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OZET

Amag: Radiyal 1gin defektleri (RID) 1/30.000 prevalansi ile (st
ekstremitenin en sik gdzlenen konjenital anomalisidir. Olgularin
yaklasik %30'unda RID izole olarak, %70’inde ek anomaliler veya
sendromlar ile birlikte gézlenir. Bu nedenle, olgularda taninin ke-
sinlesmesi, izlemi, ailelere 6zgin genetik danisma verilmesi ve
sonraki gebeliklerinde prenatal tani segcenegdinin sunulabilmesi
icin dnemlidir. Bu calisma ile RID olgularinin ayirici tanisinda yol
gobsterici olmasi, molekiler taniya katki saglamasi amaciyla yeni
nesil dizileme (YND) gen-paneli olusturuldu ve panelin moleki-
ler tanidaki etkinligi arastirildi.

Gereg ve Yontem: Bu ¢alismada, 2004-2014 yillari arasinda klini-
Jimizde RID bulgusu ile degerlendirilen 37 aileden 48 etkilenmis
olgunun klinik, molekiler ve sitogenetik bulgulan degerlendiril-
di. Karyotipi normal saptanan ve molekdler tanisi olmayan 31 ai-
lenin indeks olgusunda 14 farkli fenotip ile iligkili 43 gen, RID icin
tasarladigimiz hedefe ydnelik YND paneli ile dizilendi.

Bulgular: Sitogenetik analiz ile bir olguda trizomi 18 ve diger
bir olguda ise ailevi t(2;12)(931;924.3) translokasyonu saptandi.
Dért ailede ilikili genlerdeki (SF3B4, SALL4, TBX5, FANCA) mu-
tasyonlar calisma 6ncesinde molekdiler analizlerle belirlenmisti.
Tanisi olmayan 31 indeks olgunun 5'inde (%16), 4 farkli gende
(FANCA, NIPBL, ESCO2, BRIP1) 6 farkli mutasyon saptandi.

Sonug: RID nedeniyle degerlendirilen 37 ailenin 2'sinde (%5.4)
kromozom anomalisi ve 9'unda (%24.3) 7 farkl gende 9 farkli mu-
tasyon saptandi. Bulgularimiz, RID olgularinda 6zgiin tasarlanan
yeni nesil dizileme panelimizin molekiler taniya énemli oranda
katki sagladigini; RID'In etyopatogenezinde kromozom anomali-
lerinin de yer aldigini, ayirici tanida yer almasi ve RID-panel ¢alis-
masindan énce kromozom anomalilerinin digslanmasi gerektigini
gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Fanconi anemisi, radial igin defektleri, yeni
nesil dizileme

ABSTRACT

Objective: Radial ray defects (RRDs) are the most common
congenital abnormality of the upper extremities, with a preva-
lence of 1:30,000. 70% of RRDs are syndromic or accompanied
by additional malformations, whereas 30% are in isolated form.
Definitive diagnosis is critical for follow-up and provides an op-
portunity for prenatal diagnosis. The aim of this study was to pro-
vide a guide for the differential diagnosis of patients with RRD
via contributing to their molecular diagnosis by constructing a
next-generation sequencing (NGS) gene-panel test.

Materials and Methods: 48 probands from 37 families, referred
for genetic consultation due to RRD, between the years of 2004—
2014, were evaluated by cytogenetic and molecular tools follow-
ing clinical examinations. 31 probands, with normal karyotype,
were screened for 43 RRD associated genes of 14 syndromes by
using in-house-designed targeted NGS gene-panel.

Results: Chromosomal abnormalities [a trisomy 18 and a famil-
ial reciprocal translocation t(2;12)(g31;924.3)] in two families and
mutations in related genes (SF3B4, SALL4, TBX5, FANCA) in four
families were known before the initiation of this study. In remain-
ing 31 probands, five families identified to have six different mu-
tations in four different genes (FANCA, NIPBL, ESCO2, BRIP1).

Conclusion: Chromosomal abnormalities in two of the 37 fami-
lies (5.4%) and gene mutations in nine of the 37 families (24.3%)
were identified. Our study demonstrated that an in-house-de-
signed targeted NGS containing 43 genes made considerable
contribution to the diagnosis of RRD. Moreover, chromosomal
abnormalities must always be considered in the differential diag-
nosis and excluded before gene-panel screening.

Keywords: Fanconi anemia, next-generation sequencing, radial
ray defects
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GiRIiS

Yenidoganlarin %1-2'sinde gozlenen konjenital anoma-
lilerin %10'unu Ust ekstremite anomalileri olugturur (1).
Farkli bir deyisle, konjenital st ekstremite anomalilerinin
sikhgr yaklagik 600 yenidoganda 1'dir ve konjenital kalp
anomalilerinden sonra ikinci sirada yer alir (1, 2). Konje-
nital ekstremite anomalilerinin etiyolojisinde monogenik
sendromlar (Fanconi anemisi, TAR sendromu, Holt-Oram
sendromu vd.), kromozom anomalileri (trizomi 18), tera-
tojen maruziyetleri (talidomid, mizoprostol), ile 9. gebelik
haftasindan 6nce uygulanan koryon villus 6rneklemesi
yer almaktadir (3).

Swanson siniflamasina gére Ust ekstremitenin farklilagsma
bozukluklar arasinda yer alan RID, radius, el bileginde yer
alan skafoid ve trapezium kemigi, birinci metakarpal ke-
mik ve el bagparmaginin hipo- veya aplazisine neden olan
gelisimsel defekt ile karakterizedir ve 1/30.000 prevalansi
ile Ust ekstremitenin en sik gézlenen konjenital anomali-
sidir (1, 4). RID, izole (%30), sendromik veya ek anomaliler
ile birlikte (%70) gdzlenebilir (4, 5). Siklikla RID gézlenen
sendromlar arasinda trombositopeni-radius yoklugu
(TAR) sendromu [OMIM #274000], VACTERL birlikteligi,
(vertebral anomaliler, anal atrezi, kardiyak anomaliler, tra-
keodzofageal fistl, renal anomaliler ve ekstremite ano-
malileri) [OMIM %192350], Holt-Oram sendromu [OMIM
#142900] ve Fanconi anemisi [OMIM #227650] yer alir (6).
Bunlar disinda radiyal 1sin defektleri ile seyreden 200 ci-
varinda sendrom tanimlanmistir. Bu sendromlar arasinda,
Gershoni-Baruch sendromu (OMIM 609545), X'e bag-
I radiyal 1sin defektleri (OMIM %300378), radiyal-renal
sendrom (OMIM 179280), hemifasiyal mikrozomi-radiyal
isin defektleri (OMIM %141400) gibi RID ile iliskisi bilinen,
ancak iliskili geni/genleri henlz tanimlanmamis bircok
nadir sendrom da bilinmektedir. Bu nedenle, RID sap-
tanan olguda olasi ek anomalilerin arastinlmasi igin tim
sistemlerin gézden gecirilmesi, ozellikle kardiyovaskiler
sistem, Urogenital sistem ve hematopoetik sistemin ta-
ranmasi son derece 6nemlidir. Ayrica, prenatal dénemde
RID saptanan bir fetusun, dogru klinik ve molekdler tani
almasi ¢iftlere verilecek genetik danigma agisindan c¢ok
onemlidir.

Bu calismada, 2004-2014 yillan arasinda klinigimizde RID
bulgusu ile degerlendirilen 37 aileden 48 etkilenmis olgu-
nun klinik olarak siniflandinimasi ve genetik etyopatoge-
nezlerinin aragtinlmasi amaclandi. Klinik degerlendirme
sonrasinda olgular sitogenetik analiz, yeni nesil ve San-
ger dizileme yontemleri ile incelendi. Sonuglar, klinik bul-
gular egliginde yorumlandi. Mutasyon saptanan ailelere
6zglin genetik danisma verildi. Calisma ile Glkemizde RID
ile giden sendromlarin ve iligkili mutasyonlarinin sikhigi-
nin belirlenmesi, tanida kullaniimak Gzere hazirladigimiz
6zgln gen panelinin molekiler genetik taniya olan kat-
kisinin degerlendirilmesi amaclandi. Bu ¢alismada etyo-

patogenezi belirlenemeyen olgular, ileride RID ile iligkili
yeni genlerin arastinlmasini amaglayan yeni projeler icin
onemli bir kaynak olusturmaktadir.

GEREC VE YONTEM

Calisma Grubu

Calisma grubumuzu, 2004-2014 yillan arasinda istanbul
Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabi-
lim Dali poliklinigine genetik konsultasyon amaciyla gesit-
li Pediyatri ve Tibbi Genetik kliniklerinden yonlendirilen,
unilateral ya da bilateral RID bulgusu olan 37 aileden 48
etkilenmis olgu olusturdu. Bu gruptaki 6 aile daha énce
molekiler veya sitogenetik bir tani almistr.

Calismanin etik acidan uygunludu, istanbul Universitesi,
Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylandi
(25.12.2014 tarih ve 1939 sayi). Calismaya katilan aileler-
den aydinlatiimig onam alind..

Olgularin her biri tibbi genetik uzmani tarafindan deger-
lendirilerek dyki ve fizik muayene bulgulan kaydedildi. Aile
dykdilerine gore aile agaglan hazirlandi. Etkilenmis bireyle-
rin fotograflar ve ekstremite grafileri arsivlendi. Bilinen bir
sendromla uyumlu bulunan olgulara gerekli ek tetkikler
(EKO, batin ultrasonografi vd.) ile laboratuar testleri (hema-
tolojik, sitogenetik, molekiler genetik vd.) yapildi. Bilinen
bir sendromla uyumlu bulunmayan olgular, RID'a eslik eden
ek bulgular agisindan detayli olarak degerlendirildi.

Kromozom analizi

Psikososyal motor gerilik (PSMG), mental retardasyon ya
da ek anomalilerin eslik ettigi olgularda, molekiler ca-
lismalardan dnce ayirici tanida yer alan kromozom ano-
malilerinin dislanmasi amaciyla Na-heparinli enjektorlere
alinan 2-3 cc periferik kanda yiksek ¢ozinurlukli bant
teknigi (HRBT) ile 550-600 bant dizeyinde kromozom
analizi yapildr.

Yeni Nesil Dizileme (YND)

Calisma grubumuzda yer alan, klinik bulgular 1siginda
daha 6nce kromozom analizi (n:2) veya molekiler ana-
lizlerle (n:4) tani alan olgular disinda kalan 31 olgu, RID
ile giden sendromlar icin lon Torrent PGM platformunda
tasarladigimiz YND gen paneli (tablo 1) ile arastirildi. RID
ile giden sendromlar, LMD (London Medical Database)
ve OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man)'den
tarandi. lliskili geni/genleri bilinen 14 fenotip secildi. Bu
fenotiplerle iligkilendirilmis genler, HGMD (Biobase Pro-
fessional) veri tabanindan tarandi. Her bir genin HGMD
transkripti referans alinarak lon AmpliSeq Designer
(http://www.ampliseqg.com) ile tablo 1'de gosterilen fe-
notiplerle iliskili genlerin kodlayan bélgelerini, ekzon-int-
ron sinir bélgelerini ve varsa mutasyon tanimlanmig diger
bolgelerini (derin intron, UTR vs.) icine alan, 765 ampli-
kondan ve iki primer havuzundan olusan 6zgin yeni nesil
dizileme paneli olusturuldu.
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Tablo 1. RID ile giden sendromlar icin olugturulan YND panelinde yer alan genler ve iligkili fenotipler

Fenotip

Gen

Cornelia de Lange sendromu 1 (OMIM #122470)

Cornelia de Lange sendromu 2 (OMIM #300590)

Cornelia de Lange sendromu 3 (OMIM #610759)

Cornelia de Lange sendromu 4 (OMIM #614701)

Cornelia de Lange sendromu 5 (OMIM #300882)

Roberts sendromu (OMIM #268300)

Thrombositopeni-radius yoklugu sendromu (TAR) (OMIM #274000)
Duane-radiyal 1sin sendromu (OMIM #607323)

Akrofasiyal Dizostoz 1, Nager tip (OMIM #154400)

Holt-Oram sendromu (OMIM #142900)

Fanconi anemisi (OMIM #227650)

Mandibulofasiyal dizostoz, Guion-Almeida tip (OMIM #610536)
Baller-Gerold sendromu (OMIM #218600)

Rapadilino sendromu (OMIM #266280)

Rothmund-Thomson sendromu (OMIM #268400)
Townes-Brocks sendromu (OMIM #107480)

Diamond-Blackfan anemisi (OMIM #105650)

iskelet Defektleri-genital hipoplazi-MR (OMIM #612447)

NIPBL (NM_133433.3)
SMC1A (NM_006306.3)
SMC3 (NM_005445.3)
RAD21 (NM_006265.2)
HDACS8 (NM_001166419.1)
ESCO2 (NM_001017420.2)
RBMB8A (NM_001031743.2)
SALL4 (NM_020436.3)
SF3B4 (NM_005850.4)
TBX5 (NM_000192.3)
FANCA (NM_000135.2)
FANCC (NM_000136.2)
FANCG (NM_004629.1)
FANCD2 (NM_033084.3)
FANCB (NM_001018113.1)
FANCM (NM_020937.2)
BRCAZ2 (NM_000059.3)
FANCL (NM_018062.3)
BRIPT (NM_032043.2)
PALB2 (NM_024675.3)
FANCE (NM_021922.2)
FANCF (NM_022725.3)
FANCI (NM_001113378.1)
RAD51C (NM_058216.2)
SLX4 (NM_032444.2)
XRCC2 (NM_005431.1)
ERCC4 (NM_005236.2)
EFTUD2 (NM_004247.3)
RECQL4 (NM_004260.3)

SALLT (NM_002968.2)

RPS19 (NM_001022.3)
RPL15 (NM_002948.3)
RPS10 (NM_001014.4)
RPL11 (NM_000975.3)
RPL35A (NM_000996.2)
RPS17 (NM_001021.4)
RPS24 (NM_033022.3)
RPL26 (NM_000987.3)
RPS7 (NM_001011.3)
GATAT (NM_002049.3)
RPL15 ( NM_002948.3)
RPS29 (NM_001032.4)
PLZF (ZBTB16) (NM_006006.4)
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Kutliphane hazirlanmasi, lon Ampliseq Library Kit 2.0 (Life
Technologies) kullanilarak, firma protokollerine uygun
sekilde yapildi. Kitiphane Grinleri, lon Xpress Barcode
Adapters Kit (Life Technologies) ile barkodlandi. Barkod-
lanan kitiphane drinleri Agentcourt AMPure XP reagent
ve %70'lik etanol kullanilarak firma protokollerine uygun
olarak saflastinldi. Normalizasyon icin miktar tayini, lon
Library Quantitation Kit kullanilarak gPCR ile yapildi. Di-
zileme igin lon PGM™ Hi-Q™ Sequencing Kit kullanildi.

Firma protokollerine uygun olarak; lon PGM™ dizileme
cihazinin klorid tablet ve 18 MQ su ile yikamalari, pH ka-
librasyonlari yapildi ve zenginlestirilmis Grinler ¢ipe (lon
318™ Chip v2) yuklenerek dizileme islemi yapildi. Dizile-
me sonrasinda Torrent server yaziimina aktarilan verile-
re ait BAM dosyalari, analiz icin lon Reporter yazilimina
aktanldi. Hedef bélgelere ve hotspot bdlgelere ait BED
dosyasi eklenerek ve gerekli parametreler énerilen aralik-
larda tutularak, lon Reporterda analiz akis semasi olustu-
ruldu. Her bir hasta, bu akig semasi ile analiz edildi. Her
hastada bulunan degisimler, filtrelere tabi tutularak birkag
asamada degerlendirildi. ik agsama filtreleme isleminde,
cerceve kaymasina, dur kodonu olusumuna veya amino-
asit degisimine yol acan degisimler listelendi. Fenotip ile
uyumlu bulgu elde edilemeyen olgularda ikinci asama
filtreleme ile kodlayan bélgeler, kirpilma bdlgeleri ve UTR
(untranslated regions) bdlgelerindeki sikhigr bilinmeyen
veya nadir (MAF<0.01) degisimler listelenerek incelendi.
Daha dnce tanimlanmamis degisimlerin in silico olarak

patolojik olup olmadigi, Mutation Taster, http://www.
mutationtaster.org/), Prediction of functional effects of
human nsSNPs (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)
ve Scale-invariant feature transform (http://sift.jcvi.org/)
veritabanlar kullanilarak degerlendirildi.

Sanger Dizileme

YND ile saptanan mutasyonlarin veya nadir / tanimlan-
mamig varyantlarin konfirmasyonu ve aile i¢i segregas-
yonu Sanger dizileme ile yapildi. Sanger dizileme igin
mutasyonlarin analiz edilmesine olanak saglayacak bdl-
geleri kapsayan &zgin ileri ve geri primerler tasarlandi.
Oligonukleotid sentezi ticari firmaya (Sentromer, istan-
bul/Tiirkiye) yaptirildi. Ozgiin ileri ve geri primerler ile
PZR reaksiyonu termal ddéngi cihazinda (MJ Research
PTC-200 ve DNA Engine-BIORAD-T100) gerceklestiril-
di. PZR Urlnlerinin saflagtirma islemi Exonuclease-I (Lo-
t:00173016-Thermo Scientific) enzimi ve Rapid Alkaline
Fosfataz (04898133001-Roche) enzimleri ile firma proto-
kollerine uygun olarak yapildi. PZR yontemi ile cogaltilan
ve ardindan saflastirilan amplikonlarin dizi analizi, ABI3500
otomatik sekiz kapillerli elektroforezinde (Applied Biosys-
tem) gerceklestirildi. Dizi reaksiyonu, bigdye® terminator
v3.1 cycle sequencing kit kullanilarak firma protokollerine
uygun sekilde yapild.

BULGULAR

Otuzyedi ailenin 48 etkilenmis olgusundan olusan se-
rimizde erkek/disi orani 1.3 (erkek:27, disi:21), ilk klinik

Sekil 1. Olgulara ait ylz ve ekstremite fotograflar. RID-1, RID-2, RID-5, RID-6.1 ve 6.2, Fanconi anemisi, radiyal 1gin
defektlerine eslik eden benzer fasiyal dismorfik bulgular (dar palpebral fissirler, midfasiyal hipoplazi, ince st dudak).
RID-3, CdLS ile uyumlu fasiyal dismorfik bulgular (kavsi belirgin kaglar, sinofiri, uzun ve diz filtrum, ince dudaklar).
RID-4, Roberts sendromu ile uyumlu yiz gérinimi (si§ orbitalar, belirgin gozler, hipoplastik ala naziler). RID-7,
Nager sendromu, tipik dismorfik bulgular (asagdi ¢ekik palpebral fissirler, alt géz kapak kenarlarinda dizensizlik ve
kirpik yoklugu, dustk ve displastik kulaklar, mikroretrognati) ve hipoplastik bagparmaklar. RID-8, Okihiro sendromu,
radiyal 1sin defektlerine eslik eden Duane anomalisi. RID-9, Holt-Oram sendromu, fasiyal dismorfizm yok, fasiyal
hemanjiyomlar ve radiyal isin defektleri izleniyor. RID-11, trizomi 18, fasiyal dismorfik bulgular (si§ orbitalar, kisa ve
dar palpebral fisstrler, tibdler burun, mikroretrognati, dustk kulaklar) ve ellerde sindaktili, hipoplastik bagparmaklar,
bilateral PEV nedeniyle alt ekstremiteler algida.
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Tablo 2. Mutasyon saptanan olgulara ait klinik bulgular, molekdler ve sitogenetik sonuglar

RID-1 RID-2 RID-3 RID-4 RID-5 RID-6.1 ve RID-6.2
Klinik Tani  Fanconi anemisi  Fanconi Cormnelia Roberts sendromu  Fanconi anemisi Fanconi anemisi
anemisi de Lange
sendromu
Akrabalik  1.5° kuzen evliligi 1° kuzen () 1° kuzen evliligi @) 1° kuzen evliligi
evliligi
Kaltim OR OR oD OR OR OR
Cinsiyet Erkek Erkek Disi Disi Disi Erkek, erkek
Yas 19/12 yas 8.5ay 33/12yas 14 ay 33/12yas 196/12yas, 138/12
yas
Ekstremite  Sag el bagpar- Bilateral radi-  Hipoplastik el  Hafif hipoplastik Bilateral radiyal hipopla- ~ RID-6.1: Bilateral
bulgulan ~ magdinda yal agenezi,  bagparmaklar el basparmaklar,  zi, el bagparmaklarinda opere preaksiyel
hipoplazi ve flek-  sagd elde El 5. parmak  Sagbagparmakta  agenezi polidaktili, sag el
siyon kisitliligy, bagparmak  klinodaktilisi  fleksiyon kisitliligy, bagparmagdinda hi-
proksimal agenezisi, (bilateral) Bilateral humer- poplazi ve fleksiyon
yerlesimlisolel  sol elde Ayaklarda oradiyal sinostoz kisithhg RID-6.2: Sol
bagparmagd, 2-3.  hipoplastik  2-3 arasi total elde opere preaksi-
ayak parmak- bagparmak  sindaktili yel polidaktili
larinda parsiyel
sindaktili
Ek Mikrosefali, Mikrosefali, Mikrosefali, Mikrosefali, Seyrek  Mikrosefali, blylme geril- RID-6.1: Blylime
bulgular  buyume geriligi, blyime Buyime saglar, Fasiyal igi, hidrosefali, multipl geriligi, strabismus,
multipl sttlG geriligi, fasiyal geriligi, dismorfizm sttll kahverengi lekler, nistagmus, bilateral
kahverengi dismorfizm PSMG, sirtta anal atrezi, at nali bobrek,  ptozis, mikropenis,
lekeler, fasiyal hirsutizm, biklspit aorta mikroorsidi, sag
dismorfizm, hipoplastik dig lomber bélgede
trombositopeni genitalya, fa- 2x3 cm sttl
siyal dismorfik kahverengi leke,
bulgular trombositopeni,
hafif anemi RID-
6.2: Multipl sttlt
kahverengi lekeler,
trombositopeni
Karyotip  46,XY 46,XY 46,XX 46,XY,PCD+ 46,XX 46,XY
Molekiler FANCA:c.894-  FANCA: NIPBL: ES- BRIP1:c.205+5G>Ta+c. FANCA: c.4261-
sonug 2A>G homozig- c894-2A>G  c6893G>A,  CO2c.1104_1105  761_764delAGCbA, 2A>C homozigot1
ot1 homozigot2  (p.Ar- insA, (Thr371 (p.Lys254Argfs*19)
g2298His) Asnfs*32) birlesik heterozigot1
heterozigot!  homozigot
Referans  Bilinen mutasyon Bilinen muta-  Bilinen muta-  Bilinen mutasyon  abilinen mutasyon (8, 11)  Bilinen mutasyon
7,8 syon (7, 8) syon (9) (10) b:yeni mutasyon (12)
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Tablo 2. Mutasyon saptanan olgulara ait klinik bulgular, molekdler ve sitogenetik sonuglar (devami)

RID-7 RID-8 RID-9 RID-10 RID-11
Klinik Tani Nager sendromu Okihiro sendromu  Holt-Oram sendromu  Holt-Oram Trizomi 18
sendromu
Akrabalik  1.5° kuzen evliligi () () ) )
Kaltim oD oD oD oD ()
Cinsiyet Disi Erkek Disi Disi Erkek
Yas 25ay 7 ay 47 ginlik 30yas 1ay
Ekstremite El bagparmaklannda Sadelde bagpar- ~ Sad elde trifalangeal  Her iki elde tenar ~ Her iki elde 3-4 arasi total, 1-2
bulgulan  hipoplazi ve fleksiy-  mak agenezisi, sol  bagparmak, sol el hipoplazi ve hafif  ve 4-5 arasi parsiyel sindaktili,
on kisithlig, bilateral elde 1-2 arasi total  bagparmak ve radius-  supinasyon kisitliligi  basparmaklarda hipoplazi,
PEV kutanéz sindaktili  ta hipoplazi bilateral PEV, ayaklarda 3-4 arasi
total sindaktili
Ek Mikrosefali, blytme Dig kulak yollarinda Muskuler VSD Sekun-  Opere VSD Benzer  Hipotoni, Skafosefali Pektus kar-
bulgular  geriligi, Pierre-Rob-  darlik, Duane dum ASD PDA etkilenmis aile bi-  inatus Korpus kallozum agenezi-
in sekansi, dig kulak  anomalisi, anal reyleri (Babasinda i, fasiyal dismorfik bulgular
yollarinda atrezi, stenoz ve anoku- bilateral bagpar-
fasiyal dismorfik tanoz fistll (opere) mak agenezisi, am-
bulgular +Benzer etkilen- casinda bagparmak
mis anne hipoplazisi, ba-
basinin amcasinda
bilateral radiyal
agenezi)
Karyotip  46,XX () 46,XX 46,XX,1(2;,12) 47 XY,+18
(931;524.3)
Molekiler SF3B4:c.1147delC  SALL4: ¢.2484 TBX5: c481A>C ) )
sonug (p.His383Metfs*75)  delG (p.Thr160Pro) hetero-
heterozigot3 (p.Phe829 zigot5
Leufs*27)
heterozigot4
Referans  Bilinen mutasyon Yeni mutasyon Yeni mutasyon

(13, 14)

PSMG: psikososyal motor gerilik, OR: otozomal resesif, OD: otozomal dominant, PEV: pes ekinovarus, VSD: ventrikiler septal defekt, ASD: atriyal septal defekt,

PDA: patent duktus arteriozus.

1:RID yeni nesil dizileme ile saptanan mutasyon, Sanger dizileme ile konfirme edildi.

2:Fanconi anemisi yeni nesil dizileme paneli Aimanya'da (Centogene AG, Schillingallee 68, 18057, Rostock) yapildh.
3:Sanger dizilemesi Almanya'da (Institut fiir Humangenetik, University Duisburg, Essen) yapildh.
4:Sanger dizilemesi Fransa'da (Laboratoire de Biochimie, Biologie Moleculaire, Hormonologie, Metabolisme-Nutrition, Oncologie, Centre de

Biologie et Pathologie-CHRU 59037 Lille Cedex) yapildi.
5:Hedefe yonelik (TBX5 geni) Sanger dizileme merkezimizde yapildi.

degerlendirmede ortalama yas 4.2 (aralik 3 giin-51 yas)
idi. Olgu grubunda bir indekste sitogenetik analizde
trizomi 18 ve bir ailede t(2;,12)(g31;g24.3) saptanmist.
Dort ailede ise iliskili genlerdeki (SF3B4, SALL4, TBXS5,
FANCA) mutasyonlar c¢alisma &ncesinde molekiler
analizlerle belirlenmisti. YND incelemesi ile 31 aile-
nin indeks olgularinin besinde, 4 farkli gende (FANCA,
NIPBL, ESCO2, BRIP1) 6 farkli mutasyon saptandi. So-
nug¢ olarak, RID nedeniyle degerlendirilen 37 ailenin
2'sinde (%5.4) kromozom anomalisi ve 9'unda (%24.3)
7 farkl gende (FANCA, NIPBL, ESCO2, BRIP1, SF3B4,

SALL4, TBX5) 9 farkli mutasyon saptandidi goésterildi
(Tablo 2). Mutasyonlardan ikisi yanlis anlamli, ¢t kirpil-
ma hatasina yol agmasi beklenen intronik bdlge ve dor-
di cerceve kaymasi mutasyonu idi. Bu mutasyonlardan
altisi daha énce tanimlanmis bilinen mutasyonlar iken
Ucl ilk kez bu ¢alismada tanimlanan yeni (novel) mutas-
yonlardi. Mutasyon saptanan olgulara ait klinik bulgular,
molekdiler ve sitogenetik sonuglar tablo 2'de, olgulara
ait fotograflar sekil 1'de gdsterilmektedir.

Klinik bulgular ve DEB testi ile Fanconi anemisi tanisi alan
RID-1 ailesinin indeks olgusunda FANCA geninde daha
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once tanimlanmig homozigot ¢.894-2A>G saptand (7, 8).
Bu mutasyon Sanger dizileme ile dogrulandi ve ayni degi-
simi anne ve babanin heterozigot olarak tagidiklan goste-
rildi. Benzer sekilde, Fanconi anemisi tanili RID-2 ailesinin
indeks olgusunda dis merkezde hedefe yonelik yeni nesil
dizileme ile incelemede (Fanconi anemisi paneli, Centoge-
ne/Almanya) FANCA geninde homozigot ¢.894-2A>G mu-
tasyonu, istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiltesi, Tibbi
Genetik Anabilim Dali Laboratuvarn’'nda Sanger dizileme
yontemiyle dodrulandi. Anne ve babanin ayni mutasyonu
heterozigot olarak tagidigi gosterildi.

CdLS klinik tanisi alan RID-3 ailesinin indeks olgusunda
NIPBL geninde daha 6nce CdLS ile iliskisi gosterilmis c.
6893G>A (p.Arg2298His) mutasyonu heterozigot olarak
saptandi (9) ve Sanger dizileme ile dogrulandi, saglikh
anne ile babanin bu mutasyonu tasimadiklar gosterile-
rek gonadal mozaisizm diglanamamakla birlikte de novo
olustugu belirlendi.

Aile RID-4'den klinik ve sitogenetik bulgular (kromozom-
larda erken sentromer ayrismasi) ile Roberts sendromu
kesin tanisi alan indeks olguda ESCOZ2 geninde daha
once bildirilmis ¢.1104_1105insA (p.T371Nfs*32) mutas-
yonu homozigot olarak saptandi (10). Sanger dizileme
ile dogrulanan mutasyonu anne ve babanin heterozigot
olarak tagidiklari gdsterildi.

Fanconi anemisi tanili RID-5 ailesinin indeksinde, BRIP1
geninde daha &nce tanimlanmig ¢.205+5G>T mutasyonu
heterozigot ve ayrica c.761_764delAGCA (p.K254Rfs*19)
varyanti saptandh. (8, 11). ilk kez bu calismada gésterilen
dért nikleotidlik delesyon sonucu ile cerceve kaymasina
yol agan ¢.761_764delAGCA varyantinin patolojik olma-
si beklenmektedir. Her iki mutasyon Sanger dizileme ile
dogrulandi. Ebeveynlerde analiz ile ¢.205+5G>T mutas-
yonunun paternal, ¢.761_764delAGCA mutasyonunun
maternal kaynakl oldugu gdsterilerek, olgunun birlesik
heterozigot oldugu kesinlik kazandi.

RID-6 ailesinden, Fanconi anemisi tanili iki kardesten biri
olan RID-6.2'de, FANCA geninde homozigot c.4261-
2A>C mutasyonu saptandi. Kirpilma hatasina yol agmasi
beklenen bu mutasyon, daha 6nce bildirilmisti(12). San-
ger dizileme ile etkilenmis kardesin (olgu RID-6.1) ayni
mutasyonu homozigot, anne ve babanin heterozigot ola-
rak tasidigi gosterildi.

Aile RID-7'den Nager sendromu klinik tanili indeks olgu
ve anne-babasina ait EDTA'li kanlar, molekiler analiz icin
arastirma kapsaminda yurtdisina (Dagmar Wieczorek, Ins-
titut fir Humangenetik, University Duisburg, Essen, Ger-
many) gonderilmis ve indeks olguda, Nager sendromu ile
iligkili SF3B4 geninin 6. ekzonunda, daha énce bildiriimis,
cerceve kaymasina yol agan c.1147delC (p.H383Mfs*75)
mutasyonu heterozigot tasidigi saptanmusti (13, 14). Ayni
mutasyonun anne ve babada olmadigi ve mutasyonun
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gonadal mozaisizm diglanamasa da de novo olustugu
gosterildi.

Aile RID-8'den benzer etkilenmis anne ve ogluna ait DNA
ornekleri, TBX5 molekiler analizi i¢in yurt disina (Labo-
ratoire de Biochimie, Biologie Moleculaire, Hormono-
logie, Metabolisme-Nutrition, Oncologie, Centre de
Biologie et Pathologie-CHRU 59037 Lille Cedex, Fransa)
gonderilmisti. TBX5 geninde dizi analizi ve MLPA ile mu-
tasyon saptanmamisti. Olgularda ayirici tanida yer alan
Okihiro sendromu igin SALL4 dizi analizi ile heterozigot
€.2484delG (p.Phe829Leufs*27) mutasyonu saptanmisti.
Mutasyon, daha dnce literatiirde bildirilmemisti, ancak
cerceve kaymasina yol agan bir degdisim olmasi nedeniy-
le patolojik olarak degerlendirildi. Molekiler sonuglar
isiginda tekrar degerlendirilen olgularin her ikisinde de
Duane anomalisi saptandi. Her iki olguda Okihiro sendro-
mu ile uyumlu dis kulak yolunda darlik ve etkilenmis erkek
cocukta anal stenoz saptanarak anne ve oglunda Okihiro
sendromu (Duane-radial ray syndrome- DRRS) tanisi ke-
sinlesti. Olasi renal anomaliler agisindan yapilan renal ult-
rasonografi incelemesinde patoloji saptanmad.

RID- 9 ailesinden Holt-Oram sendromu klinik tanili indeks
olguda TBX5 geninin kodlayan bdlgeleri, intron ve ek-
zon sinir bolgeleri Sanger yontemiyle dizilendi ve ekzon
5'te daha 6nce literatirde tanimlanmamis heterozigot
c481A>C degisimi saptandi. Bagimsiz drek tekrarinda
ayni degisim gozlendi ve olasi tag polimeraz hatasi diglan-
di. Anne ve babanin bu degisimi tagimadiklan gdsterildi.
TBX5 geninde saptanan c.481A>C degisimi, protein zin-
cirinde, 160. kodondan kodlanan “yiikstiz polar hidroksil
grubu” olan treonini, “nonpolar” proline dénlstirmekte-
dir(p.Thr160Pro). Degisimin olustugu bélge, TBX5 geninin
kodladigi T-box transkripsiyon faktérindin, transkripsiyonel
dlzenlenmesinde énemli olan ve DNA bagdlanma 6zelligi
gosteren T-box domaini'nde yer almaktadir. Yanlis anlamli
degisimlerin patolojik olup olmadigini degerlendiren inte-
raktif web tabanli Mutation Taster programi, bu degisimin
>% 99,9 patolojik bir mutasyon oldugu tahminini verdi. Bu
nedenle, olguda saptanan c.481A>C degisimi, Holt-Oram
sendromu ile iliskili bir mutasyon olarak degerlendirildi.

RID-10 ailesinde Holt-Oram sendromu klinik tanili indeks
olgunun degerlendirilmesi sirasinda annenin 28 hafta-
Ik gebeligi mevcuttu. Antenatal ultrasonda fetusta her
iki ©n kolda tek kemik, sag elinde basparmak agenezi-
si, kalpte inlet tipi VSD ve tek umbilikal arter bulgulan
saptandi. Amniyosentez ile elde edilen fetal hicrelerin
karyotip analizinde gorinirde dengeli bir resiprokal
translokasyon (46,XY,t(2;12)(931;924.3)) saptandi. Trans-
lokasyona katilan kromozomlardan 12. kromozomun ki-
rik noktasi, TBX5 geninin bulundugu lokustan (12g24.21)
gegmekteydi. Kirk noktasinin, TBX5 geninin yapisini bo-
zarak Holt-Oram sendromuna yol acabilecedi diistinildi.
Etkilenmis olgunun da fetustaki dengeli translokasyonu
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Sekil 2. a-g. Aile RID-10. (a). indeks olgu (IV-4), (b). etkilenmis annede bilateral tenar hipoplazi ve proksimal yerlesimli
bagparmaklar, (c) ve (d). etkilenmis annenin babasi (llI-2), bilateral bagparmak agenezisi, (e) ve (f). etkilenmis annenin
amcasi (I11-4), pektus ekskavatus ve bilateral hipoplastik el bagparmaklari, (g). aile agaci.

tasidigr gosterildi. Gebeligin terminasyonu segenegini
aile kabul etmedi. Dogan erkek bebegin postnatal 12.
glinde 8ldigu dgrenildi. Oli bebegdin postmortem mu-
ayenesi aile izin vermediginden yapilamadi. Olgunun esi
ve saglikli oglunun kromozom analizi normal sonugland.
Etkilenmis olguda array-CGH analizinde herhangi bir kro-
mozomal kopya sayisi degisikligi saptanmadi. Aile agaci
genisletildiginde toplam 9 etkilenmis birey oldugu belir-
lendi (sekil-2). Bu olgulardan V-4 ve V-3'te ek olarak kalp
anomalileri mevcuttu.

RID-11 ailesinde indeks olguda dismorfik bulgulara eglik
eden hipotoni ve ekstremite anomalileri nedeniyle ayirici
tanida kromozom anomalileri (6zellikle trizomi 18) diisinl-
dui ve sitogenetik analizde trizomi 18 tanisi kesinlik kazand.

TARTISMA

RID, Ust ekstremitelerin preaksiyel kisimlarini (radius, ska-
foid ve trapezium kemigi, bagparmadga ait metakarp ve fa-
lanks yapilan) tutan gelisimsel defektlerle karakterizedir ve
basparmak hipoplazisinden, radius ve bagparmagin yoklu-
Juna kadar degisen agirlikta gozlenebilmektedir (15). Ust
ekstremitenin en sik gdzlenen konjenital anomalileri olan
RID, izole ya da sendromik olabilir. izole RID, olgularin %
8-30'unu olugturmaktadir (16, 17). RID, ¢ogunlukla eslik
eden bir ya da daha fazla major anomali ile birlikte goz-
lenmekte, 6zellikle bilateral RID olgularinda perinatal 8lim
orani %35 gibi yUksek oranda olabilmektedir (4, 17).

RID'in yaklasik Ggte ikisinin sendromik olmasi ve siklik-
la kardiyolojik, hematolojik, Grogenital ve/veya sindirim
sistemi anomalileri ile birlikte gbzlenmesi (18) nedeniy-
le, bu olgularin dogru klinik ve molekiler tani almasi,
olgularin izlemi agisindan dnemlidir. Ayrica, RID ile iligkili
bircok sendromun ortak klinik bulgular géstermesi, &zel-
likle antenatal dénemde saptanan RID'de hasta yoneti-
mi agisindan zorluklara yol agabilmektedir. Bu nedenle
klinik taninin molekdler tani ile dogrulanmasinin énemi
bayuktdr.

RID iligkili genlerin blyUk ve ¢ok sayida olmasi, ayrica mu-
tasyonlarin heterojen dagilimi molekdiler genetik analiz-
leri zorlagtirmakta ve maliyeti arttirmaktaydi. Bu nedenle
molekdiler analizleri hizlandirmak ve ekonomik agidan uy-
gun hale getirmek amaciyla YND teknolojisi icin “radiyal
1sin defekti sendromlan” paneli olusturuldu. Hazirlanan
panelin, tlkemizde RID ve iliskili sendromlarin tanisinda
etkinligini, RID sendromlari ile iliskili gen/ler ve 6zglin mu-
tasyon/lan arastirmak, ayrica herhangi bir mutasyon sap-
tanmayan olgularin DNA 6rneklerinin bir sonraki asamada
tim ekzom veya tim genom dizileme caligmalari igin ban-
kalanarak dnemli bir kaynak olusturmasi 6ngorildi.

Serimizdeki 37 ailenin 2'sinde kromozom analizi (%5,4),
4'inde ise 6zgln klinik taninin yénlendirmesi ile hedef
genlerde yapilan molekiler analizlerle (%10,8) tani konula-
bilmisti. Diger 31 ailenin indeks olgular YND paneli ile in-
celendiginde tani orani %16 (5 aileden 5 olgu) olarak ger-
ceklesti, boylece tim serideki tani orani %29,7 ye ulasti.

YND paneliile tani alan olgularin t¢linde, Fanconi anemisi
ile iliskili FANCA (n:2) ve BRIP1 (n:1) genlerinde, bir olguda
CdLS ile iligkili NIPBL geninde ve bir olguda ise Roberts
sendromu ile iliskili ESCO2 geninde mutasyon saptandi.
Bu sendromlarin klinik olarak taninabilen 6zgiin sendrom-
lar olmasi nedeniyle iliskili genlerin Sanger teknigi ile in-
celenmesi dustnllebilirdi, ancak genlerin blyik olmasi ve
CdLS ve Fanconi anemisi ile iligkili birden fazla gen olmasi
nedeniyle YND yontemi bu olgularin molekiler analizle-
rinde zaman ve maliyet acisindan daha etkin olmaktadir.
Ayrica, ortak klinik bulgular gésteren RID iliskili sendrom-
larin klinik ayinci tanisinda guglikler yasanabilmesi, bircok
sendrom ile iligkili genlerin es zamanli molekiler analizine
olanak tanimasi nedeniyle YND teknigini Sanger dizileme-
ye gore daha avantajli bir ydntem haline getirmektedir.

Fanconi anemisi ile iligkili 21 gen (OMIM #227650) ta-
nimlanmistir. Fanconi anemili olgularda en sik FANCA
geninde (~% 60) mutasyon saptanirken, olgularin yal-
nizca %2’ sinde BRIPT geni mutasyonlar bildirilmekte-
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dir (19). Bizim ¢alismamizda ise Fanconi anemisi kesin
tanili 4 ailenin 3'Gnde (%75) FANCA geninde, 1 ailede
(%25) BRIP1 geninde mutasyon saptanmis olmasi Glke-
mizdeki Fanconi anemisi ile iliskili genlerin siklik sirala-
masinin yapilmasina olgu sayisinin azligi nedeniyle katki
saglayamamaktadir. Ancak, BRIPT geninde mutasyon
saptanan ailede (RID-5) ebeveynler arasinda akraba ev-
liligi olmamasi ve etkilenmis olguda birlesik heterozigot
mutasyon saptanmasi, BRIPT mutasyon tastyicihgimm
Ulkemizde Avrupa toplumlarina gére daha sik gozlene-
bilecegdini ve molekiler tanili Fanconi sendromlu olgu
sayisinin arttidi durumda Ulkemizdeki Fanconi anemisi
ile iligkili genlerin siklik siralamasinin farkl olabilecegi-
ne isaret etmektedir.

FANCA geninde mutasyon saptanan 3 farkli aileden (4
birey) ikisinde ¢.894-2A>G mutasyonu, digerinde ise (iki
kardes) c.4261-2A>C homozigot mutasyonu saptand.
Her iki mutasyon da FANCA geninde kirpilma hatasina yol
acan ve daha 6nce Fanconi anemili olgularda bildirilmis
mutasyonlardi (7, 8, 12). Calismamizda, FANCA geninde
saptanan ¢.4261-2A>C mutasyonunun FANCA geninde
42. intronun kirpilmamasina yol acan patolojik bir degi-
sim oldudu, cDNA dizeyinde yapilan ¢aligmalarla gds-
terilmistir (12). Ayni ¢alismada, ¢.4261-2A>C mutasyonu
saptanan ayni aileden etkilenmis l¢ olgunun lglinde de
hipoplastik el basparmaklan, ikisinde mikrosefali, men-
tal retardasyon ve isitme kaybi ve iki olguda da bdbrek
anomalisi (unilateral renal agenezi/pelvik ektopik bébrek)
saptanmustir. Ayrica bu olgularda ortalama 8.5 yasinda
kemik iligi yetmezligi ve iki olguda ise sirasiyla 26 ve 30
yaslarinda yassi hiicreli deri kanseri geligmistir. Bizim ¢a-
lismamizda ayni mutasyonu tagiyan etkilenmis iki kardes
(RID-6.1 ve RID-6.2) olguda ise klinik bulgular daha hafifti.
Her iki olguda da bagparmak anomalisi mevcuttu. Ancak
boébrek anomalisi, mikrosefali, mental retardasyon ve isit-
me kaybi bulgular yoktu. En son 19 yas 6 aylik (RID-6.1)
ve 13 yas 8 aylikken (RID-6.2) degerlendirilen iki olguda
belirgin bir transflizyon gereksinimi olugmamisti, kemik
iligi naklini gerektirecek dizeyde kemik iligi yetmezligi
ve malignite gelismemisti. Ancak olgularimiza malignite
acisindan izlem onerilmisti (12). FANCA geninde prote-
in UrGnindn hi¢ olusmamasina yol acan homozigot null
mutasyonlarin, anormal protein Urlnlerine yol agan mu-
tasyonlara kiyasla daha erken yasta anemi gelismesine ve
daha yiksek malignite insidansina neden oldugu gdste-
rilmistir (20). Olgularimizdaki FANCA ¢.4261-2A>C mu-
tasyonunun, kirpilma hatasina yol agarak anormal protein
Urdndnin olugmasina neden oldugu gbz éniinde bulun-
duruldugunda, daha hafif bir fenotipin gézlenmesi litera-
turle uyumlu bir bulgudur. Bu mutasyon, literatiirde sade-
ce bir Arap ailesinden etkilenmis ¢ olguda bildirilmistir
(12) ve bu nedenle, mutasyon &zelinde genotip-fenotip
korelasyonu yapmak icin olgu sayisinin yetersiz oldugunu
distinmekteyiz. Fanconi anemisi molekiler etyopatoge-
nezi ve genotip-fenotip korelasyonu calismalari ile bu
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konu daha fazla aydinlatildiginda, hastalarin prenatal ve
postnatal yénetimlerinde daha etkin olunacaktir.

Fanconi anemisi ile iligkili genlerden BRIPT (FANCJ) (11, 21,
22) geninin 6nemli DNA tamir yolaklarindan biri olan FA-yo-
laginda yer aldidi ve monoubikuitine-FANCD2'nin BRCA1
ile etkilegimi icin gerekli olan bir helikaz geni oldugu gos-
terilmistir (23, 24). Biallelik mutasyonlan Fanconi anemisi ile
iliskili olan BRIP1'in, monoallelik mutasyonlarinin ise meme
kanserine yatkinlik ile iligkili oldugu gésterilmistir (25).

BRIP1 mutasyonu taglyan Fanconi anemili olgularda genel-
likle agir fiziksel anomaliler gozlenmekte ve ortalama 4-5
yaslarinda kemik iligi yetmezligi gelismektedir (21). Tum
olgularda biytime gerilidi ile RID ve bazi olgularda ek ola-
rak Urogenital, kardiyovaskiler, iskelet anomalileri, hidro-
sefali, yarik damak, mikroftalmi, psikomotor gerilik gibi ek
bulgular gézlenmistir (21). Calismamizda, BRIPT geninde
birlesik heterozigot mutasyon saptadigimiz olguda (RID-5),
literatlrdeki olgular ile uyumlu olarak agir blyuime geriligi,
mikrosefali, bilateral RID, anal atrezi, at nali bébrek ve hid-
rosefali gibi majér anomaliler mevcuttu (21). BRIPT genin-
de saptanan iki farkli heterozigot degisimden ¢.205+5G>T
mutasyonu daha dnce Fanconi anemisi ile iliskili bir mutas-
yon olarak tanimlanmigtir (8, 11). Bu mutasyonun, kirpilma
hatasina yol acarak, BRIP1'in helikaz motif | bolgesini kod-
layan 3. ekzonunun delesyonuna yol a¢tigi, cDNA dize-
yinde gdsterilmistir (11). Bu ailede saptanan c.761_764de-
IAGCA degisimi ise daha dnce literatiirde bildirilmemistir.
Ancak bu degisimin, protein diizeyinde 254. kodonda lizin
yerine arjinin gelmesine, cerceve kaymasina ve ardigik 19.
kodonda dur sifresi olusturarak protein trunkasyonuna yol
agmasi beklendiginden (p.K254Rfs*19) patojenik bir degdi-
sim olarak degerlendirildi.

Cornelia de Lange sendromu klinik tanili olgu RID-3'te
saptanan NIPBL genindeki c. 6893G>A (p.Arg2298His)
yanlis anlamli mutasyonu, daha énce CdLS olgularinda
bildirilmistir (9). Ayrica, NIPBL geninde yanlis anlaml mu-
tasyon saptanan olgularda, diger mutasyon tiplerine (cer-
ceve kaymasi, anlamsiz veya kirpilma hatasina yol acan
mutasyonlar) gére fenotipin daha hafif oldugdu, 6zellikle
ekstremite anomalileri ve psikomotor gerilik bulgularin-
da bu farkin daha belirgin oldugu bildirilmistir (9). Bizim
olgumuzda da literatirle uyumlu olarak ekstremite ano-
malileri daha hafif ve psikomotor gerilik orta dizeyde idi.

Klinik olarak Roberts sendromu tanisi alan ve sitogenetik
analiz ile erken sentromer ayrigmasi gdsterilerek, tanisi
kesinlesen olguda (RID-4) YND ile ESCO2 geninde ho-
mozigot ¢.1104_1105insA degisimi saptanmisti. Peptid
zincirinde 371. kodondaki treonin aminoasidinin yerine
asparajinin gelmesine ve ardigik 32 kodon sonra cerceve
kaymasi (p. T371Nfs*32) ile dur kodonuna neden olan de-
Jisim, daha dnce bildirilmis Roberts sendromu ile iligkili
bir mutasyondu (10). Roberts sendromu’nda genotip-fe-
notip korelasyonu yapilamamaktadir. ESCO2 genindeki
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mutasyonlarin yeri ve/veya tipi ile klinik fenotip arasinda
bir baglant kurulamamakta, hatta ayni ailede ayni mutas-
yonu taslyan bireyler arasinda bile belirgin klinik farkliliklar
gozlenebilmektedir (26, 27). Bizim olgumuzda da ESCO2
geninde homozigot ¢ergeve kaymasina yol acan bir mutas-
yon saptanmasina ragmen, klinik bulgular oldukca hafifti.

Nager sendromu klinik tanil olgu RID-7'de, SF3B4 geninde
saptanan c¢.1147delC mutasyonu, protein diizeyinde 383.
pozisyondaki histidin aminoasidinin yerine metiyoninin
gelmesine ve sonraki 75 aminoasidin degismesine neden
olan gerceve kaymasina yol agmaktadir (p.H383M{s*75). Bu
mutasyon, daha dnceki ¢alismalarda Nager sendromu ile
iligkili bir mutasyon olarak bildirilmistir (13, 14). Literatirde
olgumuz ile ayni mutasyonu tasiyan iki olgudan birinde ek
olarak konjenital diafragma hernisi, mikrosefali ve SGA do-
Jum Bykist mevcuttu ve dogum sirasinda kaybedilmisti
(14). iki yasindayken tani alan diger olguda ise, psikomotor
gerilik saptanmusti (13). Ayrica, her iki olguda radius ve bas-
parmak aplazilerini iceren adir RID mevcuttu. Bizim olgu-
muzun ise dogum boy, tarti ve bas ¢evresi normaldi. Radi-
yal isin defektleri (hipoplastik ve ankiloze el bagparmaklari)
daha hafifti. Ancak, iki buguk aylik muayenesinde blyime
geriligi ve mikrosefali saptanan olgu 5 aylikken solunum
yetmezligi nedeniyle kaybedildi. Olgumuzda saptanan
¢.1147delC mutasyonunun daha agdir bir fenotiple iliskili
olabilecegi disunilebilir. Ancak olgu sayisinin sinirli sayi-
da olmasi nedeniyle, bu konuda kesin bir kanaate varmak
glgtur, yeni olgularin tanimlanmasi ile bu gérisin destek-
lenmesi gerekmektedir.

DRRS (Duane-Radial Ray syndrome, Okihiro sendromu),
RID ve Duane anomalisi ile karakterizedir ve Holt-Oram
sendromu’nun ayirici tanilan arasinda yer alr. Her iki
sendromda da radiyal 1sin defektlerine eslik eden kalp
anomalileri gézlenir. Ancak DRRS'de farkli olarak Duane
anomalisi, Urogenital anomaliler ve nadiren gastrointes-
tinal anomaliler (Hirschsprung hastaligi) de gozlenebilir.
Holt-Oram sendromu klinik én tanisi alan ve TBX5 genin-
de mutasyon saptanmayan bazi olgularda SALL4 genin-
de mutasyon saptanmasi, bu sonug Uzerine tekrar deger-
lendirilen olgularin cogunda Duane anomalisi veya renal
anomalilerin varligi ile taninin DRRS ile uyumlulugu mo-
lekiler analizlerin tanidaki dnemini gdstermektedir (28,
29). RID- 8 ailesinden etkilenmis her iki olgu ilk asamada
Holt-Oram sendromu klinik tanisi almig, TBX5 geninde
mutasyon saptanmayinca SALL4 geninde heterozigot c.
2484delG (p.Phe829Leufs*27) mutasyonu gdsterilmesiyle
klinik tani DRRS olarak kesinlesmis oldu. Klinik agidan her
iki olgu yeniden degerlendirildiginde, DRRS ile uyumlu
bulgularin varligi gozlendi. Olgularmiz ve literatirdeki
benzer olgular, RID ve/veya kalp anomalileri varligi ile de-
Jerlendirilen olgularin ayirici tanisinda Holt-Oram send-
romu ile birlikte DRRS'nin de mutlaka yer almasi, olgula-
nn Duane anomalisi ve Urogenital anomaliler acisindan
degerlendirilmesi gerektigine isaret etmektedir.

RID ile iliskili en sik gézlenen sendrom Holt-Oram sendro-
mu’dur (30). Holt-Oram sendromu icin kesin tani kriterleri;
olguda veya aile dykiUsiinde kardiyak septal defektler (ASD,
VSD) ve/veya kardiyak ileti defektlerine eslik eden RID ola-
rak tanimlanmistir ve bu tani kriterlerini karsilayan olgularin
%74'inde, TBX5 geninde mutasyon saptandigi (31) bildiril-
migse de bazi ¢alismalar TBX5 geninde mutasyon saptama
oranini %22-35 arasinda vermektedir (28, 32, 33). Bizim ca-
lismamizda da Holt-Oram sendromu kesin tani kriterlerini
karsilayan biri ailevi olmak Uzere 7 olgunun sadece ikisinde
(~%29) TBX5 geni ile iligkili mutasyon gosterilmesi literatir
ile uyumlu idi. Bu durum, Holt-Oram sendromu’nun gene-
tik heterojenitesini, sendrom ile iliskili olasi tanimlanmamig
yeni gen/genlerin varligini diistindirmektedir. Holt-Oram
sendromlu iki aileden birinde (RID-9) TBX5 geninde daha
once tanimlanmamis c.481A>C degisimi saptanirken, di-
ger olguda (ailevi, RID-10) TBX5 lokusundan gegen (12g24)
dengeli resiprokal bir translokasyon varligi saptanmist.
TBX5 geninde saptanan c.481A>C degisimi, protein zin-
cirinde, 160. kodondan kodlanan “ylkstz polar hidroksil
grubu” olan treonini, "nonpolar” proline dénistirmektedir
(p-Thr160Pro). TBX5 geninde saptanan mutasyonlarin bi-
yik cogunlugu 55-237. aminoasitler arasinda yer alan, ileri
derecede korunmus bir bélge olan ve DNA baglanma &zel-
ligi gdsteren T-box domaininde gdzlenmektedir (33). Olgu-
muzda saptanan c.481A>C degisimi de bu bdlgede bulun-
maktadir. Ayrica, yanhs anlamli degisimlerin patolojik olup
olmadigini dederlendiren interaktif web tabanli Mutation
Taster programina gore, bu degdisim >%99.9 patolojik bir
mutasyon olarak dederlendirilmektedir. Bu nedenle, olgu-
da saptanan c.481A>C degisimi, Holt-Oram sendromu ile
iliskili yeni bir mutasyon olarak degerlendirilmistir. RID-10
ailesinde ise, etkilenmis anne ve oglunda, 2 ve 12. kromo-
zomlar arasinda kink noktalarindan biri TBX5 lokusundan
(12924) gegen dengeli resiprokal bir translokasyon saptan-
di. Etkilenmis diger aile bireyleri kromozom analizinin yapil-
masina izin vermediginden aile i¢i segregasyon gosterile-
medi. Holt-Oram sendromlu olgularda 12924 lokusundan
gegen kromozomal yeniden diizenlenmeler ender de olsa
bildirilmistir ve sendrom-TBX5 geni iliskisi ilk kez, benzer bir
translokasyon tasiyan olguda tanimlanmistir (34, 35). Oto-
zomal dominant ya da X'e bagl kaltimli tek gen sendrom-
larinda kromozomal yeniden diizenlenmeler iliskili geni/leri
heniz bilinmeyen sendromlarda, genlerin lokalizasyonlari-
nin belirlenmesine olanak saglamaktadir. Benzeri kromo-
zomal yeniden dizenlenmelerin, genlerde yikima (giduk
protein kodlanmasi ile) yol actigi kabul edilmektedir. Bu
bulgu, otozomal dominant hastaliklarda, iliskili gende mu-
tasyon saptanmadidi durumda, kromozom anomalilerinin
de etyopatogenezden sorumlu olabilecegini gostermesi
agisindan c¢ok anlamli bir drnek olugturmaktadir.

RID ile giden 14 farkli fenotip ile iligkili 43 genin YND yon-
temi ile analiz edildigi calismamizda, 26 olguda mutasyon
saptanmadi. Mutasyon saptanmayan olgular klinik bulgu-
lar agisindan degerlendirildiginde; 4 olgu VACTERL bir-
likteligi ile uyumlu bulundu. VACTERL birlikteligi, verteb-
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ral anomaliler, anal atrezi, trakeo-6zofageal fistil, renal
anomaliler ve ekstremite anomalilerinin rastgele olmayan
birliktelikleri ile karakterizedir. VACTERL klinik tanisi igin
bes bulgudan en az lGg¢linliin olmasi ve fenotipin baska
sendromlarla uyumlu olmamasi gerekir (36). Hilger ve ark.
(2015), siliyopati ile iligkili 25 aday genin hedefe yonelik
YND ile yaptiklari calismada, 4 olguda ZIC3 geninde, 1 ol-
guda ise FOXFT geninde mutasyon saptamistir. Gelisimin
erken evrelerinde fare embriyolarindaki calismalar, VAC-
TERL birlikteliginde etkilenen organlarla uyumlu olarak
presomitik mezoderm ve ekstremiteler, 6zofagus, trakea,
vertebral, anal ve genital tiberkil dokularinda Zic3 ve
Foxf1'in ifade edildigini géstermistir (37). Bu iki gen YND
panelimizi tasarladigimiz 2014 yilinda heniz bilinmedi-
ginden panelde yer almamaktadir. Bir sonraki asamada,
olgu serimizde yer alan VACTERL birlikteligi ile uyumlu 4
olguda ZIC3ve FOXF1 genleri dizi analizi tamamlanabilir.
Bu iki gendeki mutasyonlarin VACTERL ile iliskisi protein
dizeyinde yapilacak c¢alismalarla kesinlik kazandiginda
ise RID ile giden sendromlar icin tasarlanan gen panelimi-
ze ZIC3 ve FOXF1 genlerinin de eklenmesi, bu gruptaki
olgularin molekdiler tanisina katki saglayabilir.

Serimizde yer alan olgulardan biri RID'a eslik eden konje-
nital kalp anomalileri, vertebral anomaliler, fasiyal asimetri
ve preaurikiler deri uzantisi bulgulari ile klinik olarak okd-
lo-aurikilo-vertebral spektrum (hemifasiyal mikrozomi,
Goldenhar sendromu, OMIM %164210) fenotipi ile uyumlu
bulundu. Goldenhar sendromu ile iliskili bir gen henliz ta-
nimlanmamistir. Bu ¢alisma kapsaminda incelenen genler-
de olgumuzda da herhangi bir mutasyon saptanamad..

RID'a eslik eden ek malformasyonlarnn gézlendigi 13 ol-
gumuzda ise 6zgln klinik tanimiz yoktu ve YND panelin-
de mutasyon saptanmad.

Ozetle, calismamizda yer alan 37 aileden etkilenmis 48
olgu klinik ve molekiler/sitogenetik bulgular esliginde
degerlendirildiginde; 37 aileden 11 ailede klinik tani, la-
boratuvar bulgularn (molekiler/sitogenetik) ile desteklen-
di (tablo-2). Bu 11 aileden 6 olgu Fanconi anemisi, 2 olgu
Holt-Oram sendromu, 1 olgu Okihiro sendromu, 1 olgu
Cornelia de Lange sendromu, 1 olgu Roberts sendromu,
1 olgu Nager sendromu ve 1 olgu trizomi 18 tanisi aldi. Bu
olgular igerisinde, daha dnce molekiler/sitogenetik tani
almamig olan 5 aileden 5 indeks olgu, RID ile giden send-
romlar icin tasarladigimiz yeni nesil dizileme paneli ile mo-
lekiler tani aldi. Mutasyon saptanmayan 26 indeks olgu
klinik bulgulari ile degerlendirildiginde; 5 olgu Holt-Oram
sendromu ile, 4 olgu VACTERL birlikteligi ile, 1 olgu Gol-
denhar sendromu ile, 1 olgu ise CdLS ile uyumluydu. iki
olgu ise izole RID olarak degerlendirildi. Klinik olarak bili-
nen bir sendromla uyumlu bulunmayan 13 RID olgusunda
molekiler analiz ile mutasyon saptanmadidi icin bilinen
gen mutasyonlari iligkili sendromlar diglanmig oldu.

Olgu serimizde RID ile giden sendromlar icerisinde en sik
Holt-Oram sendromu, Fanconi anemisi ve VACTERL bir-

likteligi gdzlenmekteydi. Mutasyon saptanmayan olgular,
RID ile giden sendromlarla iliskili yeni genlerin arastiri-
lacagi ileri molekiler arastirmalar icin degerli bir kohort
olusturmaktadir.
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