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OZET

RADIYAL ISIN DEFEKTLERININ KLINIK SINIFLANDIRMASI VE
ETYOPATOGENEZININ ARASTIRILMASI

Yenidoganlarin %1-2’sinde gozlenen konjenital anomalilerin % 10’unu iist ekstremite
anomalileri olusturur. Radiyal 1s1n defektleri, radius, el bileginde yer alan skafoid ve
trapezium kemigi, birinci metakarpal kemik ve el bagparmaginin hipo- veya aplazisine neden
olan gelisimsel defekt ile karakterizedir ve 1/30.000 prevalansi ile iist ekstremitenin en sik
gozlenen konjenital anomalisidir. Radiyal 1s1in defektleri; izole, sendromik veya eslik eden ek
anomaliler ile birlikte gdzlenebilir. izole radiyal 1s1n defektleri olgularin yaklasik % 30’unu
olustururken, radiyal 1s1n defektlerinin 2/3’i sendromlar veya eslik eden ek anomaliler ile
birlikte gozlenir. Holt-Oram sendromu, VACTERL birlikteligi, Fanconi anemisi, TAR
sendromu ve trizomi 18 radiyal 1sin defektlerinin sendromik formlart igerisinde en sik
gozlenenleridir. Bununla birlikte, Okihiro sendromu, Cornelia de Lange sendromu, Townes-
Brocks sendromu, Roberts sendromu gibi radiyal 1s1n defektlerinin gézlendigi daha bir¢ok
sendrom mevcuttur.

Bu ¢alismada, 2004-2014 yillar1 arasinda klinigimizde radiyal 1s1n defekti bulgusu ile
degerlendirilen 37 aileden 48 etkilenmis olgu klinik, molekiiler ve sitogenetik bulgular ile
incelendi. Olgu grubundan 2 ailede sitogenetik analizde kromozom anomalisi (trizomi 18 ve
ailevi t(2;12)(q31;924.3)) saptanmisti. Dort ailede ise iliskili genlerdeki (SF3B4, SALLA4,
TBX5, FANCA) mutasyonlar caligma oncesinde yapilan molekiiler analizlerde belirlenmisti.
Calisma kapsaminda 31 ailenin indeks olgularinda, radiyal 15in defektleri igin tasarladigimiz
hedefe yonelik yeni nesil dizileme paneli ile 14 farkli fenotip ile iligkili 43 gen dizilenerek
analiz edildi. Bes ailede, 4 farkli gende (FANCA, NIPBL, ESCO2, BRIP1) 6 farkli mutasyon
saptandi. Sonug olarak, radiyal 151n defekti nedeniyle degerlendirilen 37 ailenin 2’sinde (%
5.4) kromozom anomalisi ve 9’unda (% 24.3) 7 farkli gende (FANCA, NIPBL, ESCO?2,
BRIP1, SF3B4, SALL4, TBX5) 9 farkli mutasyon saptandi. Saptanan mutasyonlar yanlis
anlamlt mutasyon (n:2), kirpilma bdlgesi mutasyonu (n:3) ve gerceve kaymast mutasyonu
(n:4) idi. Bu mutasyonlardan besi daha 6nce tanimlanmis bilinen, dordii ise ilk kez bu
caligmada tanimlanan yeni mutasyonlardi.

Bulgularimiz, radiyal 1sin defektleri ile giden sendromlar igerisinde en sik Holt-Oram
sendromu, Fanconi anemisi ve VACTERL birlikteliginin gozlendigini; radiyal 1simn defekti

saptanan olgularda 42 gen igeren yeni nesil dizileme panelimizin olgularin molekiiler



tanilarma 6nemli oranda katki saglayabilecegini; bununla birlikte, radiyal 1s1n defektleri ile
iliskili bilinen gen sayisinin artmasi ve panele eklenmesi ile bu katkinin 6nemli oranda
artabilecegini; radiyal 1sin defektlerinin etyopatogenezinde kromozom anomalilerinin de

mutlaka akilda bulundurulmasi ve panel ¢calismadan 6nce diglanmas1 gerektigini gosterdi.



ABSTRACT

CLINICAL CLASSIFICATION OF RADIAL RAY DEFECTS AND RESEARCHING
OF ETIOPATHOGENESIS

Congenital anomalies affect 1-2 % of newborns, and within this group 10 % occupies
the newborns with upper extremity abnormalities. Radial ray defect is characterized by a
developmental defect leading to hypo- or aplasia of radius, within the carpus the scaphoid
bone and the trapezium bone, the first metacarpal bone and the thumb, and is the most
common congenital abnormality of the upper extremities with a prevalence of 1:30,000.
Radial ray defects might be seen as isolated, syndromic or with additional abnormalities. Two
third of the cases are syndromic or with additional abnormalities while about 30 % of the
cases are isolated. Holt-Oram syndrome, VACTERL association, Fanconi anemia, TAR
syndrome and trisomy 18 are the most common syndromes with radial ray defects. There are
further other syndromes with radial ray defects such as Okihiro syndrome, Cornelia de Lange
syndrome, Townes-Brocks syndrome and Robets syndrome.

In this study, 48 affected cases, from 37 families, that were referred for genetic
consultation due to radial ray defects, between the years of 2004-2014, were evaluated with
clinical, molecular and cytogenetics findings. In this study group, chromosomal abnormalities
(a trisomy 18 and a familial t(2;12)(q31;q24.3)) in two families, and mutations in related
genes (SF3B4, SALL4, TBX5, FANCA) in four families were previously identified before this
study. 31 index cases were screened for 43 associated genes of 14 syndromes, with radial ray
defects, by designed targeted panel for Next Generation Sequencing method. Five different
mutations in four genes (FANCA, NIPBL, ESCO2, BRIPI) in this study, and four different
mutations in previous tests, adding up to the identification of nine different mutations in nine
different families. Our study presented, chromosome abnormalities in 2 of 37 families (5.4
%), and DNA mutations in 9 of 37 families (24.3 %), showing the mutation detection rate of
our selected genes. The mutations were missense mutations (n:2), splice-site mutations (n:3),
and frame-shift mutations (n:4). Five mutations were known, and 4 mutations were novel.

Our findings showed that the most frequent syndromes with radial ray defects were Holt-
Oram syndrome, Fanconi anemia and VACTERL association; our targeted next generation
sequencing panel could contribute for molecular diagnosis of cases with radial ray defects;

however, updating the panel, by adding further novel genes related to radial ray defects, will



be able to increase this contribution, and chromosomal abnormalities should always be

considered and excluded before panel gene screening.



1. GIRIS VE AMAC

Yenidoganlarin %1-2’sinde gozlenen konjenital anomalilerin % 10’unu st ekstremite
anomalileri olusturur (1). Diger bir ifadeyle, konjenital iist ekstremite anomalilerinin siklig1
yaklasik 600 yenidoganda 1’dir ve konjenital kalp anomalilerinden sonra ikinci sirada yer alir
(1, 2). Konjenital ekstremite anomalilerinin etiyolojisinde tek gen hastaliklar1 (Fanconi
anemisi, TAR sendromu, Holt-Oram sendromu vd.), kromozom anomalileri (trizomi 18),
teratojen maruziyetleri (talidomid, mizoprostol), 9. gebelik haftasindan once uygulanan
koryon villus drneklemesi) yer alir (3).

Konjenital ekstremite anomalilerinin bir¢ok siniflandirmasi yapilmis olmakla birlikte
en ¢ok kabul goren ve kullanilani, embriyolojik gelisim ve klinik tani temellerine dayali
Swanson siiflamasidir (1). Bu siniflamaya gore konjenital ekstremite anomalileri; (i) olusum
bozukluklari, (i1) farklilasma bozukluklari, (iii) duplikasyonlar, (iv) asir1 biiyiimeler, (v)
yetersiz biiyiimeler, (vi) konstriiksiyon bant sendromu (vii) generalize iskelet anomalileri
olmak iizere 7 ana gruba ayrilmistir. Fertilizasyondan sonraki 26-28. giinde baslayan ve 4
haftada tamamlanan ekstremite olusumu siirecindeki sorunlar, olusum bozukluklart grubunda
yer alan ekstremite anomalilerine (transvers defektler, longitudinal defektler) yol acarken;
olusum asamasini takip eden farklilasma ve biliylime asamasinda olusan sorunlar farklilasma
bozukluklar (sinostoz, semfalanjizim, sindaktili vs.) veya biiyiime defektlerine (asir1 biiylime,
yetersiz biiylime) yol agar (4).

Swanson siniflamasina gore iist ekstremitenin farklilasma bozukluklar1 arasinda yer
alan radiyal 151n defektleri, radius, el bileginde yer alan skafoid ve trapezium kemigi, birinci
metakarpal kemik ve el bagparmaginin hipo- veya aplazisine neden olan gelisimsel defekt ile
karakterizedir ve 1/30.000 prevalans: ile iist ekstremitenin en sik gozlenen konjenital
anomalisidir (5). Radiyal 1s1n defektlerinin agirligi, hafif bagparmak hipoplazisinden radius ve
bagparmagin tam yokluguna kadar degisen derecelerde olabilir.

Radiyal 151n defektleri; izole, sendromik veya eslik eden ek anomaliler ile birlikte
gozlenebilir. izole radiyal 15 defektleri olgularin yaklasik % 30’unu olustururken, biiyiik
cogunlugu sendromlar veya eslik eden ek anomaliler ile birlikte gozlenir (5, 6). Radiyal 151n
defektleri ile sik birlikteligi gozlenen sendromlar arasinda trombositopeni-radius yoklugu
(TAR) sendromu, VACTERL birlikteligi, (vertebral anomaliler, anal atrezi, kardiyak

anomaliler, trakeotzofageal fistiil, renal anomaliler ve ekstremite anomalileri), Holt-Oram



sendromu ve Fanconi anemisi yer alir (7). Bunlar disinda Duane-radiyal 1s1mn sendromu
(Okihiro  sendromu), Townes-Brockes sendromu, Rothmund-Thomson sendromu,
RAPADILINO sendromu, Baller-Gerold sendromu, Cornelia de Lange sendromu, Nager
sendromu, Roberts sendromu ve Diamond-Blackfan anemisi gibi sendromlarin da radiyal 1s1n
defektleri ile birlikte gdzlenebildikleri bilinmektedir. Ek olarak, radiyal 1s1n defektleri trizomi
18, trizomi 21, trizomi 13 gibi ¢esitli kromozom anomalileri ile birlikte de gézlenmistir (5, 6).
Ayrica; Gershoni-Baruch sendromu (OMIM 609545), X’e bagli radiyal 1s1n defektleri (OMIM
%300378), radiyal-renal sendrom (OMIM 179280) hemifasiyal mikrozomi-radiyal 1sin
defektleri (OMIM %141400) gibi radiyal 1simn defektleri ile iligkisi bilinen, ancak iliskili
geni/genleri heniiz tanimlanmamis bir¢ok nadir sendrom da mevcuttur.

Bu bilgiler 1s1ginda, radiyal 1sin defekti saptanan bir olguda eslik edebilecek ek
anomaliler agisindan tiim sistemlerin gézden gegirilmesi, 6zellikle kardiyovaskiiler sistem,
iirogenital sistem ve hematopoetik sistemin taranmasi son derece énemlidir. Ayrica, prenatal
donemde radiyal 1sin defekti saptanan bir fetusun, dogru klinik ve molekiiler tan1 almasi
ciftlere verilecek genetik danigsma agisindan oldukga dnemlidir.

Bu ¢alismada, 2004-2014 yillar1 arasinda klinigimizde radiyal 151 defekti bulgusu ile
degerlendirilen 37 aileden 48 etkilenmis olgunun klinik olarak siiflandirilmasi ve molekiiler
etyopatogenezinin arastirilmasi amaclandi. Radiyal 1sin defektleri ile giden 14 farkli fenotip
ile iligkisi bilinen 42 biiyiik genin klasik Sanger dizileme yontemi ile ¢alisilmasi uzun zaman
alacagindan ve maliyeti ¢ok arttiracagindan, ilk asamada, bilinen tiim genleri ve iligkili
ekzonlar1 igeren yeni nesil dizileme paneli olusturulmasi planlandi. ki olguda sitogenetik
anomali saptanmasi ve li¢c olguda Sanger dizileme ve bir olguda yurt disinda yeni nesil
dizileme ile mutasyon saptanmasi nedeniyle serimizdeki molekiiler/sitogenetik tani almamis
31 indeks olgu hazirlanan bu panel ile incelendi. Saptanan mutasyonlar ve tanimlanmamis
degisimler Sanger dizileme ile dogrulandi. Kalittm modeli ile uyumunu ve segregasyon
modelini incelemek amaciyla ailedeki ulasilabilen diger etkilenmis/etkilenmemis aile bireyleri
de calismaya dahil edildi. Mutasyon saptanan ailelere 6zgiin genetik danisma verildi. Calisma
sonuglarinin, iilkemizde radiyal 151n defekti ile giden sendromlarin ve iliskili mutasyonlarinin
siklig1 konusunda bilgi verici olmasi beklendi. Ayrica, tanida kullanilmak {izere hazirlanan
ozgiin gen panelinin molekiiler genetik taniya olan katkisinin degerlendirilmesi amaglandi.
Ikinci asamada ise bu c¢alismada etyopatogenezi belirlenemeyen olgularin, radiyal 1sin
defektleri ile iliskili yeni genlerin arastirilmasini amaglayan yeni projeler i¢in bir ¢alisma

grubu olusturmasi amagclandi.



2. GENEL BILGILER

Konjenital ekstremite anomalileri, tist veya alt ekstremitelerin bir kismi1 veya tamaminin
intrauterin gelisimleri sirasindaki bozukluklardan kaynaklanir ve tiim konjenital anomalilerin

% 10’unu iist ekstremite anomalileri olusturur (1).
2.1. Ust Ekstremite Anomalilerinin Siniflandirmasi

Konjenital iist ekstremite anomalilerinin birgok siniflamasi yapilmis olmakla birlikte en
cok kabul goreni, Swanson’un 1968 yilinda embriyolojik gelisim siireclerini temel alarak
yaptig1 siniflamadir (8). En son yapilan siniflandirmalarda konjenital {ist ekstremite
anomalileri 7 genel gruba ayrilmistir: (i) olusum bozukluklari, (ii) farklilasma bozukluklari,
(ii1) duplikasyonlar, (iv) asir1 biiyiimeler, (v) yetersiz biiylimeler, (vi) konstriiksiyon bant

sendromu (vii) generalize iskelet anomalileri (1, 2, 9). (Tablo. 2-1).
2.1.1. Olusum Bozukluklari

Olusum bozukluklari, transvers rediiksiyon anomalileri ve longitudinal rediiksiyon
anomalileri olarak iki grupta degerlendirilir.

Transvers rediiksiyon anomalileri, ekstremitelerin proksimodistal biiylimelerindeki
yetersizlik sonucunda olusurlar ve ameliadan, adaktili veya afalanjiye kadar degisen agirlikta
olabilirler. Embriyolojik siirecte iist ekstremite tomurcugunun uzunlamasina biiylimesi i¢in
esansiyel olan apikal ektodermal ¢ikinti ve buradan salgilanan biiyltime faktorii olan fibroblast
biiyiime faktorii ile ilgili patolojilerin, transvers rediiksiyon anomalilerinin etyopatogenezinde
rol oynadig1 diislintilmektedir (8, 10).

Longitudinal rediiksiyon anomalileri, {ist ekstremiteyi olusturan kemiklerin bir veya
daha fazlasinin kismi ya da tam eksikligi ile karakterize olup, eksikligi gézlenen kemige gore

alt gruplara ayrilir: fokomeli, ulnar 151n defekti, santral defekt ve radiyal 151n defekti.



1.Olusum Bozukluklari f. Konjenital kilit bagparmak
A. Transvers defektler g. Retrofleksible bagparmak
B. Longitudinal defektler h. Kamptodaktili
1. Fokomeli 1. Konjenital savruk el (El
parmaklarinda konjenital ulnar
drift)
2. Radial 2. Iskelet kontraktiirleri
3. Ulnar a. Klinodaktili
4. Santral b. Kirner deformitesi
II.Farkhlasma Bozukluklari c. Delta kemik
A. Sinostozlar II1. Duplikasyonlar
B. Radius bagi ¢ikiklar A. Bagparmak duplikasyonlari
C. Simfalanjizm B. Trifalangizm/hiperfalanjizm
D. Sindaktili C. Polidaktili
E. Kontraktiirler D. Ayna el anomalisi
1. Yumusak doku kontraktiirleri IV. Asin1 Bilyiimeler
a. Artrogripozis A. Ekstremite asir1 biiylimeleri
b. Pterijyumlar B. Makrodaktili
c. Tetik bagparmak V. Yetersiz Biiyiimeler
d. Ekstensor tendonlarin yoklugu VI. Konjenital Konstriiksiyon Band sendromu
e. Hipoplastik bagparmak VII. Generalize iskelet Anomalileri

Fokomeli, iist ekstremitenin bir veya daha fazla segmentinin olmamasi ile
karakterizedir. En agir formunda kol ve 6n kol kemiklerinin olmamasina bagh olarak eller
direkt olarak govdeden ¢ikar. Fokomeli, teratojen (talidomid) ile iliskisi gosterilmis ilk
dogumsal anomalilerden biridir (8, 11).

Radiyal 151n defekti; radius, radiyal karpal kemikler (skafoid kemik ve trapezium
kemigi), birinci metakarpal kemik ve bas parmaga ait falanks yapilarinin hipo- veya aplazisi
ile karakterizedir (5). Radiyal 1s1n defektleri, radiusta ve/veya bas parmakta hafif
hipoplaziden, radius ve bas parmaga ait yapilarin tam yokluguna kadar degisen agirliklarda
gozlenebilir. Radiyal 1sin defektleri izole olabilirler; ancak siklikla ekstremite dist
anomalilerle birlikte ya da bir sendromun bileseni olarak gdzlenirler. Radiyal 1s1n defektleri
ile en sik birliktelik gosteren sendromlar arasinda Trizomi 18, Holt-Oram sendromu, TAR
sendromu, Fanconi anemisi, VACTERL birlikteligi, Baller-Gerold sendromu, RAPADILINO
sendromu ve Nager sendromu yer alir. Cornelia de Lange sendromu, Roberts sendromu,
Diamond-Blackfan anemisi radiyal 1s1in defektlerinin gézlenebildigi diger nadir sendromlardir.

Ulnar 151n defektleri, iist ekstremitenin ulnar kismini (postaksiyel) olusturan ulna ve 5.

parmaga ait kemiklerinin hipo-/aplazisi ile karakterizedir. Radiyal 151n defeklerine gére daha



az siklikta gozlenirler. Ulnar 1s1mn defektleri siklikla sporadik olarak gozlenirler ve yumru
ayak, spina bifida, femoral anomaliler gibi ek anomaliler ulnar defektlere eslik edebilir (12,
13).

Santral defektler, elin santral kismininda yer alan isaret parmagi, orta parmak ve yiiziik
parmagini olusturan kemik yapilarin defekti ile karakterizedir (8). Ektrodaktili veya yarik el
olarak da adlandirilir. Santral defektler, izole ya da sendromlarla birlikte gozlenebilirler. EEC
sendromu (Ectrodactyly-Ectodermal dyspalsia-Cleft lip/palate) [OMIM %129900], otozomal
dominant, otozomal resesif ve X’e bagh kalitilan yarik el-ayak malformasyonlar1 [OMIM
#183600], Ekstremite-meme sendromu [OMIM #603543], Hartsfield sendromu [OMIM
#615465] ve EEM (Ektrodaktili-Ektodermal displazi-Makiiler distrofi) [OMIM #225280]

santral defektlerin gézlendigi sendromlar arasinda yer alir.
2.1.2. Farkhlasma bozukluklari

Farklilasma bozukluklar1 ya da ayrisma bozuklulari, iist ekstremite anomalileri
arasinda genis bir grubu temsil eder. Bu grupta, sindaktili, artrogripozis, kamptodaktili,
radioulnar sinostoz, simfalanjizm, klinodaktili gibi anomaliler yer alir. Sindaktili bu grupta en
stk gbzlenen anomali olup, izole ya da sendromik olabilir. Apert sendromu [OMIM #101200],
Saethre-Chotzen sendromu [OMIM #101400] gibi kraniyosinostoz sendromlari, Poland
sendromu, amniyotik band sendromu [OMIM %?217100] sindaktilinin goézlendigi bazi

sendromlardir.
2.1.3. Duplikasyonlar

Polidaktili (preaksiyel, santral, postaksiyel), trifalangeal bagparmak, hiperfalanjizm ve
ayna el deformitesi bu grupta yer alir (8).

Preaksiyel (radiyal) polidaktili grubu icerisinde duplike basparmak, trifalangeal
basparmak ve isaret parmaginin duplikasyonu yer alir (1). Duplike bagparmagin en sik (> %
50) gozlenen formunda, bagparmagin duplike olmus proksimal ve distal falankslar1 bifid
sonlanan ortak bir metakarpal kemikle eklem yaparlar (1). Trifalangeal bagparmak,
basparmakta fazladan bir falanksin bulunmasi ile karakterize olup, normal opozisyona
elverisli olan uzun basparmak seklinde olabilecegi gibi, elin diger dort parmagina benzer
sekilde de olabilir (the 5 fingered hand) (8). Trifalangeal bagparmak ve basparmak
duplikasyonu birlikte goézlenebilir. Trifalangeal bagparmak/duplike basparmak anomalileri

Fanconi anemisi [OMIM #227650], Holt-Oram sendromu [OMIM #142900], Townes-



Brockes sendromu [OMIM #107480] gibi sendromlar dahilinde veya izole olarak
gozlenebilir.

Santral polidaktili, orta parmak ve/veya ylizilk parmagmin duplikasyonu ile
karakterize olup, siklikla sindaktili de bu anomaliye eslik eder. Yiizilk parmagmin
polisindaktilisi en sik goriilen tipi olup, HOXD13 mutasyonlar1 ya da bazi sendromlarla
birlikte gozlenebilir (8).

Postaksiyel (ulnar) polidaktili 5. parmagin duplikasyonu ya da elin lateralinden ¢ikan
ekstra bir parmak yapisi ile karakterize olup, bu grupta en sik gézlenen anomalidir. Ailevi
otozomal dominant formlar1 oldugu gibi, iyi bilinen sendromlarla da gozlenebilmektedir.

Ayna el deformitesi olduk¢a nadir bir anomali olup, elin ve 6n kolun ulnar kisminin
duplikasyonu ile karakterizedir. Etkilenmis ekstremitede 7 ya da 8 parmak ve iki ulna
bulunurken, radius yoktur. Sonic hedgehog aktivitesinin artisgina  bagli  olustugu

diistiniilmektedir (8).
2.1.4. Asin bityiime

Asirt biiyiime tim ekstremiteyi, on kolu, eli ya da parmaklarn ilgilendirebilir.
Parmaklarin asir1 biiylimesi makrodaktili olarak adlandirilir ve bu durum statik ya da ilerleyici
olabilir. Makrodaktili izole ya da Proteus sendromu [OMIM #176920], Klippel-Trenaunay-
Weber sendromu [OMIM%149000], Bannayan-Riley-Ruvalcaba sendromu [OMIM #153480]

gibi sendromlarla birlikte gézlenebilir.
2.2. Ust Ekstremitenin Embriyolojisi

Insan embriyosunda iist ekstremite tomurcugu fertilizasyondan sonraki 28. giinde
ortaya cikar. ‘‘Wolff krest’’ olarak bilinen simetrik lateral mezodermal plakta olusmaya
baslayan erken ekstremite tomurcugunda iki major bilesen mevcuttur; lateral plak
mezoderminden koken alan ve gevsek mezenkimal hiicrelerden olusan bir ¢ekirdek tabaka ve
bu tabakanin etrafin1 kusatan, ektoderm kdkenli epitel hiicre tabakasi (14). Kikirdak, kemik,
tendon ve damarlardan olusan iskelet ve bag dokusu elemanlari, ekstremite tomurcugunun
mezenkimal c¢ekirdeginden gelisir. Ekstremiteye ait kas ve sinirlerin ise embriyolojik
kokenleri farkhidir. Kas dokusu, mezodermal somitlerden koken alan miyojenik Oncii
hiicrelerden gelisir ve daha sonra ekstremite tomurcuguna go¢ eder. Ekstremiteye ait periferik

sinirler ise noral krestten koken alir ve bag dokusu ve kas dokusu tarafindan {iretilen ¢esitli



trofik ajanlarin etkisiyle ekstremite tomurcuguna goc¢ ederek aksonlari boyunca uzamaya
baslarlar (15).

Esktremite tomurcugunda yer alan farklilasmamis hiicrelerin proliferasyonu, distal
ucta yer alan ilerleme zonu tarafindan kontrol edilir. Ekstremite tomurcugu, farklilasmamis
hiicrelerin ¢ogalmasi ile biiylidiik¢e, distal ugtaki ilerleme zonuna uzak kalan proksimaldeki
hiicreler yogunlasarak farklilagmaya baslarlar. Bu yogunlagma, ileride olusacak kemik
dokunun ilk kikirdak taslaklarint olusturur. Ekstremite tomurcugunda hiicrelerin
yogunlasmasiyla baslayan bu farklilasmanin proksimalden baslamasi, biiyliyen ekstremite
tomurcugunun distal ucundaki ektodermin kalinlagsmasi ile olusmus ‘‘apikal ektodermal
kabarti’’ tarafindan kontrol edilir. Apikal ektodermal kabartidan salgilanan FGFs (fibroblast
growth factors), yakininda yer alan mezenkimal hiicrelerin ¢ogalmasini uyarirken,
farklilagsmasini baskilar. Ekstremite tomurcugu proksimalden distale dogru biiyiidiikce, apikal
ektodermal kabartidan, dolayisiyla FGFs etkisinden uzakta kalan hiicreler yogunlagarak
farklilagmaya baslarlar.

Ekstremite, bir taraftan proksimal-distal eksende biliylimeye devam ederken, diger
taraftan anterior-posterior eksende (iist ekstremitede radial-ulnar aks, alt ekstremitede tibial-
fibular aks) biiyiimeye baslar. Bu eksendeki biliylime, ‘‘polarize edici aktivasyon zonu’
tarafindan kontrol edilir. Polarize edici aktivasyon zonundan Sonic hedgehog (Shh) proteini
salgilanir. Shh, ekstremitenin radial-ulnar/tibial-fibular eksendeki biiylimesinde ve
parmaklarin sayr ve kimliklerinin belirlenmesinde 6nemli rol oynar (16). Shh proteini bu
fonksiyonlarini, hiicre i¢i bir transkripsiyon faktorii olan Gli3’ti inaktif formundan aktif
formuna doniistlirerek yapar. Shh sinyalinin yoklugunda parmak olusumunu baskilayan Gli3,
Shh uyars1 ile aktive olur (14). Bu nedenle ektopik Shh salgilanmasina yol acan ya da
Gli3’teki aktive edici mutasyonlar bazi polidaktili formlar ile iligkilidir.

Shh geni susturulmus farelerde (shh knockout) ekstremitelerin proksimal-distal
eksendeki biiyiimelerinin de durdugu gozlenmistir. Bu da Shh’nin proksimal-distal eksendeki
bliylimede de etkin bir rol aldigin1 gostermektedir. Nitekim apikal ektodermal kabartidan
FGFs salgilanmasinin devami Shh uyarisi ile olmaktadir (14). Bu nedenle ekstremite
tomurcugunda Shh ya da FGF uyarisiin kaybi transvers rediiksiyon defektlerine yol

a¢cmaktadir.
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Sekil 2-1. Ekstremite Biiyiimesinin Pozitif ve Negatif Geri-besleme ile Kontrolii'.

Oklar aktivasyonu, T seklindeki kirmizi ¢izgi inhibisyonu, kesikli ¢izgilerle belirtilen oklar azaltilmis
regiilasyonu gostermektedir. FGFs salinimini baskilayan BMPs i¢in antagonist etkiye sahip Gremlin salinimi
Shh tarafindan uyarilir. Shh’nin bu etkisi FGFs saliniminda artiga yol agarken, diisiik FGFs diizeyleri Shh
salimi i¢in uyarici etki yapar. Boylece FGFs diizeyi giderek artar ve mezenkimal proliferasyon uyarilarak
ekstremite uzamaya baslar. FGFs diizeyi artarak kritik bir seviyeye gelince Gremlin {izerinde baskilayict etki
olusturmaya baslar. Gremlinin baskilanmasi, BMPs’nin aktifleserek FGFs salinimini baskilamasina yol agar.

FGFs’nin yoklugunda, Shh salinimi da baskilanir ve ekstremite biiyiimesi durur. ZPA: Zone of polarizing activity,
AER: Apical ectodermal ridge, FGFs: Fibroblast growth factors, BMPs: Bone morphogenetic proteins.
1: (14) numarali yayindan degistirilerek alinmistir.

Kemik morfogenetik proteinler (bone morphogenetic proteins, BMPs) ekstremite
mezenkimi ve apikal ektodermal kabart: tarafindan tretilirler ve apikal ektodermal kabartidan
FGF iiretimini baskilarlar. Shh ise, BMPs inhibitorii olarak goérev yapan Gremlin
ekspresyonunu aktiflestirir. Yani Shh ekspresyonu, dolayli yoldan FGFs iiretiminin devamini
saglar. Distik diizeylerdeki FGFs ise Shh ekspresyonunu uyarir. Ekstremite yeterli biiyiikliige
ulastiginda ve FGFs seviyesi kritik bir diizeye eristiginde, mezenkimden Gremlin salgilanmasi
baskilanir. Gremlinin baskilanmasi ile birlikte BMPs aktifleserek FGFs salgilanmasini
baskilar (sekil 2-1). FGFs uyarisinin ortadan kalkmasi ile Shh ekspresyonu da baskilanir ve

ekstremite biiytimesi durur (14).



Endokondral kemiklesmenin en erken bulgusu, mezenkimal hiicrelerin yogunlasarak
prekartilaj dokuya doniismesidir. BMPs, bu dokuda bulunan kikirdak onciisii hiicrelerin
(prekondrojenik hiicreler) kikirdak hiicrelerine (kondrositler) donligmesi igin gerekli uyariy1
saglar. BMPs’nin bu etkisi, prekartilaj dokuda BMP la ve 1b reseptorlerinin olmadigi
homozigot mutant farelerde prekartilaj dokunun iskelet sistemine donlisememesine bagli agir
ve generalize kondrodisplazinin goézlendigi bir calisma ile desteklenmistir (17). Ayrica
interdigital mezenkimden salgilanan BMPs, Shh ile birlikte parmaklarin kimliklerinin
belirlenmesinde rol alir (18). Kikirdak dokusunun major ekstraseliiler matriks proteinlerini
olusturan tip II kollajen ve agrekan iiretimi icin gerekli bir transkripsiyon faktorii olan Sox9
ekspresyonu da BMPs tarafindan uyarilir. Insanda SOX9 mutasyonlari iskelet anomalileri ve
genital anomaliler ile seyreden kampomelik displazi’ye (OMIM #114290) neden olur.
Prekondrojenik hiicrelerin, endokondral kemiklesmenin bir sonraki basamagi olan biiyiime
plagini olusturmalar1 i¢in BMPs ve Sox9 kontroliinde farklilagmalar1 gereklidir. Biiyiime
plagindaki kondrositlerin proliferasyonu, paratiroidhormon-iliskili protein (PTHrP) ve Indian
hedgehog (Ihh) proteinden olusan bir mekanizma tarafindan kontrol edilir. Biiylime plagi,
yavas boliinen ve az miktarda ekstraseliiler matriks proteini {ireten bir ‘‘dinlenme zonu’ ve
bunu takip eden ve daha hizli béliinen hiicrelerden olusan bir “‘proliferasyon zonu’’ igerir. En
distalde kalan epifizyel kondrositler ise bilinmeyen bazi sinyallerin etkisiyle hipertrofik hale
gelerek kondrosit kolonlarindan olusan ‘‘kolumnar zonu’’ olustururlar. Bu zonda bulunan
hiicreler, biiylime plaginda biyosentez agisindan en aktif olan ve en hizli boliinen hiicrelerdir.
PTHrP, bu bolgede yer alan hiicrelerin proliferatif evrede kalmasini saglar ve Thh iiretimini
baskilar. Hiicre kolonu uzadik¢a, en distalde kalan hiicreler PTHrP etkisinden kurtularak
hiicre dongilisiiniin disinda kalir, prehipertrofik hale doniisiir ve Ihh eksprese etmeye baslar.
Ihh, biiylime plagi boyunca diffiize olarak PTHrP ekspresyonunu uyarir. Bilylime plagi bu
dongii i¢inde biiyliyerek endokondral kemiklesme olusur (14).

2.3. Radiyal Isin Defekti ile Giden Tek Gen Sendromlar:

LMD (London Medical Databases)’de, radiyal 1s1n defekti (radiyal aplazi/hipoplazi
veya el bagparmaginda aplazi/hipoplazi) bulgular ile tarama yapildiginda, 265 sendromun yer
aldig1 gozlenmektedir. Bu sendromlarin bir¢ogu nadir ve iligkili geni heniliz tanimlanmamis
veya teratojen maruziyeti ile iligkili sendromlardan (fetal talidomid, fetal valproat, fetal
kokain, fetal vitamin A sendromu vd.) olugsmaktadir. Bu boliimde, iyi tanimlanmis ve iligkili
geni/genleri bilinen, radiyal 151n defektleri ile seyreden 14 farkli sendrom ile iligkili klinik ve

molekiiler bilgiler yer almaktadir.
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2.3.1. Holt-Oram Sendromu (OMIM #142900)

Holt-Oram sendromu, iist ekstremite ve konjenital kalp anomalileri ile karakterizedir.
Siklig1 canli dogumlarda 1/100.000 olarak bildirilmektedir (19). Olgularda gozlenen
karakteristik anomaliler, bagparmak anomalileri ve atriyal septal defekt (ASD) olmasina
ragmen; Ust ekstremite anomalileri sadece anormal bir karpal kemik varligindan (20, 21)
fokomeliye kadar degisen agirliklarda olabilir. Konjenital kalp anomalileri ise siklikla ostium
sekundum tip ASD veya VSD (ventrikiiler septal defekt) seklinde gozlenirken, kalpte yapisal
anomali olmaksizin ileti defektleri de gozlenebilir.

Holt-Oram sendromu ilk kez 1960 yilinda Holt ve Oram tarafindan 4 kusakta ASD ve
basparmak anomalileri olan etkilenmis bireylerin bulundugu bir ailede tanimlanmustir.
McKusick, 1961 yilinda sendroma Holt-Oram sendromu ve atriyodijital displazi isimlerini
onermis ve Holt-Oram sendromu kabul gormiistiir.

Holt-Oram sendromu’nda gozlenen iist ekstremite anomalileri, ayn1 aileden etkilenmis
olgular arasinda dahi cok cesitlilik gosterir. Olgularda gbzlenen lst ekstremite anomalileri
unilateral, bilateral / simetrik veya bilateral / asimetrik olabilir. Ekstremite anomalileri
genellikle sol iist ekstremitede saga gore daha agirdir. Karpal kemik deformitesi siktir ve
olgularda gozlenen tek bulgu olabilir (21). Olgularda gozlenen diger iist ekstremite
anomalileri arasinda trifalangeal bagparmak, bagparmak yoklugu, aplastik / hipoplastik radius,
fokomeli, karpal ve tenar kemiklerin flizyonu veya anormal gelisimi, 6n kolda pronasyon /
supinasyon kisitliligi, bagparmagin anormal opozisyonu, klavikulalarda hipoplazi ve buna
bagh diisiik omuzlar yer alir.

Holt-Oram sendromlu olgularin % 75’inde konjenital kalp anomalileri gozlenir. Kalp
anomalileri genellikle ostium sekundum tip ASD veya VSD seklindedir. ASD, olgularda
gozlenen kalp anomalilerinin % 60.3’linli olusturur ve en sik kalp anomalisidir. Olgularin %
17.5’inde agir kalp anomalileri gozlenir (22). Patent duktus arteriozus, koroner arter
anomalileri, mitral valv prolapsusu, persistan sol superior vena kava, Fallot tetralojisi, cift
cikigh sag ventrikiil ve total pulmoner vendz doniis anomalisi Holt-Oram sendromlu olgularda
bildirilen diger kalp anomalileridir (23-25).

Holt-Oram sendromlu olgular, yapisal kalp anomalisi olsun ya da olmasin kardiyak
ileti defektlerine karsi risk altindadir. Kardiyak ileti bozukluklar: siklikla atriyoventrikiiler
(AV) bloklar seklindedir. Ozellikle yenidogan déneminde siniis bradikardisi ve birinci derece

AV blok gozlenebilir ve AV blok ilerleyerek tam kalp bloguna doniisebilir. Bradikardi, atriyal
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fibrilasyon, AV blok, sag dal blogu, Wolf-Parkinson-White sendromu ve ani kardiyak 6liim
olgularda bildirilen kardiyak ileti bozukluklar1 arasinda yer alir (26).

2.3.1.1. Holt-Oram Sendromu’nda Molekiiler Etyopatogenez

Holt-Oram sendromu otozomal dominant olarak kalitilmakta olup, TBX5 genindeki
mutasyonlarla iligkili oldugu gosterilmistir (27, 28). Holt-Oram sendromu tani1 kriterlerini tam
olarak tasiyan (aile Oykiisiinde veya kendinde kardiyak septal defektler ve/veya ileti
defektlerine eslik eden radiyal 1s1n defektleri) olgularin % 74’tinde TBX5 geninde mutasyon
saptanmistir (29).

T-box transkripsiyon faktorleri, organogenezde hiicrelerin farklilasmasi ve kaderinin
belirlenmesinde onemli rol iistlenen, korunmus bir protein ailesine aittir (30). T-box ailesine
ait transkripsiyon faktorlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlar Holt-Oram sendromu (7BX)5),
ulnar-meme sendromu (7BX3), X’e bagli yarik damak ve ankiloglossi (7BX22) ve DiGeorge
sendromu (7BX1) gibi genetik sendromlara neden olurlar. TBX5 geni 12q24°de lokalize olup,
518 aminoasitten olusan bir proteini kodlar ve yiiksek oranda korunmus bir DNA baglanma
bolgesi ve bir T-box bolgesi icerir. TBX5, embriyonik kalp ve ekstremite dokularinda ifade
edilir. 7hx5 geni homozigot olarak susturulmus fareler erken embriyogenezde oOliirken,
heterozigot olanlarda kalp ve 6n kol anomalileri saptanmustir (31).

Biyokimyasal ¢alismalarda, TBX5’in bir baska transkripsiyon faktorii olan NKX2.5 ile
etkilesime girdigi ve bu etkilesimin, hedef genlerin transkripsiyonunu uyarmada sinerjik etki
gosterdigi saptanmistir (30). Holt-Oram sendromu ile iligkili oldugu bildirilen mutasyonlar
genellikle, anlamsiz, ¢erceve kaymasi, kirpilma hatast mutasyonlar1 ve kromozomal yeniden
diizenlenmeler (delesyon, translokasyon) gibi eksik ya da fonksiyonel olmayan protein
iriiniine yol agan mutasyonlardir. Ayrica artmis TBX5 dozunun da (12q2 duplikasyonu gibi)
Holt-Oram sendromu fenotipine neden oldugu gosterilmistir (32). Baz1 olgularda bildirilen
yanlis anlamli mutasyonlarin ise 7BX5’in hedef DNA bolgesine baglanmasini azaltarak,
TBX5-NKX2.5 etkilesimini ve 7BX5'in hiicresel lokalizasyonunu bozarak hedef genlerdeki
transkripsiyonu azalttig1 fonksiyonel ¢aligmalar ile gosterilmistir (30).

TBX5 geninin 5’ yoniindeki yanlis anlamli mutasyonlarinin daha agir kalp anomalileri
ile, 3’ yoniindeki yanlis anlamli mutasyonlarin ise daha agir ekstremite anomalileri ile iliskili
oldugu bildirilmisse de (33) daha genis bir olgu serisinde yapilan ¢alismada TBX5 genotipi ile

fenotipi arasinda bdyle bir iligskinin kurulamayacag bildirilmistir (34).

2.3.2 Fanconi Anemisi (OMIM #227650)
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Fanconi anemisi, fiziksel anomaliler, kemik iligi yetmezligi ve artmis malignite riski
ile karakterize, klinik ve genetik olarak heterojen bir tablodur. Fiziksel anomaliler, olgularin
% 60-75’inde gozlenirken; tipik olarak ilk dekatta ortaya c¢ikan, genellikle trombositopeni
veya lokopeni ile baslayarak pansitopeniye ilerleyen kemik iligi yetmezliginin 40-50 yaslarina
kadar kiimiilatif insidanst % 90°dir. Ayrica olgularin % 10- % 30’unda hematolojik
maligniteler (6zellikle akut myeloid 16semi), % 25- 30’unda ise diger organlara ait solid
tiimorler gozlenir.

Fanconi anemisi, ilk kez 1927 yilinda Guido Fanconi tarafindan, konjenital fiziksel
anomalileri ve ilerleyici aplastik anemileri olan {i¢ kardeste tanimlanmistir. O tarihten itibaren
Fanconi anemisi tanili ¢ok sayida olgu bildirilmis olup; prevalansi 1:360.000, tastyict siklig
ise 1:300 olarak bildirilmektedir (35). Ulkemizdeki siklig1 tam olarak bilinmemekle birlikte,
Fanconi anemisinin otozomal resesif kalitim modeli ve akraba evliligi oraninin yiiksek olmasi
nedeniyle, lilkemizdeki sikliginin daha fazla oldugu diisiiniilmektedir.

Olgularda go6zlenen fiziksel anomaliler arasinda boy kisaligi, ciltte anormal
pigmentasyonlar (siitlii kahverengi lekeler, hipopigmente makiiller), bagparmak ve 6n kol
anomalileri (hipoplastik/aplastik veya trifalangeal basparmak, hipoplastik/aplastik radius,
displastik ulna), mikrosefali, kalp anomalileri ve diger sistemlerle (genitoiiriner sistem,
gastrointestinal sistem, merkezi sinir sistemi) ilgili anomaliler gozlenir (Tablo 2-2). Fanconi
anemili olgularin % 25’inde fiziksel anomaliler gézlenmez. Bu nedenle, fiziksel anomalilerin
olmamasi Fanconi anemisi’ni diglayamaz (36).

Fanconi anemisi’nde hematolojik olarak; aplastik anemi, MDS (miyelodisplastik
sendrom), AML (akut miyeloid l6semi), aciklanamayan monositopeni veya eritrositlerde
makrositoz gozlenebilir. Kemik iligi yetmezligi genellikle 7-8 yaslarinda ortaya cikar. Ancak
yenidogan doneminde pansitopeni saptanan olgular da bildirilmistir (37, 38). Trombositopeni
veya lokopeni ile baslayan kemik iligi yetmezligi, ilerleyici bir seyir gdsterir ve pansitopeni
tablosu ortaya ¢ikar. Baslangigta normoseliiler olan kemik 1ligi giderek hipoplastik bir hal alir.
Bu nedenle, agiklanamayan sitopeni saptanan tiim ¢ocuk ve geng eriskinlerde Fanconi anemisi
mutlaka ayirici tanida diistintilmelidir. Baz1 olgularda ise aplastik anemi erigkin yasta ortaya
cikabilir ve ilk bulgusu eritrositlerde makrositoz ve artmis hemoglobin F diizeyleri olabilir.
Hematopoetik kok hiicre nakli gerektiren ve 6liimciil olabilen agir kemik iligi yetmezligi riski,
10 yasinda belirgin bir artig gosterir ve her yil % 5 oraninda artarak, 50 yasinda bu risk %
50’ye ¢ikar (38).
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Fanconi anemisi’nde AML riski normal populasyona gore yaklasik 800 kat artmistir
ve ortalama tan1 yasi 13°tiir (36). Bu olgularda 50 yasinda kiimiilatif risk AML i¢in % 10,
MBDS i¢in % 40 olarak bildirilmistir (38). Ayrica bas, boyun, 6zofagus ve jinekolojik skuamoz
hiicre karsinomlar1 ve karaciger tiimorleri i¢in de risk artmistir (39, 40). Fanconi anemisi’nde
solid tiimor riski normal populasyona gore yaklasik 40 kat artmis olup, 50 yasinda solid
tiimorler i¢in kiimiilatif risk % 30’dur. Kanserlerin ortalama ortaya ¢ikis yast AML i¢in 14,
karaciger tlimorleri i¢in 13 ve diger tiim solid tiimdrler i¢in 26 yastir (41). Bu olgular, DNA
hasar1 olusturan radyoterapi ve kemoterapi ajanlarima duyarli olduklarindan, kanser
tedavisinde giigliikler yasanmaktadir. Bu nedenle, Fanconi anemili olgularda saptanan solid

timorlerin tedavisinde cerrahi tedaviler oncelikli uygulamalardir.
2.3.2.1. Fanconi anemisi’nde tani

Fanconi anemisi’nde tani, karakteristik fiziksel anomaliler, ilerleyici kemik iligi
yetmezligi, MDS veya AML gibi hematolojik bulgular, bilinen bir risk faktorii olmaksizin
geng yasta ortaya ¢ikan solid tiimdrler gibi yonlendirici klinik bulgularin bir veya birkaginin
varliginda laboratuvar testleri ile konur.

Tanida en c¢ok kullanilan laboratuvar testi kromozom kirik ¢alismalaridir. Fanconi
anemili hiicreler, ¢apraz bag yapici ajanlara kars1 6zel bir hassasiyet gosterirler. Mitomisin-C
(MMC) ve diepoksibiitan (DEB) gibi zincirler arasi ¢apraz bag yapici ajanlara maruziyet
sonras1 Fanconi anemili hiicrelerde, normal hiicrelere kiyasla kromozom kiriklar: ve yeniden
diizenlenmelerde onemli Ol¢lide artis gozlenir. Bu nedenle, lenfositlerde DEB maruziyeti
sonrasi artmig kromozom kiriklar1 veya yeniden diizenlenmeler veya MMC maruziyeti sonrasi
olusan karakteristik radiyal figiirler, Fanconi anemisi tanisinda kullanilmaktadir (42, 43).

Fanconi anemisi tanisinda kullanilan baska bir yontem ise FANCD2 proteininin
monoubikuitinasyonunun immiinoblot yontemi ile saptanmasi esasina dayanir. DNA hasar1 ya
da hiicrenin S fazina girmesine yanit olarak sekiz FA proteini (FANCA, FANCB, FANCC,
FANCE, FANCF, FANCG, FANCL, FANCM) bir kompleks olustururlar. Bu kompleks,
FANCD2’nin monoubikuitinasyonunu saglar. FANCD2 monoubikuitinasyonu, hiicre
cekirdeginde DNA tamir yolaklarini aktive eden kritik bir olaydir. Fanconi anemili olgularda,
mitojen bir ajan olan fitohemaglutinin uyarisin1 takiben, periferik lenfositlerdeki
monoubikuitine-FAND?2 diizeyinde beklenen artisin olmadigi gosterilmistir. Bu nedenle
FANCD2 immunoblot yontemi, Fanconi anemisinde yeni ve hizli bir tani testi olarak

bildirilmistir (44). Ancak bu yontemin duyarliligi, kromozom kirik ¢aligmalarina gore daha
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digiiktiir. Clinkii FAND2’den sonra gelen basamaklardaki (FANCD1, FANCJ, FANCN)

patoloji ile seyreden nadir Fanconi anemi tipleri bu yontem ile saptanamaz.

Tablo 2-2. Fanconi anemisinde gozlenen fiziksel anomaliler (38)

Mikrozomi (% 40)

Kisa boy

Cilt bulgular1 (% 40)

Generalize hiperpigmentasyon, siitlii kahverengi
lekeler, hipopigmente makiiller

Ust ekstremite bulgulari, unilateral / bilateral (% 35)

- El bagparmak anomalileri (% 35)

Agenezi, hipoplazi, bifid, duplike, rudimenter,
trifalangeal, uzun, proksimal yerlesimli

- Radius anomalileri (% 7)

Hipoplazi / aplazi, zayif veya alinamayan radial nabiz

- El anomalileri (% 5)

Tenar  hipoplazi, birinci  metakarp  yoklugu,
klinodaktili, polidaktili

- Ulna anomalileri ( % 1)

Kisa, displastik ulna

Iskelet bulgulart
Kraniyum (% 20) Mikrosefali, hidrosefali
Yiiz (% 2) Uggen yiiz, kus benzeri yiiz goriiniimii, mikrognati,

midfasiyal hipoplazi

Boyun (% 1)

Sprengel deformitesi, Klippel-Feil anomalisi, kisa
boyun, yele boyun, diisiik ense sag¢ ¢izgisi

Omurga (% 2) Spina bifida, skolyoz, hemivertebra, kosta anomalileri,
koksigeal aplazi

Goz (% 20) Mikroftalmi, strabismus, epikantuslar, hipotelorizm,
hipertelorizm, katarakt, astigmatizm, ptozis

Bobrek (% 20) At nal1 bobrek, ektopik veya pelvik yerlesimli bobrek,

hipoplazi, displazi veya agenezi, hidronefroz veya
hidroiireter

Genital anomaliler

- Erkek (% 25) Hipogenitalya, inmemis testisler, hipospadiyas,
mikropenis, testis yoklugu
- Disi (% 2) Hipogenitalya, bikornuat uterus, malpozisyon, kiiciik

overler

Gelisme geriligi (% 10)

Psikomotor gerilik, mental retardasyon

Kulak anomalileri (% 10)

Sagirlik (genellikle iletim tipi), displastik / anormal
sekilli kulaklar, atretik / dar kulak dis yolu, orta kulak
anomalileri

Kardiyopulmoner (% 6)

Patent duktus arteriozus, atriyal septal defekt,
ventrikiiler septal defekt, koarktasyon, situs inversus,
trunkus arteriozus

Diisiik dogum agirligi (% 5)

Alt ekstremite anomalileri (% 5)

Sindaktili, anormal ayak parmaklari, yumru ayak,
gelisimsel kalga displazisi

Gastrointestinal anomaliler (% 5)

Atrezi (0zofagus, duodenum, jejunum), imperfore
aniis, trakeoozofageal fistiil, anuler pankreas,
malrotasyon

Merkezi sinir sistemi anomalileri (% 3)

Kiigiik hipofiz bezi, hipofiz sap1 kesilme sendromu,
korpus kallozum agenezisi, serebellar hipoplazi,
hidrosefali, genis ventrikiiller
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2.3.2.2. Fanconi Anemisi’nde Molekiiler Etyopatogenez

Fanconi anemili hastalar cisplatin, mitomisin-C (MMC), diepoksibiitan (DEB) gibi
DNA zincirleri arasinda c¢apraz bag olusturan ajanlara karsi hassasiyet gosterirler. Fanconi
anemili hastalardan elde edilen hiicre serilerinde, bu ajanlara maruziyet sonucunda normal
kontrol grubuna gore artmis oranda kromozom kiriklar1 saptanmasi molekiiler patogenezde
DNA tamir mekanizmasindaki bir defektin rol oynadigini diistindiirmiistiir.

Nitekim son yillarda DNA tamir yolaklarindan biri olan ve meme kanseri yatkinlik
genlerinin (BRCA1/BRCA2) de rol oynadig1 “‘FA yolagr’’ veya ‘‘FA-BRCA yolagi’’ olarak
adlandirilan ortak bir yolakta gorevli Fanconi anemisi ile iliskili 15 gen tanimlanmustir (Sekil
2-2, Tablo 2-3). Bu yolaktaki en kritik asamalardan biri, FA-cekirdek kompleksinin
olusmasidir. DNA hasar1i, DNA’da zincirler aras1 ¢capraz bag olusumu ya da hiicrenin S-fazina
girmesine yanit olarak sekiz FA proteini (FANCA, FANCB, FANCC, FANCE, FANCEF,
FANCG, FANCL, FANCM), FAAP24 ve FAAPI100 proteinleri ile birlikte FA-cekirdek
kompleksini olustururlar (45-47). Bu kompleks, bir¢ok alt {initeden olusan bir ubikuitin ligaz
kompleksi olusturup, FANCD2 ve FANCI proteinlerinin monoubikuitinasyonunu saglar.
FANCD?2 ve FANCI proteinlerinin monoubikuitinasyonu, DNA tamirinde 6nemli rol alan bir
protein kompleksini (ID kompleks) olusturur (48). ID kompleks olustuktan sonra hiicre
cekirdegine gider ve direkt olarak DNA’ya baglanmak suretiyle DNA tamir yolaklarini aktive
eder. Boylece DNA’daki hasar onarilir, ¢apraz baglar uzaklastirilir, DNA replikasyonu
tamamlanir ve hiicre yasamina devam edebilir.

FA-cekirdek kompleksini olusturan proteinlerden FANCL, ubikuitin ligaz aktivitesine
sahip olup, FANCD2’nin monoubikuitinasyonunda rol almaktadir. FANCM proteininin
DNA-bagimli ATPaz aktivitesinin oldugu gosterilmis olup, bu protein DNA triplekslerinin
acillmasimi saglayan bir DNA translokaz gibi fonksiyon gosterir (49). Ayrica FANCM
proteininin normal fonksiyon gosterebilmesi icin FAAP24 proteini ile etkilesime girmesi
gerekmektedir. FAAP24 proteininin baskilandigi durumda, FANCM’in stabilizasyonunun ve
kromatin ile etkilesiminin bozularak, FA-¢ekirdek kompleksinin kromatin yerlesiminin
bozuldugu gosterilmistir (50).

FANCDI geni ailevi meme-over kanserine yatkinlik geni olan BRCA?2 ile ayn1 gen
olup; biallelik mutasyonlar1 Fanconi anemisine, monoallelik mutasyonlar1 ise meme ve over
kanserine yatkinliga yol agcmaktadir. FANCDI1 (BRCA2), RADS51 aktivitesini kontrol etmek
suretiyle homolog rekombinasyonun diizenlenmesinde etkin bir rol almaktadir. RADS51, tek

zincirli DNA molekiiliine baglanan bir rekombinaz olup, homolog rekombinasyonda gorev
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alir (51). DSS1 proteini ise FANCDI(BRCA?2) proteini ile etkilesime girerek onun

stabilizasyonunu saglar.

Tablo 2-3. Fanconi Anemisi ile iliskili Genler'

Komplementasyon | Gen Fanconi anemisinde bu Test Yontemi Saptanan
Grup gende saptanan Mutasyonlar
mutasyonlarin oram’
Dizi analizi Dizi varyantlari
FA-A FANCA | 60%-70% Delesyon/duplikasyon | Lxzonik delesyon
- veya tiim gen
analizi
delesyonu
Dizi analizi Dizi varyantlari
FA-B FANCB | ~2% Delesyon/duplikasyon EkZOIl'l.k delesyon
- veya tiim gen
analizi
delesyonu
Bilinen mutasyon c.456+4A>T,
analizi 67delG
FA-C FANCC | ~149% Dizi analizi Dizi Ve.lryantlarl
. Ekzonik delesyon
Delesyon/duplikasyon .
- veya tiim gen
analizi
delesyonu
FA-D1 BRCA2 ~3%
FA-D2 FANCD2 | ~3%
FA-E FANCE | ~3%
FA-F FANCF | ~2%
FA-G FANCG | ~10% Dizi analizi Dizi varyantlar
FA-T FANCI | ~1% 4
FA-J BRIP] ~2%
FA-L FANCL | ~0.2%
FA-M FANCM | ~0.2%
FA-N PALB2 | ~0.7% Delesyon/duplikasyon | C2onik delesyon
. veya tim gen
analizi
delesyonu
FA-O RADSIC | ~0.2% Dizi analizi Dizi varyantlari
FA-P SLX4 ~0.2% Y

1: Shimamura&Alter [2010]

FANCJ geni BRIP1 (BRCAI interacting protein C-terminal helicase 1) ve BACHI
(BRCAI associated carboxyl terminal helicase 1) genleri ile 6zdestir. FANCJ proteini direkt
olarak BRCAI’in BRCT domainine baglanir. BRCT, BRCATI’in fosfoprotein baglanma
domainidir. FANCIJ, 990. pozisyondaki serin rezidiisiinden fosforillendikten sonra bu bolgeye

baglanir ve DNA bagimli ATPaz ve 5’23’ DNA helikaz fonksiyonlarini goriir (52).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/targeted-mutation-analysis/
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FANCN geni, PALB2 geni olarak da bilinir ve© BRCA2 geni ile etkilesime girerek
DNA ¢ift zincir kiriklarinin tamirine ve homolog rekombinasyon fonksiyonuna katkida
bulunur (53). BRCAI ve BRCA2 ile olan bu etkilesimleri nedeniyle FANCN/PALB2 ve
FANCJ/BRIP1/BACHI genlerindeki biallelik mutasyonlar Fanconi anemisi’ne neden olurken;
monoallelik mutasyonlar, ailevi meme kanserlerine yol agmaktadir (54).

USP1, deubikuitinasyon yapici bir enzimdir. Tek ubikuitin ile bagli FANCD2’den
ubikuitini uzaklagtirmak suretiyle kofaktorii UAF1 ile birlikte FA yolagina negatif yonde etki
eder (55, 56). USPI ayrica, tek ubikuitin ile bagli PCNA (proliferating cell nuclear antigen)
proteininden de ubikuitini uzaklastirir. FANCD2 ve PCNA’nin birbirleriyle iligkili oldugu ve
PCNA’nin FANCD2 ubikuitinasyonunu kolaylastirici etki gosterdigi saptanmistir (57).

Son yillarda Fanconi anemisi ile iligkisi gosterilen bir diger gen SLX4’tiir (58, 59).
Birden fazla domaine sahip yapisal bir protein olan SLX4, ii¢ farkli niikleaz ile etkilesime
girer: SLX1, ERCC4/XPF-ERCC1 ve MUSS81-EMEI1. SLX4-SLX1 etkilesimi, Holliday
birleske rezolvazi aktivitesi gosterir. SLX4’{in ERCC4/XPF ve MUSS81 niikleazlari tizerindeki
uyarici etkisi ise DNA’da olusan zincirler arasi ¢apraz baglarin tamirinde 6nemli bir rol oynar
(60). SLX4’1i baskilanmis hiicrelerin, capraz bag yapici ajanlara karsi hassasiyet gosterdigi
saptanmistir (61). Bu bulgu, bilinen genlerde mutasyon saptanmayan Fanconi anemili
olgularda, SLX4’iin aday gen olarak diisiiniilmesine neden olmus ve Fanconi anemili

olgularda SLX4 homozigot mutasyonlar1 gosterilerek desteklenmistir (58, 59).

2.3.2.3. Fanconi Anemisi’nde Tedavi

Fanconi anemisi’nin tedavisi, androjenler, hematopoetik biiyiime faktorleri,
hematopoetik kok hiicre nakli ve ortaya ¢ikan kanserlerin tedavilerini igerir.

Androjenlerin tedavideki yarar1 smirhidir ve potansiyel yan etkileri, tedavide
kullanimlarin1 = sinirlandirmaktadir.  Fanconi anemisinde kullanimi  6nerilen androjen
oksimetolon olup, baslangi¢c dozu 2-5 mg/kg/giin’diir. Androjenler, olgularin % 50’sinde kan
sayiminda diizelme saglar. En belirgin yararlari eritrosit sayisi lizerinde goriiliir ve bu etki en
erken 1-2 ayda ortaya c¢ikar. Trombosit ve 16kosit sayilari lizerinde ise androjenlerin yarari
oldukca smirhidir. Ayrica zamanla androjenlerin etkisine direng gelisebilmektedir. Karaciger
enzimlerinde ylikselme, kolestaz, peliozis hepatis ve karaciger tiimdrleri, androjenlerin
potansiyel yan etkileridir (38).

Hematopoetik biiyiime faktorlerinden Graniilosit-koloni uyaric1 faktér (G-CSF),

notropenik olgularda nétrofil sayisini artirmak amaciyla subkutan yolla kullanilabilmektedir.
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Ancak koloni uyarici faktorleri kullanmadan 6nce mutlaka kemik iligi aspirasyonu ya da

biyopsisi yapilmali ve hematolojik maligniteler diglanmalidir.

Hematopoetik kok hiicre nakli, Fanconi anemisinde gozlenen aplastik anemi, AML ve
MDS risk artig1 gibi hematolojik bulgularin tek kiiratif tedavi segenegidir. Bu olgularda kok
hiicre nakli ideal olarak, MDS/AML gibi komplikasyonlar ¢ikmadan ve cok sayida

transflizyon yapilmadan 6nce uygulanmalidir (62).



19

&) E2 E2 BRAFT

<— / AAC ) Nikleus

inaktif

o).
.
| W——
FA gekirdek kompleksi
Al
1)
2

K523

@ @ ¢ok alt tiniteli ubikuitin ligaz
L
L]
\J

ID kompleksm

deubikuitine edici

enzim /
o) Gy
o ) D

@

FANCJ/BRIP1

.
4

4
DNA ¢apraz bag yapici
ajanlara kargsi direng

E2

Sekil 2-2. FA yolagll. Sekiz FA proteini (FANCA, FANCB, FANCC, FANCE, FANCF, FANCG,

FANCL ve FANCM) FAAP100 ve FAAP24 ile birlikte E3 ubikuitin ligaz aktivitesine sahip FA
cekirdek kompleksini olugturur. FANCL, bu kompleksin katalitik alt iinitesi olup, direkt olarak E2-
ubikuitin konjuge edici enzim olan UBE2T ile etkilesime girer. UBE2T, lizin-91 rezidiistinden (K91)
oto-monoubikuitinasyon yoluyla inaktive edilebilir. FA-cekirdek kompleksi, BLM, RPA ve
topoizomeraz III birlikte ‘BRAFT’ isminde bir siiper kompleks olustururlar. FANCI ve FANCD2 ise ID
kompleks olarak bilinen baska bir kompleks olugturur. Bir niikleaz olan FAN1’in FANCD2 ile
etkilesime girdigi diisliniilmektedir. DNA hasarina ya da hiicrenin S fazina girmesine yanit olarak,
FANCD2 ve FANCI'nin 6zgiin lizin rezidiilerinden (FANCD2 lizin 561 (K561), FANCI lizin 523
(K523) rezidiilerinden) FA-¢ekirdek kompleksi-, UBE2T- ve ID kompleks bagimli yolak vasitasiyla
monoubikuitinasyonu gergeklesir. DNA hasari ile uyarilan FANCD2 monoubikuitinasyonunda ATR,
RPA ve HCLK2 proteinleri de rol alir. Monoubikuitinasyonu gerceklesen FANCD2 ve FANCI,
¢ekirdege transloke olur ve burada BRCA1, FANCDI/BRCA2, FANCN/PALB2, RADSI,
FANCIJ/BRIP1 ve diger proteinlerle birlikte bulunur. BRCA1, DNA hasarma yanit olarak gergeklesen
FANCD2’nin ¢ekirdekteki formasyonu icin gereklidir. FA-¢ekirdek kompleksi de ayrica niikleer fokus
olusturur.Tiim bu faktérler DNA’nin ¢apraz bag yapan ajanlara kars1 direnci i¢in gereklidir.

PCNA’nin monoubikuitinasyonu, E2 olarak RADG6 ve E3 olarak RAD18 gerektirir; ancak FA-cekirdek
kompleksine bagimlt degildir. PCNA’nin monoubikuitinasyonu, durmus replikasyon catallarinda
translezyon sentez (TLS) DNA polimerazlarini aktive eder. USP1 ve kofaktorii UAF1, PCNA ve
FANCD2’nin ve muhtemelen FANCI’nin deubikuitinasyonuna neden olur.

1:  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1401/figure/fa.F1/?report=objectonly  internet
adresinden degistirilerek alinmigtir.
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2.3.3. TAR SENDROMU (OMIM #274000)

TAR (Thrombocytopenia absent radius) sendromu, bilateral radius yoklugu ve
trombositopeni ile karakterizedir. Prevalansinin 1/100.000-1/200.000 arasinda oldugu tahmin
edilmektedir. TAR sendromu’nda el bagparmaklari korunur. Bu 6zellik onu, Fanconi anemisi
gibi radiyal 151n defekti ve hematolojik bulgularla seyreden diger sendromlardan ayirt eden en
onemli bulgulardan biridir.

TAR sendromu’nda hemen her zaman bilateral radius yoklugu gozlenir. Ancak el
bagparmaklar1 her zaman korunur. TAR sendromlu olgularda el bagparmaklar1 normale gore
biraz daha genis ve yassi olabilir. Ayrica metakarpofalangeal eklemden hafif fleksiyon
postiiriinde olup, 0zellikle biiyiik objeleri kavrama fonksiyonunda yetersizlik olabilir (63).

Ekstremite anomalileri hem iist hem de alt ekstremiteyi tutabilir. Bununla birlikte iist
ekstremite tutulumu daha agirdir. Ust ekstremitelerde radius yokluguna ek olarak ulna /
humerus aplazisi / hipoplazisi ve omuz kusagi kaslarinin hipoplazisi eslik edebilir. Olgularin
yaklasik yarisinda alt ekstremite anomalileri de gézlenir. Kalca ¢ikigi, koksa valga, femoral /
tibial torsiyon, genu varum ve patellar agenezi sik gozlenen alt ekstremite anomalileri
arasindadir. Olgularda bildirilen en agir ekstremite tutulumu tetrafokomelidir (64).

Trombositopeni, konjenital olabilir veya yasamin ilk birka¢ haftasi ile birka¢ ayinda
ortaya ¢ikabilir. Bu olgularda trombosit sayis1 genellikle 50.000/ul diizeyinin altina diiser.
Yiiz olguluk bir seride, olgularin % 59’unda trombositopeninin ilk bir hafta i¢inde ortaya
ciktifi gozlenmistir (65). Genellikle trombositopeni ataklar1 yasla birlikte azalir ve okul
caginda olgularin ¢ogu normal trombosit sayisina sahiptir.

TAR sendromlu olgularda zeka gelisimi genellikle normaldir. Ancak iskelet sistemi,
kardiyovaskiiler sistem, gastrointestinal sistem ve genitoiiriner sistem ile ilgili ek anomaliler
gozlenebilir.

Kardiyak anomaliler, olgularin % 15-22’sinde gozlenir (65, 66). ASD, VSD, AVSD ve
PDA bu olgularda bildirilen kalp anomalileri arasinda yer almaktadir.

Gastrointestinal bulgular arasinda yasla birlikte diizelme egilimi gosteren inek siitii
alerjisi (olgularin % 47’sinde) ve gastroenterit yer alir (66). Olgulardaki alerji ve gastroenterit
ataklari, semptomatik trombositopeni epizotlarini arttirabilir.

Genitoiiriner sistem anomalileri olgularin % 23’ilinde gozlenir. Cift iireter, at nali
bobrek, hafif renal pelvis dilatasyonu gibi yapisal, iiretovezikal reflii, tekrarlayan piyelonefrit
ataklar1 gibi fonksiyonel genitoiiriner anomaliler gozlenebilir (66). Ayrica Mayer-Rokitansky-

Kuster-Hauser sendromu da nadir olarak bildirilmistir (67, 68).
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TAR sendromu kesin klinik tanisi i¢in bilateral radius yoklugu, basparmaklarin

korunmus olmasi ve trombositopeni varlig1 yeterlidir.
2.3.3.1. TAR Sendromu’nda Molekiiler Etyopatogenez

TAR sendromu’nun kalittm modelinin kesin olarak bilinmemesi ve olgularin
genellikle sporadik olarak gozlenmesi nedeniyle; 2007 yilinda Klopocki ve arkadaslari
tarafindan, TAR sendromlu 30 olguda mikroarray temelli karsilagtirmali hibridizasyon teknigi
ile delesyon ve duplikasyonlar arastirilmis ve etkilenmis olgularin tiimiinde 1. kromozomun
uzun kolunda (1g21.1) 200-kb biiyiikliigiinde bir delesyon saptanmistir (69). Ayn1 zamanda,
etkilenmis olgularin 78 saglikli aile bireyinin 25’inde (% 32) de ayn1 delesyon gosterilmistir.
Bu sonuclar, 1g21.1 mikrodelesyonunun TAR sendromunun etyopatogenezinde rol
oynadigini; ancak fenotipin ortaya ¢ikmasi i¢in tek basina yeterli olmadigini gostermistir.

Daha sonra Albers ve arkadaslar tarafindan (2012), 53 TAR sendromlu olgudan;
1g21.1 bolgesinde 200-kb delesyon saptanan Avrupa kokenli 51 olgunun 5’inde tiim ekzom
dizileme yapilmis ve 4 olguda delesyon bolgesi i¢inde yer alan genlerden RBMS8A geninin 5°-
UTR bolgesinde diisiik frekansli bir SNP ve 1 olguda ise ayn1 genin 1. intronunda daha 6nce
bildirilmemis bir SNP saptanmistir (70). Geriye kalan 48 olgudan 46 olgunun da Sanger
dizileme yontemiyle bu SNP’leri tasidigi gosterilmistir (sirastyla 35 ve 11 olgu). 5°-UTR
bolgesinde SNP tasiyan, ancak 1g21.1 delesyonu tasimayan iki olgunun diger allellerinde ise
sirasiyla 4. ekzonda cer¢ceve kaymasina neden olan 4 baz ciftlik bir insersiyon ve 6. ekzonda
dur kodonuna yol acan bir nokta mutasyonu saptanmistir. Avrupa kokenli olmayan etkilenmis
bir anne ve fetusunda bu iki SNP’nin olmadig1 gosterilmis ve bu olgularda farkli allellerin
etyopatogenezde rol oynayabilecegi belirtilmistir. Ailevi delesyon tasiyan 25 olguda, delesyon
ve SNP’nin farkli ebeveynlerden geldigi gosterilmis ve in vitro caligmalarda bir allelde
delesyon ve diger allelde kodlamayan bolgelerde saptanan iki SNP’den birinin olmasinin
RBMSA transkript diizeylerini azalttifi, TAR sendromlu olgularin trombositlerinde ise
RBMS8A tarafindan kodlanan ekzon birleske kompleksinin (EBK) Y14 alt iinitesinde azalma
oldugu gosterilmistir. Bu bulgularla, TAR sendromunun EBK’nin Y14 alt {initesinin
yetersizliginden kaynaklandig1 sonucuna varilmistir.

EBK, mRNA’nin yerlesimi, translasyonu ve yikimi gibi post-transkripsiyonel olaylar
diizenleyen onemli bir role sahiptir. EBK, mRNA yolaginda gorev alan diger faktdrlerin

baglanmasina aracilik eden dort alt liniteden olusur: eIF4AIIl, Magoh, Y14 ve kirpilmis
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mRNA’nin sitoplazmaya tasinmasi sonrasinda pre-EBK’ya eklenen MLNS51 (71). Bunlardan
Y 14 proteini, RBMSA geni tarafindan kodlanmaktadir.

RBMS8A transkripti, tiim hematopoetik hiicre serilerinde ifade edilir ve protein dizisi
tirler arasinda olduk¢ca korunmustur. EBK’nin 6nemli fonksiyonlar1 g6z Oniinde
bulunduruldugunda, Y14’iin tam yoklugunun insanlarda yasam ile bagdasmayacagi
diisiiniilmektedir. Nitekim Danio rerio’da Y 14’lin ortologu rbmS8a transkriptinin susturuldugu
durumda agir malformasyonlar ve fertilizasyondan 2 giin sonra 6lim gozlenmistir (70).
Ayrica Mus musculus’ta Rbm8a igin bir transkripsiyon baskilayic1 faktér olan Evil’in
embriyogenezde ekstremite tomurcugu olusumu sirasinda gecgici olarak ifade edildigi
gosterilmistir (72). TAR sendromlu olgularda 5’-UTR bdlgesinde saptanan SNP’nin EVI1’in
baglanma afinitesini artirdig1 (70) géz oniinde bulunduruldugunda, TAR sendromlu olgularda

gozlenen ekstremite anomalileri, embriyogenezde artmis EVII afinitesine baglanabilir.
2.3.3.2. TAR sendromu’nda Tedavi

TAR sendromlu olgularda tedavi, trombositopenik olgularda trombosit transfiizyonu
ve ekstremite fonksiyonlarinin optimizasyonu i¢in cerrahi miidahaleleri igerir.

Sik trombosit transfiizyonu, alloimmunizasyon ve enfeksiyon gibi komplikasyonlara
yol agabileceginden, secilmis olgulara trombosit transfiizyonu yapilmalidir. Bununla birlikte,
trombositopenik  yenidoganlarda transfiizyon ic¢in belirlenmis net esik degerler
bulunmamaktadir (73), ancak yaygin uygulamada trombosit transflizyonu asagidaki
endikasyonlarda yapilmaktadir (74) :

e Term, stabil bir infantta trombosit sayisinin 20.000/ul’nin altina inmesi

e Preterm infantlarda ilk hafta icinde veya durumu stabil olmayan (kan basincinda

diizensizlikler, petesi, gobek kordonundan sizint1 gibi kanama bulgularinin olmasi)
term infantlarda, trombosit sayisinin 50.000/u1’nin altinda olmasi

e Aktif kanamasi olan ve trombosit sayis1 100.000/ul’nin altinda olan tiim olgular

e Major cerrahi operasyon uygulanacak trombosit sayist 100.000/ul’nin altinda olan

olgular

Ekstremite fonksiyonlarmin optimizasyonu i¢in TAR sendromlu olgularda protez,

ortez gibi cihazlar ya da cerrahi miidahaleler uygulanabilmektedir (75).
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TAR sendromu tanisi alan olgular, olas1 kardiyovaskiiler sistem ve genitoiiriner sistem
anomalileri agisindan EKG, ekokardiyografi ve ultrasonografik incelemeler ile ayrica

degerlendirilmelidir.
2.3.4. Cornelia de Lange Sendromu (OMIM #122470)

Cornelia de Lange sendromu (CdLS), 6zgiin fasiyal dismorfizm, pre- ve postnatal
bliylime geriligi, mental retardasyon, hirsutizm ve st ekstremite anomalileri ile
karakterizedir. Bircok olguda otistik davramiglar ve kendine zarar verme egilimi gibi
davranigsal problemler de gozlenir. Olgularda sik gozlenen diger bulgular arasinda kardiyak
septal defektler, gastrointestinal disfonksiyon, isitme kaybi, miyopi, kriptorsidizm veya
hipoplastik genitalya yer alir. CALS nun klasik fenotipinden farkli olarak hafif fenotiplerinde
ise biiylime geriligi, mental retardasyon ve ekstremite anomalileri daha az belirgin iken,
siklikla karakteristik fasiyal dismorfizm mevcuttur.

CdLS’de kraniyofasiyal bulgular oldukca tipiktir ve yasla birlikte yiiz bulgularinda
farklilagma gozlenir. Bu nedenle ileri yaslarda olgularin yiiz bulgulan tipik ve daha az tipik
olarak ikiye ayrilir (76). Tipik kraniyofasiyal bulgular arasinda; mikrobrakisefali, sinofri ve
yay seklinde kaslar (% 99), uzun ve kalin kirpikler (% 99), diisiik, geriye doniik ve/veya kalin
heliksli/killi kulaklar (% 70), basik veya genis burun kokii, kisa ve yukart doniik burun (% 78-
88), uzun / belirgin filtrum (% 78-94), list dudakta ince vermilion kenar1 (% 94), asag1 doniik
ag1z koseleri (% 65-94), yliksek damak / yarik damak (% 59), kii¢iik ve aralikli yerlesmis
disler (% 86), mikrognati (% 84), mandibuler ¢ikint1 (% 42), kisa boyun (% 66) yer alir (76-
79). Ozellikle hirsutizmin eslik ettigi sinofri, uzun kirpikler, uzun filtrum, ince iist dudak ve
asag1 doniik agiz koseleri, olgularin biiylik kisminda birlikte gozlenen karakteristik fasiyal
dismorfik bulgulardir (78).

Olgularm % 95’inden fazlasinda biiylime geriligi gézlenir. Biiylime geriligi genellikle
prenatal baslangicli olup, olgularin boyu ve kilosu yasam boyu 5. persantilin altinda seyreder
(80-82). Ayrica bu olgularda sik gozlenen beslenme problemleri, gastroozofageal reflii,
intestinal malrotasyon, pilor stenozu gibi komplikasyonlar biiylime geriligini daha belirgin
hale getirebilir.

Gelisme geriligi / mental retardasyon, olgularin % 95’inde goézlenir. Olgularin %
98’inde bas cevresi 2. persantilin altindadir (83). Klasik CdLS olgularinda agir mental

retardasyon gozlenirken; hafif fenotiplerde genellikle zeka geriligi hafif veya orta diizeydedir.
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CdLS olgularinin ortalama IQ skoru 53 (30-85) olmakla birlikte, normal zeka diizeyine sahip
nadir olgular da bildirilmistir (84, 85).

Ekstremite anomalileri, CdLS’de siklikla gozlenir. Ust ekstremite anomalileri, alt
ekstremite anomalilerine gore daha siktir. Ust ekstremitelerde rediiksiyon defektleri,
oligodaktili gibi agir tutulum olgularin % 27’sinde gozlenir ve genellikle ekstremite bulgular
olgularin klinik agirligr ile korelasyon gosterir (78). Agir ekstremite tutulumu olmayan
olgularin hemen hemen tamaminda kiigilik eller, proksimal yerlesimli el bagparmaklari, 5. el
parmaklarinda klinodaktili gibi hafif bulgular gozlenir. Radyolojik olarak kisa birinci
metakarpal kemikler, 6zellikle hafif fenotipler icin Onemli bir tanisal ipucu olabilir (86).
Radioulnar sinostoz, olgularda sik gozlenen (% 64) diger bir ekstremite anomalisi olup,
dirseklerde fleksiyon kontraktiirlerine yol acabilir (78).

Alt ekstremite anomalileri, iist ekstremitelere gore daha nadir gozlenir. Bazi olgularda
alt ekstremite rediiksiyon defektleri, iist ekstremite rediiksiyon defektlerine eslik edebilir.
Bununla birlikte kiiciik ayaklar, 2-3. ayak parmaklari arasinda sindaktili stk gézlenir (78).

CdLS’da bircok sistem etkilenebilir, ancak norogelisimsel, kraniyofasiyal
gastrointestinal ve kas-iskelet sistemi en fazla etkilenen sistemlerdir.

Gastrointestinal sistemde, 6zellikle gastrodzofageal reflii olgularin biiyiik bir kisminda
onemli bir problemdir ve tedavi edilmezse Ozofajit, aspirasyon, kimyasal pnomoni ve
solunum sistemi irritabilitesi gibi komplikasyonlara yol acabilir. Pilor stenozu, yaklasik % 4
olguda gozlenir ve yenidogan doneminde inat¢t kusmalarin en sik nedenidir. Diger
gastrointestinal bulgular arasinda malrotasyon (% 2), artmis volvulus riski ve konjenital
diafragma hernisi (% 1) yer alir (87).

Kardiyovaskiiler anomaliler olgularin yaklasik % 25’inde gozlenir. Olgularda
bildirilen kardiyovaskiiler anomaliler siklik sirasina gore; ventrikiiler septal defekt, atriyal
septal defekt, pulmoner stenoz, Fallot tetralojisi, hipoplastik sol kalp sendromu ve bikiispit
aortadir (78, 88, 89).

Olgularin % 80’inde sensdrindral isitme kaybi bildirilmis olup; isitme kaybi, bu
olgularin % 40’inda ileri derecede olabilmektedir (77). Yaklasik olarak olgularin yarisinda
degisen derecelerde pitozis, % 60 olguda miyopi, % 37 sinde ise nistagmus bildirilmistir (90).
CdLS’unda bildirilmis diger g6z anomalileri; glokom, nazolakrimal kanal stenozu,
mikrokornea, astigmatizm, optik atrofi, optik sinir kolobomu, strabismus ve proptozistir (90-

92).
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Kriptorsidizm olgularin % 73 {inde, hipoplastik genitalya % 57 sinde, ozellikle
vezikoiireteral reflii olmak {izere renal anomaliler % 12 sinde bildirilmistir (78). Olgularda
gozlenen diger anomaliler arasinda; genellikle infant donemde kaybolan pes tonda aglama (%
75), kutis marmorata (% 60), hipoplastik meme baglar1 ve umbilikus (% 55) yer alir (87).

CdLS’li olgularin yasam beklentisinde belirgin bir azalma saptanmamaistir.
Ikiyiizdoksanbes olguluk bir seride &liim sebepleri olarak; aspirasyon / reflii ve pnomoniyi
iceren respiratuvar sebepler (% 31), intestinal obstriiksiyon / volvulusu iceren gastrointestinal
sebepler (% 19), konjenital kalp anomalileri ve konjenital diafragma hernisi gibi konjenital
anomaliler (% 15), edinilmis kalp hastaliklar1 (% 3), norolojik sebepler (% 8), kazalar (% 8),
sepsis (% 4), kanser (% 2), renal hastalik (% 1.7) ve diger nedenler (% 9) bildirilmistir (93).

2.3.4.1. Cornelia de Lange Sendromu’nda Molekiiler Etyopatogenez

Tipik CdLS olgularinin yarisindan fazlasinda (~% 60) NIPBL genindeki heterozigot
fonksiyon kaybettirici mutasyonlarin rol oynadigi gosterilmistir (94, 95). Mutasyon
saptanmayan olgularin % 23’iinde ise NIPBL geninde mozaik mutasyonlar bildirilmistir (96,
97). Ayrica CdLS olgularinin yaklasik % 6’sinda otozomal SMC3 ve RAD2I genlerindeki
heterozigot mutasyonlar ile X’e bagli SMCIA ve HDACS genlerdeki hemizigot veya
heterozigot mutasyonlar gosterilmistir (98). NIPBL disindaki genlerde mutasyon saptanan
olgularda klasik CdLS fenotipi ile uyumlu bir ¢ok bulgu olmasina ragmen, bu olgularda major
malformasyonlar gozlenmez ve siklikla biiylimeleri ve/veya yiiz gortiniimleri atipiktir (98).

Bilinen CdLS genlerinin protein {iriinlerinin her biri kohezin kompleksinde yer alirlar
(99, 100). Kohezin kompleksinin en iyi bilinen fonksiyonu, kardes kromatidleri bir arada
tutmasidir. NIPBL, metafaz kromozomlar1 tizerinde multimerik bir halka yapisinin olugsmasina
aracilik eder (101). Bu halka yapisi; SMCIA, SMC3, RAD21 ve STAGI1/2 (SA1/2) den olusur
(Sekil 2-3). Kardes kromatidlerin metafazda birbirinden ayrilmasi, separaz ile RAD21’in
yariklanmas1 sonucu gerceklesir (102). Kohezin kompleksinin bir diger fonksiyonu,
boliinmeyen hiicrelerde transkripsiyonun diizenlenmesidir (103). Interfaz kromatinlerinde
kohezin halkasinin idamesi veya serbest kalmasi, SMC3’iin asetilasyonu veya deasetilasyonu
ile diizenlenir. SMC3; ESCOI veya ESCO?2 (fonksiyon kaybettirici mutasyonlar1 Roberts
sendromu’na neden olur (MIM #268300)) tarafindan asetile olurken, HDACS tarafindan
deasetile olur. SMC3’lin deasetilasyonu, profaz ve anafazda kromatinden ayrisan kohezinin

yenilenmesini kolaylastirir. Bu nedenle HDAC8 fonksiyonunun kaybi, asetile-SMC3’lin
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artisina ve kromatin tizerindeki kohezinin azalmasina neden olarak transkripsiyonda degisime
yol acar (104). Bu nedenle CdLS’ nun bir kohezinopati oldugu sdylenebilir.

NIPBL’nin kohezinden farkli zamanlarda ve DNA’da farkli bolgelere baglandigi
gosterilmistir. Bu baglanma bdlgelerinin 6zellikle aktif genlerin promoter bolgelerinde yer
almasi, NIPBL’nin bir transkripsiyon faktorii olarak rol oynadigini; ayrica NIPBL veya
kohezin inaktivasyonunun bu genlerin transkripsiyonlarin1 farkli oranlarda azaltmasi,
NIPBL’nin transkripsiyon {izerinde kohezinden bagimsiz bir etkisinin de oldugunu
gostermektedir (105). Bu bulgular, NIPBL’nin hem kohezin baglantili hem de kohezinden
bagimsiz olarak 6nemli gelisimsel genlerin transkripsiyonunu etkilemek suretiyle CdLS

fenotipine yol agtigini diisiindiirmektedir (105, 106).

P Sekil 2-3. Kohezin Kompleksi ve fliskili
Proteinler’. Kohezin kompleksi 4 alt
tiniteden olusur: SMC1, SMC3, RAD21 ve
MAU2 SA. Bu alt initeler DNA zincirlerinin
™ etrafin1 saran bir halka yapisi olustururlar.
Diger proteinler kohezinin DNA’ya
baglanmasint ve idamesini diizenlerler.
NIPBL/MAU2 dimeri kohezinin DNA
uzerinde kalmasinmi saglarken,
WAPL/PDS5 ise RAD21-SMC3 iligkini
keserek kohezinin DNA’dan ayrismasint
saglar.

SMCA1 SMC3

NIPBL

SA

1: Julia A. Horsfiled et al., 2012 yayinindan alinmistir.

2.3.5. Roberts Sendromu (OMIM #268300)
[k kez Roberts tarafindan 1919 yilinda birinci derece kuzen evliligi iriinii ii¢ italyan

kardeste tanimlanmig olan Roberts sendromu (RBS), prenatal biiyiime geriligi, kraniyofasiyal
bulgular (mikrosefali, yarik damak/dudak, fasiyal dismorfizm) ve ekstremite anomalileri ile
karakterizedir. Biligsel yetersizlik, olgularin ¢ogunda bildirilmistir. Geg¢miste Roberts
sendromu i¢cin Appelt-Gerken-Lenz sendromu, hipomeli-hipotrikozis-fasiyal hemanjiom
sendromu ve tetrafokomeli-yarik damak sendromu gibi isimler de kullanilmistir. RBS,

otozomal resesif kalittmli nadir bir sendrom olup, sikhigr ile 1ilgili kesin bilgi
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bulunmamaktadir. Bununla birlikte literatiirde farkli etnik kdkenden 150 civarinda olgu
bildirilmistir (107).

Olgularda gozlenen biiyiime geriligi antenatal baslangi¢li olup, oldukca sabit bir
bulgudur. Postnatal biliylime geriligi orta ya da agir olabilir ve ekstremite/kraniyofasiyal
bulgularin agirligi ile korelasyon gosterir (108).

Ekstremite anomalileri, simetrik mezomelik kisalik ve anterior-posterior aks tutulumu
ile karakterizedir. En sik ve en agir tutulan uzun kemikler siklik sirasina gore iist
ekstremitelerde radius, ulna, humerus; alt ekstremitelerde ise fibula, tibia ve femurdur.
Ekstremite anomalilerinin derecesi sefalo-kaudal bir patern gosterir, iist ekstremiteler, alt
ekstremitelere gore daha agir etkilenir (108, 109), hatta sadece iist ekstremite tutulumu
gosteren olgular da bildirilmistir (109-111).

Olgularda gozlenen el anomalileri arasinda brakidaktili ve oligodaktili yer alir. En sik
etkilenen parmak el bagparmaklar1 olup, siklikla agenezi, hipoplazi veya proksimal yerlesimli
bagparmak anomalileri gozlenir. El bagparmaklarindan sonra en sik klinodaktili, hipoplazi
veya agenezi gibi anomaliler ile besinci parmaklar etkilenir. Agir olgularda ellerde sadece ii¢
parmak, daha nadir olarak tek parmak gozlenebilir (108, 109).

Kraniyofasiyal anomaliler, yarik dudak ve/veya yarik damak, premaksiller ¢ikinti,
mikrognati, mikrobrakisefali, midfasiyal kapiller hemanjiyom, malar hipoplazi, asag1 ¢cekik
palpebral fisstirler, hipertelorizm, sig orbitalara bagli ekzoftalmus, korneal bulutlanma,
hipoplazik ala naziler, sivri/gaga burun ve kulak malformasyonlar: ile karakterizedir. Hafif
etkilenmis olgularda yarik damak gozlenmeyebilir veya sadece yliksek damak gozlenebilir.
(108, 109).

Ekstremite anomalilerinin agirlig1 ile kraniyofasiyal anomaliler arasinda korelasyon
mevcuttur. Yani agir ekstremite anomalileri gozlenen olgularin yiiz bulgular1 da daha agir
olmaktadir (108, 109).

Olgularda bildirilen diger anomaliler arasinda ASD, VSD, PDA gibi kalp anomalileri,
polikistik bobrek, at nali bobrek gibi renal anomaliler, biiyiik penis (ekstremite anomalilerine
bagli goreceli biiylik olabilir), kriptorsidizm ve kliteromegali gibi genital anomaliler, glimiis
sarisi/seyrek saglar, kraniyal sinir paralizileri (nadir), moyamoya hastalig1 ve inme (nadir) yer
alir (108, 109).

Normal bilissel ve sosyal gelisim gosteren RBS’li olgular bildirilmekle birlikte,
olgularin ¢ogunda bilissel yetersizlik gozlenir (108, 109, 112).
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Roberts sendromu’nun dogal seyri ile ilgili bilgiler simirhdir. Etkilenmis olgular
arasinda, ayni ailede bile genis klinik varyabilite gosterilmistir. RBS’li bir olgunun prognozu,
mevcut anomalilerin agirhigina baghdir. Agir etkilenmis olgularda antenatal veya yenidogan

doneminde 6liim gozlenebilirken, hafif etkilenmis olgular erigkin caga kadar yasabilmektedir.
2.3.5.1. Roberts Sendromu’nda Tami: Erken Sentromer Ayrismasi

Roberts sendromu’nun tanisi, periferik kandan yapilan sitogenetik analizde ‘‘erken
sentromer ayrigsmast’’ bulgusunun gosterilmesine dayanir (113, 114). Roberts sendromlu
olgularda; standart G-band ya da C-band teknigiyle hazirlanmis sitogenetik preparatlarda,
tanisal deger tasiyan ‘‘erken sentromer ayrigsmasi (premature centromere separation-{PCS])”’
ve ‘‘heterokromatin bolgelerde ayrisma (heterochromatin repulsion-fHR])’’ bulgusu saptanir

(Sekil 2-4).

- :
‘ o \,‘ Sekil 2-4'. Roberts sendromlu bir olgunun metafaz
e kromozomlarinda C-bantlama. Oklar, karakteristik
erken sentromer ayrigmasini gostermektedir.

/ .
o= | 1: 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi, T1ibbi Genetik AD. Lab. arsivinden

2.3.5.2. Roberts Sendromu’nda Molekiiler Etyopatogenez

Roberts sendromu’nun da Cornelia de Lange sendromu gibi bir kohezinopati oldugu
ve kohezin asetiltransferazi kodlayan ESCO2 genideki homozigot mutasyonlarin Roberts

sendromu ile iliskili oldugu gosterilmistir (115).
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Kohezin kompleksini olusturan proteinlerden SMC3’lin asetilasyonu, kohezinin
yapiskan formunu olusturur ve boylece kardes kromatidlerin G2’den M fazina kadar bir arada
tutulmasi saglanir (116). Bu nedenle insanda SMC3’iin asetilasyonunu saglayan ESCOI1 ve
ESCO2 koasetil transferazlar (CoAT), kardes kromatidlerin bir arada tutulmasi i¢in gereklidir.
Bununla birlikte, Roberts sendromlu hastalarda 6zellikle heterokromatin bolgelerde ve kardes
kromatidlerin sentromer bdlgelerinde ayrisma gozlenmesi, ESCO2 CoAT’nin o6zellikle
heterokromatin bolgelerin kohezyonunda rol oynadigini gostermektedir (115).

Kromatid kohezyonundaki defekt mitotik igcik kontrol noktasinin aktivasyonuna ve
hiicre bliylimesinin durmasina yol agar (117). RBS olgularinda gézlenen kohezyon defekti, bu
kontrol noktasini aktive ederek, mitotik duraksamaya ve hiicre ¢ogalmasinin azalmasina yol
acmaktadir. Bu nedenle; erken embriyogenez agsamasinda progenitdr hiicrelerin kaybinin,
RBS olgularinda etkilenen yapilarin gelisimi icin yeterince hiicrenin olmamasi ve sendrom

dahilinde gozlenen anomalilerin ortaya ¢ikmasina neden oldugu diisiintilmektedir (115).

2.3.6. SALL4 iliskili Fenotipler (OMIM #607323)

SALLA iligkili fenotipler; Duane-Radiyal Isin sendromu (DRRS, Okihiro sendromu),
acro-renal-okiiler sendrom (AROS) ve SALL4 iliskili Holt-Oram sendromunu igerir ve
otozomal dominant olarak kalitilirlar (118).

DRRS (Duane-Radial Ray Syndrome), unilateral veya bilateral Duane anomalisi’ne
eslik eden radiyal 151n malformasyonlar ile karakterizedir. Bu olgularda gozlenen radiyal 151n
malformasyonlar1 arasinda tenar hipoplazi, el basparmaklarinin aplazisi/hipoplazisi, radius
hipoplazisi/aplazisi, 6n kollarda kisalik ve radiyal deviasyon, trifalangeal basparmaklar ve
preaksiyel polidaktili yer alir. Bu sendrom dahilinde gozlenen Duane anomalisi, gozlerde
bilateral veya unilateral abduksiyon kisithiligina diger gozde (adduksiyondaki gézde) eslik
eden glob retraksiyonu ve palpebral fissiirde daralma ile karakterizedir. Duane anomalisinde
postmortem olarak nervus abdusens cekirdek ve sinirinin olmadig1 ve lateral rektus kasinin,
okiilomotor sinir dallar1 tarafindan kismi olarak inerve edildigi gosterilmistir (119).

AROS (Acro Renal Ocular Syndrome), radiyal 1sin malformasyonlarina eslik eden
renal ve okiiler anomaliler ile karakterizedir. Bu olgularda g6zlenen renal anomaliler arasinda
hafif malrotasyon, at nali bdbrek, renal hipoplazi, ektopik bobrek, vezikoiireteral reflii ve
mesane divertikiilii yer alir. Okiiler kolobom ve Duane anomalisi ise bu olgularda gbzlenen
gz anomalileridir. AROS terimi ilk kez 1984 yilinda basparmak anomalileri, renal

malformasyonlar, okiiler kolobom, pitozis ve Duane anomalisi bulgular1 ile 3 kusakta
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etkilenmis 7 olguda otozomal dominant kalittmli bir antiteyi tanimlamak i¢in Halal ve
arkadaslar tarafindan kullanilmistir (120).

Renal anomalilerin, DRRS’de de bildirildigi ve bir ¢ok klinik bulgunun DRRS ve
AROS’da ortak oldugu g6z oniinde bulunduruldugunda, aslinda DRRS ve AROS’un ayni
sendrom oldugu soylenebilir. Nitekim, DRRS ve AROS tanili olgularda, molekiiler diizeyde
SALL4 mutasyonlarinin lokalizasyonu agisindan belirgin bir farklilik gézlenmemis olup, bu
iki antitenin molekiiler diizeyde de oOrtiistiigii gosterilmistir (118).

IVIC sendromu (Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas), ilk kez 1980
yilinda Kanarya adalari’ndan Venezuela’ya go¢ etmis bir ailede 4 kusak boyunca etkilenmis
ve yasayan 17 olguda tanimlanmistir (121). Etkilenmis olgularda degisen agirliklarda radiyal
1s1n defektleri, ekstraokiiler kaslarin tutulumuna bagh sasilik, mikst tipte isitme kayb1 ve 50
yasindan Once ortaya ¢ikan hafif trombositopeni ve 16kositoz bulgulari; ayrica bazi olgularda,
ek olarak renal malrotasyon ve imperfore aniis bulgulart bildirilmistir. Daha sonra ii¢ farkl
ailede daha otozomal dominant kalitimla uyumlu benzer fenotipte olgular bildirilmistir (122-
124). 2007 yilinda; Arias ve ark. (1980) tarafindan bildirilen Venezuellal ailede, SALL4
geninde cer¢ceve kaymasina yol agan heterozigot bir mutasyon (c.2607delA, p.Q869fsX44)
saptanmis ve IVIC sendromunun SALL4 iliskili fenotipler arasinda yer aldigi gosterilmistir
(125). IVIC sendromu, 50 yasindan Once ortaya c¢ikan hafif trombositopeni ve lokositoz
bulgular1 disinda DRRS ile ortak klinik bulgular gosterir. Bu nedenle IVIC sendromu ile
DRRS’in ayni1 klinik antite mi, yoksa allelik sendromlar m1 oldugu konusu; IVIC sendromlu
olgu sayisinin ¢ok az olmasi nedeniyle heniiz netlesmemistir.

Holt-Oram sendromu klinik tanist alan ve TBX5 geninde mutasyon saptanmayan bazi
olgularda SALL4 geninde mutasyon saptanmis olsa da; aslinda olgular tekrar
degerlendirildiginde ¢ogunun ek olarak Duane anomalisi veya renal anomaliler gosterdigi ve
DRRS ile uyumlu bir fenotiplerinin oldugu saptanmistir (34, 118). Bu nedenle Holt-Oram

sendromu’nun SALL4 iliskili fenotipler arasindaki yeri siiphelidir.

2.3.6.1. DRRS’de Molekiiler Etyopatogenez

DRRS, SALL gen ailesinden SALL4 genindeki heterozigot mutasyonlarda iliskili olup,
otozomal dominant kalitim o6zelligi gosterir. SALL gen ailesinin dort tiyesi olup (SALLI,
SALL2, SALL3 ve SALL4) bunlardan SALLI geni Townes-Brocks (OMIM #107480)
sendromu ile iligkilidir. SALL2 geninin otozomal resesif okiiler kolobom (OMIM #216820) ile
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iliskili olabilecegi bir ailede gosterilmis olmakla birlikte, SALL2 ve SALL3 genleri ile iligkili
kesin bir klinik fenotip heniiz tanimlanmamustir.

2002 yilinda Kohlhase ve ark., SALLI geni ile iligkili Townes-Brocks sendromunun
DRRS ile ortak bazi klinik bulgular (Duane anomalisi, anal stenoz, sagirlik ve dis kulak
anomalileri) gostermesi ve SALL4 bolgesini iceren (20ql13.2) kromozomal delesyonlu
olgularda ekstremite anomalilerinin bildirilmis olmast nedeniyle, SALL4 geninin DRRS ic¢in
aday gen olabilecegini one siirmiis ve DRRS tanili 8 ailenin 5’inde SALL4 geninde mutasyon
gostermistir (126).

SALL4, 4 ekzondan olusan bir transkripsiyon faktoriidiir. Farelerde yapilan
caligmalarda; Sall4’iin erken embriyonik hiicrelerde ifade edildigi, Oct4 ve Sox2’nin
transkripsiyonlarini diizenlemek suretiyle embriyonik kdk hiicrelerin kendilerini yenileme ve
pluripotent 6zelliklerinin devamini sagladigi gosterilmistir (127, 128).

Embriyonik kok hiicrelerin kendilerine 6zgii iki 6nemli ozellikleri; kendi kendini
yenileme ve pluripotensidir (viicuttaki tiim hiicre tiplerine farklilasabilme potansiyeli). Oct-
3/4 ve Sox2 gibi bir grup transkripsiyon faktorii, embriyonik kok hiicrelerin bu 6zelliklerini
devam ettirebilmesi i¢in anahtar bir rol iistlenirler. In vitro ¢alismalarda; Oct-3/4 ve Sox2’nin
farklilasmamis embriyonik kok hiicrelerde ifade edildigi ve bu genlerin baskilanmasi ile
embriyonik kok hiicrelerde farklilagmanin basladigi; Sall4’iin ise, Oct4 ve Sox2 ifadesini
diizenledigi gosterilmistir (127). Bu da DRRS’de gozlenen anomalilerin, erken embriyonik
asamada embriyonik kok hiicrelerdeki farklilasma bozukluklarindan kaynaklanabilecegini

diisiindiirmektedir.

2.3.7. Townes-Brocks Sendromu (OMIM #107480)

Townes-Brocks sendromu (TBS), imperfore aniis, siklikla isitme kaybinin eslik ettigi
displastik kulaklar ve anormal el bagparmaklar: triadi ile karakterize otozomal dominant
kalittml1 bir sendromdur. Ik kez 1972 yilinda Townes ve Brocks tarafindan, etkilenmis bir
baba ve 5 cocugunda (3 erkek, 2 disi) imperfore aniis, trifalangeal bagparmaklar ve diger el-
ayak anomalileri, hafif sensOrindral isitme kaybi1 ve displastik kulak bulgularn ile
tanimlanmustir (129). Kesin siklig1 bilinmemekle birlikte Martinez-Frias ve arkadaglari (1999)
Ispanya’da yaptiklar1 bir epidemiyolojik calismada sikligini yaklasik 1:250,000 olarak
saptamiglardir (130).

TBS olgularinda gozlenen el basparmak anomalileri trifalangeal bagparmaklar,

basparmak duplikasyonu (preaksiyel polidaktili) ve nadiren de hipoplastik basparmaklardir.
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Tipik kulak yapisi ise katlantili superior heliksler seklindedir (sarkik kulakli) ve preaurikiiler
deri uzantisi eslik edebilir.

Yakinda zamanda bildirilen klinik ve molekiiler tanili 29 ve 32 olgudan olusan toplam
61 olguluk iki seri birlikte degerlendirildiginde; anal anomaliler olgularin % 84 iinde, el
anomalileri % 89 unda, kulak anomalileri % 87 sinde ve bu ii¢ karakteristik bulgunun
birlikteligi ise % 67 sinde saptanmistir (131, 132). Karakteristik bulgulardan sadece ikisini
gosteren olgularda, siklikla TBS sendromu’nda gozlenen renal anomaliler, isitme kaybi, kalp
anomalileri gibi diger ek anomaliler saptanir.

TBS’de karakteristik ii¢ bulgunun (imperfore aniis, basparmak anomalileri ve
displastik kulaklar) disinda gozlenen ek anomaliler sdyle siralanabilir (131-133):

G0z bulgulart: Mikroftalmi (nadir), iris kolobomu, lamellar katarakt, vizyon kaybinin
eslik ettigi koriyoretinal kolobom.

Bobrek anomalileri (% 54): Renal agenezi, renal hipoplazi, polikistik bobrekler,
yapisal anomalilerin eslik ettigi veya etmedigi renal fonksiyon bozuklugu (% 42). Olgularin
yaklagik % 20’sinde son donem bobrek yetmezligini de igine alan bobrek yetmezligi tablosu
gozlenebilir.

Isitme kayb1 (% 65): Konjenital sensdrindral ve/veya iletim tipi isitme kayb1 hafiften
agira kadar degisen derecelerde olabilir. Hafif isitme kayiplar1 yasla birlikte ilerleyici olabilir.

Kalp anomalileri: p.Arg276* mutasyonunu tasiyan TBS olgularinin % 50’°sinde
konjenital kalp anomalileri gézlenirken, diger mutasyonlar tasiyan olgularda bu oran % 12-
25 e azalmaktadir. Olgularda saptanan kalp anomalileri arasinda atriyal septal defekt,
ventrikiiler septal defekt, Fallot tetralojisi, letal trunkus arteriozus, pulmoner kapak atrezisi ve
persistan duktus arteriozus yer alir.

Gastrointestinal anomaliler: Anal stenoz, kronik konstipasyon ve gastrodozofageal reflii
bildirilmistir (134).

Genitoiiriner anomaliler (% 36): Hipospadiyas, vajinal atrezi, bifid uterus, bifid
skrotum, kriptorsidizm olgularda bildirilen genitotiriner anomaliler arasinda yer almaktadir.

Alt ekstremite anomalileri (% 52): Yumru ayak, iist liste binmis ayak parmaklar (II ve
IV, lII’iin Gstlinde), sindaktili, III. parmak yoklugudur.

Diger anomaliler: Hemifasiyal mikrozomi (135), mikrosefali, mental retardasyon
(~%10), kraniyal sinir paralizileri (VI, VII), Duane anomalisi (nadir), korpus kallozumun

dorsal hipoplazisi (nadir), kot ve vertebral anomaliler (% 9), konjenital hipotiroidizm (nadir).
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TBS’in penetrans1t tamdir, ancak ayni ailede dahi genis ekspresivite degiskenligi
gosterir. Bu nedenle TBS tanis1 alan bir olgunun ebeveynleri, gdzden kagabilecek hafif

bulgular a¢isindan dikkatle degerlendirilmelidir.
2.3.7.1. Townes-Brocks Sendromu’nda Molekiiler Etyopatogenez

Otozomal dominant kalitimli TBS, SALLI genindeki heterozigot mutasyonlarla
iliskilidir.

Insan SALLI geninin, Meyve sinegindeki homologu, spalt tarafindan kodlanan Sal
proteinine benzer bir C2H2 ¢inko parmak proteinini kodlamaktadir. Bu protein, dort tane c¢ift
¢inko parmak domaini igerir ve bu domainler tiim protein boyunca yayilmistir. Ayrica iki tane
tek cinko parmak domaini igerir. Bunlardan bir tanesi N-terminal ucunda yer alan C2HC
domaini ve digeri ise ikinci ¢ift ¢inko parmak domainine tutunmus olan C2H2 parmagidir
(Sekil 2-5). SALLI’in yogun bir sekilde hiicre ¢ekirdeginde bulundugu, heterokromatik
bolgelere baglandig1 ve biri N-terminal ugta, digeri ise merkezi kisminda yer alan iki tane
baskilayici bolgesinin oldugu gosterilmistir. Merkezde bulunan baskilayici bdlge, proteinin

heterokromatin lokalizasyonu icin gereklidir ve olduk¢a dnemlidir (136).

Sekil 2-5. SALL] proteininin {i¢

boyutlu goriintiisii
(http://swissmodel.expasy.org/repository
[smr.php ?sptr_ac=Q9INSC2&csm=41A
FA9IADEBEEFSC internet adresinden
alinmustir.)



http://swissmodel.expasy.org/repository/smr.php?sptr_ac=Q9NSC2&csm=41AFA91ADEBEEF8C
http://swissmodel.expasy.org/repository/smr.php?sptr_ac=Q9NSC2&csm=41AFA91ADEBEEF8C
http://swissmodel.expasy.org/repository/smr.php?sptr_ac=Q9NSC2&csm=41AFA91ADEBEEF8C
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TBS’ye yol agan mutasyonlarin biiyiik cogunlugu SALLI geninin 5’ ucunda yer alan
birinci ¢ift ¢inko parmak domainini kodlayan bolgede meydana gelir ve mutasyonlarin hemen
tamami1 prematiir stop kodon mutasyonlaridir (136). Bu da TBS etyopatogenezinde SALLI
haployetersizliginin rol oynadigini diistindirmektedir. Ancak farelerde ve tavuklarda yapilan
caligmalarda mutant proteinin ¢ekirdek ve sitoplazmada bulundugu ve diger Sall proteinleri
ile etkilesime girerek onlar1 c¢ekirdekten sitoplazmaya tasidigi ve daha zararli hale geldigi
gosterilmistir (137, 138). Ayrica SALLI geninin 3’ bdlgesinde yer alan mutasyonlarin, 5’
bolgesindekilere gore daha hafif bir fenotipe neden oldugu gosterilmistir (132, 139). Bu
olgularda SALLI’in 6zellikle heterokromatin lokalizasyon bolgesi olmak iizere, iki baskilayici
bolgesinin korunmasi nedeniyle proteinin kismi olarak fonksiyon gosterdigi ve bu nedenle
fenotipin daha hafif oldugu diigiiniilmektedir. Bu bilgiler 1s181inda; TBS patogenezinde kritik
noktanin, fonksiyonel SALLI proteininin heterokromatin baglanma bdlgesindeki dozajinin
oldugu diisliniilmektedir (136). Bir allelin tam delesyonu, heterokromatin baglanma
odaklarindaki SALLI dozajinin % 50 azalmasina neden olurken; her iki baskilayict bolgenin
kaybina neden olan 5’ bolge mutasyonlarinda ise mutant proteinin normal proteine de bir
miktar baglanmak suretiyle onu sitoplazmaya tasidigi ve heterokromatin odaklardaki
fonksiyonel SALLI dozajinin % 50’den daha fazla azaldig: diistintilmektedir.

Tavuklarda, ekstremitelerde csall (SALLI’in tavuklardaki ortologu) ifadesinin ektopik
Shh tarafindan aktive edildigi gosterilmistir. Bununla birlikte bu aktivasyonun apikal
ektodermal kabartidan gelen Fgf4/8, Wnt3a ve Wnt7a sinyallerini gerektirdigi saptanmistir
(140). Zebra baliklarinda ise SALLI homologu olan sallla’nin tbx5 tarafindan diizenlendigi
ve posterior pektoral kanat tomurcugunda fgfl0 ve fgfr2 ifadesi i¢in gerekli oldugu
gosterilmistir (141). Farelerde ise Salll’in perisentrometrik heterokromatin bolgelere lokalize
olarak Wnt sinyal yolagini uyardig1 gosterilmistir (142). Tiim bu bilgiler, TBS’de go6zlenen
anomalilerin, erken embriyogenezde SALLI’in bu yolaklarla olan iliskisinin bozulmasindan

kaynaklandigini diisiindiirmektedir.

2.3.8. RECQLA iliskili Fenotipler
2.3.8.1. Baller-Gerold Sendromu (OMIM #218600)

Baller-Gerold sendromu (BGS), kraniyosinostoz ve radiyal 1sin defektleri ile seyreden
otozomal resesif kalitimli nadir bir sendromdur. Siklig1 bilinmemekle birlikte, prevalansinin

1:1,000,000 civarinda oldugu tahmin edilmektedir (143). Ilk olgularin 1950 yilinda Baller ve



35

1959 wyilinda Gerold tarafindan tanimlanmasindan sonra literatiirde 30 civarinda olgu
bildirilmistir.

BGS’nin kardinal bulgularindan biri kraniyosinostozdur (144). Bu olgularda
kraniyosinostoz genellikle koronal kraniyosinostoz seklindedir ve buna bagh olarak
brakisefali, proptozis ve ¢ikik alin gibi sekonder bulgular gozlenir. Kraniyosinostozun kesin
tanisi, direkt kafa grafisi veya tercihen kraniyal {i¢ boyutlu bilgisayarli tomografi ile konabilir.

BGS’nin diger kardinal bulgusu radiyal 1simn defektleridir. Radiyal defektler;
basparmak aplazisi/hipoplazisi veya radiyal aplazi/hipoplazi seklinde ve asimetrik olabilir.
Ayrica oligodaktili, patella aplazi/hipoplazisi de bu olgularda bildirilmis ekstremite
anomalileri arasinda yer alir (145).

Brakisefali, s1g orbitalar, ¢ikik alin ve genis fontaneller gibi koronal sinostoza ikincil
bulgular her zaman dogumda mevcuttur. Ayrica BGS olgularinda eslik edebilecek
kraniyofasiyal bulgular arasinda semer burun, hipoplazik burun, ince vermilion kenarl kiigiik
agiz ve yliksek damak yer alir.

Biiyiime geriligi BGS olgularinda olduk¢a sabit bir bulgudur. Ozellikle gocukluk
doneminde biiyiime geriligi belirgin hale gelir ve olgularin boy ve kilolar1 genellikle -4
SD’nin altindadir. Bununla birlikte zeka genellikle normaldir (146).

RECQL4 iliskili fenotiplerden 0&zellikle Rothmund-Thompson sendromu igin
karakteristik bir bulgu olan poikiloderma tarzinda cilt lezyonlart BGS’de de gozlenebilir.
BGS olgularinda, dogumdan birkag¢ ay sonra cilt bulgular1 ortaya ¢ikar. Cilt bulgularinin
ortaya ¢cikmasindan once ekstremitelerde sisme meydana gelir. Ardindan kollarda, 6n kollarda
ve bacaklarda 0Ozgiin benekli tarzda hipopigmentasyon alanlar1 (poikiloderma) belirmeye
baslar. Yiiz bolgesinde vezikiiller olusabilir ve sonra bu vezikiiller kalgalara ve ekstremitelere
yayilabilir. Yillar sonra ciltte retikiiler tarzda hipo-/hiperpigmentasyon alanlari, punktat atrofi
ve telenjiektaziler ortaya ¢ikar.

Diger RECQLA4 iliskili fenotipler gibi BGS’de de kanser riski artmistir (147, 148).
Osteosarkom, lenfoma ve cilt kanserleri 6zellikle ikinci ve tiglincii dekatlarda ortaya ¢ikabilir.

Kraniyosinostozu bilateral olan olgularda genellikle 6 aydan Once cerrahi
onerilmektedir. Ayrica bagparmagi olmayan veya ileri derecede hipoplazik olan olgular,
pollisizasyondan fayda gorebilirler.

Ozellikle RECQL4 geninde mutasyon saptanan BGS’li olgular; osteosarkom riski

nedeniyle kemik agrisi, kemiklerde sislik, patolojik kiriklar gibi kemik tiimor belirti ve
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bulgular1 agisindan ve ayrica lenfoma riski nedeniyle lenfadenopatiler agisindan

izlenmelidirler (146).
2.3.8.2. Rothmund-Thomson Sendromu (OMIM #268400)

Rothmund-Thompson sendromu (RTS) infant donemde baslayan poikilodermaya eslik
eden; kisa boy, seyrek saglar, seyrek kirpikler ve/veya kaslar; juvenil katarakt, iskelet
anomalileri, radiyal 1s1n defektleri, erken yaglanma ve artmis osteosarkom riski ile karakterize
nadir otozomal resesif bir genodermatozistir (149). Ik kez 1868 yilinda Auguste Rothmund
tarafindan ilk olgunun tanimlanmasindan beri, literatiirde 400 civarinda olgu bildirilmistir.
RTS’nin prevalansi bilinmemektedir (150).

Tipik olgularda poikiloderma infant donemde baslar. Genellikle 3-6 ay arasinda
yanaklarda eritem seklinde ortaya cikan lezyonlar (akut faz), ekstremitelerin ekstansor
yiizeylerine dogru yayilir. Govde ve karin bolgesinde genellikle tutulum olmazken, kalgalara
yayilim gozlenebilir. Aylar veya yillar siiren bir siire¢ sonucunda lezyonlar retikiiler hiper-
/hipopigmentasyon alanlari, noktasal atrofi alanlar1 ve telenjiektazik lezyonlardan olusan
kronik faza gegerler ve bu fazdaki lezyonlar poikiloderma adin1 alir (Sekil 2-6). Poikiloderma
seklindeki lezyonlar hayat boyu devam eder (151). Poikiloderma, RTS i¢in tanisal bir
bulgudur. Olgularin % 89’unda ilk 2 yasta poikiloderma ortaya c¢ikar (149). Olgularin

1/3’linde hiperkeratotik lezyonlar da gozlenebilir.

Sekil 2-6". Tipik bir RTS olgusu. A)
poikiloderma ve alopesi (21 yas
erkek). B) Ayni olguda bagparmak
agenezisi.

1: Lidia Larizza, Gaia Roversi &
Ludovica Volpi, 2010 yaymindan
degistirilerek alinmistir.
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Bir¢ok olguda dis anomalileri de gozlenir. Rudimenter hipoplazik disler, mikrodonti,
gecikmis dis siirme, fazla ya da eksik dis, artmis dis ¢iiriikleri RTS olgularinda bildirilmis dis
anomalileri arasinda yer alir (152, 153).

Genellikle zamaninda dogan RTS olgularinda SGA dogum sik gbzlenir ve yasam boyu
olgularin boy ve kilolar1 5. persantilin altinda seyreder.

RTS olgularinin % 75’inde en az bir major iskelet anomalisi gozlenir (154). Yaygin
iskelet bulgular1 arasinda anormal metafizyel trabekiilasyon, brakimezofalangi, el
basparmaklarinda aplazi/hipoplazi, osteopeni, radius basi ¢ikigi, radiyal aplazi/hipoplazi ve
patellar ossifikasyon defektleri yer alir.

Kronik kusma veya diare gibi gastrointestinal problemler, RTS olgularinda % 17
oraninda gozlenebilir (155). Baz1 olgularda nazogastrik tiip, gastrostomi/jejunostomi tiipii gibi
yardimc1 beslenme teknikleri gerekse de genellikle olgulardaki beslenme problemleri erken
cocukluk doneminde spontan diizelme egilimindedir.

Juvenil katarakt bazi serilerde % 50 oraninda bildirilmis olup, baslangic yas1 genellikle
3-7 yas arasidir. Bununla birlikte birka¢ aylikken katarakt saptanan olgularin yani sira, eriskin
yasta katarakt tanis1 alan olgular da bildirilmistir (151). Baz1 serilerde ise katarakt oran1 % 5-
10 civarinda bildirilmistir (155). RTS olgularinda katarakt, total korliige ilerleyebilir (149).

RTS olgularinda total kanser prevalansit bilinmemektedir. Bununla birlikte, bu
olgularda en sik bildirilen kanser osteosarkom olup, siklig1 % 30 olarak bildirilmistir (155).
Bu olgularda osteosarkom ortalama tan1 yasi 11 yas olup, genel populasyona gore biraz daha
erken bir yasta ortaya ¢ikmaktadir.

RTS olgularinda ayrica skuamoz hiicreli kanser, bazal hiicreli kanser ve malign
melanomu igeren deri kanserleri i¢in de risk artis1 s6z konusudur (156, 157). RTS olgularinda
deri kanseri prevalansit % 5 civarindadir. Deri kanseri her yasta ortaya ¢ikabilir. Epitelial
tiimdrlerin RTS olgularinda ortalama ortaya ¢ikis yas1 34.4 olarak bildirilmistir (157).

1999 yilinda RTS’nin RECQL4 genindeki homozigot veya birlesik heterozigot
mutasyonlarla iliskisi gosterildikten (158) sonra, klinik ve molekiiler bulgular 1s18inda
RTS’nin iki tipi tanimlanmistir; poikiloderma, ektodermal displazi ve juvenil kataraktin
gozlendigi, ancak RECQL4 mutasyonunun olmadigi form Tip I RTS ve poikiloderma,
konjenital iskelet anomalileri ve RECQL4 genideki mutasyonlara bagli artmis osteosarkom
riskinin oldugu form tip I RTS (159).

RTS olgularimin ¢ogunda zeka normaldir. % 5-10 olguda mental retardasyon

gozlenebilir. Malignitelerin yoklugunda yasam beklentisi normaldir.
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2.3.8.3. RAPADILINO Sendromu (OMIM #266280)

RAPADILINO sendromu, ismini bu sendromda gozlenen bulgularin olusturdugu
akronimden alir; RA (RAdiyal 1s1n defektleri), PA (PAtella hipoplazi/aplazisi, yiiksek veya
yarik damak (PAlate)), DI (Dlare ve eklemlerde DIslokasyon), LI (biiytime geriligi (Llttle
size), ekstremite anomalileri (LImb malformations)) ve NO (uzun silindir seklinde burun
(NOse) ve NOrmal zeka).

RAPADILINO sendromu, otozomal resesif kalitilan, siklig1 bilinmeyen ¢ok nadir bir
hastaliktir. Olgularin ¢ogu Finlandiya’dan bildirilmis olup, tanimlanan 15 Finlandiyali olguda
RECQL4 geninde ayni mutasyon (c.1390+2delT/p.Alad420_ Ala463del) gosterilmistir
(founder effect). Daha sonra farkli mutasyon tasiyan birka¢ olgu daha bildirilmisse de
RAPADILINO sendromu genetik olarak olduk¢a homojendir (160).

RAPADILINO sendromu, klinik olarak RTS olgularina benzer bulgular gosterir.
Radiyal 151 defektleri, biiylime geriligi, artmis osteosarkom riski her iki sendromda da
gozlenen ortak bulgulardir. Bununla birlikte poikiloderma RTS olgularinin tamaminda
gozlenen tanisal bir bulgu iken, RAPADILINO sendromunda bugiine dek bildirilmemistir
(Tablo 2-4). Bu nedenle poikiloderma, RAPADILINO sendromu ile RTS sendromunu
birbirinden ayiran 6nemli bir bulgudur. Ayrica alopesi, RTS’de gozlenen seyrek kas ve
kirpikler, dis anomalileri, RAPADILINO sendromu’nda gézlenmemektedir.

RTS’de oldugu gibi RAPADILINO sendromunda da kanser riski artmistir (160). Bu

olgularda riski artan kanser tiirleri osteosarkom ve lenfomadir.

Tablo 2-4. RECQLA Tliskili Fenotiplerin Klinik Karsilastirmas: (147)

Klinik Bulgu BGS RTS RAPADILINO
Kisa boy Hemen her olguda % 66 % 93
Koronal ve/veya lambdoid Kardinal bulgu - -
kraniyosinostoz
Anal anomali Anterior ektopik olabilir -
Malforme kulaklar Geriye doniik kulaklar - -
Poikiloderma nadir Kardinal -
bulgu

Seyrek sa¢lar - % 50 -
Seyrek kaslar / kirpikler - % 75 -
Katarakt - % 50-60 -
Diare/beslenme sorunlari - % 17 % 90
Normal zeka % 50 % 95 % 85
Patellar hipoplazi/aplazi - nadir Kardinal bulgu
Radiyal 151n defektleri Bilateral, genellikle % 25 % 100

simetrik
Osteosarkom / kanser - % 30 Artmig risk
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2.3.8.4. RECQLA4 1liskili Fenotiplerde Molekiiler Etyopatogenez

RTS’nin bir ATP bagimli DNA helikazi kodlayan RECQL4 genindeki homozigot veya
birlesik heterozigot mutasyonlarla iliskisi gosterildikten sonra; klinik olarak RTS ile ortak
bulgular gosteren RAPADILINO sendromu ve BGS’nin de aym1 gendeki homozigot veya
birlesik heterozigot mutasyonlarla iligkili olduklar1 gosterilmistir (158, 161, 162).

RECQLA4 geni, 8q24.3’te lokalize 21 ekzon icerir ve 1208 aminoasitten olusan 133-
kDA’luk ATP bagimli DNA helikaz Q4 proteinini kodlar. Bu protein, E.Coli RecQ helikaz1
ile homolog olan korunmus bir DNA helikaz domaini igerir (149). Insanda en az 5 gesit
RECQ helikaz tanimlanmistir ve bunlar DNA replikasyonu, DNA tamiri ve rekombinasyonu
gibi 6nemli siireglerde rol almaktadirlar (163, 164). Bu helikaz genlerinden RECQL2 (BLM),
RECQL3 (WRN) ve RECQL4 genlerindeki mutasyonlarin, insanlarda sirasiyla Bloom
sendromu (OMIM  #210900), Werner sendromu (OMIM  #277700) ve
RTS/BGS/RAPADILINO sendromuna yol agti1 gosterilmistir. Bu ii¢ sendrom da genomik
instabilite ve kansere yatkinlik gibi ortak 6zellikler gosterirler. Diger RECQ helikazlardan
olan RECQLI ve RECQL5’in ise heniiz bir klinik fenotiple iligkisi gosterilmemistir.

RECQL4tin DNA bagimli ATPaz aktivitesi olup, tek zincirli DNA’ya baglanarak,
DNA zincirlerinin yeniden birlesmesini sagladig1 gosterilmistir. Bununla birlikte, diger RECQ
helikaz ailesi {lyelerinden farkli olarak RECQL4’ln belirgin bir helikaz aktivitesi
gosterilememistir (165). RECQL4’lin hiicre siklusunun S fazinda yogun bir sekilde ifade
edilmesi, onun DNA replikasyonunda da rol aldigimi gostermektedir (166). Ayrica
RECQL4’lin hiicre cekirdeginde DNA cift zincir kiriklarinin homolog rekombinasyonunda
gorev yapan RADS5] ile birlikte odaklanmasi, RECQL4’iin DNA ¢ift zincir kiriklarmin
tamirinde de rol aldigin1 diislindiirmektedir (149). RTS olgularinda, fibroblastlarin iyonize
radyasyona karst artmis hassasiyeti de bunun bir gostergesidir. Bir bagka calismada,
RECQL4’tin oksidatif stres karsisinda hiicre c¢ekirdeginde yogunlastigi gosterilmistir (167).
Bu da onun oksidatif strese karsi hiicreyi koruyucu bir 6zelliginin de bulundugunu
gostermekte ve RTS olgularinda erken yaslanma ve artmis kanser riski gibi bulgular
acgiklamaktadir (168).

Tiim bu bilgiler 15181nda, RECQL4 mutasyonlarinda DNA sentez bozuklugunun, hiicre
cekirdeginin iyonize radyasyon ve serbest oksijen radikallerine kars1 artmis hassasiyetinin ve
DNA tamir bozuklugunun genomik kararsizliga yol agtig1 sdylenebilir (149). RECQLA4 iliskili

fenotiplerde bircok bulgunun gozlendigi gelismekte olan kemik dokusu ve deri gibi
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proliferasyonun yogun oldugu bazi dokularda, RECQL4’{in bu fonksiyonlarinin daha énemli

olabilecegi vurgulanmistir (168).
2.3.9. Nager sendromu (Akrofasiyal Dizostoz, Nager Tip; OMIM #154400)

Akrofasiyal dizostozlar (AFD), kraniyofasiyal bulgular ve ekstremite anomalileri ile
karakterizedir. Bu olgularda gozlenen kraniyofasiyal anomaliler, asagi ¢ekik palpebral
fissiirler, alt goz kapagi kolobomlari, midfasiyal hipoplazi, mikrognatidir ve noéral krest
hiicrelerinin faringeal arkuslara gociindeki defektle iliskilidir. AFD grubu, ekstremite
anomalilerine gore preaksiyel, postaksiyel ve diger olmak tizere klinik olarak ii¢ gruba ayrilir.
Preaksiyel AFD icinde en sik gozlenen ve en iyi bilinen tip Nager sendromu, postaksiyel AFD
icinde ise Miller sendromudur (169).

Nager sendromu ilk kez 1948 yilinda Nager ve DeReynier tarafindan tanimlanmastir.
Nadir bir sendrom olup, insidans1 3:1,000,000 olarak tahmin edilmektedir ve literatiirde 100
civarinda olgu bildirilmistir. Fasiyal dismorfizm ve preaksiyel ekstremite anomalileri ile
karakterizedir. Tipik kraniyofasiyal bulgular1 arasinda asagi ¢ekik palpebral fissiirler, malar
hipoplazi, mikrognati, iletim tipi isitme kaybina yol agabilen dis kulak anomalileri ve yarik
damak yer alir (169).

Olgularda gozlenen preaksiyel ekstremite anomalileri oldukca degisken agirliklarda
olabilir ve siklikla asimetriktir. El basparmaklarinda hipoplazi, aplazi, duplike bagparmak
veya simfalanjizm gibi anomaliler gozlenebilir. Radiyal hipoplazi veya a/hipoplazi, siklikla
proksimal radioulnar sinostoz ile birlikte gozlenir. Alt ekstremite anomalileri nadirdir ve
genellikle talipes ekinovarus, hipoplastik ayak parmaklari ve ayak parmak c¢izgilerinin
olmamasi gibi hafif bulgular seklindedir (169).

Nager sendromu’nda i¢ organ anomalileri nadir olarak gozlenir. Vezikoiireteral reflii,
renal agenezis, uireter duplikasyonu gibi genitoiiriner anomaliler; VSD, Fallot tetralojisi gibi
kardiyovaskiiler anomaliler; Hirschsprung hastaligi gibi gastrointestinal anomaliler nadir
olgularda bildirilmistir (170). Norolojik ve psikososyal gelisim genellikle normaldir, ancak
hafif psikomotor geriligi olan olgular da bildirilmistir. Bu olgulardaki hafif psikososyal
gelisme geriligine, sendrom dahilinde sik gdzlenen isitme kaybiin da katkisinin oldugu
diistiniilmektedir (170).

Mutasyon saptanan 26 olguluk bir seride (171), anormal el bagparmaklar1 22 olgunun
tamaminda (% 100), mikrognati 24 olgunun 23’{inde (% 96), asag1 ¢ekik palpebral fissiirler
21 olgunun 20’sinde (% 95), isitme kayb1 20 olgunun 19’unda (% 95), displastik kulaklar 20
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olgunun 18’inde (% 90), radioulnar sinostoz 18 olgunun 15’inde (% 83), damak anomalileri
(yarik damak, yiiksek damak) 22 olgunun 15’inde (% 68), radiyal 151n anomalileri 17 olgunun
10’unda (% 59), gelisme geriligi 12 olgunun 6’sinda (% 50) ve alt géz kapaklarinda kirpik
yoklugu 14 olgunun 6’sinda (% 43) saptanmustir.

Nager sendromlu olgularda gozlenen midfasiyal/mandibular hipoplazi nedeniyle
olusabilecek hava yolu obstriiksiyonlari, yenidogan doneminde oOliimlere yol acabilir ve

anestezi sirasinda entiibasyon giigliiklerine neden olabilir (172, 173).

2.3.9.1 Nager sendromu’nda Molekiiler Etyopatogenez

Nager sendromunda otozomal dominant, sporadik ve otozomal resesif kalitim ile
uyumlu aileler bildirilmistir (174, 175). Bununla birlikte Nager sendromu’nun otozomal
dominant formunun SF3B4 genindeki heterozigot mutasyonlarla olan iliskisi, tiim ekzom
dizileme calismasi ile gdsterilmistir (171). Tanimlanan mutasyonlarin hemen hepsinin ¢ergeve
kaymas1 veya anlamsiz mutasyonlar olmasi nedeniyle, Nager sendromu’nun SF3B4
haployetersizliginden kaynaklandigi one siiriilmiistiir (171). Bununla birlikte, olgularin
yaklagik yarisinda SF3B4 mutasyonunun gosterilememesi, Nager sendromu ile iligkili heniiz
tanimlanmamis bagka gen ya da genlerin de oldugunu gostermektedir (170, 171, 176).

Okaryot hiicrelerde pre-mRNA’dan intronlarin kirpilmasi, translasyon dncesi dnemli
ve temel bir olaydir ve 170°den fazla protein iceren ve spliceosome adi verilen bir
riboniikleoprotein kompleksi tarafindan gergeklestirilir (177). Intronlarin biiyiik bir kismu,
kiiciik niikleer RN A-protein komplekslerinden (snRNP) (U1, U2, U4/U6 ve US) olusan major
spliceosome tarafindan, 700-800 kadar intron ise Ul2 bagimli minér spliceosome tarafindan
kirpilir  (178). Spliceosome protein veya RNA’larmi kodlayan bir¢ok genin germline
mutasyonlari, otozomal dominant veya otozomal resesif kaliimli fenotiplerle
iliskilendirilmistir. Ornegin; retinitis pigmentoza (OMIM #268000) PRPF3, PRPF4, PRPF6,
PRPFS8, PRPF31, RP9 ve SNRNP200 genlerindeki dominant mutasyonlarla
iliskilendirilmistir. Bu genler, pre-mRNA kirpilma siirecinde 6nemli bir rolii bulunan U4/U6-
US iiclii kompleksinin olusumu veya fonksiyonu ile iligkili faktorleri kodlamaktadirlar (179).

U2 snRNP, iki major protein kompleksinden olusur: SF3A ve SF3B. SF3B4 ile SF3B2
arasinda ve SF3B4 ile pre-mRNA’nin dallanma noktasinin (branch site) 5’ ucuna yakin bir
bolge arasinda etkilesim oldugu gosterilmistir. Bu bulgular, SF3B kompeksinin, U2 snRNP’yi
intronlarin dallanma noktasina baglayan siiregte rol oynadigmi gostermektedir (178).

SF3B4’iin mayalardaki ortologu olan Hsh49p’nin viabilite ve mRNA kirpilmasi i¢in elzem
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oldugu gosterilmistir (180). Ayrica, SF3B kompleksi ve U5 snRNP arasinda da etkilesim
oldugu ve bu etkilesimin iiclii snRNP kompleksinin (U4/U6-U5) olusumunda Onemli
olabilecegi vurgulanmistir (181). SF3B4’iin bir bagka fonksiyonunun ise kemik morfojenik
protein (BMP) reseptorii olan BMPRIA reseptoriine baglanarak BMP iliskili osteokondral
farklilagsmay1 inhibe etmek oldugu bildirilmistir (182). Ayrica SF3B4’lin farelerdeki
homologu olan msap49 un konsepsiyondan sonraki 11. giinde ekstremite ve somitlerde yogun
olarak ifade edildigi gosterilmistir (183). Bu bilgiler 1s18inda Nager sendromu’nda gozlenen
anomalilerin, SF3B4’tin BMPRIA ile olan iligkisinin bozulmasi ve gelisimin erken
evrelerinde kraniyofasiyal dokularda ve ekstremitelerde kirpilma hatalar1 nedeniyle olustugu

distnilmektedir (171).
2.3.10. Mandibulofasiyal Dizostoz, Guion-Almeida Tip (OMIM #610536)

Guion-Almeida tip mandibulofasiyal dizostoz (MFDGA), ilk kez 2000 yilinda Guion-
Almeida ve arkadaglar1 tarafindan mental retardasyon ve biliylime geriligi, mikrosefali,
trigonosefali, preaurikiiler deri uzantist ve yarik damak bulgular1 olan iki Brezilyali erkek
olguda tanimlamistir (184). MFDGA’nmin EFTUD2 genindeki mutasyonlarla olan iligkisi
gosterildikten sonra (185), 50’den fazla olguda fonksiyon kaybettirici veya delesyon
mutasyonlar1 saptanmistir (178).

MFDGA’nin major bulgulari, mandibulofasiyal dizostoz (malar ve mandibuler
hipoplazi), mikrosefali ve biligsel geriliktir. Daha az gozlenen bulgular ise, isitme kaybi, yarik
damak, koanal atrezi, 6zofageal atrezi, kalp anomalileri ve radiyal 1sin defektleridir (178).
Sendrom, mandibulofasiyal dizostoz ve mikrosefali, Guion-Almeida tip AFD gibi alternatif
isimlerle de amilmaktadir. Spliceosomal defektten kaynaklanan MFDGA ve Nager

sendromu’nda gozlenen klinik bulgular tablo 2-5’te karsilastirmali olarak 6zetlenmistir.

Tablo 2-5. MFDGA ve Nager sendromu’nda Goézlenen Klinik Bulgular

MFDGA Nager sendromu
Kraniyofasiyal fenotip
Mandibular hipoplazi 58/62 (94%) 21/21 (100%)
Malar hipoplazi 46/50 (92%) 17/19 (89%)
Dis kulak anomalileri 61/63 (97%) 15/18 (83%)
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Preaurikiiler deri uzantisi 27/61 (44%) 1/7

Isitme kaybi 43/55 (78%) 11/14 (79%)

D1s kulak yolu stenozu 30/51 (59%) 4/9 (44%)

Koanal atrezi 22/62 (35%) -

Yarik damak/bifid uvula 22/61 (36%) 8/13 (62%)

Fasiyal asimetri 27/49 (55%) 2/7 (29%)

Go6z anomalileri 10/33 (30%) -

Alt goz kapag1 defekti - 11/16 (69%)

Semisirkiiler kanal anomalileri 11/15 (73%) -

Lakrimal kanal agenezisi 1/59 1/7

Temporo—mandibuler anomaliler - 5/5 (100%)
Norolojik Fenotip

Mikrosefali 57/64 (89%) -

Psikomotor gerilik/Biligsel bozukluk 59/60 (98%) 2/14 (14%)

Beyin MRG anomalileri 9/19 (47%) -

Epilepsi 13/56 (23%) -

Otizm 1/55 -

Ekstremite Anomalileri

Ust ekstremite anomalileri

27/62 (44%; bagparmak 34%)

21/21 (bagparmak 100%)

Alt ekstremite anomalileri 6/62 (10%) (mindr ayak | 8/21 (ayak 100%)
anomalileri)
Radio-ulnar sinostoz 1/62 7/20 (35%)
Biiyiime Geriligi 13/62 (21%) -
Konjenital kalp anomalileri 23/58 (40%) 5/20 (25%)

(VSD, ASD, PDA)

(AVSD, PDA, Fallot t.)

Ozofageal atrezi

23/63 (37%)

Diyafragma hernisi - 1/7
Omurga ve toraks anomalileri 5/56 (9%) -
Skolyoz 2/56 (4%) -

Genitoiiriner anomaliler

11/61 (18%)

1/3 (renal agenezi)

2.3.10.1. MFDGA’da Molekiiler Etyopatogenez

2012 yilinda, tiim ekzom dizileme ¢alismasi ile MFDGA’nin EFTUD?2 genindeki

haployetersizlige yol acan mutasyonlarla iliskili oldugu gosterilmis (185) ve giinlimiizde
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50°de fazla olguda bu gende fonksiyon kaybina yol agan mutasyonlar veya delesyonlar
saptanmustir (178).

EFTUD?2, okaryotlarda olduk¢a korunmus bir spliceosomal GTPaz’1 kodlar.
EFTUD2’nin Saccharomyces cerevisiae ortologu olan Snull4p ile yapilan ¢aligsmalarda, bu
proteinin spliceosomal dongiiniin bir¢ok basamaginda rol aldig1 gosterilmistir (178).

Pre-mRNA kirpilma siirecinde anahtar basamaklar; U4/U6 heliksinin agilmasi, U2/U6
heliksinin olusumu, U2/U6 heliksinin agilmast ve U4/U6 kompleksinin yeniden olusumudur.
Tiim bu basamaklar sekiz ATPaz ve bir GTPaz (Snul 14p) tarafindan diizenlenir ve Snul 14p
mutasyonlarinin kirpilma hatalarina yol agarak, 6liime veya mayalarda 1siya duyarli biiylime
defektlerine yol agtig1 gdsterilmistir. Snul 14p/EFTUD2, U5 snRNP’nin merkezi bir bileseni
olup, pre-mRNA kirpilma siirecinden 6nce U4/U6 snRNA’nin ve kirpilma sonrasi

spliceosome bilesenlerinin ¢oziilmesinde rol alir (178, 186).
2.3.11. Diamond-Blackfan Anemisi (OMIM #105650)

Diamond-Blackfan anemisi (DBA), nadir goriilen (7:1,000,000 canli dogumda),
genetik ve klinik olarak heterojen, kalitimsal bir kirmizi1 hiicre aplazisidir. Bulgular hayatin ilk
bir yil1 i¢inde ortaya ¢ikar. Bununla birlikte, ¢cocukluk ¢aginda ve erigkin ¢agda ortaya ¢ikan
ve daha hafif bulgularla seyreden nonklasik formlar da tanimlanmistir (187).

DBA’nin ana klinik bulgusu anemidir ve olgularin % 90’indan fazlasinda, hayatin ilk
bir y1l1 i¢inde ortaya ¢ikar. Lokosit ve platelet sayilar1 normal iken; derin, izole, normokromik
ve genellikle makrositik bir anemi saptanir (188). Kemik iliginde diger seriler normal iken
eritroid prekiirsorlerde azalma vardir. Aneminin ortalama ortaya ¢ikis yasit 2 ay, ortalama
DBA tani yas1 ise 3 aydir. Olgularin % 10 kadarinda dogumda anemi saptanabilir, ancak
hidrops fetalis nadirdir (189). DBA olgularinin % 80-85’inde eritrosit adenozin deaminaz
(eADA) aktivitesi artis gosterir. Remisyona giren ya da kortikosteroid tedavisi ile anemisi
diizelen olgularda genellikle eADA aktivitesi yiiksek kalmaya devam eder (190). DBA
tanisin1 destekleyen bir diger hematolojik bulgu ise HbF yiiksekligidir.

DBA olgularinin yaklagitk % 50 sinde konjenital anomaliler mevcuttur. En sik
gozlenen anomaliler sirasiyla; kraniyofasiyal anomaliler (% 50), siklikla iist ekstremite ve
elleri tutan iskelet anomalileri (% 39), genitoliriner anomaliler (% 38) ve kardiyak

anomalilerdir (% 30), (Tablo 2-6). Olgularin % 21’inde birden fazla anomali mevcuttur (190).
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Tablo 2-6. DBA’da Gozlenen Fiziksel Anomaliler’

Sistem Bulgular

Kraniyofasiyal Hipertelorizm, yarik dudak ve/veya damak,
yiikksek damak, mikrosefali, mikrognati,
mikroti, diistik kulaklar, diisiik ense sag

cizgisi, epikantus, ptozis

Oftalmolojik Konjenital glokom, strabismus, konjenital
katarakt
Boyun Kisa boyun, yele boyun, Sprengel

deformitesi, Klippel-Feil deformitesi

Kas-iskelet Kisa boy, el bagparmak anomalileri
(hipoplastik,  bifid/duplike, trifalangeal)

sindaktili, tenar hipoplazi

Urogenital Renal agenezi, at nali bobrek, duplike

toplayict sistem, hipospadiyazis

Kardiyak VSD, ASD, aort koarktasyonu, PFO, Fallot

tetralojisi, kompleks kardiyak anomaliler

1: Vlachos, A., & Muir, E. (2010).

DBA’da tedavi secenekleri, kortikosteroid tedavisi, eritrosit siispansiyon transfiizyonu
ve hematolojik kok hiicre naklidir. Kortikosteroid tedavisi bir yasindan itibaren uygulanabilir
ve olgularin % 80’1 baslangicta steroid tedavisine yanit verirken % 20 si kronik transfiizyon
ithtiyaci gosterir (190). Ancak kortikosteroid tedavisine direng gelisebilmekte veya yan etkileri
nedeniyle kullanimi siirli kalmaktadir. Neticede, olgularin % 37 si kortikosteroid tedavisine
devam ederken, % 31 olgu transfiizyon bagimlis1 olmaktadir. Spontan remisyon % 13 olguda
gozlenebilmektedir. % 9 olguya hematolojik kok hiicre nakli yapilirken, % 9 olguda ise 6lim

gozlenmektedir (190).

2.3.11.1. Diamond-Blackfan Anemisinde Molekiiler Etyopatogenez

Ribozomlar, ribozomal RNA(rRNA), ribozomal proteinler (RPs) ve kiiciik niikleolar

RNA (snoRNA)’lardan olusurlar ve hiicrede protein sentezinden sorumludurlar. Ribozomlara
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ait bu komponentlerin yap1 ve/veya fonksiyonlarinin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan klinik
tablolar ‘‘ribozomopatiler’” olarak adlandirilir. DBA ile birlikte bu grupta, Shwachman-
Diamond sendromu (OMIM #260400), 5qg- sendromu (OMIM #153550), kikirdak-sag
hipoplazisi (OMIM #250250), X’e bagh diskeratozis konjenita (OMIM #305000) ve
Treacher-Collins sendromu (OMIM #154500) yer alir. Ribozomopatilerin genel 6zelligi,
kemik iligi yetmezlik bulgular1 ve kanser riskinde artistir (191).

Ik kez 1999 yilinda, bir ribozomal proteini kodlayan RPS19 genindeki mutasyonlarin
DBA ile iliskisi gosterildikten sonra (192), DBA’nin bir ribozomopati oldugu anlasilmis ve
DBA ile iligkilendirilen, RP kodlayan genlerin sayis1 giderek artmistir. DBA olgularinin %
50-70’inde RP’leri kodlayan genlerde mutasyon saptanmaktadir (191). Tanimlanan RP
mutasyonlarinin hepsi otozomal dominant kalitimla uyumlu olarak heterozigot formda olup,
RP genlerindeki homozigot mutasyonlarin letal oldugu hayvan modellerinde gosterilmistir
(193). Bununla birlikte, tim ekzom dizileme ¢aligmasi ile DBA’nin GATA1 genindeki
mutasyonlarla iligkili X’e bagl bir formu da tanimlanmistir (193). DBA olgularinda iliskili

genler ve bu genlerde saptanan mutasyon oranlari tablo 2-7’de gosterilmistir.

Tablo 2-7. DBA’da iliskili Genler, Mutasyon Oranlari ve Kalitim Modelleri

Gen Lokalizasyon Mutasyon Orani Kalhitim Modeli
RPSI9 19q13.2 % 25 Otozomal dominant
RPLS5 1p22.1 % 6.6 Otozomal dominant
RPS10 6p21.31 % 6.4 Otozomal dominant
RPLII 1p36.11 % 4.8 Otozomal dominant
RPL35A 3929 %3 Otozomal dominant
RPS26 12q13.2 % 2.6 Otozomal dominant
RPS24 10g22.3 % 2 Otozomal dominant
RPS17 15925.2 % 1 Otozomal dominant
RPS7 2p25.3 % 1 Otozomal dominant
RPL26 17p13.1 Nadir Otozomal dominant
GATAI Xpl1.23 Nadir X’e bagh

RPLI5 3p24.2 Nadir Otozomal dominant
RPS29 14g21.3 Nadir Otozomal dominant
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DBA patogenezinde p53’iin de rolii oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur. In vitro
kosullarda RPS19 geni baskilanmis insan CD34+ hiicrelerinde, DBA’da gbzlenen eritropoez
bozuklugunun yani sira, eritoroid seride p53 birikimi de gozlenmistir. Farmakolojik olarak bu

hiicrelerde p53’iin baskilanmasi ile eritropoez bozuklugunun diizeldigi saptanmistir (194).

2.3.12. Iskelet Anomalileri-Genital Hipoplazi-Mental Retardasyon (OMIM #612447)

Wieczorek ve ark. (2002) tarafindan bilateral el bagparmak agenezisi, sag aplazik/sol
hipoplazik radius, bilateral hipoplastik ulna, sag duplike ayak bagparmagi, boy kisaligi,
mikrosefali, kriptorsidizm, mikropenis ve mental retardasyon bulgular1 olan 5 yasinda bir
erkek olgu bildirilmis ve bunun yeni bir fenotip oldugu one siiriilmiistii [(195), sekil 2-7].
Daha sonra ayni olgu 12 yasindayken tekrar degerlendirilmis ve hipoplastik sag skapula ve
klavikula, diz eklemlerinde hiperelastisite, hipoplastik ve laterale yerlesimli sag patella gibi ek
klinik bulgular ile array CGH (comparative genomic hybridisation) ¢alismasinda 11q22.3
bolgesinde ~8 Mb intersitisyel bir delesyon saptandig bildirilmistir (198). Bununla birlikte,
olgudaki bulgularin literatiirdeki 11g22.3 delesyonu saptanan olgulara kiyasla daha agir
olmasi ve bu bolgede yer alan PLZF (ZBTB16) genindeki mutasyonlarin daha once farelerde
iskelet gelisimi ve spermatogonial kok hiicrelerin devamliliginda rol oynadiginin gosterilmis
olmasi1 (196, 197) nedeniyle, ek olarak PLZF dizi analizi yapilmis ve diger allelde c.1849A>G
(p-Met617Val) mutasyonu saptanmistir. Fonksiyonel c¢aligmalar ile bu mutasyonun protein
yapisint bozdugu gosterilmis ve tanimlanan bu yeni fenotipin PLZF genindeki bilallelik

fonksiyon kaybiyla iligkili oldugu sonucuna varilmistir (198).

Sekil 2-7". A. 10 haftalikken yiiz goriiniimii. Fasiyal asimetri, alinda hemanjiyom, strabismus ve ince iist dudak vermilionu.
B. 6 giinliikken dizdeki belirgin hiperekstansibilite. C. 5 yasindaki goériiniimii. Uzun yiiz, gézlerde asimetri, cerrahi olarak
diizeltilmis eller. D-F. 6 aylik rontgenleri. D. Sag aplazik radius ve bagparmak, hipoplazik ulna. E. Sol hipoplazik radius ve
ulna, aplazik bagparmak. F. Bifid ayak basparmagi.

1: Wieczorek ve ark., 2002 (192) yayinindan degistirilerek alinmistir.
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2.4. Yeni Nesil Dizileme Teknolojileri

Frederick Sanger ve arkadaslari 1977 yilinda, 3’OH grubu olmayan modifiye
niikleotidler (dideoksiniikleotid, ddNTP) ile DNA zincir uzamasinin sonlandirilmasi esasina
dayali DNA dizileme yontemini kesfettikten sonra (199); 30 yili askin bir siiredir Sanger
dizileme, en ¢ok kullanilan ve altin standart olan bir DNA dizileme yontemi olmus, tan1 ve
aragtirma caligsmalarinda ¢ok yogun olarak kullanilmistir. Lloyd M. Smith ve arkadaslarinin,
her bir DNA bazinin farkli florofor ile isaretlenmesi ve poliakrilamid jel elektroforezi
sirasinda detektor vasitasiyla florofor isaretli bazlarin saptanmasi yontemini kesfiyle, Sanger
dizileme otomatize edilmeye baslanmistir (200). Floresan boya ile isaretli ddNTP’lerin
kullanima girmesiyle birlikte (201) birden fazla 6rnegin ayni anda dizilenmesi miimkiin
olmus, bu islemler bilgisayar sistemiyle entegre edilerek otomatize sistemler gelistirilmeye
baslanmis ve 96 6rnegin veya 384 6rnegin ayni anda dizilenmesine olanak taniyan otomatize
kapiller sistemler gelistirilmistir (202). Bu sistemler her bir yiiriitmede 600-1000 baz
uzunlugundaki DNA dizisini yiiksek dogruluk oranlariyla okuyabilmektedir.

Insan genom projesinin tamamlanmasindan sonra, ikinci nesil dizileme ya da yeni
nesil dizileme olarak adlandirilan masif paralel dizileme yontemleri gelistirilmeye
baslanmustir. Ik olarak 2005 yilinda, 454 platformu 454 Life Sciences tarafindan piyasaya
striilmiistiir. Bir yi1l sonra Solexa tarafindan Genome Analyser ve Agencourt tarafindan
SOLID yeni nesil dizileme platformlar piyasaya siiriilmiistiir. Daha sonra Agencourt, Applied
Biosystems tarafindan (2006); 454, Roche tarafindan (2007) ve Solexa, Illumina tarafindan
satin alinmistir (203). 2011 yilinda ise 3 major yeni nesil dizileme platformu daha
gelistirilmistir: fon Torrent’s PGM, Pacific Biosciences’ RS (Pac Bio) ve the lllumina MiSeq.

Yeni nesil dizileme yontemi, bir Ornekten elde edilen DNA’nin milyonlarca
fragmaninin es zamanli olarak dizilenmesi esasina dayanan masif paralel dizileme yontemidir.
Giinlimiizde en ¢ok kullanilan yeni nesil dizileme platformlart; lon Torrent PGM ve Illumina
MiSeq olup, baz1 farklar disinda her iki platformun da yontemi temelde benzerdir (204). Bu
platformlarin temel basamaklari; taslak (femplate) hazirlama, dizileme, goriintiileme ve elde
edilen verilerin analiz edilmesidir.

454, ilk ticari yeni nesil dizileme platformudur ve 2007°de Roche tarafindan alinmistir.
454 platformu; taslak hazirlama asamasinda, boncuklar {izerine baglanmis tek bir kalip
molekiiliin emiilsiyon PZR ile ¢ogaltilmasi yontemini kullanir. PZR sonrasi, iizerinde

milyonlarca klonal kopya bulunan boncuklar, her bir kuyuya bir boncuk girecek sekilde
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tasarlanmis pikolitrelik kuyucuklara yiiklenir ve her bir kuyucuktaki fragmanlar paralel olarak
pirosekans yontemiyle dizilenir (205).

Solexa, ikinci ticari yeni nesil dizileme platformudur ve Illumina tarafindan satin
almmistir. Bu nedenle Illumina olarak da anilir. I[llumina platformunda, DNA fragmanlarini
yakalamak i¢in solid cam ylizeyler kullanilir ve bu yiizeyde koprii PZR ile her bir DNA
fragmani ¢ogaltilarak klonal DNA kiimeleri elde edilir. Daha sonra floresan isaretli reversibl
terminatorler kullanilarak, Sanger dizilemeye benzer bir yontemle senteze dayali dizileme
yapilir. Illumina MiSeq daha kiigiik laboratuvarlar i¢in tanisal amagli gelistirilmis olup, HiSeq
2000 platformu ise daha yiiksek kapasiteli dizilemeler (tim ekzom dizileme, tiim genom
dizileme) icin gelistirilmistir (205, 206).

SOLID, Life Technologies tarafindan piyasaya siiriilen iiciincii ticari yeni nesil
dizileme platformudur. Bu platformda da emiilsiyon PZR ile ¢ogaltilmis boncuklar tizerindeki
klonal DNA fragmanlar dizilemede kullanilir. Bu sistemde floresan isaretli di-baz problar
kullanilarak ligasyon temelli dizileme yapilir (205).

Helicos, HeliScope tarafindan gelistirilen ilk ticari tek molekiil dizileyicidir. Ancak
yiikksek maliyeti ve okuma uzunlugunun kisa olmasi sistemin dezavantajlaridir. Helicos,
dizileme hizmetini sadece merkezi olarak yiiriitmektedir (205).

Life Technologies tarafindan 2010 yilinda piyasaya siirlilen Ion Torrent; 454
platformuna benzer sekilde senteze dayali dizileme yapar. Ancak bu sistem, niikleotidlerin
uzayan DNA zincirine eklenmesi sonucu ac¢ifa cikan H' iyonlarinin neden oldugu pH
degisimlerini algilayan bir sisteme sahiptir (207). Dolayisiyla diger sistemlerden farkli olarak
dizileme i¢in floresan isaretli niikleotidlere, kamera ya da lazer sistemlerine ihtiya¢ duymaz.
Bu da Ion Torrent platformunu daha maliyet etkin hale getirmektedir.

Ion Torrent platformunda Kkiitliphane ve taslak hazirlama asamalar;; DNA’nin
fragmantasyonu, DNA fragmanlarimin uglarinin enzimatik olarak modifikasyonu ve
adaptorlerin baglanmasi, adaptor bagh kiitiiphane iirlinlerinin emtilsiyon PZR ile ¢ogaltilmasi

asamalarindan olusur (sekil 2-8).
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TASLAK HAZIRLAMA

Genomikveya cDNA

¥

Kiitliphane hazrlama

DNA'nin fragmantasyonu Adaptdr baglanmasi Sekil 2_81. Ion Torrent ve Miseq
¢ N platformlarinda  taslak  hazirlama
Kiitiiphznenin amplifikasyonu asamalarl
Emiilsiyon PZR
= l l 1: (201) numarali yaymdan degistirilerek
—— b 4 ‘ ' — - n ' I ' ,,' alinmistir.
—_— e — / ) f
kg ik lizerinde DNA zmplifi solid bir yiizeyde kiprii PZR ile amplifikasyon
DIZILEME ve GORUNTULEME
lon torrent PGM MiSeq
ATAGTCAGCTG ATAGTCAGCTG
TAT T
l\ pH degisimi (1:\ Floresan 1sima

N P

VERi ANALiIZ

Uglarina adaptor bagli DNA fragmanlari, lizerlerinde adaptor dizilerin tamamlayict
bazlarindan olusan dizilerin kovalent olarak bagli bulundugu boncuklarla eslestirilir ve
icerisinde PZR icin gerekli reaktiflerin ve polimerazin bulundugu yag miselleri olusturularak
her bir DNA fragmani emiilsiyon PZR ile amplifiye edilir. Sonraki agamada, amplifiye olmus
DNA fragmanlarim1 tasiyan boncuklar yag pargaciklari, reaktifler ve amplifikasyona
katilmamis boncuklardan ayristirilir (zenginlestirme asamasi). Zenginlestirme sonrasi elde
edilen boncuklar, dizi primerleri ve polimeraz eklenmesi sonrasinda lon Chip kuyucuklarina
yiiklenir. Bu kuyucuklarin her biri uzayan DNA zincirine uygun bazin katilmasi sonucu agiga
¢ikan H" iyonlarinmn olusturdugu pH degisimlerini algilayarak elektrik sinyallerine doniistiiriir
ve bu sinyaller kaydedilir (sekil 2-9). Belirli bir sirada her bir baz (A,G,C,T) i¢in tekrarlayan
dongiilerle bu islem tekrar edilir ve boylece her bir kuyucukta bulunan DNA dizisi belirlenir

(202, 205, 207).
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Sekil 2-9'. a) Ion Torrent Ion Chip’in yapist. b) Uygun bazin diziye girmesi sonucu H" salinim.

1: (199) numarali yayindan degistirilerek alinmistir.

Ion Torrentin giiniimiizde daha c¢ok tanisal amagli gen panelleri i¢in tasarlanmis daha
diistik kapasiteli lon PGM ve ekzom dizileme veya tiim genom dizileme gibi yiiksek
kapasiteli dizilemeler icin tasarlanmis lon Proton sistemleri mevcuttur. Bu sistemlerde

kullanilan ¢ip modelleri ve 6zellikleri tablo 2-8’de gosterilmistir.

Ion Torrent sisteminin 6zellikle homopolimer bolgelerde hata orani yiiksek olup, 8
bazdan daha uzun homopolimer bodlgelerde bu sistemin baz sayisim1 dogru saptayamadigi

gosterilmistir (206).

Tablo 2-8. Ton Torrent Platformunda Kullamlan Cipler ve Ozellikleri

Ozellik PGM 314' PGM 316 PGM 318" PI’

Sensor sayisi 1.2 milyon 6.1 milyon 11 milyon 165 milyon
Baz sayisi 100 milyon baz | 1 milyar baz 2 milyar baz 10 milyar baz
Calisma siiresi 2-4 saat 3-5 saat 4-7 saat 2-4 saat

Ort. baz okuma | 200/400 baz 200/400 baz 200/400 baz 200 baz
uzunlugu

OKkuma sayisi 0.6 milyon 3 milyon 5.5 milyon 82 milyon

1: Ion PGM sisteminde kullanilan gipler
2: lon Proton sisteminde kullanilan ¢ip
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Pac Bio sistemi, tek molekiiliin gercek zamanli dizilenmesine olanak taniyan bir
platform olarak gelistirilmistir. Bu sistemde; 50 nm genisligindeki kuyucuklarin dibine
baglanmis polimerazlar vasitasiyla kalip DNA molekiillerinden y-fosfat floresan ile isaretli
niikleotidler kullanilarak yeni zincir sentezlenirken, her bir baz ic¢in 6zgiin floresan 1s1ma

algilanir ve boylece DNA dizisi ger¢ek zamanli olarak belirlenir (205, 206).

Tablo 2-9. Farkh yeni nesil dizileme platformlarinin Kkarsilastiriimas’

Platform Ilumina MiSeq Ion Torrent PGM Pac Bio RS Ilumina HiSeq 2000
Cihaz maliyeti 128 bin $ 80 bin $ 695 bin $ 654 bin $
Dizileme 1.5-2 Gb 314 ¢ip: 20-50 Mb 100 Mb 600 Gb
kapasitesi 316 ¢ip: 100-200 Mb

318 ¢cip: 1 Gb
Gb bagma | 502 $ 1000 $ (318 ¢ip) 2000 $ 41%
dizileme maliyeti
Dizileme siiresi 27 saat 2 saat 2 saat 11 giin
Hata oram % 0.80 %1.71 % 12.86 % 0.26
(ham veri)
Okuma uzunlugu 150 baza kadar ~200 baz ort. 1500 baz 150 baza kadar
DNA gereksinimi 50-100 ng 100-1000 ng ~1 ug 50-100 ng

1: (203) numaral yayindaki veriler kullanilmustir.

Yeni nesil dizileme yontemi bir¢ok alanda kullanilabilmektedir. Hedefe yonelik yeni
nesil dizileme panelleri ile hastalik iligkili bircok genin ayni anda dizilenmesi, hastaliklarla
iliskili yeni gen/genlerin kesfi amaciyla tiim ekzom dizileme ya da tiim genom dizileme,
ekspresyon ¢aligmalari i¢gin RNA dizileme (RNA-Seq) ve mikrobiyoloji alaninda hastalia yol
acan etkenin saptanmasi ya da viral / bakteriyal yeni virulans faktorlerinin saptanmasi

amactyla mikroorganizma genomlarinin dizilenmesi bu alanlardan bazilaridir (204).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. CALISMA GRUBU

Calisma grubumuzu, 2004-2014 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi, Istanbul Tip
Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali poliklinigine genetik konsiiltasyon amaciyla cesitli
Pediyatri ve Tibbi Genetik kliniklerinden yonlendirilen ve unilateral ya da bilateral radiyal
151n defekti olan 37 aileden 48 etkilenmis olgu olusturdu. Bu grupta yer alan 6 aile daha 6nce
molekiiler ve/veya sitogenetik tan1 almigti.

Calismanin etik acidan uygunlugu, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
onaylandi (25.12.2014 tarih ve 1939 sayi, ek-1). Calismaya katilan ailelerden aydinlatilmis

onam alindi.

3.2. YONTEMLER
3.2.1. KLINIK DEGERLENDIRMELER

Olgularmm 6ykii ve fizik muayene bulgular1 ekte (ek-3) gosterilen muayene formu esas
almarak kaydedildi. Aile Oykiilerine gore aile agaclari hazirlandi. Etkilenmis bireylerin
fotograflar1 ve ekstremite grafileri arsivlendi. Bilinen bir sendromla uyumlu bulunan olgulara
gerekli ek tetkikler (EKO, batin ultrasonografi vd.) ile laboratuar testleri (hematolojik,
sitogenetik, molekiiler genetik vd.) yapildi. Bilinen bir sendromla uyumlu bulunmayan
olgular, radiyal 1sin defektlerine eslik eden ek bulgular agisindan detayli olarak

degerlendirildi.

3.2.2. SITOGENETIK YONTEMLER

3.2.2.1. HRBT (High Resolution Banding Techniques) ILE KROMOZOM ANALIZi
PSMG, mental retardasyon ya da ek anomalilerin eslik ettigi ve 6zgiin klinik tanisi

olmayan olgularda, molekiiler ¢alismalardan 6nce Na-heparinli enjektorlere alinan 2-3 cc

periferik kanda yliksek ¢Ozilniirliiklii bant teknigi (HRBT) ile 550-600 bant diizeyinde

kromozom analizi yapildi.

3.2.2.1.1. Periferik Kan Lenfosit Kiiltiirii

Steril kosullarda alinmis periferik kan 5 ml besiyeri igeren santrifiij tiipiine konuldu. Uzerine

0,2 ml (3 damla) PHA eklendi. Tiipiin agz1 ve kapagi alevden gegirildikten sonra sikica

kapatilarak hafifce ¢alkalandi ve 37 °C’ lik etiivde 72 saatlik inkiibasyona birakildi. 48. saatte,
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inkiibasyona birakilan kan kiiltiirlerine 0,2 ml timidin (filtre ile 3 damla) eklendi ve 37 °C’lik
etiivde 18 saat inkiibasyona devam edildi. Siirenin bitiminde, kiiltiir etiivden ¢ikarilarak 1000
rpm de santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirildi. Kiiltiir tiiptine 5 ml taze DMEM medyum
eklenerek etiive konuldu. 72 saatin dolmasindan 1-1,5 saat once kiiltiirlere 0,2 ml kolsemid
eklendi.

3.2.2.1.2. Kromozom Eldesi

72 saatlik kiiltir sonunda tiipler santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi ve hafifce
vurularak tiiplerin dibindeki pelletin karismasi saglandi. Daha sonra tiiplere 37 °C’de 1sitilmis
10 ml 0.075 M KCI (hipotonik solusyon) ilave edildi ve ortam kosullarina gore 7 ile 10 dakika
arasi bir siire boyunca 37 °C’lik etiivde bekletildi (hipotonik sok). Hipotonik sok siiresi
dolmadan tiipler santrifiije aktarildi ve siirenin dolmasiyla birlikte 10 dakika 1000 rpm de
santrifiij edildi. Santrifiijden sonra supernatant uzaklastirilarak vorteks esliginde pellet iizerine
yavas damlalar halinde taze hazirlanmis ve buzdolabinda bekletilmis Carnoy fiksatifinden
eklenerek tiipler fiksatifle dolduruldu ve tekrar santrifiij edildi. Bu islem 2 kez daha tekrar
edildi. Son yikamadan sonra, hiicrelerin iizerinde ~ 1 ml fiksatif kalacak sekilde siipernatant
uzaklastirildi. Dip materyali Pasteur pipetle i¢ine hava verilerek iyice karistirildi. Lamlarin
uzerine Yyaklasitk 3-4 damla dip materyalinden 4-5 damla da Carnoy fiksatifinden
damlatilarak ve preparatlar hazirlandi. Preparatlarin  hazirlanmasi asamasinda ortam
sicakliginin 2023 °C, neminin ise % 55-60 olmasina dikkat edildi. Faz-kontrast
mikroskobunda kontrol edilen preparatlarda mitoz yayilmasi1 ve kalitesi uygun ise yayma
islemine devam edildi. Gerekiyorsa yayma kosullar1 degistirildi. Preparatlar havada

kurutuldu. Eskime siiresinin sonunda G banlama yontemi ile bantlanarak analiz edildi.

3.2.3. MOLEKULER YONTEMLER

3.2.3.1. DNA ELDESI

DNA izolasyonlari, steril 2 ml K3EDTA’l periferik vendz kan orneklerinden soliisyon
/ manyetik boncuk bazli sistemle 6zgiin kitler (DNA Isolation Kit for Mammalian Blood,
Rochel 1667327001 | Magnapure Large Volume KIT, Roche03730972001 ve Prepito DNA
Cyto Pure Kit, Perkin Elmer) kullanilarak, firma protokollerine uygun sekilde yapildi.

Fanconi anemisi nedeniyle kemik iligi transplantasyonu yapilmis bir olgunun DNA’s1,
deri biyopsi materyalinden kit protokollerine uygun sekilde (Prepito DNA Cyto Pure Kit) elde
edildi.
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3.2.3.2. DNA Kalite Arastirmasi ve Seyreltme Islemleri

Izolasyon sonrasi calismaya almacak DNA &rneklerinin yogunluklar (ng/pl) ve
absorbsiyon oOl¢iimleri (Ajg0280) (1,80 - 1,89) spektrofotometrede oOlgiilerek kayit edildi
(Nanodrop 2000c, Thermo Scientific). Ajgonso degerleri 1.80°den daha az olan Ornekler
protein kontaminasyonu nedeniyle manuel olarak tekrar c¢oktiiriilerek saflastirildi. (Son
konsantrasyonu 2mM Ammonium Asetat [NH4C,H30,] ve 2,5 hacim %100 etanol [C
»HsOH] ile ¢oktiiriildiikten sonra, pellet 2 defa %80’lik ve bir defa %100’lik etanolde
yikandiktan sonra kurutularak, dH,O’da ¢6ziildii). Axeonso degerleri 1.80-1.89°den fazla olan
ornekler ise RNase enzimi ile muamele edilerek fazla olan riboniikleik asitler parcalandi. Her
olgu icin, DNA yogunlugu 1,6-2.0 ng/ul olacak sekilde miliQ (18MQ) su kullanilarak gerekli
seyreltme islemleri yapildi. Seyreltme sonrasi, her bir olgunun DNA o6rnekleri 6zgiin kit
kullanilarak (Qubit dsDNA HS Assay Kit) florometrik yontemle (Qubit® 3.0 Fluorometer)
tekrar Olciildii ve final DNA yogunluklariin yeni nesil dizileme i¢in istenen aralikta (1,6 - 2

ng/ul) olmasi saglanda.

3.2.3.3. Qubit® 3.0 Florometre ile DNA Yogunluklarmm Olciimii

Seyreltilmis DNA ornekleri 6l¢iilmeden once kalibrasyon amach Qubit dsDNA HS
Assay Kit ile Ol¢iim yapildi. Kalibrasyon Slglimii i¢in kitin igeriginde bulunan iki farkli
standart ornek kullanildi. Standart 6rnek basina 199 pl Qubit® dsDNA HS Buffer ve 1 pl
Qubit® dsDNA HS Reagent kullanilarak ¢alisma solusyonu hazirlandi. On mikrolitre standart
ornek 190 pl calisma solusyonu ile karigtirilarak 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten
sonra Qubit® 3.0 Florometre’de 6l¢iim yapildi. Kalibrasyon 6l¢iimii sonrasinda, her bir 6rnek
icin ayn1 sekilde hazirlanmis ¢alisma solusyonu kullanilarak miks (198 pl ¢alisma solusyonu
+ 2 ul seyreltilmis DNA 6rnegi) hazirlandi. Iki dakika oda sicakliginda inkiibasyon sonrasi
olgiim yapildi. Ornek DNA yogunluklari istenen araliga (1,6-2 ng/ul) gelinceye kadar gerekli

seyreltme ya da deristirme islemleri sonrasinda 6l¢timler tekrarlandi.

3.2.3.4. YENI NESIL DiZILEME (YND)

Calisma grubumuzda yer alan, klinik bulgular 1s1831nda daha 6nce kromozom analizi
(n:2) veya molekiiler analizlerle (n:4) tan1 alan olgular disinda kalan 31 olgu, radiyal 1s1n
defektleri ile giden sendromlar icin lon Torrent PGM platformunda tasarladigimiz YND

paneli (tablo 3-1) ile arastirildi.

3.2.3.4.1. YND Paneli icin Hedef Bolgelerin Belirlenmesi ve Primer Tasarimi
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Radiyal 151 defektleri ile giden sendromlar, LMD (London Medical Database) ve
OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man)’den tarandi. Iliskili geni/genleri bilinen 14
fenotip secildi. Bu fenotiplerle iliskilendirilmis genler, HGMD (Biobase Professional) veri
tabanindan tarandi. Her bir genin HGMD transkripti referans alinarak Ion AmpliSeq Designer

(http://www.ampliseq.com) ile tablo 3-1’de gosterilen fenotiplerle iliskili genlerin kodlayan

bolgelerini, ekzon-intron sinir bdlgelerini ve varsa mutasyon tanimlanmis diger bolgelerini
(derin intron, UTR vs.) i¢ine alan, 765 amplikondan ve iki primer havuzundan olusan bir yeni

nesil dizileme paneli olusturuldu.

3.2.3.4.2. Hedef Bolgelere Ait Hotspot Dosyasinin Olusturulmasi

Analiz asamasinda kullanilmak {izere, her bir hedef bolgedeki bilinen biitiin
varyasyonlara ait gerekli bilgiler, amplikonlarin hg19/GRCh37 ile uyumlu baslangi¢ ve bitis
koordinatlar1 girilerek ENSEMBL (http://grch37.ensembl.org/) veri bankasindan indirildi. Her
bir varyasyonun yer aldigi kromozom, baslangic ve bitis koordinatlari, ismi, referans ve
degisime ugramis allel bilgilerini iceren excel dosyasi olusturuldu. Tanimlanmis mutasyonlar,
HGMD Professional 2015.2 siirtimiinden kontrol edilerek, her bir gen icin eksik olan
mutasyon bilgileri eklendi. Olusturulan excel dosyasi, BED dosyasi formatina c¢evrilerek,

Torrent server ve lon Reporter yazilimlarindaki ilgili analiz akis semasina eklendi.

3.2.3.4.3. Kiitiiphane hazirlanmasi

Kiitiiphane hazirlanmasi, lon Ampliseq Library Kit 2.0 (Life Technologies)
kullanilarak, firma protokollerine uygun sekilde yapildi. Kiitliphane {riinleri, lon Xpress
Barcode Adapters Kit (Life Technologies) ile barkodlandi. Barkodlanan kiitiiphane iiriinleri
Agentcourt AMPure XP reagent ve % 70’lik etanol kullanilarak firma protokollerine uygun
olarak saflagtirildi. Normalizasyon i¢in miktar tayini, lon Library Quantitation Kit

kullanilarak qPCR ile yapildi.


http://www.ampliseq.com/
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Tablo 3-1. RID ile Giden Sendromlar i¢in Olusturulan YND Panelinde Yer Alan Genler ve iliskili

Fenotipler

Fenotip Gen

Cornelia de Lange sendromu 1 (OMIM #122470) NIPBL (NM_133433.3)
Cornelia de Lange sendromu 2 (OMIM #300590) SMCIA (NM_006306.3)
Cornelia de Lange sendromu 3 (OMIM #610759) SMC3 (NM_005445.3)
Cornelia de Lange sendromu 4 (OMIM #614701) RAD21 (NM_006265.2)
Cornelia de Lange sendromu 5 (OMIM #300882) HDACS (NM_001166419.1)
Roberts sendromu (OMIM #268300) ESCO2 (NM_001017420.2)
Thrombositopeni-radius yoklugu sendromu (TAR)

(OMIM #274000) RBMS8A (NM_001031743.2)
Duane-radiyal 151n sendromu (OMIM #607323) SALL4 ( NM_020436.3)
Akrofasiyal Dizostoz 1, Nager tip (OMIM #154400) SF3B4 (NM_005850.4)
Holt-Oram sendromu (OMIM #142900) TBX5 (NM_000192.3)

FANCA (NM_000135.2)
FANCC (NM_000136.2)
FANCG (NM_004629.1)
FANCD2 (NM_033084.3)
FANCB (NM_001018113.1)
FANCM ( NM_020937.2)
BRCA2 (NM_000059.3)
FANCL (NM_018062.3)
Fanconi anemisi (OMIM #227650) BRIP1 (NM_032043.2)
PALB2 (NM_024675.3)
FANCE (NM_021922.2)
FANCF (NM_022725.3)
FANCI (NM_001113378.1)
RADS5IC (NM_058216.2)
SLX4 ( NM_032444.2)
XRCC2 (NM_005431.1)
ERCC4 (NM_005236.2)
Mandibulofasiyal dizostoz, Guion-Almeida tip (OMIM #610536) | EFTUD2 ( NM_004247.3)
Baller-Gerold sendromu (OMIM #218600) RECQL4 ( NM_004260.3)
Rapadilino sendromu (OMIM #266280)

Rothmund-Thomson sendromu (OMIM #268400)

Townes-Brocks sendromu (OMIM #107480) SALLI (NM_002968.2)
RPS19 (NM_001022.3)
Diamond-Blackfan anemisi (OMIM #105650) RPLI5 (NM_002948.3)

RPS10 (NM_001014.4)
RPLI11 (NM_000975.3)
RPL35A (NM_000996.2)
RPS17 (NM_001021.4)
RPS24 (NM_033022.3)
RPL26 (NM_000987.3)
RPS7 (NM_001011.3)
GATAI (NM_002049.3)
RPLI5 (NM_002948.3)

RPS29 (NM_001032.4)
Iskelet Defektleri-genital hipoplazi-MR (OMIM #612447) PLZF (ZBTB16) (NM_006006.4)
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3.2.3.4.3.1. Hedef DNA bolgelerinin ¢ogaltilmasi

Hedef DNA bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in toplam 765 primer ¢ifti igeren (havuz I: 387
primer cifti; havuz II: 378 primer ¢ifti) iki adet primer havuzu kullanildi. Her bir 6rnek i¢in iki

farkli primer havuzu kullanilarak tablo 3-2’deki gibi iki farkli miks hazirlandu.

Tablo 3-2. 2X Primer Havuzu icin Hazirlanan Miks

Malzeme Miktar
5X Ton Ampliseq HiFi Mix 4ul
2X Ion Ampliseq Primer Havuzu 10 ul

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) i¢in; hazirlanan iki farkli miks kullanilarak her bir

ornek basina Tablo 3-3’de gosterilen sekilde iki farkli solusyon olusturuldu.

Tablo 3-3. PZR solusyonlari

2X Primer Havuzu icin Hazirlanan Miks 14 pl
Seyreltilmis DNA 6rnegi 6 ul
Total hacim 20 ul

Hazirlanan PZR solusyonu, Tablo 3-4’te gosterilen program kullanilarak termal dongii

cihazinda hedef bolgelerin ¢ogaltilmasi igin kullanildi.
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Tablo 3-4. Hedef Bolgelerin Cogaltilmasinda Kullanilan Termal Dongii Programi

Evre Basamak Sicakhik Siire
Bekleme Enzim aktivasyonu 99 °C 2 dk
Dongii (x17) Denatiirasyon 99 °C 15 sn

Baglanma ve uzama 60 °C 4 dk
Bekleme - 10 °C 0
3.2.3.4.3.2. Primer Dizilerinin Kismi Olarak Kesilmesi

Bu asamadan 6nce, her bir DNA 6rneginin iki farkli primer havuzu ile ¢cogaltilmis olan
PZR iirtinleri, her birinden 10’ar pl alinarak, toplam hacim 20 pl olacak sekilde birlestirildi.
Birlestirilmis iiriinlere 2 ul FuPa Reagent eklenerek, tablo 3-5’de gosterilen programda termal

dongii cihazina kondu.

Tablo 3-5. Primer Dizilerinin Kesimi I¢in Kullanilan Termal Déngii Program

Sicakhik Siire

50 °C 10 dk

55°C 10 dk

60 °C 20 dk

10 °C Bekleme (1 saate kadar)
3.2.3.4.3.3. Barkod ve Adaptorlerin Baglanmasi

Her bir barkod (lon ExpressTM Barcode), lon P1 Adapter ve nukleazdan arindirilmis su

ile karistirilarak 1:4 oraninda seyreltildi (Tablo 3-6).

Tablo 3-6. Ornek Barkod Adaptér Karisimu

icerik Hacim
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Ion P1 Adapter 2ul
Ton Xpress " Barcode X' 2 ul
Nukleazdan armdirilmis su 4 ul
Toplam hacim 8 ul

1: Secilmis barkod

Primer dizilerinin kismi kesiminden sonra elde edilen iiriine (22 pl), 6rnek basina,

tablo 3-7°de gosterilen miktarlarda switch solusyonu, barkod adaptor karisimi ve DNA ligaz

eklenerek, barkod-adaptorlerin ligasyonu igin tablo 3-8’deki programda termal dongii

cihazina kondu.

Tablo 3-7. Barkod-Adaptor Ligasyon Solusyonu

Malzeme Hacim
Switch solusyonu 4 ul
Barkod-Adaptor Karigimi 2 ul
DNA ligaz 2 ul
Toplam Hacim (22 pl iiriin ile birlikte) 30 pul

Tablo 3-8. Ligasyon I¢in Kullanilan Termal Déngii Programi

Sicakhik Siire
22 °C 30 dk
72 °C 10 dk
10 °C Bekleme (1 saate kadar)

Barkod-adaptorlerin ligasyonu sonrasinda fazla DNA materyalinin ve enzimlerin

uzaklastirilmas1 amaciyla cogaltilmamis kiitiiphane iirlinlerinin saflastirllmas1 asamasina

gecildi.

3.2.3.4.3.4. Cogaltilmams Kiitiiphane Uriinlerinin Saflagtiriimasi
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Bu asamada Agencourt® AMPure® XP Reagent ve taze hazirlanmis % 70’lik etanol
kullanildi.

Her bir 6rnege 45 pl (toplam 6rnek hacminin 1.5 kat1) Agencourt® AMPure® XP
Reagent eklenerek pipet yardimiyla karistirildi ve 5 dk oda sicakligina bekletildi. Sonra
ornekleri iceren plate manyetik bir rafa (DynaMag™ -96 Side Magnet (Cat.no.12331D))
alind1 ve solusyon berraklasincaya kadar (~2 dk) oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasi pellete zarar vermeden supernatant uzaklastirildi. Ardindan her bir 6rnege 150 pl taze
hazirlanmis % 70’lik etanol eklendi. Plate, manyetik raf izerinde her iki yana hareket
ettirilerek, barkodlanmis amplikonlarin bagli oldugu manyetik boncuklarin etanol ile
yikanmasi saglandi ve supernatant uzaklastirildi. Bu islem ikinci kez tekrarlandiktan sonra
alkoliin tamamen ortamdan uzaklastigindan emin olmak i¢in 5 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi. Ardindan kiitiiphane {iriinlerinin normalizasyonu i¢in kantitasyon asamasina gegildi.

Kiitliphane iirlinlerinin kantitasyonu kantitatif PZR ile yapildi.

3.2.3.4.3.5. Cogaltilmams Kiitiiphane Uriinlerinin Kantitatif PZR ile Yogunluk Tayini

Kantitatif PZR icin Ion Ampliseq™ Library Quantitatin Kit kullamldi. Bu kitin
iceriginde yer alan malzemeler: E. Coli DHIOB lon Control Library, 2X TagMan®
MasterMix, 20X lon TagMan® Assay.

Saflastirma sonrasinda manyetik boncuklara bagli olarak bulunan amplikonlarin
ayristirillarak ¢oziinmesi igin her bir 6rnege 50 pl low TE (Tris-EDTA) eklendi. Low TE
eklenmis Ornekleri iceren plate, manyetik rafa yerlestirildi ve manyetik boncuklarin
kuyucuklarin kenarlarina tam olarak yapismasi icin oda sicakliginda 2 dk bekletildi. Daha
sonra her bir Ornek, niikleazdan arindirilmis su kullanilarak 1:100 oraninda (495 pl
niikleazdan arindirilmis su + 5 pl 6rnek) seyreltildi. Kantitatif PZR i¢in bu seyreltilmis
ornekler kullanildi.

Standart 6rnek olarak kullanilmak tlizere E. Coli DHIOB Ion Control Library (~68.0
pM)’den seri seyreltme islemleri ile 6.8 pM, 0.68 pM ve 0.068 pM yogunluklarinda érnekler
hazirlandi. Kantitatif PZR i¢in her kiitiiphane 6rnegi ve standart 6rnek duplike olarak ¢alisildi.
Her oOrnek ic¢in tablo 3-9’da gosterilen miktarlarda 2X TagMan® MasterMix, 20X lon
TagMan® Assay, kullanilarak karisim hazirlandi. Bu karisgima her kiitiiphane 6rnegi ve
standart Ornekten 9’ar pl eklenerek tablo 3-10°daki gibi hizli dongii programinda gercek
zamanli PZR yapildi.
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Tablo 3-9. Kantitatif PZR Icin Ornek Basina Hazirlanan Karisim

Malzeme Miktar
2X TagMan® MasterMix 20 ul
20X Ion TagMan® Assay 2 ul
Toplam Hacim' 22 ul

1: Her bir 6rnek duplike olarak calisildigindan, 2x karigim hazirlandi ve 11°er pl dagitildi.

Tablo 3-10. Gercek Zamanh PZR I¢in Kullamlan Termal Dongii Programm

Basamak Sicaklik Siire
UDG Inkubasyonu 50 °C 2 dk
Polimeraz aktivasyonu 95 °C 3 sn
Dongii (40X) 60°C 30 sn

Gergek zamanli PZR sonucunda elde edilen yogunluk degerlerine gore gerekli
seyreltme islemleri yapilarak, tiim kiitiiphane tirlinleri ~100 pM yogunluga esitlendi. Esitleme
sonrasinda her kiitiiphane 6rneginden 10 ul alinarak emiilsiyon PZR’de kullanilmak iizere

stok kiitliphane hazirlandi.

3.2.3.4.4. Taslak (Template) Hazirlanmasi
Taslak hazirlanmasinda kullanilan kitler tablo 3-11’de gosterilmistir. Bu asamada
normalize edilmis kiitliphane {riinlerine emiilsiyon PZR ve zenginlestirme islemleri

uygulandi.

Tablo 3-11. Taslak Hazirlanmasinda Kullamlan Kitler ve icerikleri

Ion PGM Template OT2 Reactions 400 Kit Ion PGM OneTouch Plus Reaction Filter
Assembly
Ion PGM Template OT2 Supplies 400 Kit Ion OneTouch Reagent tubes, Ion OneTouch

Recovery Routers, Ion OneTouch Recovery
Tubes, lon OneTouch Sipper Tubes, Ion
OneTouch 2 Amplification Plates, Ion
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OneTouch ES Supplies, Ion OneTouch 2
Cleaning Adaptors

Ion PGM Template OT2 Reagents 400 Kit

Ion PGM Template OT2 400 Reagent Mix,
Ion PGM Template OT2 400 Enzyme Mix,
lon PGM Template OT2 400 Ion Sphere
Particles, lon PGM Template OT2 400
Reagent X

Ion PGM Template OT2 Solutions 400 Kit

Ion PGM Template OT2 400 PCR Reagent B,
Ion OneTouch Oil, ITon OneTouch Reaction
Oil, Nuclease Free Water, Ion PGM OT2
Recovery Solution, lon PGM Wash Solution,
MyOne Beads Wash Solution, Neutralization

Solution, Tween Solution

Ion PGM Enrichment Beads

Dynabeads MyOne Streptavidin C1 Beads

3.2.3.4.4.1. Emiilsiyon PZR

Bu asamada, hedef bolgeleri igeren kiitiiphane {irlinlerinin yag-su emiilsiyonlar

olusturarak klonal ¢cogaltilmas1 amaglanmustir.

Bir onceki basamakta hazirlanan stok kiitliphane {riiniinden 2 pl alinarak toplam

hacim niikleazdan arindirilmis su ile 25 pl’ye tamamlandi. Boylece kiitliphane iriinleri 8

pM’a seyreltildi. Emiilsiyon PZR i¢in tablo 3-12’de gosterildigi gibi amplifikasyon ¢ozeltisi

hazirlandi.

Tablo 3-12. Emiilsiyon PZR icin Hazirlanan Amplifikasyon Cézeltisi

Malzeme Hacim
Ion PGM Template OT2 400 Reagent Mix 500 pl
Ion PGM Template OT2 400 PCR Reagent B 285 ul
Ion PGM Template OT2 400 Enzyme Mix 50 ul
Ion PGM Template OT2 400 Reagent X 40 ul
Seyreltilmis kiitiiphane 25 ul
Toplam hacim 900 ul
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Hazirlanan amplifikasyon ¢6zeltisi vorteks ile karistirildiktan sonra, tizerine 100 ul Ion
PGM Template OT2 400 Ion Sphere Particles eklenerek toplam hacim 1000 pl’ye
tamamlandi. Vorteks ile karistirildiktan sonra tiim karigim reaksiyon filtresine (lon PGM
OneTouch Plus Reaction Filter Assembly) yiiklendi. Uzerine 1,5 kat hacimde (1500 ul)
reaksiyon yagi ilave edilerek kullanilan kite uygun programda, Ion OneTouch 2 cihazinda

emiilsiyon PZR yapildi.

3.2.3.4.5. Emiilsiyon PZR Uriinlerinin Zenginlestirilmesi
Emiilsiyon PZR sonrasi1 ~10 dk santrifiij yapilarak amplikon yiikli partikiiller
(template positive ion sphere particles) dibe ¢oktiiriildii. Toplam 100 pl iiriin kalacak sekilde

supernatant kisim atild1 ve zenginlestirme i¢in gerekli ¢ozeltiler hazirlandi.

3.2.3.4.5.1 Melt-Off Cozeltisinin Hazirlanmasi

Melt-Off ¢ozeltisi icin Tween® Solution ve 1 M NaOH kullanildi. Final yogunluklar;
% 0.1 Tween® 20 deterjan ve 125 mM NaOH olacak sekilde, 280 pl Tween® ¢ozeltisi ve 40
pl 1 M NaOH kullanilarak 320 pl melt-off ¢ozeltisi hazirlandi.

3.2.3.4.5.2. Streptavidin C1 Boncuklarinin Yikanmasi

DynaBeads® MyOne™ Streptavidin C1 Beads karstirildi ve 13 pl almarak 1.5 ml’lik
ependorf tiipiine aktarildi. Ependorf, manyetik rafa (DynaMag™ -2 Magnet) alindi ve oda
sicakliginda 2 dk bekletilerek boncuklarin ependorf duvarina yapismasi saglandi. Olusan
supernatant atildi. 130 pl MyOne™ Beads Wash Solution eklenerek ependorf manyetik raftan
alind1 ve pipet yardimiyla karistirildi. Boylece streptavidin C1 boncuklari, stok ¢ozeltiden

uzaklastirilmis oldu.

3.2.3.4.5.3. Sekiz Kuyulu Levhanin Doldurulmasi

Hazirlanan ¢ozeltiler ve emiilsiyon PZR iiriinii, tablo 4.3’te gosterilen sekilde 8 kuyulu
levhaya yiiklendi ve zenginlestirme islemi i¢in lon OneTouch™ ES cihazina (resim 4.1)
konuldu. Ek olarak, zenginlestirme sonrasi olusacak lriiniin aktarilacagi 0.2 ml ependorf

tiipiine 10 pl notralizasyon ¢ozeltisi konularak resim 3-13’deki gibi cihaza yerlestirildi.

Tablo 3-13. Sekiz Kuyulu Levhanin Doldurulmasi

Kuyu Numarasi Yiiklenen malzeme
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Kuyu 1 Emiilsiyon PZR iiriinii (100 pl)

Kuyu 2 DynaBeads® MyOne' ™ Streptavidin C1 Beads (130 ul)
Kuyu 3 Ton OneTouch™ Wash Solution (300 ul)

Kuyu 4 Ton OneTouch™ Wash Solution (300 ul)

Kuyu 5 Ton OneTouch™ Wash Solution (300 ul)

Kuyu 6 Bos

Kuyu 7 Taze hazirlannmig melt-off ¢ozeltisi (300 pl)

Kuyu 8 Bos

3.2.3.4.6. Zenginlestirilmis Uriinlerin Dizilenmesi

Dizileme i¢in lon PGM™ Hi-Q™ Sequencing Kit kullanildi. Firma protokollerine

uygun olarak; Ton PGM™ dizileme cihazimin klorid tablet ve 18 MQ su ile yikamalari, pH

kalibrasyonlari yapildi ve zenginlestirilmis tirtinler ¢ipe (lon 318™ Chip v2) yiiklendi. Tablo

3-14’deki gibi dizileme plani olusturularak dizileme iglemi baslatildi.

Tablo 3-14. Dizileme Plam

Ion Reporter Version: 4.6

Ornek DNA

Hedef Teknigi AmpliSeq DNA

Ion reporter is akisi Olusturulacak

Kiitiiphane hazirlanmasinda kullanilan kit Ton AmpliSeq 2.0 Library Kit
Kiitiiphane anahtar Ion TCAG (TCAG)

Template Kiti

Ton PGM Template OT2 400 Kit

Dizileme Kiti

Ion PGM Hi-Q Sequencing Kit

Akis sayisi 850

Cip Tipi Ion 318™ Chip v2

3' Adaptor: Ton P1B
(ATCACCGACTGCCCATAGAGAGGCTGAGAC)

Barkod TonXpress

Boncuk yiikleme (%) 10

Anahtar Sinyal (1-100) 30

Kullamlabilir dizi (%) 30
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Referans Kiitiiphane hg19(Homo sapiens)

Hedef Bolgeler RRD_IAD68579_200_Designed.bed

Hotspot Bolgeler

Eklentiler coverageAnalysis, FileExporter, RunTransfer,

variantCaller (germline_low_stringency)

Proje RRD_Panel

3.2.3.4.7. Veri Analizi

Dizileme sonrasinda Torrent server yazilimina aktarilan verilere ait BAM dosyalari,
analiz i¢in lon Reporter yazilimina aktarildi. Hedef bdlgelere ve hotspot bolgelere ait BED
dosyasi eklenerek ve gerekli parametreler Onerilen araliklarda tutularak, Ion Reporterda analiz
akis semasi olusturuldu. Her bir hasta, bu akis semasi ile analiz edildi. Her hastada bulunan
degisimler, filtrelere tabi tutularak birkac asamada degerlendirildi. ilk asama filtreleme
isleminde, ¢erceve kaymasina, dur kodonu olusumuna veya aminoasit degisimine yol agan
degisimler listelendi. Fenotip ile uyumlu bulgu elde edilemeyen olgularda ikinci asama
filtreleme ile kodlayan bolgeler, kirpilma bolgeleri ve UTR (untranslated regions)
bolgelerindeki sikligi bilinmeyen veya nadir (MAF<0.01) degisimler listelenerek incelendi.
Daha once tanimlanmamis degisimlerin in silico olarak patolojik olup olmadigi, Mutation

Taster http://www.mutationtaster.org/), Prediction of functional effects of human nsSNPs

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) ve  Scale-invariant  feature  transform

(http://sift.jcvi.org/) veritabanlari kullanilarak degerlendirildi.

3.2.3.5 YND ile Saptanan Degisimlerin Sanger Dizileme ile Konfirmasyonu
3.2.3.5.1. Primerlerin Tasarlanmasi

Primerlerin tasarlamasinda dikkat edilen oOzellikler, secilen primerlerin, dbSNP
veritabaninda daha onceden saptanmis herhangi bir SNP veya tekrarlayan dizi icermemesine,
ileri-geri primerlerin baglanma 1silarinin birbirlerine yakin olmasina (en fazla +/- 2-5°C fark),
icerdigi AT ve CG niikleotidlerinin miimkiin oldugunca esit dagilimli olmasina, 18-24
niikleotid igermesine ve gen bolgesinde beklenen mutasyonlarin analiz edilmesine olanak
saglayacak bolgeleri kapsamasina, dizi analizinde ~30-50 bazin iyi okunamayabilecegi
gozetilerek 0zen gosterildi. Ozgiinliik, Ucsc Genome Bioinformatics

(https://genome.ucsc.edu/index.html)’ den “in silico PZR” interaktif sistemi ile test edildi.



http://www.mutationtaster.org/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://sift.jcvi.org/
https://genome.ucsc.edu/index.html
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3.2.3.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Her bir PZR reaksiyonu i¢in 1X tampon soliisyonu [10X (NH4),SO4] (Thermo
Scientific), 25 mM MgCl, (Thermo Scientific), %0-10 DMSO (Biomatik Corporation), 200
uM dNTP (Thermo Scientific), 0,2/0,5 uM ileri ve geri primerler ve 0.5 U Taq polimeraz
enzimi (Thermo Scientific) ve 200 ng gDNA kullanildi. Karisim, bidistile su (dH,0) ile 50
ul’ye tamamlanarak hazirlandi. Tim g¢aligmalar buz {izerinde gergeklestirildi. Her PZR
caligmasinda amplifiye edilen her bir bolge DNA igermeyen kontrol PZR (negatif kontrol)’1
ile birlikte ¢alisildi.

PZR; 95°C de 10 dk denatiirasyon, ardindan 95°C de 30 sn denatiirasyon, primerlerin Tm
(Temparature of Melting)’e gore degisen 64°C den 52°C ye kadar ve 30 sn lik baglanma
isilarinda ve 70°C de 45-90 sn (1 kb / 1 dk) uzama basamaklarindan olusan toplam 35-40
dongii ve son olarak 70°C de 10 dk lik uzama ile, PZR yontemi kullanilarak, termal dongii
cihazlarinda (MJ Research PTC-200 ve DNA Engine-BIORAD-T100) gerceklestirildi.
Amplifikasyon sonrasinda PZR orneklerinden 5 pl alinarak, 50 bg¢’lik merdiven markori
(Sigma) paralelinde 8 pg/ml etidyum bromiir i¢eren %1.2’lik agaroz (Sigma) jelde, 1X TBE
tamponunda, 120 V da, 20 dk yiiriitillerek beklenen b¢ uzunluguna gore ayrilmasi saglandi.

Ultraviyole 151k altinda elde edilen bantlar goriintiilendi ve kayit edildi.

3.2.3.5.3 PZR Saflastirmasi (Enzimatik Yéntem ile)

Saflastirma islemi i¢in Exonuclease-I (Lot:00173016-Thermo Scientific) enzimi ve
Rapid Alkaline Fosfataz (04898133001-Roche) enzimleri kullanildi. Termal dongii cihazinda
PZR protokolii ile 37 °C de 15dak. , 85°C de 15 dak. ardindan 4°C ye getirildi. Saflastirilan

iriinler cihazdan alinarak bir sonraki islem i¢in +4°C’de karanlikta saklandi.

3.2.3.5.4. Dizi Analizi
PZR yontemi ile cogaltilan ve ardindan saflastirilan amplikonlarin dizi analizi,

ABI3500 otomatik sekiz kapilerli elektroforezinde (Applied Biosystem) gerceklestirildi.

3.2.3.5.4.1. DNA Dizi Analizi
Dizi analizi reaksiyonu, saflastirilan PZR {iriinleri ile termal dongii cihazinda yapildu.

Calismalarin tiimii buz lizerinde gergeklestirildi.

3.2.3.5.4.2. Dizi PZR Reaksiyonu
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5X tampon soliisyonu olan BigDye buffer (PZR icin gerekli kimyasallar1 igerir),
BigDye v3.1 (ddNTP leri ve AmpliTaq DNA polimeraz icermektedir), Primer (PZR da
kullanilan primerlerden biri ya da iki ¢ifti ayr1 yonlii olarak (dizi okuma kalitesi i¢in segilir)
saflastirilmig PZR iirtinii ve dH,O ilavesiyle final hacmi 10ul olacak sekilde plak (plate - USA
Scientific-800-522-8477) iizerinde bir kuyucuga bir iiriin gelecek sekilde hazirlandi. Karigim
termal dongli cihazinda yiiriitiildii. Protokol toplam 25 dongiide; 96°C de 10 sn ile
denatiirasyon, 50°C de 5 sn ile baglanma ve 60°C de 4 dk ile sonlanma basamaklari ile

olusturuldu. 4°C ye gelen cihazdan dizi reaksiyon {iriinleri alindi.

3.2.3.5.4.3. Dizi Reaksiyon Uriinlerinin Saflastiriimasi

BigDye dizi reaksiyonu iiriinlerinin kullanilmayan primer ve diger reaktiflerden
temizligi i¢in plak icerisinde iiriin basina 1 pl 125 mM EDTA, 1 pl 3M sodyum asetat ve 25
ul %100 etanol eklendi. Plak aliiminyum koruyucu yapiskan bantla (seal) kapatilarak oda
isisinda 15 dakika beklendi ve 3810 rpm’de 45 dak. santrifiij yapildi. Plak {izerindeki
koruyucu yapigkan bant agilarak kuyucuk agizlarn iiste gelecek bigimde cevrildi ve 1100
rpm’de 30 sn. kisa santrifiij yapildi. Her bir kuyucuga 35 pl %70’lik etanol eklendi. Plak
koruyucu yapiskan bant ile kapatildi ve 3460 rpm’de 15 dak. santrifiij edildi. Plak {izerindeki
koruyucu yapiskan bant agilarak 1170 rpm’de 60 sn. kisa santrifiij yapildi. Her bir kuyucuga
10 pl injeksiyon buffer’t [(dH,O ya da HiDi formamid (Highly Deionized formamid)]
eklendi. Ornekler 95 °C de 5 dak. denatiire edildi, 2 dak. buz iizerinde bekletildi ve
ABI3500’de yiiriitiildii.

3.2.3.5.4.4. Elektroforez Cihazina Yiikleme

Saflastirilan 6rnekler ABI3500 cihazi i¢in uygun olan plak (USA Scientific-800-522-
8477) her bir kuyuya bir drnek gelecek sekilde yerlestirildi. Plak santrifiijiinde (BIOSAN
LMC300) 1200 RPM de 2 dakika g¢evrildi. Santrifiij bitince, plak ABI3500 cihazina
yerlestirilip yiirlitme islemine gecildi. Cihaz yiiriitme isleminde kalibrasyonu yapilmig
dizileme boya seti olan Dyeset secildi.

Yiiriitme voltaji: 13,4 kVolts, 6n yiiriitme voltaji: 15 kVolts, injeksiyon voltaji:1,6
kVolts, yiiriitme siiresi:2.520 sn, On yiiriitme siiresi:180 sn, injeksiyon zaman1:8 sn ve veri

gecikmesi (data delay): 250 sn. ’ye ayarlanarak tirtinler yiirtitiildii.

3.2.3.5.4.5. Elektroforez Sonuclar1 ve Degerlendirilmesi



69

Kapiller Elektroforezi sonucunda alinan piklerin rengine gore degerlendirme yapildi.
Elektroferogramda pik rengi, Adenin ise yesil, Guanin ise siyah, Sitozin ise mavi ve Timin ise
kirmizi ile gosterildi.

Pikler ABI Sequencing Analysis v5.4 yazilim ve SeqScape v2.7 (ABI) programlarinda
bilgisayar ortaminda analiz edildi. Analiz sonuglarinin degerlendirilmesinde UCSC Genome
Browser (https://genome.ucsc.edu/index.html), Ensembl Genome Browser
(http://www.ensembl.org/index.html) vb. ¢esitli web sitelerinden yararlanildi.

SeqScape v2.7 programinda analiz asamasina gegmeden Once programa referans dizi
yiiklendi ve tanitilan transkriptin ekzon ve intronik bolgeleri program igerisinde gosterildi.
Dizileme isleminden sonra Fasta formatina alinan olgu dizisi programa yiiklendi ve analiz
komutu verildi. Bu islemden sonra, olgu dizisinin hedef gen bolgesi lizerindeki yeri,
dizilendigi primerin yoniiniin dogrulugu (ileri ya da geri primer veya her ikisi), saflastirma
kalitesi, dizilenen baz sayisi, goriintiilenen pik kalitesi, pik yiiksekligi ve arka alan kirliligi
olup olmadig1 kontrol edilerek degerlendirildi. Belirtilen kontrollerden sonra herhangi birinde
farklilik var ise calisma PZR asamasi veya yeterli Ornek mevcutsa, dizi saflastirma
asamasindan itibaren tekrarlandi. SeqScape v2.7 programinda analiz asamasinda, elde edilen
olgu dizisi ile referans dizi karsilastirilarak tanimlanmis degisimler NCBI Entrez SNP
(www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP), HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/all.php) ve
ENSEMBL GeneSNPView (www.ensembl.org/genesnpview) gibi veritabanlar1 kullanilarak

programda isaretlendi.
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4. BULGULAR

Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali
polikliniginde, 2004-2014 yillar1 arasinda, radiyal 15in defektleri nedeniyle 37 aileden 48
etkilenmis olgu degerlendirildi. Olgularin erkek/disi oran1 1.3 (erkek:27, disi:21), klinik
degerlendirmede ortalama yas 4.2 (aralik 3 giin-51 yas) idi. Olgu grubundan 2 ailede
18 ve ailevi t(2;12)(q31;q24.3))
saptanmistt. Dort ailede ise iliskili genlerdeki (SF3B4, SALL4, TBX5, FANCA) mutasyonlar

sitogenetik analizde kromozom anomalisi (trizomi

caligma dncesinde yapilan molekiiler analizlerde belirlenmisti. Calisma kapsaminda 31 ailenin
indeks olgularinda, radiyal 1simn defektleri i¢in tasarladigimiz hedefe yonelik yeni nesil
dizileme paneli ile molekiiler analizler yapildi ve bes ailede, 4 farkli gende (FANCA, NIPBL,
ESCO2, BRIPI) 6 farklt mutasyon saptandi. Sonug¢ olarak, radiyal 1sin defekti nedeniyle
degerlendirilen 37 ailenin 2’sinde (% 5.4) kromozom anomalisi ve 9’unda (% 24.3) 7 farkli
gende (FANCA, NIPBL, ESCO2, BRIPI1, SF3B4, SALL4, TBX5) 9 farkli mutasyon saptandi
(tablo 4.1). Saptanan mutasyonlardan ikisi yanlis anlamli mutasyon, ti¢li kirpilma bolgesi
mutasyonu ve dordi cergeve kaymasi mutasyonu idi. Bu mutasyonlardan besi daha once

tanimlanmig bilinen mutasyon, dordii ise ilk kez bu ¢alismada tanimlanan yeni mutasyonlardi.

Tablo 4.1. Calisma grubunda degerlendirilen olgulardaki molekiiler ve sitogenetik bulgular

Aile Kahtim Klinik Tani Gen/Mutasyon Karyotip Yontem Referans
modeli
RID-1 OR Fanconi FANCA: ¢.894-2A>G 46,XY YND + Bilinen
Anemisi homozigot SD ile mutasyon
konfirmasyon | (206, 207)
RID-2 OR Fanconi FANCA: ¢.894-2A>G 46,XY YND' + Bilinen
Anemisi homozigot SD ile mutasyon
konfirmasyon | (206, 207)
RID-3 OD Cornelia de NIPBL: ¢c.6893G>A, 46,XX YND + Bilinen
Lange (p-Arg2298His), heterozigot SD ile mutasyon (95)
sendromu konfirmasyon
RID-4 OR Roberts ESCO2: ¢.1104_1105insA, 46,XY,PCD+ YND + Yeni mutasyon
sendromu (T371Nfs*32), homozigot SD ile
konfirmasyon
RID-5 OR Fanconi BRIPI: ¢.205+5G>T *+ 46,XX YND + a: Bilinen
anemisi ¢.761_764delAGCA® SD ile mutasyon
(p-K254Rf5*19), birlesik konfirmasyon | (207, 208)
heterozigot b: yeni
Anne: ¢.761_764delAGCA mutasyon
heterozigot
Baba: ¢.205+5G>T heterozigot
RID-6 OR Fanconi FANCA: ¢.4261-2A>C 46,XY YND + Bilinen
anemisi homozigot SD ile mutasyon (209)
konfirmasyon
RID-7 OD Nager SF3B4: c.1147delC 46,XX SD* Bilinen
sendromu (p-His383Metfs *75) mutasyon
heterozigot (168, 169)
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RID-8 OD Okihiro SALL4: ¢.2484delG (-) Sp? Yeni mutasyon
sendromu (p-Phe829Leufs*27),
heterozigot
RID-9 OD Holt-Oram TBX5: c.481A>C 46,XX SD Yeni mutasyon
sendromu (p.Thr160Pro), heterozigot
RID-10 | - Trizomi 18 (-) 47,XY,+18 HRBT
RID-11 | OD Holt-Oram TBXS5 (12q24) Etkilenmis anne: HRBT
sendromu 46,XX,t(2;12)(q31;q24.3)
Etkilenmis fetus:
46,XY,1(2;12)(q31;q24.3)mat

OR: Otozomal resesif, OD: Otozomal dominant, YND: Yeni nesil dizileme, SD: Sanger dizileme, HRBT: high resolution banding techniques
1: Yeni nesil dizileme (YND) ¢alismast Almanya’da (Centogene AG, Schillingallee 68, 18057, Rostock) yapildi.
2: Sanger dizilemesi Almanya’da (Institut fiir Humangenetik, University Duisburg, Essen) yapildi.
3: Sanger dizilemesi Fransa’da (Laboratoire de Biochimie, Biologie Moleculaire, Hormonologie, Metabolisme-Nutrition, Oncologie, Centre de
Biologie et Pathologie-CHRU 59037 Lille Cedex) yapildi.

4.1.1. Aile RID-1:
Klinik Bulgular

Aralarinda 1.5 derece kuzen evliligi bulunan anne ve babanin ikinci gebeliklerinden
dogan erkek ¢ocuklar1 (G2P2), 1 yas 9 aylikken bagparmak anomalisi, pes ekinovarus, siitlii
kahverengi lekeler ve hipotiroidi bulgular1 nedeniyle poliklinigimizde degerlendirildi.

Aile oykiisiinde, amcada bagparmak hipoplazisi, anemi nedeniyle transfiizyon oykiisii
ve viicutta birkac adet siitlii kahverengi leke ve azospermi tarifleniyordu. Olgunun bir kiz
kardesi 3.5 yasinda pndmoni nedeniyle eks olmus (Sekil 4.1). Antenatal izleminde, 28
haftalikken intrauterin biiylime geriligi (IUBG) saptanmis. Ek patolojik ultrason bulgusu
saptanmayan gebelik, 39. gebelik haftasinda (GH) sezaryen ile 2150 g tart1 (<10 p, 34. GH ile
uyumlu), 42.5 cm boy (<10 p, 33-34. GH ile uyumlu) ve 33 cm bas ¢evresi (25-50 p) ile
dogmus. Postnatal uyum sorunu yasamayan olgu, unilateral (sol) PEV nedeniyle ponseti algisi
ile tedavi edilmis. Ayrica, yenidogan taramasinda konjenital hipotirodi saptanan olgu L-
tiroksin tedavisi almaya baslamis. Bu bulgulara ek olarak bagparmak hipoplazisi ve viicutta

stitlii kahverengi lekeler olmasi nedeniyle olgu i¢in genetik konsultasyon istenmisti.

1 yas 9 aylikken yapilan fizik muayenesinde; boy: 76 cm (-1.2 SD), tart1: 7.5 kg (-2.98
SD), bas cevresi: 43 cm (-3.24 SD) saptandi. Fasiyal dismorfik bulgular (dar ve yukar1 ¢ekik
palpebral fissiirler, hafif midfasiyal hipoplazi, ince iist dudak), viicutta ¢ok sayida siitlii
kahverengi lekeler, bilateral proksimal yerlesimli el bagparmaklar1 ve sag el basparmaginda
hipoplazi ve fleksiyon kisitlilig1 ve bilateral ayak 2-3. parmaklar arasinda parsiyel sindaktili
mevcuttu. Olgunun ndéromotor gelisimi kronolojik yast ile uyumlu idi ve sistemik
muayenesinde ek bir bulgu saptanmadi. Olas1 ek anomaliler acisindan istenen batin

ultrasonunda hafif splenomegali disinda 6zellik saptanmadi. Tiim bu klinik bulgular nedeniyle
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olgunun ayirici tanisinda ilk sirada Fanconi anemisi yer aldi. Bu nedenle yapilan tam kan
sayiminda saptanan trombositopeni (102.000/ul) taniy1 destekledi. Sendroma 06zgiin
sitogenetik inceleme sonuglart Fanconi anemisi ile uyumlu idi (kromozom kirik ¢aligmasinda,
nitrojen mustard [NTM] ile % 3.80 kirik; diepoksibiitan [DEB] ile % 3.69 kirik) ve olguda
Fanconi anemisi tanis1 kesinlesti.

Etkilenmis amcanin (sekil 4.1, IV-13) 30 yasindaki fizik muayenesinde; indeks olguya
benzer yiiz goriiniimii, viicutta siitlii kahverengi lekeler, boyunda akantozis nigrikans benzeri
hiperpigmentasyon ve hipopigmente noktasal makiiler lezyonlar, belirgin hipoplastik sag el
basparmagi mevcuttu (sekil 4.1). Ek olarak sag kulakta kismi isitme kaybi, hipergonadotropik
hipogonadizm, azospermi ve testis biyopsisinde germ hiicre yoklugu saptanmuist1. Iki yildir tip
1 DM tanisti ile izlenmekte olan olgu 7-8 yasindan beri anemi nedeniyle eritrosit transfiizyonu
almaktaydi. Olgunun kromozom kirik ¢aligmasinda Fanconi anemisi ile uyumlu olarak NTM

ile % 3.48, DEB ile % 6.96 kirik tespit edildi.

4.1.2. Aile RID-1:
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (sekil 4.1, V-2) radiyal 151n defekti sendromlar1 yeni nesil dizileme
paneli ile FANCA geninde (NM_000135.2; NP_000126.2) ¢.894-2A>G ([hgl9]
chr16:89862428T>C) homozigot degisimi saptandi ve bulgu Sanger dizileme ile olguda
homozigot ve anne-babada heterozigot olarak dogrulandi (sekil 4.2). Saptanan bu degisim

daha once Fanconi anemisi’nde kirpilma hatasina yol agan bir mutasyon olarak bildirilmisti

(208, 209).
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Sekil 4.1. Aile RID-1. (a)-(d) olgunun 1 yas 9 aylik fotograflari, (a) yiiz goriiniimii, (b) hipoplastik ve
proksimal yerlesimli sag basparmak, (¢) ve (d) siitli kahverengi lekeler, (e)-(h) olgunun 2 yas 7 aylik
fotograflari, (e) yiiz goriiniimii, (f) hipoplastik ve proksimal yerlesimli sag bagparmak, (g) ve (h) proksimal
yerlesimli sol bagparmak. (i)-(k) etkilenmis amca, (i) indeks olguya benzer yiiz goriiniimii, (j) hipoplastik
sag basparmak, (k) sirtta siitlii kahverengi lekeler, boyunda akantozis nigrikans benzeri hiperpigmentasyon
ve hipopigmente noktasal makiiler lezyonlar, (I) aile agac1. % : molekiiler analiz yapilan olgular.
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Sekil 4.2. Aile RID-1, molekiiler sonuglar. (a) olgu V-2’de YND ile saptanan mutasyonun (FANCA: c¢.894-2A>G) IGV
(Integrative Genomics Viewer) goruntiisii, (b) Ayn: mutasyonun sanger dizileme ile konfirmasyonu, olgu V-2, (c)
tastyic babanin (IV-12) elektroferogram goriintiisii, (d) tastyici annenin (IV-11) elektroferogram goriintiisii.

4.2.1.Aile RID-2:
Klinik Bulgular

Aralarinda 1. derece kuzen evliligi bulunan anne ve babanin ilk gebeliklerinden dogan
erkek olgu (G1 P1), 8.5 aylikken bilateral radiyal agenezi ve bagparmak hipo/agenezisi
nedeniyle poliklinigimizde degerlendirildi.

Aile oykiisiinde benzer olgu/ek 6zellik tariflenmiyordu (Sekil 4.3). Olgunun antenatal
izleminde, 22. GH’de, 6n kollarda tek kemik ve bagparmak agenezisi saptanmis ve gebeligin
sonlandirilmasi segenegi aileye sunulmus, ancak aile kabul etmemis. Olgu, 37. GH’da fetal
distres nedeniyle sezaryen ile 2000 g tart1 (-3 SD), 45 cm boy (-2.2 SD) ve 33 cm bas gevresi
(-1.3 SD) ile dogmus. Postnatal solunum sikintis1 nedeniyle 21 giin yenidogan yogun bakim
iinitesinde izlenen olguya, konjenital hipotiroidi nedeniyle L-tiroksin tedavisi baslanmis.
Bilateral radiyal deviasyon nedeniyle 5 aydir fizik tedavi alan olgu, el cerrahisi klinigi

tarafindan degerlendirilerek operasyon planlanmis ve genetik konsultasyon istenmisti.
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8.5 aylikken yapilan fizik muayenesinde; boy 60.4 cm (<3p, 3 ay ile uyumlu), tarti
5450 g (-3.93 SD), bas cevresi 42.5 cm (-2.59 SD) saptandi. Genis ve yiiksek alin, hafif
yiiksek damak, bilateral kisa ve radiyale deviye 6n kollar, sag elde bagparmak agenezisi, sol
elde ele yumusak doku ile tutunan ve tirnak yapisi olan hipoplastik basparmak mevcuttu (sekil
4.3). Noromotor gelisimi kronolojik yasi ile uyumlu idi ve sistemik muayenede ek bulgu

saptanmadi.

T TYY E-

1. 2. B. 10. 11. 12.

7.
14
. 2. 3. 4

A1

Sekil 4.3. Aile RID-2, indeks olgu. (a) olgunun 8.5 aylik fotografi, bilateral kisa 6n kollar ve
radiyal deviasyon (b) ve (c) olgunun 6nden ve yandan yiiz goriiniimii: genis ve yiiksek alin,
dar palpebral fissiirler, iiggen yiiz, malar hipoplazi, ince tist dudak. (d) sag elde bagparmak
agenezisi, (e) sol elde, ele yumusak dokuyla tutunan hipoplastik bagparmak, (f) aile agaci.
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Bilateral radiyal 1sin defekti, biiylime geriligi, mikrosefali bulgular1 ve otozomal
resesif kalitim modeli ile uyumlu pedigri analizi nedeni ile ayirici tanida radiyal 151n defektleri
ile giden OR sendromlar ve on planda Fanconi anemisi ve Roberts sendromu diisiiniildii.
Sitogenetik analizde G ve C-bantlamada erken sentromer ayrismasinin gézlenmemesi
nedeniyle Roberts sendromu dislandi. Fanconi anemisi ayirici tanisi 6n plana ¢ikan olgunun
tam kan sayiminda 6zellik saptanmadi, ancak kromozom kirik ¢alismasi Fanconi anemisi ile
uyumlu (NTM ile % 10.65 kirik, DEB ile % 11.52 kirik) bulundu ve Fanconi anemisi
kesinlesti. Olgunun, olas1 ek anomaliler agisindan istenen batin/liriner sistem ultrasonu ve
EKO’sunda patoloji saptanmadi. Molekiiler analiz i¢in, ailenin onayi ile olguya ait DNA

ornegi yurt disina (Centogene/Almanya) gonderildi.

4.2.2. Aile RID-2:
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (sekil 4.3, V-1) dis merkezde hedefe yonelik yeni nesil dizileme ile
yapilan incelemede FANCA geninde (NM_000135.2; NP_000126.2) saptanan homozigot
c.894-2A>G ([hgl9] chr16:89862428T>C) mutasyonu, Istanbul Universitesi, Istanbul Tip
Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali Laboratuvari’nda Sanger dizileme yontemiyle

dogrulandi. Anne ve babanin ayni mutasyonu heterozigot olarak tagidig1 gosterildi (sekil 4.4).

FANCA: c¢.894-2A>G

u
G G G T T c G G L G

Sekil 4.4. Aile RID-2. (a). indeks (V-1)
olguda FANCA c.894-2A>G homozigot

mutasyonu, elektroferogram  goriintiisii,
AV IV S AVIRY X ' (b). ayni mutasyonu heterozigot olarak
tagityan anneye (IV-6) ait elektroferogram
goriintiisii, (c). ayn1 mutasyonu heterozigot

N
AMAWAAANA

4.3.1. Aile RID-3:
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Klinik Bulgular

Aralarinda akraba evliligi olmayan anne ve babanin ikinci gebeliklerinden dogan disi
olgu (G3 P2 Abl), 3 yas 3 aylikken psikomotor gerilik, biiyiime geriligi ve dismorfik bulgular
nedeniyle poliklinigimizde degerlendirildi.

Aile oOykiisiinde benzer olgu/ek ozellik tariflenmiyordu (Sekil 4.5). Ailenin ilk
gebeligi, 16. GH’da erken membran riiptiirii nedeniyle spontan abortus ile sonuglanmis.
Olgunun antenatal izleminde, IUBG disinda 6zellik saptanmamis. Olgu, 40. GH’da sezaryen
ile (maternal anksiyete) 2400 g tart1 (10 p) ve 42 cm (?) boy (<10 p, 32. GH ile uyumlu) ile
dogmus. Dogum bas ¢evresi bilinmiyordu. Postnatal uyum sorunu olmamis.

3 yas 3 aylikken yapilan fizik muayenesinde; boy 87 cm (-2.47 SD), tart1 10,5 kg (-
2.60 SD), bas ¢evresi 43,5 cm (<3 p, 8 ay ile uyumlu) idi. Mikrobrakisefali, fasiyal dismorfik
bulgular (dar alin, yay seklinde kaslar ve sinofri, uzun ve kivrik kirpikler, belirgin ve genis
burun kokii ve burun kemeri, uzun filtrum, ince dudaklar, retrognati ve yiikksek damak)
mevcuttu. Ek olarak, ellerde, bilateral hipoplastik el basparmaklart ve 5. parmaklarda
klinodaktili, ayaklarda 2-3. parmaklar arasinda total kutandz sindaktili, sirtta belirgin
hirsutizm, sakral gamze ve hipoplastik dis genitalya bulgulari mevcuttu (sekil 4.5).
Kardiyovaskiiler sistem muayenesinde 3/6 sistolik iifiirlim saptandi. Psikomotor gelisimi geri
(bas kontrolii 6 ay, yiiriime 2,5 yas, heceleme 3 yas, climle kurma ve tuvalet terbiyesi yok)
olarak degerlendirildi. Olgudaki psikomotor gerilik DENVER testiyle dogruland: (kronolojik
yas 3 yas 3 ay, kisisel-sosyal 23 ay, ince motor 21 ay, dil 10 ay, kaba motor 2 yas 3 ay ile

uyumlu).

Olguda biiyiime geriligi, psikomotor gerilik, mikrosefali, fasiyal dismorfik bulgular ve
hirsutizm bulgular1 nedeniyle ayiric1 tanida ilk sirada Cornelia de Lange sendromu (CDLS)
diistintildii. Ayirici tantya giren kromozom anomalileri (6zellikle 3q duplikasyonu) periferik
kandan yapilan sitogenetik analiz ile (46,XX) dislandi. Kardiyak iifiirim ve CDLS’da eslik

edebilecek konjenital kalp anomalileri a¢isindan istenen EKO’da patoloji saptanmadi.
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Sekil 4.5. Aile RID-3, indeks olgu. (a), (b) ve (c). Olgunun 3 yas 3 aylik fotograflari. (b) ve (c).
Olgunun yiiz goriiniimii: dar alin, yay seklinde kaslar ve sinofri, uzun ve kivrik kirpikler, belirgin
ve genis burun kokii ve burun kemeri, uzun filtrum, ince dudaklar, retrognati. (d), (e) ve (f).
olgunun 8 yas 5 aylik fotograflari. (f). bilateral hafif hipoplastik bagparmaklar ve 5. parmaklarda
klinodaktili, (g). aile agac1. % : molekiiler analiz yapilan olgular.

4.3.2. Aile RID-3:
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (sekil 4.5, 1II-2) radiyal 151n defekti sendromlar1 yeni nesil dizileme
paneli ile NIPBL geninde (NM_133433.3; NP_056199.2) daha 6nce tanimlanmis heterozigot
c.6893G>A, p.Arg2298His ([hgl19] chr5:37049342G>A) mutasyonu saptandi (95). Saptanan
mutasyon, Sanger dizileme ile konfirme edildi, saglikli anne ile babanin bu mutasyonu
tasimadiklar1 gosterilerek gonadal mozaisizm dislanamamakla birlikte de novo olustugu

bildirildi (sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Aile RID-3. (a). YND ile indeks olgunun (III-2) NIPBL geninde saptanan chr5:37049342G>A
heterozigot mutasyonunun IGV goriintiisii, (b). indeks olguda saptanan mutasyonun Sanger dizileme ile

konfirmasyonu, elektroferogram goriintiisii, (¢) ve (d). ayn1 bdlgenin, saglikli anne ve babaya (II-7 ve II-8)
ait elektroferogram goriintiisii.

4.4.1. Aile RID-4:
Klinik Bulgular

Aralarinda 1. derece kuzen evliligi bulunan anne ve babanin ikinci gebeliklerinden
dogan disi olgu (G2 P1 Abl), 14 aylikken multipl kirik ve eklem anomalileri nedeniyle

poliklinigimizde degerlendirildi.

Aile dykiisiinde benzer olgu/ek 6zellik tariflenmiyordu (sekil 4.7). Olgunun antenatal
izleminde sorun saptanmamis. Fetal distres nedeniyle, 38. GH’da sezaryen ile 2320 g tarti
(<10 p, 35. GH ile uyumlu), 50 cm boy (75-90 p) ve 31 cm bas ¢evresi (<10 p, 33. GH ile
uyumlu) ile dogmus. Postnatal adaptasyon sorunu olmayan olgunun 3 giinliikkken sol kolunda,
1 haftalikken sag kolunda minér travmalar sonrasi kirik olusmus. Grafilerinde bilateral
humeroradiyal sinostoz saptanan olgu, ortopedi tarafindan izleme alinmis. Ek olarak, 3
aylikken yapilan EKO’da PFO ve hafif mitral yetmezlik bulgular: ve 8 aylikken 1 saat ara ile

2 kez afebril konvulziyon Oykiisii mevcuttu.
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14 aylikken fizik muayenesinde boy 75 cm (-0.79 SD), tart1 8,4 kg (-1.36 SD), bas
cevresi 40,5 cm (-4.50 SD) saptandi. Mikrobrakisefali, seyrek saclar, fasiyal dismorfik
bulgular (bilateral s1§ orbitalar, oryantal epikantus, hafif uzun kolumella, hipoplastik ala
naziler, sag burun deliginin altinda hemanjiyom ve hafif retrognati) mevcuttu (sekil 4.7).
Ayrica, hafif hipoplastik el basparmaklar1 ve sag basparmakta fleksiyon kisitliligi, bilateral 5.
parmaklarda klinodaktili saptandi. Her iki dirsekte 100° fleksiyon kontraktiirii ve ciddi
supinasyon kisitliligt ve bilateral dirseklerde gamzelesme, sirtta hipopigmente ve
hiperpigmente makiiler lezyonlar mevcuttu. Sistemik muayenesinde ek bulgu saptanmada.

Noromotor gelisimi kronolojik yast ile uyumlu idi.

d)

=y

Sekil. 4.7. Aile RID-4, indeks olgu (14 aylik). (a). Fasiyal dismorfik bulgular ve dirsekte fleksiyon kontraktiirii,
(b). Seyrek saglar, s1g orbitalar, oryantal epikantus, malar hipoplazi, hipoplastik ala naziler, sol burun deliginin
altinda hemanjiyom, (c). Sirtta hipo-/hiperpigmente makiiler lezyonlar, (d). aile agaci. *: molekiiler analiz
yapilan olgular.

Olguda, her iki dirsekte ve sag el basparmaginda saptanan sinostoz bulgulari

nedeniyle, ayiric1 tanilar arasinda yer alan multipl sinostoz sendromu (OMIM #186500)
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acisindan NOG geni dizilendi, ancak herhangi bir mutasyon saptanmadi. Tekrar
degerlendirilen olguda; mikrosefali, brakisefali, seyrek saclar, fasiyal dismorfik bulgular
(malar hipoplazi, s1g orbitalar, genis burun kokii, hipoplazik ala naziler), ciltte hiperpigmente
makiiler lezyonlar ve midfasiyal hemanjiyom bulgular ile ayirict tanida Roberts sendromu
distintildii ve sitogenetik analiz ile erken sentromer ayrigsmasi saptanarak klinik tani

kesinlestirildi.

4.4.2. Aile RID-4:
Molekiiler Bulgular

Etkilenmis olguda (sekil 4.7, IV-2) radiyal 1s1n defekti sendromlari yeni nesil dizileme
paneli ile ESCO2 geninde (NM_001017420.2; NP_001017420.1) c.1104_1105insA,
T371Nfs*32 ([hgl9] chr8:27645492insA) homozigot degisimi saptandi. Bu degisim daha
once literatiirde bildirilmemisti. Cergeve kaymasina yol acan bir degisim olmasi nedeniyle
patolojik olarak degerlendirildi. Sanger dizileme ile, olguda saptanan bu mutasyonun
konfirmasyonu yapildi, anne ve babanin bu mutasyonu heterozigot olarak tasidiklar1 gosterildi

(seklil 4.8).
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Sekil 4.8. Aile RID-4. (a). indeks olguda (IV-2) YND ile saptanan homozigot chr8:27645492insA
(ESCO2: c.1104_1105insA) mutasyonunun IGV goriintiisii, (b). YND ile indeks olguda saptanan
mutasyonun Sanger dizileme ile konfirmasyonu, elektroferogram goriintiisii, (¢). Aynt mutasyon agisindan
heterozigot tastyic1 anneye (III-3) ait elektroferogram goriintiisii, (d). Heterozigot tastyicit babaya (II1-4)
ait elektroferogram goriintiisil.
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4.5.1. Aile RID-5:
Klinik Bulgular

Aralarinda akraba evliligi bulunmayan anne ve babanin ilk gebeliklerinden dogan
erkek olgu (G2 P2), 3 yas 3 aylikken hidrosefali, anal atrezi ve radiyal 1sin defektleri
nedeniyle poliklinigimizde degerlendirildi.

Aile oykiisiinde benzer olgu tariflenmedi. Ancak olgunun annesinin amcasinin iki
cocugunda paraparezi (polio sekeli?) ve halasinin bir kizinda ataksi, dizartri tariflendi (sekil
4.9). Antenatal izleminde, 16. GH’da oligohidramniyos ve hidrosefali bulgular1 saptanmis.
Amniyosentez ile yapilan fetal kromozom analizi normal sonu¢lanmis ve aile, gebeligin
sonlandiriimas segenegini kabul etmemis. Olgu, 38°. GH’da sezaryen ile 1690 g tart1 (<10 p,
32-33. GH ile uyumlu), 41 cm boy (<10 p, 31. GH ile uyumlu) ve 35 cm bas ¢evresi (75-90
p) ile dogmus. Postnatal 20 giin kiivoz bakimi alan olgunun, ek olarak, bilateral el
basparmaklarinda agenezi, anal atrezi, rektovajinal fistiil, renal ultrasonda at nali bobrek ve
EKO’sunda bikiispit aorta bulgulart saptanmis. Elli giinliikkken, hidrosefali nedeniyle
ventrikiiloperitoneal sant takilmis, 2.5 yasindayken, hipotiroidi nedeniyle L-tiroksin tedavisi
baslanmis. Olgu, biiyiime geriligi ve tart1 alamama nedeniyle metabolik hastaliklar agisindan
tetkik edilmis, ancak tani alamamisti. Bir yasindan beri formiil mama destegi alan olguda,
tart1 alimindaki yetersizlik nedeniyle anal atrezi ve rektovajinal fistiiliin cerrahi tedavisi
yapilamamis. Olgu, radiyal 1sin defektleri, anal atrezi, bikiispit aorta ve at nali bobrek

bulgulari ile dis merkezde VACTERL birlikteligi tanist almigti.

3 yas 3 aylikken yapilan fizik muayenesinde, boy 65 cm (<3 p, 6 ay ile uyumlu), tart1
4,8 kg (<3 p, -9.26 SD), bas ¢evresi 37,7 cm (<3 p, yenidogan ile uyumlu) saptandi. Fasiyal
dismorfik bulgular (basik burun kokii, hipoplastik ala naziler, kisa kolumella, hafif malar
hipoplazi), ciltte en kii¢ligii 6 mm capinda olan ¢ok sayida siitlii kahverengi lekeler, bilateral
el bagparmaklarinda agenezi, el bileklerinde radiyal deviasyon, hipoplastik ayak tirnaklari,
ayaklarda parmak pozisyon anomalileri (3. parmaklar, 2 ve 4. parmaklarin altinda yerlesimli),
anal atrezi ve rektovajinal fistiile sekonder vajenden gayta gelisi mevcuttu (sekil 4.9).
Sistemik muayenesinde ek bulgu saptanmadi. Noéromotor gelisimi kronolojik yas1 ile uyumlu
idi.

Olguda saptanan bilateral radiyal 1sin defekti, anal atrezi ve renal anomali (at nali
bobrek) bulgularina ek olarak hidrosefali bulgusu ile VACTERL-H sendromu (OMIM
#276950) ayiric1 tanilar arasinda diisiiniildii ancak agir biiyiime geriligi, mikrosefali, ¢cok

sayida siitlii kahverengi lekelerin olmasi nedeniyle Fanconi anemisi ayiric1 tanida ilk sirada
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yer aldi. Tam kan sayiminda 06zellik saptanmamasina ragmen kromozom kirik calismasi
Fanconi anemisi ile uyumlu (NTM ile % 11.3 kirik, DEB ile % 10 kirik) bulundu ve olgu

Fanconi anemisi klinik tanis1 aldi.

O i . 4
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Sekil 4.9. Aile RID-5. 3 yas 3 aylik, indeks olgu. (a). Olgunun yiiz goriiniimii (basik burun koki,
hipoplastik ala naziler, kisa kolumella, hafif malar hipoplazi), bilateral bagparmak agenezisi ve ellerde
radiyal deviasyon, (b). sol elde bagparmak agenezisi ve belirgin radiyal deviasyon, (c). anal atrezi ve
rektovajinal fistiile sekonder vajenden gayta gelisi, (d). aile agac1. * molekiiler analiz yapilan olgular.

4.5.2. Aile RID-5:
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (sekil 4.9, IV-1), radiyal 151n defekti sendromlar1 yeni nesil dizileme
paneli ile BRIPI geninde (NM_032043.2; NP_114432.2) heterozigot c.205+5G>T ([hg19]
chr17:59937152C>A) mutasyonu ve heterozigot c.761_764delAGCA, p.K254Rfs*19 ([hgl9]
chr17:59885981delTGCT) degisimi saptandi. ¢.205+5G>T nin daha 6nce Fanconi anemisi ile
iligkili bir mutasyon oldugu bildirilmisti (209, 210). c.761 764delAGCA degisimi ise daha
once literatiirde bildirilmemis olmasina ragmen cerceve kaymasina yol agmasi nedeniyle

patolojik olarak kabul edildi. Saptanan her iki mutasyon, Sanger dizileme ile konfirme edildi.
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Anne ve babada yapilan analizde, olgunun ¢.205+5G>T mutasyonunu babadan,
c.761_764delAGCA mutasyonunu ise anneden aldigi, bdylece bu iki mutasyonun olguda
birlesik heterozigot formda bulundugu gosterildi (sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Aile RID-5. (a) ve (b). indeks olguda (IV-1) YND ile saptanan BRIPI: c.205+5G>T heterozigot ve
c.761_764delAGCA heterozigot mutasyonlarnimn IGV goriintiisii, (c). indeks olguda ¢.205+5G>T heterozigot
mutasyonunun Sanger dizileme ile konfirmasyonu, (d). Indeks olguda c.761 764delAGCA heterozigot mutasyonunun
Sanger dizileme ile konfirmasyonu, (e). babada (III-16), ¢.205+5G>T heterozigot mutasyonu, elektroferogram goriintiisti,
(). annede ¢.761_764del AGCA heterozigot mutasyonu, elektroferogram goriintiisii.

4.6.1. Aile RID-6:
Klinik Bulgular
Aralarinda 1. derece kuzen evliligi bulunan anne ve babanin ikinci ve dordiincii

gebeliklerinden dogan, 10 yas 3 aylik (olgu RID-6.1; sekil 4.11, IV-2) ve 3 yas 6 aylik (olgu
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RID-6.2; sekil 4.11, 1V-4) iki erkek kardes (G5 P5), Fanconi anemisi tanisiyla Hematoloji
kliniginden izlemdeyken genetik konsultasyon amagli poliklinigimizde degerlendirildi.

Aile Oykiisiinde, etkilenmis iki kardes disinda benzer olgu tariflenmedi. Ailenin ilk
gebeliklerinden olan erkek cocuklari, 4 gilinlilkken solunum sikintis1 nedeniyle 6lmiis (Sekil
4.11).

Antenatal izleminde sorun saptanmayan olgu RID-6.1, zamaninda, normal spontan
dogum ile 3150 g tart1 (25-50 p) ve 48 cm (25-50 p) boyunda dogmus. Dogum bas ¢evresi
bilinmiyordu. Postnatal adaptasyon sorunu olmayan olgunun, dogumdan sonra her iki elinde
preaksiyel polidaktili saptanmis ve 4 aylikken opere edilmis. U¢ yasindayken, tart1 alamama
ve sik enfeksiyon gecirme sikayetleri nedeniyle tetkik edilen olgunun tam kan sayiminda
pansitopeni (hgb: 10.7 g/dl, htc: % 31, 16kosit: 2800/mm?, trombosit: 37000/ul) ve kemik iligi
aspirasyonunda tiim hiicre serilerinde azalma saptanmis. Preaksiyel polidaktili ve kemik iligi
yetmezligi bulgulari ile Fanconi anemisi diisiiniilen olguda, kromozom kirik ¢alismasi (DEB
testi) ile Fanconi anemisi tanist kesinlestirilmis. On yasinda belirginlesen trombositopeni
(23000/ul) nedeniyle streoid (metilprednizolon) tedavisi baglanmis.

Ailenin ikinci etkilenmis olgusu (RID-6.2), zamaninda, normal spontan dogum ile
3150 g tart1 ve 50 cm boyunda dogmus. Postnatal adaptasyon sorunu olmayan olguda, dogum
sonrasl, sol elinde preaksiyel polidaktili ve sinirda trombosit sayist (150.000/ul) saptanmis.
Kardesinde Fanconi anemisi, olguda preaksiyel polidaktili ve sinirda trombosit sayist
nedeniyle yapilan kromozom kirik ¢aligmasi Fanconi anemisi ile uyumlu (NTM ile % 7.17

kirik, DEB ile % 3.48 kirik) saptanarak tani kesinlestirilmis.

Olgu RID-6.1"in 10 yas 3 aylikken fizik muayenesinde, boy 123 cm (-2.66 SD), tarti
22 kg (-2.55 SD), bas ¢evresi 51 cm (-1.80 SD) olciildii. Strabismus, nistagmus, bilateral
ptozis ve yliksek damak mevcuttu. Sag lomber bolgede 2x3 cm siitlii kahverengi leke ve sag
kalcada 3x4 cm ekimoz saptandi. Her iki elde opere preaksiyel polidaktili mevcuttu. Ek
olarak, sag el bagparmaginda hipoplazi ve distal interfalangeal ekleminde fleksiyon kisitlilig
saptand1. Penis boyu 3 cm ve bilateral testis hacmi 1 cm® 6lgiildii (mikropenis, mikroorsidi).
Sistemik muayenesinde ek bulgu saptanmadi. Noromotor gelisimi kronolojik yas1 ile uyumlu
idi.

Olgu RID-6.2’nin 3 yas 6 aylik iken fizik muayenesinde, boy 101 cm (0.12 SD), tart1
15 kg (-0.45 SD) ve bas g¢evresi 51 cm (0.13 SD) olgiildii. Yiiksek damak disinda
kraniyofasiyal bulgu saptanmadi. Sol elde preaksiyel polidaktili, viicutta ¢ok sayida siitlii
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kahverengi lekeler ve karin bolgesinde hipopigmente makiiler lezyon mevcuttu. Sistemik

muayenesinde ek bulgu saptanmadi. Néromotor gelisimi kronolojik yasi ile uyumlu idi.

e)

S

N Yele)ulal= d%mm D550

A 7

Sekil 4.11. Olgu RID-6.1’in (IV-2) 19 yas 6 aylik, olgu RID-6.2’nin (IV-4) 13 yas 8 aylik fotografi. (a).
Olgu RID-6.1, dar palpebral fissiirler, hipoplazik ala naziler, asag1 yerlesimli kolumella, kisa filtrum, belirgin
cene. (b). Olgu RID-6.1, bilateral opere preaksiyel polidaktili, hipoplastik ve radiyale deviye sag el
basparmagi. (c). Olgu RID-6.2, benzer yiiz goriiniimii. (d). Olgu RID-6.2, sol elde opere preaksiyel
polidaktili ve hipoplastik bagparmak, (e). aile agaci.

Her iki olgunun da EKO’su ve renal ultrasonografisi normal saptandi. Olgu RID-6.1
19 yas 6 aylikken ve olgu RID-6.2 13 yas 8 aylikken tekrar degerlendirildi (sekil 4.11). Olgu
RID-6.1’in trombosit sayismnin 30.000-40.000/ul diizeylerinde seyrettigi, hafif anemisinin
oldugu ve sadece dis cerrahisi dncesi birka¢ kez trombosit ve eritrosit suspansiyonu aldigi,
siirekli transfiizyon ihtiyacinin olmadig1 6grenildi ve olguda ek anomali saptanmadi. Olgu
RID-6.2°nin ise 4 yasindayken preaksiyel polidaktili nedeniyle opere oldugu, trombosit
sayisinin en fazla 50.000/ul diizeylerine kadar diistiigii, ancak hi¢ transflizyon ihtiyacinin
olmadig 6grenildi. Ek anomali saptanmadi. Her iki olgu da heniiz kemik iligi nakli olmamisti

ve malignite Oykiisii yoktu.
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4.6.2. Aile RID-6:
Molekiiler Bulgular

Indeks olgu RID-6.2 (sekil 4.11, IV-4)’de, radiyal 151 defekti sendromlar1 yeni nesil
dizileme paneli ile FANCA geninde (NM_000135.2; NP_000126.2) homozigot c¢.4261-2A>C

([hg19] chr16:89805118T>G) mutasyonu saptandi. Bu mutasyon, kirpilma hatasina yol acan,

daha once Fanconi anemisi ile iligkili olarak bildirilmisti (211). Sanger dizileme ile etkilenmis

kardesin (olgu RID-6.1, sekil 4.11, IV-2) ayn1 mutasyonu homozigot olarak, anne ve babanin

heterozigot olarak tasidig1 gosterildi (sekil 4.12).
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mutasyonunu gosteren elektroferogram goriintiileri.

Sekil 4.12. Aile RID-6. (a). olgu RID-6.2 (IV-4)’de YND ile saptanan FANCA: c.4261-2A>C ([hgl9]
chr16:89805118T>G) homozigot mutasyonunun IGV goriintiisii, (b). Olgu RID-6.2’de YND ile saptanan
mutasyonun Sanger dizileme ile konfirmasyonu, (¢). Ayni mutasyonun, etkilenmis kardeste (IV-2) Sanger
dizileme ile gosterilmesi, (d) ve (e). sirasiyla anne ve babada, heterozigot formdaki c.4261-2A>C

4.7.1. Aile RID-7:
Klinik Bulgular
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Aralarinda 1.5 derece kuzen evliligi bulunan anne ve babanin ikinci gebeliklerinden
dogan disi olgu (G2 P2), 2.5 aylikken yarik damak, mikrognati ve glossopitoz bulgular
nedeniyle poliklinigimizde degerlendirildi.

Aile oOykiisiinde benzer olgu tariflenmedi ancak konjenital sagirligi olan olgular
mevcuttu (sekil 4.13). Antenatal izlemi diizenli olarak yapilmayan olgu, zamaninda, normal
spontan dogum ile 3500 g tart1 (75 p), 50 cm boy (50-75 p) ve 36 cm bas cevresi (90 p) ile
dogmus. Dogum sonrasi Pierre-Robin sekansi (yarik damak, mikrognati ve glossopitoz)
saptanan olguya genetik konsultasyon onerilmis.

Emmesi yeterli olmayan olguya formiil mama baslanmis olmasina ragmen tart1 alimi
yetersizdi. Yenidogan isitme taramasindan gecemeyen olguda dis kulak yolu atrezisi
saptanmis ve 6 aylik olunca BERA testi dnerilmis.

2.5 aylikken fizik muayenesinde, boy 55 cm (-2 SD), tart1 3.6 kg (-3.18 SD), bas
cevresi 37 cm (-2.42 SD) saptandi. Kraniyofasiyal bulgulari, asagi ¢ekik palpebral fissiirler,
uzun kirpikler, mavi sklera, alt gz kapagi kenarlarinda diizensizlik, belirgin burun kokii,
hipoplazik ala naziler, hafif malar hipoplazi, ince dudaklar, mikroretrognati, yumusak
damakta U seklinde yarik, glossopitoz, diisiik ve hafif geriye yerlesimli kulaklar, katlantili
heliksler ve atrezik dis kulak yollar1 idi. El bagparmaklari hipoplastik ve uzundu,
interfalangeal eklemlerinde fleksiyon hareketi ve fleksiyon ¢izgisi yoktu. Her iki elde hokey
cizgisi ve 5. parmaklarda klinodaktili mevcuttu. Her iki 6n kolda supinasyon hafif kisitliydi.
Ayaklarda pes ekinovarus ve parmak pozisyon anomalileri mevcuttu (sekil 4.13). Sistemik
muayenesinde ek bulgu saptanmadi. Noromotor gelisimi kronolojik yas1 ile uyumlu idi. Yarik
damak, mikrognati, dis kulak yollarinda atrezi bulgulari nedeniyle kulak-burun-bogaz
konsultasyonu istendi ancak olgu, 5 aylikken solunum yetmezligi nedeniyle kaybedildi.

Olguda, tipik kraniyofasiyal bulgular ve radiyal 151n defektleri ile klinik olarak Nager

sendromu diistinildii.
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Sekil 4.13. Aile RID-7, indeks olgu. (a). Tipik fasiyal dismorfizm: asag1 g¢ekik palpebral fissiirler, malar
hipoplazi, alt goz kapaklarinda kirpik azligi ve diizensizlik, disiik ve displastik kulaklar, mikrognati. (b).
hipoplastik ve ankiloze el bagparmaklari, (c). her iki elde birinci metakarp ve falankslarda hipoplazi, direkt grafi
goriintiisi, (d). aile agact.

4.7.2. Aile RID-7:
Molekiiler Bulgular

Nager sendromu klinik tanili indeks olgu ve anne-babasia (sekil 4.13; V-3, IV-5 ve
IV-6) ait EDTA’ll kanlar, molekiiler analiz i¢in arastirma kapsaminda yurtdisina (Dagmar
Wieczorek, Institut fiir Humangenetik, University Duisburg, Essen, Germany) gonderildi.
Indeks olguda, Nager sendromu ile iliskili SF3B4 geninin (NM_005850.4, NP_005841.1) 6.
ekzonunda, gerceve kaymasina yol acan heterozigot c.1147delC (p.H383Mfs*75) mutasyonu
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saptandi. Bu mutasyon, daha o6nce Nager sendromu ile iligkili bir mutasyon olarak

bildirilmisti (170, 171). Ayn1 mutasyonun anne ve babada olmadig1 gosterildi (sekil 4.14).

SF3B4: c.1147delC

Sekil 4.14. Aile RID-7: molekiiler
sonugclar. (a). Indeks olguda c.1147delC
heterozigot mutasyonu, elektroferogram

LM XN VV VLV IAANR WY LA goriintiisii, (b). annede ayni bolgenin

) elektroferogram goriintiisii, (c¢) babada

b) a ) A . ayni bolgenin elektroferogram
L - Ll " bl sl L) goriintiisii.

4.8.1. Aile RID-8:
Klinik Bulgular

Aralarinda uzak akrabalik bulunan anne ve babanin ilk gebeliklerinden dogan 29
yasindaki bilateral radiyal 1sin defekti olan olgu (G4 P4), gebeliginin 21. haftasinda
poliklinigimizde degerlendirildi.

Anne adaymin ilk gebeligindeki fizik muayenede, her iki 6n kolda kisalik, radiyal
hipoplazi ve buna bagli belirgin radiyal deviasyon, sol elde bagparmak agenezisi, sag elde ileri
derecede hipoplazik ve ikinci parmagin lateralinden ¢ikan bagparmak yapisi saptanmisti.
Kolay morarma sikayeti de tarifleyen olgunun, Fanconi anemisi ayirict tanisi ile istenen tam
kan saymiminda oOzellik saptanmamisti. Bagparmak agenezisi nedeniyle olgu Holt-Oram
sendromu ile uyumlu bulunmus ve fetusun hastalik riskinin % 50 oldugu belirtilmis ve US ile
izleme alinmisti. Gebeliginde yapilan US izleminde, fetusta major anomali saptanmamis ve
saglikli bir erkek ¢ocuk dogmustu.

Olgu 37 yasindayken, ikinci gebeliginin 19. haftasinda tekrar basvurdu. Yapilan
antenatal US’de, fetusta, her iki elde basparmak izlenmedi, sag 6n kolda tek kemik ve

proksimal radiyoulnar fiizyon (?) bulgulari saptandi. Fetusun etkilenmis oldugu belirtildi, ileri
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anne yasi nedeniyle fetal karyotip amag¢li amniyosentez oOnerildi. Aile girisimi kabul
etmediginden dogum sonrasi genetik konsultasyon énerildi.

Etkilenmis olgu (G2), 38. GH’da sezaryen ile 3320 g tart1 (=75 p), 46 cm boy (10-25
p) ve 35 cm bas ¢evresi (75-90 p) ile dogmus. Postnatal adaptasyon sorunu yasamayan olgu,
3. giinde karninda siskinlik ve huzursuzluk nedeniyle ¢ocuk cerrahisi ile konsulte edilmis ve
anokutandz fistiil, anal stenoz tanilartyla opere edilmis.

7 aylikken fizik muayenesinde, boy 65 cm (-1.64 SD), tart1 8.5 kg (0.00 SD), bas
cevresi 43.5 cm (-1.10 SD) olgiildii. Bilateral hafif epikantus, basik ve bifid burun ucu, dig
kulak yolunda darlik bulgularina eslik eden her iki elde radiyal deviasyon, sag elde basparmak
agenezisi, sol elde 1-2. parmaklar arasinda total kutanoz sindaktili bulgulari mevcuttu.

Anne ve oglu, benzer bulgular (radiyal 15in defektleri) nedeniyle ailevi otozomal
dominant Holt-Oram sendromu klinik tanisi ile izleme alindi. Olas1 kalp anomalileri agisindan
yapilan EKO’da patoloji saptanmadi. Olgularin kardiyak ileti bozukluklar1 agisindan izlemi

Onerildi.

4.8.2. Aile RID-8:
Molekiiler Sonuclar

Benzer etkilenmis anne ve ogluna ait DNA oOrnekleri, TBXS5 molekiiler analizi i¢in yurt
disina (Laboratoire de Biochimie, Biologie Moleculaire, Hormonologie, Metabolisme-
Nutrition, Oncologie, Centre de Biologie et Pathologie-CHRU 59037 Lille Cedex, Fransa)
gonderildi. 7BX5 geninde dizi analizi ve MLPA ile mutasyon saptanmadi. Olgularda ayirict
tanida yer alan Okihiro sendromu nedeniyle SALL4 dizi analizi yapildi ve heterozigot
c.2484delG (p.Phe829Leufs*27) mutasyonu saptandi. Saptanan bu mutasyon, daha &nce
literatiirde bildirilmemisti, ancak c¢erceve kaymasina yol acan bir degisim olmasi nedeniyle

patolojik olarak degerlendirildi. Anne ve oglunda DRRS (Okihiro sendromu) tanis1 kesinlesti.

Molekiiler sonuglar 1s1ginda tekrar degerlendirilen olgularin her ikisinde de Duane
anomalisi saptand1 (sekil 4.15). Ayrica, her iki olguda saptanan dis kulak yolundaki darlik ve
etkilenmis oguldaki (G2) anal stenoz bulgularinin, DRRS ile uyumlu bulgular oldugu fark

edildi. Olas1 renal anomaliler agisindan yapilan renal US’lerinde patoloji saptanmadi.
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Sekil 4.15. Aile RID-8. (a). Etkilenmis olgunun (III-2) 1 yasindaki yiiz goriintiisii ve Duane anomalisi (sag
gozde laterale bakis felci, sol goziin kisilmasi), (b). etkilenmis annede (II-4) benzer yiiz goriiniimii ve Duane
anomalisi, (c). annede bilateral radiyal hipoplaziye bagli 6n kollarda kisalik ve radiyal deviasyon,
basparmaklarda hipo-/aplazi, (d) ve (e). etkilenmis olgunun sol elinde trifalangeal bagparmak benzeri 1.
parmak ile 2. parmak arasi total sindaktili, sol elinde bagparmak agenezisi, (f), (g) ve (h). olgunun (III-2) 4
yasindaki fotograflari, (i). olgunun (III-2) 4 yas 3 aylikken ¢ekilen grafileri: sagda basparmak agenezisi, solda
superpoze olmus ii¢ falanks yapist izlenen 1. parmak ve 2. parmak izleniyor, (j). aile agaci.

4.9.1. Aile RID-9:
Klinik Bulgular

Aralarinda akrabalik bulunmayan anne ve babanin ilk gebeliklerinden dogan disi
olguda (G1 P1), 47 giinliikken, radiyal 1s1n defektleri ve konjenital kalp anomalileri (ASD +
VSD + PDA) saptanarak Holt-Oram sendromu oOn tanisi ile genetik konsultasyon igin

gonderildi.
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Aile Oykiisiinde benzer olgu/ek Ozellik tariflenmiyordu. Anne, gebeliginin 20.
haftasinda diisiik tehditi nedeniyle Mg™ kullanmus, ek sorun yasanmamus. Olgu, 38" GH.’da
makat gelis endikasyonlu sezaryenle 3360 gr (50-75 p) tartisinda dogmus. Postnatal
adaptasyon sorunu yasamayan olgunun, 3. giin emerken morarmasi olmus ve EKO’sunda
miiskiiler VSD, kii¢lik sekundum ASD ve PDA bulgular1 saptanmis. Ek olarak iist ekstremite
anomalileri (radiyal 1s1n defektleri) saptanan olgu, Holt-Oram sendromu 6n tanisi ile genetik
konsultasyon i¢in gonderilmisti.

47 giinliikken yapilan fizik muayenesinde, boy 53 cm (-0.04 SD), tart1 4590 g (0.90
SD), bas cevresi 37 cm (-0.08 SD) saptandi. Alinda ve iist dudak orta hatta kapiller
hemanjiyom, dar omuzlar, her iki el bileginde radiyal deviasyon mevcuttu. Sag el bagparmak
ince ve uzun (trifalangeal basparmak), sol el bagparmak ileri derecede hipoplazik ve 2.
parmagin radiyal kismindan ¢ikiyordu (sekil 4.16). Kardiyovaskiiler sistem muayenesinde 3/6
sistolik Uflirlim saptandi. GOz temasi ve takibi mevcuttu. Bas kontrolii heniiz yoktu. Primitif

refleksleri kronolojik yas1 ile uyumlu idi.

Sekil 4.16. Aile RID-9. (a). 47 giinliik olguda bilateral radiyal deviasyon, (b). olgunun yiiz goriiniimi, alinda ve
filtrum {izerinde kapiller hemanjiyomlar, (c). sol elinde radiyal deviasyon, hipoplastik ve 2. parmagin radiyal
yilizeyinden ¢ikan bagparmak, (d). sag elde radiyal deviasiyon ve trifalangeal basparmak, (e). sag el-6n kol
grafisi; metakarpi, 2. metakarp ile superpoze olmus hipoplastik trifalangeal bagparmak, (f). sol el-6n kol grafisi;
hipoplastik radius ve bagparmaga ait metakarp ve falankslar.

4.9.2. Aile RID-9:

Molekiiler Sonuclar
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Indeks olguda TBX5 geninin (NM_000192.3; NP_000183.2) kodlayan bolgeleri,
intron ve ekzon sinir bolgeleri Sanger yontemiyle dizilendi ve ekzon 5°te daha Once
literatiirde tanimlanmamis heterozigot ¢.481A>C degisimi saptandi (sekil 4.17). Bagimsiz
ornek tekrarinda ayni degisim gozlendi ve olasi tag polimeraz hatasi diglandi. Anne ve babada
yapilan analizde, bu degisimi tasimadiklar1 gosterildi.

TBX5 geninde saptanan c.481A>C degisimi, protein zincirinde, 160. kodondan
kodlanan “‘yiiksiiz polar hidroksil grubu’® olan treonini, ‘‘nonpolar’®> proline
dontstiirmektedir (p.Thr160Pro). Degisimin olustugu bolge, TBX5 geninin kodladig T-box
transkripsiyon faktoriiniin, transkripsiyonel regiilasyonda onemli olan ve DNA baglanma
ozelligi gosteren T-box domaini’nde yer almaktadir. Yanlis anlamli degisimlerin patolojik
olup olmadigint degerlendiren interaktif web tabanli Mutation Taster programi, bu degisimin
>% 99.9 patolojik bir mutasyon oldugu tahminini verdi. Bu nedenle, olguda saptanan

c.481A>C degisimi, Holt-Oram sendromu ile iligkili bir mutasyon olarak degerlendirildi.

-
T C c C

]
]

TBX5: c.481A>C Sekil 4.17. Aile RID-9, molekiiler
sonuclar. (a). indeks olguda TBX5

a)
geninde  c481A>C  heterozigot
/\ mutasyonuna ait elektroferogram
gorlintiisii, (b). Annede, aym

b) bolgenin  normal  dizisine  ait
elektroferogram  gortintiisii,  (c).
Babada, ayn1 boélgenin  normal

dizisine ait elektroferogram

4.10.1. Aile RID-10:
Klinik Bulgular

Aralarinda akrabalik bulunmayan anne ve babanin ilk gebeliklerinden dogan erkek
olgu (Gl PI), 1 aylikken ekstremite anomalileri, slipheli korpus kallozum agenezisi ve

mikroretrognati bulgular1 nedeniyle poliklinigimizde degerlendirildi.
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Aile Oykiisiinde benzer olgu tariflenmedi. Babanin bir kiz kardesi, 6 aylikken
bilinmeyen bir nedenle 6lmiis (sekil 4.18). Antenatal US izlemi diizenli olarak yapilmis ve
patoloji saptanmamis. Tarama testleri yapilmamis. Anne, gebeliginin 14. haftasindan doguma
kadar genital enfeksiyon nedeniyle adini hatirlamadigi bir antibiyotik ve Travazol krem
(gebelik kategorisi C) kullanmis. Olgu, 39. GH’da fetal distres endikasyonlu sezaryen ile
2750 g tart1 (10-25 p), 45 cm boy (<10 p, 34. GH ile uyumlu) ve 34,5 cm bas ¢evresi (75 p)
ile dogmus. Dogum sonras1 gogiis deformitesi (pektus karinatum), el ve ayak parmaklarinda
yapisikliklar (sindaktili), ve ayaklarmin i¢e doniik oldugu fark edilmis. Postnatal solunum
sikintis1 nedeniyle yogun bakimda izleme alinan olgunun, kraniyal US’sinde siipheli korpus
kallozum agenezisi saptanmis ve emme refleksi yokmus. Olgu, nazogastrik sonda vasitasiyla
anne siitii ve formill mama ile besleniyormus.

Bir aylikken fizik muayenesinde, boy 51 cm (-1.11 SD), tart1 3660 g (-1.09 SD), bas
cevresi 37 cm (-0.64 SD) saptandi. Skafosefali, belirgin metopik siitiir, s1g orbitalar, belirgin
burun kokii ve tlibiiler burun yapisi, mikroretrognati, sekonder alveoler kemer, diisiik ve
geriye yerlesimli kulaklar mevcuttu. Aglarken agzin1 tam agamiyordu. Her iki kulak kepgesi
deriye yapisikt ve antiheliksler belirgindi. Solda aksesuar meme bas1 ve sternum orta hatta
pektus karinatum deformitesi mevcuttu. Sag elde 2-3. parmaklar arasinda distal interfalangeal
eklem cizgisine kadar uzayan parsiyel kutanoz sindaktili, 4-5. parmaklar arasinda perdelenme,
sag el bilegi unlar ylizeyinde gamzelesme, bagparmakta hipoplazi ve radiyal deviasyon, 1. ve
2. parmakta kamptodaktili mevcuttu. Sol elde 2-3. ve 4-5. parmaklar arasinda proksimal
interfalangeal eklem cizgisine kadar uzayan parsiyel kutandz sindaktili ve 2. parmakta
kamptodaktili mevcuttu. Her iki elde 3-4. parmaklar arasinda total sindaktili,
metakarpofalangeal eklemlerde ve sag el bileginde ekstansiyon kisitliligi saptandi. Bilateral
pes ekinovarus nedeniyle her iki alt ekstremite ponseti al¢isina alinmisti. Her iki ayakta 3-4.
parmaklar arasinda total sindaktili izlendi (sekil 4.18). Sistemik muayenesinde hipotoni
disinda ek bulgu saptanmadi. Batin US’de ek patoloji saptanmadi. Kraniyal US’de saptanan
korpus kallozum agenezisi sliphesi nedeniyle kraniyal MRG o6nerildi, ancak olgunun MRG
cekilemeden 2 yasindayken 61diigli 6grenildi.

Olguda dismorfik bulgulara eslik eden hipotoni ve ekstremite anomalileri nedeniyle
ayirict tanida kromozom anomalileri (trizomi 18) diisiiniildii. Sitogenetik analiz amaciyla

olgudan Na-heparinli periferik kan 6rnegi alindi.
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Sekil 4.18. Aile RID-10. Indeks olgu. (a). 1 aylik olgunun genel gériiniimii. (b) ve (c). diisiik, geriye
doniik ve deriye yapisik kulaklar, (d). sag elde 3-4 arasi total, 1-2 ve 4-5 arasi parsiyel sindaktili, (e).
hipoplastik ve radiyale deviye sag el bagparmagi, (f). sol elde 3-4 arasi total, 1-2 ve 4-5 aras1 parsiyel
sindaktili, (g). Hafif hipoplastik sol el bagparmagi, (h). aile agact.

4.10.2. Aile RID-10:

Sitogenetik Sonuclar
Olgunun periferik kanindan yapilan sitogenetik analizde trizomi 18 saptandi (sekil

4.19).
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§ / Sekil 4.19. Aile RID-10. indeks olgunun
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4.11.1. Aile RID-11:
Klinik Bulgular

Aralarinda akraba evliligi bulunmayan anne ve babanin dordiincii gebeliklerinden
dogan, tenar hipoplazi ve konjenital kalp anomalisi olan disi olgu (G4 P4), 30 yasindayken
gebeliginin 28. haftasinda, fetusun her iki 6n kolunda tek kemik, sag elinde basparmak
agenezisi, 4 ve 5. parmaklarinda sindaktili, her iki elinde ulnar deviasyon, kalbinde inlet tipi
VSD, sag ventrikiil dominans1 ve tek umbilikal arter bulgular1 saptanmis olmasi nedeniyle
genetik danigsma i¢in bagvurdu.

Di1s merkezde, fetal sitogenetik analiz amaciyla 27. GH’da amniyosentez yapilmis ve
sonu¢ bekleniyordu. Aile dykiisiinde, olgunun, erkek kardesinin benzer el bulgularinin (tenar
hipoplazi) oldugu, babasimin 6n kollarinin kisa ve her iki elinde basparmaginin olmadigi,
amcasinin bagparmaklarinin kiigiik oldugu, babasinin amcasinin 6n kollarinin kisa ve egri
oldugu (radiyal agenezi) bilgisine ulasildi (sekil 4.20). Fetusta mevcut ultrason bulgular1 ve
aile dykiisiinden elde edilen bilgiler 15181nda, ekspresivite farkliligi ile giden ailevi Holt-Oram
sendromu diistiniildii. Aile, gebeligin sonlandirilmasi secenegini kabul etmedi. Dogan bebegin
(erkek), postnatal 12. giinde o&ldiigii daha sonra &grenildi. Olii bebegin postmortem
muayenesi, aile getirmedigi i¢in yapilamadi.

30 yasindaki gebe olgunun (sekil 4.20, IV-4) fizik muayenesinde boyu 168 cm, kulag
boyu 154 cm 6l¢iildii. Hafif hipotelorizm ve yiliksek damak disinda fasiyal dismorfik bulgusu
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yoktu. Bilateral kubitus valgus, her iki elde tenar hipoplazi ve hafif supinasyon kisitliligi
saptandi. Duane anomalisi saptanmadi. Yedi yagindayken konjenital kalp anomalisi (VSD?)
nedeniyle opere oldugu 6grenilen olgunun EKO’sunda sol atriyal dilatasyon ve hafif trikiispit

yetmezlik, EKG’sinde nadir ekstrasistoller saptanda.

V.

-: a/hipoplazik radius veya a/hipoplazik basparmak veya tenar hipoplazi

Sekil 4.20. Aile RID-11. (a). etkilenmig anne (IV-4), (b). etkilenmis annede bilateral tenar
hipoplazi ve proksimal yerlesimli bagparmaklar, (c) ve (d). etkilenmis annenin babasi (III-
2), bilateral basparmak agenezisi, (e) ve (f). etkilenmis annenin amcast (III-4), pektus
ekskavatus ve bilateral hipoplastik el bagparmaklari, (g). aile agaci.

Etkilenmis babanin (sekil 4.20, I1I-2) 51 yasindaki fizik muayenesinde boyu 165 cm,
kula¢ boyu 141 cm 6lgiildii. Bilateral 6n kol supinasyonunda kisitlilik ve el bagparmaklarinin
olmadig1 saptandi. Oykiisiinden, el basparmaklarinin ¢ok kiiciik oldugu ve operasyonla

alindig1 bilgisine ulasildi (hipoplastik bagparmaklar). Ek anomali saptanmadi.
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Etkilenmis amcanin (sekil 4.22, 111-4) 45 yasindaki fizik muayenesinde boyu 173 cm,
kula¢ boyu 159 cm olgiildii. Bilateral proksimal yerlesimli ve hipoplastik el bagparmaklari,
bilateral tenar hipoplazi, 6n kol supinasyonunda minimal kisithlik ve pektus ekskavatus

bulgular1 saptandi (sekil 4.20).

4.11.2. Aile RID-11:
Sitogenetik Sonuclar

Dis merkezde, amniyotik sivida yapilan fetal kromozom analiz sonucu
46,XY,t(2;12)(q31;q24.3) olarak geldi. Translokasyona katilan kromozomlardan 12.
kromozomun kirik noktast (12q24.3), TBX5 geninin bulundugu lokustan (12q24.21)
gecmekteydi. Kirik noktasinin, TBX5 geninin yapisini bozarak Holt-Oram sendromu’na yol
acabilecegi diislinlilerek etkilenmis anne, saglikli baba ve saglikli erkek cocuklarindan
kromozom analizi yapildi ve etkilenmis annenin fetusta saptanan resiprokal translokasyonu
tasidig1 (sekil 4.21), saglikli baba ve erkek kardesin ise normal kromozom kurulusuna sahip
oldugu gosterildi. Etkilenmis annede (sekil 4.20, IV-4) yapilan array-CGH analizinde
herhangi bir kromozomal kopya sayis1 degisikligi saptanmadi. Aile agaci1 genisletildiginde,
ailede toplam 9 etkilenmis olgu tariflendi. Bu olgulardan 1V-4 ve V-3’te ek olarak kalp

anomalileri mevcuttu.

i f if 1.7 S
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Sekil 4.21. Aile RID-11.
‘e { 8, g ﬁ: Y2 .= ~ 3 ‘;: Etkilenmis anneye (IV-4) ait
1A VAN 55 Y 27 ¢ :i":_ karyotip ~ goriintiisii. 2 ve 12

kromozomlar arasindaki resiprokal
translokasyon gozleniyor (oklar).

o 1)
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Tablo 4.2. Yeni Nesil Dizileme ile Mutasyon Saptanmayan Olgular

Olgu Akrabalik | Ekstremite bulgular: EK bulgular Fasiyal dismorfik bulgular YND oncesi tetkikler
. . Belirgin alin, bilateral
Mikrosefali, VSD, . N .
RID-12 Bilateral trifalangeal hiperaktivite ve dikkat iﬂﬁiﬂtﬁf’;ni?g}:lr)frn:[’lklsa Karyotip: 46, XX
(5yas 8 O bagparmak, sag elde eksikligi, bilateral o e TBXS5 ve SALL4 dizi:
aylik) preaksiyel polidaktili ezotropia, hipoplastik g df' "kgclll' }i K ’ normal
labium majuslar siraa stk disp astl.
kulaklar, katlantili heliksler
ICSI gebelik iiriinii DK-DA
sag elde fleksiyon ikiz esi, VSD, ASD, .
RID-13 kontraktiirii goreceli makrosefali (tartt icgen yiiz, yiiksek damak ve KaIy0t1p2-46,XY
7 ) - e D . DEB testi: normal
- ve bagparmak agenezisi, | ve boy: 25-50 p, bas hafif mikrognati L
giinliik) B A . . TBX5 dizi: normal
sag radiyal agenezi cevresi: 90 p), at nali
bobrek
annede gestasyonel diyabet
nedeniyle insulin kullanim
sagda hipoplastik el Oykiisii, babada sag
RID-14 bagparmag ve dirsekte bagparmak distal falanks hafif enoftalmi, belirgin burun | Karyotip: 46,XX
@3 -) fleksiyon kontraktiirii, duplikasyonu, kokii, hafif yiiksek damak, DEB testi: normal
giinliik) solda bagparmak ve SGA dogum, ASD, VSD, gingival hipertrofi TBXS5 dizi: normal
radius agenezisi serebellar atrofi, yenidogan
doneminde trombositopeni
Oykiisii (65000/ul)
bilateral radiyal
hipoplazi, ellerde radiyal
deviasyon, bagparmak
RID-15 agenezisi ve 2.
(11 ) parmaklarda sekundum ASD ) TBX5 dizi: normal
giinliik) kamptodaktili, 5.
parmaklarda klinodaktili,
solda proksimal
radiyoulnar sinostoz
annede gestasyonel
RID-16 hipertansiyon ve
8 “ sol elde bifid ges't‘asy(.)‘nel“dluyab.et (d¥yetle o Karyotip: 46,XX
. basparmak regiile) dykiisii, simetrik
giinliik) 5
SGA dogum, sakral gamze
(US normal)
solda radiyal agenezi ve Karyotip: 46,XY
EID'” 1.5° kuzen | hipoplastik, erimembrandz VSD © TBX5 dizi: normal
(giinliik) evliligi | ele yumusak dokuyla p SALL4 dizi: normal
tutunan bagparmak DEB testi: normal
Kﬁ? ]((m;drslef t?LYSD’ Brakisefali, fasiyal asimetri,
glellrr?onoerovgn 36::5’ belirgin metopik siitiir,
p .. conus frontal ve oksipital bolgelerde
anomalisi, genis sol o ;
sol elde bagparmak ventrikiil), servikal sekonder sag diigiimleri, alinda
RID-18 1°kuzen | agenezisi ve radiyal hemivertei)ra C6.7veDI1-2 | V€ ensede kapiller Karyotip: 46,XY
(7 aylik) evliligi | deviasyon, sol radiyal vertebra ko 7uslar1r1 da hemanjiyomlar, epikantus, DEB testi: normal
hipoplazi sivel f.er 0 C3 yukar ¢ekik palpebral
parstyel fuzyon, R fissiirler, basik burun kokii, sag
korpusunda hipoplazi, iki ) . .
adet 5x5 mm siitlii kulak tragusunda hipoplazi,
. sagda preaurikiiler deri uzantisi
kahverengi lekeler
proksimal yerlesimli el sinofiri, bellrg}n'k irpikler,
. . . - basik burun kokii, uzun
RID-19 1° kuzen bagparmaklari, kiigiik mikrosefali, sinirda biiyiime filtrum. ince dudaklar. asas:
(2yas 7 ... | eller, sag ayakta 2-3. geriligi, AN ar, 8535 Karyotip: 46,XX
evliligi doniik agiz koseleri
aylik) parmaklar arasi parsiyel | psikomotor gerilik i

sindaktili

mikrognati, ylizde killanma
artig1, kisa boyun
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bilateral hidronefroz,

sag eld.e basparmak sekun(.iuI.n ASD ve trikiispit Karyotip: 46,XX
agenezisi, sol elde yetersizlik, .
RID-20 - ; . DEB testi: normal
) hipoplastik bagparmak, sakral agenezi, L4-L5 -) L
(5 yas) . . . . TBXS5 dizi: normal
her iki elde radiyal vertebra flizyonu, tim L
. . . SALLA dizi: normal
deviasyon kemik yapilarda osteopenik
goriiniim
sag elde hipoplastik
bagparmak ve 1-2 arasi
parsiyel sindaktili, sag 6n
RID-21 1°kuzen | kolda supinasyon anterior ektopik ve stenotik | bilateral epikantus, basik burun | Karyotip: 46,XX
(5 ayhik) evliligi | kisithlig1 ve elde radiyal | aniis kokii, dolgun yanaklar SALLI dizi: normal.
deviasyon, sol el
bagparmaginda ulnar
deviasyon
sol iist ekstremitede
kisalik ve radiyal ASD, periferik pulmoner
RID-22 | 2,5° kuzen agenezl, S.O.l clde stenoz, sak"ra'li gamze epikantus, antevert burun Karyotip: 46,XY
©aylk) | eviiligi | Oligodaktili 3 parmak | +babada diisiik sol omuz, 4 o oleun yanaklar TBXS dizi: normal
Y £ var) ve bagparmak pektus ekskavatus ve ritim - dolguny ' ’
agenezisi (pollisizayon bozuklugu
yapilmis)
sag elde hipoplastik
bagparmak ve tenar VSD, kisa boyun, pektus
RID-23 ~ hipoplazi, sol el karinatum, dolgun yanaklar, belirgin L
(3 yas) ©) basparmakta ulnar + kiz kardesinde benzer kulaklar, dar damak TBXS dizi: normal
deviasyon, her iki elde 2- | bagparmak anomalisi
3. parmaklar arasi ayrik
sag elde radiyal VSl‘D', kls? bolyu n&sollda‘ . X
deviasyon, hipoplastik ve gelisimse kalca displazisi, brakisefali, belirgin alin Antengtal.
RID-24 : : hafif skolyoz, T11'de . > ? Karyotip: 46,XY
) yumusak doku ile ele . , bulb6z burun ucu, .
(8 aylhik) . hemivertebra, T4'de e . . | Array-CGH: normal
tutunan bagparmak, sag .. basik burun kokii, hafif sinofiri o
én kolda belirgin kisalik segmentasyon anomalisi, TBX5 dizi: normal
bilateral 14 adet kot
sag dirsekte kisith
ekstansiyon, sol dirsekte
ankiloz, bilateral el belirgin mikrosefali ve brakisefali, bilateral propitozis,
bagparmak agenezisi ve | bilyiime geriligi, total yarik | belirgin koronal siitiirler, asag
RID-25 4-5. parmaklar arasinda | damak, glossopitozis, cekik palpebral fissiirler, .
(7 aylik) ©) pasiyel sindaktili, sol on | epilepsi, PFO, sag renal midfasiyal hipoplazi, hafif Karyotip: 46,XX
kolda belirgin kisalik ve | agenezi, hipotoni, anterior | retrognati, protriide tist dudak,
radiyal deviasyon, sol ektopik aniis kiiciik burun
elde 3 parmak yapis1 ve
bifid sonlanan 1. parmak
hipoplastik ve ele
k dokuyla bagl
RID-26 1° kuzen Zelllgl ;i?a@errlrggl e
(1yas9 e . . ? sakral siniis (US normal) (-) (-)
aylik) evliligi | hipoplastik ve
ankiloze sol el
bagparmagi
. . solda enfeksiyon sonrasi
RID-27 sol elde hipoplastik ve e
- iletim tipi isitme kayb1 (% .
g] )yas 7 ) ?enrgioaz;o‘t?warmak ve 40-50), + babada mos -) Karyotip: 46, XX
45 XY, der(13;15)(q10:q10)
T . SRR diiz kas kemerleri, dar
sttt sl [Pt om0
RID-28 Dasp £l g prena‘al basiangich buyu bilateral epikantus, hafif malar | Array-CGH: .arr (1-
(10,5 -) incelen parmaklar, geriligi, . R .
. T . L hipoplazi, hipoplastik ala 22,X)x2
aylik) proksimal yerlesimli sag | mikrosefali, psikomotor . .
o naziler, dolgun yanaklar, DEB testi: normal
el 4. parmak gerilik, kisa boyun . .
mikrognati
RID-29 sol elde radiyal mikrosefali, sol lateral yarik
- deviasyon, tenar atrofi, dudak ve . .
g]‘ik) ©) hipoplastik ve ankiloze | total yarik damak, sagda © Karyotip: 46, XY

bagparmak

aksesuar meme bas1
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her l.k ron k.olda ek . dolikosefali, hipertelorizm,
kemik (radiyal agenezi), ukar cekik palpebral
RID-30 her iki elde 3 parmak yukart ¢ palp - Karyotip: 46, XY
© ) ) fissiirler, genis burun kokd, s
- (bagparmak ve 5. parmak TBXS5 dizi: normal.
giinliik) dolgun yanaklar,
yok), ellerde ulnar retromikrognati, kisa boyun
deviasyon, kisa 6n kollar gnatt, yu
her iki elde belirgin
radiyal deviasyon ve 6n
kollarda kisalik (radiyal
hipoplazi ve ulnar kutis marmoratus, VSD +
RZI3D'31 2°kuzen | bowing), sagda PFO, sag renal agenezi, belirgin alin, hafif bitemporal | Karyotip: 46,XY
(gﬁnlﬁk) evliligi | proksimal yerlesimli ayrik meme basglart, basiklik, belirgin burun kokii TBXS dizi: normal.
bagparmak, solda +annede, anneanne ve
hipoplastik bagparmak, teyzede brakidaktili tip D.
dirseklerde hafif
ekstansiyon kisitliligi
sag on kolda belirgin
il e el b e 10, o
Y & Y hipokondriyak bolgede ve
agenezi), ele yumusak sol omuzda 1x1 cm
RID-32 doku ile tutunan - . . seyrek kaslar, hafif ince iist .
) . PN hiperpigmente makiiller, . .. | Karyotip: 46, XY
(4 ayhk) hipoplastik sag el > dudak, belirgin kulak lobiilleri
- sakral siniis (US normal),
basparmagi, sol elde - S
. . ayaklarda onde yerlesimli
proksimal yerlesimli ve
. . 2. parmaklar
radiyale deviye
bagparmak
her iki elde tenar atrofi, | (ICSI gebelik iirtinii), sag belirgin alin, bilateral
RID-33 1° kuzen | hipoplastik ve ankiloze aksiller hatta 1x1 cm siitlii | epikantus, dar ve hafif Karvotip: 46.XY
(10 aylik) | evliligi | bagparmaklar kahverengi yukari ¢ekik palpebral youp: 20,
leke fissiirler, basik burun ucu
sag elde proksimal
yerlesimli anlflloze mikrosefali, bilateral yartk | geriye egimli alin, seyrek kas
basparmak, dirseklerde _ .
. dudak ve total yarik damak, | ve kirpikler, epikantus .
RID-34 hafif ekstansiyon . 2 Karyotip: 46,XX
- kisa boyun, anterior ektopik | inversus, kisa palpebral
(14 ) kisithiligy, sol ayak . . . . . 8 Array-CGH: .arr (1-
P - aniis; kraniyal MRG: fissiirler, hipertelorizm, basik
giinliik) basgparmaginda kisalik, . . 2 . o 22,X)x2
semilobar holoprozensefali | burun kokii, geriye yerlesimli
4-5. ayak parmaklart .
. ile uyumlu bulgular kulaklar
arasinda parsiyel
sindaktili
psikomotor gerilik, EKO:
VSD + PFO,
servikal MR: C2-3-4-5-6
vertebralar1 hipoplazik,
sag elde radiyal belirgin skolyoz, C4-5 . - .
RID-35 deviasyon (radiyal diizeyinde kelebek vertebra uegen yuz, ep'l'k:in tus,vbavs tkve Karyotip: 46,XY
) . . S genis burun kokii, belirgin T
(13 ayhk) hipoplazi) ve goriiniimii, spinal kordda Kulaklar TBXS5 dizi: normal.
addukte bagparmak C3-C7 aras1 kalinlik artisi,
C4-CS aras1 12x3 mm
boyutlarinda lineer uzanim
gosteren lipom ile uyumlu
lezyon
Uzun el parmaklari ,
proksimal yerlesimli el
RID-36 i basparmak]arl, uca dogru Brfiklsefall, bilateral oryantal TBXS dizi: normal.
4,5 1°kuzen | incelen el parmaklari, ) epikantus, DEB testi: normal
aylik) bilateral radiyal yukari gekik palpebral fissiirler : :
hipoplazi, dirseklerde
fleksiyon kontraktiirii
Sag elde bagparmak EKO: Genis VSD + PFO +
agenezisi ve radiyal hafif mitral darlik +
RID-37 dev1as¥on (radial P.ulmciner hlper.t'an51y0n, Derin yerlesimli gozler, yukar1 | 7BXS5 dizi: normal
35 “) agenezi), 3-4. tim yGnlerde gbz hareket ¢ekik palpebral fissiirler SALL4 dizi: normal
aylik) parmaklarda kstthlig (restriktif palp :

kamptodaktili, sol elde
hafif radiyal deviasyon

oftalmopleji), kalkan gogiis
deformitesi
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S. TARTISMA

Radiyal 1s1n defektleri, iist ekstremitelerin preaksiyel kisimlarini (radius, skafoid ve
trapezium kemigi, bagsparmaga ait metakarp ve falanks yapilar1) tutan gelisimsel defektlerle
karakterizedir ve hafif bagparmak hipoplazisinden, radius ve bagparmagin yokluguna kadar
degisen agirliklarda gozlenebilmektedir (1). Ust ekstremitenin en sik gozlenen konjenital
anomalileri olan radiyal 1s1n defektleri, izole ya da sendromik olabilir. izole radiyal 1smn
defektleri, olgularin % 8- 30’unu olusturmaktadir (212, 213). Radiyal 1s1n defektleri,
cogunlukla eslik eden bir ya da daha fazla major anomali ile birlikte gozlenmekte, 6zellikle
bilateral radiyal 151n defekti olan olgularda perinatal 6lim oranm1 % 35 gibi yiiksek oranda

olabilmektedir (5, 213).

Holt-Oram sendromu, Fanconi anemisi, TAR sendromu ve VACTERL birlikteligi,
radiyal 151n defektlerinin gozlendigi ilk akla gelen ve en sik gozlenen sendromlardir (1). Bu
sendromlarin ortak o6zelligi, radiyal 1s1n defektlerine ek olarak kardiyovaskiiler sistem,
irogenital sistem ve/veya hematolojik sistemin tutulmasidir. VACTERL birlikteliginde ek
olarak vertebral anomaliler, anal anomaliler ve trakeoozofageal fistiil de gozlenebilmektedir.
Bunlar disinda radiyal 1s1n defektleri Okihiro sendromu, Roberts sendromu, Townes-Brocks
sendromu, Cornelia de Lange sendromu, Nager sendromu, Baller-Gerold sendromu,
RAPADILINO sendromu, Rothmund-Thomson sendromu ve Diamond-Blackfan anemisi gibi
daha nadir tek gen sendromlar1 ve trizomi 18 gibi kromozom anomalileri ile iligkili

olabilmektedir (5-7).

Radiyal 151n defektleri, erken embriyolojik siirecte (ilk 4 hafta) ekstremite
tomurcugundaki anterior-posterior eksenin (iist ekstremitede radiyal-ulnar eksen, alt
ekstremitede tibial-fibular eksen) olusumunda meydana gelen aksakliklardan kaynaklanir
(14). Bu siirecte rol alan SHH (sonic hedgehog), FGFs (fibroblast growth factors) ve kemik
morfogenetik proteinler (BMPs) gibi molekiiler aktorler bir¢ok farkli gelisimsel siiregte de rol
almaktadirlar. Bu da radiyal 151n defektleri ile birlikte bagka major konjenital anomalilerin sik

gozlenme nedenini agiklamaktadir (5).

Radiyal 151n defektlerinin yaklasik iicte ikisinin sendromik olmasi ve siklikla
kardiyolojik, hematolojik, iirogenital ve/veya sindirim sistemi anomalileri ile birlikte
gozlenmesi (7) nedeniyle, bu olgularin dogru klinik ve molekiiler tan1 almasi, olgularin izlemi

acisindan oldukca 6nemlidir. Ornegin; radiyal 151n defektleri ile iliskili fenotipler arasinda sik
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gozlenen Fanconi anemisi, kemik iligi yetmezligi ve kanser riskinde artis gibi hayati tehdit
eden bulgularla seyretmekte, klinik ve genetik olarak heterojenite gostermektedir.
Giintimiizde, Fanconi anemisi ile iliskilendirilmis 17 gen (FANCA, FANCB, FANCC,
FANCDI, FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG, FANCI, FANCJ, FANCL, FANCM, FANCN,
FANCO, FANCP, XRCC2, ERCC4) bilinmektedir. FANCA geninde normal protein sentezinin
hi¢ olmadigi olgularda aneminin, bir miktar anormal protein sentezinin oldugu olgulara gore
daha erken yasta ortaya ¢iktig1 ve malignite riskinin daha fazla oldugu gosterilmistir (214).
FANCDI olarak da bilinen BRCA2 genindeki biallelik mutasyonlarin, erken yasta ortaya
cikan akut l6semi ve solid tiimdrlerle iligkili oldugu bildirilmistir (215, 216). Bu 6rnekler,

klinik taninin yan1 sira molekiiler taninin da énemini vurgulamaktadir.

Radiyal 151n defektleri ile iligkili birgcok sendrom ortak klinik bulgular gdstermekte ve
bu durum oOzellikle antenatal donemde saptanan radiyal 151n defektlerinde hasta yonetimi
acisindan zorluklara yol acgabilmektedir. Bu nedenle, radiyal 1sin defektleri ile iliskili
sendromlarin sikliklarinin ve molekiiler etyopatogenezlerinin bilinmesi, prenatal ve postnatal
olgularin izlemi agisindan 6nemlidir. Bu ¢alismada, klinigimizde 2004-2014 yillar1 arasinda
radiyal 151n defektleri ile takip edilen 37 aileden 48 olgu klinik, molekiiler ve sitogenetik
bulgular esliginde incelendi. Iliskili genlerin biiyiik ve ¢cok sayida olmasi ayrica mutasyonlarin
heterojen dagilimi molekiiler genetik analizleri zorlastirmakta ve maliyeti arttirmaktaydi. Bu
nedenle molekiiler analizleri hizlandirmak ve ekonomik agidan uygun hale getirmek amaciyla
yeni nesil dizileme teknolojisi i¢in “radiyal 1s1n defekti sendromlar1” paneli olusturuldu. Bu
tez kapsaminda hazirlanan panelin, iilkemizde radiyal 1s1n defektleri ve iliskili sendromlarin
tanisinda etkinligini, radiyal 151n defekti sendromlari ile iligkili gen/ler ve 6zgiin mutasyon/lar1
arastirmak, ayrica herhangi bir mutasyon saptanamayan olgularin bir sonraki asamada tim
ekzom dizileme ¢alismalar1 i¢in bankalanarak bir kohort olusturulmasi bu tezin en 6nemli
amaglaridir. Bu caligmada mutasyon saptanan olgu ve ailelerinin 6zgiin genetik danisma
almalari, postnatal ve tagiyicilik testlerinin yapilmasi ve prenatal tani i¢in zemin olusturulmasi

ise klinik izlemdeki en 6nemli katki olacaktir.

Goldfarb ve ark., 1949-2005 yillar1 arasindaki hastane kayitlarina dayali yaptiklart bir
caligmada, radiyal 151 defekti olan 164 olguluk bir serideki olgularin % 33’iinilin izole, %
67’sinin ise eslik eden ek anomaliler ile birlikte gézlendigini bildirmislerdir (212). Koskimies
ve ark., 1993-2005 yillar1 arasinda Finlandiya’daki 753,342 konjenital anomalili dogum

kayitlarini incelemisler ve iist ekstremite anomalisi olan 419 olgudan 138’inin radiyal 15in



105

defekti oldugunu ve bu olgularin da 11 tanesinin (% 8) izole oldugunu bildirmislerdir (213).
Stoll ve ark. ise, Fransa’daki 1979-2004 yillar1 arasinda 346,831 dogum kayitlarini incelemis
ve 73 radiyal 151n defekti olan olgudan % 25’inin izole, % 75’inin ise ek malformasyonlarla
birlikte gozlendigini raporlandirmiglardir (6). Bizim olgu serimizde, 48 olgunun 2’si (% 4)
izole (RID-26, RID-27), 46’s1 (% 96) ise ek anomalilerle birlikte gozleniyordu. Bizim
serimizdeki izole olgularin oraninin diisiik olmasi, olgu serimizin genetik konsultasyon i¢in
gonderilen se¢ilmis olgulardan olugmasi, izole ve hafif radiyal 1s1n defekti olan olgularin daha

az oranda genetik konsultasyon i¢in yonlendiriliyor olmasindan kaynaklanabilir.

Koskimies ve ark., 138 olgudan 81’inde (% 59), Goldfarb ve ark., 164 olgudan 81’inde
(% 49), Stoll ve ark. ise, 73 olgudan 41’inde (% 56) bilateral radiyal 1s1n defekti oldugunu
bildirmisglerdir (6, 212, 213). Ayrica, bilateral radiyal 1sin defekti olan olgularin % 75’inde,
unilateral radiyal 1sin defekti olan olgularin ise % 65’inde eslik eden ek anomaliler
saptamiglardir (212). Bizim olgu serimizde, 12 olguda (% 24) unilateral, 36 olguda (% 76) ise
bilateral radiyal 151n defekti mevcuttu. Ayrica unilateral radiyal 1s1n defekti olan 12 olgunun
11’inde (% 92), bilateral radiyal 1sin defekti olan 36 olgunun 35’inde (% 97) ek anomaliler
saptandi. Literatiirle uyumlu olarak, bilateral radiyal 1sin defekti olan olgularda ek anomali
olasiligi, unilateral radiyal 151n defektlerine gore daha yiiksekti. Ancak olgu sayimizin ve izole
olgularin az olmasinin ek anomali eslik etme oranlarinin yiliksek ¢ikmasina yol actig

diistiniildii.

Olgu serimizdeki 37 aileden 2 si kromozom analizi ile, 4 i ise 6zgilin klinik taninin
yonlendirmesi ile hedef genlerde yapilan molekiiler analizlerle tan1 almisti. Geriye kalan 31
ailedeki indeks olgular radiyal 1s1n defekti sendromlar1 i¢in tasarladigimiz yeni nesil dizileme
paneli ile incelendi ve 5 aileden 5 olgu (% 16) molekiiler tan1 aldi. Bu olgulardan {igiinde
Fanconi anemisi ile iligkili FANCA (n:2) ve BRIPI (n:1) genlerinde, bir olguda CdLS ile
iligkili NIPBL geninde ve bir olguda ise Roberts sendromu ile iliskili ESCO2 geninde
mutasyon saptandi. Yeni nesil dizilemede mutasyon saptanan bu olgularin klinik bulgular1 s6z

konusu sendromlar ile uyumlu idi.

Radiyal 151 defekti ile iligkili genlerin biiylik olmasi, bir sendromla iliskili birden
fazla gen olabilmesi ve radiyal 1s1n defekti ile iligkili sendromlarin ortak klinik bulgular
gostermesi nedeniyle klinik tanida giicliikler yasanabilmesi, bu olgularin molekiiler tanisinda

yeni nesil dizilemeyi avantajli hale getirmektedir.
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Roberts sendromu klinik ve sitogenetik bulgular ile nispeten kolaylikla tan1 konulabilir
bir sendrom olup iligkili bilinen tek geni ESCO2 genidir ve 11 ekzondan olusmaktadir.
ESCO?2 geninin Sanger yontemiyle dizilenmesi de dogru bir yaklagim olabilirdi. Buna karsin
CdLS iligkili bugiine kadar bes gen tanimlanmistir; NIPBL, SMCIA, SMC3, HDACS ve
RAD21. Klasik CdLS olgularinin yarisindan fazlasinda (~% 60) 47 ekzondan olusan NIPBL
genindeki heterozigot fonksiyon kaybettirici mutasyonlarin rol oynadigi gosterilmistir (94,
95). Olgumuzda Sanger dizileme ile galisilacak olsaydi arastirilacak ilk aday gen biiyilik bir
gen olmasina karsin NIPBL geni olurdu. Ancak bu gende mutasyon saptanmamasi durumunda
CdLS ile iligkili diger 4 farkli genin de (SMCIA: 25 ekzon, SMC3: 29 ekzon, RAD21: 14
ekzon, HDACS: 11 ekzon) incelenmesi gerekecekti ki bu da daha fazla is giicii ve maliyet
anlamina gelecekti. CdLS ile iligkili bes genin es zamanli dizilenmesine olanak saglayan yeni
nesil dizlemenin, bu olgularin tanisinda Sanger yontemine oranla daha etkin oldugu
gosterilmis oldu. Fanconi anemisi’nde ise iligkili 17 biiyiikk gen (toplam 308 ekzon)
tanimlanmistir (tablo 2-3). Fanconi anemili olgularda en siklikla FANCA geninde (~% 60)
mutasyon saptanirken, olgularin yalnizca % 2 sinde BRIPI geni mutasyonlari bildirilmektedir
(38). Klinik ve sitogenetik olarak (DEB testi) kesin tam1 almis Fanconi anemili dort
olgumuzun iiciinde FANCA geninde mutasyon saptanirken birinde BRIPI geninde mutasyon

saptanmasi yeni nesil dizilemenin etkinligine iyi bir 6rnek olusturmaktadir.

Shimamura&Alter (2010), Fanconi anemili olgularda en siklikla (% 60) FANCA
geninde, buna karsin olgularin sadece ~ % 2’sinde BRIPI (FANCJ) geninde mutasyon
saptandigini bildirmistir (38). Bizim calismamizda ise Fanconi anemisi kesin tanili 4 ailenin
3’linde (% 75) FANCA geninde mutasyon saptanirken 1 ailede (% 25) BRIPI geninde
mutasyon saptandi. Bu c¢aligmadaki olgu sayisinin azlifi nedeniyle iilkemizdeki Fanconi
anemisi ile iligkili genlerin siklik siralamasinin verilmesi dogru bir ¢ikarim olamaz. Ancak,
BRIP1 geninde mutasyon saptanan ailede (RID-5) ebeveynler arasinda akraba evliliginin
olmamas: ve etkilenmis olguda birlesik heterozigot mutasyon saptanmasi, BRIPI mutasyon
tastyiciliginin  iilkemizde Avrupa populasyonlarma gore daha sik olabilecegini ve olgu
sayisinin artmasi 1ile iilkemizdeki Fanconi anemisi ile iligkili genlerin siralamasinin

degisebilecegini gostermektedir.

FANCA geninde mutasyon saptanan 2 farkli aileden (3 birey) birinde ¢.894-2A>G

mutasyonu, digerinde ise (iki kardes) c.4261-2A>C homozigot mutasyonu saptandi. Her iki
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mutasyon da FANCA geninde kirpilma hatasina yol agan ve daha once Fanconi anemili

olgularda bildirilmis mutasyonlard: (208, 209, 211).

FANCA c.894-2A>G mutasyonu, ilk olarak Levran ve ark. (2005) tarafindan DEB testi
ile kesin tan1 almis Fanconi anemili olgularda yaptiklar: bir calismada gosterilmis ve aile ici
segregasyon calismasi ve hesaplanan kirpilma bdlgesi skoru goz oOniinde bulundurularak
kirpilma hatasina yol agan yeni bir mutasyon olarak degerlendirilmistir (208). Ayrica, Xiong
ve ark. (2015) tarafindan, kirpilma bolgesi degisimlerinin patolojik olup-olmadigini
degerlendirmek {izere tasarlanan in silico analiz programi ile yapilan bir ¢aligmada, FANCA
¢.894-2A>C degisiminin kirpilma hatasina yol acan patolojik bir degisim oldugu tahmini elde
edilmistir (209). Ancak FANCA geninde saptanan bu degisimin patolojik oldugu, cDNA veya
protein diizeyinde yapilan ¢aligmalarla gosterilmemistir. Bizim g¢aligmamizda da Fanconi
anemisi kesin tanili iki farkli aileden (RID-1 ve RID-2) etkilenmis olgularda FANCA
genindeki bu degisimin homozigot formda, saglikli anne ve babalarinda heterozigot formda
saptanmis olmasi, ¢.894-2A>C degisiminin Fanconi anemisi ile iligkili bir mutasyon oldugu

bilgisini desteklemektedir.

Caligmamizda, FANCA geninde saptanan ikinci mutasyon olan c¢.4261-2A>C
mutasyonunun FANCA geninde 42. intronun kirpilmamasina yol agan patolojik bir degisim
oldugu, cDNA diizeyinde yapilan calismalarla gosterilmistir (211). Ayn1 ¢alismada, ¢.4261-
2A>C mutasyonu saptanan ayni aileden etkilenmis {li¢ olgunun {iglinde de hipoplastik el
bagparmaklari; ikisinde mikrosefali, mental retardasyon ve isitme kaybi ve iki olguda da
bobrek anomalisi (unilateral renal agenezi/pelvik ektopik bobrek) saptanmistir. Ayrica bu
olgularda ortalama 8.5 yasinda kemik iligi yetmezligi ve iki olguda ise sirasiyla 26 ve 30
yaslarinda yass1 hiicreli deri kanseri gelismistir. Bizim ¢aligmamizda ayn1 mutasyonu tasiyan
etkilenmis iki kardes (RID-6.1 ve RID-6.2; sekil 4.12, IV-2 ve IV-4) olguda ise klinik
bulgular daha hafifti. Her iki olguda da basparmak anomalisi mevcuttu. Ancak bobrek
anomalisi, mikrosefali, mental retardasyon ve igitme kayb1 gibi bulgular yoktu. En son 19 yas
6 aylik (RID-6.1) ve 13 yas 8 aylikken (RID-6.2) degerlendirilen iki olguda da belirgin bir
transflizyon ihtiyaci yoktu, kemik iligi naklini gerektirecek diizeyde kemik iligi yetmezligi ve
malignite gelismemisti. Ancak olgularimizin  malignite acisindan takip edilmesi

gerekmektedir (211).

FANCA geninde protein irlniiniin hi¢ olmamasina yol agan homozigot null

mutasyonlarin, anormal protein {iriinlerine yol agan mutasyonlara kiyasla daha erken yasta
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anemi gelismesine ve daha yiiksek malignite insidansina neden oldugu goésterilmistir (214).
Bizim olgularimizda saptanan FANCA c.4261-2A>C mutasyonunun, kirpilma hatasina yol
acarak anormal protein iiriinliniin olusmasina neden oldugu g6z oniinde bulunduruldugunda,
daha hafif bir fenotipin gozlenmesi literatiirle uyumlu bir bulgudur. Ancak bu mutasyon,
literatiirde sadece bir Arap ailesinden etkilenmis ii¢ olguda bildirilmistir (211) ve bu nedenle,
mutasyon 6zelinde genotip-fenotip korelasyonu yapmak i¢in olgu sayisinin yetersiz oldugunu
diistinmekteyiz. Fanconi anemisi molekiiler etyopatogenezi ve genotip-fenotip korelasyonu
caligmalar1 bu konuyu daha fazla aydinlatarak, hastalarin prenatal ve postnatal yonetimlerine

yardimci olacaktir.

Fanconi anemisi ile iligkili genlerden BRIP1 (FANCJ) (210, 217, 218) geninin dnemli
DNA tamir yolaklarindan biri olan FA-yolaginda yer aldig1 ve monoubikuitine-FANCD2 nin
BRCAL1 ile etkilesimi i¢in gerekli olan bir helikaz geni oldugu gosterilmistir (52, 219).
Biallelik mutasyonlar1 Fanconi anemisi ile iliskili olan BRIPI’in, monoallelik

mutasyonlarinin ise meme kanserine yatkinlik ile iligkili oldugu gosterilmistir (220).

BRIPI mutasyonu tastyan Fanconi anemili olgularda genellikle agir fiziksel
anomaliler gozlenmekte ve ortalama 4-5 yaslarinda kemik iligi yetmezligi gelismektedir
(217). Baz1 olgularda agir olmak iizere tiim olgularda biiyiime geriligi ve radiyal 1sin
defektleri gozlenir ve bircok olguda ek olarak iirogenital anomaliler, kardiyovaskiiler
anomaliler, hidrosefali, yarik damak, mikroftalmi, psikomotor gerilik ve iskelet anomalileri
gibi ek bulgular gozlenir (217). Bizim g¢alismamizda, BRIPI geninde birlesik heterozigot
mutasyon saptadigimiz olguda (RID-5), literatlirdeki olgular ile uyumlu olarak agir fiziksel
anomaliler mevcuttu. Olgumuzda saptanan agir biiyiime geriligi, mikrosefali, bilateral radiyal
1s1n defekti, anal atrezi, at nali bobrek ve hidrosefali gibi bulgularin tamami BRIPI iliskili

Fanconi anemili olgularda bildirilmisti (217).

Olgu RID-5te, BRIPI geninde saptanan iki farkli heterozigot degisimden
c.205+5G>T mutasyonu daha Once Fanconi anemisi ile iligkili bir mutasyon olarak
bildirilmistir (209, 210). Bu mutasyonun, kirpilma hatasina yol agarak, BRIP1’in helikaz
motif [ bolgesini kodlayan 3. ekzonunun delesyonuna yol agtigi, cDNA diizeyinde
gosterilmistir (210). Bu ailede saptanan c.761_764delAGCA degisimi ise daha Once
literatiirde bildirilmemistir. Ancak bu degisimin, protein diizeyinde 254. kodonda lizin yerine
arjinin gelmesine, ¢erceve kaymasina ve 19. kodonun dur sifresi alarak protein trunkasyonuna

yol agmasi1 beklendiginden (p.K254Rf5*19) patolojik bir degisim olarak degerlendirildi.
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Cornelia de Lange sendromu klinik tanili olgu RID-3’te saptanan NIPBL genindeki c.
6893G>A (p.Arg2298His) yanlis anlamli mutasyonu, daha once CdLS olgularinda
bildirilmistir (95). Gillis ve ark. tarafindan, 120 olguluk bir serinin 56’sinda (% 47) NIPBL
geninde mutasyon saptanmistir (95). Ayni seride, iki farkli olguda saptanan c.6893G>A
mutasyonu, korunmus bir bolgede aminoasit degisikligine yol agmasi, olgularin saglikli
ebeveynlerinde ve 150 olguluk kontrol grubunda saptanmamasi nedeniyle patolojik olarak
degerlendirilmistir. Biiyiime geriligi, mikrosefali, psikomotor gerilik, hirsutizm ve tipik
fasiyal dismorfik bulgular1 nedeniyle klinik olarak CdLS tanis1 alan olgumuzda da NIPBL
geni ¢.6893G>A degisiminin saglikli anne ve babasinda saptanmamasi, bu degisimin CdLS
ile iligkili bir mutasyon oldugu goriisiinii desteklemektedir. NIPBL geninde yanlis anlamli
mutasyon saptanan olgularda, diger mutasyon tiplerine (¢erceve kaymasi, anlamsiz veya
kirpilma hatasina yol agan mutasyonlar) gére fenotipin daha hafif oldugu, 6zellikle ekstremite
anomalileri ve psikomotor gerilik bulgularinda bu farkin daha belirgin oldugu bildirilmistir
(95). Bizim olgumuzda da literatiirle uyumlu olarak ekstremite anomalileri daha hafifti ve

psikomotor gerilik orta diizeyde idi .

Mikrosefali, bliylime geriligi ve ekstremite anomalilerine eslik eden fasiyal dismorfik
bulgular1 (sinofiri, belirgin kirpikler, basik burun kokii, uzun filtrum, ince dudaklar, asagi
cekik ag1z koseleri ve mikrognati) nedeniyle Cornelia de Lange sendromu 6n tanist alan bir
olgumuzda (RID-19) paneldeki CdLS ile iliskili 5 gende de herhangi bir ekzonik mutasyon
saptanmadi. 2013 ve 2014 yillarinda yayinlanan 2 ¢alismada CdLS da somatik mozaisizme
dikkat ¢ekilmis ve olgularin % 23’linde NIPBL geninde mozaik mutasyonlar gosterilmistir
(96, 97). Mutasyon gosterilemeyen olgumuzda (RID-19) mozaisizm olasiligi, derin intronik
bolge/regiilator bolge mutasyonlar1 veya CdLS ile iligkili heniliz tanimlanmamis yeni gen/ler

olabilicegi goz ardi1 edilmemelidir.

Klinik olarak Roberts sendromu tanisi alan ve sitogenetik analizde erken sentromer
ayrismasi gosterilerek tanisi kesinlesen olguda (RID-4) yeni nesil dizileme ile ESCO2 geninde
homozigot c.1104_1105insA degisimi saptanmisti. Bu degisim daha Once literatiirde
bildirilmemistir. Degisim, peptid zincirinde 371. kodondaki treonin aminoasidinin yerine
asparajinin gelmesine ve sonraki 32 kodonda cerceve kaymasina (p. T371Nfs*32) neden
oldugundan patolojik bir degisim olarak degerlendirildi. HGMD 2015 (Eyliil) verilerine gore
ESCO?2 geninde bugiine kadar Roberts sendromu/SC fokomeli ile iligkili 28 farkli mutasyon

saptanmistir. Bu mutasyonlardan 3 tanesi dur kodon, 2 tanesi yanlis anlamli, 5 tanesi kirpilma
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bolgesi, 17 tanesi ¢erceve kaymasi, 1 tanesi ise tek aminoasit delesyonuna yol agan kiiciik
delesyon/insersiyon mutasyonlaridir. Bizim olgumuzda saptanan ve cergeve kaymasina yol
acan ¢.1104_1105insA mutasyonu da Roberts sendromu ile iligkili yeni bir mutasyon olarak

literatiire katk1 saglamistir.

Roberts sendromunda genotip-fenotip korelasyonu yapilamamaktadir. ESCO?2
genindeki mutasyonlarin yeri ve/veya tipi ile klinik fenotip arasinda bir baglanti
kurulamamakta hatta ayn1 ailede ayn1 mutasyonu tasiyan aile bireyleri arasinda dahi belirgin
klinik farkliliklar goézlenebilmektedir (107, 221). Bizim olgumuzda da ESCO2 geninde
homozigot ¢er¢eve kaymasina yol acan bir mutasyon saptanmasina ragmen, klinik bulgular
oldukga hafifti. Klinik tan1 almasinda ekstremite bulgularindan ¢ok fasiyal dismorfik bulgular

yol gosterici oldu.

Nager sendromu klinik tanili olgu RID-7°de, SF3B4 geninde saptanan c.1147delC
mutasyonu, protein diizeyinde 383. pozisyondaki histidin aminoasidinin yerine metyoninin
gelmesine ve sonraki 75 aminoasidin degismesine neden olan ¢erceve kaymasina yol
acmaktadir (p.H383Mfs*75). Bu mutasyon, daha onceki ¢alismalarda Nager sendromu ile
iligkili bir mutasyon olarak bildirilmistir (170, 171). HGMD 2015 verilerine gore, SF3B4
geninde Nager sendromu ile iligkili 30 farkli mutasyon bildirilmistir. Bu mutasyonlardan altisi
(% 20) dur kodon, ikisi yanlis anlamli (% 7), tigi kirpilma bolgesi (% 10), 19 u (% 63) ise
cerceve kaymasina yol agan insersiyon/delesyon mutasyonlaridir. Tanimlanan mutasyonlarin
biiyiik bir kisminin olgumuzdaki gibi ¢erceve kaymasi ya da anlamsiz mutasyonlar olmasi
nedeniyle, Nager sendromunun SF3B4 genindeki haployetersizlikten kaynaklandig:
bildirilmistir (171).

SF3B4’lin, kemik morfojenik protein (BMP) reseptorii olan BMPR1A reseptoriine
baglanarak BMP iligkili osteokondral farklilagsmay1 inhibe ettigi, pre-mRNA’dan intronlarin
kirpilmas: siirecinde rol alan spliceosome bilesenleriyle etkilesime girdigi ve dolayisiyla
intronlarin  kirpilma siirecinde rol aldig1 gosterilmistir (178, 180). Ayrica SF3B4’iin
farelerdeki homologu olan msap49’un konsepsiyondan sonraki 11. giinde ekstremite ve
somitlerde yogun olarak ifade edildigi gosterilmistir (183). Dolayisiyla, Nager sendromunda
gozlenen anomalilerin, SF3B4’iin BMPRI1A ile olan iliskisinin bozulmas1 ve gelisimin erken
evrelerinde kraniyofasiyal dokularda ve ekstremitelerde kirpilma hatalar1 nedeniyle olustugu

diistiniilmektedir.
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Nager sendromlu olgularda en sik gozlenen bulgular; asag1 ¢ekik palpebral fissiirler
(% 95), mikrognati (% 96), isitme kayb1 (% 95), displastik kulaklar (% 90), el bagparmak
anomalileri (% 100), radiyoulnar sinostoz (% 83) ve damak anomalileri (% 68) olarak
bildirilmistir (171). Bizim olgumuzda bu bulgularin tamami mevcuttu. Literatiirde
olgumuzdaki mutasyonu tasiyan iki olgudan birinde ek olarak konjenital diafragma hernisi ve
mikrosefali mevcuttu ve SGA ile dogmus ve dogumda da kaybedilmisti (170). Iki
yasindayken tani alan diger olguda ise, ek olarak psikomotor gerilik saptanmisti (171).
Ayrica, her iki olguda radius ve bagparmak aplazilerini i¢ceren daha agir radiyal 151n defektleri
mevcuttu. Bizim olgumuzun ise dogum boy, tartt ve bas g¢evresi normaldi. Radiyal 1s1n
defektleri (hipoplastik ve ankiloze el bagparmaklari) daha hafifti. Ancak, iki bucuk aylik
muayenesinde biiylime geriligi ve mikrosefali saptand1 ve 5 aylikken solunum yetmezligi
nedeniyle 6ldii. Olgumuzda saptanan c.1147delC mutasyonunun daha agir bir fenotiple iligkili
olabilecegi diisiiniilebilir. Ancak olgu sayisinin ¢ok az olmasi géz 6niinde bulunduruldugunda

bu konuda bir kanaate varmak giictiir ve yeni olgulara ihtiyag¢ vardir.

DRRS (Duane-Radial Ray syndrome, Okihiro sendromu), radiyal 1sin defektleri ve
Duane anomalisi ile karakterizedir ve Holt-Oram sendromunun ayirici tanilar1 arasinda yer
alir. Her iki sendromda da radiyal 1sin defektlerine eslik eden kalp anomalileri goézlenir.
Ancak DRRS’de farkli olarak Duane anomalisi, Uirogenital anomaliler ve nadiren
gastrointestinal anomaliler (Hirschsprung hastaligl) de gozlenebilir. Calismamizda yer alan
ailede (RID-8) etkilenmis iki olgu (anne-ogul) i¢in, Oonce Holt-Oram sendromu tanisi
distinilmisti. 7BX5 geninde mutasyon saptanmayinca analiz edilen SALL4 geninde
etkilenmis her iki olguda heterozigot ¢.2484delG (p.Phe829Leufs*27) mutasyonu saptanmasi
iizerine olgular DRRS tanisin1 almisti. Holt-Oram sendromu klinik 6n tanisi alan ve TBX5
geninde mutasyon saptanmayan bazi olgularda SALL4 geninde mutasyon saptanmasi, bu
sonu¢ tizerine tekrar degerlendirilen olgularin ¢ogunda Duane anomalisi veya renal
anomalilerin belirlenmesi ile taninin DRRS ile uyumlu bulunmasi molekiiler analizlerin
tanidaki Onemini gostermektedir (34, 118). Bizim olgularimiz da, SALL4 mutasyonu
saptandiktan sonra tekrar degerlendirildiginde her iki olgunun da DRRS ile uyumlu bulunmasi
bu gozlemin dogrulugunu desteklemektedir. Bu nedenle, radiyal 1s1n defektleri ve/veya kalp
anomalileri nedeniyle degerlendirilen olgularin ayiric1 tanilart arasinda Holt-Oram sendromu
ile birlikte DRRS de yer almal1 ve olgular mutlaka Duane anomalisi ve tirogenital anomaliler

acisindan degerlendirilmelidir.
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Radiyal 1s1n defektleri ile iliskili olarak en sik gozlenen sendrom Holt-Oram
sendromudur (222). Holt-Oram sendromu ig¢in kesin tani kriterleri; olguda veya aile
oykiisiinde kardiyak septal defektler (ASD, VSD) ve/veya kardiyak ileti defektlerine eslik
eden radiyal 1s1n defektleri olarak bildirilmis ve bu tani kriterlerini karsilayan olgularin %
74’tinde TBX5 geninde mutasyon saptanmistir (29). Bununla birlikte, bazi ¢alismalarda TBX5
geninde mutasyon saptama orani % 22-35 arasinda bulunmustur (34, 223, 224). Bizim
calisgmamizda da Holt-Oram sendromu kesin tan1 kriterlerini karsilayan biri ailevi olmak tizere
7 olgudan (RID-9, RID-11, RID-15, RID-17, RID-22, RID-23 ve RID-37) ikisinde (~% 29)
TBX5 geni ile iligkili mutasyon gosterilmesi literatiir ile uyumlu idi. Bu iki aileden birinde
(RID-9) TBX5 geninde daha once tanimlanmamis ¢.481A>C degisimi saptanirken, diger
olguda ise (ailevi, RID-11) TBX5 lokusundan gecen (12q24) dengeli resiprokal bir

translokasyon saptandi.

TBX5 geninde saptanan c.481A>C degisimi, protein zincirinde, 160. kodondan
kodlanan ‘“‘yiiksiiz polar hidroksil grubu’® olan treonini, ‘‘nonpolar’> proline
doniistiirmektedir (p. Thr160Pro). TBX5 geninde saptanan mutasyonlarin biiyiikk ¢ogunlugu 55-
237. aminoasitler arasinda yer alan, ileri derecede korunmus bir bolge olan ve DNA baglanma
ozelligi gosteren T-box domaininde gozlenmektedir (224). Olgumuzda saptanan c.481A>C
degisimi de bu bolgede bulunmaktadir. Ayrica, yanlis anlamli degisimlerin patolojik olup
olmadigini degerlendiren interaktif web tabanli Mutation Taster programina gore, bu degisim
>% 99.9 patolojik bir mutasyon olarak degerlendirilmektedir. Bu nedenle, olguda saptanan
c.481A>C degisimi, Holt-Oram sendromu ile iliskili yeni bir mutasyon olarak

degerlendirilmistir.

RID-11°de ise, etkilenmis anne ve oglunda, 2 ve 12. kromozomlar arasinda kirik
noktalarindan biri 7BX5 lokusundan (12q24) gecen dengeli resiprokal bir translokasyon
saptandi. Etkilenmis diger aile bireyleri kromozom analizini yapilmasina izin vermediginden
aile i¢i segregasyon gosterilemedi. Holt-Oram sendromlu olgularda 12q24 lokusundan gecen
kromozomal yeniden diizenlenmeler ender de olsa bildirilmistir ve sendrom-TBX5 geni
iligkisi ilk kez, boyle bir translokasyon tasiyan olguda tanimlanmistir (27, 33). Otozomal
dominant ya da X’e baghh kalitmhi tek gen sendromlarinda kromozomal yeniden
diizenlenmeler iligkili geni/leri heniiz bilinmeyen sendromlarda genlerin lokasyonlarinin
belirlenmesine olanak saglamaktadir. Bu tiir kromozomal yeniden diizenlenmelerin genlerde

disriipsiyona yol ag¢tig1 diisiiniilmektedir. Bu bulgu, otozomal dominant hastaliklarda, iliskili
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gende mutasyon saptanamadigi durumlarda, olasi kromozom anomalilerinin de akilda

bulundurulmasi gerektigini gostermistir.

Holt-Oram sendromu tani kriterlerini karsilayan olgularda 7BX5 geninde mutasyon
saptama oraninin literatiirde ~% 22 ila %74 arasinda genis bir aralifa yayilmasi sendromun
genetik heterojenitesini, sendrom ile iliskili heniiz olas1 tanimlanmamis yeni gen/genlerin
varligint diisiindlirmektedir. Literatiirdeki % 74 ile en yiikksek 7BX5 geninde mutasyon
saptanan ¢aligmada klinik olgu se¢im kriterlerinin belirgin olusu ve incelenen olgu sayisinin
yiiksek olusu, diger caligmalarda ise olgu secim kriterlerinin daha esnek tutuldugu dikkat
cekmektedir. Olgu grubumuzdaki % 29 luk oran ise olgu sayisinin azlig ile iliskili olabilir
diye diisiinmekteyiz. Gelecekte, TBX5 geni mutasyon negatif olgularda, kirpilma hatasina yol
acan derin intronik mutasyonlarin ve regiilatér bdlge mutasyonlarinin arastirilmasi, tim
ekzom dizileme, tim genom dizileme gibi daha ileri molekiiler ¢aligmalarla yeni

mutasyonlarin ve yeni genlerin belirlenmesinde ¢ok 6nemli bir kaynak olusturacaktir.

Radiyal 151 defektleri ile giden 14 farkli fenotip ile iliskili 43 genin yeni nesil
dizileme yontemi ile analiz edildigi ¢alismamizda, 26 olguda mutasyon saptanmadi (Tablo
4.2). Mutasyon saptanmayan olgular klinik bulgular agisindan degerlendirildiginde; 4 olgu
(RID-13, RID-20, RID-24 ve RID-31) VACTERL birlikteligi ile uyumlu idi. VACTERL
birlikteligi, vertebral anomaliler, anal atrezi, trakeo-ozofageal fistiil, renal anomaliler ve
ekstremite anomalilerinin rastgele olmayan birliktelikleri ile karakterizedir. VACTERL tanist
icin bes bulgudan en az {i¢ tanesinin olmasi ve fenotipin baska sendromlarla uyumlu
olmamas1 gerekir (225). Hilger ve ark. (2015), siliyopati ile iliskili 25 aday genin hedefe
yonelik yeni nesil dizilenmesi ile yaptiklar1 ¢alismada, 4 olguda ZIC3 geninde, 1 olguda ise
FOXF1 geninde mutasyon saptamis ve gelisimin erken evrelerinde fare embriyolarinda
yaptiklar1 calismalarla, VACTERL birlikteliginde etkilenen organlarla uyumlu olarak
presomitik mezoderm ve ekstremiteler, 6zofagus, trakea, vertebral, anal ve genital tiiberkiil
dokularinda Zic3 ve Foxfl’in ifade edildigini gostermislerdir (226). Yeni nesil dizileme
panelimizi tasarladigimiz 2014 de bu iki gen bilinmediginden panelde yer alamadi. Ancak, bir
sonraki agsamada, olgu serimizde yer alan VACTERL birlikteligi ile uyumlu 4 olguda ZIC3 ve
FOXF1 genleri de dizilenebilir. Bu iki gendeki mutasyonlarin VACTERL ile iliskisi protein
diizeyinde yapilacak caligmalarla kesinlik kazandiginda ise radiyal 1sin defektleri ile giden
sendromlar i¢in tasarlanan gen panelimize ZIC3 ve FOXFI genlerinin de eklenmesi, bu

gruptaki olgularin molekiiler tanisina katki saglayabilir.
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Olgu RID-18; radiyal 1s1n defektlerine eslik eden konjenital kalp anomalileri, vertebral
anomaliler, fasiyal asimetri ve preaurikiiler deri uzantis1 bulgulan ile klinik olarak okiilo-
aurikiilo-vertebral spektrum (hemifasiyal mikrozomi, Goldenhar sendromu, OMIM %164210)
fenotipi ile uyumlu bulundu. Goldenhar sendromu ile iliskili bir gen heniiz tanimlanmamustir.
Bu caligma kapsaminda incelenen genlerde olgumuzda da herhangi bir mutasyon ne yazik ki

saptanamadi.

Radiyal 151n defektlerine eslik eden ek malformasyonlarin gézlendigi 13 olgumuzda

ise 6zgiin klinik tanimiz yoktu ve yeni nesil dizileme panelinde mutasyon saptanmadi.

Ozetle, calismamizda yer alan 37 aileden etkilenmis 48 olgu klinik ve
molekiiler/sitogenetik bulgular esliginde degerlendirildiginde; 37 aileden 11 ailede klinik tani,
laboratuvar bulgular1 (molekiiler/sitogenetik) ile desteklendi (tablo 4.1). Bu 11 aileden 6 olgu
Fanconi anemisi, 2 olgu Holt-Oram sendromu, 2 olgu Okihiro sendromu, 1 olgu Cornelia de
Lange sendromu, 1 olgu Roberts sendromu, 1 olgu Nager sendromu ve 1 olgu trizomi 18
tanist aldi. Bu olgular igerisinde, daha dnce molekiiler/sitogenetik tan1 almamis olan 5 aileden
5 indeks olgu, radiyal 1sin defektleri ile giden sendromlar icin tasarladigimiz yeni nesil
dizileme paneli ile molekiiler tan1 aldi. Mutasyon saptanmayan 26 indeks olgu klinik bulgulari
ile degerlendirildiginde; 5 olgu (RID-15, RID-17, RID-22, RID-23 ve RID-37) Holt-Oram
sendromu ile, 4 olgu (RID-13, RID-20, RID-24 ve RID-31) VACTERL birlikteligi ile, 1 olgu
Goldenhar sendromu ile, 1 olgu ise CdLS ile uyumluydu. ki olgu (RID-26, RID-27) ise izole
radiyal 151n defekti olarak degerlendirildi. Klinik olarak bilinen sendromlarla uyumlu olmayan
radiyal 151 defektli diger 13 olguda molekiiler analizlerde de herhangi bir mutasyon
saptanmadigindan bilinen gen mutasyonlar1 diglanmis oldu. Olgu serimizde radiyal 1sin
defektleri ile giden sendromlar igerisinde en sik olarak Holt-Oram sendromu, Fanconi anemisi
ve VACTERL birlikteligi gozlenmekteydi. Mutasyon saptanmayan olgular, radiyal 1sin
defektleri ile giden sendromlarla iligkili yeni genlerin arastirilacag: ileri molekiiler projeler

icin degerli bir kohort olusturdu.
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Ek-2: Bilgilendirilmis Onay Formu

T.C.
ISTANBUL UNiVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKULTESI
TIBBi GENETiK ANABILiM DALI

MOLEKULER iNCELEMELER iCiN BILGILENDIRILMi$ GONULLU OLUR FORMU

Proje Ad1
“RADIYAL ISIN DEFEKTi iLE GIDEN SENDROMLARIN KLiNiK SINIFLANDIRMASI VE ETYOPATOGENEZINiN

ARASTIRILMASI”
Tarih:

Bu incelemede, klinik ve radyolojik incelemeler sonucunda radiyal 1sin defekti oldugu saptanan segilmis
olgularda, fenotipe neden olan molekiiler patolojinin arastirilmasi amaglanmaktadir. istanbul Universitesi,
istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali poliklinigine gdnderilen olgularda arastirma amagli molekiiler
incelemelerinin yapilmasina izin vermeden Once sizleri ¢alismanin amaci, riskleri ve yararlari konusunda
bilgilendirmek istiyoruz.

Asagidaki Molekiiler incelemeler igin Bilgilendirilmis Géniillii Olur Formunu okuduktan sonra calismaya
katilma karari verirseniz formu ltutfen imzalayiniz.

1.Yapilacak islemin tanimi: inceleme, radiyal i1sin defekti saptanan olgularda altta yatan nedenin ileri diizeyde
aydinlatilmasini amaclamaktadir. Bu galismalar istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali tarafindan yiratilecektir.

ileri molekiiler analizlerin yapilmasi icin hastalarin tani amaci ile énceden alinmis olan mevcut doku drnekleri
kullanilacaktir. Segilecek uygun olgularda ileri molekiiler yontemler kullanilarak detayl taniya gidilmeye
calisilacaktir. Eldeki 6rneklerin yetersiz olmasi ya da kullanilamamasi durumunda hastadan yeniden doku (kan,
vb) ornekleri almamiz gerekebilir. Bu durumda hasta ve aile bilgilendirilecek ve izni alinacaktir.

Bu calismaya katilmaniz igin sizden herhangi bir lcret istenmeyecektir. Bu incelemeler igin sizden alinan
kanlardan elde edilecek 6rneklerinizin saklanmasi konusunda liitfen asagidaki segeneklerden birini seginiz:

a. Elde edilen doku 6rnegimin calisma bittikten sonra bolimiiniiz 6rnek bankasinda saklanmasina izin
veriyorum.

b. Elde edilen doku 6rnegimin ¢alisma bittikten sonra imha edilmesini istiyorum.

Doku 6rneginiz saklandigl takdirde size sorulmadan, izniniz alinmadan higbir sekilde baska bir ¢alisma igin
kullanilmayacaktir.

2. Olasi riskler ve faydalar:

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: (1) igne-batmasina bagl olarak az bir ac1 duyulmasi. (2) Igne
batmast sonrasinda ¢ok nadiren enfeksiyon gelismesi durumu.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler: Size ait genetik bilgi kesinlikle gizli kalacaktir. Genetik bilginin

kullanilmasina bagli olarak sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya ¢ikabilir.

inceleme sonunda elde edilecek sonuglar istediginiz takdirde size bildirilecektir. Ancak bu bilgiyi 6grenmeyi
reddetmek her zaman hakkinizdir. Bu bilgiyi sizin disinizda birisi ile paylasmamiz sadece sizin izninize bagl
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olacaktir. Genetik testlerin 6nemli bir riski de bu testler sonucunda anne ya da babanin biyolojik kimliginin
saptanmasidir. Bu durumlarda da gizlilik ilkesine bagl kalinacaktir.

Olasi yararlar: Bu incelemelerin esas amaci sizde/aile bireyinizde saptanan kromozom anomalisini daha detayl
arastirmak ve genotip-fenotip iliskisinin anlagilmasina yardimci olacak bilgilere ulagmaktir.

Diger secenekler: Bu galismaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege baghdir ve
reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide bir degisiklik olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir
asamasinda onayinizi gekmek hakkina da sahipsiniz.

Uygulanacak islemin yapisi ve amaci hakkinda, olasi riskleri ve yararlari tarafimdan,

(Doktor Ad1)

hastaya,

(Aile Adi)

(Tanik Kisi)
anlatilmistir. Sorulan sorular tarafimdan cevaplandiriimis ve cevaplandirilmaya devam edilecektir.

Calismanin devamu sirasinda ortaya ¢ikabilecek yeni riskler ve/veya yararlar tarafimdan katilimciya iletilecektir.
Tarih:
Doktorun imzasi:

Kontak kurulabilecek kisiler:

Ulasilabilecek Tel. No.'lar: Direk hat:
Dahili hat: (0212) 414 20 00 — 32347
Ulasim Adresi: istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi

Tibbi Genetik Anabilim Dali
Millet Cad. 34390 Capa — ISTANBUL

Elektronik Posta Adresi: ....ccccccveeeeiiiiiiiieeeeeeeiiiiineneenne.

izin: Yukarida tanimlanan ileri diizey incelemenin uygulanmasi, riskleri ve yararlari ile ilgili yeterince bilgi aldim.
Bu calismaya kendimin (cocugumun) katilmasina izin veriyorum. Calismanin herhangi bir asamasinda sayet
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vazgecersem onayimi cekmek hakkinda 6zgtir oldugumu biliyorum. Bu nedenle kendimin/¢ocugumun bir zarar
gormeyecegini anladim. Arastirma bulgulari, ailemdeki genetik hastaligin klinik ve molekiiler tanisina ve
tedavisine faydal sonuglar vermesi durumunda bana rapor edilecegini kabul ettigimi bildirmek istiyorum.

Adi Soyadi Dogum tarih imza (Ebeveyn)

Aile Uyesi

Aile Uyesi

Aile Uyesi

Aile Uyesi

Aile Uyesi

Aile Uyesi

Aile Uyesi

Aile Uyesi

Aile Uyesi
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Adres bilgileri:
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Ek-3: Hasta izlem Formu
T.C.
i.0. istanbul Tip Fakiiltesi

Tibbi Genetik Anabilim Dali

Muayene Formu

Protokol No:

DNA No:

Tarih:

Ozgecmis:

Akrabalik:

Soygecmis:

Antenatal/Natal/Postnatal:

Oykii:
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Psikososyal motor gelisme:

Aile agaci

Fizik muayene:

Bas cevresi: Tarti: Boy:

Sistemik muayene:

Goriuntiuleme:

Ek tetkikler:
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Pozitif bulgular:

TANI:

Molekiiler analizler:
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