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OZET

Gil E. (2013). Cohen Sendromu Klinik Tanisi Almig Hastalarda Tim Ekzom
Dizilemeyle Bilinen ve Yeni Mutasyonlarn Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Istanbul.

Cohen sendromu (CS; MIM #216550) klinik tablonun olduk¢a degisken oldugu, mental
retardasyon, postnatal mikrosefali, fasiyel dismorfizm, trunkal obezite, eklem laksitesi,
pigmenter retinopati/miyopi ve ndtropeniyle karakterize nadir goriilen otozomal resesif
bir hastaliktir. Hastalarin ¢ogunlugu Finlandiya’dan bildirilmekle birlikte etnik olarak
farkli kokenlerden olan hastalarda COH1 (VPS13B) gen mutasyonlarinin hastaliga
neden oldugu gosterilmistir. Finli hastalarda founder mutasyona bagli olarak homojen
bir fenotip gozlenirken, diger kohortlarda klinik spektrum ¢ok genistir ve gen {izerinde
100’den fazla mutasyon bildirilmistir. Klinik olarak Cohen tanist alan hastalarin biiyiik
kisminda COH1’de homozigot ya da birlesik heterozigot mutasyonlar bulunmakla
beraber bazi hastalarda sadece heterozigot mutasyon bildirilmis ya da mutasyon
bulunamamistir. Hastalarin ¢ogunda terminasyon mutasyonlar1 goriiliir, missense
mutasyonlar ya da biiyiik delesyonlar daha nadirdir. Bu ¢aligmada Cohen Sendromu
klinik tanisi almis, daha 6nce COH1 geninde sanger dizileme ile mutasyon bulunmayan
4 aileden 7 hasta dahil olmak {izere toplam 7 aileden 12 hastada ekzom dizileme
yapilmistir. Tiim ekzom dizilemeyi takiben sanger dizileme, COH1 geninde bilinen ya
da yeni mutasyonlarin tanimlanmasi ve konfirme edilmesi yani sira “Cohen-benzeri”
fenotipe neden olabilecek aday genleri belirlemek amaciyla kullanilmigtir. COH1
geninde bir hastada daha oOnce bildirilmis homozigot nonsense mutasyon ve iki
etkilenmis kardeste ise yeni bir homozigot splice site mutasyonu tespit edilmistir. Diger
hastalarda COH1’de homozigot, heterozigot ya da birlesik heterozigot mutasyon
bulunamamistir. Bu hastalardan bazilari igin fenotipe etkisi olabilecek olasi aday gen
varyantlar1 belirlenmekle birlikte, bunlardan hicbiri aileler arasinda ortak degildi.
Verilerimiz Tirkiyeli Cohen ya da Cohen-benzeri hastalarda klinik ve genetik

heterojeniteyi ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Cohen Sendromu, COH1, VPS13B, mutasyon, ekzom, genetik

heterojenite
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ABSTRACT

Gil E. (2013). Investigation of Known and Novel Mutations By Exome Sequencing In
Patients with Cohen Syndrome. Istanbul University, Institute of Health Science,
Depermants of Genetics. Master Thesis. Istanbul.

Cohen syndrome (CS; MIM #216550) is a rare autosomal recessive disorder with
variability in the clinical manifestations, characterised by mental retardation, postnatal
microcephaly, facial dysmorphism, truncal obesity, joint hypermobility pigmentary
retinopathy, myopia, and intermittent neutropenia. Mutations in the gene COH1
(VPS13B) have been found in an ethnically diverse series of patients. Finnish patients
present homogeneous phenotype as result of a founder effect. However, a broad clinical
spectrum in non-Finnish cases and overall, more than different 100 mutations in COH1
have been reported. Although the majority of patients clinically diagnosed as Cohen
syndrome carried homozygous or compound heterozygous mutations in COH1, only
one heterozygous mutation is detected and no mutations are found in some cases. Most
are termination mutations and predicted to result in a null allele, while missense
mutations and larger deletions are less common For these patients the underlying cause
remains uncertain. Here we investigate the clinical and mutational spectrum of Cohen
syndrome, we have characterized here 12 patients from7 families. Whole exome
sequencing followed by sanger sequencing has been used to identify mutations in
known or novel COH1 and defects in new candidate genes that may be the cause of
“Cohen-like” phenotype. We determined a known nonsense mutation in one patient and
a novel splice site mutation in 2 two patients from a family in COH1. No homozygous,
compound heterozygous or mutations heterozygous variants were determined in other
patients in COH1. Although some possible candidate genes variants that may be
influence on phenotypes were found for these cases, none of them shared among
patients. Our data showed clinical and genetic heterogeneity in Turkish Cohen and

Cohen-like patients.

Key words: Cohen Syndrome, COH1, VPS13B, mutation, exome, genetic

heterogeneity



1. GIRIS VE AMAC

Cohen sendromu (CS) mental retardasyon, mikrosefali, dismorfik yiiz,
pigmenter retinopati, el-ayak darligi, eklem laksitesi, intermittan notropeni, trunkal
obezite ve hipotoniyle seyreden otozomal resesif kalitimli bir hastaliktir. Bugiine dek
COH1 gen mutasyonuna bagli 200 olgu rapor edilmistir (Douzgou ve Petersen, 2011).
Finlandiya’ da siklig1 daha fazladir ve fenotipi homojendir. Diger etnik gruplarda ise
klinik tablo olduk¢a degiskendir. Gerek klinik tablonun degisken olmasi, gerekse bazi
bulgularin yasla birlikte ortaya ¢ikmasi taninin gecikmesine yol agmaktadir (Seifert ve
ark., 2006). Fin popiilasyonunda yapilan ¢alismalarda COH1 olarak da bilinen VPS13B
(vacuolar protein sorting 13 homolog B) genindeki mutasyonlarin sendroma neden
oldugu bulunmustur. COH1 geni 8q22'de lokalizedir, 864 kb uzunlugundadir ve 62
ekzondan olusur, golgi biitiinliigiinii saglayan golgi iliskili matriks proteinini kodlar.
COHI1 proteini (4022 aa) golgi membran trafiginden sorumludur (Valeyos-Baleza ve
ark., 2004). COH1 geninin fare homologunun postnatal ve erigkin beyin néronlarinda
eksprese olmasi, COH1 geninin néronal farklilagmada rolii oldugunu ortaya
koymaktadir. CS hastalarda yapilan molekiiler genetik ¢alismalarda Fin popiilasyona
0zgl bir founder mutasyon (c.3348 3349delCT) tespit edilmistir. CS’lu hastalarin
yaklagik %60''mda COH1 geninde homozigot ya da birlesik heterozigot mutasyonlar,
%20-30’nda sadece heterozigot mutasyonlar bildirilmistir, %12'sinde ise mutasyon
bulunamamistir (Kolehmanien ve ark., 2004; Seifert ve ark., 2008). Bugiine kadar
COH1 geninde yaklasik 100°den fazla farkli mutasyon bildirilmistir (E1 Chehadeh ve
ark., 2010). Bunlarin ¢ogunlugu terminasyon mutasyonlaridir, diger kismi ise missense,
in frame delesyonlar ve splice site mutasyonlaridir. Ek olarak, bazi Yunan ve italyan
hastalarda homozigot durumda 6-16 ekzon delesyonu saptanmistir (Katzaki ve ark.,
2007, Bugiani ve ark., 2008). Ayrica son yillarda baz1 CS’1u hastalarda COH1 geninde
cogu heterozigot olmak iizere biiyiik intragenik delesyon ve duplikasyonlar1 iceren
kopya sayist varyasyonlar1 (CNV) gosterilmistir (Balikova ve ark., 2009; Parri ve ark.,
2010).

Yeni nesil dizileme teknikleri, tiim genomun sadece kodlanan bdlgelerinin
hedeflenip dizilenmesi heniliz mekanizmas: bilinmeyen hastaliklarda hastalik-gen
iligkilerini saptamak ve nadir varyantlarin belirlenmesi i¢in etkin bir yontemdir (Ng ve

ark. 2009).



Bu calismada, klinik olarak CS tanisi1 konulan ancak bilinen gen mutasyonlari
saptanamayan 4 aile ile birlikte toplam 7 aileden 12 hastada yeni nesil dizileme
yontemleri kullanilarak; COH1 genindeki Onceden saptanamayan mutasyonlari
tanimlanmast ve bu klinik tabloya yol acabilecek yeni genlerin belirlenmesi

amaglanmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Cohen sendromu (OMIM#216550) otozomal resesif kalitilan kompleks fenotipli
bir hastaliktir. Ilk olarak Cohen ve ark. (1973) tarafindan mental retardasyon, hipotoni,
eklem laksitesi, obezite, yliksek nazal koprii, belirgin 6n kesiciler ve okiiler anomali
bulunan ii¢ Finli hastada tanimlanmistir. Carey ve Hall (1978) bu fenotiple uyumlu 4
olgu bildirmistir. Norio ve ark. (1984) tarafindan, CS’nda mikrosefali, miyopi ve retinal
distrofi gibi oftalmolojik anomaliler ve graniilositopeni tanimlanmistir. Simdiye kadar
diinya genelinde farkli etnik gruplarda COH1 gen mutasyonuna bagli en az 200 olgu
bildirilmistir (Douzgou ve Petersen, 2011). Siklig: Fin popiilasyonunda daha yiiksektir
(Kolehmanien ve ark., 2004). Finlilerde tespit edilen founder mutasyonun nedeniyle
Fin popiilasyonu i¢cinde Cohen sendromunun klinik bulgulart homojen olmakla birlikte,
diger popiilasyonlarda fenotip olduk¢a degiskendir (Kolehmanien ve ark., 2004).
Amerika’da yasayan Amish popiilasyonunda, “Irish traveller’s” (200 yil once
Balkanlar’dan Irlanda’ya géc etmis ve Britanya’ya dagilmis topluluk) ve ortak bir
atadan geldigi diisiiniilen italyan ve Yunan adalari popiilasyonlar1 gibi Cohen
sendromunun tanimlandig1 farkli founder mutasyon kohortlarinda da klinik tablo
farklidir (Duzgou ve Petersen, 2011). Biitiin bu cohortlardaki en belirgin ortak
Ozelliklerin basinda boy kisaligi ve postnatal mikrosefali gelmektedir. Founder etki
bulunmayan olgularda yaklagik 100 farklt mutasyon bildirilmistir, ancak fenotip—
genotip korelasyonu ortaya konulamamistir (E1 Chehadeh ve ark., 2010; Duzgou ve
Petersen, 2011).

2.2. Klinik Bulgular
Cohen sendromunda klinik bulgular1 5 alt grupta incelenebilir: Norolojik

bulgular, dismorfik bulgular, géz bulgulari, ndtropeni, boy kisalig1 ve obezite.

2.2.1. Norolojik bulgular

Cohen sendromlu olgularin hepsinde ilerleyici olmayan psikomotor retardasyon,
postnatal mikrosefali, ¢ocukluk cagi hipotonisi ve mutlu davranig fenotipinin oldugu
bilinmektedir (Hennies ve ark., 2004; Kondo ve ark., 2004; Kivitie-Kallio ve Norio,
2001). Hastalarin %22’sinde ¢ok agir, %61’inde ciddi, %6’sinda orta ve %11’inde hafif
mental retardasyon mevcuttur (Kivitie-Kallio ve Norio, 2001). Sefiert ve ark. (2006) ise



hastalarda orta derecede mental retardasyon oldugunu bildirmistir. Hastalarin anlama
kabiliyetleri iyi olsa da ciddi konusma gecikmeleri mevcuttur; 5 yasina kadar kelime

sOylebilir ancak ciimle kuramazlar (Kivitie-Kallio ve Norio, 2001).

Cohen sendromlu ¢ocuklar aileleri tarafindan uysal, sevecen, sosyal olarak
tanimlanmiglardir. Yabancilarla sicak iliskiler kurma, heyecanli hareketler ve el ¢irpma
davranigsal ~ Ozellikler arasindadir  (Chandler ve ark., 2003). Psikometrik
degerlendirmeler hastalarin tipik olarak agir derecede 6grenme giigliigli yasadigini
gostermektedir, %20’s1 sozle iletisim kuramamaktadir. Bazi hastalarda davranislarin
otistik spektrum bozukluklariyla uyumlu oldugu bildirilmistir (Chandler ve ark., 2003).
Pozitif ruhsal karakter giinlik yasami1 MR goriilen diger hastalara gore kolaylastirir.
Adaptif davranis olcegi (AAMD-ABS) uygulandiginda kendi kendini yonlendirme,
sorumluluk, sosyellesme gibi pozitif domain skorlar1 yiiksek bulunurken maldaptif
davranig skorlar ¢ok diistiktiir (Kivitie-Kallio ve Norio, 2001).

Cohen sendromlu olgularin ¢ok azinda epilepsi varligir gosterilmistir. Antikonviilsan
gerektiren epilepsi ataklari yasayan iki hasta bildirilmistir (Coppola ve ark.,
2003, Atabek ve ark. 2004). Fin kohortundaki hastalarda elektroensefalografi (EEG)
bulgularmin normal bulundugu, ancak voltaj diisiikliigii oldugu rapor edilmistir (Kivitie-
Kallio ve ark. 1999b).

Cohen sendromlu hastalarda beyin goriintiilleme caligmalarinda biiyiik patolojik
degisimler saptanmamistir. Kranial Manyetik Rezonans (MR) incelemesinde goriilen en
onemli bulgu goreceli olarak genislemis corpus callosumdur (Kivitie-Kallio ve Norio,
1998; Kivitie-Kallio ve Norio, 2001). Bu yapidaki anormal incelme dikkat eksikligi
sendromu ve emosyonel kognisyonda bozulma ile karakterize aleksitimi ile
iligkilendirilmistir. (Pueyo ve ark., 2003; Grabe ve ark., 2004). Bu gozlemler
dogrultusunda beynin bu bdlgesinin emosyonel siireclerden sorumlu oldugu ve Cohen
sendromu hastalarinda olumlu davranis paterni gelismesinde bu bolgenin 6nemi
vurgulanmaktadir (Kivitie-Kallio ve ark., 1999; Kolehmainen ve ark., 2004). Cohen
hastalarinda kranial MR goriintiilemesinde cutis vericis gyrate (Megarbane ve ark.,
2009) ve serebellar hipoplazi de bildirilmistir (Waite ve ark., 2010).

2.2.2. Dismorfik bulgular
Cohen sendromuna 6zgili yiiz bulgular arasinda kalin sag ve kirpikler, diisiik sag

cizgisi, asagiya donlik goz aksi, genis ve belirgin burun kopriisii, kisa filtrum ve


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1482/#cohen.REF.coppola.2003.446
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1482/#cohen.REF.coppola.2003.446
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1482/#cohen.REF.atabek.2004.61
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1482/#cohen.REF.kivitiekallio.1999b.181
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1482/#cohen.REF.kivitiekallio.1999b.181
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1482/#cohen.REF.kolehmainen.2004.122

belirgin biiyiik iist kesici disler, agik agiz goriiniimii, yiiksek ve dar damak, maksiller
hipoplazi, kii¢iik kulak lobu ve mikrognati bulunmaktadir (Norio ve ark., 1984; Kivitie-
Kallio ve Norio., 2001). CS’lu hastalarda erken yaslarda mutlu bir yiiz ifadesi varken,

ilerleyen yaslarda yiiz 6zellikleri kabalasir.

Hastalarin hepsinde var oldugu bildirilen eklem laksisitesinin yani sira el-ayak
darlig1, ince parmaklar ve kampodaktili sik goriilen bulgular olarak bildirilmistir. Diger
eklem anomalileri arasinda pes planus, genu valgum, kifoskolyoz, patella dislokasyonu

bulunmaktadir (Chandler ve ark., 2003).

2.2.3. Goz bulgular

Cohen sendromunda, ilerleyici retinal degisimler en tipik goz bulgusudur. Goz
bulgularinin ilerlemesi retinitis pigmentosodakine benzer bir sekilde gelisir, baslangic
semptomu olan gece korliigiinii takiben progresif olarak gorme alani kisitlanir. Gorsel
keskinlik 6zellikle 5 yasin {izerindeki hastalarda bozulmaya baslar ve ilerleyen yillarda
ciddi géorme bozukluklarma doniisebilir. (Norio ve ark., 1984). Okul ¢agindaki CS’lu
cocuklarin gdz muayenesinde miyopi ve retinokordal distrofi saptanabilir. CS’ndan
stiphelenildiginde, korioretinal distrofi, erken donemde fundus muayenesine ek olarak
elektroretinogram (ERG) ile taninabilir. Bazen fundus muayenesinde, okiiz gozii
makiilopatisi ya da damarlarda darlik ile birlikte optik disk soluklugu tek semptom

olabilir. Diger g6z bulgular sasilik, korneal opasite ve iris atrofisidir.

2.2.4. Notropeni

Tiim hastalarda hafif veya orta derecede, intermittan ancak siklik olmayan
graniilositopeni mevcuttur. Intermittan olmas1 nedeniyle test sirasinda saptanamayabilir
ve yillarca gdzden kagabilir. Oliimciil degildir ancak sik infeksiyonlar olabilir (Kivitie-

Kallio ve ark., 1997). Notropeninin etiyolojisi bilinmemektedir

2.2.5. Boy kisalig1 ve obezite

Boy kisaligi, iicte birinde belirgin olacak sekilde hastalarin iigte ikisinde
goriilmektedir. Hastalarin yaris1 asir1 kiloludur ancak sadece 1/5’1 obezdir. Obezite
paterni trunkaldir. Cohen sendromlu ¢ocuklar erken c¢ocukluk c¢aginda ve infant
donemde yutkunma giicliigii ¢ektigi i¢in diistlik kiloludur. Ergenlik donemine dogru asir

kilolu olma egilimindedirler. Verilere gore %80’inden fazlas1 asir1 kiloludur. Prader-
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willi sendromunun aksine gida alimi1 ve istah zamanla artmaz ve fiziksel aktivite

azalmaz.

2.3. Klinik Gelisim ve Prognoz

Gebelik siireci ve dogum genellikle normaldir. Fetal hareketlerin zayif olduguna
dair bildirimler vardir. Ortalama gestasyonel yas 38.5 hafta, dogum agirlig1 2.5 kg ve
dogum boyu 47.8 cm’dir (10™ - 25" persantil).

Yenidogan doneminde karakteristik ozellikler belirgin degildir. Bas gevresi
normaldir, graniilositopeni dogumdan itibaren goriilebilir. Infantil déneminde beslenme
sorunlart siktir. Ilk aylardan itibaren hipotoni ve 6. ve 12. aylar arasinda gelisimin
normal olmadig aile tarafindan fark edilen ilk bulgulardir. Infant doneminde
laringomalazi sik goriiliir. Ayrica laringeal stenoz ve vokal kord paralizi bildirilmistir.
Yiiksek ses perdesi laringeal sorunlar olmayan hastalarda dahi bildirilmistir. Bu
donemde hipotoni ve gelisim geriliginin yani sira mikrosefali gelisir. Sosyal iliskiler
tyidir, otizm ya da serebral palsi belirtisi yokur. Bu donemde tan1 giictiir ancak az sayida

1 yasin altinda tan1 konulmus hasta bildirilmistir (Kivitie-Kallio ve ark., 2001).

Okul o6ncesi donem (2+6 yas). Bu donemde psikomotor retardasyon giderek
belirginlesir. Bir¢ok ¢ocuk motor gerilik i¢in fizik tedavi almaya baslar. Hastalarin timii
2 ila 5 yas arasinda yliriimeye baslarlar. Konusma genelikle gecikir, bu yaslarda
konusma terapisi onemlidir. Bazi hastalarda miyopi ve soluk disk ve soluk fundus gibi
erken donemdeki fundus degisimleri goriilebilir. Karanlikta gérmede zorluk yasanabilir.
Ancak ¢ogu hastada bu yaslarda oftalmolojik anomaliler belirgin degildir. Hastalar
oliimciil infesiyonlar gecirmese de, graniilositopeninin bakteriyel infeksiyon riskini
yiikselttigi disiiniilmektedir. Bes yas civarinda fasiyel 6zellikler belirginlesir (Chandler
ve ark., 2003).

Okul cag1 (7+14 yas). Hastalarin hepsi 0zel egitime ihtiya¢c duymaktadir. Mental
retardasyon progresif degildir, ancak hastalarin ¢ogunda ciddi veya orta derecededir.

Fasiyel ozellikler bu yaslarda oturmustur ve tani genellikle bu yas araliginda konur.

Bu donemde miyopi ve retinokordal distrofi tanimlanir ve gozliige ihtiyag
duyulmaya baslar. Pes calcaneovalgus nedeniyle ortopedik girisim gerektiren hastalar

bildirilmistir (Kivitie-Kallio ve Norio., 2001).



Puberte (1519 yas). Puberte genellikle gecikir. Endokrin anomalileri
goriilmemekle birlikte iki hasta ailesel olmayan juvenil baslangich insiilin bagimli
diabetes mellitus (IDDM, insulin-dependent diabetes mellitus) ve bir hastada biiyiime
hormonu eksikligi ve hipogonadotropik hipogonadizm ile birlikte kompensatuvar
hiperinsiilinemi ile insiilin direnci bildirilmistir (Bugiani ve ark., 2008; Seifert ve ark.,
2006). Boy kisaligi bu donemde anlamlidir ve pubertal biliylime sonrasinda (-2 SD)
geriler. Bu yasta EEG diisiik voltajlidir. Miyopi ciddilesir ve goriis alan1 kisitlanir.

Yetiskin (20+£40 yas). Fasiyel ozellikler yillar icinde giderek belirginlesir, erken
yaslanma go6zlenebilir. Gorme bozukluklar1 yavas sekilde ilerler, 30 yasa kadar

sikayetler yogun degildir.

Orta yas (40460 yas). Yiiz goriiniimii kabalagsmaya baslar, Hastalarin genel
saglik durumu iyi olmakla birlikte, sol ventrikiil fonksiyonunun yagla azaldig
gosterilmistir. Oftalmolojik degisimler bu yaslarda ilerler, pigmenter depozitler artar. 45
yasin iizerindeki hastalarda siddetli retinokordal atrofi olusur. Okiiz gdzii goriiniimii ve
posterior katarakt hastalarin cogunda gortiliir. Oftalmolojik anomaliler progresif olsa da
tam korliik ¢cok az sayida hastada bildirilmistir. CS’de yasami tehdit edici bozukluklar

yoktur ve yasam siiresi belirgin olarak kisalmaz.

2.4. Klinik Heterojenite

Genetik olarak homojen olduklar1 diigiiniilen 29 Finli hastada yapilan ¢calismada
Cohen sendromunda ilerleyici olmayan psikomotor retardasyon, mikrosefali, kalin sag,
diisiik alin ¢izgisi, tipik fasiyel 6zellikler ytliksek kavisli ya da dalga sekilli gozkapag,
kisa filtrum, belirgin 6n kesiciler ve agik agiz goriiniimii, hipotonisi, eklem laksitesi,
retinokorodial distrofi, miyopi ve intermittan izole graniilositopeni temel bulgular
olarak belirlenmistir. Fin kokenli hastalarin yarisindan fazlasinda ek olarak fetal aktivite
azligl, neonatal beslenme giicliigii, puberte gecikmesi, boy kisalii, dar ve yiiksek
damak, dar el ve ayak, kifoz ve mutlu yiiz ifadesi bildirilmistir (Kivitie-Kallio ve Norio,
2001). Kolehmainen ve ark. (2004) tarafindan yapilan caligmada; gelisim geriligi,
mikrosefali, tipik fasiyel dismorfizm, obezite, ekstremite zayifligi, eklem laksisitesi,
miyopi ve retinal dejenerasyon ve intermittan notropeni ortak bulgular olarak
bildirilmistir.

Yunan/Akdeniz founder mutasyonu, spesifik iskelet anomalileri, korneal

degisimler, periodontal hastalik, yiiksek otizm prevelansi ve konusma yoklugu ile
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karakterize ve degisken derecelerde mikrosefali ile iliskilidir (Douzgou ve Petersen,
2011). Finli hastalarda bildirilenden daha agir mental geriligin yani1 sira hastalarin
yarisinda ciddi konusma geriligi rapor edilmistir. Finli CS’lu hastalarda olumlu sosyal
davranis ve mutlu yliz ifadesi varken, Yunanistan’l1 hastalarin sadece ikisinde mutlu
yiiz ifadesi vardi. Davraniglarin otistik spektrum bozukluklariyla uyumlu oldugu ve
Finli olmayan hastalarla karsilagtirildiginda gérme bozukluklarmin daha agir oldugu,
retina fonksiyonun daha hizli bozuldugu belirtilmistir. Yetiskin hastalarin bazilarinda
tam korlik olusmustur (Bugiani ve ark., 2008). Amish founder mutasyonu kohortu,
Yunan kohortuna benzer olmakla birlikte, otizm prevelansi daha diisiiktiir, neonatal
komplikasyon ve infeksiyonlarin daha sik goriilmesiyle ayirt edilir. Fin kohortundaki
gibi mutlu yiiz ifadesi goriilmektedir. Finli gruptan ise tekrarlayan infeksiyonlar,
gelisme geriligi ve nétropeninin belirgin goriilmesiyle ayrilmaktadir (Duzgou ve
Petersen, 2011). CS, Israilli bir kohortta 32 aileden 39 bireyde tanimlanmustir (Sack ve
Friedman, 1986). Bu olgular mikrosefali, uzun boy, genel obezite olmasi ve notropeni
ile korioretinal displazi gorillememesiyle klasik Cohen fenotipe uymamaktaydi.
Kolehmainen ve ark.’in 2004°deki ¢aligmasinda Musevi tipi CS’lu ya da Cohen-benzeri
hastalarda COH1 geninde mutasyon bulunmamasi bu durumun farkli bir klinik entite

oldugunu diistindiirmiistiir (Kolehmainen ve ark., 2004).

Chandler ve ark. (2003) c¢alismalarinda Finli olmayan 33 hastay:
degerlendirdiklerinde olgularin ¢cogunda gebelik seyrinin normal ve ortalama dogum
agirhiginin 2800 gram oldugunu belirlemislerdir. Brezilya, Almanya, Liibnan, Umman,
Polonya, Tiirkiye’den olgularda degisen derecelerde gelisim geriligi, erken baslangicl
miyopi, eklem laksisitesi ve fasiyel dismorfi tiim hastalarda goriiliirken, retinopati,
mikrosefali ve nétropeni bazi olgularda tespit edilmistir (Hennies ve ark., 2004). Sefiert
ve ark. (2006) yaslar1 2.5 ila 60 arasinda degisen Alman, Polonyali, Fransiz, Ingiliz ve
Kanadali 16 aileden 24 hasta lizerinde yaptiklar1 calismada Finli hastalara gore fenotipik
degiskenligi gostermislerdir. Hastalarin ¢cogunda boy kisaligi ve orta derecede MR
vardi. Mikrosefali ve trunkal obezite olmayan hastalarda da COH1 mutasyonu
belirlenmistir. Parri ve ark. (2010) inceledikleri Cohen sendromlu 14 hastanin hepsinde
tipik  fasiyel goOrliniim, ekstremite darligt ve trunkal adipozite bildirmislerdir.
Mikrosefali ise 14 hastanin 9’unda mevcuttu. Rivera-Brugues ve ark.’in (2011) genetik

olarak konfirme ettikleri 3 yasindan kiiciik iic Cohen hastasinda notropeni yoktu ve
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sadece birinde retina pigmentasyonu hafif¢e artmisti. Ortak bulgu fasiyel hipotonik
ifadeydi.

Megarbane ve ark. (2009) mikrosefali, cutis vericis gyrate, retinis pigmentosa,
isitme kaybi ve mental retardayon (MIM. 605685) olan iki kardeste COH1 geninde
splice site mutasyon tespit etmislerdir. Cutis vericis gyrate ve isitme kayb1 CS’da
literatlirde bildirilmemistir. Arastirmacilar bu iki bulgunun hastalarinda bagka bir
genetik defekten kaynaklanmadigini ve Cohen Sendromunda nadir bulgulardan
olabilecegini belirtmislerdir (Megarbane ve ark., 2009). Bir hastada biiyiime hormonu
eksikligi ve hipogonatropik hipogonadizm, iki hastada ailesel omayan juvenil
baslangigli insiilin bagiml1 diabetes mellitus bildirilmistir. (Seifert ve ark., 2006). ikisi
Pakistan kokenli ii¢ hasta da tipik fasiyel bulgular, gelisim geriligi ve okiiler
anomalilerin yan1 sira K-IMRG’de serebellar hipoplazi mevcuttu. Arastirmacilar bunun

hastaligin bir bulgusu olabilecegini belirtmislerdir (Waite ve ark., 2010).

Cohen sendromunda aile i¢i varyasyon bildirilmistir. (North ve ark., 1985;
Young ve Moore, 1987; Carey ve Hall, 1978; Horn ve ark., 2000). Kivitie-Kallio ve
Norio (2001) ayn1t mutasyondan etkilenmis olan hastalarda fenotipik degiskenligi ortaya
koymustur. Carey and Hall (1978) iki kardeste mikrosefali ve fasiyel goériiniimiin
sidettinin degistigini gostermislerdir. Horn ve ark. (2000) mutasyonu gosterilmis akraba

olan Liibnanl bir ailede hastalik sidettinin degistigini bildirmislerdir.

2.5. Tam Kiriterleri
Fin fenotipinin homojen olmasi nedeniyle tan1 kriterlerinin sinirlar1 daha belirgin
olmasina karsimn, farkli etnik gruplardaki klinik farkliliklar tani kriterlerinin

tartisilmasina yol agmustir.

Kivitie-Kallio ve Norio (2001) 29 Finli hastalar iizerinde yaptiklar ¢alismada,
Cohen sendromu tanisinda  bes kriter belirlemislerdir: 1) non-progresif mental
retardasyon, motor gerilik ve mikrosefali; 2) tipik fasiyel o6zellikler-dalga sekilli goz
kapagi, kisa filtrum, kalin sa¢ ve diisiik sa¢ ¢izgisi; 3) ¢ocukluk ¢agi hipotonisi ve eklem
laksitesi, 4) 5 yas civarinda ortaya ¢ikan retinokordal distrofi ve miyopi; 5) aralikli izole

notropeni.

Chandler ve ark. (2003) bu kriterlerin 6nemli oldugunu, ancak zorunlu

olmadigini belirtmislerdir. Inceledikleri ingiliz, Arap, Hollanda kokenli 22 aileden 33
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hastanin sadece 8’i tam olarak kriterleri karsilamaktaydi. Bunun nedeni klinik
arastirmanin yetersizligi de olabilir. Birgok hastada yas nedeniyle oftalmolojik
degerlendirme yetersiz kalmisti. CS’nun, 6grenme giicliigli olan c¢ocukta asagidaki
kriterlerden en az ikisi oldugunda diistiniilmesini 6nermislerdir. (1) Kalin sag, kas ve
kirpik, dalga seklinde asag1 dogru palpe edilebilir fissiirler, belirgin gaga burun, kisa
filtrum, mutlu yiiz ifadesi gibi tipik fasiyel bulgular; (2) pigmenter retinopati; (3)
notropeni (<2 x 10-9/mm3). Calismalarina goére mikrosefali karakteristik bir bulgu
olmasima karsin, boy kisalig1 iigte ikisinde mevcut olup ancak iicte birinde sidetliydi.
Hastalarin yarisi asirt kilolu ancak, siklikla trunkal obezite olmakla birlikte sadece 1/5°1
obezdi. Izole ve degisken notropeni sikti. Ancak ndtropeni, Cohen sendromunda
araliklarla ortaya c¢ikti§i i¢in, tekrarlayan diferansiyel sayimlar yapilmazsa

saptanamayabilir, test sirasinda tespit edilemeyebilir (Norio ve ark., 1984).

Kolehmainen ve ark. (2004) tarafindan Cohen sendromu diisiiniilen 59 aileden
76 hasta tlizerine yaptiklari c¢alismada; gelisim geriligi, mikrosefali, tipik fasiyel
dismorfizm, obezite, ekstremite zayifligi, eklem laksisitesi, miyopi ve retinal
dejenerasyon, sosyal davranis ve intermittan nétropeniyi igeren sekiz kriterden 6>
karsilayan hastalarda COH1 mutasyonun tespit edilmesinin kendilerinin belirledigi bu
tan1 kriterlerinin dogrulugunu valide ettigini vurgulamiglardir (Kolehmainen ve ark.,
2004). Bu galigmadan elde edilen tani kriterleri Tablo 2-1° de gosterilmektedir.

Tablo 2-1: Cohen sendromu tam Kriterleri (Kolehmanien ve ark., 2004)

Gelisme geriligi

Mikrosefali

Tipik Fasiyel dismorfizm
Obezite ve slender ekstremiteler
Olumlu sosyal davranis

Eklem laksitesi

Miyopi/retinal dejenerasyon

Intermittan nétropeni
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Etnik olarak farkli kokenlerden COH1 mutasyonu tasiyan olgularda yapilan
caligmalarda gelisim geriligi, tipik fasiyel goOriiniim, miyopi, dar el ve ayak, eklem
hipermobilitesi ortak bulgularken, mikrosefali, boy kisaligi, trunkal obezite ve
retinopati ya da notropeni sadece bazi hastalarda goriilmiistiir (Hennies ve ark. 2004).
Yine aym sekilde baska bir calismada da mutasyon mikrosefali ve trunkal obezite
olmayan hastalarda da saptanmistir. Bu c¢alismada boy kisalig1 olgularin ¢ogunda

bildirilmistir (Seifert ve ark. 2006).

Farkli caligmalarda Cohen sendromuna 0zgii karakteristik fasiyel dismorfoloji
bulunmayan hastalarda COH1 geninde mutasyon saptanmasi fasiyel ozellikler
gostermeyen hastalarda sendromun tanisinin diglanamayacagini ortaya koymustur (Horn
ve ark., 2000; Falk ve ark., 2004; Hennies ve ark., 2004; Seifert ve ark., 2006; Bugiani
ve ark., 2008).

Son yillarda yapilan bir ¢alismada (ElI Chehadeh ve ark. 2010) mutasyon tasiyan
hastalarla tagimayanlarin klinik bilgileri karsilagtirilmig ve klinik fenotipe géore COH1
molekiiler taramasi i¢in endikasyonlar belirlenmeye calisilmistir. COH1 mutasyonu
tagiyan biitlin hastalarda, korioretinal distrofi ya da nétropeni oldugunu tespit edilmistir.
Bu serilerde mikrosefalinin COH1 mutasyonu tasiyan tiim hastalarda goriilmesi de
ayirici tanida yardimcei olabilir. Tersine, dismorfizm, ekstremite zayiflig1 ve obezitenin
varligiyla iligkili anlamli fark bulunmamistir. G6z bulgularinin 5 yasindan sonra ortaya
¢ikmasi nedeniyle bu yasin altindaki ¢ocuklar disinda, nétropeni ve korioretinal distrofi
yoklugunda diger bulgular CS siliphesi icin yeterli degildir. Fasiyel goriiniim
degerlendirmesi subjektifken korioretinal distrofi ve notropeni objektif olarak
degerlendirilebilir. Londra Dismorfoloji veritabanina gére MR ve retinopatiyle iligkili
toplam 80 sendrom varken, nétropeni ve MR ile iliskili sadece birka¢ sendrom vardir.
Bu durum bu seride notropeni olan hastalarda 6zgiilliigiin %95, retinopatilerde ise %65
olmasmi agiklamaktadir. Bu c¢alisma serisinde mutasyon bulunan tiim hastalar,
Kolehmainen kriterlerini  karsilamistir. Mutasyon bulunmayanlardan 5/22’sinin
kriterlere uymas1 kriterlerin %100 duyarlilik ve %77°1 ozgiilliikte olduklarini
gostermektedir. Cohen benzeri hastalarinin higbirinde nétropeni yoktu, miyopi ve/veya
retinal distrofi olan hastalarin sadece birinde tipik fasiyel goriinlim vardi. Literatiirde
mutasyon bulunan 160 hastay1 derlediklerinde korioretinal distrofi 5 yasin iistiindeki

hastalarin  %92’sinde saptanmigtir. Korioretinal distrofi ve notropeninin  en iyi
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1482/#cohen.REF.bugiani.2008.2221
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gostergeler oldugu sonucuna varmiglardir. Bunlarin olmadigr durumlarda-5 yasindan
kiigiiklerde takip- COH1 taramasi onermemektedirler. Ancak prenatal tani durumunda,

tekrarlama riskin %25 oldugu durumlarda bu kriterler yoksa da tarama diisiiniilebilir.

2.6. Ayiric1 Tani

Bir¢ok gelisim bozuklugu Cohen sendromuyla karistirilabilir. Bunlarin basinda
Prader-Willi sendromu, Bardet-Biedl sendromu, Alstrom sendromu ve Cohen
sendromunun allelik varyant1 oldugu diisiiniilen (Norio ve Raitta, 1986) Mirhosseini-

Holmes-Walton sendromu (Mirhosseini ve ark., 1972) gelmektedir.

2.6.1. Bardet Biedel sendromu

Cohen sendromuna benzer sekilde Bardet-Biedl sendromu (BBS) hastalarinda
mental retardasyon, pigmenter retinopati ve benzer fasiyel dismorfik bulgular
goriilmektedir. Graniilositopeni  Cohen sendromu olgularinda goriilirtken BBS’de
yoktur. Fasiyel dismorfizm bulgulart BBS’de degiskendir ve en goze garpan bulgu
derin yerlesimli gozlerdir. Ortak fasiyel bulgular arasinda mikrosefali, kalin sag, kaba
kaslar, asag1 egimili géz kapagi, genis nazal koprii, kisa filtrum, belirgin kesiciler

bulunmaktadir.

2.6.2. Prader-Willi sendromu

Prader-Willi sendromu mental retardasyon, biiyiime geriligi, daha belirgin olan
yendidogan hipotonisi, el ve ayak darligi, “tapering fingers” ve strabismus ag¢isindan
Cohen sendromuna benzemektedir. Santral obezite PWS major tamt kriteriyken
Cohen’de sik degildir. (Gunay-Aygun ve ark., 2001; Kivitie-Kallio ve Norio, 2001).
Cohen sendromunda retina atrofisine bagli olarak optik disk, fundus ve pigment
formasyonu soluktur. (Kivitie-Kallio ve ark., 2000). PWS’de oftalmolojik bulgular sik

goriilmez.

2.6.3. Alstorm sendromu

Alstrom sendromunda (ALMS; OMIM#203800, Alstrom ve ark., 1959) distrofik
retinopati ve obezite mevcuttur. Cohen sendromunun aksine ALMS’de  mental
retardasyon goriilmez. Retinal dejenerasyonun seyri farklidir. Santral goriis nadiren
erken donemde etkilenir (Russell-Eggitt ve ark., 1998). ALMS’de goriiliip Cohen de

goriilmeyen bulgular sagirlik, diabetes mellitus ve anormal lipid metabolizmasidir
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(Charles ve ark., 1990). Kromozom 2p13 de bulunan ALMS1 geni bu hastaliga neden
olmaktadir. (Collin ve ark., 2002; Hearn ve ark., 2002).

2.6.4. Mirhosseini-Holmes-Walton sendromu
Mirhosseini-Holmes-Walton sendromu  klinik olarak, Cohen sendromuna
benzemektedir, bu iki sendromun klinik ve genetik olarak ayni olup olmadig: tartisma

konusudur (Norio ve ark., 1986; Steinlein ve ark., 1991).

Bu iki hastalik, intermittan nétropeninin  Mirhosseini-Holmes-Walton
sendromunda goriilmemesiyle ayirt edilir. Mental retardasyon, miyopi, pigmenter
retinal distrofi ve kataraktin goriildiigii oftalmik degisimler, yan1 sira tipik kraniofasiyel
ozellikler, mikrosefali, hipotoni ve eklem hipermobilitesi iki sendromda da goriiliir.
Ancak, obezite paterni ¢ok farklidir; Cohen sendromda trunkal obezite varken digerinde

ise genel obezite vardir.

2.6.5. Diger durumlar

Cocuklarda trunkal obezite ayrica belirgin MR ve mikrosefaliyle birlikte
kromozom anomalili hastalarda goriilebilir. CS’den siiphelenilen hastalarda
subtelomerik delesyonun arastiritlmasini i¢in FISH ¢alismalarin1 da igeren ayrintili
karyotipleme onerilmektedir. Karbonhidrat eksikligi glikoprotein sendromu tip 1’de
gelisim geriligi, hipotoni, mikrosefali, trunkal obezite ve pigmenter retinopati

goriilebilir.

2.7. Cohen Sendromu Molekiiler Genetigi

2.7.1. COH1 geni

COH1 geni (VPS13B, MIM 607817), simdiye kadar CS’la iliskisi bilinen tek
gendir. Insan genomunundaki bilinen en biiyiik genlerden bir tanesidir, 8. kromozomun
864315 bp’lik kismini kapsayan 62 ekzondan olusmaktadir. COH1 geninde sendromla
baglantili 100’den fazla farkli mutasyon bildirilmistir. Bunlarin ¢ogu terminasyon

mutasyonlaridir.

Cohen sendromu i¢in COH1 lokusu Finli hastalarda kromozom 8q22 iizerindeki
D8S1762 marker lokusuna yaklagik 0.6-cM olan bolgede linkaj ve haplotip analizi ile
tanimlanmistir (Tahvanainen ve ark., 1994; Kolehmainen ve ark., 1997). Kolehmainen
ve ark. (2003) COH1 genini 8q22 iizerindeki CS kritik bolgesi iizerinde karakterize
etmisler ve COH1 cDNA’simin tamamini elde etmislerdir. En biiyiik COH1 transkripti


http://www.omim.org/entry/607817?search=COH1&highlight=coh1#reference5
http://www.omim.org/entry/607817?search=COH1&highlight=coh1#reference5
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4,022 amino asit icermektedir. Bu protein 10 transmembran domaini, potensiyel
vakuoler hedef motif, C terminusta endoplazmik retikulum retansiyon sinyali, biri N
terminusa yakin biri C terminusa yakin olmak tiizere 2 peroksimal matrix protein
hedefleyen sinyal-2 (PTS2) konsensus dizilerini igeren kompleks domain yapisina
sahiptir. COH1, Saccharomyces cerevisiae vps13 proteini ile homoloji gostermektedir.
Bu durum, COHZY’in hiicrede proteinlerin vesikiil aracili transportunda gorev aldigini
distindiirmiistiir. COH1  geninin farkli transkript varyantlar1 kodladigi gosterilmistir
(Kolehmainen ve ark., 2003; Velayos-Baeza ve ark., 2004). Nothern Blot analizi
COHY’in farkli transkriptlerinin farkli ekspresyon paternleri olmakla birlikte genis
Olciide eksprese oldugunu gostermistir. Veritabanlarinda 61 kodlayan ekzon olusan,
ekzon 28 (NM_017890) ve ekzon 28b’yi igeren (NM_152564) en uzun iki transkript
bildirilmistir. Diger varyantlar sik degildir ve ekzon atlama nedeniyle olusan erken stop
kodon, alternatif ekzonlardaki intron retansiyonu ya da mindr splicing degisimleri
nedeniyle olusan trunkat varyantlardir (Velayos-Baeza ve ark., 2004). Ekzon 28b tiim
insan dokularinda eksprese olurken ekzon 28 insan beyin ve retinasinda farkli splicing
gostermektedir. Nothern blot analiziyle sadecec 14 kb’lik NM_017890 ve NM_ 152564
transkriptlerin ~ belirlenmesi ~ bunlarin ~ fonksiyonel  proteinleri  kodladigin
diistindiirmiistiir. Bu diger transkriptlerin COH1 ekspresyonunun regiilasyonunda rol
aldig1 one siirtilmiistiir. (Lewis ve ark., 2003). Ekzon 28b’yi iceren transkript hem
farlerede hem insanlarda eksprese olmaktadir. Bu transkriptin korunmasi dominant
splice varyantlarin evrimsel olarak korundugu bilgisiyle uyumludur (Lareau ve ark.,
2004). Ancak insan ve fare beyninde NM_ 017890 transkriptinin olusturdugu proteinin
COH1 ekspresyonun anlamli olarak farkli olmasi gelismis insan beyninde bu
transkriptin olasi roliine dikkat cekmektedir. Ancak simdiye kadar ekzon 28 ve 28b’yi
etkileyen mutasyon tespit edilememistir. Cohen sendromlu hastalardan beyin ya da
retina dokusu elde edilemedigi i¢in farkli mutasyonlarin doku spesifik splicing
aragtirmasi yoktur. COH1’in farkli dokularda vesikiil tranportundaki rolii incelenebilir.
COHZY’in splice varyantlarinda ekspresyon paternlerinin farkli olmasi ve predominant
beyin fenotipi bulgular1 dogrultusunda 6zellikle noronal hiicrelerin arastirilmasi

onerilmektedir (Seifert ve ark., 2008)
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2.7.2. COH1 gen mutasyonlari

COH1Y’de saptanan (84/96) mutasyonlarin cogu nonsense ya da delesyona bagl
erken terminasyon seklindedir. Mutasyonlarin dagilimi hotstop degildir. Splice
mutasyonlarin COH1 mRNA degredasyonuna yol agtigi gosterilmistir (Hennies ve ark.,
2006; Seifert ve ark., 2006; Seifert ve ark., 2008). CS’na neden olan mutasyonlar
trunkasyon ya da protein kaybina neden olan mutasyonlardir. Ote yandan CS fenotipine
yol agmayan COH1‘in kodlayan bolgesindeki ¢ok sayida sessiz ve misssense aminoasit
degisimi bulunmaktadir. Fenotip acisindan COH1’deki missense mutasyonlarin

patojenik degeri bilinmemektedir (Seifert ve ark., 2008).

Kolehmainen ve ark. (2003) Finli Cohen hastalarinda yaptiklar1 haplotip
analizinde COHI'deki farkli mutasyonlar1 goéstermislerdir. Bir haplotip hastalik
kromozomlarimin %75’inde saptanmistir. Fin popiilasyonunda goriilen founder
mutasyonu, kodon 1116 ve 1117°de ¢ergeve kaymasina neden olarak 1124. kodonda
sonra (607817.0001) stop kodon olusturan iki niikleotidlik delesyondur
[c.3348 3349delCT] [p.Cys1117fsX8]. Aynm1 grup 2004’deki calismalarinda 8 kriterden
6 veya daha fazlasini karsilayan hastalarda 19’u yeni olmak tlizere COH1 geninde 22
farkl1 mutasyon saptamislardir. Cohen sendromu benzeri hastalarin higbirinde mutasyon

bulunmamustir.

Klinik tablonun olduk¢a degisken oldugu Brezilya, Almanya, Liibnan, Umman,
Polonya, Tiirkiye’den 12 aileden 20 hastanin hepsinde COH1 geninde homozigot ya da
birlesik heterozigot mutasyon tespit edilmistir. 17 novel mutasyonun ¢ofu prematiir

stop kodon olusturmaktaydi (Hennies ve ark. 2004).

Cohen sendromlu Amerikali 2 genis Amish ailesinde tiim etkilenmis bireylerde
exon 46’da homozigot missense ¢.8459T—C ve ekzon 51°de ¢erceve kaymasina neden
olarak stop kodon olusturan homozigot insersiyon (c.9258 9259insT) tespit edilmistir
(Falk ve ark., 2004). Irlanda popiilasyonunun %]1’inden az bir kismini olusturan
yillardir izole olmus ve akraba evlilikleri gergeklestirmis “Irish travelers” kohortunda
CS prevelans: artmistir. Tekrarlayan “Irish traveler” mutasyonu, ekzon 29’daki
€.4471G>T null mutasyondur (Murphy ve ark., 2007). Bugiani ve ark. (2008) 14 yunan
hastada homozigot intragenik COH1 delesyonu tespit etmislerdir. 1 bp delesyon
(c.11564delA) sonucunda ekzon 6-16’nin delesyonuna yol acan ¢er¢eve kaymasi

(p.Y3855fsX22) bulunmustur. Hastalar Yunanistan’in dogusunda birbirine yakin iki ada
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poplilasyondan genelde akraba evliliginin goriildiigii bir bolgeden ¢ikmistir. Bu
delesyon ayn1 zamanda Italyan hastalarda da bildirilmistir. Haplotip analizi atasal bir
founder etkiyi diistindiirmektedir. Bu durum 7 ve 8. ylizyildan 16 ve 17. yiizyila kadar

Yunanistan’dan Italya’ya devam eden gdge bagli olabilir (Douzgou ve Petersen, 2011).

Seifert ve ark. (2006) farkl etnik kokenlerden klinik olarak heterojen 16 aileden
24 farkli Cohen hasta grubunda nonsense, ¢erceve kaymasi, splice site, in-frame
delesyon ve missense mutasyon bildirilmistir. RNA analiziyle splice mutasyonlarin
patojenik oldugu gostreilmistir. Katzaki ve ark. (2007) 9 italyan aileden 10 hastanin
bazilarinda birlesik heterozigot bazilarinda sadece heterozigot mutasyon bulunmustur.
Iki ailede daha sonra Yunanl hastalarda tespit edilen 6-16. ekzonlardaki parsiyel
delesyon bulunmustur. Arastirmacilar ikinci patojenik mutasyonu bulamamalarini
gPZR’1n kapsamadigi ekzonlardaki parsiyel delesyonlara ya da promotor bdlgelerdeki
veya heniiz tespit edilmemis alternatif ekzonlardaki nokta mutasyonlarina

baglamiglardir.

Heterozigot mutasyon bulunan ya da mutasyon bulunamayan hastalarin bazilari
genin regiilator bolgesinde mutasyon tasiyabilir ya da gen transkripsiyonunu etkileyen
inversiyon veya insersiyonlar olabilir (Kleinjan ve Lettice, 2008). COH1’deki deleyon
ve duplikasyonlar bening CNV’ler olarak tanimlanmistir. Kodlayan bolgeyi etkileyen
CNV frekans1 %6 olarak bildirilmistir. Bildirilen frekans Cohen sendromunun nadir
goriilmesiyle ters diismektedir. Bildirilen CNV’ler kiiciik intronik dengesizlikler ya da
yanlig pozitifler olabilir. Genomik Varyant Veritabaninda bildirilen CNV’ler genellikle
benigndir. Ancak bu varyantlarin bazilar1 genleri etkileyebilir ve normal

popiilasyondaki heterozigot delesyonlarin tasiyict mutasyonlarini temsil edebilir.

Balikova ve ark. (2010) COH1 lokusunu etkileyen delesyonlarin agiklanamayan
Cohen sendromu olgularinin nedeni olabilecegini o6ne slirmiislerdir. Daha once
Kolehmainen kriterleini karsilayan ancak sadece heterozigot mutasyon tespit edilen
hastalarda array CGH ile 2 homozigot ve 5 heterozigot olmak iizere 7 CNV
bulmuslardir. Arastirmacilar nadir benign CNV’lerin homozigot durumda ya da baska
bir mutasyonla birlesik heterozigot durumda otozomal resesif hastaliklara yol
acabilecegini belirtmislerdir. Ancak su anda CNV’lerin siklig1 ve biytikligi ile ilgili
veriler yetersiz oldugundan, popiilasyonlar i¢in daha ileri CNV haritalamasi yapilmadan

sonuglarin yorumlanmasi giictiir.


http://www.omim.org/entry/216550?search=cohen&highlight=cohen#reference46
http://www.omim.org/entry/216550?search=cohen&highlight=cohen#reference19
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Cok sayida hastada COH1 mutasyonu bulunamamistir ya da tek mutant allel
mevcuttur. Parri ve ark. (2010) multipleks ligasyon esasli prob amplifikasyonu
multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) ile Katzaki ark.’in  (2007)
hastalarin1 da igeren 11 aileden 14 hastada COH1 genini analiz etmislerdir. Sonug
olarak 21 allede nokta mutasyonu ve 11 allelde multi-ekzonik delesyon ve 4 allelde
duplikasyon olmak iizere 15 allelde kopya sayis1 degisikligini gdstermislerdir. Onceki
calismalar g6z Oniine alindiginda mutant allelerin %42’sinde kopya sayis1 degiskligi
oldugunu belirtmislerdir. Rivera-Brugue’s ve ark. (2011) yiiksek yogunluklu
oligoniikleotid array ile agiklanamayan mental retardasyonlu hastalar ve normal
kontrollerde kopya sayis1 degisikliklerini incelemislerdir. Ug hastada COH1 geninde
kontrollerde goériilmeyen intragenik heterozigot delesyon tespit edilmistir. COH1 genin
dizilenmesiyle 1i¢ hastada oteki allelde nokta mutasyonu bulunmustur. Array
sonuglarma gore 125 kb, 156 kb ve 315 kb uzunlugundaki delesyonlara, sirasiyla
missense mutasyon, 1 bp’lik delesyon ile 3 bp’lik insersiyonun eslik ettigi
belirlenmistir. Bu hastalardan birinde fenotipin farkli olmasi, komsu gendeki
delesyondan kaynaklanabilir. Arastirmacilar insanlarda fonksiyonu bilinmese de
komsu ORS genindeki delesyonun fenotipe etkisinin diglanamayacagini diistinmektedir.
Komsu genlerdeki delesyonlar contiguous gen sendromu baglaminda Cohen sendromu
fenotipine etki edebilir. COH1 geni i¢in multiple ekzon delesyonlar1 az sayida hastada
bildirilmis olsa da delesyon ve duplikasyonlarin dagilimi kisa siire 6nce tanimlanmaya
baglanmistir. 1612 kontrolde COH1 geninde CNV saptanmamasi COH1 geninde
CNV’lerin nadir oldugunu diisiindiirmektedir. Arastirmacilara gére bu veri UCSC
genome browser ve DGV veritabanlarinda COH1 genindeki CNV’lerin bening

polimorfizmler oldugu bilgisine ters diigmektedir (Rivera-Brugue's ve ark., 2011).

2.7.3. COHL1 Proteini

Kolehmainen ve ark.’in (2003) ¢alismasinda COH1 sekans1 Protein BLAST
analizinde tiirler arasinda fonkisyonu bilinmeyen proteinlerle homoloji gostermistir.
Ozellikle, N- ve C-terminal sekanslar (aa 1-85 ve 3,639-3,826) korunmustur ve S.
cerevisiae VPS13 (Q07878) proteini yani1 sira choreoacanthocytosis geni olan CHAC ile
homoloji gostermistir. Bu durum trans-golgi aginda protein modifikasyonunda kontrol
edeici roliinii gostermektedir. Kodlanan COH1 proteininin hiicresel dagilimi,

fonksiyonu diger memeli proteinleriyle homoloji gostermediginden tam olarak
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anlagilamamistir. Sefiert ve ark.’in (2011) caligmasinda RNAi ile saglanan COHI
deplesyonu, subselliiler lokalizasyonuna uygun sekilde Golgi seridinin yiginlar halinde
fragmentasyonuna neden olmustur. COH1’in golgi kompleksinde yerlesik periferal
membran proteini olarak golgi biitiinliigliniin saglanmasi igin gerekli oldugu ve cis-
Golgi matriks proteini ile giiclii bigimde ko-lokalize oldugu gosterilmistir. Frameshift ya
da nonsense mutasyon bulunan CS’lu hastalarin yetiskin deri fibroblastlarindan yapilan
calismada golgi kompleksinde benzer bir fragmentasyon tespit edilmistir. COHI1’in
golgiye lokalizasyonu, 315 aa’lik C-terminal fragmani araciligiyla gergekleimektedir.
COH1 yeni bir Golgi matrix proteinidir ve CS’daki gelisim anomalilerinin golgi

disfonksiyonuyla baglantisini ortaya koymaktadir.

Son yillarda birgok genetik hastaligin membran trafigindeki bozukluklarla iligkili
oldugu bulunmustur (Olkkonen ve lkonen, 2006). Sinir sistemi, Ozellikle sitoiskelet
yapilarin1 etkileyen transport elemanlarin motilitesinin bozuldugu hastaliklar, bu
mekanizmadaki degisimlere duyarlidir. Membran ve salgi proteinlerinin yani sira
lipidler endoplazmik retikulumda sentezlenir ve post translasyonel modifikasyonlarin
gerceklestigi golgi kompleksine gonderilir. Buradan proteinler plazma membrani, salgi
graniilleri ya da vesikiiller veya endositotik yolaktaki organellere gonderilir. (Bard ve
Malhotra, 2006; McNiven ve Thompson, 2006). Membranlar arasindaki girig ve ¢ikist
saglayan yolaklar arasindaki baglant1 golgi kompleksi ve endozomlar arasindaki iki
yonlii transport ile kontrol edilmektedir (Bonifacino ve Rojas, 2006). Bir¢ok sendromda
bu mekanizmanin ¢okmesine neden olan defektler semptomlara neden olmaktadir.
Fonksiyonel olarak birbirleriyle iligkili transport bilesenleri ve diizenleyici
mekanizmalar kesfedilmistir. Dolayisiyla CS’nu da kapsayan bu hastaliklarin
arastirtlmasi terapotik yaklagimlarin gelistirilmesinin yani sira intraselliiler membran

trafigindeki temel mekanizmalarin anlagilmasini saglaycaktir.

2.8. Tiim Ekzom Dizileme

DNA {izerinde bulunan genlerin transkripsiyonu sonucu mRNA’da karsiligiin
olustugu niikleotid dizilerine ekzon denmektedir. Genom igerisindeki ekzonlarin
hepsine ise ekzom denir. Ekzom dizileme (exome sequencing-targeted exome capture),
hastalik-gen iliskilerini saptamak amaciyla genomun sadece kodlanan bdlgelerinin
secici olarak sekanslanmasi prensibine dayali bir yontemdir (Bashiardes ve ark., 2005;

Ng ve ark. 2010). Protein kodlayan genler insan genomunun sadece %1°’lik (yaklasik 30
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Mb/180.000 ekzon) boliimiinii olustururlarken, hastalikla baglantili mutasyonlarin,
kodlayan bolge ya da kanonik kesim bolgelerinde (splice site) olmak tizere, %85 ini
barindirirlar. Genom boyu baglanti ¢alismalari yaygin genetik varyantlarin kalitsal
hastaliklarin sadece kii¢iik bir boliimiinii etkiledigini, nadir varyantlarin ise nedeni
bilinmeyen kalitsal hastaliklarin ¢ogundan sorumlu olabilcegini diistindiirmektedir.
Mendelyan modelle uyumlu olarak, kodlayan varyantlar bu tip nadir varyantlari

icermektedir (Choi ve ark. 2009)

Bugiine kadar monogenik hastaliklarin yarisindan azinda altta yatan genetik
mekanizma ag¢iga c¢ikarilmistir. Nadir hastaliklarda geleneksel pozisyonel klonlama
teknikleriyle allelik varyantlarin tanimlanmasi olgu veya aile sayisin az olmasi, lokus
heterojenitesi, reproduktif fitness’in azalmasi gibi nedenlerle zordur. Biiyiik 6l¢ekte
paralel DNA dizileme tekniklerinin gelistirilmesiyle tiim genom sekanslama (whole
genome sequencing) insanlarda artarak kullanilmaya baslanmistir. Ancak maliyetlerin
yiikksek olmasi nedeniyle Ozellikle ¢ok sayida Ornek icin pratikte uygun degildir.
Alternatif bir yaklasim olarak genomun belirli bolgeleri, drnegin ekzomun, hedeflenip,
zenginlestirilerek sekanslanmasina dayali ekzom dizileme, heniiz mekanizmasi
bilinmeyen hastaliklarda daha etkin bir yontemdir (Ng ve ark., 2009). Ekzom
sekanslama ile yapisal ya da kodlanmayan bolgelerdeki varyantlar saptanamamakta, bu
ancak tiim genom dizileme ile miimkiin olmaktadir. Bununla birlikte kodlama
yapmayan bolgeler tamamen korunmus olsalar dahi fenotip iizerindeki etkiler zayiftir.
Bu nedenle ekzom, genom iginde varyantlar1 aragtirmada etki biiyiikliigii agisindan en
zengin bolgedir. Ekzom sekanslama ile ekzomdaki nadir varyantlar ¢ok az hasta
sayistyla bile arastirilabilmektedir ve tim genom dizilemeyle karsilastirildiginda ayni

surede en az 20 kat daha fazla 6rnek dizilenebilmektedir.

Ilk olarak 2009 yilinda MYH3 geninin Freeman-Sheldon Sendromu’na yol
actig1, 3 popiilasyonu temsil edecek sekilde HapMap projesine kayitli 8 birey ve akraba
olmayan ve bu sendromu tasiyan 4 kisi olmak iizere, toplam 12 bireyde ekzom
sekanslama yontemi ile bulunmustur (Ng ve ark., 2009). Yine ayn1 yontemle 4 farkli
aileden 3 etkilenmis bireyde DHODH genindeki mutasyonlarin Miller sendromuna
neden oldugu belirlenmistir (Ng ve ark., 2010). Bizimde ¢alismamizda kullandigimiz
Roche/NimbleGen whole ekzom array yakalama protokolii 454 platformunda DNA

dizileme ic¢in gelistirilmistir. Illumina platformunda dizileme maliyeti daha diisiik
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oldugundan Choi ve ark. (2009) Nimble-Gen 2.1 M Human Ekzom Array ile hibrid
yakalamay1 Illumina DNA dizileme platformuna adapte etmislerdir. Bu arrayler 18,673
protein kodlayan gene ait 180,000 ekzonu ve 551 mikro-RNA dahil 34.0 Mb genomik
dizi igeren tek iplikli oligoniikleotidlerden olusmaktadir. Dizileme verileri otomatik bir
pipeline’da islenmektedir. Sekanslar Maq software kullanilarak referans insan genomu
(hg18) ile karsilastirilmistir (Li H. ve ark., 2008). Tek niikleotidlik varyantlar (SNVs,
single nucleotide variants) Samtools (Li H ve ark., 2009) ile saptanmis ve BWA (Li H,
Durbin R., 2009) indel saptamak amaciyla referans genomla olan gapleri karsilagtirmak
icin kullanilmigtir. SNV’ler kodlanan proteinler {izerine etki ve 43 omurgali tiiriiniin
sekansiyla ve sinek ve kurtlardaki ortologlarla korunmusluk agisindan karsilastirilarak
degerlendirilmistir. (Siepel A ve ark., 2006). Bu calismada ekzom dizileme yontemiyle
homozigot ve heterozigot varyantlar olmak tizere yiliksek duyarlilik ve ozgiilliikte
kodlanan dizilerin yaklasik %95 oraninda yakalandigin1 gostermektedir. Bartter
sendromu On tanisi almis ve bilinen genlerde mutasyon bulunmayan hastalarda
omurgasizlardan insanlara kadar ortolog ve parologlarda tamemen korunmus SLC26A3
geninde homozigot mutasyonlar bu yontemle tespit edilmistir ve molekiiler tan1 klinik

izlemle dogrulanmistir (Choi ve ark., 2009).
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3. GEREC VE YONTEM

Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari
ABD, Cocuk Genetik Bilim Dali Poliklinigi'nde muayene edilen ve 6nceden bildirilmis
tan1 kriterleri dogrultusunda Cohen Sendromu 6n tanisi almig 7 aileden 12 hasta
calismanin kapsamini olusturdu. Mental retardasyon, obezite, retinitis pigmentosa ve

karakteristik yliz bulgusu varlig1 CS i¢in tan1 kriteri olarak alindi.

COH1 geni 4 ailede (Aile 2, 4, 5 ve 7) Almanya, Kéln Universitesi'nde Dr.
Hans Christian Hennies tarafindan taranmig ve  mutasyon tespit edilmedigi
bildirilmistir. Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve
Hastaliklart ABD, Cocuk Genetik Bilim Dali ile Yale Universitesi Tip Fakiiltesi
Norocerrahi, Norobiyoloji ve Genetik Departmani, Norogenetik Progmani'nin birlikte
yiriittiigi Nedeni Bilinmeyen Zeka Geriligi ve Yapisal Beyin Anomalisi olan
Hastalarda Yeni Genlerin Arastirilmasi adli proje kapsaminda ndrogenetik hastaliklar
arastirtlmaktadir. CS gibi fenotipik ve genotipik agidan heterojen otozomal resesif, nadir
hastaliklar bu proje dahilinde arastirilmaktadir. Hastalarin  ebeveynlerinden
bilgilendirilmis onam formu okutularak ve c¢alisma hakkinda bilgilendirilerek kan

alinmig ve DNA izole edilmistir.

Bu calismada nadir varyantlarin ve hastaliga neden olan mutasyonlarin
saptanmast amactyla tiim kodlayan bdlgelerin etkin bi¢imde dizilenmesine olanak
tantyan tim ekzom dizileme yontemi kullanilmistir. Bu yontemde Roche/NimbleGen

tim ekzom array ve Illumina DNA dizileme platformu birlikte kullanilmaktadir.

3.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu
Hastalardan steril EDTA’]1 tiipe 10 ml periferik kan 6rnegi alinarak klasik tuzla

¢oktiirme yontemi ile DNA izolasyonu yapilmistir.

3.2. DNA’min Miktar ve Safhigimin Ol¢iimii

20 mikrogram yiiksek kalitede ve molekiiler agirlikta amplifiye olmamis
genomik DNA  2.1m array Sequence Capture deneyi i¢in Onerilmektedir. DNA
ornekleri  250ng/ul-500ng/ul konsantrasyonunda olacak sekilde TE buffer icersinde
¢cOziindiiriildii. Ultraviyole spektrofotometresi ile 6rnegin 260 nm ve 280 nm

dalgaboylarindaki emilim degerleri o6l¢iildii. A260/A280 > 1.8 ve A260/A230 > 1.9
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araligindaki degerler ideal kabul edildi. DNA’nin degrade olup olmadigini gérmek ve
RNA kontaminasyonunu degerlendirmek {izere her 6rnekten 200 ng DNA %]1’lik
agaroz jele yiikelenerek uygun molekiiler agirliktaki marker ile elektroforez ile analiz
edildi. Genomik DNA’nin tek bir bant seklinde 12 kb’den biiyiik olarak goriilen
ornekler caligmaya alindi. Fragmentasyon icin gereken ornekler -20°C’de calismaya

kadar saklanabilir.

3.3. Ekzom Yakalama ve Dizileme

Genomik DNA yakalama NimbleGen 2.1M human exome array version 1.0 ile
tiretici (Roche Nimblegen, Inc.) protokoliine gore gerceklestirildi. Genomik DNA
dizileri sonifikasyon ile kesilir ve elde edilen fragmentler evrensel primer dizileri igeren
adaptorlere baglanir. Adaptor bagli diziler agoroz jel elektroforeziyle fraksiyonlarina
ayrilir ve istenilen boyuttaki parcalar kesilir. Elde edilen DNA ligasyon aracili PZR
(polimeraz zincir reaksiyonu) ile amplifiye edilir, ardindan piirifiye edilerek array
lizerinde lretici tarafindan saglanan Buffer ile 42 °C de hibridize edilir. Array yine
tiretici tarafindan saglanan Buffer ile iki kez 47.5 °C de ve oda sicakliginda 3 kere
yikanir. Yikamalar sirasinda hibridizasyon gostermeyen diziler elimine edilir. Bagh
genomik DNA 125 mM NaOH ile oda sicakliginda 10 dakika elue edilir, piirifiye edilir
ve ligasyon aracili PZR ile amplifiye edilir. Elde edilen fragmentler, piirifiye edilip
Illumina platformunda DNA dizilime igin hazirlanir. Hedef dizinin gorece kag kat
zenginlestirildigini belirlemek i¢in yakalanan ve yakalanmayan amplifiye Orneklere
kantitatif PZR uygulanir. Olusturulan kiitiiphane 74 baz ciftlik gruplar halinde olacak
sekilde Genome Analyzer IIx’da (Illumina) dizilenir. [llimunia pipeline version 1.5

sonuclarin goriintiilenmesi ve baza ¢evrilmesinde kullanilmaktadir.
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Sekil 3-1: Ekzom yakalama ve dizileme protokolii

(www.nimblegene.org)

3.3.1. Ekzom veri analizi

Dizi verilerinin analizi, human genome (NCBI36/hgl8) referans alinarak daha
Oonce tanimlanmig veri analiz sistemine (Illimunia pipeline) gore Maq and BWA
yazilimlar1 kullanilarak yapildi. Maq software kullanilarak elde edilen dizi verileri
referans insan genomu (hgl8) ile karsilastirildi. Hedef sekanslar disindaki okumalar
dislandi. SAMtools sonuglarin baza ¢evrilmesinde kullanild1 ve referans bazdan farkl
her baz olas1 SNV olarak alindi. BWA indel saptamak amaciyla referans genomla olan
gapleri karsilastirmak i¢in kullanildi. Ek filtreler uygulandi. Varyantlar Quality score ve
coverage degerlerine gore yeniden gozden gecirildi. Yeni varyant anotasyonu dbSNP,
Personal Genome ve 1000 Genomes veri tabanlariyla karsilagtirilarak yapildi.
Varyantlar yenilik, kodlanan proteine etkisi, tlirler arasindaki korunmusluk, ekspresyon
paternlerine gére degerlendirildi. In silico algoritmalar uyguland: (PolyPhen-2, SIFT,
Grantham). Aday genler Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM,;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim) ve UCSC Genome portal (http://genome.ucsc.edu)

kullanilarak incelendi.


http://genome.ucsc.edu/
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3.3.2. Dizi analizi ile varyantlarin konfirmasyonu

Hasta bireylerin ekzom veri analizi sonucunda hastaliga neden oldugu bilinen
gendeki mutasyonlar, aday genlerdeki yeni varyasyonlar ve ekzom problarinin teorik
olarak kapsamadigi kanonik kesim bolgeleri i¢in dizayn edilen primerler

(www.genome.usc.edu ve www.basicnorthwestern.edu/biotolls/oligocalc.html) ile PZR

reaksiyonu gerceklestirildi. Elde edilen PZR iriinleri agaroz jel elektroforezi ile
degerlendirildi. Dizileme i¢in yeterli kalitede olan 6rnekler sanger dizileme yontemiyle
incelendi. Sanger dizileme islemleri ABI 3130 XL (Applied Biosystems) kapiller
sekanslama cihazinda okundu. Amplikonlar ~Sequencer'™ software (Gene Codes
Corporation, MI, USA) ile analiz edildi.

Bu asamalarda kullanilan primer dizileri Tablo 3-1°de gosterilmektedir. Ilgili

genlerin PZR kosullar1 ise Tablo 3-2’de ifade edilmektedir.


http://www.genome.usc.edu/
http://www.basicnorthwestern.edu/biotolls/oligocalc.html

Tablo 3-1: Dizileme i¢in kullanilan primerlerin bilgileri
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Gen Forward primer Reverse primer Erime Isist
VPS13B CTTCTTGATAATGACGTTTGTTGG CTTCTTGATAATGACGTTTGTTGG | 59.5-60.5°C
(100177837)

VPS13B GATCTTATCTCCTGTAGCTACC GCTTGGTACAGTGGTTTACAC 59.5-60.5°C
(100184380)

LTBP4 GAAATGGCCTGACTGTCTGG TCCTGACTTCAAGTGATCTGC 59.5-60.5°C
NPRL3 GAAATGGCCTGACTGTCTGG TCCTGACTTCAAGTGATCTGC 59.5-60.5°C
CLEC18C ATAGCTCCATCCAGCCTGAG AGAGAGACCAGGTACAGCAG 59.5-60.5°C
MRC1 AAAGCTTTCAGGCCTCCAGC TCGAATTCCTCAATGGTGTGG 59.5-60.5°C
BCID2 CATGATTCAGTTCCCAGTGTG CAGCAGTGATGATGCCACC 59.5-60.5°C
VPS13B ATAGCTTCTTTACAGTAGATGGAC GGCTGGTTCTAGGTTTAAGTG 59.5-60.5°C
ekzon 16

VPS13B CTGAAGGCCTAATGGATGGTTC CAGAAGAAATGCAGCCAACTG 59.5-60.5°C
Ekzon 27

VPS13B GGAAAGTGTCTCAGGAGGG TAGCATGTCCAACCAACCTAAG 59.5-60.5°C
Ekzon 29

VPS13B  Ekzon | TTGCTAAGCCCAACCAGGC ATGTTCCACAGCTGAATCCTG 59.5-60.5°C
32

VPS13BEkzon 50 | TGAGAATTGCTTGAACCCAGGA GCCAGCTATAGTTAGACCAGA 59.5-60.5°C
VPS13B GTAGTTACCTGTGATCCTGTG CGGACTGCAAGACCAAAGAC 59.5-60.5°C
Ekzon 52

VPS13B GACTCCGTCCAGACACAATG ACT CCCAAG GAACCTGCAC 59.5-60.5°C
Ekzon 54

Tablo 3-2: PZR kosullar:

PZR Kogsullar

95°C 3 dakika 1x
95°C 40 saniye

60 40 saniye 35x
72°C 40 saniye

72°C 10 dk 1x
4°C o0
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Tiim ¢alismalarimizda kullanilan malzemeler tablo 3-3’de, cihazlar ise tablo 3-

4’de gosterilmektedir.

Tablo 3-3: Malzeme listesi

Malzeme adi | Malzemenin Ozellikleri Kullanim Yeri
DNase, RNase Free, 50 mL, 50 DNA izolasyonu ve soliisyon
Falkon -
adetlik paket hazirlanmasi
Etanol % 99.9 Extra pure DNA izolasyonu
Mikrosantrifiij .
tiipleri / DNase, RNase Free, 1000 adetlik DNA izolasyonu, PZR islemlerinde
paket
Ependorf
Primerler 14 bolge i¢in 100nm, 40 Mer Ekzom dizileme, PZR

Agoroz Jel % 99.9 Extra pure

PZR iiriin kalitesi tayini

Plate 100 adet

Mikroarray uygulamalar i¢in

PCR Mix Tiim PZR Reaktanlarini igeren PZR agamasinda

NimbleGen Ilgili gen bolgeleri igin 6zel dizayn (

Mikroarray calismasinda

Arrays 21 M)

II:I/IIir)r(lsrlse Gen Mikroarray platformu soliisyonu Mikroarray ¢alismasinda
g/lez(lgr Port Plate uyumlu adeziv 6zellikte Mikroarray ¢alismasinda
Elution

Chamber (ES1 |Eliisyon asamasi i¢in
or EL1)

Mikroarray ¢alismasinda

Tablo 3-4: Cihaz listesi

Cihaz ad1 Kullanim Yeri
Electrophoresis System ( Bio-rad) PZR {irtin kalite tayini
Is1 blogu ( Ependorf) Doku Homojenizasyonu

Plate ve mikrosantrifiij ( Ependorf)

Santrifigasyon iglemlerinde

Thermocycler ( Roche )

PZR islemlerinde

Vortex mixer ( Ependorf )

Soliisyon ve izolat ¢calkalama iglemlerinde

Desikator

Mikroarray platformu kurutma islemlerinde

ABI 3130 XL (Applied Biosystems)

Sanger dizileme iglemlerinde

Sequencer™ software

Amplikon analizlerinde

Genome Analyzer 1Ix’da (Illumina)

Ekzom yakalama ve dizileme islemlerinde
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4. BULGULAR

Calisilan orneklere ait klinik bulgular yani sira ekzom sekanslama ve dizi
analizleri sonucunda saptanan homozigot novel varyantlara bu béliimde ayrintili olarak
deginilmistir. Mutasyonlar arastirilirken  Oncelik  resesif hastalik modeli
diisiiniildigiinden homozigot novel varyantlar taranmistir. Yeni varyant anotasyonu
dbSNP build 131, nine personal genomes, and 1000 Genomes database Personal veri
tabanlariyla karsilastirilarak yapilmistir. Varyantlarin degerlendirmesi yenilik, kodlanan
proteine etkisi, tiirler arasindaki korunmusluk, ekspresyon paternlerine ve

fonksiyonlarina gére yapilmstir.

4.1. Olgu 1.

Ikinci derece kuzen olan anne babanin ilk cocugu olarak 3200 kg miyadinda
normal dogan kiz olgu, 8 yas 9 aylikken epilepsi, MR, konusma geriligi tanilariyla
poliklinigimize sevk edildi. 1 saglikli erkek kardesi vardi. Hastanin 8 aylikken
oturdugu, 1,5 yasinda yiiriidiigli, 4 yasindan beri 5-10 kelime konustugu ancak ciimle
kuramadig bildirildi. Bas gevresi: 50 cm (<2p), boy:126 cm (25-50p), agirlik: 25kg
(>97p) idi. Fizik muayenesinde trunkal obezite, mikrosefali, mutlu yiiz ifadesi,
yuvarlak yliz, badem seklinde gozler, belirgin 6n kesiciler, acik agiz, kisa filtrum, hafif
mikrognati, maksiller hipoplazi ve dar ve yiliksek damak, ellerde hipermobilite ve
“tapering fingers” mevcuttu. EKO normal bulundu. G6z muayenesinde astigmatizm
mevcuttu. Kromozom analizi 46,XX idi. IQ 41 olarak hesaplandi. Kemik yas1 9 yas ile
uyumluydu. Batin USG normaldi Insiilin ve glukoz degerleri normaldi. Notropeni
saptanmadi. Isitme testi yapilamadi. Kranial MR’da bilateral frontal lob posteriorda
solda belirgin olmak {izere bilateral temporal lob superior ve anterior bdliimde ve
bilateral parietal lobda yer yer kortikal kalinlasma ve giral siglasma ile uyumlu bulgular
pakigri olarak yorumlanmistir. Ek olarak hipofiz glandinda bombelesme rapor
edilmistir. EEG normal bulundu. MR, obezite ve tipik yiiz bulgulari ile Cohen sndromu

klinik tanist kondu.



Sekil 4-1: Olgu 1 i¢in aile agaci

Resim 4-1: Olgu 1

Tablo 4-1: Olgu 1 icin ekzom dizileme sonucunda bulunan homozigot novel varyantlar
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chr9 94522734 A>G 255 90 0 47 BICD2 5,043 Missense L244P | 244/855 + +
chrl0 18178537 C>G 45 6 0 6 MRC1 3,77 Missense P363A | 363/1456 | + -
chrl6 68765807 G>A 54 6 0 6 CLEC18C | 1,781 | ex-in boundary -
chrX 104350934 A>C 102 | 58 0 38 TEX13A 0 Missense C200W 200/0
chrX 104350935 C>A 93 57 0 38 TEX13A | 0,348 Missense C200F 200/0
chrl6 78774 C>G 54 84 6 45 NPRL3 | 5,298 Missense S310T 310/0 + -
chrl6 78775 T>C 40 85 7 45 NPRL3 4,63 Missense S310G 310/0 + -
chrll 5766384 A>G 102 83 7 40 OR52N1 | 4,627 Missense L80P 80/320
chrl2 51153589 G>T 39 5 1 4 KRT6C | 2.626 missense S67Y 67/564
chrl9 15591499 T>C 37 72 3 41 CYP4F8 | 3.013 missense X151R 151/0
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Sekil 4-2: Olgu 1’de BCID2’de homozigot missense varyant1 (L244P) gosteren
kromatogram.

Varyant anne ve babada heterozigot durumdadir, kontrol DNA’sinda normal allel goriillmektedir.

Bu hastada daha once COH1 gen mutasyonu taranmamisti. EKzom dizileme
sonucunda bilinen gende COH1 (VPS13B) homozigot ya da birlesik heterozigot
mutasyon saptanmamustir. Tablo 4-1’deki genlerden BCID2, MRC1, CLEC18C ve
NPRL3 varyantlarin konfirmasyonu ve ailede segregasyonu PZR ve ardindan sanger
dizilemeyle degerlendirilmistir. BCID2 genin eksprese ettigi protein golgi-endoplazmik
retikulum  transportunu  dynein-dynaktin  motor  kompleksini  etkileyerek
diizenlemektedir. MRC1 tarafindan kodlanan protein  makrofajlar  yoluyla
glikoproteinlerin endositozunu diizenleyen tip 1 membran mannoz reseptoriidiir.
CLEC18C geni mannoz reseptdr benzeri 3 proteinini kodlamaktadir. NPRL3’iin
kodladig1 proteinin fonksiyonu bilinmemekle birlikte, baska CS 6n tanili hastada (hasta
3) aym varyantin ekzom analiz sonucunda bulunmasi nedeniyle taranmistir. Bunlar
arasindan sadece BCID2 genindeki varyant konfirme ve segrege olmustur. Bu
pozisyonun QS (255) ve coverage degeri yiiksekti (PCR duplicates ¢ikarildiginda
unique reads 47) ve tiim okumalar mutant alleli destekliyordu. Ayrica bu varyant 5000
kontrol kromozumunda bulunmamistir. Diger genler tez kapsaminda calisilmamistir.
TEX13A testislerde eksprese olan fare homoluguna benzemektedir. OR52N1 kodladig1
olfaktor reseptdr geni kokunun algilanmasii tetiklemek tiizere burundaki odarant

molekiillerle etkilesrek ndronal yanito baglatir. KRT6C genin kodladigi keratin ailesi
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iiyesi bir ptoteindir. Keratinler epitel hiicrelerin yapisal biitiinliignden sorumlu filament
proteinleridir. CYP4F8, sitokrom P450 siiperailesi enzimleirni kodlamaktadir. Bu
protein endoplazmik retikulumda lokalizedir ve seminal vesikiillerde prostaglandinler

icin 19-hidroksilaz olarak islev goriirler.

4.2. Olgu 2

Teyze ¢ocuklar1 olan anne babadan elektif seksiyon ile zamaninda ve 2580 gr
agirliginda {igiincii cocuk olarak dogan kiz olgu, 7 yasinda mental gerilik ve konusma
gecikmesi nedeniyle poliklinigimize yonlendirilmisti. Ailenin diger 2 ¢ocugu saglikli
idi. Ug yasina kadar sik ateslendigi ve infeksiyon gecirdigi bildirilen hasta 6 aylik
oturmus, 1,5 yasinda yiiriimiistii. Bas ¢evresi: 46 (<3p), boy: 110 cm (3p), agirlik: 20kg
(90-97p) idi. Fizik muayenesinde trunkal obezite, mutlu yiiz ifadesi, yuvarlak yiiz,
badem seklinde gozler, belirgin 6n kesiciler, kisa filtrum, maksiller hipoplazi, dar ve
yiiksek damak, sag elde simian ¢izgisi, dirseklerde ve el parmaklarinda hipermobilite ve
“tapering fingers”, pes excavatum mevcuttu. El boyu: 12 cm (<12p) idi. Goz
muayenesinde pigmenter retinopati belirlendi. Kromozom analizi 46,XX idi. Kraniyal
MR ve EEG normal bulundu. 5-6 sézciik konusabiliyordu. IQ 41 olarak hesaplandi.
Tam kan sayiminda nétropeni tespit edildi. Insiilin ve glukoz degerleri normaldi.
BERA testinde koklea ve/veya oOncesinde bir patoloji lehine bulgular saptanmuistir.

Klinik bulgular ile Cohen sendromu tanis1 kondu.

Resim 4-2: Olgu 2



Sekil 4-3: Olgu 2 i¢in aile agaci

A
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Tablo 4-2: Olgu 2 icin ekzom sekanslama sonucunda bulunan novel homozigot varyantlar
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chr3 49740017 G>A 196 55 0 34 IP6K1 5.254 missense | R125C | 125/276
chr9 93752035 G>T 42 5 0 5 ROR2 -0.347 | missense P11Q 11/943
chrl7 6657044 C>G 232 67 1 43 TEKT1 3.926 missense | A228P | 228/418
chrl7 7940692 A>G 255 142 0 59 ALOXE3 | 4.128 missense 1705T 705/711
chr20 | 61508995 TG 45 6 0 5 KCNQ2 0.649 missense 1661L 661/844
chr20 | 61891639 G>A 154 40 0 28 ZBTB46 3.136 missense | P306S 306/589
chrxX | 128870377 A>G 255 171 0 66 UTP14A | -0.362 | missense N75S 75/719
chrld | 44727906 A>G 171 48 0 48 FANCM 4.696 missense | R1644Q | 1644/2048

Bu hastada daha onceki
Ekzom dizileme sonucunda da COH1’de

mutasyon saptanmamistir.

COH1 geni taramasinda mutasyon bulunmamist.

homozigot ya da birlesik heteorzigot

Hastaliga neden oldugu bilinen asagidaki genlerdeki

varyantlarin olgudaki fenotipe etkisi diigiiniilmemistir. ROR2 genindeki defektler
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brakidaktili tip B, Robinow syndrome, OR formu, ALOXE3 genindeki defektler non-
bullous konjenital ichtiyoizoform eritroderma, KCNQ2 genindeki defektler epilepsi,
benign neonatal tip 1 ve FANCM genindeki defektler Fanconi anemisine neden
olmaktadir. Geri kalan genler tez kapsaminda ¢alisilmamustir. IP6K1 inositol fosfokinaz
ailesinden bir protein kodlamaktadir. TEKT1 gen firlinii tektin ailesi proteinlerindendir.
Tektinler filament olusturan proteinleri igerirler. Agirlikli olarak testislerde eksprese
olmaktadirlar. Fare homolugunun mRNA’sinda  spermatositlerde eksprese olmasi
spermatogenezde rol olyandigini diisindiirmektedir. UTP14A geninin kodladig1 protein

ribozom biyogenezi ve 18s Rrna sentezinde gorev almaktadir.

4.3. Olgu 3

Aralarinda akrabalik bulunmayan, ayni kdyden olan anne babanin 3 gebelik 2.
canli dogumu olarak miyadinda sezaryenle 2900 gr agirhiginda ve 48 cm boyunda
dogan kiz olgunun bir kiz kardesi iki giinliikken mekanyum aspirasyonu nedeniyle
kaybedilmisti ve yasayan 1 saglikli kizkardesi vardi. Mental motor gerilik nedeniyle 6
yas 6 aylikken poliklinigimize gonderilen hastanin 1 yasindan oturdugu, 2,5 yasinda
yiiriidiigii ve 6 yas tek tek birkag kelime konustugu bildirildi. Sik USYE ve kusma
Oykiisii vardi. Bas ¢evresi: 45,5 cm (<3p), boy: 108,5 cm (3-10p), agirlik :21 kg (50-
75p) idi. Fizik muayenesinde trunkal obezite, mutlu yiiz ifadesi, yuvarlak yiiz, badem
seklinde gozler, sagda disa sasilik, belirgin 6n kesiciler, kisa filtrum, maksiller
hipoplazi, mikrognati, agik agiz, dar ve yiiksek damak, fasiyal hipotoni, ve “tapering
fingers cubitus valgus tespit edildi. EI boyu: 15 cm (< 3p) idi. Kompanse hipotroidi
vardr. 1ki yonlii vertebra grafisinde kifoz, skolyoz ve osteopeni belirlendi. Hasta ciimle
kuramiyordu ve 10-15 kelime konusabiliyordu. I1Q 30-35 arasindaydi. Goz
muayenesinde optik atrofi ve retinitis pigmentoza oldugu rapor edildi. Hastada ayrica
sensorindral isitme kaybi vardi (%40-50). Kranial MR, EKO ve EEG normaldi. Hastada
insiilin degeri 80.32 mu/L (ref. aralik 0-17) ile tokluk glukoz 118 (ref. Aralik 60-105) ile
yiiksek bulundu. Hasta tam kan sayiminda nétropenik bulundu. Klinik ve laboratuvar

bulgulari ile Cohen sendromu klinik tanis1 kondu.
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Sekil 4-4: Olgu 3 icin aile agaci

Resim 4-3: Olgu 3
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Tablo 4-3: Olgu 3 i¢in ekzom sekanslama sonucunda bulunan homozigot novel varyantlar

§ % 2z —_ e
sg| g2 ) 5 s| &
5 2 | , | = |282|238| « | 8 2 g | 25 | 2| 2
= & o e} x 8 s 8o 3 = g 3] 32 1S >
g G © lg=2| 283 o & & | S5 | £ | ¢
o () S =2 =240 o é 1< =)
(o] [ o S5
3 2% é ¥ @
5 e
chré 129520987 ec | 255 | 5 | o 34 LAMA2 | 3107 | missense | D209H | 29913122
chrg | 88954942 | 51 255 77 0 28 DCAF4L2 | 1,055 | missense | R125Q | 125/395
10018438
chr8 0 C>T 181 51 0 32 VPS13B | 1,992 nonsense R146X 146/863 + +
12082044
chr10 ; T>C 255 | 121 0 55 EIF3A | 4,701 [ missense | M228V | 228/1382
chr22 | 38396900 [ c>T 184 51 0 32 CACNALl | 4,97 | missense | P1477S | 1477/2188
chr22 | 35908194 [ T>c 229 67 2 27 C1QTNF6 | 0,798 | missense | 1273v | 273/278
chrie | 78774 [ C>G 4 62 3 30 NPRL3 | 5298 | missense [ S310T | 3100 | + -
15034483
chr7 ; T>C 12 65 4 24 ATGOB | 1073 | Coding E765G [ 765/0
13902730
Chr9 9 G>T 39 5 1 3 ATGOB | 48 Coding | P1613H | 1613/0
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Sekil 4-5: Olgu 3°de VPS13B’de ¢.436>T (R146X) nonsense mutasyonu gosteren
kromatogram.

Anne ve baba ayn1 mutasyon i¢in heterozigot durumdadir, kontrol DNA’sinda normal alleller
goriilmektedir.

Bu hastada daha 6nce COH1 gen mutasyonu taranmamisti. Ekzom dizileme
sonucunda hasta 3’de VPS13B’de 5. ekzonda (¢.436C>T, R146X) nonsense mutasyon
tespit edilmistir. Bu pozisyonun QS (181) ve coverage degeri yiiksekti (PCR duplicates
cikarildiginda unique reads 51) ve tiim okumalar mutant alleli destekliyordu. Ayrica bu
varyant 5000 kontrol kromozumunda bulunmamistir. Bu mutasyon ilk defa Cohen
Sendromlu bir hastada ElI Chehadeh ve ark. (2010) tarafindan bildirilmistir. Bu
pozisyondaki mutasyonun PZR ve ardindan sanger dizilemeyle konfirmasyonu ve
ailedeki segregasyonu gosterilmistir. NPRL3 genindeki varyant diger Cohen 6n tanili
hastada (hasta 1) ekzom sonucunda bulunmasi nedeniyle sanger dizilemeyle taranmis

ancak anne ve babada da homozigot bulunmustur.

4.4.0lgu 4-1/4-2

Aralarinda akraba evliligi bulunmayan, ayn1 kdyden anne babanin mental motor
retardasyon ve mikrosefali olan iki ¢ocugundan ilki 8 yasindaki kiz olgu idi. Ciddi
derecede gelisim ve konusma geriligi olan hastanin 3 yasinda oturdugu, 4-5 yaslarinda
sallanarak yiiriidiigii ve 8 yasinda 1-2 kelime konustugu bildirildi. Fiziki muayenesinde
Bas ¢evresi: 45 cm (<2p), boy: 118 cm (<3p) agirlik: 23 kg (10p) ve trunkal obezite,
mikrosefali, mutlu yiiz ifadesi, diisiik yerlesimli sag ¢izgisi, uzun yiiz ve burun, badem

seklinde gozler, belirgin 6n kesiciler, agik agiz, kisa filtrum, maksiller hipoplazi ve dar
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ve yiiksek damak, cubitus valgus, bilateral simian ¢izgi, el parmaklarinda hipermobilite
ve “tapering fingers”, pes planus, klinodaktili mevcuttu. Géz muayenesinde bilateral
yaygin pigmenter retinopati tespit edildi. Kromozom analizi 46,XX idi Kraniyal MR
normal bulundu. Batin USG’de bobrek boyutlari normalin {lizerinde bulundu. EKO’da
interatriyal septumda yaklagik 1 cm’lik ince bir membran seklindeydi ancak renkli
dopplerde minimal gegis oldugu saptandi. 1Q 19 idi.

Ciddi derecede gelisme ve konusma geriligi olan erkek kardesin ise 3 yasinda
oturdugu, 4-5 yaslarinda sallanarak yiiriidiigii ve 6 yasinda 1-2 kelime konustugu
bildirildi. Bas g¢evresi: 45 cm (<2p), boy: 114 cm (10p), agirlik: 20 kg (10-25p) idi.
Fizik muayenesinde trunkal obesite, mikrosefali, mutlu yiiz ifadesi, diisiikk yerlesimli
sa¢ ¢izgisi, uzun yiliz ve burun, badem seklinde goézler, belirgin 6n kesiciler, acik agiz,
kisa filtrum, maksiller hipoplazi ve dar ve yiiksek damak, bilateral simian ¢izgi, el
parmaklarinda hipermobilite ve darlik, “tapering fingers” ve pes planus mevcuttu. 1Q
27 idi. Go6z muayenesinde retinopati tespit edildi. Kromozom analizi 46,XY idi. Batin
USG’de bobrek, KC ve dalak boyutlar1 normalin iizerindeydi. EKO ve Kranial MR
normal bulundu. Kiz ¢ocugunda nétropeni varken, erkekte notrofil sayisi normal sinirlar
igindeydi. Ayrica her iki hastada insiilin, kan sekeri dahil diger kan biyokimyasal

degerleri de normaldi.

Sekil 4-6 Olgu 4-1/4-2 igin aile agaci Resim 4-4: Olgu 4-1/4-2
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Tablo 4-4: Olgu 4-1 icin ekzom sekanslama sonucunda bulunan homozigot novel
varyantlar
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chr2 | 170136674 G>A 193 55 0 22 FASTKD1 0,36 missense P38S 38/847
chr2 | 179205965 A>G 255 | 86 0 48 TTN 5,621 | missense C5315R 5315/0
chr3 | 14174970 T>A 36 22 0 3 XPC 0 missense 1436F 436/904
chrs 706187 C>G 129 33 0 19 CEP72 1511 missense H621Q 621/647

Ex-In 1bp 1bp
chr8 | 100177837 G>T 196 55 0 33 VPS13B 5,887 downstream | downstream | + +
boundary

of exon 3 of exon 3
chrl6é | 82552174 C>G 111 27 0 16 OSGIN1 0,711 missense R245G 245/560
chrl7 7414419 C>T 211 59 0 29 SENP3 1,519 missense A455V 455/0
chrl7 | 8732253 G>A 193 | 55 0 24 PIK3R5 4,578 | missense R526W 526/880
chrll| 46298838 A>G 16 67 3 29 CREB3L1 | 1,284 | missense D509G 509/519
chri8| 66014836 A>C 38 82 6 42 RTTN 2,084 | missense F241C 241/2226
chr7 4842705 G>A 48 8 1 6 RADIL 1,838 | missense P198L 198/1075

Sekil 4-7: Olgu 4-1/4-2’de VPS13B’de ¢.412+1 G>T splice site mutasyonu gosteren
kromatogram

Seklin solunda ilk iki kromatogram etkilenmis bireylerdeki homozigot ¢.412+1 G>T mutasyonunu gostermektedir.
Sol alttan {iglinde anne, baba ve etkilenmemis erkek kardeslerden biri ayn1 mutasyon igin heterozigot durumdadir.

Sagdaki iki kromotogramda iki etkilenmemis erkek kardesin normal homozigot allelere sahip oldugu goriilmektedir.

Bu hastada daha onceki COH1 geni taramasinda mutasyon bulunmamisti.
Ekzom dizileme sonucunda hasta 4-1de VPS13B’de (COH1) ekzon 3’iin 1bp
downstreaminde splice site mutasyonu (c.412+1 G>T) tespit edilmistir. Bu mutasyon
daha once Cohen Sendromlu hastalarda bildirilmemistir. Bu pozisyonun QS (196) ve
coverage degeri ylksekti (PCR duplicates ¢ikarildiginda unique reads 33) ve tiim
okumalar mutant alleli destekliyordu. Ayrica bu varyant 5000 kontrol kromozumunda
bulunmamistir.  Bu pozisyondaki mutasyonun konfirme edilmesi ve ailedeki
segragasyonuna belirlenmesi amaciyla tiim aile bireyleri i¢in yapilan PZR ve ardindan
sanger dizileme sonucunda diger hasta kardesin de ayni mutasyon icin homozigot
durumda oldugu, anne, baba ve bir etkilenmemis kardesin heterozigot tasiyici oldugu ve

diger iki kardesin ise iki normal allele sahip oldugu tespit edilmistir.
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4.5. Olgu 5-1/5-2

Ikinci kuzen olan anne babanin MMR olan ilk ve ii¢iincii cocugundan ilki 18,5
yasindaki kiz olgu 2000 gr miyadinda normal yolla dogmustu. Hastanin 1,5 yasinda
yiridigi bildirildi. 2.5 yasina kadar epilepsi vardi. Bas ¢evresi 55 cm (2-50p), boy 162
cm (50p), agirlik: 75kg (> 97p) idi. Fizik muayenesinde trunkal obesite, mutlu yiiz
ifadesi, diislik yerlesimli sa¢ ¢izgisi, uzun yiiz ve burun, belirgin 6n kesiciler, acik agiz,
kisa filtrum, maksiller hipoplazi ve dar ve yliksek damak, el parmaklar1 ve dirseklerde
hafif hipermobilite mevcuttu. Muayene zamaninda hastanin konusmasinin iyi oldugu,
climle kurabildigi gozlendi. IQ 25 idi. Kalpte 3. ses ve 1/6 sistolik iifiiriim tespit edildi.
ERG normal bulundu (sag genlik diisiik). G6z muayenesinde periferik retinada graniiler
goriiniim tespit edildi. EKO ve KrMRG normal bulundu. Noétropeni tespit edilmedi. Kan
glukoz diizeyi 108 mg/dL (ref aralik 60-105) ile yiiksek bulundu. Insiilin degeri
normaldi.

Ikinci hasta kardes 15 yasindaki kiz ¢ocugu 3000 gr agirhiginda miyadinda
dogmustu, 6. ayda oturdugu, 1 yasinda yiiriidiigii, 3 yasinda konustugu bildirildi. 5
yasina kadar epilepsi tedavisi almisti. Fizik muayenesinde bas ¢evresi: 54 cm (2-50p),
boy: 161 cm (50-75p), agirlik: 58 kg (75-90p) idi, trunkal obesite, mutlu yiiz ifadesi,
diisiik yerlesimli sag ¢izgisi, uzun yliz ve burun, belirgin 6n kesiciler, acik agiz, kisa
filtrum, maksiller hipoplazi ve dar ve yiiksek damak, el parmaklarinda hipermobilite
mevcuttu. Muayene sirasinda kelime dagarcigr 8-10 kelimeydi ve 2 kelimelik kisa
climleler kuruyordu. IQ 30°du. Kardiyolojik muayanede 1/6 sistolik iflirlim tespit
edildi. EKO ve KrMR normal bulundu. Kromozom analizi 46, XX idi. ERG normal
bulundu (sol genlik diisiik). G6z muayenesinde periferik retinada graniiler goriiniim

tespit edildi. Nétropeni tespit edilmedi. Insiilin ve glukoz normaldi.




Resim 4-5: Olgu 5-1/5-2
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Sekil 4-8: Olgu 5-1/5-2 i¢in aile agaci

Tablo 4-5: Olgu 5-1 i¢in ekzom sekanslama sonucunda bulunan homozigot novel

varyantlar
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chr7 | 101834909 | T>G | 255 ]| 87 0 45 PRKRIPL | 3.041 | nonsense | L139X | 139/184 +
chr17 | 31936534 | c>G | 238 | 69 0 42 MYO19 | -0511 | missense | R557S [ 557/970
chrs | 28630019 | G>A |181] 51 0 36 EXTL3 2.845 | missense | R175Q | 175/919
chr7 | 80131697 | G>A |[255| 91 0 45 CD36 5.747 | missense | G217R | 217/472
chrs | 29258862 | G>A | 255 ] 107 0 51 DUSP4 0.355 | missense | A35V | 35/303
Chr11 | 89171140 A>G 10 9 1 7 TRIMA49 -0.799 missense | C389R | 389/452
chr2 | 75573929 | T>C | 39 | 4 0 4 FAM176A | 4721 | missense | 1134V | 134/152
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Sekil 4-9: Olgu 5-1/5-2°de PRKRIP1’de L139X nonsense varyasyonu gosteren kromatogram.

Bu hastada daha onceki COH1 geni taramasinda mutasyon bulunmamuisti.
Ekzom dizileme sonucunda bilinen gende COH1 (VPS13B) homozigot ya da birlesik
heterozigot mutasyon saptanmamistir.  Hasta kardeslerden 5-2’in ekzom dizileme
sonucunda 7q22.1°de lokalize PRKRIP1 (protein kinase R interacting protein 1)
geninde nonsense varyant tespit edilmistir. Bu pozisyonun QS (87) coverage degeri
yiiksekti (per duplicates ¢ikarildiginda unique reads 55) ve tiim okumalar mutant alleli
destekliyordu. 5000 kontrol kromozumunda bu varyant tespit edilmemistir Yiiksek
oranda korunmus bir bolgede tespit edilen bu varyantin PZR ve ardindan Sanger
dizilemeyle diger etkilenmis kardeste de homozigot durumda oldugu ve anne babanin
heterozigot tasiyic1 oldugu tespit edilmistir. Bu genin kodladigi proteinin ¢ift iplikli
RNA baglayict bir protein oldugu ve sitokin aracili biyolojik fonksiyonlarda rol
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oynadig1 diisliniilmektedir. Ancak bu genin hastalik patolojileriyle iligkisi hakkinda bir
bilgi yoktur. Geri kalan genler arasindan olasi bir aday gorilmemistir. Tablo 4-5’de
daha Once hastalikla iliskisi bildirilen CD36 genindeki defektler trombosit glikoprotein
IV eksikligine ve varyasyonlar koroner kalp hastaligi tip 7’ye yatkinlia neden
olmaktadir. Bu gendeki varyantin olgudaki fenotipe etkisi oldugu diisiiniilmemistir.
Diger genler tez kapsaminda calisiimamistir. EXTL3, glikosiltransferaz olarak rol
oynayan membran proteinini kodladir. Katalizor olarak rol oynadigi reaksiyon heparin
ve heparan stilfat sentezinde onemlidir. DUSP4, kodladig: protein dual spesifite protein
fosfataz alt ailesinin bir iiyesidir ve bu fosfatazlar prolifreasyon ve farklilasmayla iligkili
MAP kinaz superailesinin {iyelerinin regiilasyonunda rol oynamaktadir. TRIM49’un
kodladig1 protein motifi protein-protein etkilesimleirnde rol oynayan RING zinc finger

icermektedir. Oncelikli olarak testiste eksprese olmaktadir.

4.6. Olgu 6-1/ 6-2

Aralarinda akrabalik olmayan anne babanin iki kiz ¢ocugundan 2660 ¢
agirliginda ve 50 cm dogan 17 yasindaki kiz olgunun 3.5 yasinda yiiridiigii, son ig
yildir konustugu ve 1 senedir kendini ifade edebildigi bildirildi. Bas ¢evresi: 49,5 cm
(<2p) boy: 130 cm (<3p), agirlik: 30 kg (<3p) idi. Fizik muayenesinde mikrosefali, boy
kisaligi, mutlu yiliz ifadesi, belirgin 6n kesiciler, agik agiz, kisa filtrum, maksiller
hipoplaz, dis eti hipertrofisi, el darligi, dirsek ve el parmaklarinda hipermobilite,
“tapering fingers”, pes planus, cubitus valgus, sol elde simian ¢izgi mevcuttu. El boyu
15.5 cm (<3p) idi. Agresif davranis paterni gézlendi. EEG ve KrMRG normaldi. 1Q 28
idi. Sistin ve lizin degerleri diisiiktii. Kromozom analizi 46,XX idi. Flas VEP’de uzamis
latans ve Flag ERG’de diisiik genlik tespit edildi. G6z muayenesinde optik disk bilateral
soluktu.

15 yasindaki ikinci kardesin 2300 gr agirhiginda ve 45 cm diinyaya gelen 2
yasinda yiiriidiigii belirtildi. Bas ¢evresi: 49,5 cm (<2p), boy: 144 cm (<3p, )agirlik: 32
kg (<3p) idi. Fizik muayenesinde mikrosefali, boy kisaligi, mutlu yiiz ifadesi, uzun yiiz,
belirgin 6n kesiciler, agik agiz, kisa filtrum, maksiller hipoplazi ve el darligi, dirsek ve
el parmaklarinda hipermobilite, “tapering fingers”, cubitus valgus alt ekstremitede
bilateral rijidite, sag elde ulnar deviasyon mevcuttu. El boyu: 14 cm (<3p) idi. 1Q 26
idi. EKO’da fizyolojik pulmoner regiirjitasyon vardi. KrMRG sol anterior ethhmoid ve

frontal sintiste mukozal kalinlik artis1 ile konkabiilloza disinda normaldi. Kromozom
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analizi 46,XX idi. Flas VEP’de uzamis latans ve Flas ERG’de normal genlik tespit
edildi. G6z muayenesinde optik disk bilateral soluktu.

A

Sekil 4-10: Olgu 6-1/6-2 i¢in aile agaci

Resim 4-6. Olgu 6-1 ve 2

Tablo 4-6: Olgu 6-1 icin ekzom sekanslama sonucunda bulunan homozigot novel

varyantlar
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chrl0 | 134862610 | G>A 39 5 1 KNDC1 1.302 | missense | A870T 870/1749
chri2 | 12509961 | G>A 58 5 1 LOH12CR1 | 4.380 | missense | R192H 192/196
chrl7 | 67630696 | G>A 39 5 1 4 SOX9 4,376 | missense | G225S 225/509
chrl9 | 45814936 | T>G 94 46 2 30 LTBP4 -0.390 | missense | V1042G 1042/0 +
chrl9 | 63570930 | G>A 39 4 0 3 ZNF837 -0.570 | missense | R528C 528/531
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Bu hastalarda daha once COH1 gen mutasyonu taranmamisti. Ekzom dizileme
sonucunda bilinen gende COH1 (VPS13B) homozigot ya da birlesik heterozigot
mutasyon saptanmamustir. Bu deneyde baska bir merkezden Cohen 6n tanili hastada
yapilan e¢kzom sonucunda bulunmasi nedeniyle LTBP4 sanger dizilemeyle
degerlendirilmis, ailede segregasyon gostermemistir. LTBP4’deki defektler siddetli
pulmoner gastrointestinal ve ftriner anomaliler ile birlikte Cutix laxa’ya neden
olmaktadir. Tablo 4-6’da daha 6nce hastalikla iligkilendirilmis olan SOX9 genindeki
defektler kampomelik displaziye neden olmaktadir. Bu genlerdeki degisimlerin de
olgudaki fenotipe etksi oldugu disiiniilmemistir. Diger genler tez kapsaminda
calistimamistir KNDC1 (kinase non-catalytic C-lobe domain containing 1), LOH12CR1
(loss of heterozygosity, 12, chromosomal region 1) ve ZNF837 (zinc finger protein 837)

fonksiyonlar1 hakkinda bilgi bulunmamaktadir.

4.7.0Ilgu 7-1/7-217-3

Akraba olmayan ayni kdyden anne babanin ayr1 yumurta ikiz kizlar1 ve bir oglu
epilepsi ve motor gerilik nedeniyle degerlendirildi. Alt1 yas sekiz aylik kiz olgunun,
miyadinda, normal dogumla ikiz esi olarak 2400 g dogdugu, 10 aylikken oturdugu ve
1.5 yasinda yiiridigi bildirildi. Aile ti¢ yasinda mental motor geriligini fark etmisti.
Bas ¢evresi: 50 cm (2-50p), boy: 124 cm (90-97p), agirlik: 25 kg (90-97p) idi. Fizik
muayenesinde trunkal obesite, mutlu yiiz ifadesi, belirgin 6n kesiciler, acik agiz, kisa
filtrum, maksiller hipoplazi ve dar ve yiiksek damak, biiyiik kulaklar, cubitus valgus ve
dirseklerde kisitlilik mevcuttu. Insiilin ve kan sekeri normaldi. Nétropeni yoktu.
KrMRG normaldi. 10-15 sozciik soyleyebiliyor ve iki kelimelik kisa ciimleler
kuruyordu. G6z muayenesinde optik disk hafif soluktu. USG’de dalak minimal biiytiktii
ve fiziki muayenede karaciger 3 cm idi. Angelman sendromu igin yapilan FISH
caligmasinda delesyon negatif ve Rett sendromu i¢in yapilan mutasyon analizi negatif
bulundu.

6 yas 8 aylik kiz olgunun, miadinda normal dogumla ikiz esi olarak 2200 g
dogdugu, 10 aylikken oturdugu ve 2 yasinda yiiriidiigii bildirildi. Aile ii¢ yasinda mental
motor geriligini fark etmisti. Bas ¢evresi: 48,5 cm(<2p), boy: 115 cm (25-50p) ve
agirhik: 22 kg (75p) idi. Fizik muayenesinde trunkal obesite, mutlu yiiz ifadesi, belirgin
on kesiciler, acik agiz, kisa filtrum, maksiller hipoplazi ve dar ve yiliksek damak, biiyiik

kulaklar, cubitus valgus ve dirseklerde kisitlilik mevcuttu. Konusma gelisiminin ikiz



44

kardesine gore daha iyi oldugu gozlendi. Insiilin normal, ancak glukoz mg/dL 111 (60-
105) bulundu. Nétropeni yoktu. G6z muayenesinde optik disk hafif soluktu. Kromozom
analizi 46,XX idi. KrMRG normaldi. ikiz ablalarindan sonra diinyaya gelen erkek olgu
muayene sirasinda 3,5 yasindaydi. Bas ¢evresi: 50 cm  (25p-50p), boy: 99cm (50-75p)
ve agirlik: 19 kg (97p) ve konusmast yoktu. 8 yasindaki son muayenesinde kelime
dagarcig1 10-15 sozciiktii ve ciimle kuramiyordu. Fizik muayenesinde trunkal obesite,
mutlu yiiz ifadesi, belirgin 6n kesiciler, agik agiz, kisa filtrum, maksiller hipoplazi ve
dar ve yiiksek damak mevcuttu. Her ik el ayakta postaksial polidaktili tespit edildi.

Insiilin ve glukoz degerleri normaldi. Notropeni yoktu. Dalak 4 c¢m ve yumusakti.

DTO
e =
AA

Sekil 4-11: Olgu 7-1/7-2/7-3 icin aile agaci



Resim 4-7: Olgu 7-1/7-2/7-3

Tablo 4-7: Olgu 7-2 i¢in ekzom sekanslama sonucunda bulunan homozigot novel
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varyantlar
8 g @ c
Q S8 2 © = S| s
| 8 | E| £ |s| &8 |28 . % 2 s | 25 | 2|2
= b= G = & 3 | 285 5 = B 5 82 | el >
O aQ < (@) s © 3 e > 10} = = © ST = )
= 2 & 22 | €28 = @ < 3 1€l 5
(5] [<5)
] £% ) % 5 S|l »
chr7 | 128320754 G>T 8 45 2 34 KCP 1.669 | missense | P313Q |870/1749
chr10| 21155455 | A>G | 255 | 99 2 50 NEBL | 2911 [missense | V599A | 192/196 | +
chr10| 115626380 [ G>T | 190 | 54 0 34 [NHLRC2| 6.518 |missense | D148Y | 225/509 | +
chrl6 | 71379463 | G>C 93 23 2 21 ZFHX3 | 2.057 | missense | P3405A | 1042/0
chrl9 | 1756897 | C>T 96 25 2 23 ATP8B3 | 3.289 | missense | D218N | 528/531
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Sekil 4-12: Olgu 7-1/7-2/7-3°de  NEBL V599A ve NHLRC3 D148Y missense

varyasyonlarim gosteren kromatogram

Varyantlar ii¢ olguda homozigot, anne/babada heterozigot durumdadir heterozigot durumdadir.

Bu hastada daha onceki COH1 geni taramasinda mutasyon bulunmamisti.
Ekzom dizileme sonucunda COH1’de homozigot ya da birlesik heterozigot mutasyon
saptanmamustir. Ekzom dizileme sonucunda NHLRC3 ve NEBL genlerindeki yiiksek
oranda korunmus bdlgelerdeki varyantlar 6ncelikli olarak degerlendirildi. NHLRC3 i¢in
bu pozisyonun QS (190) ve coverage degeri yiiksekti (pcr duplicates ¢ikarildiginda
unique reads 34) ve tiim okumalar mutant alleli destekliyordu NEBL i¢in bu pozisyonun
QS (255) ve coverage degeri yiiksekti (per duplicates ¢ikarildiginda unique reads 50) ve
tiim okumalar mutant alleli destekliyordu 5000 kontrol kromozumunda bu varyantlar
tespit edilmemistir. Her iki gendeki varyant da sanger dizilemeyle diger iki etkilenmis
kardeste de homozigot ve anne, baba da heterozigot durumda. 10q25.3’de lokalize
NHLRC2 (NHL repeat containing 2) geninin fonksiyonu hakkinda c¢alisma
bulunmamaktadir. 10p12.32’de lokalize Nebulette geni kardiyak kasinda fazlaca
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eksprese olmaktadir. Idiyopatik dilate kardiyomiyopatiye yatkinlikla iliskilendirilmistir.
Kodladig1 protein aktini baglayarak sarkomer Z disk biitiinliigiiniin saglanmasinda rol
oynamaktadir. Geri kalan genler arasindan tez kapsaminda c¢alisilmamistir. ZFHXS,
coklu homedomainlerle birlikte zinc finger motiflerini kodlmaktadir ve miyogenik ve
noral farklilagmada diizenleyici oldugu diistintilmeketedir. c-Myb i¢in negative regulator
oldugu gosterilmistir. Cesitli kanserlerde tumor baskilayict olarak fonksiyon gosterdigi
ve bazi varyantlarinin atriyal fibrilasyonla iliskili oldugu bildirilmistir. ATP8B3,
tarafindan kodlanan protein P-tipi katyon transport ATPaz ailesine ve aminofosfolipid

doniistiiriicii ATPaz alt ailesine baglidir.



Tablo 4-8: Hastalarin klinik 6zellikleri
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Hasta 1 2 3 4-1 4-2 5-1 5-2 6-1 6-2 7-1 7-2 7-3
Dogum yeri Kayseri Zonguldak Malatya Mardin Mardin Kars Kars Liileburgaz Liileburgaz Malatya Malatya Malatya
Akrabalik + + - - - + + - - - - -
Cinsiyet K K K K E K K K K K K E
Muayene Yast | 8y, 9ay 7y 6y, 6 ay 9y 7y 15y 18,5y 15y 17y 6.5y 6.5y 35y
T?Ap?.k fasiyel + + + + + + + + + + + +
goriinim
Mikrosefali + + + + + - - + + N + _
Boy kisaligi - + + + - - R + + R _ N
Trunkal obezite + + + + - + + - - - + +
Yiiriime yast 15y 15 25y saIAIf;a):ak ay ;g'r'.uagqaerak 1y 15 2 35 15 2 2y
10-15 sozciik | 10-15 sozeiik - 10-15
Konusma 5-10sozcik | 5-6sozcik | 10-15sozcik | 10-15 sozcik | 10-15 sozeik | 1-2 kisa A2ksa | 10-15sozeik | 10-15sozeik | SO1Ssozelk - |G ik 12 | 101
gelisimi Ciimle Ciimle 1-2 kisa Ciimle kasa Ciimle sozciik
Myopi ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
(dioptres)
Pigmenter ) + + + + ) } } } ; B R
retinopati
El/Ayak darlig - + + ? + - - + + - - -
Notropeni - + + + - - - - - - - -
Hipermobilite, hipermobilite,
simian ¢izgisi kifoz, skolyoz, hipermobilite fi;agrﬁgmp?es gﬁﬁiﬁ?%éﬂgﬁzﬁlt’ Epilepsi Dalak 4
Hipermobilite, | hipermobilite ostgppepl, hipermobilite | cubitus valgus, . - hipermobilite, | planus, cubitus ekstremitede . Dirseklerde cm orta
epilepsi ve “tapering sensdrindral Pes planus, pes planus, hipermobilite, 2,5 yagina | valgus, sol elde | bilateral rijidite Dirseklerde kisithilik yumusak,
Diger bulgular taperin ! fingers”. pes isitme kayb1, | cubitus valgus, | Sag inguinal | hafif, 5 yagina kad,ar epilensi simia’n e sas clde ulnar’ kisitlilik cubitus, her iki el
ﬁ‘; ers:q . ch ava’tul?n hipotroidi, Klinodaktili, herni, kadar epilepsi | - tep3 sgs ’ oko gag ’ de\{/:yias on oko | cubitusvalgus | 0 L | ayakta
9 Sk USYE hipotoni, , simian ¢izgi | klinodakili, pte s. fimvolonik ol ? g-z'cm postaksial
artmis insiilin simian ¢izgi pul}lmorjler pulrﬁongr ' polidaktili
regiirjitasyon regiirjitasyon
NHLRC3 NHLRC3
COH1 BICD2 de ] VPelsBde | vesiamide | VPsiaBide | PRKRIPL'de | PRKRIPL'de ] ] i Disy | DigY
Mutasyonu L244P (§146X) C412+1 G>T | ¢c412+1G>T L139X L139X NEBL V599A V599A V599A
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Tablo 4-9: Hasta érneklerinin tiim ekzom sekanslama coverage dagilimlari, hata oranlari,
varyant sapatama 6zgiilliik ve duyarhhklar:

Sample 1 2 3 4-1 5-1 6-1 7-2
Sex F F F F F F F
Lanes used 1 1 1 1 1 1 1
Read length 74 74 74 74 74 74 74

# of reads per lane (M) 78.7 67.8 62.2 64.2 63.3 754 56.5
Median coverage (X) 73 66 60 62 59 74 56
Mean coverage (X) 88.7 76.7 72.6 78.3 71.0 88 66.1
% on genome 92.38% | 92.31% | 92.83% |92.451% | 92.78% | 92.63% | 92.58%
% on target 73.08% | 73.48% | 75.38% | 73.67% | 72.53% | 75.52% | 75.70%
% of bases covered at least 4x 96.42% | 96.85% | 96.15% | 96.34% | 96.29% | 96.50% | 96.10%
% of bases covered at least 8x 94.55% | 95.26% | 93.90% | 94.55% | 94.24% | 94.65% | 93.78%
% of bases covered at least 20x 87.82% | 89.00% | 85.46% | 85.67% | 86.18% | 88.14% | 84.70%
Mean error rate 0.53% | 0.46% | 0.50% | 0.41% | 0.35% | 0.48% [ 0.35%
1st reads error rate 0.44% | 0.49% | 0.49% | 0.34% | 0.30% | 0.47% | 0.31%
2nd reads error rate 0.63% | 0.42% | 0.52% | 0.54% | 0.39% | 0.49% | 0.39%
2nd base error rate 0.46% | 0.29% | 1.01% | 0.42% | 0.33% | 1.00% | 0.31%
Last base error rate 1.55% 1.33% 1.65% 1.48% 1.18% 143% | 1.37%
% of PZR duplicate 4.27% 6.19% 3.51% 5.24% 6.13% 3.65% | 4.25%
# of Hom SNVs QS > 60 11549 12579 11977 11615 11570 11721 11463
# of novel Hom SNVs QS > 60 54 79 62 79 54 55 53

# of novel-novel Hom SNVs QS > 60 0 0 0 0 0 0 0

% of novel Hom SNVs QS > 60 0.47% 0.63% 0.52% 0.58% 0.47% 0.47% | 0.46%
# of Het SNVs QS > 100 19183 18508 18153 18277 19249 19402 19449
# of novel Het SNVs QS > 100 1368 1252 1367 1254 1336 1356 1446
% of novel Het SNVs QS > 100 7.13% 6.76% 7.53% 7.42% 6.94% 6.99% | 7.43%
# of Het SNVs QS > 200 15454 | 15281 | 14091 | 15356 | 15359 | 15749 | 15309
# of novel Het SNVs QS > 200 964 873 909 907 909 922 994
% of novel Het SNVs QS > 200 6.24% 5.71% 6.45% 6.44% 5.92% 5.85% | 6.49%
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5. TARTISMA

Bu caligmada Cohen sendromu 6n tanis1 almis Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden
4’1 akraba evliligi olan 7 aileden 12 hastada ekzom sekanslama yapilmistir. 12 hastanin
3’tinde COH1’geninde mutasyon saptanmigtir.

Ekzom dizileme sonucunda olgu 3’de COH1l’de 5. ekzonda stop kodon
olusturan nonsense mutasyon (c.436C>T, R146X) tespit edilmistir. Anne ve babanin
heterozigot tasiyici oldugu saptanmistir. Bu mutasyon ilk defa CS’lu bir hastada El
Chehadeh ve ark. (2010) tarafindan bildirilmistir. Bu yayinda hastanin klinik bilgilerine
yer verilmemistir. Olgumuzda gelisim geriligi, mental retardasyon trunkal obezite,
mikrosefali, boy kisaligi, tipik fasiyel 6zellikler, olumlu sosyal davranis, pigmenter
retinopati, notropeni, el/ayak darligi dahil CS’nun tiim 6nemli bulgular: tespit edildi.
Kolehmainen kriterlerinden 6 ve tizerini karsiliyordu. Eklem laksitesi yoktu. Kifoz,
skolyoz, osteopeni yani sira sensdrindral isitme kaybi, hipotiroidi, hipotoni, artmis
insiilin diizeyi ek bulgular olarak belirlendi. CS’lu hastalarda endokrin anomalileri
goriilmemekle birlikte Onceki yayinlarda iki hasta ailesel olmayan juvenil baslangicli
insiilin bagimli diabetes mellitus (IDDM, insulin-dependent diabetes mellitus) ve bir
hastada biiyiime hormonu eksikligi ve hipogonadotropik hipogonadizm ile birlikte
kompensatuvar hiperinsiilinemi ile insiilin direnci bildirilmistir (Bugiani ve ark., 2008;
Seifert ve ark., 2006). Sensorindral isitme kaybi CS hasta grubunda daha oOnce
tanimlanmamistir, ancak Megarbane ve ark. (2009) mikrosefali, cutis vericis gyrate,
retinis pigmentosa, isitme kaybi ve mental retardasyon (MIM. 605685) olan iki
kardeste COH1 geninde novel splice site mutasyon tespit etmislerdir. Arastirmacilar
cutis vericis gyrate ve isitme kaybinin hastalarindaki baska bir genetik defektten
kaynaklanmadigin1 ve CS’nda nadir bulgulardan olabilecegini belirtmislerdir. Bizim
hastamizdaki bulgu da bu goriisii desteklemektedir.

COH1 geninde mutasyon saptadigimiz diger iki hasta kardes, olgu 4-1 ve 4-2°de,
ekzom dizileme sonucunda COH1’de ekzon 3’tin 1bp downstream’inde splice site
mutasyon (c.412+1 G>T) tespit edilmistir. Bu ailede daha 6nce COH1 geni taranmis
ancak mutasyon bulunamamistir. Bu mutasyon daha &nce CS’lu hastalarda
bildirilmemistir. Yiiksek oranda korunmus bu pozisyondaki mutasyon i¢in yapilan PZR
ve ardindan sanger dizileme sonucunda diger hasta kardesin de ayni mutasyon ig¢in

homozigot durumda oldugu, anne, baba ve bir saglikli kardesin heterozigot tasiyici
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oldugu ve diger iki saglikli kardesin ise iki normal allele sahip oldugu tespit edilmistir.
Bu hastalarda gelisim geriligi, konugsma geriligi, mental retardasyon trunkal obezite,
mikrosefali, tipik fasiyel oOzellikler, olumlu sosyal davranis, pigmenter retinopati,
notropeni, el/ayak darligi ve eklem laksitesi dahil CS’nun tiim 6nemli bulgular1 tespit

edildi. Olgular Kolehmainen kriterlerinden 6 ve {izerini karsiliyordu.

Diger hastalarda ekzom dizileme sonucunda COH1’de homozigot, birlesik
heterozigot ya da heterozigot mutasyon saptanmamistir.  Ekzom problarinin
kapsamadig1r kanonik kesim bdlgeleri tespit edilerek, bu bolgeler i¢in dizayn edilen
primerler ile PZR ve sanger dizileme sonucunda COH1’de novel varyant tespit
edilmemistir. Baz1 aday genler belirlenmistir. Bu genlerdeki varyantlarin COH1
mutasyonu saptanmayan hastalarda hangi farkli bulgulara neden olabilecegi
degerlendirilmistir. Aday olarak degerlendirilen genlerdeki varyantlar Yale Universitesi
ekzom sekanslama veritabanindaki 5000 kontrol kromozumunda, diger veri tabanlarinda
bulunmuyordu ve yiiksek oranda korunmustu bdlgelerdeydi. Bu varyantlarin hepsi PZR
ve sanger dizilemeyle degerlendirilmis, tiim etkilenmis bireylerde homozigot ve

anne/babada heterozigot durumda oldugu dogrulanmustir.

Olgu 1°de gelisim geriligi, konusma geriligi, mental retardasyon, trunkal obezite,
mikrosefali, tipik fasiyel bulgular, olumlu sosyal davranis ve eklem laksitesi varken boy
kisaligi, pigmenter retinopati ve notropeni yoktu. Olgu 1 Kolehmainen kriterlerinden 6
ve lizerini karsiliyordu. Ek olarak epilepsi vardi. Diger hastalardan farkli olarak Kranial
MR’da pakigri bulgusu mevcuttu. Bu hastada BICD2 gendeki missense varyantin aday
olabilecegi diistintilmiistiir. BICD2 (Bicaudal D 2) geni Ishikawa ve ark. tarafindan
(1998) 9. kromozomda haritalanmistir. Hartz (2011) BICD2 sekansini (GenBank
ABO014599) genomik sekans (GRCh37) ile karsilastirarak 99q22.31°de tanimlamislardir.
BCID2 proteini COP1’den (coat complex coatomer protein I) bagimsiz golgi-
endoplazmik retikulum transportunu dynein-dynaktin motor kompleksini etkileyerek
diizenlemektedir (Matanis ve ark., 2003). Interfaz hiicrelerinde ¢ogunlukla golgi
kompleksinde lokalize olmaktadir ve ayni zamanda mikrototiibiillerdeki dynaktine
baglanirlar. Golgiden endopzlamik retikuluma membran trafiginin diizenlenmesinde rol
alan Rab6a proteini ile kargo-baglayici kismi olan C-terminali araciligiyla trans-golgi
aginda ve stoplazmik vesikiiller iizerinde etkilesir ve rab6a araciligiyla golgi

membraniyla iliski kurmaktadir. N-terminali dyenin/dynaktin kompleksine baglanir ve
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dyenin/aktin fonksiyonunu bozar (Teuling ve ark., 2008). Motor néronlarda Bicd2-N
eksprese eden transgenik farelerde motor ndron hiicrelerinde akiimiilasyona neden
olarak dyenin/aktin fonksiyonunu bozdugu anlasilmistir. Ayrica golgi fragmentasyonu,
aksonal noroinflamentlerde sisme ve almis retrograt transporta neden oldugu
belirlenmistir (Teuling ve ark., 2008). Son g¢alismalarda BICD2’nin mitoz 6ncesinde
niikleer ve sentrozomal yerlesimi etkiliedigi tespit edilmistir (Splinter D ve ark., 2010).
Ayrica yeni bir ¢calismada BicD’nin Frajil X proteinin diizenlenmesinde rol oynadigi
gosterilmistir (Bianco A ve ark., 2010). Bu bilgiler 1s1ginda golgiyle iliskisi agisindan
COHY’e benzerlik gostermesi ve fonksiyonun bozulmasina bagli patojenik etkileri
nedeniyle iyi bir aday olsa da, benzer bulgulari olan bagka bir hasta da BCID2 geninde
bir farklilik tespit edilemediginden ve missense bir degisim oldugundan, bir sonuca
varmak zordur.

Olgu 5-1/5-2 gelisim geriligi, konugsma geriligi, mental retardasyon trunkal
obezite, tipik fasiyel bulgular, olumlu sosyal davranmig ve eklem laksitesi varken,
mikrosefali, boy kisaligi, el/ayak darligi, PR ve nétropeni yoktu. Olgular Kolehmainen
kriterlerinden 6’dan azini1 karsiliyordu. Epilepsi vardi. Bu olgularda 7g22.1°de lokalize
PRKRIP1 (protein kinase r interacting protein 1) geninde nonsense varyantin olasi aday
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu genin kodladig1 proteinin ¢ift iplikli RNA baglayici bir
protein oldugu ve sitokin aracilt biyolojik fonksiyonlarda rol oynadig diistiniilmektedir.
Ancak bu genin hastalik patolojileriyle iliskisi hakkinda bir bilgi yoktur.

Olgu 7-1/7-2/7-3’de gelisim geriligi, konusma geriligi, mental retardasyon, tipik
fasiyel bulgular, olumlu sosyal davranis ve trunkal obezite varken, pigmenter retinopati,
nétropeni, boy kisaligi, mikrosefali, eklem lasistesi, el/ayak darligi yoktu. Olgular
Kolehmainen kriterlerinden 6’dan azini karsiliyordu. Olgu 7/1-7/2-7/3’de NHLRC3 ve
NEBL genlerindeki missense varyantlarin aday olabilecegi diistiniilmiistiir. 10g25.3°de
lokalize NHLRC2 (NHL repeat containg 2) geninin fonksiyonu hakkinda caligma
bulunmamaktadir. 10p12.32’de lokalize Nebulette geni kardiyak kasinda fazlaca
eksprese olmaktadir. idiyoaptik dilate kardiyomiyopatiye yatkinlika iliskilendirilmistir.
Proteini aktini baglayarak sarkomer Z disk biitiinliigliniin saglanmasinda rol
oynamaktadir (Arimura ve ark., 2000). Kardiyak defektleri ve kraniofasiyel anomalileri
olan iki ayr aileden hastada nebulette genini de igeren bodlgenin delesyona ugradigi
tespit edilmistir Villanueva ve ark., 2002). Bu son genin fonksiyonuyla iliskili olarak

olgularimizin EKO ve kalp muayeneleri normal bulundu.
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Olgu 2°de gelisim geriligi, konusma geriligi, mental retardasyon trunkal obezite,
mikrosefali, boy kisaligi, olumlu sosyal davranis, tipik fasiyel ozellikler, pigmenter
retinopati, ndtropeni, eklem laksitesi, el/ayak darlig1r dahil CS’nun tiim 6nemli bulgular
tespit edildi. Kolehmainen kriterlerinden 6 ve iizerini karsiliyordu. Olgu 6-1/6-2’de
gelisim geriligi, konugma geriligi, mental retardasyon, boy kisaligi, mikrosefali, eklem
laksitesi, el/ayak darlhigi, tipik fasiyel goriinim varken trunkal obezite, pigmenter
retinopati ve notropeni yoktu. Kardeslerden birinde olumlu sosyal davranis varken
otekinde agresif davranis paterni gézlendi. Bu olgular i¢in ekzom sonucundaki patolojisi
bilinen ya da bilinmeyen genlerden genler arasindan olasi bir aday gériilmemistir.

Bes hasta gelisim geriligi, mikrosefali, tipik fasiyel dismorfizm, obezite ve
ekstremite zayifligi, eklem laksisitesi, miyopi/retinal dejenerasyon, sosyal davranis ve
intermittan ndtropeniyi igeren tani kriterlerinden 6 veya iizerini karsiliyordu. Bunlarin
ticiinde COH1’de mutasyon tespit edilebilmistir. Kriterleri karsilayan ancak mutasyon
tespit edilemeyen hastalardan birinde sendromun en onemli ayiric1 gostergelerinden
kabul edilen notropeni ve pigmenter retinopati olmasi dikkate ¢ekicidir. Diger ikisinde
notropeni ya da pigmenter retinopati yoktu. Cohen-benzeri grup igerisinde kalan
(kriterlerin 6°‘dan azin1 karsilayan) diger hastalarin hi¢birinde COHI1 mutasyonu

bulunamamastir.

Onceki yaymlarda olgularda mutasyon belirlenememesini klasik parsiyel
delesyonlara ya da promotor bolgelerdeki veya heniiz tespit edilmemis alternatif
ekzonlardaki nokta mutasyonlarina baglamislardir (Katzaki ve ark., 2007; Balikova ve
ark., 2010). Heterozigot mutasyon bulunan ya da mutasyon bulunamayan hastalarin
bazilar1 genin regiilator bolgesinde mutasyon tasiyabilir ya da gen transkripsiyonunu
etkileyen inversiyon veya insersiyonlar olabilir (Kleinjan ve Lettice, 2008). COH1
geninde’deki delesyon ve duplikasyonlar genellikle bening CNV’ler olarak
tanimlanmistir.  Ancak bu varyantlarin bazilar1 genleri etkileyebilir ve normal
popiilasyondaki heterozigot delesyonlarin tagiyict mutasyonlarini temsil edebilir. COH1
lokusunu etkileyen delesyonlarin agiklanamayan CS olgularinin nedeni olabilecegini
One siiriilmiistiir. Balikova ve ark. (2010) Parri ve ark. (2010), Rivera-Brugue’s ve ark.
(2011) swrasiyla array CGH, MLPA ile yiiksek yogunluklu oligoniikleotid array ile
COH1 geninde homozigot ve heterozigot CNV bulmuslardir. Arastirmacilar nadir
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benign CNV’lerin homozigot durumda ya da baska bir mutasyonla birlesik heterozigot

durumda otozomal resesif hastaliklara yol acabilecegini belirtmiglerdir.

Olgularimizda ekzom verilerindeki heterozigot varyantlar incelendiginde COH1
geninde mutasyon tespit edilmediginden MLPA, array-CGH ya da SNP array ile
heterozigot delesyon tanimlanmasi anlamli olmayabilir. Ancak homozigot delesyonlarin
taranmasi i¢in bu yontemler ileri ¢alismalarda Kolehmainen kriterlerini karsilayan
hastalarda denenebilir. EK olarak birden fazla etkilenmis birey olan ailelerde homozigot
haritalama yapilarak yeni varyantlardan hangilerinin ortak homozigot bolgelere karsilik
geldigi degerlendirilebilir. Tez kapsaminda belirledigimiz aday genler ileride benzer

bulgular1 olan baska olgularda gosterilirse daha anlamli olacaktir.

COHI1 proteininin golgi kompleksinde yerlesik periferal membran proteini
olarak golgi biitiinliigiiniin saglanmasi i¢in gerekli oldugu ve cis-Golgi matriks proteini
ile giiclii bi¢imde ko-lokalize oldugu gosterilmistir (Sefiert ve ark., 2011). COHI1’den
yoksun hiicerlerde asir1 Golgi fragmentasyonu ve Golgi biitlinliiglinii etkiledigi bilinen
golgi kokenli RAB6-A pozitif membran tiibiillerinin formasyonunun azalmasi,
COHI’in golgi kompleksi dinamigini ve yapisim1 degistirdigini yansitmaktadir.
COHI1’den yoksun HELA hiicrelerindeki bulgularla uyumlu olarak CS’lu hastalardan
elde edilen fibroblastlarda golgi sisternada fragmentasyon gosterilmistir. Simdiye kadar
fenotip-genotip korelasyonu ya da hotstop bulunmasa da, nadir goriilen missense ve in
frame delesyonlarinn protein diizeyindeki etkileri ve fonksiyonlarimin bilinmesi,
patomekanizmanin anlasilmasina yardimci olabilir. COHI’in golgi membran
trafigindeki molekiiler mekanizmas1 ve beyin gelisimi ve noronal fonksiyondaki rolii

daha ayrintili incelenmelidir (Sefiert ve ark., 2011).

Insanda, maya Vps13 ile N terminal ve C terminal homoloji gdsteren 4 protein
tanimlanmistir (COH1, chorein, VPS13C ve VPS13D). Bu proteinlerden COH1 ve
koreinin (koreakantositoz) defektleri hastalik yapicidir. Koreakantositoz progresif
norodejenerasyon ve kirmizi hiicre akantositozi ile karakterize bir hastaliktir (Rubio et
al., 1997). Hem CS’nda hem de koreakantositozda hematolojik ve ndrolojik septomlar
vardir. CS klinik 6zellikleri, hipopigmentasyon bozukluklar: gibi trans-Golgi agindan
protein taginmasindaki defektlerle iliskili hastaliklarla benzerlik gostermektedir. Ayrica
SSS hastaliklarinda hiicre i¢i protein taginmasinin roliinii vurgulayan kanitlar

artmaktadir. Ornegin konjenital mikrosefali ve mental retardasyonla iliskili
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bozukluklara noéronal progenitdr hiicrelerde protein taginmasindaki defektler neden
olmaktadir (Sheen ve ark, 2004; Bond ve ark., 2003). Ancak, anormal beyin gelisimi
acisindan bu hastaliklarda patomekanizma CS’ndan farklidir, ¢iinkii ekspresyon
profiline iliskin RNA in situ ¢alismalarina gore COHI1 protein postmitotik hiicrelerde
islev gormektedir (Mochida ve ark., 2004). Sinir sistemi membran trafigindeki
bozulmalara kars1 duyarlidir, norolojik bulgularin baskinligi sinir sistemindeki membran
transport fonksiyonlarinin yiiksek derecede aktif oldugunu gostermektedir. Sinir
hiicrelerinde sinaptik vesikiillerin olusumu ve yenilenmesinde ozellesmis ve etkin
miikrotiibil aracili membran trafigi gerekmektedir (Olkkonen ve Ikonen, 2006). CS’da
dahil oldugu vesikiil transport hastaliklarinda altta yatan patolojilerin ve molekiiler
mekanizmalari bulunmasi i¢in klinik fenotiplerin ayrintili olarak siniflandirilmasi, yeni
genlerin belirlenmesi, hayvan modellerinin yani sira hastalardan alinan hiicre dizilerine
ihtiyag vardir. Bu c¢abalar etkilenmis gen {irlinlin molekiiler mekanizmasinin
anlasilmasini ve yolaktaki defekti kompanse edecek sekilde manipiilasyonunu miimkiin

kilarak terapotik hedefler olusturulmasini saglayacaktir.
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