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OZET

Guleray, N. Okuloaurikulovertebral Spektrum Etyolojisinde Genetik
Nedenlerin Arastirilmasi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik
Anabilim Dalh Uzmanhk Tezi, Ankara, 2018 Okulo-aurikulo-vertebral spektrum
(OAVY) birinci ve ikinci farengeal arklarin gelisimsel defektleri sonucunda olusan
genetik ve fenotipik heterojenite gosteren nadir bir hastaliktir. Bu ¢alismada cesitli
klinik bulgulara sahip 23 OAVS hastasinda genetik etyoloji arastirilmustir. ilk
basamakta kopya sayis1 degisikliklerini saptamaya yonelik  Affymetrix
CytoScan Optima platformunda mikrodizin analizleri yapilmistir. Sonra ABI Prism
3500 cihazinda Sanger dizileme yontemi ile MYTI geni dizi analizleri
tamamlanmistir. Ek olarak; iki hastada tiim ekzom dizileme gerceklestirilmistir. Bu
yaklagimlar sonucunda; ii¢ hastada 8., 15., ve 16. kromozomlarda kopya sayisi
degisiklikleri gosterilmistir. Ilgili degisikliklerin klinik iliskisi inkomplet penetrans
ve monoalelik ekspresyon cergevesinde tartigilmistir. Ayrica 8. kromozomdaki
delesyonun genom mimarisini degistirerek klinik ile iligkili olacagi diistinlilmiistiir.
Ek olarak; hastalarin bir tanesinde periferik kandan yapilan kromozom analizi
sonucunda X ve 4. kromozomlar arasinda de novo dengesiz translokasyon
gosterilmis ve patojenik olarak degerlendirilmistir. M YT geni dizi analizi sonucunda
klinik anlamli bir degisiklik bulunmamistir. Tiim ekzom dizileme analizi sonucunda
ise; hastalarin birinde OAVS ile ortiisen klinik bulgular goriilen Mandibulofasiyal
Dizostozis ve Mikrosefali birlikteliginden sorumlu EFTUD2 geninde novel
heterozigot mutasyon saptanmistir. Tiim ekzom dizileme yapilan diger hastada;
OAVS aday geni olarak nitelendirilen RNF213 geninde novel missense bir mutasyon
gbzlenmigtir. 16p13.11 bdlgesi duplikasyonu, X kromozomu andploidileri ve
EFTUD2 genindeki degisiklikler Onceki calismalarda da OAVS molekiiler
etyolojisinde tanimlanmis durumdadir. Hastalarda farkli kromozomlarda kopya
sayis1 degisikliklerinin yani sira tek gen degisikliklerinin gosterilmesi spektrumdaki
genis genetik heterojeniteyi desteklemektedir. Bu ¢alisma; OAVS benzeri kompleks
fenotipik bulgulara sahip hastaliklarda genetik etyolojinin tanimlanmasinda
mikrodizin analizi ve tiim ekzom dizileme gibi genom boyu Olceginde
gerceklestirilen yontemlerin 6nemini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: OAVS, mikrodizin analizi, 16p13.11, EFTUDZ2, RNF213

Destekleyen Kurulus: Bu c¢alisma HUTF Bilimsel Arastirma  Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir (TTU-2018-16935).



vi

ABSTRACT

Guleray, N. Investigation of Genetic Causes in Oculoauriculovertebral
Spectrum Etiology, Hacettepe University Faculty of Medicine, Medical Genetics
Specialty Thesis, Ankara, 2018 Oculo-Auriculo-Vertebral Spectrum (OAVY) is a
genetically and phenotypically heterogeneous disorder which occurs due to a
developmental defect in the first and second pharyngeal arches. In this study, 23
OAVS patients with diverse clinical findings were studied to identify the genetic
etiology of this disorder. Patients were screened for copy number variations using the
Affymetrix CytoScan Optima array Kit and also screened for MYT] mutations using
BigDye terminator on an ABI Prism 3500 genetic analyzer. Furthermore, two
patients underwent WES analysis. Using these approaches, three CNVs (one
deletion, two duplications) were found in chromosomes 8, 15, 16. The clinical
relevance of the copy number variations is discussed within the framework of
incomplete penetrance and monoallelic expression. In addition, the deletion on the
8th chromosome was thought to be associated with clinical findings by altering the
genome architecture. In addition, a de novo unbalanced translocation; between X and
4th chromosomes was found in one of the patients and was considered pathogenic.
No causative mutation was found in MYT] gene. WES analysis revealed a novel
heterozygous nonsense mutation in EFTUDZ2; responsible for Mandibulofacial
Dysostosis with Microcephaly that has common clinical findings with OAVS. In the
other patient who underwent WES analysis a novel heterozygous missense mutation
was identified in RNF213, which was previously suspected as a candidate gene for
OAVS. Duplication of 16pl13.11 region, aneuploidies of X chromosome and
EFTUD?2 mutations were previously implicated in OAVS molecular etiology. This
study provides further genetic heterogeneity to this disorder, confirming the
importance of microarray-based studies and whole exome sequencing analysis in
patients with a complex phenotypic disorder such as OAVS.

Keywords: OAVS, microarray, 16p13.11, EFTUD2, RNF213

Supported by: This study was supported by Hacettepe University Faculty of
Medicine Scientific Research Projects Coordination Unit (TTU-2018-16935).
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1. GIRIS

Konjenital anomaliler embriyogenezi etkileyen malformasyonlar, embriyonik
ve fetal biliylimeyi etkileyen intrauterin deformasyonlar ya da disrupsiyonlar
sonucunda goriiliir. Konjenital anomalilerin yaklasik iicte birini olusturan
kraniyofasiyal anomaliler genis ve heterojen bir klinik spektrumda karsimiza ¢ikar
(1). Klinik bulgular kraniyum, maksilla, mandibula, zigomatik ark, burun, gozler,
kulak, damak/dudak ve dislerin etkilenmesine bagli olarak ¢ok degisken olabilir.
Kraniyofasiyal yapilarin normal embriyolojik gelisimi ve farklilagmasindaki
bozukluklar sonucunda goriilen kraniyofasiyal anomaliler infant mortalite ve
morbiditesinin ana nedenlerindendir. Kraniyofasiyal anomalilerin eslik ettigi
500’den fazla sendrom bulunur. Kraniyofasiyal anomaliler igerisinde kulak
anomalileri yarik damak/dudaktan sonra en sik goriilen konjenital kraniyofasiyal
anomalidir (2, 3). Yenidoganlarda kulak anomalileri 3800 canlt dogumda 1 olarak
goriiliir. Di1s kulak anomalileri de 6000 canli dogumda 1 olarak karsimiza ¢ikar.
Kulak anomalileri bireyler ve aileleri i¢in sosyal ve psikolojik bir saglik sorunudur.

Kulak anomalileri kulagin etkilenen boliimlerine gore dig kulak, orta kulak ve
i¢ kulak anomalileri olarak iice ayrilir. Dig kulak; aurikula ve dis kulak yolundan
olusur. Dis kulak anomalileri dis kulak yapisi1 ve dis kulak yolunun etkilendigi
gelisimsel bozukluklardir. Mikrotia; aurikulanin yetersiz ve az gelisimi olarak
tanimlanir ve ortalamanin 2 SD altinda dis kulak boyutu ile karakterizedir. Mikrotia;
anotiaya (dis kulak yoklugu) kadar genis bir klinik yelpazede goriilen dis kulagin
yapisal konjenital malformasyonudur. Mikrotia ya da anotia izole olarak ya da yarik
damak, kardiyak anomaliler basta olmak iizere diger sistem bulgular1 ile beraber bir
genetik sendromun pargast olarak karsimiza c¢ikar. Bu sendromlardan
Okulo-aurikulo-vertebral ~ spektrum (OAVS) klinikte mikrotia, hemifasiyal
mikrozomi ve preaurikiiler skin tag birlikteliginden anotia, vertebra, bobrek, goz,
kalp anomalileri gibi genis bir spektrumda goriiliir. Bu spektrumun minimal tani
kriteri izole mikrotia olarak kabul edilir (4).

OAVS’ye neden olan genetik etyoloji tam olarak aydinlatiimamistir.
Gilintimiize kadar yapilan calismalarda otozomal dominant ve resesif kalitim

gosteren ailesel formlar tanimlanmistir. Ayrica sporadik ve multifaktoriyel



kalitim gosterilmistir. Hastalarda birden fazla kromozomal bolgede kopya sayisi
degisiklikleri (CNV) de tanimlanmis durumdadir. Tiim ekzom dizileme yontemi
kullanilarak 2016 yilinda yapilan bir c¢alismada OAVS spektrumuna MYT1
genindeki degisikliklerin yol a¢tig1 6ne siirtilmiis, 2017 yilinda benzer klinige
sahip hastalarda da MYT1 geninde varyantlarin saptanmasi sonucu ilgili genin
nedenselligi giiclenmistir (3, 5). Ancak ¢ogu hastada bu gendeki mutasyonlarin
gosterilememesi spektrumda genetik heterojenite oraninin yiiksek oldugunu
gosterir.

Bu tez calismasi kapsaminda klinik bulgular1 OAVS ile uyumlu
23 hastada, sistematik klinik degerlendirme yapilmistir. Hastaliktan sorumlu
molekiiler temel mikrodizin, aday gen dizileme ve tim ekzom dizileme
yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir. Bu kapsamda 6ncelikle; literatiirde
bildirilen cesitli kopya sayisi degisikliklerinden yola ¢ikilarak genom boyu
kopya sayis1 degisiklikleri arastirilmistir. Kopya sayis1 degisikligi saptanmayan
hastalarda MYT1 geni dizi analizi yapilmis, son olarak da herhangi bir degisiklik
saptanmayan iki hastada tiim ekzom dizi analizi gerceklestirilmistir. Analizler
sonucunda yeni aday genler belirlenmis, laboratuvar verileri sistematik klinik
degerlendirme ile tartisilmistir. Yeni aday genlerin belirlenmesi, uygun genetik
testlerin planlanmasi, klinik yonetim, genetik danisma, risk degerlendirmesi

ve prognoz icin yol gostericidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kulak Anatomisi ve Fizyolojisi

Kulak anatomik olarak dis, orta ve i¢ kulak olmak iizere ii¢ farkli béliimden
(Sekil 2.1.) olusur. Dis kulak aurikula ve dis kulak yolunu igerir. Aurikula sesleri
toplayan kulak kismidir ve ¢ogunlukla elastik kikirdaktan olugur. Aurikula ayrica,
sesin gelme yOniinli anlamamiz saglar. Dis kulak yolu ise ¢evreden toplanan ses
dalgalarimin eksternal akustik membrandan gegerek kulak kanali i¢cindeki timpanik
membrana dogru yonlendirilmesininde gorevlidir (6, 7).

Ses i¢ kulaga hava yolu iletimi ve kemik yolu iletimi olmak iizere iki tiir
iletim sekli ile ulasir. Hava yolu ile iletiminde ses; dis kulak yolu, kulak zari,
kemikgikler, oval pencere araciligi ile i¢ kulaga iletilir. Kemik yolunda ise kafatasini

olusturan kemiklerin titresimi ile sesin iletimi s6z konusudur.

Aurikula Dis Kulak Yolu

Dis Kulak Orta Kulak ii Kulak

Sekil 2.1. Kulagin anatomik yapisi: aurikula ve dis kulak yolu ok ile gosterilmistir.

(Cizim: Naz Gileray, tez kapsaminda hazirlanmaistir.)



Orta kulak; ses dalgalarini timpanik membran aracilifiyla mekanik harekete
doniistiiren kisimdir ve inkus, stapes ve malleus olarak isimlendiren kemikgikleri
icerir. Orta kulagin gorevi ses titresimlerinin i¢ kulaga iletilmesi ve siddetli ses
titresimlerinden i¢ kulagir korunmasidir. Kemikg¢ik zincirinin birlikte hareketi ve
stapes ile oval pencere arasindaki ylizey farki sayesinde ses siddeti artarak i¢ kulaga
iletilir.

I¢ kulakta ise, isitme ve denge organlari yer alir. Korti organmna ulasan
mekanik enerji, i¢ sa¢ hiicrelerinde elektrik potansiyelleri seklinde sinirsel uyariya
doniiglir. Sinir lifleri bu elektrik potansiyellerini daha yukari merkezlere tasir.
Koklear ¢ekirdeklerden, temporal lobdaki isitme merkezine gelen uyarilar birlestirilir
ve sesin algilanip yorumlanmasi gergeklesir (6). Bu caligmada agirlikli olarak dis
kulak anomalileri yer almaktadir, bu nedenle dis kulak anotomisi bolim 2.1.1.°de
detaylandirilmig, embriyolojik gelisim boliim 2.2.°de orta ve i¢ kulak embriyolojik

gelisimi ile birlikte sunulmustur.

2.1.1. Dis Kulak Anatomisi

Di1s kulak cilt, kikirdak ve alt1 tane intrinsik kastan olusur. Dis kulak temel
olarak tragus, antitragus, heliks ve antiheliks yapilarini igerir. Antiheliks;
antitragustan baslayan, konka, triangular fossa ve scapha yapilarmi birbirinden
ayiran Y seklinde kivrik bir kikirdak olusumdur. Dis kulagin iist kismina dogru
aralarinda triangular fossa kalacak sekilde inferior crus ve superior crus olmak
izere ikiye ayrilir. Antiheliksin inferior crus’u antiheliks kivrimi ikiye ayrildiktan
sonra kulagin 6niine dogru uzanan ve konka ile triangular fossa’y: birbirinden ayiran
kikirdak yapidir. Antiheliks; superior crus antiheliks kivrimi ikiye ayrildiktan sonra
kulagin arka kismina dogru uzanan ve scapha ile triangular fossayt birbirinden
ayrran kikirdak olusumdur. Belirtilen dis kulak yapilari Sekil 2.2. iizerinde

gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Dis kulagin anatomik yapist (Cizim: Christy Tortland, tez kapsaminda

hazirlanmstir.)

Antitragus ise antiheliks kivriminin baslangici ile incisura arasinda yer alan
kikirdak ¢ikintidir. Konka, tragus, incisura, antitragus ve antiheliksin inferior crus
tarafindan sinirlandirilan ve dis kulak yolunun agildigr kulak kismidir. Heliks ise
kulagin en distaki kivrimidir. Kulagin temporal kemige komsu en iist kismindan
baglayarak lob seviyesine kadar uzanir. Heliks crus yiikselen heliks yapisinin
anteroinferior devamidir. Dis kulak yolunun hemen iizerinde yer alir. Lob
aurikulanin en alttaki yumusak kisimdir. Scapha yapisi ise heliks ve antiheliks
arasindaki ¢ukurdur. Tragus dis kulak meatusunun 6niinde yer alan kikirdak kisimdir

ve hemen altinda yer alan incisura yapisi ile devam etmektedir.

2.2. Kulak Embriyolojisi

Kulagin embriyolojik gelisimi insanlarda ve hayvanlarda 19. yiizyildan
itibaren arastirilmaktadir (8). Kulak her {i¢ germ yapragindan kdken alan dokulardan
olusur (9). Kulak gelisimi tiim vertebralarda evrimsel korunmusluga sahip farengeal

aparat ve farengeal arklar1 olusturan ndral krest hiicre gocii ile yakindan iligkilidir.

Noral Krest Hiicre Gocii

Noral krest hiicreleri, gelismekte olan noral tiiplin dorsal boliimiinden kdken
alarak go¢ eden mezenkimal bir hiicre grubudur. Orta ve arka beyinde ilgili
seviyelerden kaynaklanan noéral krest hiicre go¢ii sonrast birinci (Meckel) ve ikinci
(Reichert) farengeal arklar dis kulak ve dig kulak yolunu olusturur. Hayvan

caligmalarinda birinci farengeal ark yapisina katilan mezensimin orta beyin ve arka



beyin birinci ve ikinci rombomer seviyesinden kaynaklanan noral krest hiicre gogii
ile olustugu gosterilmistir. Ikinci farengeal ark ise ¢ogunlukla néral tiip dérdiincii
rombomer seviyesi ve daha az oranda iiglincii ve besinci rombomer seviyelerinden
kaynaklanan noral krest hiicre gocii ile meydana gelir (Sekil 2.3.). Transgenik soy
arastirmalarn (/ineage tracing) ¢alismalarinda gelismekte olan aurikulada noral krest
hiicrelerinin varlig1 gosterilmistir (10). Bu nedenle mikrotia ve konjenital dis kulak
yolu atrezisi; norokristopati grubu hastaliklar olarak kabul edilir, birinci ve ikinci

farengeal arklarin gelisimsel alan defekti olarak isimlendirilir (11).

Sekil 2.3. Embriyolojik donemde farengeal aparatusun gelisimi (BAl: Birinci
farengeal ark, BA2: Ikinci farengeal ark, R: rombomer) (Cizim: Naz Giileray, tez

kapsaminda hazirlanmaistir.)

Farengeal Arklarin Gelisimi

Farengeal arklar embriyolojik hayatta 28. ve 32. giinler arasinda ilk kez
goriiliir. Her bir ark {i¢ germ yapragindan (ektodermal ve endodermal epitel ve noral
krest mezensimin kapladigi mezodermal merkez) kdken alan olusumlart igerir (12).
Farengeal arklar bas ve boyun bolgesinin anatomik yapisini belirlemekte 6nemli bir
role sahiptirler. insanlarda embriyolojik hayatta alti tane farengeal ark, bes tane
farengeal kese ve dort tane farengeal yarik yapisi gozlenir (13). Birinci ve ikinci
farengeal arklar kulak yapisimi olusturur. Farengeal yariklardan postnatal donemde
izlenen tek yap1 dis kulak yolunu olusturan birinci farengeal yariktir (14). Farengeal

arklarin dis kismii ektoderm, i¢ kismini endoderm ve aralardaki yapilari da



paraksiyal mezoderm ve noral krest kokenli mezensim olusturur. Farengeal ark
gelisim bozukluklarinda ilgili arkin olusturdugu kemik, kas, sinir ve glandiiler
dokular etkilenir. Birinci ve ikinci farengeal arklarin olusturdugu yapilar Tablo

2.1.de detaylandirilmigtir.

Tablo 2.1. Farengeal arklarin olusturdugu iskelet, kas, sinir ve damar yapilari

Embyolojik Koken iskelet Kas Sinir Damar
Birinci farengeal Mandibula, maksilla, Cigneme kaslari, Trigeminal Maksiller
ark Zygoma, D1s kulak m. digastricus on sinir arter, karotis
yolunun bir kismi, inkus, boliimii, eksterna
malleus, aurikula, m.tensortympani,
temporal kemik skuamoz m. tensor veli palatini
kisim
ikinci farengeal ark Stapes, stiloid uzanti, Yiiz kaslari, Fasiyal sinir Stapedial
hyoid, dis kulak yolunun m. digastricus arka arter, hyoid
biiyiik bir kismi, aurikula bolimi, arter

m. stylohyoideus,
m. stapedius
Birinci farengeal Orta kulak boslugu,
kese Ostaki borusu, mastoid

hava hiicreleri, timpanik
membranin i¢ kismi1

Birinci farengeal Timpanik membranin dig
yarik kismi, dis kulak yolu

2.2.1. Dis Kulak Gelisimi

D1s kulak gelisimi embriyolojik hayatin 21. giinlinde baglar. Dordiincii
haftada birinci farengeal yarigin arka kisminda ektoderm ¢6kmesi sonrast dis kulak
yolu primitif sekilde ayirt edilir. Ayni siiregte endodermal kisimda yer alan birinci
kese derinleserek tubotimpanik kanalin ilk seklini olusturur. Sekizinci haftada dis
kulak olusumu belirginlesir, cavum konkadan baslayarak derin bir tiinel seklinde
gergeklesen ektodermal invajinasyon sonrasi dis kulak yolu gelisir (13). Dis kulak
yolu tabanindaki epitelyal hiicreler {igiincii ayda bir tikag gelistirir ve yedinci ayda
gerileyerek dis kulak yolunu ve timpanik zari olusturur. Bu ektodermal tikacin
gerilememesi sonucu dis kulak yolu atrezisi meydana gelir.

Aurikula yapisinin olusumu dordiincii haftada baslar. Bu primitif yap1 birinci
farengeal yarigin yukarisinda yer alan mandibular ark ve altinda yer alan hyoid
arktan kaynaklanan dokunun kalinlagmasi seklinde karsimiza cikar. Siiregelen iki
hafta igerisinde yaklagik altinci haftada bu bolgede alt1 tane tomurcuk olusumu

gergeklesir (8, 15).



Her bir tomurcugun dis kulak yapisinin hangi bolimiinii olusturdugu Sekil 2.4.’de
Ozetlenmistir. Birinci farengeal ark anterior yerlesimli tomurcuklarin olusumundan
sorumlu iken, ikinci farengeal ark posterior yerlesimli olanlarin gelisimine katkida
bulunur (14). Yedinci haftada 6n tarafta mandibular arktan kdken alan ve arka tarafta
hyoid arktan koken alan tomurcuklar birlesir. Baslangicta bu yapilar embriyonik
boyun seviyesinde ventrolateral yerlesimlidir. Ilerleyen haftalarda kulak yapisi
yukar1 ve geriye dogru yer degistirerek dogum sonrasi dorsolateral pozisyonuna
ulagir. Bu islem kompleks olup bu siiregteki sorunlar sonucunda aurikula anomalileri,
preaurikiiler sinus ve aurikiiler ekler (appendage) goriiliir. Hayat boyunca dis kulak
yapisinin biiylikligli artmakla birlikte {i¢ yasinda toplam boyutunun %85-90’una
ulagir ve ilk dekaddan sonra da az bir degisim gdosterir (16). Aurikula yapisinin

%85’1ni ikinci farengeal ark olusturur (13).

1. tomurcuk: Tragus

2. tomurcuk: Crus heliks

3. tomurcuk: Asendan heliks

-4, tomurcuk: Horizantal heliks

5. tomurcuk: Scapha yapisinin Gst kismi
ve antiheliks

6. tomurcuk: inferior heliks

Sekil 2.4. Embriyolojik donemde dis kulak yapisim1 olusturan tomurcuklar
(Cizim: Christy Tortland, tez kapsaminda hazirlanmaigstir.)

Di1s kulak ve dis kulak yolu ayni dokulardan kdken alir. Dis ve orta kulak
embriyolojik gelisimleri de ayni bolgeden kaynaklanir. Mikrotiaya genellikle dis
kulak yolu agenezisi ya da stenozu ve orta kulak yapilariin yetersiz gelisimi eslik
eder. Bu nedenle hastalarin biiylik bir kisminda (%74) mikrotia ve dis kulak yolu
agenezisi bir arada goriiliir. i¢ kulak embriyolojik gelisiminin tamamen farkli olmasi
sonucunda dis kulak anomalilerinin i¢ kulak anomalileri ile birlikte goriilmesi

(%11-30) oldukea nadirdir (17).



2.2.2. Orta Kulak ve i¢ Kulak Gelisimi

Orta kulak noral krista, mezoderm ve endoderm hiicrelerden farklilasan
hiicrelerin proliferasyonu sonucu olusur. Stapes dordiincii rombomerden go¢ eden
hiicre grubu, inkus, malleus ve timpanik halka ise kaudal mezensefalon ve birinci ve
ikinci rombomerlerden gé¢ eden noral krest hiicre gruplar tarafindan olusturulur.
Orta kulakta yer alan kemikgiklerde endokondral kemiklesme gozlenir. Orta kulak
boslugu ise birinci farengeal kese endoderminden koken alir. I¢ kulak embryolojisi
23. giinde otik plakod olusumuyla baglar (8). Arka beyin hizasinda besinci ve altinci
rombomerler tarafindan salgilanan biiylime faktorleri etkisi ile ektodermal katlantinin
dis yiizeyden igeriye dogru invajine olarak otik vezikiill ve otik kisti olusturur.
Somatik ektodermden kaynaklanan otik vezikiill membrandz labirenti, mezensimden

kaynaklanan otik kapsiil ise kemik labirenti olusturur.

2.3. Kulak Gelisiminin Genetik Kontrol Mekanizmalari

Kraniyofasiyal yapilarin gelisimi molekiiler ve doku etkilesimi, hiicre gogii,
proliferasyon, apoptoz ve farklilasma basamaklarinin her birinin belirli bir zamanda
koordineli bir sekilde gerceklesmesi ile saglanir (18). Kraniyofasiyal iskeletin
farklilagsmasi noral krest hiicre gocli Oncesi baslayan ve devam eden zaman ve
konsantrasyon bagimli birtakim genlerin, transkripsiyon faktorlerinin ve sinyal
yolaklarinin kontrolii altinda belirli bir sira ile kurallar ¢cergevesinde gergeklesir. Gog
sonrasinda her bir noral krest hiicre alt toplulugunun pozisyonel kimligi
kraniyofasiyal iskeletin gelisimi i¢in 6nem tasir. Bu aks ve diizen ilk asamalarda
anteroposterior kimligi belirleyen HOX genlerinin sirali sekilde ekspresyonu ile
saglanir (19). HOX genleri evrimsel siire¢ icerisinde tim canli tiirlerinde ileri
derecede korunmus viicut formasyonu ve segmentasyonundan sorumlu olan genlerdir
(20). Hayvan calismalarinda HOXA1, HOXA2 ve HOXBI genlerininin kraniyofasiyal
yapilarin gelisiminde etkili oldugu gosterilmistir. Bu genlerin mutasyonlar1 sonucu
ikinci farengeal ark gelisiminde gerekli olan noral krest hiicrelerinde defektler
goriliir (21). Noral tiipte HOX ekspresyonu; bolgesel fibroblast biiyiime faktorleri ve

WNT molekiilleri ve retinoik asit aracili diizenlenir (22).
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HOXA?2 6zellikle ikinci farengeal ark olusumu i¢in énemlidir ve mutasyonlari
sonucunda ikinci farengeal ark kimligini kaybederek dis kulak yolu duplikasyonu ve
aurikula yoklugu ile karakterize birinci farengeal ark yapilarini olusturur (9, 23).
Birinci farengeal ark ise HOX ekspresyonundan bagimsiz gelisim gosterir ve OTX2
basta olmak iizere birtakim transkripsiyon faktorleri aracili 6zellesir.

Kraniyofasiyal dokularin koken aldiklar1 arka 6zgii yapilar1 olusturmasi
anteroposterior kimligin yan1 sira dorsoventral ve mediolateral patern (Sekil 2.5.)
tarafindan da belirlenir (21). Anteroposterior pozisyon (inter-farengeal) HOX genleri
disinda FGF$ aracili da saglanirken dorsoventral (intra-farengeal) pozisyonel kimlik
DLX genleri, endotelin ve jagged-notch sinyal yolagi ve SIXI geni aracili
gerceklesir. Dorsoventral patern igerisinde ventral kimligi saglayan ET-1 sinyali
defektlerinde mandibular kokenli yapilar maksiller yapilara farklilagir (24).

Kraniyofasiyal iskelet olusumunda epiteliyal-mezenkimal etkilesim de rol
oynar. Epitelyum kaynakli sinyaller mezensimde lokal bir etki yaratarak
farklilagsmanin baglamasina katki saglar (21). Basta homeobox genleri, biliylime
faktorleri ve transkripsiyon faktorleri olmak {izere bircok sinyal molekiilii ve
reseptorleri kulak gelisinde epitel ve mezenkim arasinda karsilikli fonksiyon gortir.
Bunlar BMP, FGF, WNT aileleridir. Bu sinyallere ek olarak uyarilan dokularda
birgok gen ekspresyonu gerceklesir. Fare deneylerinde Msx, Dlx, Gsc ve Prx
homeobox genlerinin ve Hand2 transkripsiyon faktOriiniin birinci farengeal ark
mezenkiminde eksprese oldugu ve bu arkin embriyolojik gelisimi i¢in gerekli oldugu
gosterilmistir.

Epitelyal-mezenkimal etkilesimin yan1 sira noral krest hiicre gécii sonrasinda
gd¢ eden hiicrelerin farengeal arklara yerlesimininde epitelyal hiicrelerin birbiri
arasindaki etkilesiminde 6nemli oldugu gosterilmistir. (25)

Farengeal arklarin gelisiminde endotelin-1, SHH ve retinoik asit sinyal
yolaklar1 da etkilidir. Farengeal ark epiteli ve mezodermden lokal olarak
kaynaklanan endotelin-1 sinyali noral krest derive hiicrelerin farklilasmasi i¢in genel
bir yonlendirici olarak davranir ve farklilasma endotelin-1 konsantrasyonuna bagl
gergeklesir (21). Endotelin-1 sinyali etkisini transkripsiyon faktorii hand2 aracili
msxI ekspresyonunu diizenleyerek gosterir. Bu yolaktaki defektler sonucunda

farengeal arklarda apoptoz gozlenir. Endotelin-1 sinyal yolaginin alt basamaklarinda
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yer alan GSC birinci farengeal arkta eksprese olan bir molekiildiir. D1s kulak yolu
gelisiminde de etkilidir. GSC mutasyonlarinda hem timpanik halka olusumu hem de
dis kulak yolu olusumu bozulur. Bu da her iki bolge arasindaki karsilikli etkilesimi

gosterir.

Lhx6, Lhx8, Barx1,

X1 Gsc, Pax9, Dix2, Pitx1

Bmp4 M <—> L

Sekil 2.5. Farengeal arklardaki paternler: (A) anteroposterior, (B) dorsoventral ve

(C) mediolateral patern (Resim 19. kaynaktan degistirilerek kullanilmistir.)

Fasiyal ve farengeal ektodermin belirli bolgelerinde ve farengeal yarik
endoderminde eksprese olan FGF8 NCC sag kalimi i¢in anahtar bir molekiildiir.
FGF8 ayrica doku spesifik NCC farklilagmasim1 saglayacak olan genlerin
ekspresyonlarin1 da indiikler. FGF8 aktivitesi baska bir sinyal faktorii olan
mediolateral kimlik iliskili BMP4 ile sinirlandirilir. FGF ailesinin diger tiyeleri de
farengeal endoderm sinyal yolaginda gérev alir. Ornegin FGFRI mutasyonlarinda
ikinci farengeal arka noral krest gocii sekteye ugrar ve hiicreler ark yerine ark
yakiinda bagka bir bolgede gozlenir. FGF ve FGFR molekiillerinin spesifik
kombinasyonlar1 noral krest hiicrelerinin belirli bir farengeal arka uygun pozisyonda

go¢ etmesinde etkilidir.
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Kulak gelisimi biiylime faktorleri ve transkripsiyon faktorleri olmak iizere
birgok sinyal molekiiliiniin ve reseptorlerin kompleks etkilesimleri ile saglanir.
(Sekil 2.6.) Bu nedenle oOzetlenen molekiillerin doneme 06zgii ekspresyonu

bilinmemektedir.
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Sekil 2.6. Farengeal ark yapilarinda karsilikli molekiiler etkilesim (Me: mezoderm,
BAl: Birinci farengeal ark, BA2: lkinci farengeal ark)

(Cizim: Naz Giileray, tez kapsaminda hazirlanmaistir.)
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2.4. Kulak Anomalileri

Kulak anomalileri yarik damak/dudaktan sonra en sik goriilen konjenital
kraniyofasiyal anomalidir (2, 3, 26). Kulak béliimlerine gore sik goriilen anomalilere
baktigimizda; dis kulak anomalileri ¢cok genis bir spektrum seklinde karsimiza ¢ikar.
Bu anomaliler Tablo 2.2.’de; aurikula biiyiikliigii, sekline, yerlesimine ve eslik eden

sinus/fistiil ya da skin tag olusumlarina gore siiflandirilmaktadir.

Tablo 2.2. D1s kulak anomalileri

Aurikula Aurikula Yerlesimi Eslik Eden Diger Kulak
Biiyiikliigii Sekli Bulgulan
Mikrotia Displastik  Diisiik yerlesimli Di1s Kulak Yolu atrezisi
Anotia Cup- Melotia (D1s kulagin D1s Kulak Yolu duplikasyonu
shaped farkli bir yerde
yerlesimi)
Makrotia Lop ear Aurikiiler Fistul
Skin tag/ Deri ekleri

Dis kulak anomalilerinin isimlendirmesi ile ilgili kesin bir goriis birligi
bulunmamaktadir. Kimi ¢aligmalarda genel olarak mikrotia terimi kullanilmakta iken
kimi caligmalarda dis kulak malformasyonlari mikrotia-anotia olarak tanimlanir
(27, 28). D1s kulak yolu malformasyonlarinin insidansi ¢esitli yaymlarda degigsmekle
birlikte yenidoganlarda 1/6000 ile 1/6830 oraninda goriiliir (17). Prevalans Schloss
tarafindan 3:10.000 olarak bildirilmistir (29).

-Orta kulak anomalileri genellikle kemikcik defektleri ile karakterizedir ve en
stk goriilenler malleus ve/veya inkus fiksasyonu, incudostapedial devamsizlik ve
stapes fiksasyonudur. Orta kulak anomalilerine genellikle iletim tipi igitme kayb1
eslik eder.

-I¢ kulak anomalileri Mondini (kohlea iliskili), Michel (labirent hipoplazisi)
anomalileri, Scheibe aplazisi, Alexander aplazisi ve genislemis vestibuler akuadukt
olmak tizere bes temel gruba ayrilir ve sensdrindral tip isitme kaybi ile sonuglanir.

Genislemis vestibuler akuadukt sendromu en sik goriilen i¢ kulak anomalisidir (30).



14

2.4.1. Mikrotia

Dis kulak anomalileri; aurikula ve dis kulak yolu anomalilerini igerir. En sik
gorlilen dis kulak anomalileri mikrotia ve dis kulak yolu atrezisi/stenozudur.
Mikrotia aurikulanin yetersiz ve az gelisimi olarak tanimlanir. Mikrotia; anotiaya
kadar genis bir klinik yelpazede goriilen dis kulagin yapisal konjenital anomalisidir.
Mikrotia genellikle sag yiiz yarisinda (%58-61) ve tek tarafli (%70-90) goriiliir.
Mikrotia izole olarak goriilebilecegi gibi %20-60 oraninda bir spektrum ya da bir
sendromun pargasi olarak da karsimiza ¢ikar (31). Mikrotiaya sahip bireylere en sik
eslik eden  anomaliler  smrasiyla  %12,8  oramiyla  yarik  damak,
%11,5 mikroftalmi/anoftalmi, %10,6 fasiyal asimetri, %6,4 makrostomi,
%?2,2 preaksiyel polidaktili, %2,2 holoprosensefali ve %]1,7 epibulbar dermoiddir
(32, 33).

[zole mikrotia biitiin mikrotia hastalarinin %40 ile %80’ini olusturur. izole
mikrotia ve anotia birlikteligi ise mikrotialarin %65’ini olusturur (34). Bildirilen
prevalans 0.83-17.4/10.000 arasinda degisir (8). Hispanik, Asyali ve Yerli
Amerikalilarda daha yiiksek siklikta gozlenir. Mikrotia da diger dis kulak
anomalilerine benzer sekilde %80 tek tarafli goriiliir ve genellikle etkilenme
%60 sag tarafta olur (31). Bireylerin %90’ 1ndan fazlasina etkilenen tarafta iletim tipi
isitme kaybi eslik eder. Erkekler kizlardan daha fazla etkilenir ve erkekler igin
yaklasik %20-40 arasinda artmis bir risk s6z konusudur.

Mikrotia disinda goriilen dis kulak anomalilerine bakildiginda; dis kulak yolu
atrezisi ya da stenozu, preaurikiiler tag ve pitler sik¢a goriiliir. Dis kulak yolu
atrezisi ya da stenozu ise dis kulak yolu yoklugu ya da darlig1 ile karakterizedir.
Embriyolojik donemde malleus ve inkus olusumu dis kulak yolu invajinasyonu ile es
zamanl olarak gerceklesir. Bu nedenle dis kulak yolu atrezisi ya da darlig1 olan
bireylere orta kulak kemik¢ik anomalileri de eslik eder (35). Preaurikiiler pitler
heliks anteriorunda ya da tragusun superiorunda yer alan kiiciik ¢entiklerdir ve
%25 ile %50 bilateral olarak goriiliir. Genel popiilasyona gore isitme kaybi olan
bireylerde bes kat daha fazla karsilasilir. Preaurikiiler skin tag ise kulak oniinden
sternocleidomastoid kasin oniine kadar her yerde gortilebilen cilt, subkutan yag doku
ve/veya kikirdak iceren olusumlardir. Skin tag yapilari birinci farengeal ark

cevresinde goriiliir ve mandibular dokudan kaynaklanir. Altinci haftada birinci
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farengeal yarigin kapanmasi ile devam eden kraniyofasiyal gelisimde mandibular ve
hyoid arkin sinir1 yanaga dogru yer degistirir. Bu nedenle skin tag yapilar1 da agiz
kosesi ile kulak hattt hizasinda goriiliir (17). Aurikiiler tag ve pitler minor
malformasyonlar olarak kabul edilir ve farengeal arklarin fiizyon defektleri

sonucunda meydana gelir (11).

2.4.1.1. Mikrotia Smiflamasi

Mikrotia smiflamas1 ilk kez 1926 yilinda Herrman Marx tarafindan
gerceklestirilmistir. Gilinlimiize kadar ¢ok c¢esitli ve degisken siniflandirmalar
kullanilmistir. Weerda kullanilan simiflamalar1 birlestirmis ve kategorizasyona
embriyolojik kokenleri de dahil etmistir (32, 36). Hunter 2009 yilinda Weerda
simiflamasini temel alarak ve standart deviasyonu da siniflamaya dahil ederek
““American Journal of Genetics’® te standart bir terminoloji  (Tablo 2.3.)
yaymlamistir (32). Mikrotia siniflamasi hastalarin tani, izlem, prognoz, tedavi ve

standart bilgi toplama stireclerini kolaylastirir.

Tablo 2.3. Mikrotia siniflamasi

Hunter Siniflamasi 2009

Mikrotia, 1. Derece

Normal kulak yapisinin olmasi ve ortalama kulak uzunlugunun 2 SD altinda
bulunmasi

Mikrotia, 2. Derece

Kulak yapisinin ortalama uzunlugu 2 SD altindadir, normal kulak yapisinin
olmamasi

Mikrotia, 3. Derece

Bazi aurikula yapilarin bulunmasidir ancak bu yapilar herhangi spesifik bir kisma
ayrilamamakta

Anotia

Kulak yapisinin hi¢ olmamasi

Lobiil tip mikrotia %60 oranla en sik olarak gdriilen mikrotia formudur.
Ikinci siklikta konka tip ve kiiciik konka tip gériiliir ve ikisinin goériilme sikliklar:

toplam1 yaklasik %15°tir. Anotia daha nadir olarak goriiliir(37).



16

Ayrica dis kulak malformasyonlar1 embriyolojik hayatta hangi tomurcuk ile

ilgili bir defekt olduguna gére de smflandirilir (Sekil 2.7.). Ornegin lobiil tip

mikrotia da 2, 3, 4 ve 5 nolu tomurcuklarin gelisiminde sorun bulunurken anotiada

tiim tomurcuklarin gelisiminde defekt goriiliir (17).

Q. (0 2.3.4.ve| 3. Derece i | J
),Si‘ o » 3 i LY ”
5.ve6. | Kolobom/ \ = 5. mikrotia, - (¢
tomurcuk| Transvers f { ( . |tomurcul | opul tip ; \ J
yarik S mikrotia @ o
" | Aurikula st \ ' LY
~ AL AT
yarisi X (@
2.3.ve | deforme,dis sk
4. kulak yolu « X1
tomureuk| atreisi/ L
stenozu

Sekil 2.7. Tomurcuk defektlerine gére mikrotia siniflamasi (Cizim: Naz Giileray, tez

kapsaminda hazirlanmaistir.)

2.4.1.2. Mikrotia Etyolojisi

Mikrotia etyolojisine yonelik bir¢cok arastirma yapilmasina ragmen etyoloji
tam olarak aydinlatilamamistir. Mikrotia etyolojisinde ¢evresel ve genetik faktorler
rol oynar. Son bulgular; mikrotianin genetik ve g¢evresel faktorlerden etkilenen

multifaktoriyel bir durum oldugunu gosterir.

Cevresel Faktorler

Cesitli popiilasyon ¢aligmalarinda mikrotiaya neden olan birgok farkli
cevresel risk faktorii tanimlanmistir (38). Dis kulak anomalilerine c¢evresel
faktorlerin katkis1 yaklasik %10°dur (17). Bu faktorler diisiik dogum agirligi,
yiikseklik (39), anemi, parental yas, gestasyonel diyabet, cogul gebelik, yiiksek
parite, maternal hastalik, prenatal sigara i¢imi, alkol alim1 ve hamilelikte kullanilan
ilaglardir (trimetadion, hidantoin, talidomid, isotretinoin, estriol, klomifen sitrat,
NSALI Vitamin A ve tiirevleri, folat antagonistleri, rubella enfeksiyonu)(8, 38).

Ayrica etyolojide prenatal donemde gergeklesen bir vaskiiler yapilanmada
bozukluk hipotezi de bulunur (40). Prenatal donemde gelisen lokal iskemi ve doku

nekrozu sonrasi aurikiiler yapilarin gelisinde bozuklar meydana gelebilir. Vaskiiler
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sistemin tam olarak gelismemesi ya da gelistikten sonra kompresyon veya hemoraji
sonucu stenozuna bagli olarak vaskiiler yapilanmada bozukluk goriilebilir.

Ek olarak teratojenik ya da genetik nedenlerle de vaskiiler yapilanmada bozukluk
olabilir. Ancak bu hipotezin gegerliligi hakkinda bir goriis birligine varilamamis

durumdadir (32).

Genetik Faktorler

Mikrotia genetik etyolojisinde otozomal dominant ve otozomal resesif kalitim
kaliplar1 bildirilmistir. Ek olarak; yapilan c¢alismalarda HOXA2 basta olmak iizere
baz1 genlerin hem heterozigot hem de homozigot mutasyonlart mikrotia ile
iligkilendirilmistir (27, 41). Monozigotik ikizlerde mikrotia i¢in konkordans %38,5,
dizigotik ikizlerde %4,5 olarak bildirilmistir. Cogu hastada sporadik kalitim
bildirilmekle birlikte literatiirde %3-34 arasinda bir ailesel kalitim da s6z konusudur
(42). Mikrotianin multifaktoryel kalitildig1 diislintilmekle birlikte ikiz ¢aligmalar1 ve
ailesel formlar etyolojide genetik faktorlerin 6nemli oldugunu gosterir (43).

Mikrotia genetik etyolojisinin aydinlatilmasi i¢in baglanti analizleri, genom
boyu asosiasyon calismalari, kopya sayisi degisiklikleri analizi ve aday gen Sanger
dizileme basta olmak iizere ¢ok cesitli genetik caligsmalar yapilmistir. Bu ¢alismalarin
biiyiik bir kism1 sendromik mikrotia hastalarinda gergeklestirilmistir. izole mikrotia
oldukga heterojen olmasi, biiyiik aile ve pedigrilere ulagim zorlugu nedeniyle daha az
arastirtlmis durumdadir. Bu nedenle dis kulak gelisiminin molekiiler etyopatogenezi
tam olarak anlasilamamustir.

Transkripsiyon faktorleri, bliylime faktorleri, bliylime faktor reseptorleri ve
ekstraseliiler matriks proteinlerini kodlayan bir¢cok gen ailesinin mikrotia ile iligkisi
gosterilmigtir.  Yapilan calismalarda homeobox genlerinin biiyiikk ¢ogunlugunu
olusturan HOX genleri mikrotia ile iliskilendirilmistir. HOXA2 knock-out yapilan
farelerde mikrotia gozlenmistir. HOX genlerinden HOXAI inaktivasyonu ve
HOXA1/HOXBIin birlikte inaktivasyonu sonucunda sirastyla hipoplastik dis kulak
ve anotia gorlilmiistir (21). HOXA2 aurikula yapisinin olusumunu; EYAI
transkripsiyon faktorti, BMP ve WNT sinyal yolag aracilt diizenler (23). HOXA?2 ile
BMP4 ve BMPS5 arasinda fonksiyonel bir iligki bulunmasi sonucunda BMP4 ve
BMP5 ekspresyon kayiplarinda dis kulak fenotipleri izlenir (23). Ayrica yapilan
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calismalarda HOXA2nin ikinci farengeal ark mezensiminde Wnt5a ekspresyonu
tizerinden Wnt-B katenin sinyal yolagini aktive ettigi gosterilmistir (44).

FGF, endotelin ve retinoik asit sinyal yolaklar1 dis kulak gelisiminde 6nemli
rollere sahiptir (42). FGF yolaginda yer alan FGF8 ve FGFI10 mutasyonlarinda
farelerde kii¢iik kulak yapis1 gozlenirken FGFRI homozigot mutasyonlarinda kiigiik
kulak yapisinin yan1 sira anormal disg kulak yolu gortiliir (32). Endotel sinyal yolag:
HOX ekspresyonunun diizenler. EDNI arklarin kanlanmasini saglayan damarlarin
endotelinde bulunmasi nedeniyle epitelyal-mezenkimal etkilesimde etkili bir role
sahiptir. Endotelin sinyal yolagmin alt basamaklarinda gorevli GSC geni bir
transkripsiyon faktoriidir GSC homozigot mutasyonlar1 kulak anomalilerin de
goriildiigii farkli gelisimsel defektlere yol acar. GCS ayrica kraniyofasiyal yapilarin
gelisimi sirasinda kondrogenezde 6nemlidir (32). Iskelet gelisiminde onemli bir
molekiil olan BAPX1 (NKX3-2) geni mutasyonlarinda da GSC mutant benzeri klinik
gbzlenir (45). Diger onemli bir diizenleyici olan retinoik asit sinyal yolagi; noral
krest hiicrelerinin farengeal arklara gocii icin gereklidir ve retinoid embriyopatisi
noral krest hiicre apoptozuna yol agarak mikrotia ile sonuglanir (26).

SIX homeobox gen ailesi liyeleri (SIX7-6) de dis kulak gelisiminde gorevlidir.
SIX1 knock out yapildiginda fare, tavuk ve kurbagada kraniyofasiyal anomaliler
gozlenmigstir. Farkl tiirlerde benzer bulgularin goriilmesi SZX7 fonksiyonunun kulak
gelisiminde evrimsel olarak korunmuslugunu gosterir. SZX/ ve SIX3 mutasyonlarinda
kulak anomalileri ve kosta anomalileri gozlenir. SIX genlerinin diger genlerle
etkilesimine bakildiginda; SIX/ ve SIX4 etkilerini bir transkripsiyon faktorii olan
TBXI aracili gosterir. Diger bir yandan; SIX genleri ile birlikte EYA geni bir
kompleks olusturur ve bu kompleks etkisini hedef genler SIX2 ve SALLI {izerinden
gergeklestirir. Kompleks olusumunda gorevli EYA! aurikulanin kikirdak kisminin
gelisiminde etkili bir role sahiptir. EYAI defektleri anotia ile sonuglanir.

Kraniyofasiyal yapilarin gelisiminde ayrica freacle proteinini kodlayan
TCOF1 geni de rol oynar ve mutasyonlarinda dis kulak anomalileri ve zigomatik
kemik anomalileri birlikte gozlenir. Ayrica PRX1/PRX2 homeobox genleri ve AP-2
transkripsiyon faktorii defektlerinde de dig ve orta kulak anomalileri gozlenir.
PRXI1/PRX2 birinci farengeal arkta eksprese olur ve mutasyonlarinda dis, orta ve i¢

kulak anomalileri ile birlikte polidaktili gozlenir. AP-2 gd¢ Oncesi ve go¢ sonrasi
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noral krest hiicrelerinde eksprese olan bir diger transkripsiyon faktoriidiir ve AP-2
defektlerinde orta kulak kemikciklerinde anomaliler gozlenir.

Kromozomal anomaliler degerlendirildiginde; Trizomi 13, 18, 21, 22 ve
4p, 5p, 18p, 18q ve 22q11.2 bolgesi delesyonlarinda da klinik bulgu olarak mikrotia
gozlenir (32). Son yillarda mikrodizin platformlarinda yapilan gen ekspresyon
analizlerinde; mmu-miR-200c ve mmu-miR-205 basta olmak iizere c¢esitli
miRNA’larin da mikrotia ile iliskisi hayvan modellerinde belirlenmistir (46).

Ayrica yapilan ¢alismalarda genomun kodlamayan kisimlarinda diizenleyici
olarak gorev yapan evrimsel olarak korunmus diziler de dis kulak anomalileri ile
iligkilendirilmistir. Evrimsel olarak korunmus kodlamayan bolgeler, genellikle
transkripsiyon faktorleri gibi gelisimsel genlerin komsulugunda yer alan dizilerdir
(47). Ornek olarak; farengeal arklarda eksprese olan bir transkripsiyon faktérii olan
HMXI geni kodlamayan bolge degisiklikleri sonucu izole aurikula anomalileri olusur
(32, 48). Dis kulak ve orta kulak gelisiminde gorev alan genlerin hayvan kulak
fenotipleri lizerine etkileri Tablo 2.4.’te gosterilmistir (42, 49).

Dis kulak ve orta kulak gelisiminin molekiiler analizleri olduk¢a sinirlidir. Bu
nedenle orta kulak ve oOzellikle dis kulak yapilarmin gelisiminin molekiiler
temellerinin aydinlatilmasi, bu genlerin fonksiyonlari, hedefleri ve es zamanli nasil
calistiklarinin  gosterilmesi kulak anomalilerinin nedenlerinin ortaya konmasit

acisindan énemlidir (9).

Genotip-Fenotip Tliskisi:

D1s kulak gelisiminde tanimlanan genlerin kulak yapisinin birden fazla
boliimiinii etkilemesi ve mikrotia ya da anotia ile sonuglanmasi nedeniyle belirli bir
gen icin herhangi bir genotip-fenotip iliskisi gosterilmemistir (Sekil 2.8.). Sonug
olarak; sadece dis kulak anomalisine dayanarak klinik hastalik ayirici tanis1 yapmak

olanakl1 degildir.
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Sekil 2.8. Sendromlarda gozlenen dis kulak anomalileri

Tablo 2.4. D1s ve orta kulak gelisiminde gorevli gen defektleri: Mus musculus kulak

bulgulari
Gen Di1s Kulak Orta Kulak
AP2 Kemikg¢ik Yoklugu
BMP5 Kiigiik aurikula Normal
DLX] Normal Hafif etkilenmis stapes
DLX2 Normal Stapes boyutu azalmis, inkus kemik
duvara yapismis
DLX5/DLX6 Aurikula yoklugu Ciddi olarak etkilenmis kemikg¢ik
yapilari
EDNI Kiigiik aurikula Ciddi olarak etkilenmis kemikg¢ik
yapilar1 Kemikgik yapilarin yoklugu
EDNRA Kiigiik aurikula Ciddi olarak etkilenmis kemikg¢ik
yapilar1 Kemikgik yapilarin yoklugu
Eyal Kiigiik aurikula/ Aurikula yoklugu Stapes yoklugu, Normalden kiigiik ve
birlegmis malleus ve inkus
SIX1/SIX4 Aurikula yoklugu
Fgf8 inkus yoklugu, islevsiz malleus
FGF10 Kiigiik aurikula
FGFRI Kiigiik ve diisiik yerlesimli kulak
Gsc Normal aurikula, dis kulak yolu Manibriumu olmayan malleus
yoklugu
HOXAI Normal Hafif etkilenmis stapes
HOXA1/Hoxbl Aurikula yoklugu/Etkilenmis dis Stapes yoklugu, hipomorfik malleus
kulak yolu
HOXA2 Kiigiik aurikula/ Duplike dig kulak Duplike malleus ve inkus, stapes
yolu yoklugu
HMXI Aurikula anomalisi
Msx1 Normal Processus brevisi olmayan malleus
Pbxl Kiigiik aurikula Stapes yoklugu
Prxl Normal aurikula, dis kulak yolu Manibriumu olmayan malleus,
yoklugu inkusun ve normalden kiiciik stapesin
ekstra kikirdak ile birlesimi
Pitx1 Gonial kemik yoklugu
PAXS Kiigtik aurikula, Aurikula yoklugu, Orta kulak anomalileri
Dis kulak yolu stenozu ya da atrezisi
RAR Aurikula yoklugu/ kiigiikligii Stapes yoklugu, malforme inkus
Wntl/Wnt3a Stapes yoklugu
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2.5. Okuloaurikulovertebral Spektrum (OMIM 164210)

Hemifasiyal mikrozomi ya da Goldenhar sendromu olarak da bilinen OAVS,
birinci ve ikinci farengeal arklarin olusumundaki bozukluklar sonucu goriilen klinik
ve genetik heterojenitesi bulunan gelisimsel bir anomalidir. Klinik bulgular temel
olarak dis kulak anomalileri, gbz bulgulari, mandibula hipoplazisi ve vertebral
anomaliler ile karakterizedir. Bu bulgularin yam sira kardiyak, genitoiiriner, iskelet
ve santral sinir sistemi anomalileri bu spektruma eslik edebilir. Etyolojide genetik ve
cevresel faktorleri suclayan cesitli hipotezler bulunmakla birlikte bu spektrumun
etyolojisi halen net olarak aydmnlatilamamistir. Olgularin ¢ogu sporadik olarak
goriilmekle birlikte otozomal dominant ve resesif kalitimin gorildigi ailesel
olgularin bulunmasi ve g¢esitli kromozomlarda sayisal ve yapisal anomalilerin

bildirilmesi etyolojide genetik faktdrleri rol oynadigini gosterir.

2.5.1. OAVS Tarihge

Bu spektrum ilk kez 1952 yilinda Prof. Maurice Goldenhar tarafindan
epibulbar dermoid, preaurikiiler skin tag, kulak ve servikal vertebra anomalileri olan
hastalarda ‘‘Goldenhar sendromu’® olarak tanimlanmistir. Ancak literatiire
bakildiginda 1861 yilinda Canton ve 1881 yilinda da Von Artlt tarafindan benzer
klinik bulgulara sahip bireylerin bildirildigi goriiliir (36). 1963 yilinda epibulbar
dermoid, kulak ve vertebral anomalilerle karakterize bu sendrom i¢in Gorlin
tarafindan okulo-aurikulovertebral displazi terimi onerilmistir. 1989 yilinda Cohen
ve arkadaslar tarafindan tiim isimlendirmeler okulo-aurikulo-vertebral spektrum adi
altinda birlestirilmistir ve gliniimiizde bu spektrum i¢in OAVS terimi yaygin olarak
kullanilmaktadir (50, 51). Cerrahi literatiire bakildiginda bu spektrum kraniyofasiyal
mikrozomi/hemifasiyal mikrozomi olarak tanimlanir. Yillar igerisinde spektrum igin

oOnerilen isimler Tablo 2.5.’te sunulmustur.
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Tablo 2.5. OAVS yillar igerisinde degisen nomenklatiir(50)

Isim Yazarlar Tarih
Goldenhar sendromu Goldenhar/ Sugar 1952/1966
Otomandibular dizostozis Francois&Huastrate | 1954
1.ark sendromu McKenzie 1958
Unilateral mandibulofasiyal dizostozis Wilson 1958
Unilateral intrauterin fasiyal nekrozis Walker 1961
Okuloaurikulovertebral displazi Gorlin ve ark 1963
Hemifasiyal Mikrozomi Gorlin ve Pindborg 1964
1.ve 2. Brankiyal ark sendromu Grabb 1965
Oral-mandibular-aurikular sendrom Stark ve Saunders 1967
Aurikulo-brankiyojenik displazi Caronni 1967
Familyal fasiyal displazi Ide ve ark 1970
Goldenhar-Gorlin sendromu Aleksie ve ark 1975
Lateral fasiyal displazi Ross 1975
Fasiyo-aurikulo-vertebral malformasyon | Smith 1982
spektrum

Unilateral kraniyofasiyal mikrozomi Grayson ve ark. 1983
Okuloaurikulovertebral spektrum Cohen 1989-

Karigik terminoloji nedeniyle insidans ve prevalans cesitli kaynaklarda
birbirinden farkli olarak bildirilir. Goriilme siklig1 bolgesel olarak etkilenir ve farkl
kaynaklarda 1/5600- 1/20.000 arasinda degisir (52). Avrupa’da son yillarda yapilan
epidemiyolojik ¢alismada 3.8/100000 prevalans bildirilmistir (53). Erkek cinsiyette
daha fazla etkilenme goriiliir. (E/K:3/2). Hastalarda genellikle tek tarafli etkilenme

olur ve tek tarafli oldugunda da etkilenme siklikla sag tarafta gozlenir (50).

2.5.2. OAVS Minimal Tam Kriterleri

OAVS spektrumunda goriilen klinik heterojenite ve degisken ekspressivite
nedeniyle minimal tam kriteri hakkinda kesin bir ortak goriis bulunmamaktadir. izole
mikrotia ya da preaurikiiler skin tag varlig1 tek basina bu spektrumun en hafif formu
oldugu diisiiniilmekle birlikte bazi arastiricilar aurikula anomalisi ve skin tag
birlikteligini OAVS i¢in tami kriteri olarak kabul ederler. OAVS’de eslik eden
ekstrakraniyal bolgedeki anomaliler izole mikrotiada da gdriilen anomalilerdir. Her
iki fenotipe yol acan etyolojiler benzerdir. OAVS ile izlenen bireylerin ailelerinde
izole mikrotia gériilme siklig1 normal popiilasyondan yiiksektir. izole mikrotia ve
OAVS’nin ortak ozellikleri; hemifasiyal asimetri, sag agirlikli tutulum goriilmesi ve

erkeklerde sikligin daha fazla olmasidir. izole mikrotia ve OAVS spektrumunun
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ortak goriilen ozellikleri olmasi nedeniyle bu spektrumun izole mikrotianin bir
devami oldugu diisiiniiliir.

Bu nedenle ¢esitli arastirmalarda OAVS minimal tani kriteri olarak izole mikrotia
kabul edilir (4). Ayrica tani i¢in goz bulgularinin gerekmedigi bir¢cok caligmada
belirtilmistir (4).

Ek olarak; literatiirde baz1 arastiricilar tarafindan OAVS ve radyal defekt
birlikteligi (OMIM 141400) ve OAFNS (OMIM 60145) de OAVS alt grubu
dahilinde degerlendirilir. Literatiirde yapilan ¢aligmalarda kullanilan minimal tani
kriterleri Tablo 2.6.’da 6zetlenmistir. Bu ¢alismada minimal tan1 kriteri olarak izole
mikrotia ya da preaurikiiler tag ve hemifasiyal mikrozomi birlikteligi kabul
edilmistir. OAFNS ve OAVS ve radyal defekt birlikteligi de calisma kapsamina dahil

edilmistir.

Tablo 2.6. Literatiirde bulunan minimal tani kriterleri (50, 54)

Grabb (1965), Gorlin (1976) | izole Mikrotia
Rollnick& Kaye (1983), Lawson
(2002), Wieczorek (2007)

Taysi (1983) Skin tag ve hemifasiyal mikrozomi iliskili aile Oykiisi
birlikteligi

Rollnick (1988) Mikrotia ve/veya preaurikiiler tag

Kaye (1992) Mikrotia ve mandibular hipoplazi

Araneta et al (1997) (1) Mikrotia, anotia veya preaurikiiler tag ve (2) mandibula

hipoplazisi veya Goldenhar sendromunun degisken klinik
bulgular1 birlikteligi

Maris (1999) Hemifasiyal mikrozomi

Kelberman (2001) Skin tag ve hemifasiyal mikrozomi iligkili aile &ykiisii
birlikteligi

Wang (2002) Herhangi bir kulak anomalisi ve OAVS klinik bulgularindan 2
bulgu birlikteligi

Werler (2004a) Hemifasiyal mikrozomi, fasiyal asimetri, Goldenhar sendromu

Werler (2004b) Hemifasiyal mikrozomi, fasiyal asimetri, Goldenhar sendromu
veya tek tarafli mikrotia/ anotia

Tasse (2005), Tasse (2007) Mikrotia veya hemifasiyal mikrozomi ve skin tag birlikteligi

Van Bennekom (2013) Mikrotia

Barisic (2014) Goldenhar sendromu, hemifasiyal mikrozomi

Birgfeld (2016) Mikrotia veya hemifasiyal mikrozomi ve skin tag birlikteligi

2.5.3. OAVS Klinik Bulgular

OAVS karisik terminolojisinin yani sira genis bir klinik heterojenite gosterir.
Klinikte izole mikrotia ya da hemifasiyal mikrozomi ve preaurikiiler skin tag

birlikteliginden anotia, vertebra, bobrek, goz, kalp ve SSS anomalileri gibi genis bir
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spektrumda karsimiza ¢ikabilir. Mikrotia, epibulbar dermoid ve vertebral bulgularin
birlikte goriildiigii bireyler spektrumun sadece %10 unu olusturur (50). Ayni ailede
etkilenmis bireyler farkli siddette klinik bulgular gosterebilir (50). Bireylerde ayrica
diisiikk dogum agirlig1 ve postnatal donemde biiylime geriligi de goriilebilir (55).

Hastalarin %90’1inda mikrotia, %25-50 ‘sinde dis kulak yolu atrezisi ya da
stenozu goriiliir. D1 kulak yolu atrezisi hemen hemen her zaman iletim tipi isitme
kaybn ile iligkilidir. D1s kulak yolu atrezisinin bilateral oldugu durumlarda buna baglh
olarak konusma gecikmesi goriilebilir. Isitme kaybr iletim tipi olabilecegi gibi orta ve
ic kulak anomalilerinin eslik etmesi durumunda sensorindral isitme kaybi1 da
goriilebilir. Birinci derece mikrotiaya kemikgik yapilarini (%6-33), yuvarlak ve oval
pencereyi (%6-15), mastoid pnomotizasyonunu (%15), kraniyal sinir seyrini (%36)
ve dis kulak yolunu (%42) etkileyen anomaliler degisken sikliklarda eslik eder (56).

Preaurikiiler skin tag, fistil ve veya pit hastalarda %40-%60 oraninda
gorlliir. Skin tag yerlesim olarak preaurikiiler bolgede, tragus ile agiz kosesi
arasindaki hat boyunca ve boyun tabaninda da bulunabilir. Preaurikiiler skin tag
varliginin yani sira bu bdlgelerde %65 oraninda fistiil ve sinus olusumlar1 da
gorlilebilir (57). Hastalarda goriilen dis, orta ve i¢ kulak bulgulart Tablo 2.7.’de
detaylandirilmistir.

Hastalarin %65’ine hemifasiyal mikrozomi eslik eder. Sag tarafta etkilenme
daha sik gozlenmekle birlikte %10-33 oraninda ¢ift tarafli etkilenme de karsimiza
cikar. Cift tarafli etkilenmenin oldugu durumlarda sag yiiz yaris1 daha fazla etkilenir.
Hemifasiyal mikrozomi daima etkilenen kulakla ayni taraftadir. Dis kulakta
etkilenme bilateral oldugunda da hemifasiyal mikrozomi goriiliir. Hemifasiyal
asimetri 4 yasindan sonra belirginlesir. Kronolojik yas arttik¢a etkilenen bolgedeki
dokularin biiyiimemesi nedeniyle daha belirgin hale gelir (36). Hemifasiyal
mikrozomi goriilen hastalarda ¢igneme ve yiiz kaslari da etkilenir ve mandibula,
maksilla, zigomatik kemik ve temporal kemik hipoplazileri gézlenir (57). Hastalarda
ayrica agiz kosesi ve tragus arasinda yariklar goriilebilir. Hastalarin %15-22’sinde
yarik damak/dudak gozlenir. Hastalarda ek olarak makrostomi, dilde yariklanma,
yiiksek yerlesimli damak, gingival hipertrofi, malokluzyon, dis anomalileri, ¢igneme
kaslar1 hipoplazisi ve parotis aplazisi gozlenebilir. Hastalarin kraniyofasiyal

bulgular1 Sekil 2.9.’da gosterilmektedir.



Tablo 2.7. OAVS’de goriilen dig-orta-i¢ kulak anomalileri (58)
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Temporal Kemik D1s Kulak Orta Kulak Anomalileri | I¢c Kulak

Anomalileri Anomalileri Anomalileri

Mastoid antrumun Mikrotia/Anotia | Orta kulak boslugunun Hipoplastik Kohlea
yetersiz havalanmasi yetersiz gelisimi

Ostaki tiip limeninin | Preaurikiiler Kemikgik yoklugu, Kohlear akuadukt yoklugu
genislemis kikirdak | skin tag ve pit displazisi

bolimii

Ostaki tiip lateral Dis kulak yolu Oval ve yuvarlak Vestibuler sistem yetersiz
lamina kikirdaginin | atrezisi /stenozu | pencere yoklugu gelisimi ve SCC kanal
yoklugu yoklugu/flizyonu
Uzun mastoid Timpanik Timpanik tensor kas Endolenfatik kanal
antrum membranin yoklugu displazisi
yetersiz geligimi
Fasiyal sinir anormal Vestibuler akuadukt
seyri ve korda timpani genislemesi

yoklugu

Fasiyal sinir kanal seyri
degisimi

Kiigiik, genis ya da duplike
i¢ kulak kanali

I¢ kulak kanal agenezi

OAVS’de en sik goriilen gz bulgusu epibulbar dermoiddir (%35). Epibulbar
dermoidler farkli boyutlarda sari-krem renkli kitlelerdir ve genellikle limbusun
inferotemporal bolgesinde yer alirlar (59). Epibulbar dermoidler %50 oraninda tek
tarafli goriiliirken %25 cift taraflidir. Cift tarafli lezyonlar her iki tarafta da limbusun

ayn1 bolgesinde yerlesim gosterirler.

Sekil 2.9. OAVS hastalarinin kraniyofasiyal bulgulari; mikrotia, hemifasiyal

mikrozomi, preaurikiiler skin gorliniimleri

tag
(Resim https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK5199 internet sitesinden alinarak

kullanilmistir.)



26

Epibulbar dermoide bagli olarak pupil Oniiniin kapanmasi ve astigmatizm
sonucu gorme etkilenebilir. Epibulbar dermoid olan bireylerde g6z kapagi kolobomu,
iris kolobomu, lakrimal kanal anomalileri, mikrokornea, mikroftalmi, anoftalmi ve
blefarofimozis daha ¢ok gozlenir. Ayrica hastalarda ezotropi, ekzotropi ve Duane
sendromu goriilebilir. Hastalarda nadir olarak retinal anomaliler de bulunur.

Hastalarda %5 ile %58 arasinda cesitli kardiyak anomaliler de bildirilmistir.
Karakteristik bir kardiyak anomali bulunmamakla birlikte VSD ve sag aortik ark
birlikteligi olan/olmadan goriilen Fallot tetralojisi konjenital kalp hastaliklarinin
%65’1ni olusturur. Ayrica erken zamanda cerrahi miidahale gerektiren situs inversus,
dekstrokardi, biiyiik arterlerin transpozisyonu ile de karsilagilabilir. Trakeoozefageal
fistiil %5 oraninda goriilir. Akciger bulgular1 tamamlanmamis lobiilasyondan
akciger agenezisine kadar genis bir spektrumda olabilir.

Spektrum  dahilinde  iirogenital  anomalilerin  goriilme  siklig1
%?2,5-%50 arasindadir. Hastalarda renal agenezi, cift iireter, ektopik bobrek, renal
arter anomalileri, hidronefroz, hidrolireter, iireteropelvik bileske darligi, imperfore
aniis ve rektovajinal fistiil ile karsilagilabilir.

Iskelet sistemi  bulgularina  bakildiginda; vertebral  bulgular
%18-60 oraninda bu spektruma eslik eder ve hemivertebra, atlas oksipitalizasyonu,
vertebral fiizyon, blok vertebra, aksesuar vertebra, tortikollis, skolyoz/kifoskolyoz ve
spina bifida olarak karsimiza c¢ikar. Ayrica hastalarda fazla sayida kosta ve
hipoplazisi seklinde kosta anomalileri de goriilebilir. Vertebral bulgular en sik olarak
servikal bolgede (%60), sonra sirasiyla torasik bolge, kosta ve lomber bdlgede
goriiliir  (60). OAVS spektrumunun bir parcasi olarak bas parmak ya da radius
hipoplazisi/aplazisi seklinde radyal defektleride gozlenir (61).

Bu spektruma cesitli SSS malformasyonlar1 da eslik edebilir. Ozellikle g6z
bulgularina sahip hastalarda SSS bulgular1 daha sik goézlenir. Spektrum dahilinde
goriilen SSS bulgulari; Arnold Chiari malformasyonu, hidrosefali, ventrikiilomegali,
serebral hipoplazi, teratoid rabdoid tiimor, medulloblastom, ensefalosel, pons ve
beyin sap1 anomalileri, serebellar hamartom, hemisferik hipotrofi, lisensefali, beyin
kalsifikasyonlari, orta hat lipomalari, korpus kallosum anomalileri seklinde karsimiza
cikar. Ayrica tiim kraniyal sinirler etkilenebilir. Hastalarda tipik olarak 7. kraniyal

sinirin anormal seyri gozlenir.
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SSS bulgulari prevalansi literatiirde %2-69 arasinda, ve kraniyal goriintiilemesi olan
hastalarda %42-69 arasinda degisir. Zihinsel yetersizlik ve gelisme geriligi
%8-73 oraninda goriiliir (62). Norogelisimsel ¢alismalarda kas tonusu az olan, ¢ift
tarafl1 etkilenme ve servikal vertebra anomalisi olan hastalarda gelisme geriligi daha
fazla bildirilir. Ek olarak; bu spektrum ile izlenen bireylerde psikososyal problemler

ve otistik davraniglar da goriilebilir (36) .

2.5.4. OAVS Etyoloji

Son yillarda insanlarda gelisimsel anomalilerle karakterize hastaliklarin
molekiiler temeli ve embriyolojik gelisim ile iliskisi hakkinda bilgi birikimi
artmasina ragmen OAVS etyolojisi tam olarak aydinlatilamamistir. Etyolojide
mikrotia ile benzer faktorler suglanir. OAVS’nin prenatal donemde
30-45. giinlerdeki gelisimsel bozukluk sonucu olustugu, blastogenez ve noral krest
hiicrelerinin migrasyon defekti ile iligkili oldugu diistiniiliir (63). OAVS etyolojisinde

hem ¢evresel hem de genetik faktorler rol oynar.
OAYVS Cevresel Faktorler

OAVS’ye neden olan ¢evresel faktorlerin basinda gebelikte kullanilan ilaglar
(talidomid, pirimidon, retinoik asit, tamoksifen psddoefedrin, fenilpropanolam,
aspirin ve ibuprofen), gebelikte sigara ve alkol kullanim1 gelir (53, 64). Ayrica bu
spektrum maternal hipotiroidi, ¢olyak hastaligi, gebelikte vajinal kanama ve
prematiir dogum ile de iligkilendirilmistir (55).

Diyabetik anne bebeklerinde de OAVS fenotipi gozlenir. Prenatal
hiperglisemik durumun ndral krest hiicre gogiinii etkileyerek OAVS klinik
bulgularina yol actig1 diisiiniiliir (65). Etyolojide hem ileri maternal yas hem de ileri
paternal yas suclanir (55). Ek olarak; cogul gebelik ve yardimer lireme teknikleri
kullanim1 da risk faktorleri arasindadir (66). Cogul gebelik ve yardimci iireme
teknikleri kullaniminda artmis risk bulunmasi nedeniyle Jongbloet tarafindan
etyolojide overripeness ovopathy hipotezi One siiriilmiistiir (67). Ayrica vaskiiler
yapilanmada bozukluk hipotezi OAVS’nin morfogenez sirasinda stapedial arter
iskemisine ikincil gelisen fokal hemorajiler sonucu gelistigini savunur (40). Vaskiiler
yapilanmada bozukluk hipotezi ekstrakraniyal bulgulari agiklamamasi nedeniyle

cogu arastirmaci tarafindan kabul edilmemektedir.
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OAYVS Genetik Faktorler

OAVS karisik terminolojisinin yan1 sira genis bir genetik heterojenite igerir.
Hastalarin ¢ogunda sporadik kalitim goriilmekle birlikte literatiirde %20-45 arasinda
aile oykiisii bildirilmistir. Cogu ailede inkomplet penetrans ve degisken ekspresyon
ile birlikte otozomal dominant kalitim bildirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda hastalarin
birinci derece akrabalarinda sadece skin tag ile karakterize hafif bir etkilenme
olabilecegi gozlenmistir (4). Monozigotik ikizlerde hem konkordans hem de
diskordans gozlenmistir. Otozomal dominant ve resesif kalitim goriilen ailelerin
bulunmas1 ve farkli kromozomlarda kopya sayist degisikliklerinin bildirilmesi
etyolojide genetik faktorler destekler (68-70).

Hastalik etyolojisini ve molekiiler mekanizmalar1 aydinlatmak icin ailesel
vakalarda baglanti analizleri ve mikrodizin ¢aligmalar1 yapilmistir. Huang ve ark.
yaptig1 ¢alismada otozomal dominant kalitim ve {i¢ kusak etkilenmenin goriildigi
bir ailede 15926.2- q26.3 bolgesinde baglanti gosterilmistir. Ayrica bagka bir
calismada 14q32 bolgesinde yiiksek LOD skor saptanmis, klinik GSC geni ile
iligkilendirilmis, ancak 2017 yilina kadar GSC geni kodlayan kistmda OAVS’ye
neden olan herhangi bir degisiklik gdsterilmemistir (70). Mikrodizin ¢alismalarinda
ise genetik heterojeniteyi yansitan tekrarlamayan ve birbirinden farkli kromozomal
bolgelerde delesyonlar, duplikasyonlar, parsiyel trizomiler ve aday bdlgeler
saptanmigtir. Mikrodizin yonteminin yaygin kullanilmaya baslanmasiyla birlikte
cesitli kromozomlarda yer alan kopya sayist degisiklikleri de hastalarin klinigi ile
iliskilendirilmeye devam etmektedir. Rooryck ve ark. tarafindan 86 hastada
gergeklestirilen yiiksek ¢oziniirliikkli oligontikleotid array CGH sonucunda
11 hastada 12 farkli CNV tespit edilmistir. Baska bir c¢aligmada ise
14g23.1 bolgesinde OTX2 genini igeren bir duplikasyon saptanmis ve OAVS
etyolojisinde kopya sayist degisikliklerinin nedenselligi giliclenmistir (70). OAVS
hastalarinda  tanimlanmis  kopya  sayist  degisiklikleri  Tablo  2.8.’de
detaylandirilmistir. Ek olarak; ayni aile igerisinde ve monozigotik ikizlerde klinik
heterojeniteye neden olan epigenetik degisiklikler de etyolojide tartisilir. Yardimei
ireme teknikleri kullanimi sonras1 OAVS riskinin artmas1 ve hastalarda BAPX]
ekspresyon degisikliklerinin goriilmesi de etyolojide epigenetik degisikliklerin yer
aldigini destekler (71).
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OAVS etyolojisinde tek gen degisiklikleri degerlendirildiginde; OAVS
klinigi ile iliskili ilk gen olan MYTI genindeki (Sekil 2.10.) mutasyonlar
2016 yilinda tammlanmustir (3). Ozellikle son yillarda klinik ve arastirmalarda
kullanim1 yayginlasan yeni nesil dizileme teknolojisinin kullanildigi tim ekzom
dizileme yontemi ¢esitli konjenital hastaliklara neden olan gen/genlerin saptanmasina
olanak saglamistir. Bu kapsamda 2017 yilinda yapilan bir bagka ¢alismada GSC geni
heterozigot missense mutasyonu ilk defa OAVS kliniginde saptanmistir (72). Aym
calismada aurikulokondiler sendroma neden olan PLCB4 genindeki bir mutasyon da
OAVS fenotipi ile iliskilendirilmistir (72). Ayrica hastalarda YPELI, MAPKI,
CRKL, OTX2 genlerinde mutasyonlar da yakin zamanda tiim ekzom dizileme

yontemi ile gosterilmistir.

p.Serl05Leu
p.Arg9* p.Ser108Leu
835-878 937-980

21-64 433-476 477-520 791-834 884.927
1 200 400 600 800 1000 1121

Sekil 2.10. MYT1 protein yapist ve domainleri (Cizim: Naz Giileray, tez kapsaminda

hazirlanmastir.)



Tablo 2.8. Literatiirde OAVS ile iligkilendirilmis kopya sayist degisiklikleri

Sayisal ve Yapisal Kromozomal Degisiklikler Kaynaklar
1p22.2-p31.1 delesyonu (55)
2p11.2(FOXI3) delesyonu (73)
2q32.1 duplikasyonu (74)
2q11 delesyonu (73)
4p16.1.1 duplikasyonu (74)
4p16.3p15.33 delesyonu (74)
4q13.3g21.1 delesyonu (74)
3929 duplikasyonu (75)
Del(5p),5p15 delesyonu (55)
5q13.2 delesyonu (55)
Del(6q) (57)

Trizomi 7 Mozaizm (73)
8q13.3 delesyonu, del(8q) (74)
8q24.3 duplikasyonu (74)
t(9;12) (p23;q12.2) (55)
inv9(p11;q13) (55)
10pl4pl5 duplikasyonu (59)
10926.2926.3 delesyonu (74)
12p13.33 delesyonu (55)
14g22.3 duplikasyonu (76)
14g23.1 duplikasyonu (55)
14931.1q31.3 delesyonu (55)
inv14(pl1.2;q22.3) (55)
15g24.1 delesyonu (55)
15926.2-q26.3 delesyonu (72)
16p13.3 delesyonu (74)
16p13.11p12.3 duplikasyonu (74)
17q11.2 duplikasyonu (74)
Trizomi 18 (70)
18p11.23p11.31 duplikasyonu (73)
Del(18q) (57)
22q11.1q11.21 duplikasyonu (76)
22q11.2 delesyonu (Proksimal/ Distal) (70, 74)
Dup(22q) (57)

Trizomi 22 (68)
Xp22.33 delesyonu (74)
Xp22.33 duplikasyonu (74)
49, XXXXX (57)

49, XXXXY (57)

47, XXX (73)

47, XXY (57)

X kromozomu translokasyonlari (55,74)

30
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2.54.1. MYTI Geni

MYTI 20q13.33’te lokalize 23 ekzondan olusan 5614 bp uzunlugunda bir
gendir. MYTI gelisen santral sinir sisteminde eksprese olan myelin transkripsiyon
faktor 1’1 kodlar. Myelin transkripsiyon faktér 1; C2HC ¢inko parmak domainleri
bulunduran ve noronal prekiirsor hiicrelerin se¢iminde etkili SSS’de eksprese olan
bir proteindir. Ayrica retinoik sinyal yolagi aracili kraniyofasiyal bolge kikirdak
yapilarinin gelisiminde goérev alir. Literatirde OAVS ile iligkilendirilmis ¢
mutasyon (Tablo 2.9) tanimlanmistir (3, 5). llgili degisiklikler Tablo 2.8.’de

detaylandirilmistir.

Tablo 2.9. Literatiirde tanimlanmis MY7/ mutasyonlar1

Lokalizasyon Mutasyon Klinik 6zellikler Kahtim

Ekzon 3 p-Arg9* Mikrotia, Preaurikiller fag, isitme kaybi, | De novo
hemifasiyal mikrozomi, epibulbar dermoid,
vertebral bulgu, epilepsi

Ekzon 6 p.Serl05Leu Makrostomi, Hemifasiyal mikrozomi, | Paternal
Preaurikiiler skin tag, isitme kaybi, vertebral
tutulum, pilor stenozu, Mikrotia YOK

Ekzon 6 p-Ser108Leu Bilateral mikrotia, preaurikiiler tag ve pit,
isitme kaybi, hemifasiyal mikrozomi
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2.5.5. OAVS Ayirici Tani

Literatiirde birinci ve ikinci farengeal arklarin gelisim anomalileri ile
karakterize pek ¢ok farkli sendrom bulunur. Tablo 2.10. ve Tablo 2.11.’de OAVS ile

ortlisen fenotip ve sendromdan sorumlu genler 6zetlenmektedir.

Tablo 2.10. OAVS ayirici tanida yer alan sendromlar ve sorumlu genler

Hastahk adi OMIM Kahtim Sorumlu Gen Kromozomal
Numarasi Bﬁlge
Aurikulokondiler sendrom 614669 OD/OR PLCB4 20p12.3p12.2
602483 OD GNAI3 1p13.3
615706 OR EDNI1 6p24.1
Bixler sendromu 239800 OR - -
Brankiyookulofasiyal sendrom 113620 OD TFAP24 6p24.3
Brankiyootik sendrom 602588 OD EYAI 8ql13.3
608389 SIX1 14q23.1
120502
Brankiyootorenal sendrom 113650 OD EYAI 8ql13.3
610896 SIX5 19q13.32
Cat- eye sendromu 115470 - Marker kromozom 22 22ql1.2
CHARGE sendromu 214800 OD CHD7 8ql2.2
SEMA3E 7q21.11
Hemifasiyal myohiperplazi 606773 = - =
LADD sendromu 149730 OD FGFR3 4p16.3
FGFR2 10q26.13
FGF10 5pl2
LAMM sendromu 610706 OR FGF3 11q13.3
Kaufman Okuloserebrofasiyal sendrom 244450 OR UBE3B 12g24.11
Klippel Feil sendromu 118100 OD GDF6 8g22.1
Mandibulofasiyal Dizostozis ve 610536 OD EFTUD2 17q21.31
Mikrosefali
Meier Gorlin sendromu 224690 OR ORC1 1p32.3
613800 ORC4 2q23.1
613803 ORC6 16q11.2
613804 CDT1I 16q24.3
613805 CDC6 17q21.2
Mikrotia-isitme kaybi-yarik damak OD/OR HOXA2 Tpl5.2
birlikteligi
Miller sendromu (Postaksiyel akrofasiyal 263750 OR DHODH 16q22.2
dizostozis)
Nager sendromu (Preaksiyel akrofasiyal 154400 OD SF3B4 1q21.2
dizostozis)
Okuloaurikiiler sendrom 612109 OR HMX1 4p16.1
Pallister Hall sendromu 146510 OD GLI3 Tplé.1
Parry Romberg sendromu 141300 - - -
Townes Brocks sendromu 107480 OD SALL1 16q12.1
Treacher Collins sendromu 154500 OD TCOF1 5q32qg33
613717 OD/OR POLRID 13q12.2
248390 OR POLRIC 6p21.1
VACTERL 192350 - - -




Tablo 2.11. OAVS ayirici tanisinda yer alan sendromlarin karsilastirilmast

Maksiller/

Mandibuler Hipoplazi Fasiyal Asimetri | Mikrotia | Skin tag | Vertebra | Kardiyak | Renal

OAVS X X X x x X X
Aurikulokondiler X X X
Sendrom
Brankiyootorenal sendrom | X X X x X
Cat-eye Sendromu x X X X x X X
CHARGE sendromu X X X X X
Hemifasiyal X X
myohiperplazi
Mandibulofasiyal x X X X X X
Dizostozis ve Mikrosefali
Miller sendromu X X
Nager sendromu X X X X X
Parry Romberg sendromu | x X
Townes Brocks sendromu | X X X X X X X

Treacher Collins

VACTERL
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3. BIREYLER VE YONTEM

3.1 Cahismada Kullamilan Kimyasal Malzeme, Cozelti ve Cihazlar

Bu ¢alismada genom boyu kopya sayist degisikligi tespiti, MYT1 geni dizi
analizi, aday gen yaklasimi i¢in yolak analizi ve ekzom dizileme kullanilmistir.

Yontem, bu bagliklar altinda detaylandirilacaktir.

3.1.1. Periferik Kandan DNA Eldesi ve Kantitasyon

Amonyum asetat (Sigma)

Tris kloriir (Sigma)

Disodyum EDTA (Sigma)

Nanodrop ND-1000 UV-VIS spektrofotometre (Thermofisher scientific)

3.1.2. Genom Boyu Kopya Sayis1 Degisikliklerinin Belirlenmesi

Affymetrix Optima Array Suite  CytoScan™ Optima Kiti (Thermofisher Scientific,
Katalog No: 902533)

MagnaRack™ Miknatis platform (Invitrogen ™, Katalog No: CS15000)
GeneChip™ Hibridizasyon Firin1 645(Applied Biosystems™, Katalog no: 00-0331)
GeneChip™ Fluidics Istasyonu 450 (Applied Biosystems™, Katalog no: 00-0079)
GeneChip™ Tarayic1 3000 7G (Applied Biosystems™, Katalog no: 00-0210)

3.1.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve DNA Dizi Analizi

Geneall PCR master miks (Geneall Biotech)

Forward ve Reverse Primer

Veriti 96 Well Fast Thermal Cycler (Applied biosystems™, Thermofisher Scientific,
Katalog no 4375305)

SeaKem® LE agaroz (Lonza, Katalog no 50002)

Etidyum Bromiir (Sigma)

Orange G (Sigma)

Ladder markdr (Promega)

UVP BioSpectrum 500 Jel Goriintiileme Sistemi

Geneall PCR piirifikasyon kiti (Geneall Biotech, Katalog no: GA-113-102)
ZR DNA dizileme piirifikasyon kiti (Zymo Research, Katalog no: D4050)
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3500-Genetic Analyzer (Applied biosystems™, Katalog no: 4440462)

Anot Tamponu 3500 Serisi (Applied biosystems™, Katalog no: 4393927)

Katot Tamponu 3500 Serisi (Applied biosystems™, Katalog no: 4408256)

POP-7™ Polimer (Applied biosystems™, Katalog no: 4393708)

3500 Genetic Analyzer 8’lik kapiller 50 cm (Applied biosystems™, Katalog
no: 4404684)

3.1.4. Tim Ekzom Dizi Analizi

Qubit™ dsDNA HS Assay (Life technologies, Katalog no: Q32851)

lon Proton™ Sistemi (lon torrent™, Katalog no: 4476610)

Agencourt AMPURE XP kiti (Beckman Coulter, Katalog no: A63880)

Dynabeads M-270 Streptavidin (Invitrogen, Katalog no: 653-05)
DynaMag™-96-kuyulu miknatis platform (7hermofisher Scientific, Katalog no:
12331D)

Ton Xpress™ barkod adaptérleri (Life technologies, Katalog no: 4471250)

lon PI™ Template OT2 200 kiti v3 (Thermofisher Scientific, Katalog no: A26434)
lon OneTouch™ 2 Instrument (lon torrent™, Katalog no: 4474778)

lon PI™ Hi-Q™ Sequencing 200 kiti v3 (lon torrent™, Katalog no: A26433)

lon AmpliSeq™ Exome RDY kiti (lon torrent™, Katalog no: A38262)

lon Proton™ Yikama 2 sisesi (lon torrent™, Katalog no: A25591)

lon PI™ ¢ip kiti v3(lon torrent™, Katalog no: A26771)

Ion Chip™ mini santriflij (lon torrent™, Katalog no: A26433)
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3.2. Hastalarin Degerlendirilmesi

Calismaya katilan hasta grubunun se¢iminde 2005 yilinda Tasse ve
arkadaslar1 tarafindan belirlenen kriterler kullanilmistir (4). Calismaya dahil edilecek
hastalarin saptanmasi amaciyla; Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali’na, Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Cocuk Genetik Hastaliklar1 Bilim
Dalr’na bagvuran hastalar arasinda klinik bulgulari OAVS ile uyumlu hastalar
degerlendirildi. OAFNS ve OAVS ve radyal defekt birlikteligi OAVS alt grubunda
kabul edildi. OAVS ile uyumlu bulgular1 olan toplam 23 hastanin ailelerinden ve
uygun kosullarda kendilerinden caligmaya katilmak amaciyla aydinlatilmis onam
formu ve fotograf paylasimina dair izin alindi. Hastalar kisisel 6zelliklerine, aile
oykiisiine, prenatal ozelliklerine ve klinik bulgularina gore degerlendirildi. Hastalarin
kulak morfolojik anomalileri gorsel olarak degerlendirildi. Caligma i¢in Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun
31/01/2018 tarihli GO-18/118-33 numarali karariyla etik kurul onayr alinmistir. Bu
calisma Hacettepe Universitesi Bilimsel =~ Arastirmalar Birimi  tarafindan

desteklenmistir (Proje no: TTU-2018-16935).

3.2.1. Hastalarin Farkh Acilardan Fotograflarinin Cekilmesi ve

Siniflandirmasi

Caligmaya dahil edilen hastalarin klinik muayeneleri sirasinda mikrotia
hastalarinda fenotipik degerlendirme araci olarak kullanilan PAT-Microtia (77) ile
uyumlu olacak sekilde hemifasiyal mikrozomi, malokluzyon ve fasiyal paraliziyi
degerlendirecek sekilde 12 farkli agidan fotograf ¢ekildi. Ayrica hastalar Tasse ve
arkadaglar1 tarafindan gelistirilen puanlama sistemi revize edilerek siniflandirildi.
Mikrotia, skin tag yada hemifasiyal mikrozomi ve vertebral bulgular ana bulgu
(2 puan) olarak kabul edildi. Isitme kaybi, yarik damak, epibulbar dermoid, g6z
bulgusu, kardiyak anomali, GUS anomalisi, mikrosefali, gelisme geriligi, SSS
bulgusu, orta kulak anomalisi, i¢ kulak anomalisi ve ekstremite anomalileri minor
bulgu (1 puan) olarak degerlendirildi. Kirma kusuru g6z bulgusu olarak
degerlendirilmedi. Herhangi bir bulgunun c¢ift tarafli goriilmesi bilateral etkilenme

kabul edildi. Siniflandirma Tablo 3.1.’de detaylandirilmistir.



37

Tablo 3.1. Calismada kullanilan siniflandirma kriterleri

Siniflandirma Kriter

3b Mikrotia/Skin tag+Hemifasiyal Mikrozomi+ Vertebral Bulgu

3u

2b Mikrotia+Skin tag/ Mikrotia +Hemifasiyal Mikrozomi/ Mikrotia+Skin
2u tag+ Hemifasiyal Mikrozomi

1b Mikrotia

lu

(b: bilateral etkilenme u: unilateral etkilenme, 1’den 3’e dogru klinik agirlik artmaktadir.)

Istatistiksel Analiz:

Verilerin degerlendirilmesinde ‘‘IBM Statistics Package for Social Sciences
(SPSS ver. 23.0)’¢ istatistiksel paket program kullanildi. Analizlerde tanimlayict
istatistikler say1 ve ylizde olarak, dagilim istatistikleri ise ortalama, standart sapma ve
ortanca degerler ile belirlendi. Hasta sayismin 30 kisiden az olmasi nedeniyle
degiskenlerin normal dagilmadigi kabul edildi ve analizler normal dagilim
gostermeyen Orneklere gore yapildi. Kategorik degiskenler i¢in gruplar arasindaki
farklihik Ki-Kare testi ile degerlendirildi. Sayisal degiskenler arasindaki iliski
Kruskal Wallis testi ile analiz edildi. Ayrica degiskenler arasindaki korelasyon

Spearman korelasyon testine uygun olarak hesaplandi.

3.3. Periferik Kandan Genomik DNA Eldesi ve Kantitasyon

EDTA’l tiiplere periferik kan alinmasinin ardindan amonyum asetat ile
coktiirme yontemi kullanildi. Bunun i¢in 50 ml’lik Falcon tiliplere bosaltilan
10 ml’lik kan Ornegi 40 steril distile su karistirilarak kuvvetlice c¢alkalandi.
588 gde 20 dakika santifriij edildi. Siipernatant uzaklastirildi ve kalan c¢okelti
iizerinde ayni islem tekrarlanarak 694 gde 20 dakika santifriij edildi.
Stipernatant atildi. Her bir tiipteki ¢okelti iizerine 3 ml niikleer lizis tampon
(10 mM Tris, 400 mM NaCl, 200 uM, pH 8.,2); 150 pl 10 mg/ml proteinaz K ve
200 pl %10’luk sodyum dodesil siilfat soliisyonu eklendi. Tiipler karigtirildi ve bir
gece boyunca 37 derece sicaklikta etiivde bekletildi.

Etlivden alinan her bir tiipe 3 ml 148 g/100 ml amonyum asetat eklenerek
calkalandi. Sonra 3076 gde 20 dakika santifriij edildi. Siipernatant pastor pipeti ile

dipteki pelete dokunmadan baska bir temiz tiipe alinarak iizerine etil alkol eklendi.
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Tiipler hafifce calkalandi. Goriliniir hale gelen DNA pipet ucu yardimiyla toplanarak
400 pl Tris-EDTA tamponu igeren tlipler igerisine yerlestirildi. DNA’nin
konsantrasyonu  Nanodrop ND-1000 UV-VIS spektrofotometre cihazinda
ND-1000 software ver. 3.8.1. yazilimi kullanilarak gercgeklestirildi. Genomik DNA
A260/A280 orani1 1.8-2.0 arasinda olmasi ile DNA’lar ile ¢alisilmaya baslandi.

3.4. Genom Boyu Kopya Sayis1 Degisikligi Taramasi

CNV analizi 18,018 non-polimorfik kopya sayist probu ve 148,450 SNP
probu bulunduran Affymetrix CytoScan Optima ¢ipleri kullanilarak gerceklestirildi.

Mikrodizin ¢alismasi Affymetrix tarafindan saglanan protokole gore calisildi
(https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/cyto_optima_userguide.pdf).
Yontem temel olarak; genomun enzimle kesimi, kesilen uglara adaptoér baglanmast,
adaptore 6zgii primer ile tim genomun amplifikasyonu, amplifiye olmus iirlinlerin
fragmantasyonu ve hazir mikrodizin ¢ipleri iizerine hibridizasyonu basamaklarindan

(Sekil 3.1.) olugur. Basamaklar asagida anlatildig: sekilde yapilir.

o -

|

I

Yikama,

4.gin

Sekil 3.1. Affymetrix mikrodizin yontemi basamaklari akis semast (Cizim: Naz

Giileray, tez kapsaminda hazirlanmistir.)

3.glin
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a. Genomik DNA’nin Hazirlanmasi

Bireylerin DNA o6rnekleri diisiik konsantrasyonda EDTA igeren TE tampon
soliisyonu ile 50 ng/ul olacak sekilde dilue edildi. 250 ng konsantrasyonunda DNA

Ornekleri hazirlandi.

b. Restriksiyon Enzim Kesimi

BSA ve Nspl tamponunun oda sicakligina gelmesi beklenildi. Enzim kesimi
icin miks her bir 6rnek i¢in; niikleaz icermeyen steril distile sudan  11.55 pL, Nspl
tampondan 2 pL, 100X BSA’dan 0.20 pL ve Nspl restriksiyon enziminden 1 pL
karistirilarak hazirlandi. DNA 6rneklerinin iizerlerine 14.75 pL Nspl enzim miksi
eklendi. Enzim kesimi islemi Thermal Cycler cihazinda 37°C’de 120 dk, 65°C’de
20 dk ve 4°C’de 5 dk siiresince gerceklestirildi.

c. Adaptor Baglanmasi

Kesim tamamlandiktan sonra enzime uygun adaptorlerin kesilmis DNA
parcalarina baglanmasi amaciyla ligasyon islemi yapildi. DNA ligaz tamponu,
adaptor ve ligaz enziminin oda sicakliina gelmesi beklenildi. Ligasyon i¢in miks;
DNA ligaz tamponundan 2.5 pL, Nspl adaptorden 0,75 pL ve DNA ligaz
enziminden 2 pL kanstirilarak hazirlandi. Ligasyon karisimi onceki basamak
sonrasinda enzim kesimi tamamlanmis 6rneklerin lizerine eklendi ve toplam hacim
25 pL tamamlandi. Sonrasinda Thermal Cycler cihazinda 16°C’de 180 dk, 70°C’de
20 dk ve 4°C’de 5 dk siiresince ligasyon gerceklestirildi.

d. PCR

CytoScan Tagq tamponu, dNTP ve PCR primerleri oda sicakligina geldiginde
PCR master miks hazirlandi. Bir onceki basamak sonrasi elde edilen ligasyon
iiriinleri niikleaz igcermeyen su ile % oraninda sulandirildi. Master miks igerigi

Tablo 3.2.’de detaylandirilmistir.
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Tablo 3.2. Mikrodizin PCR master miksinin icerigi

Her bir 6rnek i¢in; | 24 o6rnek icin (%15°1ik hata
diistinilerek)

Niikleaz icermeyen DH,0 50.3 uL 2897.3 uL

Cytoscan Taq tamponu 10 uL 576 pL

5M Betain 20 uLL 1152 uLb

dNTP 3.5uL 201.6 pL

PCR Primer 4.2 uL 241.9 pL

CytoScan Taqg DNA polimeraz 2 uL 115.2 pL

Total Hacim 90 uL 5184 pL

Miks hazirlandiktan sonra dilue edilmis ligasyon {iriinleri ikiser adet
10 uL’ye ayrildi. Sonraki basamaklarda gergeklestirilen ¢aligmalar ayni hastaya ait
iki ayr1 10 uL 6rnek kullanilarak gergeklestirildi. Dilue ligasyon iirtinlerinin 10 pL’si
tizerine PCR karigimindan 90 pL eklenerek toplam hacim 100 pL’ye tamamlandi.
Thermal Cycler cihazinda 95°C’de 1 dk, sonrasinda 30 siklus boyunca 95°C’de
30 sn, 60°C’de 45 sn ve 68°C’de 60 sn siiresince ve en son sirastyla 68°C’de 7 dk ve
4°C’de 5 dk bekletilerek PCR gerceklestirildi.

PCR Uriinlerinin Kontrolii

PCR iiriinlerinden 3 pL pipetaj yaparak 17 pL yilikleme tamponu ile birlikte
%?2’lik agaroz jele yiiklendi ve elektroforez gerceklestirerek PCR reaksiyonunun

kontrolii sagland1. Uriinlerin ¢ogunlugunun 150-2200 bp arasinda oldugu gériildii.

e. PCR Uriinlerinin Piirifikasyonu

Piirifikasyon oncesinde PCR basamaginda 2 ayr tiip seklinde ayrilmis
ornekler toplam hacim 197 pL olacak sekilde (200 pL- 3 pL) birlestirildi.
““Purification Bead’* soliisyonundan her bir PCR {iriiniiniin iizerine 360 pL
eklenerek 10 dakika siiresince oda sicakliginda bekletildi. Sonrasinda ornekler
3 dakika boyunca 16.000 gde santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda 2 mL’lik ependorf
tiipler miknatis platforma (Magnarack) yerlestirildi. Bekleme sonrasinda tiipiin alt
tarafinda bulunan pelete zarar vermeden siipernatant kisim uzaklastirildi. Her bir
tipe 800 pL pirifikasyon yikama tamponu eklenerek 2 dakika vorteks edildi.
Devaminda ornekler 3 dakika boyunca 16.000 gde santrifiij edilerek tekrar miknatis
platforma yerlestirildi ve slipernatant kisim uzaklastirildi. Bu islem sonrasinda tiipler

30 sn 16.000 gde santrifiij edildi ve 20 pL pipet ucu ile tiip igerisinde kalan yikama
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tamponu temizlendi. Geriye kalmis yikama tamponunun uzaklastirilmasi amaciyla
tipler miknatis platformdan c¢ikarildi ve 7 dakika boyunca oda sicakliginda
bekletildi. Sonra tiipler iizerine 27 pL eliisyon tamponu eklendi, 10 dakika boyunca
vorteks edildi ve 3 dakika boyunca 16.000 gde santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
ornekler tekrar miknatis platforma yerlestirildi ve 10 dakika boyunca manyetik
kiirelerin bir tarafa toplanilmasi beklenildi. Son olarak tiipler {izerindeki siipernatant
kisim toplanarak yeni tiiplere aktarildi ve piirifiye iiriinler elde edildi. Piirifiye olmus

iriinlerin 25 pL’si ile bir sonraki basamaga devam edildi.

f. Kantitasyon

Nanopore kullanilarak 2 pL. hacmindeki piirifiye edilmis tirtinlerin absorbans

ol¢timii gergeklestirildi. Biitlin iirlinlerin verimi >3.0 pg/pL iizerinde dl¢tildi.

g. Fragmantasyon

Olgiimii yapilmis PCR iiriinleri 10 dk boyunca buz iizerinde bekletildi.
Fragmantasyon tamponunun oda sicaklifina gelmesi beklendi. Sonrasinda
fragmantasyon i¢in master miks; niikleaz igcermeyen distile sudan 215 pL,
fragmantasyon tamponundan 275 pL ve fragmantasyon sollisyonundan 10 pL
karistirilarak hazirlandi. Piirifiye edilmis 23 pL. PCR iirlinlerinin {izerine 5’er pL
dagitilarak toplam hacim 28 pL’ye tamamlandi. Sonra Oncesinde 1sitilmig
Thermal Cycler cihazinda 37°C’de 35 dk, 95°C’de 15 dk ve 4°C’de 5 dk siiresince

fragmantasyon gergeklestirildi.

h. Isaretleme

TdT tamponun ve DNA isaretleme soliisyonunun oda sicakligina gelmesi
beklenildi. Sonra isaretleme i¢in master miks; TdT tamponundan 7 puL, DNA
isaretleme soliisyonundan 1 pL ve TdT enziminden 1.8 pL karistirilarak hazirlandi.
Hazirlanan karigim 26 pL’lik fragmente olmus {iriinlerin {izerine her birine 9.8 pL
olacak sekilde paylastirildi. Sonra Thermal Cycler’da 37°C’de 240 dk, 95°C’de

15 dk ve 4°C’de 5 dk siiresince isaretleme reaksiyonu gergeklestirildi.
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i. Hibridizasyon

Oncelikle AGCC (Affymetrix GeneChip™ Command Console) yazilimi
aracilif1 ile batch dosyast olusturuldu. Sonrasinda 15 ml tiipte hibridizasyon igin
master miks hazirlandi. Hibridizasyon miksinin igerigi Tablo 3.3.’te
detaylandirilmistir. Isaretlenmis &rnekler iizerine 95 pL miks eklendi. Thermal
Cycler’da 95°C’de 10 dk ve 49°C’de 3 dk siiresince hibridizasyon gerceklestirildi.
Hibridizasyon programi baslatilmas: ardindan hibridizasyon firm1 calistirilarak

sicaklik 50°C’ye ayarlandi.

Tablo 3.3. Hibridizasyon master miks igerigi

Her bir 6rnek i¢in; 24 ornek icin (%15°lik hata
diistiniilerek)
Hibridizasyon Tamponu 1 82.5 uL 2376 uL
Hibridizasyon Tamponu 2 7.5 uL 216 uL
Hibridizasyon Tamponu 3 3.5uL 100.8 pL
Hibridizasyon Tamponu 4 0.5 uL 14.4 uL
Oligo Kontrol Soliisyonu 1 pL 28.8 uL
Total Hacim 95 uL 2736 pL

Thermal Cycler hibridizasyon programi sonrast drneklerin 100 pL’si teker
teker ciplere yiiklendi ve hibridizasyon firinina yerlestirildi (Sekil 3.2.). Gece
boyunca hibridizasyon firminda 60 rpm de ve 50°C sicaklikta hibridizasyon
gergeklestirildi.

Sekil 3.2. Affymetrix ¢iplerine hibridizasyon sollisyonlarinin yiiklenmesi

Je Yikama-Isaretleme-Tarama

Yikama islemi AGCC yazilimi aracili Fluidics istasyonu kontrol edilerek
baglatildi. 500 pL isaretleme tamponu 1, 500 pL isaretleme tamponu 2 ve 800 pL

array holding tamponu ii¢ farkli ependorfa yiiklenerek istasyonun hazirlig1 yapildi.
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Bu basamaktan sonra sirastyla yikama ve boyama asamalarina gegildi. Sonrasinda
istasyondan alinan ¢iplerde hava olmadig1 goriilerek ¢ipler Fluidics istasyonundan
GeneChip Scanner 3000 7G tarayicisina yerlestirildi. Tarama siireci AGCC yazilimi
aracilt gerceklestirildi. Analiz sonuglart ¢ip yogunlugunu gosteren ‘‘.CEL’

formatinda dosyalandi.

k. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Chromosome Analysis Suite Software version 3.1 (CHAS) yazilimi
aracilifiyla “*.CEL’‘ formatindaki dosyalar ‘*.CYCHP’* dosyalarina doniistiiriildii.
Kalite kontrol basamaklar1 ve sonuglarin analizi CHAS programi kullanilarak
“.CYCHP’* dosyalar ile yapildi. Kalite kontrol i¢in MAPD ve snpQC degerleri
analiz edildi. Kalite kontrol degerleri mapd < 0.29; snpQC > 8.5 olan hastalarin
“.CYCHP’* dosyalar1 CHAS programi aracili gorsellestirilerek analiz yapildi
(Sekil 3.3.). Hastalardaki degisiklikler >1 marker ve >1 kb olacak sekilde standardin

izerinde yliksek ¢oziiniirliikte degerlendirildi.

® affymetrix

C474_A8_CytoScanHD_LabCorp_BetaTest-1_CB_06022011 cyhd cychp: Weighted Log2 Ratio

.‘ P 3 ; (2 \,' ta * " s an
[io— T e

C474_A8_CytoScanHD_LabCorp_BetaTest-1_CB_06022011 cyhd.cychp: Copy Number State

g/ C47i_A8_Exo5caniD L abCoro_BotaTesi1.C8.0032011 ey éyéni Aele Pasks
=
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Sekil 3.3. Mikrodizin sonuglarinin Cychp goriintiisii (Delesyon saptanan alanlar
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kirmizi, duplike olanlar mavi renk ile gosterilmektedir.)
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3.4.1. Mikrodizin Sonug¢larinin Analizi

Kopya sayist  degisikliklerinin  anlamlandirilmast  ve  klinik  ile
iligkilendirilmesi inhouse Orneklerin karsilastirmasi ve CLINVAR, Decipher, DGV
(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) ve Miami Universite’si tarafindan
gelistirilen online veri tabanlariin (http://firefly.ccs.miami.edu/cgi-
bin/ROH/ROH_analysis tool.cgi) kullanim1 ile gergeklestirildi. Tiim genomik
pozisyonlar Subat 2009°da ‘‘Genom Referans Konsorsiyum’* u tarafindan belirlenen
GRCh37/hgl9 insan referans dizisine gore gosterildi. Ayrica kopya sayist degisikligi
goriilen bolgede yer alan genlerin; GeneMANIA platformunda (genemania.org) dis
kulak gelisiminde 6nemi olan genler ile iligkisi degerlendirildi. Ek olarak hastalarda
saptanan kopya sayist degisikliklerinin genom mimarisine etkisi Yue laboratuvari

Hi-C online veri tabani kullanilarak arastirildi (promoter.bx.psu.edu/hi-c).

3.5. MYTI1 Geni Dizi Analizi

OAVS etyolojisinde MYTI genindeki mutasyonlar 2016 yilinda
tanimlanmistir (3). Ayrica klinik bulgular agiklayan baska bir MY7T/ mutasyonu
2017 yilinda yapilan bir ¢alismada daha gosterilmistir.

3.5.1. MYT! Geni Primerlerinin Tasarlanmasi

MYTI geni ekzonlarin 6zgiil olarak ¢ogaltilmasi amaciyla Windows igletim
sisteminde ¢alisan Primer Perl programi aracili 21 ¢ift primer tasarlandi. Referans
genom olarak Ensembl (http://www.ensembl.org/) veri tabaninda yer alan
ENSTO00000536311.5 transkript numarasina sahip MYT! dizisi kullanildi. Forward
ve Reverse primerlerin Tm derecelerine, GC oranlarina ve primer dimer olusturma
yatkinliklarina  dikkat edildi. Primerlerin MYT/ geni disindaki bdolgelere
baglanmasinin  olup olmadigi UCSC Genome Browser In Silico PCR
(ttps://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPCR) ve BLAST NIH NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) online veri tabanlarinda kontrol

edildi (Sekil 3.4.).
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Distribution of the top 23 Blast Hits on 17 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments
Color key for alignment scores

W <40 W40-50 50-80 W 80-200 W >=200
| | | e | [
1 7 14 21 28 35

Select: All None Selected:0
it Alignments

o

Max Total Query E

Description ) o) G Ident  Accession

Transcripts
Homo sapiens Akinase anchoring protein 17A (AKAP17A), transcript variant 2, non-coding RNA 325 325 43% 87 100% NR 027383.1
Homo sapiens Akinase anchoring protein 17A (AKAP17A), transcript variant 1, mRNA 325 325 43% 87 100% NM 0050882

Genomic sequences (show firsi

Homo sapiens chromosome 20, GRCh38.p12 Primary Assemb 417 780 100% 0.014 100% NC 000020.11
Homo sapiens chromosome 20 genomic scaffold, GRCh38.p12 alternate locus group ALT REF LOCI 1 HSCHR20 1 CTG3 417 780 100% 0.014 100% NT 187624.1

Homo sapiens 3, GRCh38.p12 Primary Assembl, 381 381 51% 0.19 100% NC 000003.12
Homo sapiens chromosome 8, GRCh38.p12 Primary Assembl 362 362 64% 067 92% NC 000008.11
Homo sapiens 12, GRCH38.12 Prmary Assemb 362 103 58% 067 100% NC 00001212
Homo sapiens 2. GRCh38 p12 Primary Assemb 344 344 46% 24 100% NC 00000212
Homo sapiens 11, GRCh38 p12 Primary Assembi 344 344 46% 24 100% NC 00001110
Homo sapiens 1, GRCh38.p12 Primary, Assemb 325 325 51% 87 95% NC 00000111

Sekil 3.4. Primer dizilerinin Blast programi ile degerlendirilmesi (Mavi renk,
E value’nin diisiik olmasit ve %100 kapsam bulunmasi; MYT! genine

Ozgiligiiniin yiiksek oldugunun gostergesidir.)

3.5.2. MYTI Geni Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Primer dizileri Tablo 3.4.te goOsterilmektedir. Primerler ana stok
100 mikromolar, ¢aligmalarda kullanilacak ara stok 10 mikromolar olacak sekilde
dilue edildi. Hem ana stok hem ara stok primerler -20 °C’de saklandi. Tiim PCR
reaksiyonlart 10 pL. Promega 2x miks, 6 pL. DH»0, 2 pL. DNA, 1 uL Forward primer
ve 1 pL reverse primer kullanilarak yapildi.

Applied Biosystems Veriti 96 Well Fast Thermal Cycler cihazinda sadece
baglanma sicakliklar1 farkli olmak iizere PCR reaksiyonu gergeklestirildi. En iyi

sonug alinan PCR reaksiyon kosullar1 Tablo 3.5. ‘de gdsterilmistir.



Tablo 3.4. MYTI geni primerleri listesi
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Forward Primer Reverse Primer Tm
MYT1_E3F: CTGTCAAAGCTTGAGCCAG MYTI_E3R:CTTCAAAGCTCAGCAGCC 59°C
MYT]_EAF: GGTCTCACTGAGATTTGCCT | MYTI_E4AR:TGGTCAATCCAAGAAGACCC 59°C
MYTI_ESF: CTGGAGACATTCTGCTCCC MYTI_ESR:TCCATGCTAGAGTGGGAAGT 59°C
MYTI_E6F: AAGGACTGGATGAGTCTGTG | MYTI_E6R:TCAGGAAGGGCTTTCTCTTG 59°C
MYTI_E7-1F:-TTCATGTTTCCCCTTGGCTC | MYTI E7- 60°C
IR:GGTGTCTTCCTGAAAGATCACA

MYTI_E7-2F: GAGGAGTCCAGCAAGCAG | MYTI_E7-2R:TGTCCTAGAAGGGCTCTCAG 60°C
MYT]_E8F: TCAAGCTCATGGGCAGTC MYTI_E8R: AGATGTAAGGATGAGCATCTGG | 59°C
MYTI_E9F: CTCTGTGCCCTGAAAGCTTA | MYTI_E9R:ACCTTGTACCCACTCCTCA 59°C
MYTI_E10F:AGTTCACCTGGAGTTCTCAC MYTI_E10R:ACACATGCACATACAGCCT 59°C
MYTI_E10F2:CATCTTTGCCCAGAGCTTTC MYTIOR2: CCTCTGCAGGCATTIG
MYTI_E11F: GTCTCCTTCCTCACCAGAC MYTI_E1IR:GGTAGAGTTTCCCTCCCTAGTA 59°C
MYTI_E12F: TGTGAGGACTTGGGACTG MYTI_E12R:GAATTGCCAGCTAGGCAC 58°C
MYTI_E13F: MYTI_E13R:AGCTGCTCAGAAGATGAAGG 59°C
CTGGACTCTGTACGTTTGATTC
MYTI_14F: TTCTGTGGACACTGTCCTG MYTI_E14R:GGGAAACCTCTGAATACCCT 59°C
MYTI _15-16F: MYTI_E15-16R:GGAGAGGCAAACAGCAGAG | 60°C
GCTGTCCTCCAAGGACTGA
MYTI_17-18F: GAGCCCAGAAGGCTTTCC | MYTI_E17-18R:ATCCAGGGCTCCTATCTTCA | 60°C
MYTI_19F: GGCCAGTTCTTCCCTGAG MYTI_E19R:CCTTTCCCTTGAGCAACTCT 59°C
MYTI-20F: GGCTGGTGAATGATATGTGG | MYT-20R: GGTGTCAAGAGCTTCAGAG 59°C
MYT1 21F: TGCCTGAACAAACTTCCATC | MYTI_E21R:CTGACAGCAACCTTGATGAG 58°C
MYTI_22-23F: CCAGAGGGTTGTGAGAGG | MYTI_E22-23R:AACGGGAAGTCACTGTGAG | 59°C

Tablo 3.5. MYTI geni PCR Kosullari

Sicaklik Stire

95°C 1dk

95°C 30sn

58-60°C 45sn 35 siklus

72°C 45sn

72°C 7dk
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3.5.3. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

Oncelikle 4 gram agaroz ve 200 ml 1x TBE Erlenmayer sisesinde karistirildi.
Bu karigim 5 dakika siiresince mikrodalgada kaynatildi ve igerisine 12 pL etidyum
bromiir ilave edilerek %?2’lik agaroz jel hazirlandi. 3 pL PCR f{iriinii 3 pL. Orange G
ile karistirllarak %2’lik agaroz jeldeki kuyulara yiiklenerek 120 V’da 30 dakika
boyunca BIO-RAD PowerPacTM HC High-Current giic kaynagi kullanilarak
elektroforezde  yiiriitiildii.  Elektroforez ~ sonunda  bant  biiyiikliiklerinin
karsilastirtlmasi ig¢in 1.5 pL. Promega 1000 bp markor kullanildi. Jel goriintiilemesi

Biospectrum goriintiileme sistemi ve Vision WorksLS programi araciligi ile yapildi.

3.5.4. PCR Uriinlerinin Piirifikasyonu

Elektroforezde uygun uzunlukta ve tek bant elde edilen PCR iiriinleri
Geneall Expin™ ile piirifiye edildi. Pirifikasyon ii¢ basamakta gerceklestirildi. ilk
basamak olan baglanma basamaginda; PCR {iriiniin {izerine 100 pL PB tamponu
karistirilarak minikolonlarin {izerine eklendi ve sonrasinda 30 sn boyunca 12,000 gde
santrifiij edildi. Yikama icin; santrifiij sonrasinda minikolonlarin izerine 500 pL
yikama soliisyonu eklenerek 12.000 gde 30 sn boyunca daha santrifiij
gerceklestirildi. Sonrasinda minikolonlarin toplama tliplinde biriken yikama
soliisyonu uzaklastirildi ve herhangi bir soliisyon eklenmeden yikama soliisyonun
icerisindeki alkoliin uzaklagsmasi amaciyla 16.000 gde 1 dakika boyunca santrifiij
edildi. Son basamak olan eliisyon i¢in 6nce minikolonlarin i¢indeki PCR {iriinlerinin
bagli oldugu membrana yeni bir 1.5 ml’lik ependorf tiipe aktarildi. Membran {izerine
45 uL eliisyon soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda 1 dakika bekletildi. Sonrasinda
16.000 gde 1 dakika siiresince santrifiij islemi gerceklestirilerek ependorf tiipiin
icerisinde saflastirilmig PCR iiriinleri elde edildi. Piirifikasyon isleminin ardindan

hemen Sanger yontemi ile DNA dizileme islemine baslanildu.

3.5.5. MYT1I Geni Dizi Analizi

Piirifiye edilmis PCR f{irlinleri uygun primerler ve Big Dye Terminator kiti
kullanilarak DNA dizileme reaksiyonu gerceklestirildi. Dizileme icin 4 pL distile
dH,0, 2 pL Big Dye tamponu, 2 pL Big Dye enzimi, 1 pL primer ve 1 pL piirifiye
PCR iirlinii kullanilarak gerceklestirildi. MYTI primerlerinden 7., 10., 11., 12.
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ekzonlar i¢in R primer, diger ekzonlar i¢in F primer kullanildi. Sanger dizileme
Thermal Cycler cihazinda 96°C’de 1 dk, sonra 25 siklus boyunca 96°C’de 10 sn,
50°C’de 0.05 sn ve 60°C’de 4 dk siiresince gergeklestirildi.

3.5.6. DNA Dizileme Uriinlerinin Piirifikasyonu

DNA dizileme reaksiyonu sonrasi ornekler Zymo Research ZR DNA
sequencing clean up sekans piirifikasyon kiti kullanilarak saflastirildi. Bunun igin
20 pL sekans reaksiyonu iiriinii ile 240 pL sekans baglama soliisyonu karistirildi ve
piirifikasyon kolonlarmin iizerine eklendi. 14.000 gde 30 sn santrifiij ile PCR
driinlerinin  kolonlara tutunmasi saglandi. Ardindan, 300uL membran yikama
soliisyonu eklenerek 14.000 gde 30 sn santrifiij ile kolona bagli olan sekans
reaksiyonu iriinleri yikandi. 20 pL steril distile su eklenerek 14.000 gde 30 sn
santrifiij sonras1 piirifiye sekans reaksiyonu {irlinleri elde edildi. Piirifiye edilmis
sekans iriinlerinin kapiller elektoforezi ABI Prism 3500 Genetic Analyzer cihazi

kullanilarak gerceklestirildi.

3.5.7. MYT1I Geni Dizi Analizi Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Kapiller elektroforez sonrasi sonuglar Oncelikle Segscape programi ile
degerlendirildi. Sonrasinda Codon code aligner programi ile saptanan degisiklikler
Ensembl  (http://www.ensembl.org/), MutationTaster (Www.mutationtaster.org),

EXAC (exac.broadinstitute.org), Human splicing finder (www.umd.be/HSF3),

Consurf (https://consurftau.ac.il/), ve PredictSNP
https://loschmidt.chemi.muni.cz/predictsnp/) veritabanlari kullanilarak
degerlendirildi.

3.6. Ekzom Analizi Oncesinde Aday Genlerin Belirlenmesi

Tim ekzom dizileme Oncesinde; Pubmed, Google Scholar gibi
veritabanlarinda mikrotia, ‘‘outer ear’* , “‘ear’* , anotia, OAVS, hemifacial
microsomia, auricula, pinna ve ‘‘gene’* terimleri birlikte aratildi. Arama sonucunda
bulunan derleme ve makalelerden kulak gelisimi ile iliskili genlerin ve ‘’pinna
anomalisi’’ ontoloji terimi ile ilgili gen setlerinin yer aldigi bir tablo olusturuldu

(EK-1) (http://amp.pharm.mssm.edu/Harmonizome/gene set/). Ek olarak hayvan
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modellerinde isitme ve kulak fenotipi ontoloji terimleri ile iliskilendirilmis genler de
bu listeye dahil edildi (http://amp.pharm.mssm.edu/Harmonizome/gene_set/)
Literatiir taramas1 sonucunda kulak fenotipleri ile iligkili genlerin rol aldig1 yolaklar1
kesfedebilmek i¢in islevsel zenginlestirme analizi yapilda.

Islevsel zenginlestirme analizi i¢in Database for Annotation, Visualization
and Integrated Discovery (DAVID) veri tabanmi kullanildi. Bu kapsamda kulak
gelisimi ile iliskilendirilmis biitiin genlerin ontolojik olarak tanimlanmis biyolojik
siire¢ ve hiicresel fonksiyon smiflandirmasi yapildi. Islevsel zenginlestirme basamagi
sayesinde, mikrotia iligkili literatiirden elde edilen genlerin ve proteinlerin temsil
ettigi yolak ve islevler belirlendi. Olusturulan aday gen tablosunun yanisira bu genler
kullanilarak zenginlestirilmis yolak analizi yapilarak kulak fenotipi ile ilgili genlerin
hangi biyolojik siire¢ ve hangi molekiiler fonksiyonlarda yer aldig1 arastirildi. Tim
ekzom dizileme analizinde aday gen yaklasimini kolaylagtirmak icin ortak yolaklar
ortaya ¢ikarildi. Bu sayede tiim ekzom dizileme analizinde aday genlerin belirlenen
yolakta yer almasina gore 6ncelendirilmesi saglandi. DAVID veri tabanina gen listesi
Official Gene-Symbol seklinde girildi ve referans genom ve background olarak homo
sapiens genomu kullanildi. (Benjamini protokolii ile sonuglar 0.005 istatistiksel

anlamli olacak sekilde hesaplandi.)

3.7. Tiim Ekzom Dizileme

Bu basamak ‘‘Hacettepe Ekzom Projesi’® kapsaminda gerceklestirildi
(Proje No: TAY-2015-7335). Calisma kapsaminda iki hastada Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda yer alan Jon Proton sistemi ile tim
ekzom dizileme gergeklestirildi. Ekzom dizileme i¢in Oncelikle hastalarin genomik
DNA’s1 50 ng’a dilue edildi. Sonra spektrofotometrik dl¢timler Qubit™ dsDNA HS

cihazi kullanilarak dogrulandi.
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3.7.1. Kiitiiphane Olusturulmasi

a.PCR

Her bir 6rnek icin igerisinde 14 pL 5x lon AmpliSeq™ HiFi miks ve 50 ng
konsantrasyonunda DNA bulunan miks hazirlanarak distile su ile 70 pL’ye
tamamlandi. Hazirlanan karigimdan 5’er pL 96’lik plate’in ilgili 12 sirasina dagitilds
ve Thermal Cycler’da 99°C’de 2 dk, sonra 10 siklus boyunca 99°C’de 15 sn ve
60°C’de 16 dk siiresince PCR reaksiyonu gerceklestirildi. PCR sonrasinda 12 farkli
kuyuda bulunan karigim 6 nolu kuyuda birlestirildi.

b. Amplikonlarin Kesimi

Her bir oOrnege 6 pL  FuPA solisyonu eklenerek kesim islemi
Thermal Cycler’da 50°C’de 20 dk, 55°C’de 20 dk ve 60°C’de 20 dk siiresince
yapild.

c. Adaptor Baglanmasi ve Piirifikasyon

Her bir 6rnege 12 pL Switch soliisyonu, 6 pL lonCode™ barkod adaptorler
ve 6 uL DNA ligaz eklenerek toplam hacim 84 pL’ye tamamlandi. Ornekler;
Thermal Cycler cihazinda adaptorlerin baglanmasi i¢in 22°C’de 30 dk, 68°C’de
50 dk ve 72°C’de 5 dk siiresince birakildi. Kiitiiphane olusturulmasi ile ilgili tiim
basamaklar Sekil 3.5.°te 6zetlenmistir. Piirifikasyon i¢in Agencourt™ AMPure™ XP
sollisyonunun oda sicakligina gelmesi beklenildi. Her bir 6rnek iizerine 80 pL
AMPure™ XP soliisyonu eklenerek oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.

Sonrasinda Ornekler DynaMag™-96 miknatis platformunda 5 dakika
bekletildi. Siipernatant kisim uzaklastirildi ve 6rnekler iizerine 150 pL %70’lik
etanol eklendi. Orneklerin miknatish platform {izerindeki yeri degistirildi ve
siipernatant kisim tekrar uzaklastirildi. Etanolle yikama islemi bir kez daha
tekrarlandi. Sonrasinda etanoliin tamamen uzaklasmasi i¢in Ornekler miknatis

platform iizerinde 5 dakika daha bekletildi.
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Genomik DNA 6l¢cimi

PO OIN
Hedef bolge PCR

PCOSTOODTIITOTTITOTOTA
2SRV OK
PCOSFOODTRIODDTIITOTON

PCR Urlinlerinin birlestirilmesi

PCR Grinlerin kesimi

XOTCTODOTTDIC
2XOOTPOOSTDTA
OO OOBOTL

Adaptorler  y ;oooan: y
Barkod P1 sooood Adaptorlerin baglanmasi

X P1
IOOCPOTCSTTROTTTEOTIDOBCA
IOV OOCSTTDODTIOTIDOBCH
OO TITOODTICOIPOBCH

Kitiphane Amplifikasyonu

Sekil 3.5. Kiitliphane olusturma basamaklarinin  akis semast (Resim
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4480442 internet sitesinden
Tiirkgelestirilerek kullanilmastir.)

3.7.2. Kiitiiphane Amplifikasyonu ve Dizileme

Kantitasyon oncesi kiitliphane amplifikasyonu gergeklestirildi. Miknatis
platformdan ¢ikarilan Orneklerin iizerine 50 puL Ix Library Amp Miks ve 2 pL
25x Library Amp primerleri eklendi. Thermal Cycler cihazinda 98°C’de 2 dk, sonra
5 siklus boyunca 98°C’de 15 sn ve 64°C’de 1 dk siiresince amplifikasyon yapildi.

Kiitiiphane amplifikasyonu sonrast tekrar piirifikasyon gerceklestirildi.
Orneklere 25 uL Agencourt™ AMPure™ XP soliisyonu eklenerek oda sicakliginda
5 dakika bekletildi. Sonrasinda Ornekler miknatis platforma yerlestirildi ve
5 dakika beklenildi. Sonrasinda siipernatant kisim baska 96 kuyulu plate’e aktarildi.
Yeni plate’e aktarilmis siipernatant lizerine 60 pL Agencourt™ AMPure™ XP

soliisyonu eklendi, pipetaj yapilarak oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.



52

Stire sonunda ornekler miknatis platform iizerine yerlestirilerek 3 dakika daha
beklenildi. Siipernatant kisim uzaklastirildi. Sonrasinda 150 uL. %70°lik etanol ile
orneklerin miknatis platformdaki yeri degistirilerek yikama yapildi. Yikama islemi
150 pL %70’lik etanol kullanarak tekrarlandi. Yikama sonrasinda etanoliin
uzaklasmas1 amactyla ornekler 5 dakika siiresince oda sicakliginda bekletildi. Sonra
ornekler miknatis platformdan uzaklastirildi. Her 6rnege 50 pL TE tamponu
eklenerek oda sicakliginda 2 dakika beklendi. Ornekler miknatis platforma
yerlestirildi ve siipernatant kistm ayrilarak kantitasyon basamagmna gegcildi. Olgiim
icin Qubit™ dsDNA HS cihazi kullanildi ve 6rnekler TE tamponu ile 22ng/ pl’e
dilue edildi.

a. Emiilsiyon PCR ile Klonal Amplifikasyon

150 pL Ion OneTouch™ Breaking soliisyonu lon OneTouch™ cihazinin igine
yerlestirilen recovery tiiplerin i¢ine konuldu. Sonrasinda cihaza amplifikasyon
plate’i, Ion OneTouch™ yag soliisyonu ve recovery soliisyonu yerlestirildi. Onceki
basamakta elde edilen 6 pL’lik kiitiiphane niikleaz icermeyen distile su ile 100 puL’ye
tamamlandi. Amplifikasyon soliisyonu her bir 6rnek icin amplifikasyon master
miksten 2000 pL, niikleaz icermeyen sudan 80 uL, lon PI™ enzim miksten
120 uL, Ion PI™ Jon Sphere™’den 100 pL ve dilue kiitiiphane 6rneginden 100 pL
olacak sekilde hazirlandi. Sonrasinda lon OneTouch™ reaksiyon filtresi ii¢ portu
yukar1 bakacak sekilde yerlestirildi ve hazirlanan amplifikasyon karigimi ii¢ kez
800 uL olacak sekilde porta yiiklendi. Ardindan 200 pL lon OneTouch™ reaksiyon
yag1 da porta yiklenerek lon OneTouch™ reaksiyon filtresi lon OneTouch™

cihazina yerlestirildi. Cihazda emiilsiyon PCR ile klonal amplifikasyon baglatildu.

b. Pozitif ISP’lerin Elde Edilmesi

Amplifikasyon tamamlandiginda cihazdan recovery tiipleri alindi. Dipteki
pelete hasar vermeden tiiplerde 100 pL o6rnek kalacak sekilde siipernatant
uzaklastirildi. Sonrasinda her iki tiipiin igerigi yeni bir tiipte birlestirildi ve toplam
hacim 1000 pL olacak sekilde niikleaz icermeyen distile su eklendi. 15,500 gde
8 dakika siiresince Ornek santrijiij edildi. Santrifiij sonrasinda tiip icerisinde 20 pL

ornek kalacak sekilde siipertnatant uzaklastirildi. Ornek {izerine ISP resiispansiyon



53

sollisyonu eklenerek hacim 100 pL’ye tamamlandi. Tiip 30 sn vorteks edildikten

sonra 2 sn siiresince santriflij yapildi.

c. lon OneTouch™ ES Cihaz ile Pozitif ISP’lerin Zenginlestirilmesi

Oncelikle 280 pL Tween™ soliisyonu ve 40 uL 1M NaOH karistirilarak Melt
Off sollisyonu hazirlandi. Sonrasinda 100 pL Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin
CI kiireler 2 dakika siiresince DynaMag™-96 Side miknatis platformunda bekletildi
ve pelete zarar vermeden siipernatant uzaklastirildi. Kiireler iizerine 1 ml lon
OneTouch™ yikama soliisyonu eklenerek 2 dakika daha miknatis platform iizerinde
bekletildi ve siipernatant uzaklastirildi. Kiirelerin {izerine 130 pl. MyOne™ Beads
yakalama soliisyonu ilave edildi. Sonrasinda 8 kuyulu stripte 1. kuyuya bir 6nceki
basamakta hazirlanan pozitif ISP 6rnegi, 2. kuyuya manyetik kiireler, 3., 4. ve
5. kuyuya lon OneTouch™ yikama soliisyonu ve 7. kuyuya Melt Off soliisyonu
eklendi.

d. Pozitif ISP’lerin Yikanmasi

Sonra elde edilen 6rnek 15,500 gde 5 dk boyunca santrifiij edildi. Tiip
icerisinde 10 pL kalacak sekilde siipernatant uzaklastirilarak {izerine 200 pL niikleaz
icermeyen distile su ilave edildi. Sonra 6rnek tekrar 15,500 gde 5 dakika boyunca
santrifiij edildi. Pelete zarar vermeden tiipte 10 pL kalacak sekilde siipernatant
uzaklastirildi ve toplam hacim niikleaz igcermeyen distile su ile 100 pL’ye

tamamlanda.

e. Pozitif ISP’lerin Dizilenmesi

Oncelikle Ion Reporter™ yaziliminda hastalarm kodlar1 tanimlanarak run
plant olusturuldu. NaOH slousyonu ve klorit tablet kullanilarak lon Proton™
dizileme cihazinin yikamasi ve bakimi gerceklestirildi. Daha 6nce kullanilmis olan
herhangi bir ¢ip ile cihazin gaz basinci degerlendirildi. Cihaza yikama 1, yikama 2 ve
yikama 3 soliisyonlar1 yerlestirildi. Son olarak ilgili niikleotid soliisyonlar1 cihazda
belirtilen yerlerine yerlestirilerek ¢ip yliklemesi basamagima gecildi. Bir onceki
basamakta elde edilen pozitif ISP’lerin iizerine 5 pL kontrol ISP’ler eklendi.
Sonrasinda 6rnek 5 dakika at 15,500 gde santrifiij edilerek tiip icerisinde 10 pL

kalacak sekilde stipernatant uzaklagtirildi ve 6rnek tizerine 15 pL lon PI™ baglanma
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tamponu eklendi. Devaminda orneklere 20 pL Jon PI™ dizileme primeri eklenerek
toplam hacim 45 pL’ye tamamlandi. Ornek Thermal Cycler aracili 95°C’de 2 dakika
ve 37°C’de dakika bekletildi. Thermal Cycler’dan alinan oOrnek iizerine 10 pL
Ion PI™ yiikleme tamponu eklendi. Hazirlanan 55 pL’lik karisim lon PI™ ¢ipine
yiiklenerek c¢ip lon Chip™ mini santrifiij cihazinda 10 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sirasinda bagka bir tiip igerisinde 49 pL %50’lik baglanma tamponu ile
1 uL Foaming soliisyonu karistirilldi ve karisim pipetaj yapilarak kopiirtiildii.
Santrifiij bittiginde c¢ipe 100 pL kopiik yiiklenerek yikama gerceklestirildi.
Sonrasinda ¢ipe 55 pL %50’lik baglanma tamponu ytiklenerek 30 sn santrifiij edildi.
Kopiik ile yikama, %50’lik baglanma tamponu yiikleme ve santrifiij islemi tekrar
gergeklestirildi. Sonrasinda 100 pL. Flushing soliisyonu ¢ipe yliklenerek bosaltildi.
Ardindan 100 pL %50’1ik baglanma tamponu ¢ipe yiiklenerek bosaltildi. Sonra 6 uLL
Ion PI™ Hi-Q™ dizileme polimerazi ile 60 pl %50’lik baglanma tamponu
karistirilarak ¢ipe yiiklendi. Son olarak ¢ip 5 dakika oda sicakliginda bekletildi ve

lon Proton™ dizileme cihazinda planlanmis dizileme baslatildu.

3.7.3. Tim Ekzom Dizileme Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

Veri analizinde Ubuntu 10.04 isletim sistemine sahip, 128 GB RAM ve
27 TB veri depolama o6zelligi bulunan, Dual 8 kor 2.9 GHZ islemcili
Proton™ Torrent sunucu kullamldi. Biyoinformatik yazilimlar igin ayni iinite
igerisinde bulunan Windows Server 2012 isletim sistemli, 32 GB RAM ve 1,25 TB
veri depolama kapasitesine sahip 2.33 GHz Intel Xeon islemcili IBMX3650
sunucudan yararlanildi. Hizalama sonrasi dizilenen bolgelerin gorsellestirilmesi icin
.bam dosyalari, referans genom ile bulunan farkliliklarin tablo halinde sunulmasi i¢in
.vcf dosyalar1 olusturuldu. Verilerin analizinde ve filtrelenmesinde lon Reporter,
Torrent Variant Caller, R ve HomSI yazilimlarindan yararlanildi. Varyantlarin
genomdaki pozisyonuna, kalitim kalibina ve popiilasyonda goriilme sikligina (MAF)
gore filtreleme yapildi. Varyant tablosunun filtrelenmesi i¢in Hacettepe Ekzom
Projesi veri bankasi (n=409) kullanildi. Filtreleme (Sekil 3.6.) sonrasi kalan
degisikliklerin okuma hatast olup olmadiklar1 IGV (Integrative Genomics Viewer,
Broad Institute) programi ile ayni run diger ornekler karsilagtirilarak degerlendirildi.

Analizde ilk olarak nonsense ve frameshift mutasyonlar degerlendirildi.
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llgili degisiklerin patojenitesi MYTI dizi sonuglarma benzer sekilde ayni
veritabanlar1 kullanilarak degerlendirildi. Hastalikla iligkili olarak diisiiniilen
varyantlar ic¢in validasyon primerleri tasarlandi ve indeks hastalarda dogrulama

gergeklestirildi.

T
v
B
w

Sekil 3.6. Tiim ekzom dizileme sonucu filtreleme basamaklar1 (Cizim: Naz Giileray,

tez kapsaminda hazirlanmistir.)
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4. BULGULAR

Bu tez ¢aligmasinda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali’na, Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Cocuk Genetik Hastaliklar1 Bilim
Dali’na basvuran hastalar arasinda klinik bulgular1 OAVS ile uyumlu 23 hasta ve
kritik aile bireyleri klinik, molekiiler sitogenetik ve molekiiler genetik acidan

incelenmistir.

4.1. Klinik Bulgular

Hastalarin tamaminin detayli klinik muayeneleri tamamlanmistir. Muayene
bulgular1 Tablo 4.1.’de detaylandirilmis EK-2’de pedigriler lizerinde gosterilmistir.
OAVS minimal tan1 kriteri olan mikrotia ya da skin tag ve hemifasiyal mikrozomi
birlikteliginin  tiim hastalarda bulunmasi esas almmustir. Tim ¢alisma
poplilasyonunda birikim gdosteren oOzellikler tanimlayici istatistikler ile birlikte
Tablo 4.2.’de 6zetlenmistir.

Calisma  grubunun  9%65,2°lik  boliimiinii  erkekler  olusturmaktadir
(Erkek/Kiz oran1 15:8). Hastalarin ilk muayene yas ortalamasi 40.6 ay iken son fizik
muayene yaslar1 ortalamasi1 7 yas 8 ay olarak bulunmustur. Hastalarda akrabalik ve
ayni koy/ bolge koken olma durumlari incelendiginde alti hastanin anne ve babasi
arasinda akrabalik bulundugu ve alti hastanin ailesinin de ayni1 bdlge/kdy kokenli
oldugu goriilmiistiir (n:22, %54,5). Ayrica dokuz hastanin ailesinde de benzer
sikayetlere sahip baska bireyler bulundugu saptanmistir (n:21, %42,9). Hasta 3’{in
biyolojik anne ve babasina ulasgilamamistir. Bu nedenle prenatal dénem bilgileri
degerlendirilememistir. Hastalarin dis kulak bulgular1 mikrotia, dis kulak
stenozu/atrezisi ve anotia seklinde olup, 12 hastada (%52,2) bilateral etkilenme
saptanmigtir. Tek tarafli etkilenme olan hastalarin biiyiik ¢cogunlugunda sol taraf
etkilenmistir ve sadece ii¢ hastada sag tarafta etkilenme goriilmiistiir (%13).

Hastalarin retrospektrif kayitlari incelendiginde; dokuz hastanin kraniyal
MRG ve yedi hastanin da temporal kemik BT ile degerlendirildigi goriilmiistiir.
Kraniyal MRG ile degerlendirilien hastalarin ii¢iinde inkomplet partisyon tip 2,
kohlear ve semisirkuler kanal hipoplazisi seklinde i¢ kulak anomalileri saptanmistir.

Ayrica temporal kemik BT ile degerlendirilen biitiin hastalarda orta kulak havalanma
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yoklugu, kemikgik defekti ve agenezisi seklinde orta kulak bulgulari izlenmistir.
Hastalarin kulak bulgusu disinda kalan kraniyal bulgular1 degerlendirildiginde;
hastalarin 17°sinde (n=23, %72,7) preaurikiiler yerlesimli skin tag gozlenirken
10 hastada da epibulbar dermoid gdzlenmistir (n:23, %43,5). Epibulbar dermoid
disinda g6z bulgusu olarak hastalarda; strabismus, ptosis, Duane anomalisi,
blefarofimozis, lagoftalmus, nazolakrimal kanal anomalisi, lagoftalmus ve
mikroftalmi izlenmistir. OAVS’nin diger bulgularindan olan makrostomi dort
hastada, agiz kenarinda c¢ekilme dort hastada ve parotis agenezisi bir hastada
gozlenmistir. Ayrica iki hastada mikrosefali saptanmistir. Ek olarak hastalarin
birinde gustolakrimasyon gortilmiistiir.

Ekstrakraniyal bulgular degerlendirildiginde; yirmibir hastada en az bir
ekstrakraniyal bulgu varlig1 tespit edilmistir. En sik gozlenen ekstrakraniyal bulgu
kardiyak anomalilerdir ve VSD, ASD, PDA, PFO, MY, PS, AK ve TGA olarak
karsimiza ¢ikmistir. Hastalarin birinde OAVS’nin nadir bir kardiyak bulgusu olan
dekstropozisyon da gdzlenmistir. Ekstrakraniyal diger bir bulgu olan vertebral
anomaliler sirasiyla torasik, servikal ve lomber vertebralarda gozlenmistir. Hastalarin
besinde vertebral bulgularin yanisira kosta sayis1 fazlalig1 seklinde kosta anomalileri
de saptanmistir. Renal bulgular degerlendirildiginde; iki hastada sirasiyla renal
agenezi ve hidroiireteronefroz seklinde renal bulgular goriilmiistiir. Ekstremite
anomalisi olarak radyal defekt biiyiime geriliginin de gozlendigi bir hastada
saptanmistir. Ayrica bir hastada da OAFNS klinik bulgular1 gézlenmistir. Ek olarak
hastalarin; ii¢ tanesinde dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugunun, {i¢ tanesinde
epilepsinin ve iki tanesinde stereotipik hareketlerin klinik bulgularina eslik ettigi

gorlilmiistiir. Hastalarin siniflandirmasi ve puanlar1 Tablo 4.3.’te sunulmustur.



Tablo 4.1. Hastalarin demografik ve klinik 6zellikleri (i:

bulgunun degerlendirilmedigini gosterir.)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 |19 | 20 21 | 22 23
Cinsiyet E K K K E E E K K K E E E E E E E E K | E K |E E
Yas 6y 8y 17y 19y | 2y | 6y 12y | 4y 3y 9y 3y 11y ly 33y | 4y 6y ly 11 | 6 ly 3y | 8y 6ay

9/12 9/12 6/12 9/13 1012 | 512 112 312 6/12 6/12 8/12 y ay | 8/12
DK<2500g - - i + - + - - - + - - - i - - - - - - - i -
Anne yasi>35y + - i - - i - - - - - - - i - - - - - - - i +
Baba yasi>35y + - i - - i + - i - - - - i - - - - - - i i +
Cogul Gebelik - - i + - - - - - - + - - i - + - - - - - i -
Prenatal Ilag - - i - - + - - - - + - - + - + + - + + + i -
YUT - - i - - - - - - - - - - i - - - - + - i -
GDM - + i- - - - - - - i - - - i - - + - - - i -
Akrabalik + + i A - - A - - A A + + + - - - A |- A - + -
Benzer birey - - i + + - - - - + - + + + - + + - - + i -
Tutulum B Ny so B so | so B B Ny B B Ny B B sa B so B B Ny sa | B sa
Skin tag + + + + - + + + + - + - + + - + + + + + - - +
Hfm + + + + + + + + + + + + + + + + + - + + - + +
Mikrotia/ Anotia + + - - + + - + - + - + + - + + - + - + + + +
DKY stenoz/atrezi + - - - + + - + + + + + + - + + - + - - + + -
Orta Kulak a. + i i i i + i + + i i i i i i + i + i i i i +
i¢ Kulak a. + i i i i - + - + i i i i i i - - - i i i i -
Epibulbar dermoid | + - + + - + + + - - - - - + - + + - + - - - -
Diger géz bulgulart | + - + + + - - - - - - - - + + + + - + - - - -
Yarik Damak + - - - - - - - - - + - - - - - - + - - - - -
Isitme Kayb1 + - - + + i + + + + + + + i + + - + - + + + -
SSS bulgu + i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
Ekstremite - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - -
GUS - + - - - - - - - + - i - - - - - - - - - - -
Kardiyak + i - - + - + + + + + + + + + + + - + + - - +
Vertebra/ Kosta +/- +/+ +/+ + - - +/- - + - - + - + + +/+ +/+ + - - - i -+
Geligme geriligi + - - - - - i - + + + i + + + + - + - - - + -
Simiflandirma 3b 3u 3u 3b 2u | 2u 3b 2b 3u 2b 2b 3u 2b 3b 3u 3b 3u 3b [ 2b | 2u lu | 2b 2u
Puan 15 7 8 8 7 6 10 8 11 10 8 9 7 10 11 12 9 10 | 7 6 3 6 6




Tablo 4.2. Hastalarin demografik ve klinik 6zelliklerinin istatistiksel tablosu
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Ozellik Say1 | % | Ozellik Say1 | %
Cinsiyet (n=23) HFM (n=23)
Erkek 15 65,2 Hfm bulunmasi 21 91,3
Kadin 34,8 Hfm bulunmamasi 2 8,7
1k muayene Yas1 (n=23) Mikrotia (n=23)
40 ay alt1 16 69,6 Mikrotia bulunmasi 15 65,2
40 ay iistii 7 30,4 Mikrotia bulunmamasi 34,8
IUGR (n=20) Epibulbar dermoid dis1 goz
bulgusu
(n=23)
Dogum Kilosu <2500g 3 15 Epibulbar dermoid dis1 goz | 9 39,1
bulgusu olan
Dogum Kilosu >2500g 17 85 Epibulbar dermoid dis1 goz | 14 60,9
bulgusu olmayan
Gebelik Durumu Isitme (n=21)
(n=20)
Cogul Gebelik 3 15 Isitme kayb1 olan 16 76,2
Tekil Gebelik 17 85 Isitme kayb1 olmayan 5 23,8
Prenatal Ozellik Vertebra (n=22)
(n=21)
Prenatal Tlag Kullanimi | 8 38,1 Vertebral bulgu olan 12 54,6
bulunmasi
Prenatal flag Kullanim: | 13 69,1 Vertebral bulgu olmayan 10 45,4
bulunmamast
D1s Kulak Yolu Yarik Damak (n=23)
(n=23)
DKY stenozu bulunmasi 14 60,9 YD olan 3 13
DKY stenozu bulunmamasi 9 39,1 YD olmayan 20 87

Hastalarda goriilen klinik bulgular arasindaki iliski de ayrica incelenmistir.

Korelasyon analizinde sinif lu’dan 3b’ye dogru artisin gelisme geriligi, epibulbar

dermoid ve epibulbar dermoid dis1 g6z bulgulan ile iliskili oldugu gozlenmistir

(rs =0.454 p=0.019/ ry = 0.436 p=0.019/ r=0.408 p=0.027). Bilateral etkilenme ile

epibulbar dermoid, yarik damak goriilmesi ve gelisme geriligi arasinda pozitif iligki

saptanmistir (rs = 0.366 p=0.043/ r:=0.356 p=0.048/ r; = 0.470 p=0.016). Klinik

bulgulardan skin tag ve epibulbar dermoidin de iliskili oldugu saptanmistir

(rs = 0.521 p=0.005). Ayrica gelisme geriligi ve isitme kaybi arasinda da iliski

gbzlenmistir (rs = 0.567 p=0.006). Epibulbar dermoid ile epibulbar dermoid dis1 goz

bulgular1 arasinda da pozitif iliski ortaya konulmustur (rs =0.555 p=0.003).




Tablo 4.3. Hastalarin revize edilmis Tasse kriterlerine gore siniflamasi
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Siniflandirma Toplam Puan Ortalama Puan Hasta Sayisi
3b 65 puan 18,17 6 hasta

3u 55 puan 14,83 6 hasta

2b 46 puan 9,83 6 hasta

2u 25 puan 4,5 4 hasta

1b - - -

lu 3 puan 1 1 hasta

Hastalarin klinik bulgularina gére siniflandirilmasi sonucunda; lu ‘dan 3b’ye

dogru gidildiginde iligkili anomalilerin arttig1 ve her bir grubun ortalama puaninin

yiikseldigi

etkilenmenin oldugu alt gruplarda da ortalama puanin daha yiiksek oldugu

izlenmigtir. Her bir alt grupta klinik 6zelliklerin gériilme oranlar1 Tablo 4.4.’tedir.

goriilmistlir (p=0.006).

Klinik bulgulara bakilmaksizin bilateral

Tablo 4.4. Smiflama sonucunda alt gruplarda klinik bulgu goriilme oranlar

3b 3u 2b 2u lu Toplam
Mikrotia 3/6 3/6 4/6 4/4 1/1 15/23
(%50) (%50) (%66) (%100) (%100) (%65,2)
Skin tag 6/6 4/6 4/6 3/4 0/1 17/23
(%100) (%66) (%66) (%75) (%0) (%73.,9)
DKY stenoz | 3/6 3/6 5/6 2/4 1/1 14/23
(%50) (%50) (%83) (%50) (%100) (%60,9)
HFM 5/6 6/6 6/6 4/4 0/1 21/23
(%83) (%100) (%100) (%100) (%0) (%91,3)
Epibulbar 5/6 2/6 2/6 1/4 0/1 10/23
dermoid (%83) (%33) (%33) (%25) (%0) (%43,5)
ED dis1 goz | 4/6 3/6 1/6 1/4 0/1 9/23
(%66) (%50) (%16) (%25) (%0) (%39,1)
Kardiyak 4/6 4/6 5/6 3/4 0/1 16/22
(%66) (%66) (%83) (%75) (%0) (%72,7)
Vertebra 6/6 6/6 0/6 0/4 0/1 12/22
(%100) (%100) (%0) (%0) (%0) (%54,6)
Yarik 2/6 0/6 1/6 0/6 0/6 3/23
damak (%33) (%0) (%16) (%0) (%0) (%13)
Gelisme 4/6 2/6 4/6 0/4 0/1 10/21
geriligi (%66) (%33) (%66) (%0) (%0) (%47,6)
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4.2. Laboratuvar Bulgularn

4.2.1. Mikrodizin Analizi Sonuclar:

Tim hastalarin  Affymetrix Optima platformu kullanilarak mikrodizin
analizleri gerceklestirilmistir. Hastalarin sonuglart ve degisikliklerin patojenitesi
USCS Genome Browser online veri tabani ile degerlendirilmistir. Hastalarin
mikrodizin analizi sonuglar1 Tablo 4.5.’te 6zetlenmistir.

Hastalarda saptanan degisikliklerden 3., 10., 11. ve 23. nolu hastalardaki
CNV’ler patojenik olarak degerlendirilmis ve klinikle iligkili olabilecekleri
diistiniilmustiir. Diger hastalarda saptanan CNV’lerin inhouse bagka hastalarda
saptanmast ya da DGV veri tabaninda bulunmasi nedeniyle hastalikla
iligskilendirilmemistir. Patojenik olarak degerlendirilen CNV tespit edilen hastalarin
anne ve babalarinda da mikrodizin analizi gergeklestirilerek ilgili degisikliklerin
segregasyonu degerlendirilmistir.

Hasta 3’lin 15q11.2 bolgesinde 506 kb biiyiikliglinde NIPAI, NIPA2,
CYFIPI, TUBGCPS genlerini igeren bir duplikasyon saptanmistir ancak; hastanin
anne ve babasina ulagilamamasi nedeniyle bu duplikasyon icin segregasyon analizi
yapilamamugtir.

Hasta 10’un 4. kromozomda 162 milyon baz biiyiikliigiinde bir duplikasyon
saptanmistir. Bu boélgede kulak gelisimi ile ilgili HAND2, EDRNA, SHROOM3 ve
DSPP genleri basta olmak tizere toplam 493 OMIM geninin yer aldig1 gdsterilmistir.
Ayrica aynit hastada X kromozomunda da 88 milyon baz biiyiikliigliinde bir
duplikasyon saptanmigtir. Hastanin iki farkli kromozomunda da biyiik
duplikasyonlar saptanmasi lizerine hastada, hastanin anne ve babasinda periferik
kandan kromozom analizi gerceklestirilmistir. Hastada X kromozomu uzun kolunun
ve 4. kromozomun birleserek derive bir 47. bir kromozom yapist olusturdugu
gorlilmiistiir (Sekil 4.1.). Anne ve babanin kromozom analizinde herhangi bir
translokasyon saptanmamistir. Hastada goriilen degisikligin de novo oldugu

gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Hasta 10’un periferik kandan yapilan kromozom analizi;

47, XX, + der(d)t(X;4)(q12;p15.1)

Hasta 11°in 8p22.3 bolgesinde 2.7 milyon baz biiyiikiigiinde DLCI, SGCZ,
TUSC3, MSRI genlerini igeren bir delesyon saptannustir. lgili degisikligin klinik
olarak etkilenmemis anneden kalitildig1 belirlenmistir.

Hasta 23’tin ise 16p13.11 boélgesinde 1.9 milyon baz biiylikliiglinde bir
duplikasyon bulunmugtur. Hastanin babasinda da 16p13.11 bolgesinde 810kb
biiytikliigiinde duplikasyon saptanmis ve ilgili degisikligin biiyiikligiini ve icerdigi
gen sayisii arttirarak indeks hastaya aktarildigi gosterilmistir. Bu bulgularla;
NOMOI, NPIPAI, PDXDCI, NTANI, RRN3, NOMO3 genlerinin sadece indeks
hastada duplike oldugu gdsterilmistir.

Kopya sayis1 degisikligi goriilen bolgede yer alan genlerin; dis kulak
gelisiminde oOnemi olan genler ile iliskisi GeneMANIA veri tabaninda

degerlendirilmistir. Ilgili iliskiler Sekil 4.2.te gdsterilmektedir.



Tablo 4.5. Hastalarin mikrodizin analizi sonuglari

Hasta No Kopya Sayis1 Degisiklikleri Biiyiikliik/Marker Delesyon/ Duplikasyon OMIM Genler

1 Normal

2 Normal

3 8p21.3(22,803,049-23,060,256)x1 257kb /16 marker Delesyon RHOBTB2,TNFRSF10B,
TNFRSF10C,TNFRSF10D, TNFRSF104

3 15q11.2(22,770,421-23,276,605)x3 506 kb/ 20marker Duplikasyon NIPAI, NIPA2, CYFIP1, TUBGCP5

4 Normal

5 Normal

6 19p12(20,575,719-20,789,504)x 1 214 kb /12 marker Delesyon ZNF737

7 2p16.3p16.2(52,730,020-52,915,546)x1 186kb/12 marker Delesyon -

8 Normal

9 Normal

10 4p15.1935.2(28,896,760-190,957,473)x3 162,061kb/ 9,130 marker Duplikasyon 493 gen

10 Xq12q28(66,779,361-155,233,731)x3 88,454kb/ 5,650 marker Duplikasyon 414 gen

11 8p22(13,404,241-16,137,123)x1 2,733kb/ 176 marker Delesyon DLCI, SGCZ, TUSC3, MSR1

12 4q13.2(69,320,945-69,571,630)x 1 251kb/10 marker Delesyon TMPRSSI1E, UGT2B1, UGT2B15

13 Xq21.32(92,124,730-92,368,944)x2 244kb/14 marker Duplikasyon -

14 8924.23(137,677,895-137,849,821)x1 172kb/ 12 marker Delesyon -

15 Normal

16 2p22.3(34,575,181-34,777,014)x1 202kb/12 marker Delesyon -

17 Normal

18 Normal

19 8924.23(137,677,895-137,849,821)x1 172kb/ 12 marker Delesyon -

19 15q13.3(32,170,481-32,436,226)x3 266kb /32 marker Duplikasyon CHRNA7

20 Normal

21 Xq13.3(74,139,273-74,349,030)x1 210kb/ 13 marker Delesyon KI4A42022, ABCB7

22 Normal

23 16p13.11p12.3(14,929,737-16,858,308)x3 1,929kb/ 96 marker Duplikasyon NOMOI, NPIPAI, PDXDCI, NTANI,

RRN3, MPVI7L, KIAA0430, NDEI,
MYHI1, FOPNL, ABCC1, ABCC6, NOMO3

63
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Sekil 4.2. GeneMANIA veri tabani1 kullanimi; CNV goriilen boélgelerdeki ilgili
genlerin kulak gelisiminde etkili olan diger genler ile etkilesimi. (mor renk
koekspresyon, sar1 renk ortak protein domain bulunmasini, yesil renk
genetik etkilesimi, kirmizi renk fiziksel etkilesimi, turuncu renk ise tahmini

etkilesim bulunmasini temsil etmektedir.)

4.2.2. MYTI Geni Sanger Dizileme Sonuclari

Tiim hastalarda MYT! geni kodlayan 21 ekzon ve ekzon-intron sinirlart
Sanger yontemi ile dizilenmistir. MYT] geni kodlayan ve kodlamayan (intronik)
bolgelerde homozigot ve heterozigot degisiklikler saptanmustir. lgili degisiklikler
Ensembl, EXAC, Human Splicing Finder, Consurf ve MutationTaster
veritabanlarinda degerlendirilmistir. Analiz sonucunda; bu degisikliklerin sinonim
olmasi, MAF degerlerinin yiiksek olmas1 veya splicing mekanizmasini etkilememesi

nedeniyle hastalarin klinikleri ile iligkilendirilmemistir. Degisiklikler Tablo 4.6.’da
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Ozetlenmistir. Hastalarda saptanan degisikliklerin elektroferogram goriiniimleri Sekil

4.3 . tedir.

Tablo 4.6. Hastalarin MYT! geni dizi analizi sonucunda saptanan degisiklikler

Hasta | Lokasyon | Hom./ | Refseq No Varyant Protein MAF | EXAC | EXAC
No Het. Het. Hom.
1 Intron 14- | Het. rs34047908 c.2478-47C>T - 0.1 15892 | 1228
15
2 Ekzon 7 Het. rs147483668 c.917_919delGA | p.Glu306d | 0.03 268 2
G el
3 Ekzon 7 Hom. | rs61746505 c.1161G>C p.Leu387L | 0.04 5868 215
eu
3 Intron 9- | Het. - g.64212162A>G - - - -
10
4 Ekzon 7 Hom. | rs61746505 c.1161G>C p.Leu387L | 0.04 5868 215
eu
5 Intron 9- | Het. rs1428974144 | ¢.1517+55_1517+ | - <0.01 | - -
10 56insGCT
5 Intron 14- | Het. rs34047908 c.2478-47C>T - 0.1 15892 | 1228
15
6 Intron 3-4 | Het. 12295450 c.55+21C>A - 0.08 13135 | 750
6 Intron 9- | Het. - g.64212162A>G - - - -
10
7 Intron 5-6 | Het. 1s6062662 ¢.149+70T>C - 0.2 - -
7 Intron 9- | Het. - g.64212162A>G - - - -
10
8 Intron 6-7 | Het. rs6090069 c.398-14T>C - 0.16 27181 | 3534
8 Ekzon 12 | Het. rs41279348 c.1047C>T p.Leu349L | 0.08 13326 | 787
eu
9 Ekzon 7 Hom. | rs61746505 c.1161G>C p.Leu387L | 0.04 5868 215
eu
9 Intron 9- | Het. rs1428974144 | ¢.1517+55_1517+ | - <0.01 | - -
10 56insGCT
9 Intron 17- | Het. rs6089798 c.2673-62A>G - 0.1 - -
18
9 Intron 17- | Het. rs34184798 €.2672+125A>C - 0.07 - -
18
9 Intron 17- | Het. rs41279350 c.2672+14A>G - 0.11 13028 | 816
18
10 Intron 4-5 | Het. 12273443 c.87-6C>T - 0.08 13038 | 743
10 Intron 9- | Hom. | rs351881 c.1517+169C>T 0.08 - -
10
10 Intron 9- | Hom. | rs351882 c.1517+138G>T - 0.11 - -
10
10 Intron 9- | Hom. | rs757149680 c.1517+56_1517+ <0.01 | - -
10 102del
11 Intron 4-5 | Het. 1s2273443 c.87-6C>T - 0.08 13038 | 743
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11 Intron 6-7 | Het. rs6090069 ¢.398-14T>C - 0.16 27181 | 3534
11 Ekzon 7 Hom. rs61746505 c.1161G>C p-Leu387L | 0.04 5868 215
eu
11 Intron 9- | Het. rs1428974144 | c.1517+55 1517+ | - <0.01 - -
10 56insGCT
13 Ekzon 22 Het. rs3003149 ¢.3294C>T p-Leul098 | 0.16 15424 | 1347
Leu
14 Intron 3-4 | Het. rs2295450 c.55+21C>A - 0.08 13135 | 750
14 Intron 4-5 | Het. rs2273443 c.87-6C>T - 0.08 13038 | 743
14 Intron 6-7 | Het. rs6090069 ¢.398-14T>C - 0.16 27181 | 3534
14 Ekzon 12 Het. rs41279348 ¢.1047C>T p-Leu349L | 0.08 13326 | 787
eu
15 Intron 3-4 | Het. rs2295450 c.55+21C>A - 0.08 13135 | 750
15 Intron 4-5 | Het. rs2273443 c.87-6C>T - 0.08 13038 | 743
15 Intron 6-7 | Het. rs6090069 ¢.398-14T>C - 0.16 27181 | 3534
15 Ekzon 12 Het. rs41279348 ¢.1047C>T p-Leu349L | 0.08 13326 | 787
eu
15 Intron 14- | Het. rs34047908 c.2478-47C>T - 0.1 15892 | 1228
15
15 Intron 16- | Het. rs34877267 ¢.2609+66G>A - 0.02 - -
17
15 Ekzon 22 Het. rs3003149 ¢.3294C>T p-Leul098 | 0.16 15424 | 1347
Leu
16 Intron 14- | Het. rs34047908 c.2478-47C>T - 0.1 15892 | 1228
15
16 Intron 17- | Het. rs34184798 c.2672+125A>C - 0.07 - -
18
16 Ekzon 19 Het. rs41279352 ¢.2820C>T p.Ser940S | 0.05 6166 219
er
16 Intron 22- | Het. rs2427624 ¢.3319-15G>T - 0.08 7459 326
23
17 Ekzon 7 Hom. rs61746505 c.1161G>C p-Leu387L | 0.04 5868 215
eu
17 Intron 17- | Het. rs41279350 c.2672+14A>G - 0.11 13028 | 816
18
17 Intron 17- | Het. rs6089798 ¢.2673-62A>G - 0.1 - -
18
18 Intron 14- | Het. rs34047908 c.2478-47C>T - 0.1 15892 | 1228
15
18 Intron 17- | Het. rs34184798 c.2672+125A>C - 0.07 - -
18
18 Ekzon 22 Het. rs3003149 ¢.3294C>T p-Leul098 | 0.16 15424 | 1347
Leu
19 Intron 22- | Het. rs542415287 ¢.3319-103T>A - <0.01 - -
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23
19 Intron 13- | Het. - 2.64220019G>A - - - -
14
20 Intron 9- | Het. - g.64212162A>G - - - -
10
20 Ekzon 14 | Het. rs78568430 ¢.2426C>G p.Thr809S | 0.01 1949 29
er
20 Intron 17- | Het. rs6089798 c.2673-62A>G - 0.1 - -
18
21 Ekzon 7 Het. rs147483668 c.917_919delGA | p.Glu306d | 0.03 268 2
G el
21 Ekzon 19 | Het. rs41279352 c.2820C>T p.Ser9408 | 0.05 6166 219
er
22 Ekzon 19 | Het. rs41279352 c.2820C>T p.Ser9408 | 0.05 6166 219
er
22 Intron 12- | Het. 1s6122275 ¢.2053-30C>T ) 0.07 3547 169
13 )
22 Intron 12- | Het. 1s6122276 ¢.2053-19C>T ) 0.07 3911 192
13 '
23 Intron 22- | Het. 152427624 ¢.3319-15G>T - 0.08 7459 326
23
rs34047908 rs2273443 £.64220019
rs6122275/rs6122276 rs3003149 rs2295450
N
s
AN,
rs78568430 rs6089798 rs6090069

Sekil 4.3. Hastalarda saptanan degisikliklerin elektroferogram goriintiileri
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Bu degisikliklerden 1rs34047908, 1s2273443, 1s6122275, 156122276,
rs6090069, 152295450, 156089798, g.64220019G>A ve 1541279350 kodlu
degisikliklerinin splicing mekanizmasini etkilemedikleri belirlenmistir. MY7T] geni
14. ekzonda bulunan rs78568430 degisikliginin ekzonik splicing enhancer bolgesini
degistirerek splicing’i etkileyebilecek potansiyelde oldugu gosterilmistir. Bu
degisiklik MutationTaster’da patojenik olarak degerlendirilmistir. PredictSNP veri
tabaninda da polimorfizm olarak degerlendirilmistir. Consurf veri tabaninda evrimsel
korunmuslugunun diisiik oldugu goriilmistir (Sekil 4.4.). Ancak EXAC veri
tabaninda heterozigot durumda fazla sayida bildirilmesi nedeniyle klinik ile
iliskilendirilmemistir. MYTI geni 22. ekzonda yer alan rs3003149 degisikliginin
ekzonik splicing silencer olusturarak splicing defektine yola agabilecegi sonucuna
ulagilmakla birlikte; bu degisiklik MutationTaster’da polimorfizm olarak
degerlendirilmis ve klinik ile iliskilendirilmemistir. Yine de ileride yapilacak
fonksiyonel genetik caligmalar ilgili degisikliklerin hastalik ile iligkisini ortaya
cikarabilir.

801 \\N 811
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The conservation scale:

¥234506 788

Sekil 4.4. rs78568430 degisikliginin Consurf veri tabaninda degerlendirilmesi

4.2.3. Tiim Ekzom Dizileme Sonuglari

Ekzom Analizi Oncesi Aday Genlerin Belirlenmesi

Literatiir taramas1 sonucunda kulak anomalileri ile iligkili 761 genin ontolojik
olarak tanimlanmis biyolojik siire¢ ve molekiiler fonksiyonlar: temel alinarak
zenginlestirme analizi gergeklestirilmistir. Ilgili genlerin embriyonik morfogenez, i¢
kulak gelisimi, iskelet sistemi gelisimi, epitel morfogenezi, néron farklilagmasi,

on beyin gelisimi gibi biyolojik siire¢ler ile ilgili oldugu belirlenmistir. Bu genlerin
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molekiiler fonksiyonlar1 degerlendirildiginde diziye 06zgii DNA baglanmasi,
transkripsiyon faktorii ve tirozin kinaz aktivitesi, kromatin baglanmasi terimleri ile

istatistiksel olarak anlamli bir iliski gozlenmistir.

Tim Ekzom Dizileme

OAVS spektrumunun biitiin 6zelliklerini gosteren Hasta 16 ve klinik
bulgularina zihinsel yetersizlik eslik eden Hasta 18’de tiim ekzom dizileme
gergeklestirilmistir.  Hastalarin  tiim  ekzom dizileme sonucunda ulagilan
varyantlarinin heterozigot filtremesi 16 nolu hasta i¢in Sekil 4.5.°te ve 18 nolu hasta
icin Sekil 4.8.°de gosterilmektedir. Hastalarda homozigot filtreleme stratejisi ile
klinik ile iligkili herhangi bir degisiklik saptanmamasi nedeniyle sadece heterozigot

filteleme basamaklar1 gosterilmistir.

I
| Toplam varyant sayisi |

M.A.F <0.01
Ekzonik varyantlar

Protein yapisina etki eden varyantlar |

In-house veri bankasinda gézlenmeyen varyantlar
(n=409)

Kulak gelisiminde rol oynayan genler |

Baska bir calismada OAVS ile iligkilendirilmis genler |

Sekil 4.5. Hasta 16’da gerceklestirilen filtreleme basamaklari

Hasta 16’da heterozigot filtreleme sonucunda RNF213 (NM _001256071.2)
ve ITGB4 (NM_000213.4) genlerinde sirastyla p.Arg2528GIn(c.7583G>A) ve
p.Glu1063Gly(c.3188A>G) heterozigot misssense mutasyonlar saptanmistir. Ilgili
degisikliklerden RNF213 geninde yer alan degisiklik Sanger dizileme ile
dogrulanirken /TGB4 genindeki degisiklik dogrulanmamistir. RNF213 genindeki
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degisikligin patojenitesi PredictsSNP veri tabani ile gosterilmistir (Sekil 4.6.).
Hastanin anne ve babasinda da RNF213 igin Sanger dizileme gergeklestirilmis ve
RNF213 genindeki mutasyon babada da tespit edilmistir. Hasta 16’da saptanan
RNF213 genindeki degisikligin IGV goriintiisii Sekil 4.7.”dedir.

RESULTS [ deleterious XX % expected accuracy Expand all annotations

Annotation  Mutation PredictSNP PolyPhen-1 PolyPhen-2 SIFT SNAP

R2528Q 61 % 74 % 81 % 53 % 81 %

Sekil 4.6. RNF213 degisikliginin PredictSNP veri tabaninda gosterimi

b_ I L—l_l_l_l__n::l]:;
p13.2  pI3d p12 pIlZ  plll qi12 a12  q2l1  q2131 q2133 a22  q231 q233 q2aZ q243 q251 q253

42bp

78,319,700 bp 78,319,710 bp 78,319,720 bp 78,319,730 bp 8,
| | | 1 | | | |

[T
]

A G C T G CCT GO CAATT CT CATATCTCGS GAAGT CATCTUT CTGAGS GAGATGAT
A A C N P Y R K H S E E M |

RNF213

Sekil 4.7. Hasta 16’nin RNF213 genindeki mutasyonun IGV goriintiisii

Tim ekzom dizileme yapilan ikinci hastada ise heterozigot filtreleme
yaklasimi ile EFTUD2 geni (NM_004247.3) 4. ekzonda prematiir stop kodon
degisikligine yol acan p.Leul(09Ter(c.326T>G) mutasyonu heterozigot durumda
saptanmigtir. Bu mutasyonun daha 6nce herhangi bir veri tabaninda bulunmadigi
gorlilmiistiir. MutationTaster veri tabaninda gerceklestirilen in silico analizde
degisikligin hastaliktan sorumlu olabilecegi gosterilmistir. Sanger dizileme ile
EFTUD?2 genindeki mutasyon dogrulanmistir. Hastanin anne ve babasinda da
EFTUD? geni dizilemesi yapilmis ve babada da ayn1 mutasyonun heterozigot sekilde
bulundugu saptanmigtir. Hastada saptanan EFTUDZ2 geni degisikliginin goriintiisii
Sekil 4.9.”dadr.
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I
| Toplam varyant sayisi |

M.A.F <0.01
Ekzonik varyantlar

A

Protein yapisina etki eden varyantlar |

In-house veri bankasinda gézlenmeyen varyantlar
(n=409)

Kulak gelisiminde rol oynayan genler |

)/
)/ .
@

Sekil 4.8. Hasta 18’de gergeklestirilen filtreleme basamaklari: EFTUDZ2 ve ARVCF

Yanhs anlamli varyantlarin digindaki genetik degisiklikler |

genlerinde heterozigot nonsense mutasyonlar saptanmistir.

(EFTUD?2 genindeki degisiklik Sanger dizileme yontemi ile dogrulanirken
ARVCEF geni degisikliklig valide edilememistir.)

— T 1 — [] I I
p13.2  pi3d p12 pIlz  pild qi12 a2 q2t1  q2131 q2133 a22  q231 q233 q2aZ q243 q251 %53
42bp
42,962,630 bp 42,962,640 bp 42,962,650 bp 42,962,660 bp a2,

Sekil 4.9. Hasta 18’in EFTUD?2 genindeki mutasyonun IGV goriintiisii
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5.TARTISMA

Bu tez caligmasinda klinik 6n tanilart OAVS ile uyumlu olan 23 hastada
sistematik olarak bu spektruma yol agan genetik etyoloji arastirilmistir. Bu
kapsamda; tiim hastalar puanlama yaparak degerlendirilmis, kopya sayisi
degisikliklerine yonelik mikrodizin analizleri gerceklestirilmis ve dort hastada klinik
ile iliskili olabilecek CNV’ler gosterilmistir. Hastalarda ayrica MYTI geni dizi
analizleri yapilmis ancak klinikle iligkili herhangi bir mutasyona rastlanmamuistir.
Son olarak; iki hastada tiim ekzom dizileme analizleri gerceklestirilmistir. Hastalarin
bir tanesinde baska bir calismada OAVS aday geni olarak 6ne siiriillen RNF213
geninde heterozigot missense mutasyon saptanmistir. Diger hastada ise OAVS ayirici
tanisinda yer alan Mandibulofasiyal Dizostozis ve mikrosefali birlikteliginden
sorumlu EFTUD2 geninde nonsense bir mutasyon tespit edilmistir. Bu g¢alisma
iilkemizde OAVS fenotipine yonelik olarak yapilan en genis kapsamli ve OAVS
molekiiler genetiginin ¢alisildigr ilk calisma 6zelligini tagimaktadir.

Hastalarin demografik ve klinik 6zelliklerine bakildiginda; erkek ve kiz orani
yaklasik olarak literatiirle uyumlu olarak bulunurken sag tarafli etkilenmenin az
olmas1 literatiir bilgisinden farklilik gostermektedir (42). Ayrica bu calismada
bilateral etkilenmenin daha fazla oranda gozlenmesinin nedeni ¢alismada bilateralite
icin kulak bulgularinin yanisira skin tag ve géz bulgularin da dahil edilmesi oldugu
diisiiniilmistiir (4). Calismada; ailede benzer sikayetlere sahip birey bulunmasi orant
%42,9 olarak bulunmustur. Bu nedenle sikayeti bulunmayan aile bireylerinin de iyi
bir sekilde sorgulanmasi ve muayene edilmesi gereklidir.

Calismamizda literatiir ile benzer sekilde kardiyak anomaliler en sik goriilen
ekstrakraniyal bulgu olarak karsimiza ¢ikarken vertebral bulgular literatlirden farkl
olarak torakal vertebra seviyesinde daha ¢ok goézlenmistir (53, 60). Bu nedenle
OAVS ile izlenen hastalarda tek basma servikal grafi degerledirmesinin yeterli
olmadig1 sOylenebilir. Hastalarda literatiirde bildirilenden daha fazla gelisme geriligi
gozlenmistir. Gelisme geriligi gozlenen hastalarin genellikle bilateral etkilenme
gosteren hastalar oldugu goriilmiistiir ve bu hastalarda gelisme geriligini isitme
kaybinin etkilemis olabilecegi diisiiniilmiistiir. Isitme kayb1 ile gelisme geriligi

arasinda korelasyon bulunmasi da bu diisiinceyi desteklemektedir.
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Ayrica bu ¢alismada hastalarin klinik bulgularinin agirligina ve ¢ift tarafl etkilenme
olup olmamasmna yonelik bir smiflandirma yapilmistir. Literatiirde yapilan
simiflamadan farkli olarak orta kulak ve i¢ kulak bulgular1 da degerlendirmeye dahil
edilmigtir. Literatiirle uyumlu olarak hastalarin klinik puanlar yiikseldikge iligkili
anomalilerin arttig1 goriilmiistiir. Bu nedenle hastalarin izleminde bir klinik siniflama
yapilmas1 ve orta ve i¢ kulak yapilarinin da degerlendirilmesi prognoz agisindan
yararli olacaktir.

Literatiirde OAVS spektrumunda i¢ kulak anomalileri nadir olarak ele
alimmigtir (78). Bu calisma OAVS hastalarinda goriilen kohlear bulgulara ilave
olarak inkomplet partisyon tip 2 bulgusu ile i¢ kulak anomalileri spektrumunu
genisletmistir. Ayrica i¢ kulak bulgusu goriilen bir hastada ayni tarafli aberran fasiyal
kanal seyri eslik ettigi goriilmistiir. OAVS hastalarinda tiikiiriik bezi anomalileri de
bildirilmis ve hastalarin %30’unda parotis aplazisi izlenmistir (79). Bu ¢aligmada da
bir hastada etkilenme ile ayni tarafta parotis aplazisi saptanmistir. Ek olarak bir
hastada da gustolakrimasyon izlenmistir.

Hastalarin  klinik bulgularinin  yanisira iiglinde dikkat eksikligi ve
hiperaktivite bozuklugu, tigiinde de stereotipik hareketler gozlenmistir. Eslik eden bu
bulgular daha oOnce yapilan calismalarda OAVS kohortunda otizm, DEHB ve
davranig bozuklugunun normal popiilasyondan daha yiiksek bildirilmesi ile uyumlu
bulunmustur (80).

Hastalarda belirgin klinik heterojenitenin yanisira genetik heterojenite de
goriilmiistiir. Bu calismanin en Onemli bulgularindan bir tanesi kopya sayisi
degisikliklerinin OAVS klinigi ile iliskilendirilmesidir. Kohortta yer alan 23 hastanin
dordiinde (%17,4) farkli kromozomlarda kopya sayis1 degisiklikleri tespit edilerek bu
degisikliklerin hastaliktan sorumlu olduklar1 distiniilmistiir. Kopya sayist
degisikliklerinin klinikle iliskilendirilmesinde gerek literatiirde gerek bu calismada
inkomplet penetrans bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu calisma kapsaminda degerlendirilen Hasta 10°da mikrodizin analizinde
gross bir anomali saptanmasi lizerine sitogenetik inceleme gergeklestirilmistir.
Hastada daha once literatiirde bulunmayan 47,XX,+der(4)t(X;4)(q12;p15) kromozom
yapist de novo olarak gdzlenmis ve bu kromozomal diizenlenmenin konstitusyonu

mikrodizin yontemi ile de gosterilmistir.
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Literatiirde translokasyonlarin segregasyonu genellikle adjacent ve alternate
segregasyon ve nadir olarak 3:1 aracili gergeklesmektedir (81). Anne ve babada
germline kromozom analizi yapilmamakla birlikte hastada bu kromozom yapisinin
cok nadir goriilen 3:1 segregasyon ile olustugu tahmin edilmektedir.

Trizomi 13, 18, 21 disindaki otozomal kromozom trizomilerinin yasamla
bagdasmadigi bilinmektedir. Literatiirde Emanuel sendromu disinda 47+derivatif
kromozom yapisi nadir olarak ya da mozaik sekilde bildirilmistir. Hastada periferik
kan kromozom analizinde mozaik bir yapiya rastlanmamistir. Bu nedenle hastada
goriilen kromozom anomalisini yasamla bagdastiran en wuygun agiklama
X ve otozomal kromozomlar arasinda  goriilen translokasyonlarda
X inaktivasyonunun otozomal kromozoma yayilarak rolatif bir mozaik yap1
olusturmasidir. X inaktivasyonun otozomal kromozomdaki alanlara yayilmasini
LINE dizileri kolaylastirmaktadir. X ve 4. kromozomda da X inaktivasyonun
4. kromozoma da yayildig: diislincesini destekleyecek sekilde diger kromozomlardan
fazla miktarda LINE tekrarlari1 bulunmaktadir (82, 83). Bu acidan bakildiginda; hasta
ilk olarak OAVS spektrumunda degerlendirilmekle birlikte mozaik trizomi 4 ile de
ortlisen bulgular1 bulunmaktadir. Literatiirde goriilen mozaik trizomi 4 hastalart ile
hastanin klinik bulgularinin karsilagtirmasi Tablo 4.1’de sunulmustur.

Mozaik trizomi 4 IUGR, kardiyak anomaliler, bas parmak hipoplazi/aplazisi,
hipo/hiperpigmentasyon, zihinsel yetersizlik ve dismorfik bulgular ile karakterize
nadir goriilen bir hastaliktir (84). Hastalarinin bir kisminda belirgin tragus ile
karakterize displastik kulak, posterior rotasyona ugramis dis kulak bildirilmistir (85).
Ek olarak Caracossa ve ark. tarafindan 4q35q37 duplikasyonun belirgin antiheliks ve
tragus hipoplazisi ile karakterize biiyiik displastik kulak, ekstremite ve renal
anomaliler  goriilmesi  sonucu  ‘‘Auriculo-Acro-Renal’*  sendrom  olarak
isimlendirilmesi de Onerilmistir ancak bu tanim literatiirde tekrar kullanilmamistir
(86). Bu bilgilerle; 4. kromozom trizomilerinde dis kulak malformasyonlari ve renal
hipoplazi goriilmekle birlikte tez kapsamindaki hastada bulunan mikrotia/anotia ya
da renal agenezi bildirilmemistir. Hastanin kulak bulgularinin literatiirde bildirilen
mozaik trizomi 4 ya da 4q trizomisi hastalarindaki heliks anomalilerinden daha agir
olmas1 dikkat c¢ekicidir. Bu farkliligin nedeni hem 4. kromozom hem de

X kromozomundaki trizomik bolge etkilerinin klinigi agirlagtirmasi olabilir.
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Tablo 5.1. Mozaik trizomi 4 ile 10 nolu hastanin bulgularinin karsilastirilmast

(i: bulgunun degerlendirilmedigini gosterir.)

Wieczorek et | Brady Bouman et al| 10 nolu
al. [2003] | [2005] [2015] hasta
(85) 87) (84)
IUGR + + + +
Fasiyal + + B +
asimetri
Mikroftalmi + - - 1
Ptosis + - i
Diisiik + + B +
yerlesimli
kulak
Kulak + + B +
malformasyonu
Mikrognathi/ _ + + +
Retrognathi
Kardiyak + + + +
anomali
Bas parmak | + + + +
anomalisi
Ayak - + - +
anomalileri
Kisa boy + + - +
Skolyoz + -
Gelisme + + + +
geriligi
Hirsutizm + + + +
Cilt bulgular + + - 1

Hastada 4. Kromozomda duplike olan genlerin kraniyofasiyal bulgular ile
iliskisine bakildiginda; bolgede yer alan 493 gen igerisinde; SHROOM3 iin
hemifasiyal mikrozomiye yatkinlik olusturdugu gozlenmistir (88). DSPP geni de
isitme kayb1 ile iligkilendirilmis bir gendir ve mikrotiaya neden olabilecegi
biyoinformatik analizlerle gosterilmistir (89). HAND?2 kulak gelisiminde 6nemli olan
BAPXI ve GSC ile birlikte endotelin sinyal yolaginda gorevli ve mandibulada
eksprese olan bir gendir. HAND2 ekspresyon artisinda HOX genleri disindaki
homeobox transkripsiyon faktorlerinde diizensizlikler goriilmektedir (90). EDNRA,
farengeal arklarin olusumu sirasinda mandibular kimlik i¢in gerekli ve endotelin
sinyal yolaginda gorevli gerekli bir gendir. Tiim bu bilgiler degerlendirildiginde

hastada goriilen klinik bulgularin bolgede yer alan ve mikrotia etyolojisine katilan
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cok sayida genin duplike olmasi ile iligkili olabilir. Ancak; hastada hangi gen veya
genlerin  OAVS benzeri klinik bulgulara yol ag¢tiginin gosterilmesi derive
kromozomda inaktivasyonun hangi bolgeleri kapsadigi ile anlasilacaktir. Bu nedenle
ilgili kromozomda metilasyon ¢aligmasi yaptiktan sonra inaktive durumda olmayan
genlerin belirlenmesi etyolojik iliskinin belirlenmesini kolaylastiracaktir.

Literatiirde farkli kromozomlarin trizomileri OAVS klinik bulgular ile
iligkilendirilmis durumdadir. Fasiyal asimetri, dig kulak bulgulari, renal ve bas
parmak anomalileri benzeri klinik bulgularin mozaik trizomi 4’te goriilmesi;
4. kromozom andploidilerinin de OAVS ayirict tanisinda diisiiniilmesi gerektigini
gostermistir.

Hastalarin iki tanesinde (Hasta 16 ve Hasta 18) inkomplet penetrans gbzlenen
iki farkli kopya sayisi degisikligi saptanmustir. Inkomplet penetrans; 1q21.1,
16p12.1, 16p11.2, 15q13.3, 2q11.2q13 bolgelerindeki CNV’ler basta olmak iizere
farkli kromozom anomalilerinde siklikla bildirilmektedir. Buna ek olarak; Rooryck
ve ark. yaptigi ¢alismada; OAVS kohortunda saptanan 10 CNV’nin 9 tanesinin
etkilenmemis aile liyelerinde de gosterilmesi ile OAVS’de inkomplet penetrans
bulundugu belirtilmistir (73). Bu ¢alismada da her iki hastada da anne ya da babada
ayni CNV’nin goriilmesi inkomplet penetrans ile uyumlu bulunmustur.

Bu hastalardan Hasta 11°de 8p22 boélgesinde yaklasik 2.7 milyon baz
biiylikliigiinde delesyon saptanmistir. Bu delesyon DGV veri tabaninda
bulunmamaktadir ve Clinvar veri tabaninda da klinik anlami bilinmeyen kopya sayisi
degisikligi olarak degerlendirilmektedir. Bu bolgede DLCI, SGCZ, TUSC3, MSRI
genleri yer almaktadir. Hastanin annesinde de ayn biiyiikliikte delesyon saptanmasi
bu delesyonun inkomplet penetrans dahilinde monoalelik ekspresyon mekanizmasi
ile klinikten sorumlu olabilecegini gosterir. Bununla uyumlu olarak yapilan bir
caligmada bu bolgede yer alan TUSC3 geni paternal metilasyonun goriilmesi de bu
bolge i¢in maternal monoalelik ekspresyonu desteklemektedir (91). TUSC3
mutasyonlart kulak anomalisi ile iligskilendirilmemis olmakla birlikte bu bolgede
maternal alelin delesyona ugramasi ve paternal alelinin eksprese olmamasi sonucu
klinik bulgular ortaya ¢ikmis olabilir. Ayrica Decipher veri tabaninda bu bolgeyi de
iceren daha biliylik delesyona sahip hastada pinna anomalisi, diisiik yerlesimli

kulaklar ve zihinsel yetersizlik goézlenmistir. Bununla birlikte; TUSC3 homozigot
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delesyonlar1 ve nokta mutasyonlar: literatiirde otozomal resesif sendromik olmayan
zihinsel yetersizlik (OMIM 601385) ile iliskilendirilmistir. Kohortumuzda delesyon
saptanan hastada da zihinsel yetersizlik goriilmesi klinik bulgularin Ortiistiiglini
gostermektedir. 7USC3 geninin diger genler ile etkilesimine bakildiginda TUSC3 ve
kulak gelisimi icin onemli olan EYA-SIX kompleksi arasinda transkripsiyonel bir
iliski bulunmaktadir (92).

Yakin zamanda kopya sayisi degisikliklerinin genom mimarisini etkileyerek
hastaliklara neden oldugu farkli c¢alismalarda gozlenmistir. Genomun bir
diizenlemesinin oldugu, ‘‘Topolojik Asosiye Domain’‘ (TAD) olarak adlandirilan
yaklasik 1 milyon baz biiyilikliglinde boliinmiis tiirler arasi korunmus kromatin
bolgelerin tanimlanmasiyla gosterilmistir. Kopya sayisi degisikikleri 74D sinirlarini
ve burada yer alan diizenleyici elemanlar etkileyerek hastaliklara neden olabilir (93).
Bununla uyumlu olarak; fare calismasinda 20 kb biiyiikliiglinde bir inversiyonun
kromatin insulator bolgesini etkileyerek gen ekspresyonunu degistirdigi ve OAVS
klinige neden oldugu gosterilmistir (94). Benzer sekilde yakin zamanda OAVS
ayiricl tanisinda yer alan BOFS sendromunda da inversiyon sonucu ilgili 74D
yapisinin degiserek klinik bulgulara yol agtig1 gézlenmistir (95). Bu goriisten yola
cikarak hastada saptanan delesyonun genomdaki ii¢ boyutlu etkisi arastirildiginda,
delesyonun 8p22 bolgesinde 7AD yapisinda degisiklik olusturdugu goriilmiistiir
(Sekil 5.1). Bu nedenle hastanin klinik bulgular1i TAD defekti sonucu bdlgesel gen
ekspresyonun degisikligi ile iliskili olabilir. Kulak gelisiminde etkili olan genlerle
yapilan zenginlestirme analizi sonucunda da kromatin baglanmasi seklinde
molekiiler fonksiyonda kiimelenme goriilmesi de bu diisiinceyi desteklemektedir.
Hastada saptanan degisikligin biyoinformatik analiz sonucu TAD arasi simnir
kaldirdiginin gosterilmesi kraniyofasiyal anomaliler ve genomun ii¢ boyutlu yapisi

penceresinden de incelenmesi gerektigini gostermistir.
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Sekil 5.1. 8. Kromozom Hi-C goriintiisii; 7AD yapilarinin ve icerdikleri genlerin
goriiniimii, hastada saptanan delesyon birinci ve ikinci topolojik birim

arasindaki sinirt kaldirmaktadir. (http://promoter.bx.psu.edu/hi-c)

Caligma kapsaminda inkomplet penetrans goriilen bir diger hastada
(Hasta 23) 16pl13.11 bolgesinde paternal kalitilan duplikasyon saptanmigstir.
16p13.11 bolgesinde goriilen delesyon ve duplikasyonlarin olusum mekanizmast;
16. kromozomun p kolunda sik bulunan ve yiliksek homoloji gosteren
“Low Copy Repeat (LCR)’* lere baglanmistir. Literatiirde 16p13.11 goriilen kopya
sayist degisiklikleri norogelisimsel gerilik ve otizm, sizofreni ve DEHB benzeri
noropsikiyatrik hastaliklar ile iliskilendirilmistir. Bazi hastalarda kraniyosinostoz,
polidaktiki ve eklem laksitesi seklinde iskelet sistemi bulgulari da goézlenmistir.
Ayrica bu bolgedeki duplikasyonlarin normal popiilasyonda da gorildigi
bilinmektedir. Bu nedenle bu CNV i¢in de inkomplet penetranstan bahsedilebilir. Bu
bolge duplikasyonlari1 ayrica Decipher veri tabaninda mikrotia, posterior heliks piti,
diisiik yerlesimli kulak, posterior rotasyona ugramis kulak, dis kulak yolu stenozu,
hemivertebra, kosta eksikligi, aurikula anomalisi, fasiyal asimetri, vestibuler

disfonksiyon ve renal agenezi bulgular1 ile de bildirilmistir (Sekil 5.2.) Ek olarak; bu
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bolge duplikasyonu 2018 yilinda Bragagnolo ve ark. tarafindan OAVS spektrumunda
da saptanmistir (74). Kohortumuzdaki hasta ve ¢alismadaki hastada 13 kosta ¢ifti
bulunmasi ortak olarak goriilmektedir = (Tablo 5.2.). Bu nedenle bu spektrumda
takip edilen hastalarda kosta sayis1 fazlaligi tespit edildiginde; 16p13.11 bolgesi

CNV’leri agisindan degerlendirme Onerilir.

Tablo 5.2. 16p13.11 duplikasyonu saptanan OAVS hastasi ile 23 nolu hastanin

bulgularinin karsilastirilmasi

Bragagnolo et al, Hasta 49
(74)

23.nolu hasta

Norogelisimsel gerilik

Duplikasyon Bolgesi | 16p13.11p12.3(15,417,030- | 16p13.11p12.3(14,929,737-
16,837,613)x3 16,858,308)x3

Fasiyal asimetri + +

Fasiyal sinir paralizisi | + Formal degerlendirme yok.

Aglarken asimetri

Epibulbar dermoid + -

Preaurikiiler skin tag | + +

Kosta sayisi fazlahign | + +

Skolyoz + (14yas) - (6 ay)
9 -

Bu boélgedeki duplikasyonlarin miR-484 aracili X kromozomunda yer alan
PCDHI9 genini etkileyerek davranig anomalilerine yol actigt yakin zamanda
gosterilmistir (96). Duplikasyonlarin OAVS fenotipine, kulak ve iskelet bulgularina
nasil yol agti1 bilinmemektedir. Literatiirde bu bolge duplikasyonlarin pleiotropik
etkilerinden bahsedilmektedir (97). Hastada yalnizca OAVS fenotipinin goriilmesi ve
norogelisimsel bulgularin ya da kraniyosinostoz ve polidaktili benzeri iskelet
bulgularinin bulunmamasi da bu gorilisii desteklemektedir. Ayrica hastanin klinik
olarak etkilenmemis babasinda duplikasyon boyutunun biiyiikliigiiniin artarak indeks
hastaya gecmesi homoloji gosteren bolgeler arasinda CNV instabilitesi varligina iyi
bir drnektir. Ancak artis gdsteren bolgede dogrudan kulak gelisimi ile iliskilendirilen

bir gen saptanmamustir.
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chri6 (p13.11-p12.3) [16P13.3 [ [JENE  FERYienii g}

Hasta 23
Bragagnolo et al, P49
327130
260844
293644
272282
993
4598
14,000.00 16,000.00 18,000.00 20,000.00
Sekil 5.2. Kulak bulgusu olan 16p13.11 boélgesi duplikasyonlarinin goriiniimii;
bolgede kulak bulgusu goriilmeyen ve sadece zihinsel yetersizlik gézlenen

bireylerin olmasi nedeniyle herhangi bir genotip-fenotip korelasyonu

yapilamamistir. (Cizim: Naz Giileray, tez kapsaminda hazirlanmaistir.)

Mikrodizin analizinde klinikle iligkili oldugu diisiiniilen son CNV 15q11.2
bolgesi duplikasyonudur. 15q11.2 bolgesinde BP1°den BP5’e kadar toplam bes kirik
bolgesi (breakpoint) tanimlanmistir. Bu ¢aligmada 15q11.2 bolgesinde duplikasyon
saptanan hastada (Hasta 3) kirik bolgeleri BP1 ile BP2 arasinda yer almaktadir.
Literatiirde bu bolge delesyon ve duplikasyonlari gelisme gerilgi, zihinsel yetersizlik,
konusma geriligi, davranis problemleri, otizm ve sizofreni gibi ndropsikiyatrik
hastaliklar ile iligkilendirildimistir (98). Ayrica hastalarda epilepsi ve cesitli
dismorfik bulgular da bildirilmistir. Ancak saglikli popiilasyon veri tabaninda (DGV)
bu bolgeyi kapsayan ¢ok sayida delesyon ve duplikasyon tanimlanmis durumdadir.
Bu nedenle bu bolge kopya sayis1 degisikliklerinin tam penetrans gostermediginden
bahsedilmekle birlikte Hasta 3’in anne ve babasina ulasilamadigr ic¢in ilgili
degisikligin segregasyonu degerlendirilememistir. Decipher veri tabaninda benzer
bolge duplikasyonlarinda; pinna anomalisi, diisiik yerlesimli kulak, dis kulak

aplazisi/hipoplazisi ve hafif hipoakuzi seklinde cesitli kulak bulgular1 bildirilmistir.
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Ayrica bu bolgedeki delesyonlarda %46 oraninda dismorfik kulak goriiniimii de
saptanmistir.

15q11.2 bolgesinde yer alan duplikasyon TUBGCP5, CYFIPI, NIPA2
ve NIPAI genlerini igermektedir. Calisma kapsaminda yapilan yolak analizinde;
duplikasyon goriilen genler ve kulak gelisiminde dnemli olan genlerin etkilesimleri
incelendiginde NIPAI ile CHUK genlerinin birlikte ekspresyonu gdzlenmistir.
Ayrica sirasiyla CYFIPI'in HAND? ile NIPA2’nin de FGFS§ ile genetik etkilesimin
oldugu goriilmistiir. Bu etkilesimlerden; 4. kromozomda yer alan HAND?
etkilesimin 6nemli oldugu diisiiniilmiistiir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada
15q duplike olmus néronlarda HAND2 ekspresyonun azaldigi gozlenmistir (99).
HAND? ekstremite, kardiyak ve farengeal ark gelisiminde transkripsiyonel
diizenleyici olarak gorev almaktadir. Ozellikle farengeal aparatusta etkilerini;
mutasyonlart kulak anomalileri ile iligkilendirilmis GSC geni iizerinden
gergeklestirmektedir. Hand? mutant veya knock-out hayvan modellerinde GSC
ekspresyonu da azalmaktadir (90). Bu nedenle bu bolge duplikasyonlarinin HAND?2
ve dolayistyla GSC ekspresyonunu azaltarak hastada goriilen klinigi olusturacagi
diistiniilmustiir. Nedenselliginin kesin olarak gosterilmesi icin ileride fonksiyonel
caligmalar1 yapilmasi gereklidir.

Bu calismanin bir bulgusu da MYTI dizi analizi sonuglaridir. Hastalarda
MYTI geninde heterozigot ve homozigot durumda degisiklikler bulunmasina ragmen
bu degisiklikler OAVS klinigi ile iliskilendirilmemistir. Bagka bir caligmada
hastaliktan sorumlu olarak gosterilen rs147483668 ve rs78568430 degisiklikleri
kohortumuzda da saptanmistir ancak toplumda goriilme sikliklarinin fazla olmasi
nedeniyle klinik anlamli kabul edilmemistir (72). Yine de ilgili degisikliklerin
fonksiyon ¢aligmalari ile etkilerinin belirlenmesi gereklidir. Literatiirde 226 OAVS
hastasininin ticiinde MY7 1 mutasyonlar1 tanimlanmis ve klinik ile iliskilendirilmistir.
Bu nedenle MYT mutasyonlarinin genetik etyolojinin nadir bir kismin1 olusturdugu
sOylenebilir.

Bu calismanin bir diger bulgusu da iki hastada gergeklestirilen tiim ekzom
dizileme sonuglaridir. Ik hastada (Hasta 16) heterozigot filtreleme sonucunda daha
once baska bir ¢calismada OAVS aday geni olabilecegi belirlenen RNF213 geninde

missense bir mutasyon bulunmustur (72). RNF213 geni 6zellesmis bir zing finger
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domain igerir ve protein protein etkilesimlerinde gorevlidir. RNF213 ayrica
anjiogenezde de onemlidir ve bu gendeki birtakim degisikliklerin arteriyel iskemi ile
karakterize Moya-Moya hastaligina yatkinlik olusturdugu bilinmektedir. Zebrafish
modelinde RNF213 knockdown yapildiginda anormal kraniyofasiyal vaskiiler yap1
goriilmektedir. Ayrica yakin zamanda RNF213 degisiklikleri intrakraniyal arter
stenozunun yanisira ndral krest koken alan koroner arter ve pulmoner arter
yapilarinin stenozu ile de iliskilendirilmistir. Bu bulgularla RNF213 degisikliklerinin
vaskiiler bir norokristopatiye yol actigindan séz edilmektedir (100). Bu nedenle
hastada saptanan mutasyon; OAVS vaskiiler yapilanmada bozukluk hipotezinin
genetik temeli ile iligkili olabilir. RNF213’iin OAVS aday geni olarak Onerildigi
calismada da hem etkilenmis bireylerde hem de klinik olarak etkilenmemis annede
RNF213 splice bolge mutasyonu saptanmig ve inkomplet penetranstan bahsedilmistir
(72). Bu ¢alismada da RNF213 degisikliginin klinik olarak etkilenmemis babada da
bulunmasi inkomplet penetransla agiklanabilir. Onceki ¢alismadaki hastanin klinigi
detaylandirilmadig i¢in klinik bulgularin karsilastirmasi yapilamamistir. Her ne
kadar RNF213 ve norokristopati arasinda iligki vurgulansa da molekiiler fonksiyonel
analizler bu iligkininin kanitlanmasi ve detaylandirilmas: i¢in gereklidir. Ayrica
RNF213 geni degisikliklerinin OAVS etyopatogenezindeki yeri i¢in de hastada
saptanan missense degisikligin hayvan ¢aligmalarinda modellenmesi ve baska OAVS
hastalarinda da bu genin taranmasi esastir.

Tim ekzom dizileme yapilan diger hastada (Hasta 18) da daha oOnce
literatiirde bulunmayan EFTUD?2 geninde heterozigot nonsense bir mutasyon
gosterilmis ve hastanin fenotipik Ozelliklerinden sorumlu oldugu diislintilmiistiir.
MutationTaster programi ve PredictSNP programlari ile yapilan in silico analizler de
bu varyasyonu %100 (skor: 1;0) patojenik olarak nitelendirmistir. EFTUD?2
genindeki heterozigot mutasyonlar literatiirde OAVS klinigi ile ortiisen bulgulara
sahip olan Mandibulofasiyal Dizostozis ve mikrosefali ile iliskilendirilmistir.
Bununla birlikte literatiirde OAVS spektrumu ile izlenen hastalarda da EFTUD?2
mutasyonlarina rastlanilmaktadir. Luquetti ve ark. iki hastaligin klinik bulgular
arasinda benzerlik bulunmasi nedeniyle OAVS spektrumunda EFTUDZ2 geninin
dizilenmesini 6nermistir (101). Ek olarak yakin zamanda OAVS 6n tanisi ile ekzom

analizi yapilmis bir hastada EFTUD?2 3. Ekzonda nonsense bir mutasyon (p.Gln87%)
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tespit edilmistir ve bu calismada EFTUD2 degisikliklerinin genis bir klinik

spektrumda gdriilmesi mutasyonun tipine, lokalizasyonuna ve penetransina
baglanmistir (102). EFTUD?2 geninde nonsense mutasyon saptanan hastanin klinik
bulgularinin literatiide tanimlanmis hastalar ile karsilastirmasi Tablo 5.3.°te

sunulmustur.

Tablo 5.3. EFTUD2 mutasyonu saptanan hastalar ile 18 nolu hastanin bulgularinin

karsilastirilmast
Klinik Bulgular Tahmini Splice bolge Diger 18 nolu
penetrans mutasyonlari mutasyonlar | hasta
Mikrognathia %97,6 %92 %100 +
Mikrotia/Displastik %96,6 %96,3 %96,8 +
kulak
Malar hipoplazi %93,1 %92 %93,5 +
Iletim tipi Isitme kayb1 %59,3 %56,5 %61,3 +
Sensorinodral isitme %]11,1 %13,1 29,7 -
kayb1
Miks tip isitme kayb1 %29,6 %30,4 %29 -
Dis kulak %65,8 %61,9 %67,3
stenozu/atrezisi
Vestibuler sistem %60,7 %67,7 %57,9 -
anomalileri
Kemikgik anomalileri %61,1 %33.3 %88,9 +
Fasiyal asimetri %14 %50 %55,6 -
Preaurikiiler tag %51,7 %59,3 %48,4 +
Yarik damak %47,3 %32,1 %539 +
Koanal atrezi %31.,4 %18.,5 %37,3 -
Trakeostomi %20,8 %18.5 %24 -
Bag parmak anomalileri | %31,3 %29,6 %32 -
Kardiyak anomali %31,5 %24 %34,3 -
Ozefageal atrezi / TOF %026,1 %35,7 %21,7 -
Gelisme geriligi %100 %100 %100 +
Mikrosefali %88 %69,2 %95,5 -
Epilepsi %27,5 %30.,4 %026,3 +

EFTUD? nonsense mutasyonun saptandigi Hasta 18’de mikrosefali yoklugu

ve zihinsel yetersizligin kulak anomalilerine eslik etmesi ilgingtir. EFTUD?2
mutasyonu saptanan hastalarda; mikrosefali penetransi yliksek olan bir klinik bulgu
olarak hastalarda hem konjenital hem de postnatal olarak bildirilmistir. Ancak;

Huang ve ark. tarafindan hastalarda erken yasta mikrosefali goriiliip ilerleyen
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yaslarda bas cevresinin normal aralifa gelebilecegi de ortaya konmustur (103).
Hasta bu acidan incelendiginde 8,5 aylikken bas cevresinin 3. persentilin altinda
oldugu ve bas c¢evresinin artan yasla birlikte normal araliga geldigi gortilmustiir.
Literatiirde mikrosefali bulunmayan ya da rolatif mikrosefali olan hastalarda zihinsel
yetersizligin hafif oldugu gozlenmistir (101). Nonsense mutasyon saptanan hastada
belirgin zihinsel yetersizlik bulunmasma ragmen mikrosefali goriillmemesi dikkat
cekicidir ve ilk 1 yas araliindaki mikrosefaliye bagli bir etkilenmenin oldugu
diistintilebilir. Ek olarak; bazi hastalarda zigomatik arkta yarik tanimlanmis ve bu
bulgunun EFTUD?2 geni igin yol gostericiliginden bahsedilmistir (101). Hastada
zigomatik arkta defekt gdsterilmesi de klinik olarak uyumludur. Hastanin EFTUD?2
geni 4. ekzonda saptanan degisiklik EFTUD?2 proteinin asidik N terminal bolgesinde
yer almaktadir. 1ki degisiklik disinda bu bélgede baska mutasyonlarin
tanimlanmamas1 da dikkat ¢ekicidir. Hastada saptanan degisiklik Sekil 5.3.°te

literatiirde daha dnce tanimlanmis mutasyonlar ile birlikte gosterilmektedir.
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Sekil 5.3. EFTUD?2 geni ve domainleri; ¢alismada saptanan mutasyon yildiz ile

isaretlidir. (Cizim: Naz Giileray, tez kapsaminda hazirlanmistir.)
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EFTUD2 mutasyonlart ¢ogunlukla de novo olarak gozlenmekle birlikte
yaklasik %19’unun dominant kalitim gosterdigi gozlenmistir (103). Dominant
kalitim gosteren ailelerin biri hari¢ hastalikta komplet penetrans gozlenmistir.
Inkomplet penetrans gériilen bu ailede; splice bolge degisikligi zigomatik hipoplazi
disinda klinik bulgu goriilmeyen anneden; zihinsel yetersizlik ve belirgin dismorfik
bulgular gosteren cocuklarina aktarilmigtir (104). Annede goriilen zigomatik
hipoplazisi de klinik muayeneye ek yapilan goriintileme yontemleri araciligiyla
saptanmistir. Bu calismada EFTUD2 nonsense mutasyonu hastanin babasinda da
gosterilmistir ancak babanin detayli muayenesi yapilamamistir. Babanin erkek
kardesinin eksitus olan kizinda fasiyal asimetri, kulak anomalisi ve polidaktili
gozlenmesi ailede inkomplet penetrans olabilecegini gostermekle birlikte saptanan
mutasyonun etkisinin  gosterilmesi i¢in  fonksiyonel c¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir.

OAVS molekiiler etiyolojisini aydinlatma adina, bu tez ¢alismasini 6zgiin ve
kritik 6neme sahip kilan unsurlardan en Onemlisi farkli kromozomlarda saptanan
kopya sayis1 degisiklikleridir. Bu degisiklikler i¢inde yer alan aday genlerin MYT1
geni ile benzer sekilde norogelisimsel klinige yol acgtigi gosterilmistir. Literatiirde
20q13.3 bolgesinde MYTI genini iceren delesyonlar bildirilmistir. Bu bolgedeki
delesyonlar norogelisimsel gerilik ve davranis bozukluklar: ile iligkilendirilmis ve
delesyonlarin herhangi bir dismorfik bulgu ya da kraniyofasiyal anomali ile
birlikteligi gosterilmemistir. Ayni sekilde kohorttta saptanan 16p13.11 bolge
duplikasyonlar1 ve TUSC3 delesyonlart1 da ndorogelisimsel gerilik ile
iligkilendirilmistir. Ayrica gelisme geriligi goriilebilen 22q11.2 bolgesi kopya sayist
degisikliklerinin OAVS etyolojisinde bahsi gegmektedir. Yapilan klinik ¢aligmalarda
da OAVS hastalarinda normal popiilasyondan daha yiiksek oranda noropsikiyatrik
problemlerin goriildiigiinden bahsedilmektedir (80). Bu acgidan bir degerlendirme
yapildiginda etyolojide tartisilan bolgelerin/genlerin bazi hastalarda noropsikiyatrik
bulgu bazi hastalarda da kulak bulgusu seklinde klinik bulgular ile iliskili oldugu
sOylenebilir. Bu nedenle etyolojide adi gecen bolge/genler i¢in pleiotropik etkiden
bahsedilebilir. Kulak gelisimi ile iligkili genler ile yapilan yolak analizinde ndron

farklilagmasi, 6n beyin gelisimi ve ndron gelisimi gibi biyolojik siireclerde
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kiimelenmesi goriilmesi de bu diisiincenin ileride yapilacak ¢aligmalarda

sorgulanabilirligini gosterir.

Sonug olarak;

OAVS klinik tanist i¢in kabul gérmiis belirli bir minimal tan1 kriterinin
olmamasi, OAVS ve ayirict tanisinda yer alan sendromlarin ortiisen fenotipik
ozelliklerin bulunmasi bu spektrumda fenotip tanimlamasini1 karmasiklastirmaktadir.
Bu calisma; OAVS vb. kompleks fenotipik bulgulara sahip hastaliklarda genetik
etyolojinin tanimlanmasinda mikrodizin analizi ve tim ekzom dizileme gibi genom
boyu ol¢ceginde gerceklestirilen yontemlerin dnemini ortaya koymaktadir. Ancak;
calisgmanin  kisithiliklart ise ekzom analizlerinin sadece indeks bireylerde
gerceklestirilmis olmasi, OAVS etyolojisinde suclanan miRNA, epigenetik
degisiklikler, somatik mutasyonlar ve kodlamayan boélge varyantlarinin calisma
kapsami disinda birakilmasi olmustur. Bu nedenle ileride yapilacak g¢aligmalarda
genomik verilerin tiim genom, transkriptom ve metilasyon c¢alismalart ile

desteklenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

1. Bu ¢alisma Tiirkiye’de OAVS molekiiler genetiginin ¢alisildigi ilk ¢aligma

ozelligini tagimaktadir.

2. OAVS molekiiler etyolojisini aydinlatma adina, bu tez ¢aligmasini 6zgiin
ve kritik dneme sahip kilan unsurlardan en 6nemlisi hastalarda saptanan kopya sayis1
degisiklikleridir. Bu nedenle OAVS spektrumunda oncelikle mikrodizin analizleri

gergeklestirilmelidir.

3. Norogelisimsel gerilik ile iligkili 16p13.11 bdlge duplikasyonu ikinci kez
OAVS Kklinik bulgularma sahip bir hastada gosterilmistir. Ayrica hastada saptanan
kopya sayist degisikliginin biyoinformatik analiz sonucu 74D birimini degistirdigi
gosterilmigtir.  Kopya sayist degisikliklerinin genomun {i¢ boyutlu yapisim

degistirerek OAVS klinik bulgularindan sorumlu olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

4. MYTI geninde klinik anlaml bir degisikligin saptanmamas1 MYTI geni
degisikliklerinin OAVS genetik etyolojisinde daha az yer aldigin1 géstermistir.

5. Bu calisma birbiriyle ortligen bulgular1 olan kompleks fenotip ve genetik
heterojeniteye sahip hastaliklarda tanida tim ekzom dizileme ydnteminin énemini

ortaya koymustur.

6. Hastalarda saptanan degisikliklerin kulak ve kraniyofasiyal yapilarin

gelisimine yonelik fonksiyon ¢alismalar1 yapilmasi gerekir.

7. Hastalarda farkli kromozomlarda kopya sayis1 degisikliklerinin yanisira tek
gen degisikliklerinin gosterilmesi spektrumdaki genis genetik heterojeniteyi

desteklemektedir.
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OTOS
OTX1
orx2
OVOL2
PAK3
PARP1
PAX1
PAX2
PAX3
PAX6
PAXS8
PAX9
PBX1
PCDH15
PCNT
PDZD7
PEX1
PEX3
PEX5S
PGAP1
PHEX
PHF20
PHF6
PHGDH
PIAS2
PIEZO2
PIGA
PIGL
PIGN
PIK3CA
PIK3R1
PITPNM1
PITX1
PKHDI
PLA2G3
PLAU
PLCB4
PLCD3
PLEC
PLOD3
PMM2
PMP22
POC1A
POLG
POLH
POMGNT1
POMGNT2
POMK
POMTI
POMT2
POR
PORCN

RAF1
RAGI
RARA
RBI
RBBPS
RBM10
RDHI10
RDX
RERE
RFC2
RGN
RIPK4
RIT1
RMRP
RND3
RNU4ATAC
ROBO1
ROR2
RPL27A
RPL38
RPS6KA3
RSPO2
S1PR2
SALLI1
SALL4
SCARB?2
SCARF2
SCNSA
SCRIB
SDF1
SEC24B
SELIL
SEMA3E
SEMA7A
SETBP1
SFN
SFSWAP
SH3PXD2B
SHANK3
SHH
SHOC2
SHROOM3
SIM1
SIRTI
SIX1
SIX6

SKI
SLC12A2
SLC12A6
SLC12A7
SLC16A2
SLC17A5
SLC17A8
SLC19A2
SLC1A3
SLC24A5
SLC25A21
SLC26A2
SLC26A4
SLC26A5
SLC2A10

95

SYNE4
SYNJ2
TAZ
TBC1D20
TBL2
TBX1
TBX10
TBX15
TBX22
TCF15
TCF4
TCOF1
TCTN3
TECTA
TECTB
TFAP2A
TFAP2B
TGFB2
TGIF1
TGM1
THRA
THRB
TMC1
T™C2
TMEMS
TMIE
TMPRSS3
TNFRSF11B
TNNI2
TNNT3
TP63
TP73
TPM2
TPO
TRAM2
TRIOBP
TRPA1
TRPS1
TRPV4
TSHR
TSHZ1
TSPANI2
TTC37
TTI2
TTLL1
TUB
TUBGCP6
TWIST1
TWIST2
TWSG1
TYRP1
UBALI
UBE3B
UCN
UFDIL
ULK4
UPF3B
USHIC
USH1G
USH2A
VANGL1



B3GNT1
B4GALT7
BAPX1
BARHL1
BAZ1B
BBS1
BBS4
BCL2
BDNF
BHLHA9
BIRIC
BLM
BLOC1S3
BLOC1S5
BLOC1S6
BMP1
BMP2
BMP4
BMP5
BMP7
BMPER
BRAF
BRWD3
BSN
CI20RF57
CA8

COXl1
COX2
COX3
COX7B
CPLX1
CPT2
CREBBP
CRKL
CS

CSF1
CSFIR
CSK
CSNK2A1
CTNNA2
CTNNBI1
CTSV
CUL7
CXCL12
CYBA
CYP19A1
CYP4F22
CYS1
DCAF17
DCHS1
DDRI1
DDX11

EZH2
FAM107B
FAMI11A
FAM20C
FAS
FAT4
FBLNI1
FBN1
FBN2
FBXL4
FBXOL11
FBXO2
FGD1
FGF10
FGF20
FGF3
FGF9
FGFR1
FGFR2
FGFR3
FIG4
FIGN
FKRP
FKTN
FLG
FLNA

HESI1
HES5
HESX1
HFM
HGD
HHAT
HIC1
HIRA
HMGA2
HMGB3
HMX1
HMX2
HMX3
HOXAI
HOXA2
HOXAS
HOXB2
HPN
HPS1
HPS4
HPS5
HPS6
HR
HRAS
HSPG2
HTT

LOC102723475
LOXHD1
LRIG1
LRIG2
LRIG3
LRP2
LRP4
LRP6
LRRC4
LRTOMT
LYST
MAFB
MAN2B1
MAPIA
MAP2K1
MAP2K2
MARVELD2
MBD5
MBP
MBTPS2
MCIR
MCOLN3
MCPH1
MDK
MECOM
MECP2

NOSIAP
NOTCH1
NOTCH2
NOTCH3
NOX3
NOXO1
NPR3
NPTN
NR2F1
NR4A3
NRAS
NRP2
NSD1
NSUN2
NTNI1
NTNG2
NTRK2
NTRK3
OBSL1
0C90
OCA2
OCLN
OCM
OCRL
OGFOD3
OPHNI1

POU3F3
POU3F4
POU4F3
PQBPI
PRKRA
PRRX1
PSAP
PSATI
PSMBS
PSTPIP2
PTCH1
PTDSSI
PTEN
PTF1A
PTK7
PTN
PTPNI1
PTPRQ
PVRL1
PYCRI
QKI
RABI8
RAB23
RAB3GAPI
RAB3GAP2
RAD21

SLC30A4
SLC4A11
SLC4A2
SLC4A7
SLC6A8
SLCI9A6
SLITRK6
SMAD4
SMCI1A
SMC3
SMS
SNAP25
SNAP29
SOBP
SOD1
SOS1
SOX2
SPNS2
SPRY2
SPTBNI1
SPTBN4
SRRM4
STK36
STON2
STRC
SUNI1
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VANGL2
VDR
VPS13B
VRK1
WDPCP
WDRI1
WDRI19
WDR35
WDTC1
WNTI1
WNTSA
WNTS5B
WNT7A
ZBTBI18
ZBTB20
ZCCHCl14
ZDHHC9
ZEB1
ZEB2
ZIC2
ZIC3
ZMPSTE24
ZNF24
ZNF81



EK-2. Hastalarin pedigrileri ve detayh klinik bulgular:
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Hfm, Mikrotia, DKY atrezisi, Skin tag, Yarik damak, isitme kaybi

Epibulbar dermoid, Mikroftalmi, orta kulak yapilarinda agenezi

Kohlear inkomplet partisyon tip 2, Aberran fasiyal kanal, parotis agenezisi
Epibulbar dermoid, Mandibular ramus yoklugu

VSD, PS, Vertebral fiizyon defekti

Hfm, Cupped ear gérinimu

—c TR

P neh

Tortikollis,Skolyoz, Vertebral fiizyon anomalisi _
Kosta sayisi fazlaligl, VUR Hasta 4

15q11.2 duplikasyonu

Hfm, Skin tag, Epibulbar dermoid, Mikroftalmi, Ptozis
Skolyoz, Vertebral flizyon anomalisi

e O
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1 2

Hfm, Skin tag, Makrostomi
Epibulbar dermoid

isitme kaybi

Duane sendromu

Bifid odontoid ¢ikinti
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Hfm, Mikrotia, DKY atrezi, isitme kaybi
Lagoftalmus, blefarofimozis
Tortikollis

0

Il
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Hfm, Anotia, DKY atrezisi, Skin tag
Epibulbar dermoid, Mandibular kondil yoklugu
Zigomatik arkus hipoplazisi, orta kulak kemikgikleri agenezisi

Hfm, Skin tag, isitme kaybi, Epibulbar dermoid

Bilateral internal akustik kanal yoklugu, kohlear hipoplazi
ASD, VSD, Kelebek vertebra, skolyoz

DEHB

5503

1 2

Mikrotia, Hfm, Skin tag, DKY atrezi

isitme kaybi, mandibular hipoplazi, makrostomi

Epibulbar dermoid, Tesier no 7 cleft, displastik orta kulak
kemikgikleri , Zigomatik arkus hipoplazisi, Kondil anormal yerlesimi
Sek. ASD
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G]]D Skin Tag

Hfm, Skin tag, DKY atrezisi

Mandibuler ve maksiller hipoplazi

isitme kayb, displastik orta kulak kemikgikleri
MY, Hemivertebra, skolyoz

-

Hfm, Mikrotia-anotia, DKY stenozu,
Skin tag, isitme kaybi, Lagoftalmus
Mikrosefali, IUGR, Sinif 2 malokluzyon
Bag parmak hipoplazisi

Trakeal darlik, sek. ASD, PDA
Renal agenezi
Stereotipik hareketler
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Hfm, Bilateral dustk yerlesimli kulaklar
DKY stenozu, Skin Tag

Yarik damak

isitme kaybi

Dekstropozisyon, PFO

Zihinsel yetmezlik

D_

—0 0

]
"o

1

Q

Hfm, Heliks anomalisi, DKY stenozu, isitme kaybi,
MVP, Vertebral flizyon anomalisi
DEHB, Epilepsi

o)

3
%
K3EY wiroti, stme kaybs

[~
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”]]]] Skin Tag

SkinTag

Oligodakti

—0
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Hfm, Anotia-mikrotia, Skin tag, DKY stenozu
Fasiyal paralizi, lagoftalmus, ASD

o

[
L]

56O

: Hfm, Skin tag, OAFNS fenotipi, median cleft

Bilateral Epibulbar dermoid,
Goz kapagi kolobomu

TGA, ASD, Plagiosefali,
intervert. Foramen hipoplazi
Duane sendromu, Epilepsi

Hfm, Mikrotia, DKY stenozu, isitme kaybi
Malar hipoplazi, ptozis
PS, AK, Vertebral flizyon anomalisi

Hfm, Mikrotia, DKY stenozu, Skin tag, Pit, isitme kaybi

Epibulbar dermoid, Mikroftalmi, iris kolobomu

Nazolakrimal kanal agenezisi, Mandibular hipoplazi, TME kondil yoklugu
Vertebral fiizyon defekti, Hemivertebra, kosta hipoplazisi, MY
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1 2
Hfm, Skin tag

Duane sendromu, nazolakrimal kanal tikanikligi
Epibulbar dermoid

Vertebral fiizyon anomalisi, kosta anomalileri
Tekrarlayan hareketler

s o 0o

' Q QG

L]
1 a1 T
HOHOHHS
Mikrotia, DKY atrezisi, Skin tag

Yarik damak, zigomatik ark defekti

isitme kaybi, Displastik orta kulak kemikgikleri
Gustolakrimasyon

S1 lumbalize

Zihinsel yetmezlik, epilepsi

1 2

EFTUD2 p.Leul09Ter
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Hfm, Skin tag
Epibulbar dermoid, goz kapagi kolobomu

Sek. ASD

4
4

57579
P Kranium defekti
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Hfm,Mikrotia, DKY atrezisi
isitme kaybi
ASD
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Mikrotia
DKY atrezisi

‘ Istme kaybs (ﬂ]]) skinTag isitme kaybi

R

>
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16p13.11 Hfm, Skin tag, Mikrotia

Agiz kenarinda gekilme
Displastik orta kulak kemikgikleri
ASD, PFO, kosta sayisi fazlaligi

D_

a0

1

2

Hfm, Mikrotia, DKY atrezisi
Skolyoz, DEHB

.
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