirda diisiik
kulaklar izlendi. Sag 6n kolda palpasyonla ele gelen hipoplastik ve egri tek tiibiiler kemik, sag
onekstansiyon kisithiligi, hafif supinasyon kisitliligi, hipoplazik sag el ayasi gozlendi. Sag
bagparmak izlenmedi, sag el ayasinin ortasindan baslayan, tek interfalangeal fleksiyon ¢izgisi ve
tek eklem hareketi olan, tirnak yapisi korunmus, radyale deviye bir adet parmak yapisi izlendi.
Sag el ulnar tarafta biri daha iyi forme olmak {izere iki adet tomurcuk seklinde parmak benzeri
cikinti saptandi. Sol 6n kol antekubital pterjiyum nedeniyle yaklasik 150 derece fleksiyonda
izlendi. Sol 6n kol giidiik seklinde sonlanmakta, solda el ayasi ve parmak yapisi gézlenmedi.
Sakral dimple izlendi. Aniis, genital yap1 ve kord normal olarak degerlendirildi.

Grafide sag on kolda ulna oldugu diistiniilen ve iist 1/3 hizasindan posteriora egrilik
gosteren hipoplazik tek kemik yapisi izlendi (radyal aplazi). Sag elde biri hipoplazik ve
proksimalde olmak {izere iki adet metakarp ossifikasyonu ve iyi forme olan metakarpal kemigin
devaminda iki adet falanks gozlendi. Sol 6n kolda ulna oldugu diisiiniilen ince ve giidiik seklinde

sonlanan tek tiibiiler kemik izlendi.
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Sekil 24: Olgu 4’e ait fizik muayene ve grafi bulgular:

(A, B) Hafif hipertelorizm, sinirda diisik kulaklar, (C, D) Sag 6n kolda hipoplastik ve egri tek tiibiiler
kemik, hipoplazik sag el ayasi, sag bagparmak aplazisi, sag el ayasinin ortasindan baslayan, tek
interfalangeal fleksiyon ¢izgisi ve tek eklem hareketi olan, tirnak yapisi korunmus, radyale deviye bir adet
parmak yapisi, sag el ulnar tarafta biri daha iyi forme olmak {izere iki adet tomurcuk seklinde parmak
benzeri ¢ikinti, sol 6n kolda antekubital pterjiyum nedeniyle yaklasik 150 derece fleksiyon, sol 6n kol
giidiik seklinde sonlanimi, solda el ayasi ve parmak yapist yoklugu, (E) Sag 6n kolda ulna oldugu
diisiiniilen ve {ist 1/3 hizasindan posteriora egrilik gosteren hipoplazik tek kemik yapisi, sag elde biri
hipoplazik ve proksimalde olmak {izere iki adet metakarp ossifikasyonu ve iyi forme olan metakarpal
kemigin devaminda iki adet falanks, sol 6n kolda ulna oldugu diisiiniilen ince ve giidiik seklinde sonlanan

tek tiibiler kemik.
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4.6.4.3. Sitogenetik (Retrospektif) ve Molekiiler Bulgular

Amniyosentez materyalinden uzun stireli hiicre kiiltiirii ile elde edilen metafaz
kromozomlarmin analizi ve fetal deriden izole edilen DNA o6rneginden ¢alisilan array-CGH
analizi normal sonuglandi.

Trio TED analizinde ve CNV analizlerinde hastalikla iligkisi bilinen genlerde, endikasyon
ve kalittm modeli ile uyumlu hastalik yapici bir varyant (patojenik, olasi patojenik, klinik 6nemi
belirsiz) saptanmadi. Ek olarak trio TED analizinde aday gen yaklasimi ile olguda de novo olusan
dizi varyantlar (patojenik, olas1 patojenik, klinik 6nemi belirsiz) degerlendirildi. indekste CCNH
geni (5q14.3, cyclin H, NM_001239.4, NP_001230.1) ekzon 6’da heterozigot (varyant fraksiyonu
%21) c.698C>A / (p.(Ser233*) degisimi saptandi. Ebeveynlerde ise TED analizinde bu degisim

saptanmadi. Konfirmasyon amagli yapilan Sanger dizilemede bu degisim indekste saptanmadi.
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Sekil 25: Olgu 4’e ait molekiiler analiz sonuglar:
(A) indekste TED analizinde CCNH geninde saptanan heterozigot ¢.698C>A degisiminin IGV gériintiisii.
(B) Indekste Sanger dizilemede CCNH geni ¢.698 bdlgesinde degisim izlenmemektedir.
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4.6.5. Olgu 5

4.6.5.1. Aile Oykiisii ve Prenatal US Bulgular:

Aralarinda akrabalik olmayan ayni koylii 31 yasinda saglikli anne ile 35 yasinda saglikli
babanin ilk gebelik iiriinii olan fetus degerlendirildi (G2 P1 TTI1). Aile oykiisiinde benzer
etkilenmis olgu, bilinen maternal hastalik, enfeksiyon / yiiksek ates Oykiisi, ilag kullanimi,
radyasyon maruziyeti 6ykiisii olmadigi 6grenildi.

26. GH’de yapilan US’de simetrik [UBK (fetal olgiiler 23+5 hafta ile uyumlu),
polihidramniyos, bilateral pelvik bobrek, bilateral adrenal lying down bulgusu, her iki 6n kolda

tek tiibiiler kemik, bilateral bagparmak aplazisi ve ellerde radyal deviasyon izlendi.
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Sekil 26: Olgu 5’e ait aile agaci

4.6.5.2. Postmortem Degerlendirme Bulgular:
30 haftalik disi fetusun postmortem degerlendirmesinde tartist 1200 gram (-0.59 SD),
boyu 38 cm (-0.45 SD), bas g¢evresi 27 cm (-0.29 SD) 6lgiildii. Dolikosefali, hafif hipertelorizm,

belirgin burun kokii, diisiik kulaklar, sagda preaurikiiler skin tag (tragus ile birlesik), antevert sag
101



kulak lobiilii izlendi. Bilateral dirseklerde ekstansiyon kisitliligi, bilateral 6n kollarda kisalik,
ellerde radyal deviasyon ve bilateral bagparmak aplazisi saptandi. Bilateral el i¢i ¢izgiler ve
parmak fleksiyon ¢izgileri silik, parmak ekstansiyonu kisitli izlendi. Aniis anterior yerlesimli
gozlendi.

Grafide bilateral radyal aplazi, bilateral ulnalarda kisalik [38 mm <3p], bilateral
basparmak aplazisi, ellerde dort adet metakarp ve bu metakarplara ait falanks yapilar1 saptandi.
Servikal bolge ve torakal 1-4 vertebra korpuslarinda segmentasyon anomalileri, sagda ilk dort

kostada diizensizlik (fiizyon?) izlendi.

Py
Sekil 27: Olgu 5’e ait fizik muayene ve grafi bulgular:
(A, B) Dolikosefali, hafif hipertelorizm, belirgin burun kokii, diisiik kulaklar, bilateral 6n kollarda kisalik,
(C) Sagda preaurikiiler skin tag (tragus ile birlesik), antevert sag kulak lobiili, (D) Anterior yerlesinli
aniis, (E, F) Ellerde radyal deviasyon, bilateral basparmak aplazisi, el i¢i ¢izgiler ve parmak fleksiyon
cizgileri silik, (G) Bilateral radyal aplazi, bilateral ulnalarda kisalik, bilateral bagparmak aplazisi, ellerde
dort adet metakarp ve bu metakarplara ait falankslar, servikal bolge ve torakal 1-4 vertebra korpuslarinda

segmentasyon anomalileri, sagda ilk dort kostada diizensizlik (fiizyon?).
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4.6.5.3. Sitogenetik (Retrospektif) ve Molekiiler Bulgular

CVS materyalinden direkt preparasyon ve uzun siireli hiicre kiltiirii ile elde edilen
metafaz kromozomlarinin analizi normal sonug¢landi.

Trio TED analizinde FANCI geni (15926.1, FA complementation group |,
NM_001113378.2, NP_001106849.1) ekzon 18’de indekste ve babada heterozigot c.1751G>A/
p.(Cysb84Tyr) (rs759583609) degisimi, intron 22’de indekste heterozigot (varyant fraksiyonu
%26) €.2292-19T>C degisimi saptandi. Konfirmasyon amagli yapilan Sanger dizilemede
€.1751G>A degisimi indeks ve babada saptandi. Annede bu degisim TED ve Sanger dizilemede
saptanmadi. €.2292-19T>C degisimi ise indekste Sanger dizilemede dogrulanamada.

Trio TED analizinde ve CNV analizlerinde hastalikla iliskisi bilinen genlerde, endikasyon
ve kalitim modeli ile uyumlu hastalik yapici bir varyant (patojenik, olas1 patojenik, klinik 6nemi
belirsiz) saptanmadi. Ek olarak trio TED analizinde aday gen yaklasimi ile olguda de novo olusan
dizi varyantlarinin (patojenik, olast patojenik, klinik Onemi belirsiz) degerlendirilmesinde

indeksteki klinik bulgular1 aciklayabilecek aday gen / varyant saptanmadi.
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Sekil 28: Olgu 5’e ait molekiiler analiz sonuclar:
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(A) Indekste TED analizinde FANCI geninde saptanan heterozigot ¢.1751G>A degisiminin IGV
goriintiisii. (B) Indekste Sanger dizilemede FANCI geninde heterozigot c.1751G>A degisimi

izlenmektedir.

¢c.1751G>A n ﬂ

|

NENEARRRNRRNY

G A A A C T T T T T G C C T T G A G A T C

Sekil 29: Olgu 5’in babasina ait molekiiler analiz sonuclar:
(A) Babada TED analizinde FANCI geninde saptanan heterozigot ¢.1751G>A degisiminin IGV goriintisii.
(B) Babada Sanger dizilemede FANCI geninde heterozigot c.1751G>A degisimi izlenmektedir.
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Sekil 30: Olgu 5’e ait molekiiler analiz sonuclar:
(A) indekste TED analizinde FANCI geninde saptanan heterozigot ¢€.2292-19T>C degisiminin IGV
goriintiisii. (B) Indekste Sanger dizilemede FANCI geni €.2292-19 bolgesinde degisim izlenmemektedir.

4.6.6. Olgu 6

4.6.6.1. Aile Oykiisii ve Prenatal US Bulgular1

Aralarinda akrabalik olmayan 29 yasinda saglikli anne ile 29 yasinda saglikli babanin ilk
gebelik triinii olan fetus degerlendirildi (G2 P1 TT1). Aile dykiisiinde benzer etkilenmis olgu,
bilinen maternal hastalik, enfeksiyon / yiiksek ates oykiisii, ilag kullanimi, radyasyon maruziyeti
oykiisii olmadig1 6grenildi.

13. GH’de yapilan US’de sag 6n kolda tek tiibiiler kemik, sag elde radyal deviasyon, sag

bagparmak aplazisi, muskiiler VSD izlendi.
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Sekil 31: Olgu 6’ya ait aile agaci

4.6.6.2. Postmortem Degerlendirme Bulgulari

13 haftalik erkek fetusun postmortem degerlendirmesinde tartisi 40 gram, boyu 12.5 cm,
bas ¢evresi 8 cm, kula¢ uzunlugu 10 cm 6l¢iildii. Retrognati izlendi. Sag toraks yarimi sola gore
hipoplazik gozlendi. Sol orta aksiller hatta kosta arki alt hizasinda posttravmatik oldugu
diistiniilen minimal laserasyon izlendi. Sag kol ve 6n kol hipoplazisi, sag elde radyal deviasyon,
sag bagparmak aplazisi saptandi. Aniis, genital yap1 ve kord normal olarak degerlendirildi.

Grafide agiklig1 saga bakan torakolomber skolyoz izlendi. Sag radius aplazisi saptandi.
Sag ele ait dort adet, sol ele ait bes adet metakarpal kemik yapisi gézlendi. Falankslar fetal hafta

nedeniyle net degerlendirilemedi.
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Sekil 32: Olgu 6’ya ait fizik muayene ve grafi bulgular
(A) Sag toraks yarimui sola gore hipoplazik, sag kol ve 6n kol hipoplazisi, (B) Retrognati, (C) Sag elde
radyal deviasyon, sag bagparmak aplazisi, (D) Ac¢iklig1 saga bakan torakolomber skolyoz, sag radius

aplazisi, sag ele ait dort adet, sol ele ait bes adet metakarpal kemik yapist.

4.6.6.3. Sitogenetik (Retrospektif) ve Molekiiler Bulgular

CVS materyalinden uzun siireli hiicre kiiltiirii ile elde edilen metafaz kromozomlarinin
analizi ve array-CGH analizi normal sonuglandi.

Trio TED analizinde ve CNV analizlerinde hastalikla iligkisi bilinen genlerde, endikasyon
ve kalitim modeli ile uyumlu olas1 bir varyant (patojenik, olasi patojenik, klinik 6nemi belirsiz)
saptanmadi. Ek olarak trio TED analizinde aday gen yaklasimi ile olguda de novo olusan dizi
varyantlarinin (patojenik, olas1 patojenik, klinik 6dnemi belirsiz) degerlendirilmesinde indeksteki

klinik bulgular1 agiklayabilecek aday gen / varyant saptanmadi.
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5. TARTISMA

Radyal 151n defektleri, radiusun, radyal karpal kemiklerin veya bagparmagin aplazisi veya
hipoplazisi ile karakterizedir ve {iist ekstremitenin en sik konjenital anomalileridir. Prenatal
ultrasonda 6n kolda tek tiibiiler kemik izlenmesi ve elde radyal deviasyon ile karakterizedir.
Etiyolojide kromozom anomalileri, tek gen hastaliklari, teratojen maruziyetleri yer almaktadir.
Radyal 151n defektlerinde en sik saptanan kromozom anomalisi trizomi 18’dir. Teratojenlerden
talidomid ve valproik asit maruziyeti radyal 1sin defektleri ile iliskilendirilmistir. Tek gen
hastaliklarindan Holt-Oram sendromu, Fanconi anemisi ve TAR sendromu etiyolojide sik olarak
saptanmaktadir. Radyal 1s1n defekti ile iligkili diger tek gen hastaliklar1 arasinda ise Cornelia de
Lange sendromu, Roberts sendromu, Nager sendromu, Duane-radyal 1sin sendromu, Townes-
Brocks sendromu, RAPADILINO sendromu, Baller-Gerold sendromu, Rothmund-Thomson
sendromu, Diamond-Blackfan anemisi, IVIC sendromu, Mandibulofasyal dizostoz, Guion-
Almeida tipi basta olmak iizere birgok sendrom yer almaktadir. Radyal 1s1n defekti ile iliskili
ancak molekiiler etiyolojisi aydinlatilamamis sendromlar / asosiasyonlar arasinda en sik olani ise
VACTERL asosiasyonudur.

Radyal 151n defektleri olgularin 1/3’linde izole, olgularin 2/3’tinde ise sendromik veya ek
anomaliler ile birlikte izlenmektedir (3). Ek anomaliler arasinda siklikla kardiyak anomaliler, kas-
iskelet anomalileri, spinal anomaliler, hematolojik anomaliler, gastrointestinal ve genitoiiriner
anomaliler yer almaktadir. Radyal 151n defekti olgularinda infantil donemde 6liim oraninin %35
kadar yiiksek olabilecegi bildirilmistir (2). Radyal 1s1n defekti bilateral olan olgularda altta yatan
genetik etiyoloji olasilig1 daha yiiksektir.

Ust ekstremite olusumu fertilizasyon sonrasi1 24. giinde lateral plak mezoderminin 9 ve
12. somitler arasinda go¢ etmesi ile baglar ve 26. giinde ekstremite tomurcugunun olusumu ile
devam eder. Ust ekstremite embriyolojisinde gérevleri iyi bilinen molekiiler etkenler arasinda
HOX, WNT ve FGF gen aileleri, TBX5, SHH ve GLI3 genleri yer almaktadir (5). Ust
ekstremitenin biiylimesi {i¢ eksende izlenir. Proksimalden distale biiylimenin (uzunlamasina
biiyiime) sinyal merkezi AER’dir (apical ectodermal ridge) ve AER proksimodistal biiyiimeyi
FGF sinyali ile diizenler. Anteroposterior eksenin (radyoulnar farklilagma) sinyal merkezi
ZPA’dir (zone of polarizing activity) ve ZPA anteroposterior farklilasmayr SHH sinyali ile
diizenler. Dorsoventral eksenin (eldeki dorsal-palmar bolgeler) sinyal merkezi dorsal ektodermdir

ve dorsal ektoderm dorsoventral farklilasmayr WNT7A sinyali ile diizenler.
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Radyal 1s1n defektlerinde etiyolojinin kompleks olmasi, klinik bulgularin aileler arasi ve
aile ici degiskenlik gostermesi, radyal 151 defekti ile seyreden ancak heniiz molekiiler etiyolojisi
aydinlatilamamis sendromlar / asosiasyonlarin varligr molekiiler tani siirecini zorlastirmaktadir.
Giliniimiizde TED analizlerinin yaygin olarak kullanimi radyal 1sin defektlerindeki molekiiler
etiyolojinin aydinlatilmasinda katki saglamaktadir. Calismamizda prenatal izlemleri ve
postmortem degerlendirmeleri merkezimizde yapilarak radyal 15in defekti saptanan alt1 fetusa ve
saglikli ebeveynlerine, genetik etiyopatogenezin aydinlatilmasi amaciyla trio TED analizleri
gerceklestirildi. Ek olarak kopya sayis1 degisimleri analizleri yapildi. Ug olguda fenotip ile iliskili
olabilecek genlerde bes varyant (ikisi dizi varyants, iicii kopya sayis1 varyanti) tespit edildi. Iki
olguda RBM8A geninde bilesik heterozigot formda dizi varyanti ve kopya sayisi degisimi
varyanti, bir olguda TFAP2A geninde heterozigot formda kopya sayist degisimi varyanti saptandi.
Iki olguda RBM8A genindeki varyantlar icin ebeveynlerde tasiyicilik saptanirken, TFAP2A
genindeki varyanti de novo olustugu gozlendi. RBM8A geninde saptanan varyantlar daha 6nce
literatiirde hastalikla iligkilendirilmis ve ACMG kriterlerine gore patojenik olarak
siiflandirilmistir. TFAP2A geninde saptanan varyant ise daha once literatiirde bildirilmemistir.
Novel nitelikteki bu varyant ACMG kriterlerine gore klinik Onemi belirsiz olarak
smiflandirilmistir. Ug olguda ise klinik bulgulari agiklayabilecek varyant saptanmadi. Bu iig
olgudan birinde FANCI geninde heterozigot klinik 6nemi belirsiz bir varyant indeks ve babada
saptandi. Ancak bu gende ikinci bir degisim saptanmadigi i¢in Fanconi anemisi tasiyiciligi ile
uyumlu bulundu.

Antenatal US’de bilateral radius aplazisi, bilateral humeruslarda kisalik, sol humerusta
egrilik ve bilateral ayak sirt1 6demi saptanarak termine edilen, postmortem degerlendirmede ek
olarak fasyal dismorfik bulgular, sag humerus proksimal hipoplazisi, bilateral ulnalarda kisalik,
sag ulnada egrilik, bilateral bagparmak hipoplazisi, bilateral el PIF eklemlerinde kamptodaktili,
sol ayakta PEV saptanan olgu 1’de ayirici tanida fasyal dismorfik bulgulart nedeniyle Roberts
sendromu, array-CGH analizinde 1q21.1 bolgesinde RBM8A genini iceren heterozigot delesyon
nedeniyle TAR sendromu diistiniildii. Olgu ve ebeveynlerine yapilan trio TED analizlerinde
RBMB8A geninde c.-21G>A degisimi (rs139428292) olgu ve annede, CNV analizlerinde 1g21.1
delesyonu olgu ve babada saptandi. TED analizinde saptanan dizi degisimi olgu ve annede
Sanger dizileme ile dogrulandi. CNV analizlerinde saptanan delesyon ise olguda array-CGH
analizi ile gosterilmisti.
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Antenatal US’de bilateral radius aplazisi, sag elde iist liste binmis parmaklar, bilateral
basparmaklarda addiiksiyon pozisyonu, kardiyak ekstrasistoller saptanarak termine edilen,
postmortem degerlendirmede ek olarak fasyal dismorfik bulgular, bilateral ulnalarda kisalik,
genis sol el bagparmagi, bilateral hafif kisa ve proksimal yerlesimli birinci metakarp, bilateral
clenched hand goriinimii, sol ayakta metatarsus adduktus saptanan olgu 2’de ayirici tanida
kardiyak aritmi nedeniyle Holt-Oram sendromu, fasyal dismorfik bulgular nedeniyle Roberts
sendromu, array-CGH analizinde 1g21.1 bolgesinde RBM8A genini iceren heterozigot delesyon
nedeniyle TAR sendromu distiniildii. Olgu ve ebeveynlerine yapilan trio TED analizlerinde
RBMB8A geninde c.67+32G>C degisimi (rs201779890) olgu ve babada, CNV analizlerinde
1921.1 delesyonu olgu ve annede saptandi. TED analizinde saptanan dizi degisimi olgu ve
babada Sanger dizileme ile dogrulandi. CNV analizlerinde saptanan delesyon ise olgu ve annede
array-CGH analizi ile gosterilmisti.

Bir allelde RBMB8A genini igeren null mutasyon ve diger allelde RBM8A genindeki
hipomorfik varyantin bilesik heterozigotlugu literatiirde TAR sendromu (#MIM 274000) ile
iligskilendirilmistir. Olgu 1 ve Olgu 2’de RBM8A genini igeren 1q21.1 delesyonu ile RBM8A
genindeki hipomorfik varyantin trans konumda bulunmasi ve uyumlu klinik bulgular ile olgular
TAR sendromu tanis1 aldi.

TAR sendromu bilateral radius aplazisi / hipoplazisi ve genellikle gegici olan
trombositopeni ile karakterizedir. Diger radyal 1sin defekti ile seyreden sendromlardan farkli
olarak TAR sendromlu olgularda her zaman basparmak mevcuttur. Ancak cesitli basparmak
anomalileri (genis ve diiz bagparmaklar, addiikte bagparmaklar) izlenebilir. Diger iist ekstremite
anomalileri arasinda humerus, ulna ve omuz kusagi hipoplazisi / aplazisi yer almaktadir. Diz ve
kalca anomalileri gibi alt ekstremite anomalileri gozlenebilir. Inek siitii alerjisi, kardiyak ve
genitotiriner anomaliler izlenebilir. TAR sendromu tanili olgularin %7’sinde biligsel yetersizlik
bildirilmis, bunun trombositopeni nedeniyle olusan intrakraniyal hemorajinin sekeli oldugu
diistintilmustiir (217). TAR sendromu radyal 1s1n defektlerinin etiyolojisinde sik saptanan bir tek
gen hastaligidir ve prevalanst 100.000 canli dogumda 1 ile 200.000 canli dogumda 1 arasinda
bildirilmistir (64). TAR sendromunun genetik etiyolojisinin aydinlatilmaya baslandigi 2007
yilindan 2022 yilia kadar, RBM8A geninde TAR sendromu iligkili varyant saptanan 150°den
fazla olgu bildirilmistir (64).
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TAR sendromu uzun zamandir otozomal resesif bir sendrom olarak kabul edilmistir.
Ancak akraba evliliklerinde hastalik sikliginin artmamasi ve vertikal gecisin izlenmesi gibi bazi
ozelliklerinin otozomal resesif kalitim ile tutarsiz oldugu diisiiniilmiistiir. Klopocki ve arkadaslari
tarafindan 2007 yilinda yapilan ¢alismada TAR sendromundan etkilenmis 30 olgunun tiimiinde
ve etkilenmemis aile iiyelerinin %32’sinde array-CGH analizinde 1g21.1 bdlgesinde minimal
delesyon bolgesi 200 kb olan delesyonlar saptanmistir (78). Bu sonug ile 1g21.1 delesyonun TAR
sendromu fenotipine neden olmak i¢in gerekli oldugu, ancak etkilenmemis aile bireylerinde de
delesyon saptandigi igin fenotipi aciklamada yeterli olmadigi distintilmustir. Albers ve
arkadaslar1 tarafindan 2012 yilinda yapilan ¢alismada TAR sendromundan etkilenmis 55 olgunun
51’inde 1g21.1 bolgesinde minimal delesyon bolgesi 200 kb olan delesyonlar, ikisinde null
mutasyonlar (biri ¢er¢eve kaymasi biri trunke edici olmak iizere) saptanmistir (79). Bu 53 olguda
da null allele eslik eden ve RBM8A geninin regiilator bolgelerinde yer alan iki tek niikleotid
polimorfizminden (SNP, single nucleotide polymorphism) biri saptanmis ve boylelikle TAR
sendromundaki otozomal resesif kalitim agiklanmistir (79). Bu iki SNP’den biri 5’UTR
bolgesinde yer alan c¢.-21G>A degisimi (rs139428292), digeri ise intron 1’de yer alan
c.67+32G>C degisimidir (rs201779890) (79). Literatirde TAR sendromlu olgularda en sik
saptanan bu degisimlerden €.-21G>A degisimi Olgu 1°de, ¢.67+32G>C degisimi ise Olgu 2’de
saptanmistir. Albers ve arkadaglari tarafindan bildirilen bu iki degisime ek olarak 2019 yilinda
Brodie ve arkadaglari tarafindan iki kardeste g.145919695T>C (rs61746197) degisimi ile 2020
yilinda Boussion ve arkadaglari tarafindan 11 olguda c.Ter6C>G (rs12079762) degisimi ve bir
olguda c.-19G>T degisimi bildirilmistir (80, 218). RBM8A geninde saptanan null alleller Tablo
25°de ve hipomorfik alleller Tablo 26’da, bu allellerin gen tizerindeki lokasyonlar1 Sekil 33’de
belirtilmistir (64, 219).

Tablo 25: RBMS8A geninde literatiirde bildirilen hipomorfik alleller ve popiilasyon

frekanslar

Transkript Niikleotid Peptid | dbSNP Allel tipi / Hipomorfik allel frekansi

c.-21G>A - rs139428292 | Hipomorfik allel, genel popiilasyon
frekansi %3.05 (79)
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c.Ter6C>G - rs12079762 | Hipomorfik allel, Afrika popiilasyonu
NM_005105.5 frekans1 %14.8 (80)
€.67+32G>C - rs201779890 | Hipomorfik allel, genel popiilasyon
frekans1 %0.41 (79)
c.-19G>T - - Hipomorfik allel (80)
NC_000001.11 | g.145919695T>C | - rs61746197 | Hipomorfik allel, genel popiilasyon
frekansi %0.5 (218)

Tablo 26: RBMB8A geninde literatiirde bildirilen null alleller

Transkript Niikleotid Peptid dbSNP | Allel tipi
€.207_208insAGCG p.Val70SerfsTer3 - Null allel (79)

NM_005105.5 | c.487C>T p.Argl63Ter -

NP_005096.1 | c.206-13C>A p.Ser69PhefsTerl3 - Null allel (80)
€.205+3 205+6delGAGT | p.Glu43_Ser69delinsAla | -

) ¢.205+3_205+6del ¢.206-13C>A ¢.207_208insAGCG c.487C>T
.‘\l‘ld:l g (p-Glu43_Ser69delinsAla) (p.Setﬁ9I:hei‘sTer13) (]:.\-'al';'DSerl‘sTerS) (p.Argl63Ter)
alleller
|
5’UTR 2 3 4 5 6 3’UTR
Hipomorfik | + l v
alleller ¢.-19G>T |e.67+32G>C c.Ter6C>G

Sekil 33: RBM8A geninde bildirilen null ve hipomorfik alleller
ClinVar veri tabaninda RBM8A geninde patojenik olan bildirilen varyantlar gosterilmektedir.

Monteiro ve arkadaslari, 2022 ¢alismasindan uyarlannmugtir (219).
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Klopocki ve arkadaglar tarafindan TAR sendromlu 30 olguda 1g21.1 bdlgesinde minimal
delesyon bolgesi 200 kb olan ve 12 gen [HJV (HFE2), TXNIP, POLR3GL, ANKRD34, LIX1L,
RBM8A, GNRHR2, PEX11B, ITGA10, ANKRD35, PIAS3, NUDT17] igeren delesyonlar
saptanmistir (78). Ancak bu 30 olgunun 28’inde delesyon boyutunun yaklagik 500 kb oldugu ve
ek olarak bes gen [POLR3C, RNF115 (ZNF364), CD160, PDZK1, GPR89] daha igerdigi
belirlenmistir (78). Albers ve arkadaslar tarafindan TAR sendromlu 51 olguda 1g21.1 bolgesinde
minimal delesyon bolgesi 200 kb olan, farkli boyutlarda delesyonlar saptanmis ve bu minimal
delesyon bolgesinin genomik koordinatlart 145,399,075-145,594,214 niikleotidleri arasinda
oldugu belirtilmistir (79). Olgu 1 ve Olgu 2°de CNV analizlerinde 1q21.1 bolgesindeki delesyon
boyutu sirasiyla 402 ile 412 kb olarak belirlenmis ve literatiirde en sik bildirilmis olan 500 kb’lik
delesyon bolgesiyle ayni genleri igerdigi gozlenmistir. Literatiirde benzer bolgede delesyon

saptanan olgular Sekil 34°de gosterilmistir.

I NBPF10 » > ex>me x»Ee =» »am x RNF115» ——

Sekil 34: Olgu 1 ve 2°deki delesyon bdlgesi ve literatiirde benzer bilgede delesyon saptanan
olgular

Franklin veri tabanindan alinan goriintiide iki dikey ¢izginin arasindaki bolge Olgu 1 ve 2’deki delesyon
bolgesini gostermektedir. Kirmizi ile gosterilen delesyonlar patojenik, turuncu ile gosterilen delesyonlar
olas1 patojenik, gri ile gosterilen delesyonlar ise klinik 6nemi belirsiz olarak cesitli veri tabanlarinda

bildirilmistir.
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Kaminsky ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada, 15.749 olgu ve 10.118 kontrolde
14 kopya sayis1 degisimi bolgesindeki rekiirren delesyon ve duplikasyonlar incelenmistir (220).
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, 14 delesyon ve 7 duplikasyonun olgularda anlamli derecede
artmis oldugu saptanmustir (220). Bu delesyonlardan biri olan TAR bolgesini igeren 1g21.1
delesyonu, olgu grubunda 17 bireyde ve kontrol grubunda bir bireyde tespit edilmis, olgu
grubunda delesyon sikligi 926’da bir olarak belirlenmistir (220). RBM8A genindeki null
varyantlar nadirken, hipomorfik varyantlarin popiilasyon frekanslart %3 veya %14.8 kadar
yiiksek olabilir (79). Giiniimiizde TED analizlerinde yapilan filtrelemelerde, yaygin bulunan
SNP’lerin dislanmasi i¢in genellikle minér allel frekansi (MAF) %1’in altindaki varyantlar
degerlendirilmektedir. Ancak RBMB8A genindeki hipomorfik allellerin popiilasyon frekanslari
%14.8 kadar yiiksek olabileceginden, standart filtrelemelerde bu varyantlar g6zden
kagabilmektedir. Bu nedenle radyal 1gin defekti klinigine sahip olgularda RBM8A genindeki
SNP’ler agisindan bu gen filtresiz olarak degerlendirilmelidir. Ayrica TAR sendromu tanisi null
allel ile hipomorfik allelin bilesik heterozigot olarak bulunmasi ile koyulabildiginden, TED
analizinde saptanan dizi varyantina eslik eden delesyonun da saptanabilmesi i¢in CNV’li TED
analizi veya TED analizi 6ncesinde array-CGH analizi gergeklestirilmelidir.

RBMB8A geni 6 ekzondan olusur. RBM8A geninin kodladig1 Y 14 proteini (diger bir adiyla
RNA baglayici protein 8A), ekzon birleske kompleksinin [exon junction complex (EJC)] dort
komponentinden biridir ve RNA matiirasyonunda gorev alir (80). Bu protein 174 amino asitten
olugur ve RNA tanima motifi igerir (80). EJC, mRNA kirpilmasi ve niikleer eksportu ile anlamsiz
aracilt yikimin aktivasyonu gibi temel hiicresel fonksiyonlarda gorev alir (80). Albers ve
arkadaslar1 iki regiilator SNP’nin (c.-21G>A ve ¢.67+32G>C) in vitro olarak RBMB8A
transkripsiyonunda azalmaya yol actigini ve TAR olgularinda trombositlerde Y14
ekspresyonunda azalmaya sebep oldugunu gostermistir (79). Bu nedenle Y 14 haployetersizliginin
ve muhtemelen EJC defektinin TAR sendromuna yol a¢tig1 diistiniilmektedir (79). Ayrica zebra
baligindaki ortologu knockdown edildiginde agir malformasyonlar ve olimle sonuglandigi,
meyve sinegi ortologu knockdown edildiginde ise agir malformasyonlar g6zlenmesi nedeniyle,
Y 14 komplet yoklugunun insanlarda yasamla bagdasmayacag diistiniilmektedir (79).

TAR sendromlu olgularda bir null allel ile hipomorfik allel trans pozisyonda saptanir.
Hipomorfik allel 5°UTR, intron 1 veya 3’UTR bolgesinde bulunur. TAR sendromunda genotip-
fenotip korelasyonu iki varyant i¢in bildirilmistir. Olgu 1’de saptanan c.-21G>A hipomorfik alleli
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disiik trombosit seviyeleri ve diisiik referans degerin altindaki hemoglobin seviyeleri ile
iligkilendirilmistir (68). Bu diisiik hemoglobin seviyelerinin nedeni, trombositopeninin sonucu
olarak artmig kanamaya tam olarak baglanamamistir. Bu alleli tasiyan TAR sendromlu olgularda
transflizyon gerektiren agir anemi bildirilmistir (68). Olgu 2’de saptanan €.67+32G>C intronik
hipomorfik alleline sahip olgularda yasamin ilk aylarinda bile daha yiiksek trombosit seviyeleri
ve ilerleyen donemde trombosit seviyelerinin referans araliga ulastigi bildirilmistir (64). Ayrica
bu allele sahip olgularda hemoglobin degerleri de normal izlenmistir (64). Olgularimizda da bu
iki varyant saptanmis olmakla birlikte, fetal olgular olmalari nedeniyle hematolojik bulgular
hakkinda yorum yapilamamustir.

Antenatal US’de bilateral radius ve ulnalarda kisalik, bilateral bagparmak aplazisi,
servikal vertebralarda diizensizlikler, skolyoz, sol renal agenezi veya pelvik bobrek siiphesi
saptanarak termine edilen, postmortem degerlendirmede ek olarak fasyal dismorfik bulgular,
yarik damak, skalp ve ense derisi 6demi, mikrosefali, hemivertebra, radyoulnar sinostoz,
metakarpal fiizyon, falanks hipoplazisi, psddokamptodaktili, klinobrakidaktili saptanan olgu 3’de
ayirict tanida akrofasiyal dizostoz spektrumundan Nager sendromu disiiniildi. Trio TED
analizinde olgunun Kklinigi ile iligkili olabilecegi diisiiniilen dizi varyanti (patojenik, olasi
patojenik, klinik onemi belirsiz) saptanmadi. CNV analizlerinde indekste 6p24.3 bdlgesinde
10,398,625-10,415,249 niikleotidleri arasinda, TFAP2A, TFAP2A-AS2, TFAP2A-AS1 genlerini
iceren 16.6 kb biiylikliiglinde heterozigot duplikasyon saptandi. Ebeveynlerde bu bdlge i¢in
normal kopya sayisi1 izlendi. Duplikasyon qPZR ile dogrulandi.

TFAP2A genindeki heterozigot patojenik varyantlar literatiirde Brankiyo-okiilo-fasyal
sendrom (#MIM 113620) ile iliskilendirilmistir. Indekste saptanan TFAP2A tiim gen
duplikasyonu daha once literatiirde bildirilmemis olup ACMG siniflandirmasina goére klinik
onemi belirsiz niteliktedir.

Brankiyo-okiilo-fasyal sendrom (BOF sendromu); brankiyal cilt defektleri (belli belirsiz
anlasilabilen ince deri veya sa¢ yamalarindan, eritemat6z hemanjiyomatdz lezyonlara ve biiyiik
akintili erozyonlara kadar degiskenlik gosteren), g6z anomalileri (mikroftalmi, anoftalmi,
kolobom, katarakt, nazolakrimal kanal darligi / atrezisi) ve fasyal anomaliler [dolikosefali,
hipertelorizm veya telekantus, genis burun ucu, yukari ¢ekik palpebral fisstirler, yarik dudak veya
onartlmis yarik dudak goriiniimii veren belirgin filtrum katlantilar1 (psddoyarik dudak), yarik

damak, tist dudak g¢ukurcuklari, alt yliz giicstizliigii (asimetrik aglayan yiiz veya yedinci kraniyal
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sinirin parsiyel gii¢siizliigii)] ile karakterizedir (221). Kulak anomalileri (malforme ve belirgin
pinna, i¢ kulak ve petrdz kemik anomalileri) ve isitme kaybi siktir. Immiin sistem anomalileri
(timik anomaliler), renal anomaliler (renal agenezi, multikistik bobrekler), ektodermal bulgular
(erken sa¢ beyazlamasi, dis hipoplazisi, tirnak displazisi, subkutanéz skalp kistleri) izlenebilir.
Prenatal ve postnatal biiylime geriligi, mikrosefali, konjenital kalp anomalileri, iskelet anomalileri
(malar hipoplazi, mastoid hipoplazi, kifoz, lordoz, polidaktili, klinodaktili, hipoplazik
bagparmaklar) bildirilmistir. Zeka genellikle normaldir (221). BOF sendromu nadir bir sendrom
olup prevalansi tam olarak bilinmemekle birlikte, klinik ve / veya molekiiler tanili 150’den az
olgu oldugu bilinmektedir (221).

BOF sendromu otozomal dominant kaliim paterni gosterir. 6p24 lokusunda yer alan
TFAP2A genindeki heterozigot patojenik varyantlardan kaynaklanir. BOF sendromu tanili
olgularin >%95’inde TFAP2A geninde dizi analizi ile, <%5’inde ise delesyon / duplikasyon
analizleri ile patojenik varyantlar saptanmaktadir (221). Olgularin %50-60’inda patojenik
varyantlar de novo olarak saptanir (221).

TFAP2A geni 1988 yilinda Williams ve arkadaglari tarafindan klonlanmis ve AP-2
proteininin gen ekspresyonlarinin kontroliinde yer alan bir transkripsiyon faktorii olabilecegi 6ne
stiriilmiistiir (222). Davies ve arkadaslar1 1999 yilindaki c¢aligmasinda 6p25-p24 bolgesinde
TFAP2A’y1 da igeren interstisyel delesyon saptanan bir olguda fasyal dismorfizm, g6z
anomalileri ve ekstremite anomalileri bildirmistir (223). Milunsky ve arkadaslar1 2008 yilindaki
caligmasinda BOF sendromu klinik tanili olgu ve annesinde 6p24.3 bolgesinde 3.2 Mb bir
delesyon saptamis, sonrasinda dért BOF sendromu klinik tanili olguda bu delesyon bolgesinde
yer alan aday genlerin dizilenmesiyle olgularin tiimiinde TFAP2A geninde de novo yanlis anlaml
varyantlar saptanarak BOF sendromunun TFAP2A genindeki mutasyonlardan kaynaklandigi
gosterilmistir (224).

TFAP2A geni 7 ekzondan olusur ve AP-2a proteinini kodlar. Bu proteinin C-terminal
yariminda, benzersiz ve yiiksek oranda korunmus helix-span-helix dimerizasyon motifi, santralde
bazal domain ve N-terminalde daha az korunmus prolin ve glutamin zengin domain yer alir
(Sekil 35). Helix-span-helix motifi ve bazal domain DNA baglanmasina ve dimerizasyona

aracilik eder. Prolin ve glutamin zengin domain ise transkripsiyonel aktivasyondan sorumludur.
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N-Terminal Prolin / glutamin _ _ S
— - g . — Bazal domaimn Hefix-span-helfx motifi ermina
zengin domaimn

Transkripsiyonel DNA baglama ve dimerizasyon
aktivasyon

Sekil 35: TFAP2A proteinin yapisi

F. Orso ve D. Taverna, 2009 ¢alismasindan uyarlanmistir.

TFAP2A genindeki patojenik varyantlar genin herhangi bir yerinde saptanabilir. Ancak
BOF sendromu tanili olgularin / ailelerin yaklasik %90'inda ekzon dort ve beste yanlis anlamli
varyantlarin saptandigi bir hot spot bolge tanimlanmistir (225). Bu ekzonlardaki yanlis anlaml
varyantlar AP-2a proteininin DNA baglama domainindeki korunmus amino ait rezidiilerinde
degisime sebep olarak etki gosterir (226).

AP-20; g6z, kulak, yiiz, viicut duvari, ekstremiteler ve noral tiipiin embriyogenezi
sirasinda gen ekspresyonunu diizenleyen AP-2 transkripsiyon faktorleri ailesinin retinoik aside
duyarl1 bir iiyesidir (227). Fare ve tavuk embriyogenezinde AP-2a’nin premigratuar noral krest
hiicrelerinde eksprese oldugu, bu hiicrelerin ise govde ve kraniyal bolgelere goc ederek
frontonazal bolge, brankiyal arklar ve periferik sinir sistemi morfogenezinde gorevli oldugu
gosterilmistir (228). AP-2a0. ekspresyonunun belirgin oldugu diger bir bolge ise ekstremite
tomurcugudur. AP-2a ekspresyonu iist ekstremite tomurcugu ortaya ¢iktiktan hemen sonra tespit
edilebilir ve ekspresyon ekstremite biiytimesi sirasinda ilerleme bélgesinin (progress zone, PZ)
mezenkiminde devam eder (228). Belirgin AP-2a ekspresyonu gelisen epidermis, bobrek,
serebellum, spinal kord ve gozde de saptanmistir (228). TFAP2A’nin premigratuar ve migratuar
noral krest hiicrelerinde eksprese oldugu ve lensin erken morfogenezinde gerekli oldugu
bilinmektedir (229, 230). Ayrica, TFAP2A hiicre transformasyonunu, tiimor biiyiimesini,
metastazi ve sagkalimi etkileyerek timorogenezde de rol oynar (231).

BOF sendromunda penetransin neredeyse tam oldugu ve ekspresivitenin degisken oldugu
bildirilmistir (221). TFAP2A gen mutasyonlarinda fenotipte gozlenen degiskenligin ¢ok sayida
gen etkilesiminden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (221). DNA baglama domainindeki cesitli
patojenik varyantlarin, yabanil tip AP-2a proteini iizerinde dominant negatif etkiye sahip
olabilecegi gosterilmistir (226). Bu nedenle, null, hipomorfik veya antimorfik allellere baglh
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aktivite farkliliklari, BOF sendromunda karakteristik olan fenotipik degiskenlige yol agabilir
(221).

Olgu 3’de saptanan Klinik bulgulardan mikrosefali, malar hipoplazi, malforme kulaklar,
yartk damak, renal anomali bulgularinin BOF sendromu ile agiklanabilecegi diistiniildi. Olgu
3’de bagparmak aplazisi saptanmis, BOF sendromunda ise bagparmak hipoplazisi bildirilmistir
(232). Olguda saptanan radius ve ulnada kisalik agisindan literatiir incelendiginde, BOF
sendromu tanili olgularda bu bulgularin bildirilmemis oldugu goézlendi. Ancak bir¢ok c¢alismada
TFAP2A null farelerde radius yoklugu ile karakterize 6n kol fokomelisi bildirilmistir (228).
Ayrica TFAP2A’nin iist ekstremite tomurcugunda eksprese olmasi ve iist ekstremite biliylimesi
sirasinda ekspresyonunun ilerleme bdlgesinde devam etmesi, bu gendeki patojenik varyantlarin
iist ekstremite anomalilerine neden olabilecegini diisiindiirmektedir.

Literatiirde BOF sendromlu olgularda TFAP2A tiim gen delesyonu bildirilmis, ancak Olgu
3’deki gibi tiim gen duplikasyonu saptanan olgu bildirilmemistir (224, 230). TFAP2A geninde
yanlis anlamli varyant saptanan olgularda, TFAP2A tim gen heterozigot delesyonu saptanan
olgulara gore klinik bulgularin daha agir oldugu gozlenmis ve bu durum antimorf bir allel
olusumuna sebep olan dominant negatif etkiyi distindiirmiistiir (226).

BOF sendromunda hastalik mekanizmasi fonksiyon kaybi olarak bilinmektedir. Ancak
Ahituv ve arkadaslarinin ¢aligmasinda TFAP2A geninde fonksiyon kazanimi yapan yanlig anlaml
bir varyantin heterozigotlugunda farelerde kulak kemikgiklerinde anomali ve isitme kaybi,
homozigotlugunda ise farelerde fasyal defektler, agir goz anomalileri ve perinatal donemde 6lim
bildirilmistir (233). Lin ve arkadaslarinin ¢alismasinda TFAP2A asir1 ekspresyonunun fare
oositleri iizerine etkisi incelenmistir. TFAP2A asir1 ekspresyonunun bir histon asetil transferaz
olan p300’iin yukar1 regiilasyonuna sebep oldugu, transkripsiyonel aktivasyonda rol oynayan
histon asetilasyon ve laktilasyon seviyelerini artirdigi, ig birlesmesini ve kromozom
hizalanmasin1 engelledigi ve sonug olarak oosit mayozunu engelledigi gosterilmistir (234).
Ayrica cesitli calismalarda TFAP2A asir1 ekspresyonu malign epitelyal ovaryen tiimoérler,
nazafarinks karsinomu ve akciger karsinomunda saptanmis ve kotii prognoz ile iligskilendirilmistir
(234).

Sonug olarak bir ¢alismada TFAP2A genindeki fonksiyon kazanimi yapan bir varyantin
farelerde malformasyonlara yol agmasi, bagka bir ¢alismada TFAP2A asir1 ekspresyonunun

farelerde oosit mayozunu engellediginin gozlenmesi ve cesitli calismalarda TFAP2A asiri
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ekspresyonunun ¢esitli malignitelerle iliskilendirilmesi olgu 3’deki TFAP2A tiim gen
duplikasyonun da klinik bulgulara yol agabilecegini diisiindiirmektedir. Olgudaki klinik
bulgularin bir kismi BOF sendromunda gézlenmektedir. BOF sendromuna gore daha agir olan
ekstremite bulgularinin ise, TFAP2A geninin iist ekstremite embriyolojisinde rol oynamasi
nedeniyle bu gen duplikasyonu ile agiklanabilecegi diistiniildii. Ancak BOF sendromunda heniiz
TFAP2A tiim gen duplikasyonu bildirilmis olgu bulunmamasi nedeniyle bu kopya sayis1 degisimi
varyant1 klinik onemi belirsiz niteligini korumakta ve hastalikla iliskisinin kesinlestirilmesi igin
TFAP2A gen duplikasyonu saptanan baska olgularin varligi veya fonksiyonel caligmalar ile
desteklenmesi gerekmektedir. Ayrica, duplikasyonun lokasyonunun bilinmemesi, TFAP2A'nin
kendi fonksiyonunu kaybetme potansiyeli veya baska bir gen bolgesinde fonksiyon kaybina yol
acabilecek degisikliklerin g6z ardi edilmemesi gerektigini vurgulamaktadir. Bu tiir olaylarin tam
olarak anlagilabilmesi i¢cin TFAP2A'nin ekspresyon gosterdigi dokuda detayli incelemelerin
yapilmast veya kesintisiz uzun okumalar araciligtyla duplikasyonun genomda nereye
yerlestiginin belirlenmesi yol gosterici olabilirdi. Ancak, bu olgumuzda elimizde taze doku
bulunmamasi ve uzun dizi analizi imkaninin olmamasi nedenleriyle goriislerimiz su anda teorik
diizeyde kalmistir.

Antenatal US’de sol 6n kolda distale dogru incelen tek tiibiiler kemik, sol el yoklugu, sag
on kolda tek tiibiiler kemik, sag elde tek parmak saptanarak termine edilen, postmortem
degerlendirmede ek olarak sag ulnada egrilik, hipoplazik sag el ayasi, sag el ulnar tarafta iki adet
tomurcuk seklinde parmak benzeri ¢ikinti, sol 6n kolda antekubital pterjiyum saptanan olgu 4’de
ayirici tanida radyal 15in defekti ile seyreden sendromlar diigiiniildii. Trio TED analizlerinde ve
CNV analizlerinde hastalikla iliskisi bilinen genlerde, endikasyon ve kalittm modeli ile uyumlu
hastalik yapict bir varyant (patojenik, olasi patojenik, klinik 6nemi belirsiz) saptanmazken, aday
gen yaklagimi ile olguda de novo olusan dizi varyantlarinin (patojenik, olasi patojenik, klinik
onemi belirsiz) degerlendirilmesinde indekste CCNH geninde varyant fraksiyonu %21 olan
heterozigot ¢.698C>A / (p.(Ser233*) degisimi saptandi. Ebeveynlerde saptanmamasi varyantin de
novo olustugunu diisiindiirdi.

CCNH geni OMIM veri tabaninda herhangi bir hastalikla iliskilendirilmemistir. indekste
CCNH geninde saptanan degisimin de novo olusmasi, yanlis anlamli olmasi, GnhomAD, G1000 ve
ESP5400 veri tabanlarinda ve in-house veri tabaninda bulunmamasi, korunmusluk skorunun

yiiksek olmasi, in silico tahmin araglarin ¢ogunlukla zarar verici tahmini vermesi, CCNH
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proteinin iist ekstremite embriyolojisinde 6nemli rol oynayan retinoik asidin reseptorlerinin
aktivasyonunda gorev almasi bulgulari ile olgudaki ekstremite anomalilerinin genetik etiyolojisi
acisindan aday bir varyant oldugu disiiniildii. Ancak Sanger dizilemede bu varyant
dogrulanamadi. Bu nedenle TED analizinde CCNH geninde izlenen degisimin, TED’in yanlis
pozitifliginden kaynaklandig: diisiiniildii.

Antenatal US’de simetrik IUBK, bilateral pelvik bobrek, her iki on kolda tek tiibiiler
kemik, bilateral basparmak aplazisi ve ellerde radyal deviasyon saptanarak termine edilen,
postmortem degerlendirmede ek olarak fasyal dismorfik bulgular, preaurikiiler skin tag, servikal
vertebralarda segmentasyon anomalileri ve kostalarda diizensizlik (flizyon?), bilateral ulnalarda
kisalik, bilateral silik el i¢i ve parmak fleksiyon ¢izgileri, anterior yerlesimli aniis saptanan olgu
5’de ayirict tanida Townes-Brocks sendromu, Radyal 1sin defektleri ile birlikte hemifasyal
mikrozomi, VACTERL asosiasyonu diistiniildii. Trio TED analizlerinde FANCI geni ekzon 18’de
indekste ve babada heterozigot c.1751G>A degisimi (rs759583609), intron 22’de indekste
heterozigot ¢.2292-19T>C degisimi saptandi. Sanger dizilemede ¢.1751G>A degisimi indeks ve
babada gosterilirken, €.2292-19T>C degisimi indekste dogrulanamadi. Bu nedenle TED
analizinde izlenen ¢.2292-19T>C degisiminin, TED’in yanlis pozitifliginden kaynaklandigi
diisiiniildii. Indekste ve babada heterozigot ¢.1751G>A degisimi saptanmasi Fanconi anemisi
tastyiciligr ile uyumlu bulundu. Trio TED analizlerinde ve CNV analizlerinde hastalikla iliskisi
bilinen genlerde, endikasyon ve kalitim modeli ile uyumlu hastalik yapict varyant (patojenik,
olas1 patojenik, klinik 6nemi belirsiz) saptanmadi. Ek olarak trio TED analizlerinde aday gen
yaklasimi ile olguda de novo olusan dizi varyantlarinin (patojenik, olasi patojenik, klinik 6nemi
belirsiz) degerlendirilmesinde indeksteki klinik bulgular1 aciklayabilecek aday gen / varyant
saptanmadi.

Indekste ve babada heterozigot olarak saptanan yanlis anlamli ¢.1751G>A degisimi, daha
once literatiirde bildirilmemis ve ACMG smiflandirmasina gore klinik 6nemi belirsiz nitelikte bir
varyant olmakla birlikte; G1000, ESP5400 veri tabanlarinda ve in-house veri tabaninda
bulunmamakta, GnomAD veri tabaninda ise olduk¢a nadir olarak bulunmaktadir. EK olarak
korunmusluk skoru yiiksek ve in silico tahmin araglari ¢ogunlukla patojenik benzeri tahmini
vermektedir. Ancak olguda bu gende ikinci bir varyant saptanmamasi nedeniyle Fanconi anemisi
tastyicilig ile uyumlu bulunmustur. Fanconi anemisi tasiyicilik sikligi genel popiilasyonda %0.3

olarak bildirilmekle birlikte, akraba evliligi oraninin yiiksek oldugu popiilasyonlarda tasiyici
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siklig1 daha yiiksektir (235). Ulkemizde de akraba evliligi oranimnin yiiksek olmasi tasiyici
sikliginin yiiksek olabilecegini diigiindiirmektedir.

FANCI genindeki homozigot veya bilesik heterozigot patojenik varyantlar literatiirde
Fanconi anemisi, komplementasyon grup | (#MIM 609053) ile iliskilendirilmistir. Fanconi
anemisi fiziksel anomaliler, erken baslangich kemik iligi yetmezligi ve malignite riskinde artis ile
karakterizedir. Fiziksel anomaliler arasinda siklikla biiyiime geriligi, anormal cilt pigmentasyonu,
iist ekstremite anomalileri, mikrosefali, gbz anomalileri, genitoiiriner anomaliler, endokrin
hastaliklar bulunmaktadir. Fanconi anemili olgularda risk artis1 gdzlenen maligniteler arasinda
AML, bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinomlari, cilt ve genitoiiriner sistemin ikinci primer
kanserleri yer almaktadir.

OMIM veri tabaninda Fanconi anemisi ile iliskilendirilmis 21 gen bulunmaktadir. Bu
genlerden FANCB X’e bagli resesif, RAD51 otozomal dominant kalittim gosterirken, geri kalan
19 gen otozomal resesif kalitim gdsterir. Fanconi anemili olgularda en sik patojenik varyant
saptanan genler arasinda ilk sirada %60-70 siklikla FANCA geni, ikinci sirada %14 siklikla
FANCC geni ve ti¢iincii sirada %10 siklikla FANCG geni yer almaktadir (33). FANCI geninde ise
patojenik varyant saptanma orani %1 olup, bu olgularin %95’ten fazlasinda dizi analizi ile,
%S5’den azinda ise delesyon / duplikasyon analizleri ile varyant saptanmaktadir (33).

Levitus ve arkadaslar tarafindan 2004 yilinda Fanconi anemisi komplementasyon grup |
(FANCI) tanimlanmistir (236). 2004-2015 yillar1 arasinda FANCI geninde patojenik varyant
saptanan 13 olgu bildirilmistir. Savage ve arkadaslarinin 2015 yilindaki ¢alismasinda VACTERL
asosiasyonu (VA) ile uyumlu klinik bulgulari olan ii¢ yeni olguda FANCI geninde patojenik
varyantlar saptanmis ve o yila kadar bildirilen olgularin %44’ tiniin (7/16) VA bulgularinin en az
tcilini tagidigr gozlenmistir (237). VA klinik tanisi yedi kriterden tgiliniin varligi ile koyulur.
Fanconi anemili 245 olgunun degerlendirildigi bir calismada, olgularin %5,3’liniin VA tani
kriterlerini karsiladigi, 2245 olgunun degerlendirildigi bir ¢alismada ise olgularin %4.8’inin VA
tan1 kriterlerini karsiladigi bildirilmistir (238, 239). Bu bulgularla FANCI genindeki patojenik
varyantlarin, diger Fanconi anemisi genlerine gére VA ile daha siklikla iliskide oldugu
diistintilmektedir (237). FANCI geninde heterozigot varyant saptanan olgu 5, VA bulgularindan
liciiniin (vertebral anomaliler, renal anomaliler, ekstremite anomalileri) varlig1 ile VA tam
kriterlerini karsilamaktadir. Bu bulgularla olgudaki klinik tant VACTERL asosiasyonu olarak

kalmakla birlikte, FANCI geninde patojenik varyant saptanan Fanconi anemisi tanili olgularin

121



onemli bir kisminin VA klinik tan1 kriterlerini karsilamasi ve olguda FANCI geninde heterozigot
varyant saptanmasi nedeniyle, fenotipten sorumlu ikinci varyantin TED ile saptanamayacak
bolgelerde (promoter, derin intronik bolgeler vb.) yer alabilecegi veya CNV analizinde
saptanamayan kopya sayisit degisimlerinin olabilecegi diisliniildii. Bu nedenle ileri molekiiler
sitogenetik ve molekiiler analizler (FANCI gen MLPA analizi veya yiiksek ¢oziinirliikli
mikroarray, tim genom dizileme) planlanabilir.

Antenatal US’de sag on kolda tek tiibiiler kemik, sag elde radyal deviasyon, sag
basparmak aplazisi, muskiiler VSD saptanarak termine edilen, postmortem degerlendirmede ek
olarak retrognati, toraks asimetrisi, torakolomber skolyoz, sag bagparmak aplazisi saptanan olgu
6’da aymric1 tanida Holt-Oram sendromu disiiniildii. Trio TED analizlerinde ve CNV
analizlerinde hastalikla iligkisi bilinen genlerde, endikasyon ve kalittim modeli ile uyumlu hastalik
yapict varyant (patojenik, olasi patojenik, klinik 6énemi belirsiz) saptanmadi. Ek olarak trio TED
analizlerinde aday gen yaklasimi ile olguda de novo olusan dizi varyantlarinin (patojenik, olasi
patojenik, klinik 6nemi belirsiz) degerlendirilmesinde indeksteki klinik bulgulart agiklayabilecek
aday gen / varyant saptanmadi.

Calismamizda prenatal ultrasonda ve postmortem degerlendirmede radyal aplazi /
hipoplazi saptanan fetal olgulara ve saglikli ebeveynlerine yapilan trio TED analizlerinde ve
CNV analizlerinde ii¢ olguda hastalik iligkili veya iliskili oldugu diisiiniilen bes varyant saptandi.
Bu varyantlardan biri intronik, biri 5’UTR, {i¢ii kopya sayist degisimi idi. Saptanan bir kopya
sayisi degisimi ilk kez bu ¢aligmada tanimlanan novel nitelikte bir degisimdi. TFAP2A tim gen
duplikasyonunun novel ve de novo bir degisim olmasmin yani sira, olguda BOF sendromunda
bildirilenden daha agir iskelet bulgularinin varligi, BOF sendromunda fenotipik spektrumun daha
genis olabilecegini diisiindiirmekte ve BOF sendromunun klinik bulgular1 agisindan literatiire
katki saglamaktadir. Iki olguda RBM8A genini igeren delesyon ve RBM8A geninde regiilator
bolgelerdeki (5’UTR ve intronik) hipomorfik varyantin bilesik heterozigotlugu saptandi ve
olgular TAR sendromu tanis1 aldi. Ebeveynlerde tasiyicilik saptandi. Literatiir ile uyumlu olarak
TAR sendromunun radyal 1sin defektlerinin etiyolojisinde sik olarak saptandigi gézlendi. Ayrica
fetal olgularda TAR sendromunun klinik bulgularinin detaylandirilmasi ile literatiire katki
saglanmaktadir. Trio TED ve CNV analizleri ile klinigi agiklayabilecek varyant saptanmayan ti¢
olgudan birinde FANCI geninde heterozigot klinik 6nemi belirsiz ve novel bir varyant saptanarak

Fanconi anemisi tasiyiciligi ile uyumlu bulundu. Kisith sayida 6rnek ile yapilan calismamizda,
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CNV analizinin eslik ettigi trio TED analizinin tanidaki katkis1 %50 (3/6) olarak bulundu. Ug
olguda hastaligin molekiiler etiyopatogenezi CNV analizinin de yapildig1 trio TED analizi ile
aydinlatilamadi. Literatiirde radyal 1simn defekti etyolojisinin arastirllmasinda TED analizinin
tanisal verimliligi ile ilgili bir ¢calisma bulunamadi. Bu agidan ¢alismamiz radyal 1sin defekti
olgularinda CNV analizinin de eslik ettigi trio TED analizinin verimliligini arastirmada ilk
caligma olarak 6nem tasimaktadir.

Literatiir incelendiginde Avci ve arkadaslar tarafindan radyal 1s1n defekti tanili postnatal
olgularin degerlendirildigi bir ¢alismada, 31 indeks olguya yapilan ve 14 fenotipten sorumlu 43
geni igeren yeni nesil dizileme (YND) panelinde, tan1 oran1 %16 (5/31) olarak bulunmustur
(240). Ayni1 calismada yeni nesil dizileme paneli 6ncesi olgularin %5.4’{ine (2/37) kromozom
analizleri ile, olgularin %10.8’ine (4/37) ise klinik taniya yonelik hedef gen dizi analizleri ile tan1
koyulmus, bu olgularla birlikte tiim serideki tan1 oran1 %29.7 (11/37) olarak bulunmustur (240).
Tanilar arasinda, dort olguda Fanconi anemisi, bir olguda Holt-Oram sendromu, bir olguda
Roberts sendromu, bir olguda Cornelia de Lange sendromu, bir olguda Nager sendromu, bir
olguda Duane-radyal 1sin sendromu, bir olguda trizomi 18, bir olguda resiprokal translokasyon
[t(2;12)(q31;924.3)] yer almaktadir (240).

Literatirde Rocha ve arkadaslari tarafindan konjenital longitudinal ekstremite
defektlerinin degerlendirildigi bir ¢alismada radius ve / veya bagparmak etkilenimi gozlenen 26
olgunun 16’sina (%61.5) ¢esitli molekiiler ve molekiiler sitogenetik yontemler (bes olguda klinik
taniya yonelik hedef gen dizi analizleri, bes olguda YND paneli, ii¢ olguda TED, iki olguda
array-CGH ve YND paneli, bir olguda YND paneli ve CNV analizi) ile tan1 koyulmus, 10’una
(%38.5) ise uygulanan ¢esitli molekiiler ve molekiiler sitogenetik yontemler (bes olguda array-
CGH ve trio TED, iki olguda array-CGH ve TED, iki olguda TED, bir olguda trio TED) ile tan1
koyulamamistir (241). Ek olarak sendromik olgular grubunda tani oraninin %75 (15/20), non-
sendromik olgular grubunda ise tani oraninin %17 (1/6) oldugu saptanmustir (241). Tanilar
arasinda, dort olguda Rothmund-Thomson sendromu 2, ti¢ olguda Holt-Oram sendromu, iig
olguda TAR sendromu, bir olguda Roberts sendromu, bir olguda Richieri-Costa-Pereira
sendromu, bir olguda Akrofasyal dizostoz, Cincinnati tipi, bir olguda Coats Plus sendromu, bir
olguda Verheij sendromu, bir olguda Fuhrmann sendromu yer almaktadir (241).

Daha once radyal 1sin defektlerinde TED’in tanisal verimliligi ile ilgili net bir veri

olmamakla birlikte, calismamizda radyal 151 defekti olgularinda CNV analizinin de uygulandigi
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trio TED analizinin tanisal verimliligi %50 (3/6) olarak saptanmustir. Tan1 alan {i¢ olguda da
CNV analizlerinde varyant saptanmasi radyal 1sin defekti grubunda TED analizinin CNV’li
olarak gerceklestirilmesini veya TED analizi Oncesinde array-CGH analizinin yapilmasi
gerektigini gostermektedir. Ayrica radyal 1sin defekti ile seyreden ancak heniiz molekiiler
etiyolojisi aydinlatilamamis sendromlarin / asosiasyonlarin varligi nedeniyle, CNV’li TED veya
array-CGH ve TED analizleri normal sonuglanan olgularda aday genlerin arastirilmasi amactyla
trio TED analizleri planlanabilir. iki olguda TED analizinde fraksiyonu diisiik olarak saptanan
degisimlerin Sanger dizileme ile dogrulanamadig1r gozlenmistir. Bu nedenle TED analizinde
saptanan degisimlerin ailelere genetik danmigmanlik verilmeden once Sanger dizileme ile
dogrulanmis olmasi 6nemlidir. Ancak, diisiik mozaik olusumlarin (varyant fraksiyonu %15’in
alt1) Sanger dizi ile dogrulanamayabilecegi veya Sanger dizisinde allel-drop-out gibi teknik
kisithiliklar nedeniyle varyantlarin dogrulanamayabilecegi de goz Oniinde bulundurulmalidir.
Allel-drop-out sorunu genellikle PZR igin tasarlanan primerlerin degistirilmesi ile
asilabilmektedir. Bu testteki iki olguda, allel fraksiyonunun diisiik olmasi nedeniyle teknik sinirin
TED analizi ile iliskili olabilecegi seklinde yorumlanmistir.

Calismamizda CNV’li TED analizi ile ti¢ olguda (olgu 4, olgu 5 ve olgu 6) molekiiler
etiyoloji saptanamamasinin nedeni, fenotipten sorumlu varyantin TED ile saptanamayacak
bolgelerde yer almasi (promoter, derin intronik bolgeler vb.), fenotipten sorumlu genin heniiz
tanimlanmamig olma ihtimali, mozaisizm olasilig1 gibi durumlar olabilir. TED analizinde varyant
saptanmayan olgu 4’de radyal 1s1n defektine ek olarak iskelet anomalileri izlendi. Ancak diger
sistem anomalileri veya fasyal dismorfizm izlenmedi. TED analizinde varyant saptanmayan diger
bir olgu olan olgu 6’da ise radyal 151n defektine ek olarak skolyoz ve muskuler VSD izlendi. Bu
olgu radyal 1s1mn defektinin unilateral olarak izlendigi tek ornek idi. Literatiirde radyal 1sin
defektlerinde sendromik olgularda ve radyal 1sin defektinin bilateral olarak izlendigi olgularda
altta yatan genetik etiyolojinin saptanma ihtimalinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (6, 241).
Calismamizda olgu 4’de varyant saptanmamasinin nedeninin olguda izole ekstremite anomalileri
izlenmesine, olgu 6’da varyant saptanmamasinin nedeninin ise olguda radyal 1sin defektinin
unilateral olarak izlenmesine bagli olabilecegi disiiniilmektedir. Ayrica olgu 4 ve olgu 5 VA tani
kriterlerinin iiclinii karsilamaktadir ve TED analizinde varyant saptanmamis olmasinin, VA’ nin
genetik etiyolojisinin heniiz aydinlatilamamis olmasina bagli olabilecegi de diisiiniilmektedir. Bu

bulgular ile, literatiir ile uyumlu olarak radyal 1sin defektlerinde 6zellikle ek sistemik anomalilere
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sahip sendromik olgularda ve radyal 1sin defektinin bilateral olarak saptandigi olgularda altta
yatan genetik etiyolojinin saptanma ihtimalinin daha yiiksek oldugu disiiniilmektedir. Bu
olgularda gros / submikroskobik kromozom anomalileri dislandiktan sonra ileri molekiiler
analizler (YND paneli, TED vb.) planlanmalidir. Radyal 1s1n defektlerinde etiyoloji daha fazla
aydinlatildikga, genetik tan1 varligi olgularin prognozlarinin belirlenmesi, hastaliga uygun olarak
takiplerinin gergeklestirilmesi, tedavi segenekleri ve aileye genetik danismanlik verilerek
gerektiginde prenatal tam1 / preimplantasyon genetik tanit seceneklerinin sunulmasi ve
gerektiginde aile bireylerinde tasiyiciliklarin arastirilmasina katki saglayacaktir.

Bu tez ¢alismasinda prenatal donemde radyal aplazi / hipoplazi saptanan alt1 olgunun
klinik bulgular1 ve TED analizi sonuglari sunulmustur. Calisma ayrica, prenatal donemde
saptanan radyal 1sin defektlerinde CNV analizinin de eslik ettigi trio TED analizinin tani
verimliligi iizerine ilk calisma olma 6zelligi tasimaktadir. Genetik tani koyulan olgularla birlikte
radyal 1gin defekti etiyopatogenezinin aydinlatilmas: ve fetal donemdeki klinik bulgularinin

literatiire katki saglamasi amaci giitmektedir.
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EK-2: Bilgilendirilmis Goniillii Onam Formu

T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
istanbul Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dah
(tel: 0212 414 2000/ 32564-32327-35067-32347)

MOLEKULER ARASTIRMALAR iCiN BiLGILENDIiRiLMiS GONULLU ONAM FORMU

Proje Adi: Fetal Radyal Aplazi / Hipoplazi Olgularinin Genetik Etiyolojisinin Arastirilmasi

Bu proje kapsaminda, prenatal ultrasonografi veya postmortem fizik muayene ile radyal aplazi/ hipoplazi
saptanan fetal olgularda tiim ekzom dizileme yontemi ile patogenezde rol oynayan genlerin ve mutasyonlarin
belirlenmesi hedeflenmektedir.

Radyal aplazi/hipoplazi tablosunun etiyopatogenezinde ¢ok sayida gen yer almakta olup etkilenmis olgularda
sorumlu gen ve mutasyonlarin belirlenmesi, ailelerin olasi ileri gebeliklerinde benzer etkilenmis gebelik {iriini
riskinin netlestirilmesi ve bu yonde prenatal/preimplantasyon genetik tani olanaklarina katki saglamasi agisindan
onemlidir. Bu amagla, ¢alismamiz kapsaminda, radyal aplazi/hipoplazi saptanan fetuslara ait dokulardan ve anne
baba adaylarindan alinacak periferik kan drneklerinden DNA eldesi yapilarak genetik tetkikler yapmayi planliyoruz.
Size ve ailenize yardimci olmak amactyla bu hastaliklarin tanisinda kullanilan ileri asama laboratuar tetkiklerini
kendi laboratuarimizda yaparak ¢alismaya katilan ailelere kolaylikla uygulanmasini saglamak istiyoruz.

Bu caligmaya katilmaya davet edildiniz; ancak karar vermeden Once ¢alismanin riskleri ve yararlari konusunda
sizleri bilgilendirmek istiyoruz. Molekiiler Arastirmalar icin Bilgilendirilmis Goniilli Onam Formunu
okuduktan sonra katilmay1 kabul ediyorsaniz formu imzalamaniz gerekmektedir.

1. Projeye Katilim icin Gerekli Kriterler:
Projemize prenatal ultrasonografi veya postmortem klinik muayene ile radyal aplazi/hipoplazi saptanan gebelik
iiriinlerinin dahil edilmesi planlanmuistir.

2. Yapilacak islemin tanimu:
Prenatal ultrasonografi veya tarafimizca yapilmig olan postmortem fetal klinik genetik degerlendirmede radyal

aplazi/hipoplazi saptanan olgularimizdan, 4mm capinda fetal deri érneklerinden DNA bankalama prosediirii
daha 6nce onaminiz dahilinde gerceklestirilmisti. TED yapilabilmesi amaciyla biyolojik 6rnek olarak fetal deri
orneklerinin kullanilmast planlanmigtir. Molekiiler analizlerde indekste bir varyant saptanmasi durumunda, aile igi
segregasyon analizlerinin yapilabilmesi amaciyla, sizlerden 2 ml kan 6rnegi alinmasi gerekecektir. Bu ¢aligmaya
katilmaniz i¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir ve goniillii katilim esastir.

3. Ornek Aliminin Olasi riskleri:

Kan Ornegi alimi sirasinda olusabilecek riskler; Kan drnekleri alinirken KsEDTA 11 mor kapakli tiipe alinan &rnek
bu calisma amaciyla kullanilacaktir. Bu isleme bagli; (1) Igne-batmasi sirasinda hafif bir ac1 duyulabilir, (2) igne
batmasi sonrasinda ¢ok nadiren de olsa enfeksiyon gelisebilir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler:
Yapilacak testler, sizin ve ailenizdeki diger bireylerin, olasi gebeliklerinde bu genetik hastalik agisindan
tekrar riski oldugunu ortaya cikarabilir ve bu bilgi sizde psikolojik sorun yaratabilir. Elde edilen sonuglar sizinle
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paylasilacaktir. Bu bilgiyi 6grenmeyi tamamen reddedebilirsiniz. Bu ¢alisma ile elde edilecek genetik bilgiler
kesinlikle gizli kalacaktir ve baskalari ile paylagilmayacaktir, bilginin paylasimi sadece sizin izninize bagli olacaktir.
Size ve gebelik lirlinlerinize ait kan ve doku 6rnekleri sadece bu ¢aligma igin kullanilacaktir.
Bu tip ¢alismalarda, polimorfizm veya nadir genetik varyantlar ya da teknik sorunlar gibi yanlis taniya yol
acabilecek potansiyel tani hatalarinin olabilecegi daima gz oniinde tutulmalidir. Ailelerin, biitiin bu nedenlerle nadir
de olsa tan1 hatalarmin olabileceginin bilincinde olmalar1 dnemlidir.

Olasi yararlar: Bu ¢alismanin esas amaci, ailenizde goriilen hastaliga neden olan genetik faktorlerin arastirilmasidir.
Biz bu asamada heniiz yapilacak testlerin, size ve ailenize dogrudan ya da dolayli bir yararinin olup olmayacagini
bilmiyoruz. Fakat bu caligmalar tamamlandiginda, testlerde sonuc¢ elde edilebilmesi durumunda, olasi
gebeliklerinizde tekrar riski ve ydnde prenatal/preimplantasyon genetik tani segeneklerinin sunulabilme ihtimali
oldugunu belirtmek istiyoruz. Ayrica, kesin olan bir diger nokta da arastirma tamamlandiktan sonra bu klinik
tablonun nedenleri konusunda daha ¢ok sey &grenebilecegimiz ve bdylece hem sizlere hem de gelecekte bu tiir
hastalara daha ¢ok yardimci olabilecegimizdir.

Diger secenekler: Bu calismaya katilmayr reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege baglhidir ve
reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide bir degisiklik olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir asamasinda
onayinizi ¢ekme hakkina da sahipsiniz.

Hastanin/Katihmeinin Beyani

SAYIN Dttt tarafindan ... (kurum
AAL) e (anabilim dal1 ad1, Ginite ad1 vb.)’da tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu
arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilimer” (denek)
olarak davet edildim. Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin gizliligine
bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve
bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kigisel bilgilerimin 6zenle korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan gekilebilirim (ancak arastirmacilar
zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan g¢ekilecegimi onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim).
Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma digi da
tutulabilirim.

Aragtirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum. Bana da bir
o0deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle olusabilecek herhangi bir
saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi girisimin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi (bu
tibbi girigsimler ile ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; mesai saatleri iginde, +902124142000/32564 nolu
telefon ve 1.U. Istanbul T1p Fakiiltesi, T1ibbi Genetik Anabilim Dali’ndan arayabilecegimi biliyorum. Bu arastirmaya
katilmak zorunda olmadigimi biliyorum. Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranisla karsilasmis
degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar
getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima belli bir diisiinme siiresi
sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katilimc1” olarak yer alma kararimi aldim. Bu konuda yapilan daveti
biiyilik bir memnuniyet ve goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidimin bir kopyasi bana verilecektir.

GONULLU ONAM FORMU

Yapilacak testlerin dnerilme nedenleri, riskleri, testlerin anlam1 ve dogruluk oranlar1 hakkinda ayrintili bilgi
verildi.

Yapilmasi 6nerilen testler ile ilgili bilgileri okudum ve anladim.

o Testlerin yapilmasina izin veriyorum.
o Sonuglarimin.........o.ooiiiiiiiiii ile paylasilmasina izin veriyorum.
o Sonuglarin isim belirtilmeden bilimsel yayinlarda kullanilmasina izin veriyorum.

Hastaligimla ilgili yapilacak aragtirma kapsaminda alinan biyolojik drneklerimin;
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O Biyolojik 6rneklerimin sadece yukarida bahsi gegen ¢alismada kullanilmasina izin veriyorum.

O Biyolojik 6rneklerimin saklanarak, ileride yapilacak tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum.
m] Biyolojik 6rneklerimin higbir kosulda saklanmasina ve kullanilmasina izin vermiyorum.
Tarih:

Genetik Danismanin adi ve imzasi
Incelenecek kisi/kisilerin ad(lan) ve imza(lar)::
Incelenecek kisinin (18 yas alt1 ise) velisinin ad1 ve imzasi:

Agiklamalart yapan arastirmacinin Adi-soyadi

* Aragtirma amaglt DNA i¢in kan alinan hastalara imzalatilmalidir.
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EK-3: Hasta Takip Formu
i.U. istanbul Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dali

Fetal Radyal Aplazi / Hipoplazi Olgularinin Genetik Etiyolojisinin Arastiriimasi

Hasta Takip Formu

T.C.Kimlik No:
Tarih:
Olgu No:

Ad Soyad:
Protokol No:
Gestasyon Haftasi:
DNA No:

Anne Adi Soyad::
Cinsiyet:

Adres Bilgileri:
Tel:

Akrabalik:

Prenatal Oykii:

Perinatoloji - Tibbi Genetik konsey degerlendirmesi / Il. Duizey US:

Aile agacr:
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Postmortem fetal fizik muayene:

Postmortem radyolojik bulgular:

Fetal karyotip ve array analizi:

Ek genetik tetkikler:
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OZGECMIS
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