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1.GIRIS

Anorektal malformasyonlar (ARM) cerrahi yontemlerle tedavi edilen en
yaygin dogumsal defektler (2-6/1000 canli dogum) arasinda yer almaktadir.
Etiyolojisinde genetik nedenlerin ve c¢evresel etkenlerin birlikte rol almasi
nedeniyle multifaktoriyel hastaliklar grubunda siniflandirilmaktadir (1). Anorektal
malformasyonlar tek basina goriilebilecegi gibi, diger sistemlere ait anomaliler de
ARM’ye eslik edebilmektedir. Anorektal malformasyonlarin iyi bilinen sebepleri
arasinda; kromozomal hastaliklar (Down sendromu, 22ql1 delesyon sendromu
gibi ), tek gen hastaliklar1 (Currarino Sendromu, FG sendromu gibi) ve cevresel

etkenler (gebelikte ila¢ kullanimi, maternal diabetes mellitus gibi) sayilmaktadir

).

Anorektal malformasyonlu hastalarda, %4.5 ile %11 arasinda degisen
sikliklarda gesitli kromozomal anomaliler bildirilmistir (3-5). Bu nedenle,
etiyolojik neden arastirmasi i¢in segilecek ilk yontem olan kromozom analizi
yontemi ile 5 Mb diizeyine kadar olan sayisal veya yapisal; dengeli veya dengesiz
kromozom anomalileri tespit edilebilmektedir. Daha kiig¢iik delesyon ve
duplikasyonlarin (2-5 Mb aras1) tespit edilmesinde amaca 0Ozgii problar
kullanilarak, floresan in situ hibridizasyon” (FISH) veya “multipleks ligasyon
bagimli prob amplifikasyonu” (MLPA) yontemleri uygulanabilmektedir. Array
CGH gibi tiim genoma ydnelik molekiiler tabanli sistemlerle ise, 2 Mb’dan daha

kiigiik delesyon ve duplikasyonlar arastirilabilmektedir (6).
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Bu calismada, anorektal anomalisi mevcut olmakla birlikte herhangi bir
genetik sendromla iligkilendirilmemis olan ve sitogenetik analiz sonuglari normal
bulunan 10 hastaya; anabilim dalimiz biinyesinde Array CGH (8x60K ISCA)
yontemi ile yapilan molekiiler karyotipleme sonuglar1 analiz edilerek, ortak bir

etiyolojik neden olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmistir.
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2.GENEL BIiLGILER

2.1 Anorektal Malformasyonlarin Tamimlanmasi ve Embriyolojisi

Anorektal Malformasyon (ARM) her 10000 dogumdan 2 ila 6’sinda
goriilen, fetal gelisimin 4. ve 8. haftalar arasinda iirorektal septumun anormal
gelismesi nedeniyle olusan bir konjenital malformasyondur (7). Cerrahi olarak
kolayca diizeltilebilen 6nde yerlesimli aniisten, cok daha kompleks ve tekrarlayan
cerrahiler gerektiren kloaka anomalisine kadar degisebilen, genis yelpazede bir
goriilebilmektedir (8). Nadiren prenatal donemde belirlenebiliyor olsa da
genellikle postnatal donemde tan1 almakta ve klinik bulgu vermeyen hafif tip
ARM’ler ozellikle kiz hastalarda kolaylikla atlanabilmektedir. Erkeklerde
goriilme siklig1 kizlara oranla daha fazladir, erkek/kiz orami yaklasik 1.2-1.6
olarak bildirilmektedir (9). Anorektal malformasyonlarin siddeti de cinsiyete gore
farklilik gostermektedir; kizlarda hafif bulgularla giden perineal ve vestibiiler
fistiillerin eslik ettigi ARM tipleri daha sik goriiliirken, erkeklerde daha kompleks

ARM tipleriyle karsilagilma olasilig1 yiiksektir (10).

Gebeligin 4. ve 8. haftalar1 arasinda hindgutun hatali embriyonik gelisimi
nedeniyle meydana geldigi bilinmekle beraber, anormal anorektal gelisimin
embriyolojisi tam olarak aydinlatilamamistir (11). Erken embriyonik dénemde
gelisen primitif sindirim kanalinin kor tiip seklindeki arka boliimiine hindgut adi
verilmektedir. Bu boliimden; transvers kolonun distal 1/3’#, inen kolon, sigmoid,
rektum ve anal kanalin iist pargasi ile mesane ve tiretra mukozalar1 gelismektedir.
Hindgutun kaudal pargast olan kloaka, embriyonik gelisimin ilerleyen
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donemlerinde  ventral  (lirogenital) ve dorsal (anorektal) kisimlara
farklilasmaktadir. Bu farklilasmanin saglanabilmesi i¢in kloakanin, iirorektal
septum adi verilen bir doku tarafindan uzunlamasma iki kisima ayrilmasi
gerekmektedir. Urorektal septumun gelisim anomalileri ise anorektal

malformasyonlara neden olmaktadir (11).

Anorektal malformasyonlarin nedeni bilinmemektedir, ancak ailesel
olgularm siklikla bildirilmesi nedeniyle hastaligin gelismesinde c¢evresel ve
genetik faktorlerin  birlikte rol oynadigi distinilmektedir (1). Yapilan
caligmalarda, kaudal mezodermal gelisimde 6nemli rol oyanayan Sonic Hedgehog
(SHH) sinyal yolagi inhibe edilmis hayvan modellerinde kloaka anomalisi
gelistigi gosterilmistir, ayrica all-trans retinoik asite maruz birakilan rat fetusleri
ARM etiyolojisinin arastirilmasinda model olarak kullanilmistir (11). Anorektal
malformasyon ile dogan cocuklarin %40 ila 70’inde ek bir konjenital anomali
goriilmektedir (12). Tim ARM hastalarinin yaklasik %10-15’i VACTERL
(vertebral, anal, kardiak, trakeatzefageal, renal ve ekstremite anomalisi) tani
kriterlerini karsilamaktadir, %10‘una ise bir sendrom tanis1 konulmakta veya

kromozomal anomali belirlenmektedir (12).

2.2. Anorektal malformasyonlarin cerrahi siniflandirmasi

Farkli cerrahi siniflandirmalar olmakla birlikte; rektumun kér ucunun levator
kaslar ile olan iligkisine gore yapilan Wingspread siiflandirmasinda ARM’ler

yiiksek tip (supralevator), algak tip (infralevator) ve yiiksek veya algak tipe
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uymayan ara tip (intermediate) olmak tlizere 3 temel gruba ayrilmaktadir (Tablo

1).

Tablo 1; Anorektal malformasyonlarin Wingspread siniflandirmasi

Supralevator (Yilksek]

intermediate (Orta)

infralevator (Alcak)

Diger

KIZ
Fistiilsiz rektal atrezi
Rektovajinal fistdil

erkek
Fistiilsiz rektal atrezi
Rektoprostatik fistal

Fistlilsiiz anal agenezi
Rektovajinal fistil
Rektovestibilerfistdl

Fistlilsiiz anal agenezi
Rektobulbarfistdl

Analstenoz
Anokutandz fistal
Anovestibller fistal

Analstenoz
Anokutandz fistal

Kloakal malformasyon
Madir malformasyon

Madir malformasyon

Bu geleneksel siniflandirma zamanla yerini; tani, tedavi ve prognoz agisindan

benzer hasta gruplarmmin bir araya toplandigi daha basit bir siniflandirmaya

(Krickenbeck siniflandirmasi) birakmistir (Tablo 2) (13).

Tablo 2; Anorektal malformasyonlarin Krickenbeck siniflandirmasi

Cinsiyet

isimlendirme

Major grup

Perineal (kutandz) fistiil
Rektoiiretral fistiil
Bulbar

Prostatik

Rektovesikal fistiil
Vestibiiler fistiil

Kloaka

Fistiilsiiz

Anal stenoz

Nadir varyantlar

Pos kolon

Rektal atrezi/stenoz
Rektovajinal fistiil
H tipi fistiil

Digerleri
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2.3. Anorektal malformasyonlarin etiyolojik simflandirilmasi

Anorektal malformasyon sadece izole bir patolojik bulgu olabilecegi gibi
(sendromik olmayan), daha kompleks bir fenotipin pargasi da olabilir
(sendromik). Ailede etkilenmis tek bir birey olabilecegi gibi (sporadik), ayni
ailede birden fazla birey etkilenebilmektedir (ailesel) (Sekil-1). Tiim ARM’lerin
yaklasik %350’si bir sendrom, kompleks multipl anomali veya bir kromozomal
hastalikla iligkiliyken, %50’si izole goriilmektedir (14). Kromozomal hastaliklarin

%4.5 ile %11’inde ARM’nin bir bulgu olarak eslik ettigi bildirilmektedir (8).

ARM
Sendromik Diger malformasyonlarin Teratoienik
olmayan (izole) eslik ettigi sendromik Sendromik ARM fakttijr\er

ARM olmayan ARM

N N

Tek gen
hastaliklari

Kromozomal

‘ Ailesel || Sporadik ’ hastaliklar

Sekil 1: Anorektal malformasyonlarin nedenlerine gore simiflandirilmasi

2.3.1. Sendromik olmayan (izole) ARM’ler

Izole ARM’ler iki sinifta incelenebilmektedir;

e Ailesel ARM olgular;; aynm aileden birden fazla bireyde ARM

tespit edilen
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e Sporadik olgular; ailenin tek bir bireyinde ARM goériilen

Ailesel ARM’lerde ¢esitli kalitm modelleri tanimlanmistir. Literatiirde
tanimlanan ailesel 11 olgunun; 7’si otozomal dominant (OD), 1 tanesi otozomal
resesif (iki etkilenmis cocuk ve saglikli ebeveynler olmasi nedeniyle) kalitim
modeli ile uyumlu bulunmustur. Ug ailede ise otozomal veya X’e bagl kalitim

modeli ayrimi yapmak miimkiin olmamuigtir (8).

Ozellikle OD kalitim modeline uyan olgularda, degisken ifadelenme
nedeniyle, 6nde yerlesimli aniis gibi yakinmasiz aile bireyleri kolaylikla gdzden
kacirilabilir. Bu nedenle ailede bir olgu saptandiginda ebeveynlerin ve kardeslerin

ayrintili bir sekilde muayene edilmeleri gerekmektedir (15).

Ailesel olmayan olgularda ise; etkilenmis bireyin birinci derece
akrabalarinda ARM ortaya ¢ikma riski, aile dykiisinde ARM olmayan bireylere
gore yiiksek bulunmustur. Ozellikle etkilenmis bireyin kiz cinsiyete sahip olmasi
bu riski belirgin bi¢cimde artirmaktadir. Bu nedenle ARM hastalarinin
degerlendirilmesinde iyi Oykii alma ve aile bireylerin dogru bilgilendirilmesi

onem tasimaktadir (13).

2.3.2 Diger sistemik malformasyonlarin eslik ettigi ancak sendromik
olmayan ARM’ler

Anorektal malformasyon ile dogan bir hasta i¢in en Onemli prognostik
faktorlerden birisi de eslik edebilecek diger malformasyonlarin erken donemde
tespit edilmesidir. Anorektal malformasyon ile dogan ¢ocuklarin %40 ila 70’inde

ek bir konjenital anomali goriilmektedir (12). Tiim ARM tiplerine en sik tirolojik
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anomaliler (%25-55) eslik etmektedir, tek basina vezikotiretral reflic %20-47

oraninda gorilmektedir. Bunun yaninda; genital (kizlarda daha fazla), vertebral,

diger iskeletal, spinal kord ile iliskili, kardiak, gastrointestinal ve trakeodzefageal

anomaliler ARM’ye eslik edebilmektedir (Tablo 3).

Tablo 3; Anorektal malformasyonlara eslik edebilecek sistemik malformasyonlar*

Anomali Literatiirde bildirilen Tespit edildigi
goriilme sikhgi goriintiileme yontemi
Urolojik %25-55 USG, IVU
Vesikoiiretralreflii (VUR) %20-47 USG, ISU
Genital %3-18 (erkek), %26-39
(kiz)
Vertebral %25-38 DG, MR
Diger iskeletal %13-16 DG
Spinalkord iligkili %8-6 DG, MR
Kardiak %10-17 EKG, ekokardiografi
Gastrointestinal %7-10 DG, biyopsi
Trakeaozefageal %6-8
Diger %4-5

* Kaynak; Holschneider, A.M. and J.M. Hutson, Anorectal malformations in

children: embryology, diagnosis, surgical treatment, follow-up 2006: Springer

Science & Business Media (8).

USG: Ultrasonografi, IVU: intravendz iiretrogram, ISU: iseme sistoiiretrogramu,

DG.: direk grafi, EKG: elektrokardiogram, MR: manyetik rezonans goriintiilleme
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Anorektal malformasyona eslik eden diger sistemik anomaliler iyi bilinen
bir sendromun pargasi olabilecegi gibi, sadece rastlantisal olarak ARM ile birlikte
bulunan bir anomali de olabilir. Bu nedenle klinik degerlendirmenin dikkatle
yapilmasi ¢ok onemlidir. Ratan ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada incelenen
416 ARM hastasinin (%68’1 erkek, %32’si kiz) %58’inde ek anomali tespit
edilmistir. Yiiksek tip ARM erkek hastalarda, kiz hastalara oranla 5 kat fazla
goriilmiistiir ve yliksek tip ARM’ye diger sistem anomalilerinin eslik etme
olasilign diger tiplere gore 13 kat fazladir. Erkek hastalarda diger sistem
anomalilerinin eslik etme olasiligi da kiz hastalara oranla 4 kat fazladir. izole
ARM’lerde ise durum tam tersidir; cinsiyet se¢ilimi gostermez ve algak tip ARM,
yiksek tip ARM’den iki kat fazla goriilmektedir. Ratan ve arkadaslarinin
yaptiklarn ¢aligmaya gore; yiiksek tip ARM’li erkek hastalara en sik eslik eden
gastrointestinal anomaliler (en ¢ok kisa megakolon) iken, algak tip ARM’li erkek
hastalarda en ¢ok genital sistem anomalileri birlikteligi goriilmektedir. Diger
yandan yiiksek tip ARM’si olan kiz hastalarda vertebra disi iskelet ve {iiriner
sistem anomalileri daha sik goriilmekteyken, algak tip ARM’si olan kiz hastalarda
vesikotiretralreflii (VUR) sik goriilmektedir. Ratan ve arkadaslarinin yaptigi
calismaya dahil edilen tim ARM’li hastalarin %50’sinde 2, %29’unda 3 ve

%16’sinda 4 ayr1 sistemde daha anomali oldugu goriilmiistiir (16).

Anorektal malformasyona eglik eden anomalilerin analiz edilmesi,
ARM’ye neden olan genlerin belirlenmesi i¢in bir baglangi¢ noktasi olacagindan
onemlidir. Bu alandaki calismalar daha c¢ok vertebral, gastrointestinal ve

genitotiriner sistemlere odaklanmistir (10).
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Hirschsprung hastaligi (HH) ile ilgili birden fazla gen tanimlanmistir, bu
hastaligin ARM ile birlikteligi, yayinlar arasinda oranlar degismekle beraber, %3
ile %60 arasindadir. Bir hipoteze gore yayinlar arasinda bildirilen oranlarin farkli
olmasinin sebebi tan1 koymada kullanilan teknikler olabilir. Enzimohistokimyasal
teknikle calisilan biyopsi Orneklerinde ARM hastalarinin %97’sinde anormal
innervasyon tespit edilmistir. Bu bilgi ARM ile ganglion dagilim anomalilerinin
birlikteliginin nadir olmadigin1 gostermektedir. Bu nedenle ARM’ye sebep olan

genler arasinda HH’da mutasyon tanimlanan genler sik¢a arastirtlmistir (10).

2.3.3 Sendromik ARM’ler

Sendromik ARM’lerin 1iyi bilinen sebepleri arasinda; kromozomal
hastaliklar (Down sendromu, 22q11 delesyon sendromu gibi ), tek gen hastaliklar
(Currarino Sendromu, FG sendromu gibi) ve cevresel etkenler (gebelikte ilag

kullanimi, maternal diabetes mellitus gibi) sayilmaktadir (2).

2.3.3.1. Kromozomal Hastaliklar

Anorektal malformasyonlu hastalarda kromozomal anomaliler %4.5 ile
%11 arasinda degisen sikliklarda bildirilmistir (3-5). Bu sik goriilen birliktelik
nedeniyle, ARM tanis1 konulan hastalara, 6zellikle diger sistemlere ait ek bulgular
ve/veya dismorfik oOzellikler eslik ediyorsa, yliksek rezoliisyonlu kromozom
analizi yapilmasi altta yatan nedenin belirlenmesinde 6nemli olmaktadir. Bu
yontemle 3 Mb diizeyine kadar olan sayisal veya yapisal; dengeli veya dengesiz
kromozom anomalileri tespit edilebilmektedir. Daha kiiciik delesyon ve
duplikasyonlarin tespit edilmesinde amaca 6zgii problar kullanilarak, floresan in

situ  hibridizasyon” (FISH) veya “multipleks ligasyon bagimli prob
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amplifikasyonu” (MLPA) yontemleri uygulanabilmektedir. Array CGH gibi tim
genoma yonelik molekiiler tabanli sistemlerle ise, 2 Mb’dan daha kiigiik delesyon

ve duplikasyonlar arastirilabilmektedir (6).

Kromozomal anomalilerin tespit edilmesi, oncelikle hastanin kesin tanisi
acisindan fayda saglamaktadir. Ayrica kirik bolgelerinde yer alan veya
delesyonu/duplikasyonu  belirlenen genler, ARM’nin genetik sebepleri
arastirilirken aday genler olarak kullanilmaktadir. Bu sebeple ARM ile iliskili
kromozomal anomalilerin belirlenmesi ve literatiirde paylasilmas1 gelecek

calismalar i¢in temel olusturmaktadir.

Cuschieri ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada; ARM tanis1 konulan,
prenatal, postmortem veya yasayan 1846 hastanin 129’unda (%11) kromozomal
anomali saptanmistir ve en sik goriilen kromozomal hastalik olan Down
sendromunun ARM’li hasta popiilasyonunda goriilme siklig1 normal popiilasyona

gore 15 kat artmigtir. Bildirilen diger anomaliler ise Tablo 4’te d6zetlenmistir (4).
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Tablo 4; Anorektal malformasyonlu hastalarda tespit edilen kromozomal anomaliler*

Kromozomal anomali En bilinen 6zellikleri Hasta

sayisi
Trizomi 21 (Down Sendromu) EY, karakteristik ytiz goriiniimii 39
Trizomi 18 (Edward Sendromu) EY, penge el, kardiak anomali (VSD, ASD, PDA) 20
Trizomi 13 (Patau Sendromu) EY, holoprozensefali, yarik damak/dudak 12
Mozaik trizomi 8 EY, derin palmar ve plantar gizgiler, dolgun dudak ve 1

biiyiik kulak

Cinsiyet kromozom andploidisi Degisken 4
Trizomi 22 (Cat-eye Sendromu) Iris kolobomu, anal atrezi, kulak oniinde pit, renal ve 3

kardiak anomaliler

5p delesyonu (Cri-Du Chat EY, hipertelorizm, epikantus, mikrosefali, tiz sesli aglama 3
sendromu)
Ring 13 Anal atrezi, ventrikiilomegali, bag parmak agenezisi, 3

ambigus genitalya

Marker kromozom Degisken 3

Tetrazomi 12p (Pallister-Killian) EY, frontotemporal bolgede seyrek saglar, uzun filtrum, 2

ince st dudak, cubid-bow agiz yapisi

Triploidi Biiyiik plasenta ve hidatiform degisiklikler, biiyiime 1
geriligi

Diger parsiyel trizomi/monozomi Degisken 21

Diger kromozomal anomaliler Degisken 17

Toplam 58

*Cuschieri ve arkadaslarinin 1846 ARM hastasi ile yaptig1 calismada tespit edilen

kromozom anomalileri esas alinarak hazirlanmistir (4).

EY: entelektiiel yetersizlik, VSD: ventrikiiler septal defekt, ASD: atrial septal

defekt, PDA: patent duktus arteriozus
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Marcelis ve arkadaslarmin 518 ARM hastasit ile yaptigi bir baska
caligmada, 26 hastada (%5) kromozom anomalisi saptanmistir. Down sendromu
yine en sik goriilen kromozomal anomali olup, 11 hastada tespit edilmistir. ki
hastaya, 22qll1 delesyon sendromu tanisi konulmustur. Birden fazla sayida

goriilen anomalilerden biri de; Sp delesyon (Cri-Du Chat) sendromudur (17, 18).

Marcelis ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptig1 derlemeye gore; literatiirde
DS dislandiginda toplam 114 ARM hastasinda kromozomal anomali tespit
edilmistir. Bu hastalardan 48’1 kiz, 66’s1 erkektir. En sik goriilen kromozomal
anomali 20 olguda tespit edilen 13q terminal delesyonudur. ikinci sirada 19
olguda tanimlanan Cat-Eye sendromu (tetrazomi 22pter-q11) gelmektedir. Sekiz
olguda ise dengesiz 11;22 translokasyonu (11g23qter ve 22qgll1.2qter
duplikasyonu) gosterilmistir. Birden fazla sayida tespit edilen diger kromozomal
anomaliler ise; 6 olguda Pallister Killian sendromu (PKS, tetrazomi 12p) ve 5

olguda 10q terminal delesyonu olarak rapor edilmistir (18).

Tiim kromozomal hastaliklar goz oniline alindiginda ARM’li hastalarda
kromozom anomalisi ile en cok iliskilendirilen ARM tipi, fistiilsiiz algak tip
olmaktadir, bunlarin biiyiik bir kismimi1 Down sendromlu hastalar olusturmaktadir
(4). Down sendromu dislandiginda ise tablo tamamen degismis, kromozomal

anomaliler ile ARM tipleri arasinda anlamli bir iliski tespit edilememistir (18).

Down sendromu, 22911 delesyon sendromu ve Cat-eye sendromu ARM
nedenleri arasinda en sik goriilen kromozomal hastaliklardir. Bu sebeple bu ii¢

hastaligin ARM ile ilskisi hakkinda asagida detayli olarak bahsedilmistir.
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2.3.3.1.1. Down Sendromu (DS)

Iyi tammlanms yiiz zellikleri (brakisefali, upslant palpebral fissiirler,
epikantus, basik burun koki, bilyiik dil, klinodaktili ve sandal gap gibi) nedeniyle
klinik olarak kolaylikla taninabilen Down Sendromu, insanda mental
retardasyonun bilinen en sik sebebidir. Konvansiyonel sitogenetik yontemlerle
tanist dogrulanabilen bu sendromda konjenital malformasyonlar hastalarin %30-
40’inda sendroma eslik etmektedir. Konjenital kalp anomalisi, duodenal atrezi,
Hirschsprug hastaligi ve anorektal malformasyonlar sik goriilen bulgular

arasindadir (19).

Literatiirde ARM’li hastalarda DS siklig1 %2 ila %5 arasinda degisen
oranlarda bildirilmektedir (3-5). Japon popiilasyonundan 1992 ARM hastasinda
yapilan bir calismada, hastalarin %5.1’inde (101 hastada) DS saptanmistir. DS
saptanan 101 hastanin 96’sinda (%95’inde) fistiilsiiz tip ARM mevcuttur.
Caligmaya gore DS hastalarda intermediate tip ARM’ler belirgin olarak daha fazla
goriilmektedir. ARM ve DS birlikteligi goriilen hastalarin %95’inde meveut ARM

tipi, fistiilstiz imperfore aniis seklinde olmaktadir (20).

2.3.3.1.2. Delesyon 22q11 Sendromu

“Velokardiofasyal sendrom (VCFS)” ve “Di George Sendromu” gibi farkl
isimleri de olan bu sendromun baslica klinik o©zellikleri; konjenital kalp
hastaliklar1 (Fallot tetralojisi, VSD, trunkus arteriosus gibi konotrunkal
anomaliler), palatal anomaliler (velofaringeal yetmezlik, bifid uvula, yarik damak
gibi), karakteristik yiiz bulgular1 (uzun yiiz, silindirik-tiibiiler burun, arkaya

diistik, fazla katlantili ve diisiik yerlesimli kulaklar gibi), 6grenme giicliigii,
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davranigsal ve psikiyatrik problemler olarak bildirilmistir. Daha nadir bulgulari
arasinda; immiin yetmezlik, hipokalsemi, gastrointestinal anomaliler (imperfore
antis, 6zefagus atrezisi gibi), renal anomaliler, isitme kaybi, otoimmiin hastaliklar,

psikotik bozukluklar ve otizm sayilabilmektedir (21).

Konjenital kalp hastaliklar1, palatal anomaliler, karakteristik yiiz bulgulari
ve dgrenme giicliigii ile karakterize bir sendrom olan 22q11 delesyon sendromu;
en yaygin goriilen mikrodelesyon sendromu olma o6zelligine sahiptir. Kalp
anomalileri baslica klinik bulgular arasinda yer almakla beraber, sadece psikotik
bozukluk bildirilen hastalar ve asemptomatik bireyler de bildirilmistir. Sendromun
daha nadir bulgular1 arasinda; immiin yetmezlik, hipokalsemi, gastrointestinal
anomaliler (imperfore aniis, 6zefagus atrezisi gibi), renal anomaliler, isitme kaybi,
otoimmiin hastaliklar, psikotik bozukluklar ve otizm sayilabilmektedir (21).
Sendroma eslik eden gastrointestinal sistem anomalileri arasinda yutma giicliigi,

kabizlik, imperfore veya dnde yerlesimli aniis bildirilmistir (22).

Sendroma eslik edebilecek bir diger malformasyon, genitoiiriner
anomalilerdir ve hastalarin %31’inde goriildiigii bildirilmistir. Inmemis testis
hastalarin yaklasik %6’sinda sendromun bir bulgusu olarak ortaya ¢ikmaktadir

(23)

Kalp anomalisi, velofaringeal yetmezlik veya dismorfik yiiz 6zellikleri
gibi karakteristik bulgularin varhiginda; FISH, MLPA veya kromozomal

mikroarray yontemlerinden biri ile tan1 kesinlestirilebilmektedir (22).
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22q11 delesyonuna sahip olgularin %90’1 de novo iken, kiigiik bir kismi

bir ebeveynden kalitilmaktadir (24).

2.3.3.1.3. Cat-Eye Sendromu (CES) (#115470)

Iris kolobomu, anal atrezi (fistiiliin eslik ettigi tip), goz kapag1 kenarlarinin
asag1 donilik olmasi ve kulak 6niinde pit ya da cilt katlantis1 ile karakterize bir
kromozomal anomalidir. Hastalarin yaklasik yarisinda ¢esitli derecelerde 6grenme
giicliigi mevcuttur. Hastalarda siklikla kardiak ve renal anomaliler de
bildirilmistir. Hastaligin tanis1 kromozom analizinde 21. kromozomdan daha
kiigiik, genellikle iki sentromerden olusan ve 22ql1.2 bdlgesine ait ekstra

kromozomal materyalin FISH yontemi ile tespit edilmesiyle konulmaktadir (25).

CES, en sik de novo olarak kalitilmakta olsa da, nadiren marker
kromozomu mozaik olarak tasiyan, etkilenmemis ebeveylerden c¢ocuga

gecebilmektedir (8).

Schinzel ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir derlemede; CES tanis1 almis
34 hastanin 22’sinde ARM tespit edilmistir. ARM “nin tiirii, hastalarin tamaminda
fistiiliin eslik ettigi anal stenozdur (26). Liehr ve arkadaslarinin ¢alismasinda; CES
tanili 6 hastanin tamaminda anal stenoz mevcuttur (27). Bu bilgiler
gostermektedir ki CES, ARM goriilme olasilifi en yliksek kromozomal

anomalilerden birisidir (18).

2.3.3.2 ARM ile iligkili genetik sendromlar
ARM’nin eslik ettigi genetik sendrom ve asosiasyonlar Tablo 5°te

gosterilmistir. Bu sendromlar arasinda ARM’nin bir bulgu olarak en ¢ok 6n
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planda oldugu; Townes-Brocks Sendromu (TBS), Pallister-Hall Sendromu (PHS),

FG Sendromu

(FGS),

Currarino  Sendromu

(CS),

VACTERL/VATER

assosiasyonu ve Kaudal Regresyon Sendromu (CRS)/Sirenomeli hakkinda ayrica

Ozet bilgiler verilmistir (8).

Tablo 5; ARM hastalarinda en sik goriilen genetik sendromlar ve asosiyasyonlar

Sendrom/Asosiasyon En Bilinen Ozellikleri OMIM Kahtim | Bilinen lokus
numarasi | Paterni veya gen
Townes-Brocks ARM, trifalangeal #107480 oD SALL1
Sendromu (TBS) bagpamak, isitme kaybi,
dis kulak yolu atrezisi,
renal anomali
PallisterHall Sendromu | Hipotalamik hamartom, | #146510 oD GLI3
(PHS) postaksiyel polidaktili,
anal atrezi
Opitz-Kaveggia/FG EY, makrosefali, #305450 XR MED12
Sendromu (FGS) kabizlik, upsweep,
hipotoni
Currarino Sendromu ARM, presakral kitle ve | #176450 oD MNX1
(CS) sakral agenezi/disgenezi
VACTERL/VATER Vertebral anomali, ARM, | #192350 | OD veya HOXD13
kardiak anomali, Sporadik
trakeoozefageal fistiil,
renal anomali ve
ekstremite anomalisi
Kaudal Regresyon Spinal kolon agenezisi, #600145 oD VANGL1
Sendromu ARM ve genitoiiriner
(CRS)/Sirenomeli anomaliler
Opitz G Sendromu Hipertelorizm, #300000 XR MID1
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hipospadias, yutma

glgligi

Fraser Sendromu

Kriptoftalmus ve
sindaktili

#219000

OR

FRAS1

Johanson-Blizzard

Sendromu

Hipoplastik ala nasi,
isitme kaybi, pankreas
yetmezligi ve

hipotiroidizm

#243800

OR

UBR1

CHARGE Sendromu

Kolobom, koanal atrezi,
kalp anomalisi, MR,
genital anomali ve
displastik kulak

#214800

Sporadik
veya OD

CHD7,
SEMASE

EEC Sendromu

Ektrodaktili, ektodermal
dislazi, yarik

damak/dudak

#129900

oD

TP63

McKusick-Kaufman

Sendromu

Hidrometrokolpos,
Hirschsprung,

hidronefroz

#236700

OR

MKKS

OD: otozomal dominant, OR: otozomal resesif, XR: X’e bagh resesif, EY:

Entelektiiel yetersizlik

2.3.3.2.1 Townes-Brocks Sendromu (TBS)

Townes-Brocks Sendromu, renal-kulak-anal-radial sendrom olarak da

bilinmektedir. Karakteristik bulgular1 arasinda; ARM, bas parmak anomalisi

(trifalangeal bagparmak, preaksiyel polidaktili gibi), kulak anomalisi (sensorindral

isitme kaybi, dis kulak yolu atrezisi gibi) sayilmaktadir. Bunlarin diginda kalp

anomalisi (Fallot tetralojisi, ventrikiiler septal defekt gibi), genitoiiriner sistem

anomalileri (displastik bobrek, VUR, hipospadias gibi) eslik edebilmektedir.
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Ekstremite, aniis ve kulak anomalileri hastaliin major kriterlerini
olusturur ve ii¢iiniin birlikte gdriilmesi tan1y1 olduk¢a kuvvetlendirmektedir. iki
major bulgusu olan hastalarda ise, eslik eden (renal ve kardiak) anomalilerin
olmasi, atipik bulgularin olmamasi (trakeodzefageal fistiil, vertebra anomalisi
gibi) durumunda klinik tan1 konulabilmektedir. Taninin kesinlestirilebilmesi i¢in
hastada TBS’ye neden oldugu bilinen tek gen olan SALL1 geni i¢in yapilan dizi
analizi yontemi ile mutasyonlar belirlenebilmektedir, ancak hastalarin sadece
%64-83’tinde SALL1 gen mutasyonu gosterilebilmistir (8). SALL1 genini igeren
16q12.1 bolgesinin delesyonlarmin TBS’ye yol agtifini gosteren yayinlar
mevcuttur. Ayirict tanida Goldenhar ve Holt-Oram sendromlar1 ile VACTERL

assosiasyonu goz oniinde bulundurulmalidir (25).

Townes-Brocks Sendromu tanisi prenatal donemde, 18. ve 20. haftalar
arasinda ayrintili  ultrasonografi yapilarak konulabilmektedir.  Anorektal
malformasyonun prenatal donemde ultrasonografi yontemiyle belirlenmesi
olduke¢a zor olsa da ekstremite, kulak anomalileri ve renal anomaliler bu donemde
tespit edilebilmektedir (28). SALL1 mutasyonu tespit edilen olgularda ise prenatal

tan1 yontemleriyle ailenin saglikli cocuk sahibi olmasi saglanabilmektedir.

2.3.3.2.2 FG (Opitz-Kaveggia) Sendromu (FGS)

Ogrenme giicliigii (%97), makrosefali (%74), anal anomaliler (%38),
kabizlik (%69), hipotoni (%90), upsweep (%91) ve korpus kallosum agenezisi ile
karakterize bir sendromdur. Santral sinir sistemi tutulumu (epilepsi, hidrosefali,
megalensefali, migrasyon defekti, korpus kallozum agenezisi gibi), dismorfik

Ozellikler (frontal belirginlik, hipertelorizm gibi) ve genital anomaliler (inmemis
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testis, hipospadias, inguinal herni gibi) diger tan1 koydurucu bulgularnidir. X’e
bagli resesif kalitim modeline sahip FG sendromu; erkeklerde daha sik goriiliir ve

tasiyici kizlar nadiren semptomatiktir (25).

Hastaliga sebep olan, Xql3’ de yer alan MED12 geni tiroid hormon
reseptorii ile iligkili proteini kodlar. Klinik taninin kesinlestirilmesi i¢in FG
sendromuna yol agan diger genler olan; FLNA (Xq28.2; FGS2, ozellikle
periventrikiiler nodiiler heterotopi varliginda), CASK (Xpll.4; FGS4), UPF3B
(Xq25-26; FGS6), BRWD3 (Xg21.1; FGS7) igin de DNA dizi analizi yontemi ile

mutasyonlarin arastirilmasi 6nerilmektedir (29).

2.3.3.2.3. Pallister-Hall Sendromu (PHS)

Hipotalamik hamartom (panhipopitiitarizm ve puberte prekoks), polidaktili
(¢cogunlukla santral), imperfore aniis, solunum yolu anomalileri (bifid epiglot gib1)
sendromun karakteristik bulgularidir. Pallister-Hall Sendromunun molekiiler
tanist GLI3 geninde mutasyonlarin gdsterilmesi ile konulmaktadir. Greig
sefalopolisindaktili sendromu, PHS ile allelik bir hastaliktir, her ikisinin de
etiyolojisinde GLI3 gen mutasyonlari yer almaktadir. Hastalikla ilgili eksik
penetrans daha once bildirilmemistir, ancak degisken ifadelenme nedeniyle klinik

bulgularin agirhigr aile igerisindeki bireylerde farkli olabilmektedir (8).

2.3.3.2.4. VATER/VACTERL Assosiasyonu
VACTERL; vertebral anomali, Anal atrezi, kardiak anomali,
trakeoozefageal fistiil, renal anomaliler ve ekstremite anomalilerini (genellikle

radial yol anomalileri, bas parmak yoklugu gibi) igeren bir akronimdir. Birden
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fazla sistemi tutabilen bu assosiasyonun embriyonik hayatin 4. haftasinda
meydana gelen gelisimsel bozukluk nedeniyle olustugu diisiiniilmektedir.
Yaklasik on bin dogumda bir goriilmekte olan bu hastalikta olgularin tamamina
yakini sporadiktir. VACTERL hastalarinda kromozom anomalileri bildirilmistir;
trizomi 18, kromozom 13q delesyonu, ring kromozom 12, kromozom 6q13q15
delesyonu ve kromozom 22qll delesyonu bunlardan bazilaridir. VACTERL
assosiasyonu bulgularina sahip hastalarda SHH, HOXD13, ZIC3, PTEN, FANCB,
FOXF1 ve TRAP1 genlerine ait mutasyonlar da gosterilmistir, ancak baska
olgularla dogrulanmadiklar1 icin bu genler heniiz aday gen konumundadir ve

hastaligin etiyolojisi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (8).

2.3.3.2.5. Currarino Sendromu (CS)

Currarino  sendromunun triadi; presakral kitle, ARM ve sakral
agenezi/disgenezi  (hemisakrum veya orak seklinde sakrum) olarak
tanimlanmaktadir. Presakral kitle; anterior meningosel, teratom, dermoid Kkist,
rektal duplikasyon veya smiflandirilamamis malign bir tiimor olabilmektedir.
Bunlar disinda iirolojik anomaliler (vesikotiretralreflii, displastik bobrek gibi)
veya jinekolojik malformasyonlar (bikorne uterus, septat vajina, bifid klitoris gibi)
hastaliga eslik edebilir. Kiz hastalarda, erkeklere oranla 1.7 kat fazla
goriilmektedir. Currarino sendromu, MNX1 gen mutasyonlar1 nedeniyle meydana

gelmektedir (8).

2.3.4. Teratojenik Faktorler
Anorektal malformasyonlarin nedenleri arasinda cevresel etkenler dnemli

yer tutmaktadir. Annenin gebelik sirasinda kullandig: ilaglardan olan talidomid
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(anjiogenezi inhibe ederek) ve benzodiazepin grubu ilaglar (6zellikle lorazepam)
ARM ile iliskilendirilmistir. Gebelik sirasinda annenin maruz kaldig1 ytiksek doz
retinoik asit (Shh sinyal yolagi ve BMP4 inhibisyonu yaparak) ve etretinat
(hayvan modellerinde Currarino sendromuna yol ac¢tig1 goriilmiis) gibi toksinlerin
de ARM etiyolojisinde rol oynadigi gosterilmistir. Sitomegalovirlis ve
toksoplasma enfeksiyonlarinin fetal donemde ARM bulgularina yol agabilecegi
(yaygin bir bulgu olmamakla beraber) bildirilmistir. Cogul gebelik, preterm gelis,
diisiik dogum agirlig1 ve maternal obezite ARM’ye yatkinlik yarattig1 gosterilmis

prenatal risk faktorleridir (12).

Cesitli  epigenetik hastaliklara yol actigi bilinen; IVF (in vitro
fertilizasyon) ve ICSI (intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu) gibi yardimci tireme

tekniklerinin ARM i¢in artmus risk olusturdugu gosterilmistir (30).

Cevresel etkenler de siklikla sorgulanmis ancak gebelikte sigara kullanima,
annenin tekrarlayan abortus Oykiisii ve elektromanyetik alan maruziyeti gibi

faktorlerin ARM ile iligkisi bulunamamustir (8).

2.4. Anorektal malformasyon etiyolojisinde rol oynayan genler

Anorektal malformasyondan sorumlu oldugu bilinen en énemli gen Sonic
Hedgehog (SHh) sinyal yolaginda yer alan genlerdir (2). Bunun disinda; farkli

veritabanlarinda ARM gelisimi ile ilskili olabilecek birgok gen tanimlanmistir.

Genecards ve OMIM veri tabanlarina gore; bugiine kadar ARM etiyolojisi

ile iliskilendirilmis genler Tablo 6’da 6zetlenmistir (19, 31).
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Tablo 6; Genecards ve OMIM veri tabanina gore ARM ile iligkili genlerin listesi ve acik
isimleri

Gen Genin Acik Ismi

FREM1 FRAS1 Related Extracellular Matrix 1
MNX1 Motor Neuron And Pancreas Homeobox 1
SALL1 Spalt-Like Transcription Factor 1

SALL4 Spalt-Like Transcription Factor 4

TP63 Tumor Protein P63

WT1 Wilms Tumor 1

FUz Fuzzy Planar Cell Polarity Protein

GLI3 GLI Family Zinc Finger 3

FGFR2 Fibroblast Growth Factor Receptor 2
MID1 Midline 1

SPECCI1L Sperm Antigen With Calponin Homology And Coiled-Coil Domains 1-Like
TWIST1 Twist Family BHLH Transcription Factor 1
MSX2 Msh Homeobox 2

GLI2 GLI Family Zinc Finger 2

VANGL1 VANGL Planar Cell Polarity Protein 1
RECQL4 RecQ Helicase-Like 4

SHH Sonic Hedgehog

FGF10 Fibroblast Growth Factor 10

RUNX2 Runt-Related Transcription Factor 2
BMP4 Bone Morphogenetic Protein 4

MMP9 Matrix Metallopeptidase 9

RET Ret Proto-Oncogene

NPY Neuropeptide Y

TNF Tumor Necrosis Factor

PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen
MTHFR Methylenetetrahydrofolate Reductase (NAD(P)H)
EFNB2 Ephrin-B2

LEP Leptin

EDNRB Endothelin Receptor Type B

REN Renin

LBX1 Ladybird Homeobox 1

VIM Vimentin

ALB Albumin
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POMC Proopiomelanocortin

GDNF Glial Cell Derived Neurotrophic Factor

LHFPL5 Lipoma HMGIC Fusion Partner-Like 5

SLC25A19 Solute Carrier Family 25 (Mitochondrial Thiamine Pyrophosphate Carrier)
CALCA Calcitonin-Related Polypeptide Alpha

HOXD Homeobox D Cluster

MECP2 Methyl CpG Binding Protein 2

HGF Hepatocyte Growth Factor (Hepapoietin A; Scatter Factor)
WNT5A Wingless-Type MMTYV Integration Site Family, Member 5A
LEPR Leptin Receptor

SRPK1 SRSF Protein Kinase 1

TAOK1 TAO Kinase 1

CDH15 Cadherin 15, Type 1, M-Cadherin (Myotubule)

2.5. Anorektal malformasyonlarin etiyolojisinin belirlenmesinde

kullanilabilecek yontemler

Anorektal malformasyonlarin nedeni arastirtlirken, oncelikle ayrintili bir
anamnez ile hastanin prenatal maruziyetlerinin, aile Oykiisliinlin ve ek
sikayetlerinin 6grenilmesi gerekmektedir. Detayli bir pedigri ¢izilmesi ve ailedeki
diger bireylerin semptomlarinin da sorgulanmasi taniya yardimeci olabilmektedir.
Fizik muayene ile dismorfik bulgularin kaydedilmesi ve gerekli goriintiileme
yontemleri kullanilarak hastada ARM’ye eslik eden diger sistem anomalilerinin
belirlenmesi ayiric1 tani agisindan faydali olmaktadir. Biitiin bu veriler 151ginda
elde edilen klinik 6n tanilarin, sitogenetik, molekiiler-sitogenetik ve molekiiler

yontemlerle dogrulanmasi taninin kesinlestirilmesi acisindan gereklidir.

Tek gen hastaliklarinin tanisi i¢cin; DNA dizi analizi, tim ekzom dizileme

veya tim genom dizileme yoOntemleri kullanilabilmektedir. Kromozomal
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hastaliklarin tanisi igin ise; Oncelikle yiiksek rezoliisyonlu kromozom analizi ve
buna ek olarak “floresan in situ hibridizasyon” (FISH), “multipleks ligasyon
bagimli prob amplifikasyonu” (MLPA), Q-PCR, karsilastirmali genomik
hibridizasyon (CGH) ve Array CGH yontemlerinin kullanilmas1 faydali

olabilmektedir (6).

Kromozom analizi ile; G bantlama teknigi kullanilarak yaklasgik 10 Mb
biiytikligiindeki degisiklikleri saptanabilmektedir, daha yiiksek rezoliisyonlara
cikildiginda ise 3-5 Mb diizeyinde degisiklikler tespit edilebilmektedir. Ug
Mb’dan kii¢iik submikroskobik degisimlerin kromozom analizi diizeyinde tespit
edilmesi miimkiin olamadig1 icin FISH teknigi gelistirilmistir. Bu yontemde
amaca 0zgii DNA problar1 (lokus spesifik, subtelomerik) kullanilarak 150 Kb

veya daha biiyilik degisimlerin yeri ve sayisi belirlenebilmektedir (6).

Hibridizasyon temelli mikroarray uygulamalar1 (SNP array ve array CGH)
ile daha biiyiik degisimlerin yani sira 100 Kb altindaki kopya sayisi1 degisiklikleri

(CNV) de tespit edilebilmektedir.

Karsilagtirmali array genomik hibridizasyon yontemi ile hem benign hem
de genetik hastaliklarla iliskilendirilmis patojenik kopya sayisi degisiklikleri
belirlenebilmektedir. Baz1 genler hiicresel yolaklar agisindan ¢ok kritiktir ve genin
tek bir kopyasmnin kayip ya da kazanci durumunda bile hiicresel isleyis
bozulabilmektedir. Genin tek kopyasindaki kayipta fenotipik bulgularin ortaya
cikmas1 haploid yetersizlik olarak tanimlanmaktadir. Kopya sayist degisiklikleri;

genomik kazang veya kayip bolgelerindeki bir veya daha fazla genin dozaj
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duyarlilig1 nedeniyle hastaliga sebep olabilecegi gibi genin kesintiye ugramasi
(disruption), gen flizyonlar1 veya pozisyon etkisi nedeniyle de fenotipik bulgulara

yol agabilmektedir (32).

Array CGH, genomik kopya sayis1 degisikliklerinin belirlenebilmesi i¢in
giiclii bir aractir. Prob sayis1 arttikca genomik rezoliisyon artmakta ve intragenik
delesyon ve duplikasyonlarin belirlenebilmesi miimkiin olmakta ancak maliyet
artmaktadir. Intragenik delesyon ve duplikasyonlar bircok molekiiler ve fenotipik
etkiye yol agabilmektedir. Bir veya daha fazla ekzonun duplikasyonu veya
delesyonu, okuma cercevesinde bir kaymaya sebep olarak erken stop kodonu
olugsmasina ve nonsense-mediated decay (NMD) mekanizmasi ile mRNA
yikilmas1 sonucu fonksiyon kaybettirici mutasyonlara neden olabilmektedir. Eger
NMD mekanizmasindan kag¢is miimkiin olursa, fonksiyon kazandirict mutasyonlar
ortaya cikabilmektedir. Erken stop kodon olusmasi nadiren ekzon atlama

mekanizmasi ile de okuma gergevesini degistirebilmektedir (32).

Okuma g¢ercevesi i¢indeki in-frame delesyon ve duplikasyonlar; farkli,
eksik veya fiizyona ugramis ve bu nedenle islevini kaybetmis veya yeni bir islev

kazanmis proteinlerin olugsmasina yol agabilmektedir (32).

Kromozom analizi ile gosterilemeyen mikrodelesyon ve mikroduplikasyon
sendromlarinin tanisinda yaygin olarak kullanilan array CGH, tiim genomdaki
degisimlerin ayn1 anda test edilmesini saglama avantajina da sahiptir. Ayrica
kromozomal degisikliklerinin kirik noktalarinda yer alan ve kesintiye ugrayan

genlerin belirlenmesi array CGH ile miimkiin olabilmektedir (33). Mikroarray
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yontemlerinin kisithiliklar ise; referans ornekte mevcut olan CNV’leri tespit
edememesi, CNV’nin kromozomal lokalizasyonu ile ilgili bilgi verememesi ve
kirik noktalarini baz ¢ifti diizeyinde belirleyememesi olarak 6zetlenebilir. Ayrica
prob dagilim &zellikleri nedeniyle hem SNP array hem de array CGH yontemleri
delesyonlar1 belirleme konusunda daha hassas olma egilimindedir ve homozigot
delesyonlar en kolay tespit edilebilen degisikliklerdir. Prob sayisina gore
farkliliklar gostermekle birlikte, bircok mikroarray platformu (spesifik bir bolge
icin dizayn edilmis custom array uygulamalar1 hari¢) 10 kb ¢oziiniirliigiin altinda
sensivitesini kaybetmektedir, bu nedenle 10 kb ve iizerindeki degisiklikler anlaml

kabul edilmektedir (34).

Mikroarray yontemi ile elde edilen sonuglarin ikinci bir yontemle (G-

bantlama, FISH, MLPA, qPCR gibi) dogrulanmasi gerekmektedir (35).

Array CGH platformu; oligoniikleotid problara baglanan iki ayr1 6rnegin
(bir1 hastanin genomik DNA’s1 ve digeri saglikli referans) karsilastirilmasi
prensibine dayanarak calismaktadir. Test ve referans orneklerinin sinyal oranlar
logaritmik orana doniistiiriilerek karsilastirilir. Referans Ornege goére artmis
logaritmik oranlar hastadaki kopya sayisi artiglarin1 gosterirken, logaritmik
oraninin azalmasi1 hastadaki kayiplar1 gostermektedir. Rutin array CGH
caligmalarinda 2.1 milyon (M) ile 1 M arasinda degisen sayilarda prob
kullanilmaktadir. Amaca 6zgii dizayn edilmis yiiksek ¢oziiniirliiklii custom array
CGH’lerde 24 ila 42 milyon prob kullanilmaktadir, bu platformlarda 500 baz
ciftine kadar olan submikroskobik delesyon ve duplikasyonlarin tespit edilmesi

miimkiin olmaktadir. Bir degisikligin CNV olarak belirlenebilmesi i¢in en az 3
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prob ile temsil edilmesi gerekmektedir (34). Genellikle 50 baz ¢ifti ve daha biiyiik
degisikler CNV olarak tanimlanirken, daha kii¢iik boyuttaki degisimler insersiyon

ya da delesyon (indel) olarak tanimlanmaktadir (36).

Uluslararas1 standart sitogenomik array konsorsiyumu (International
Standard Cytogenomic Array Consortium-ISCA) diizenledigi iki toplantida 33
bilimsel ¢calismadan 21,698 hastanin kromozomal mikroarray sonuglarini bir araya
toplamistir. Bu konsorsiyumun kromozomal mikroarray sonrasi tespit edilen
CNV’lerin smiflandirilmasinda kullanilmasini  6nerdigi kriterler Tablo 7°de

gosterilmektedir (33).
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Tablo 7; Bir CNV’nin patojenitesinin degerlendirilmesinde dikkate alinmasi
onerilen kriterler*™

Bir CNV’nin patojenitesinin degerlendirilmesi (Tek kopya degisikligi) CNV muhtemelen gostermektedir
Primer kriter Patojenik Benign
1-  A- Ayn1 CNV saglikli ebeveynden kalitilmistir v
B- Bir ebeveynden kalitilmis olan CNV genislemis veya degismistir
v
C- Hasta bir ebeveynden kalitilan CNV ile aynidir v
2-  A- Saglikh bir akrabadaki CNV’ye benzer v
B- Hasta bir akrabadaki CNV’ye benzer
v
3-  CNV saglikli bireylerin CNV veri tabanindaki yiiksek rezoliisyonlu bir v
teknolojiyle belirlenmis genomik dengesizligin tam iginde yer
almaktadir
4-  CNV Entelektiiel yetersilik/ Gelisme geriligi, Otizm spektrum v

hastaliklar1 veya multipl konjenital malformasyonlu hastalar icin CNV
veri tabamindaki yiiksek rezoliisyonlu bir teknolojiyle belirlenmis
genomik dengesizlikle ortiismektedir

5-  CNV bilinen genomik-dengesizlik sendromlan i¢in olan genomik v
bolgeler ile ¢akisiyor ise (Or. Daha once yayimlanmis ya da iyi
tanimlanmus olan bir delesyon-duplikasyon sendromu ile)

6- CNV morbid OMIM genlerini igeriyor ise® v
7-  A- CNV genden zengin ise v
B- CNV Az gen igeriyor ise
v
Genel Bulgular®
1-  A- CNV bir delesyon ise v
B- CNV homozigot bir delesyon ise v
2-  A- CNV bir duplikasyon ise (bilinen bir dozaj sensitif gen yok v
ise)
B- CNV bir amplifikasyon ise (bir kopya kazanimindan daha
biiyiik)
v
3-  CNV bilinen regiilatuar elementler igermiyor ise v

2 Hasta bir ebeveynden kalitilan bir delesyon, OMIM’de resesif olan morbid bir geni

barmdiran ve aile baglantili olarak patojenik olabilen
® CNV OMIM de hastaliga neden oldugu bilinen mutasyonun aynu tipini olusturabilir
¢ Her olguda goriilenler harig

*Kaynak; Miller, D.T., et al., Consensus statement: chromosomal microarray is a first-tier
clinical diagnostic test for individuals with developmental disabilities or congenital
anomalies. The American Journal of Human Genetics, 2010. 86(5): p. 749-764 (33).
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3.GEREC VE YONTEM

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Cerrahisi Anabilim Dalina
anorektal malformasyon nedeniyle basvurup Tibbi Genetik Anabilim Dalina
refere edilen hastalar klinik agidan degerlendirilmis ve hastalardan genetik
incelemeler i¢in kan alinmistir. Bu kapsamda kromozom analizinde bir patoloji
bulunmamis olan bu hastalara ailelerinin de onay1 ile Array-CGH analizi

uygulanmistir.

Bu ¢alismada, anorektal anomalisi mevcut olmakla birlikte herhangi bir
genetik sendromla iliskilendirilmemis olan ve sitogenetik analiz sonug¢lar1 normal
bulundugu i¢in ARM etyolojisinde submikroskobik degisikliklerin de rol oynadigi
bilgisine dayanilarak, anabilim dalimiz biinyesinde Array CGH (8x60K ISCA)
yontemi ile molekiiler karyotipleme yapilmis olan 10 hastanin analiz sonuglari
degerlendirilmistir. Boylelikle hastalardan elde edilen verilerin once birbirleri
sonra veri tabanlar1 ile karsilastinlmasi ve ortak bir etiolojik neden olup
olmadigiin arastirilmasi amaglanmistir. Bu retrospektif calisma icin Etik Kurul
onayl, 13.01.2016 tarihli Kecioren Egitim ve Arastirma Hastanesi Etik

Kurulu’ndan 15/1056 karar numarasiyla alinmistir.

3.1. Yontem

Tan1 i¢in kullanilmig olan Array CGH 8x60K ISCA yontemi ile ilgili

protokol agagida listelenmis 10 ana agsamadan olusur:

A. DNA Eldesi
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B. Restriksiyon Enzim Kesimi

C. Ligasyon

D. PCR

E. PCR Piirifikasyon

F. PCR Uriinlerinin Ol¢iimii

G. Fragmantasyon

H.  Isaretleme

l. Hibridizasyon

Js Yikama/Boyama/Tarama

A-DNA Eldesi

DNA asagida anlatilan “yiiksek konsantrasyonlu tuzla ¢oktiirme yontemi”

ile elde edilmistir.

1. giin

1- 2,5 ml. kan 15 ml.lik steril tiipe alinip, {izerine 15 ml’ye tamamlayacak sekilde

onceden hazirlanmis otoklavlanmis soguk bidistile su konulur.

2- Asag1 yukarn c¢alkalayarak 2-3 dk. hizli olarak karistirlir.

3-2200 rpm’de 10 dk. santrifiij edilir.

4- Siipernatant atilip pelletin lizerine tekrar soguk su ilave edilip santrifiij yapilir.
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5- Arkasindan yikama islemi 3 kez daha tekrarlanip, son bosaltmada (igindeki
pelletin sabit kalip diismeyecek sekilde oldugu zaman) tiipler bir kagit havlunun

tizerine ters gevrilip, siiziilmesi saglanir.

6- Siiziildiikten sonra tekrar ¢evrilerek tlizerine 37,5ul Proteinaz K (20 mg/ml),750

ul lysis buffer, 50 ul SDS konup ¢alkalanir.

7- Bir gece 37 °C de bekletilir.

2. giin

8- 500 nul Amonyum asetat eklenip, 20 kez asag1 yukar1 hizla karistirilarak 10 dk.

oda 1s1sinda bekletilir.

9- 3500 rpm de 15 dak. Santrifiij edilip, tizerindeki slipernatant baska 15 ml tiipe

aktarilir.

10- Tiipiin i¢indekinin iki kat1 kadar absolii etanol konulup, hafif karigtirilarak

icindeki DNA belirginlestirilir.

11- Onceden igerisine 250pul TE konan mikrosantrifiij tiiplerine pipet ucuyla
aliman DNA konulup, 1 giin oda sicakliginda bekletilecek ve ¢oziinmesi saglanir.

Coziindiikten sonra derin dondurucuya kaldirilir (-20°C).

B-Restriksiyon Enzim Kesimi

Calismada 250 ng (50ng/ul) genomik DNA kullanilmistir. Buz iizerinde
uygun miktarlarda tampon kullanilan arraye uygun enzim, BSA ile kesim karigimi

hazirlanir. DNA ile karistirilarak uygun inkiibasyon programinda kosullara gore
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2-16 saat aras1t kesim reaksiyonu yapilir. Kesim sonrasi drnekler agaroz jelde

yiiriitiilerek kontrol edilir ve drnekler -20°C’de saklanir.
C-Ligasyon

Buz {izerinde uygun miktarlarda tampon, ligaz enzimi, ve kesim enzimine
uygun adaptor ile ligasyon karigimi hazirlanir. DNA ile karigtirilarak uygun
inkiibasyon programinda yaklasik 3 saat ligasyon reaksiyonu yapilir. Ornekler -

20°C’de saklanir.
D-PCR

Ligasyon sonrasi lriinler diliie edilerek PCR asamasina hazirlanir. PCR
icin gerekli olan malzemeler (enzim, primer, dNTP gibi) buzda karisim olarak
hazirlanir ve DNA eklenir. Kullanilacak PCR cihazina gére uygun program yazilir
ve PCR reaksiyonu yapilir. PCR sonrasi 6rnekler agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol

edilir.
E-PCR Piirfikasyon

Piirifikasyon i¢in PCR reaksiyonuna uygun miktarda magnetics bead
soliisyonu eklenir. Karistm magnetik stand de bekletilip tiiplin alt kisminda
toplanan DNA uygun mikropipetle almir. Islem sonu elde edilen fiiriinler

spektrofotometrik analizle dlciiliir. Ornekler -20°C’de saklanur.

F-PCR Uriinlerinin Ol¢iimii
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Uygun cihaz kullanilarak piirifiye edilmis PCR iiriinlerinin konsantrasyonu
Olciliir. Fragmantasyona hazirlik i¢in {irtinlere uygun tampon eklenip, vorteks ve

spin yapilir.
G-Fragmantasyon

Piirifiye edilmis PCR {iriinii ve uygun tampon ile fragmantasyon karigimi
hazirlanir. Fragmentation Reagent uygun miktarda diliie edildikten sonra, buzda
hazirlanan karisima eklenir. Termal Cycler’da uygun programla yaklasik 45 dk
fragmantasyon reaksiyonu yapilir. Fragmantasyon sonrasi iriinler agaroz jelde

yiiriitiiliip kontrol edilir.
H-Isaretleme

Buzda enzim, tampon gibi malzemelerle isaretleme karisimi hazirlanip
fragmante olmus DNA karisima eklenir. Termal Cycler’da uygun programda

yaklasik 4 saat isaretleme reaksiyonu gerceklesir. Ornekler -20°C’de saklanr.
I-Hibridizasyon

Hibridizasyon asamasi i¢in gerekli soliisyonlar ve tamponlar Onceden
gereken miktarda hazirlanir. Bu soliisyonlardan uygun miktarlarda kullanarak bir
karisim  hazirlanir. Karisima isaretlenmis DNA  6rnegi  eklenip, gereken
sicakliklarda inkiibasyon yapildiktan sonra, karisimdan uygun miktar mikropipet
ile arraylere enjekte edilir. Arrayler Hibridizasyon Firmina yerlestirilir ve 49°C,

60 rpm rotasyonla 16-18 saat hibridizasyon gerceklestirilir.

J-Yikama/Boyama/Tarama
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Yikama asamasi oncesi gerekli soliisyon ve tamponlar hazirlanir. Yikama
oncesi oOrneklerle ilgili bilgiler sistem bilgisayarina islenir. Yikama-Boyama ve
Tarama asamalar1 bilgisayar tarafindan kontrol edildigi i¢in bu asama Snemlidir.
16-18 saat Hibridizasyon sonrasi array i¢inde olan sivi mikropipet ile geri ¢ekilip,
yerine uygun miktarda tampon enjekte edilir. Soliisyonlar, boyalar ve array
yikama istasyonuna yerlestirilir. Arraye uygun yikama protokolii bilgisayar
programindan segilip, protokol baslatilir. Yikama islemi bittikten sonra yine

program yardimiyla tarama islemi gerc¢eklestirilir.

3.2. Verilerin Analiz Edilmesi

Elde edilen veriler degerlendirilirken; 100 kb ve {izerindeki, gen igeren,
minimum mutlak ortalama logaritmik degeri 0.25’in {izerinde olan ve en az 3 prob
ile temsil edilen CNV’ler dikkate almmistir. Bunun disinda kalan veriler
igerisinde, 100 kb’den kiiglik ancak ARM ile iliskili olabilecek genleri igeren
CNV’lerden ikinci bir yontemle dogrulananlar sonucglara dahil edilmistir. Bu
kriterlere gore ayiklanan veriler analiz edilirken su yontemler kullanilmistir:

1) Anabilim dalimiz biinyesinde ayni platform kullanilarak array CGH
uygulanmig farkli hasta gruplarinin verileri bir araya getirilerek in-house
veritaban1 olusturulmus, farkli fenotipik Ozellikler gosteren hastalarda
siklikla karsilasilan degisiklikler (bknz. Tablo 8) yanlis pozitif olarak

degerlendirilmistir.
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2) Toplumda sik goriilen ve benign olma olasiligi yiiksek polimorfik
CNV’lerin  belirlenebilmesi amaciyla uluslararast DGV veritabani
kullanilmustir.

Geri kalan degisiklikler igerisinden ARM etiyolojisi ile iligkili olabilecek
olanlarin belirlenebilmesi i¢in ¢esitli veri tabalarindan faydalanilmistir. Sonuglarin

degerlendirilmesinde kullanilan veri tabanlars,

1) DGV (Database of Genome Variations)
2) UCSC Genome Bioinformatics

3) Decipher (Database of Chromosome Imbalance and Phenotype in

Humans using Ensembel Resources)
4) PubMed (The U.S. National Library of Medicine)
5) OMIM (Online Mendelian Inheritance of Man)
6) Uniprot
7) Genecards

8) MGI (Mouse Genome Informatics)
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Tablo 8; In-house veri tabaninda 3 veya daha fazla bildirilmis ve bu nedenle
degerlendirmeye alhnmayan CNV’ler

Kromozom

Kayip/kazang Genomik Boyut | Prob Genler
lokalizasyon sayi1sl
(Grch37/hg19)
8pl11.22 Kayip 39283276- 121 kb 3 ADAM3A
39405025
8p23.1 7239491- 1047kb 9 DEFB4B,
DEFB103B,
8287295 DEFB103A...
10911.22 Kayip 705kb 7 SYT15,
GPRIN2,
PPYR1
10026.3 Kazang 135243049- | 161 kb 30 LOC619207,
CYP2E1,
135404523 SYCEL...
14932 Kazang 106405703- 809kb 35 ADAMSG,
NCRNA00226,
107214893 NCRNA00221
15911.2 Kayip 25166421- 375 kb 11 SNRPN
25166795
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Bu kriterlere gore degerlendirmeye alinan degisikliklerden;

Hastaliga neden olanlar; patojenik,

e Hastaliga neden oldugu diistiniilenler; olas1 patojenik

e Hakkinda yeterince ¢alisma bulunmayanlar; klinik 6nemi bilinmeyen

e Uluslararasi veri tabanlarinda saglikli popiilasyonda siklikla bildirilenler;

olasi benign olarak siniflandirtlmistir (33, 34).

4. OLGULAR

Poliklinigimize ARM nedeni ile basvuran hastalar igerisinden; anorektal
anomalisi ve eslik eden bagka bulgulari mevcut olmakla birlikte herhangi bir
genetik sendromla iliskilendirilmemis olan ve rutin sitogenetik analiz sonuglari
normal bulunan 10 hastaya ait demografik 6zellikler, muayene bulgular1 ve tetkik
sonuglar1 Tablo 9’da 6zetlenmistir. Olgulardan ikisinde anal stenoz, geri kalan
sekizinde ise anal atrezi mevcuttur ve yalnizca olgu 10°da fistiil bulunmaktadir.
Olgularin tamami1 izole ARM olup, ailedeki bagka bireylerde ARM

tanimlanmamustir.
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Tablo 9; Olgularin demografik 6zellikleri, muayene bulgulari ve tetkik sonuclar:

Olgular Olgu 1 Olgu 2 Olgu 3 Olgu 4 Olgu 5 Olgu 6 Olgu 7 Olgu 8 Olgu 9 Olgu 10
Yas/Cinsiyet 3,5 yas/E 4 yas/E 4,5 yas/E 7 yas/E 5 ay/E 9,5 yas/E 5,5 yas/E 12 giin/E 7 ay/K 7 yag/K
Prenatal Sigara (3 Ozellik yok | Yiiksek NTD | Ozellik yok Ozellik yok | Ozellik yok | Ozellik yok | Ozellik yok Ozellik yok | Ozellik yok
adet/giin) riski
Natal C/S, term NSVY, NSVY, term C/S, 35 hafta NSVY, NSVY, term | NSVY, term | C/S, term NSVY, term | NSVY, term
term term
Postnatal Anal stenoz Anal atrezi Anal atrezi Anal atrezi Anal stenoz | Anal atrezi Anal atrezi Anal atrezi Anal atrezi Anal atrezi,
rektovestibiiler
fistiil
Akrabalik Yok Yok Yok Yok Yok Ayni Yok Yok Yok 3. derece
koyliiler
Ailede bagka Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
ARM
Dismorfik Frontal Obezite, Koyu ten Sinofris, uzun Dik Saglar, | Upslanting Genis kulak | Seyrek kaglar, | Seyrek ve Hirsutizm,
ozellikler belirginlik, dar rengi, kalin ve | kirpikler ve kalkik seyrek palpebral lobiilleri dar palpebral sar1 renkli yiiksek burun
belirgin palpebral ark seklinde kulak lobulleri kaglar, fisstirler aralik, kiigiik | saglar, koprisi, arkaya
metopik araliklar, kaslar, ince st upslanting agiz, kalkik upslanting diigiik kulaklar
sutur, seyrek | belirgin dudak, silik palpebral kulak lobiilleri | palpebral
kaslar ve kulak filtrum, fissiirler fissiirler,
displastik lobiilleri, hipertrikozis kiigiik agiz
kulaklar fuziform
parmaklar
EKO ASD, PFO - - - - - Sekundum Normal Sekundum Sekundum ASD,
ASD ASD PFO
Abdomen USG | Normal Normal Normal - - - Normal Normal - Normal
Vertebra T10-11 Normal Normal Distal sakral agenezi, | - Normal Normal Normal Normal Normal
grafisi diizeyinde koksigeal agenezi ve
spinal siringohidromiyeli
kordda
genisleme
Genitoiiriner Yok Yok Hipospadias Yok Fimozis VUR Inguinal Inmemis testis | Yok Yok
anomali herni
Diger - - - - Atopik - Ambliyopi Sik akciger - Kas giigsiizliigii,
dermatit enfeksiyonu yliksek kas ve
Oykiisi karaciger
enzimleri
Kromozom 46, XY 46, XY 46, XY 46, XY 46, XY 46, XY 46, XY 46, XY 46, XX 46, XX
analizi

E: erkek, K: kiz, NSVY: normal spontan vajinal yolla, C/S: sezeryan ile, EKO: ekokardiografi, ASD: atrial septal defekt, PFO: patent

foramen ovale, USG: ultrasonograf
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5. BULGULAR

Kromozom analizi normal bulununan ve molekiiler karyotipleme yapilmis olan
ARM’li 10 olgunun dordiinde degerlendirme Kkriterlerine uygun kopya sayisi
degisikligi saptanmamustir. Olgularin ikisinde olasi benign, ikisinde ise klinik
onemi bilinmeyen degisiklik saptanmustir. Iki olgunun (Olgu 1 ve Olgu 8)
molekiiler karyotipleme sonucunda, ARM etiyolojisi ile iliskilendirilebilecek
degisiklikler saptanmistir. Olgu 1’in molekiiler karyotipleme sonucunda 22ql1
bolgesinde belirlenen 89 Kb biiyiikliiglindeki delesyon, qPCR teknigi kullanilarak
dogrulanmis ve olas1 patojenik olarak siniflandirilmistir. Belirlenen bu CNV’ nin
ARM’ye yol agabilecegi diigiiniilmiistiir. Olgu 8’de 22q11 bdlgesinde tespit edilen
2.7 Mb biyiikligiindeki delesyon patojenik olarak siniflandirilmis olup, hastaya
22ql1 delesyon sendromu tanist konulmus ve sonuglar FISH teknigi ile

dogrulanmistir. Degerlendirmeye alinan CNV’ler Tablo 10’da gosterilmektedir.

50



Tablo 10; Olgularin molekiiler karyotipleme sonuclari

Hasta | Kromozom | Kayip/kazang Genomik Boyut | Prob CNV Genler
no lokalizasyon say1si durumu
(Grch37/hg19)
1 22911.21 Kayip 18894835- 89 kb 3 Olas1 DGCR6, DGCR5, PRODH
18984519 patojenik
1 2913 Kayip 110862477- 102 35 Klinik MALL, NPHP1
110964737 kb Onemi
bilinmeyen
2 1g31.1 Kazang 186762066- 710 14 Klinik PLA2G4A
187472702 kb Onemi
bilinmeyen
7 10026.3 Kazang 135243049- 161 30 Olas1 LOC619207,SCART1, CYP2E1, SYCEL, SPRNP1
135404523 kb benign
8 22911.21 Kayip 18628019- 2,877 | 146 Patojenik LOC105372871, CA15P2, PPP1R26P2, LOC642643,
21505417 kb LOC105372867, LOC105377182, GGT3P,
LOC102724123, E2F6P1, LOC101929738,
LOC102725072, BCRP7, LOC100287541,
LOC100996432, DGCR6, PRODH, DGCRS5,
LOC105372855, DGCR9, DGCR10, DGCR2,
DGCR11, LOC100129262, TSSK1A, DGCR14, TSSK2,
LOC105377184, GSC2, LINC01311, SLC25A1,
CLTCL1, RPL34P35, DVL1P1, KRT18P62,
LOC105372859, HIRA, MRPL40, C220rf39,
LOC105372860, UFD1L, CDC45, CLDNS5,
LINCO00895, LOC100129254, LOC100420103, SEPT5,
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=105372871
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=440795
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=100133064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=642643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=105372867
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=105377182
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=2679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=102724123
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=386610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=101929738
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=102725072
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=100133163
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=100287541
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=100996432
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=8214
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=5625
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=26220
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=105372855
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=25787
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=26222
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=9993
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=25786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=100129262
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=23752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=8220
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=23617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=105377184
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=2928
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=100652736
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=6576
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=8218
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=100271504
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=8215
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=100287635
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=105372859
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=7290
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=64976
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=128977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=105372860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=7353
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=8318
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=7122
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=150185
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=100129254
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=100420103
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=5413

SEPT5-GP1BB, GP1BB, LOC105372861, TBX1,
GNBL1L, RPL7AP70, C220rf29, TXNRD2, RPL8P5,
LOC105377185, COMT, MIR4761, ARVCF, TANGO2,
MIR185, DGCR8, MIR3618, MIR1306, TRMT2A,
MIR6816, RANBP1, ZDHHC8, CCDC188, LOC284865,
LOC105372862, LINC00896, LOC105372863, RTN4R,
LOC105372864, MIR1286, LOC440792, DGCRG6L,
LOC101927859, LOC105372866, LOC105377189,
USP41, ZNF74, SCARF2, KLHL22, LOC100420177,
LOC105372940, RNY1P9, LOC105372939, KRT18P5,
LOC101928824, MED15, LOC105372938,
CCDC74BP1, SMPD4P1, IGLL4AP, LOC100421121,
SLC9A3P2, ABHD17AP4, POM121L4P, BCRPS,
TMEM191A, PI14KA, SERPIND1, SNAP29, CRKL,
LOC101928891, AIFM3, LZTR1, THAP7, THAP7-AS1,
TUBASFP, P2RX6, SLC7A4, MIR649, P2RX6P,
LRRC74B, TUBA3GP, BCRP2, POM121L7, E2F6P2,

FAM230B, LOC105372935, GGT2, E2F6P3,
POM121L8P, BCRP6, LOC105369215, PPP1R26P5,
LOC100996335, LOC105372944, LOC105377190,
SUSD2P1, RIMBP3B, HIC2, LOC105377191,
TMEM191C, PI4KAP2, LOC105372946

9 5p15.33 Kazang 648152- 111 3 Olasi1 CEP72, TPPP
759228 kb benign
10 17p13.3 Kazang 810138- 212 26 Klinik NXN ¥ TIMM?22, ABR
1022950 kb Onemi
bilinmeyen

*NXN geninin ilk ekzonu ve ilk intronu duplikasyon bdlgesinde yer almaktadar.

-Kalin harflerle gosterilen genler 22q11 delesyonunda fenotip ile iliskilendirilmis genlerdir.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=100526833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=2812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=105372861
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=6899
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=54584
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=728139
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=79680
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=10587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=100271044
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=105377185
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=1312
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=100616414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=421
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=128989
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=406961
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=54487
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=100500860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=100302197
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=27037
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=102465490
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=5902
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=29801
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=388849
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=284865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=105372862
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=150197
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=105372863
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=65078
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=105372864
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=85359
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=101927859
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=105372866
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=105377189
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=373856
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=7625
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=91179
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=84861
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=100420177
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=105372940
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=100874358
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=400892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=728418
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Patojenik CNV saptanan Olgu 1 ve Olgu 8’in molekiiler karyotipleme

ideogramlari srastyla Sekil 2 ve Sekil 3’de gosterilmistir.

Chr 22
Chromosome View
CGH Pane
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Sekil 2; Olgu 1’in 22. kromozoma ait molekiiler karyotipleme ideogram

Chr 22

Chromosome View
CGH Pane

Sekil 3; Olgu 8’in molekiiler karyotipleme ideogrami
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6. TARTISMA

Bu calismada, daha 6nce GTG bantlama yontemi ile yapilan kromozom
analizi normal bulunmus, 10 ARM’li olguya Array CGH (8x60K ISCA,
Agilent®) kullanilarak yapilan molekiiler karyotiplemenin sonuglari analiz
edilmistir. Hastalarin kayip ve kazang bolgeleri literatiir ile karsilastirilarak,
ARM’ye sebep olabilecek genetik nedenler arastirilmistir. Her bir olgunun kayip
ya da kazang bolgesi farkli oldugu i¢in, olgular tek tek ele alinmig ve ayri ayri
tartisilmistir. Toplamda incelenen 10 olgunun 6’sinda anlamli CNV saptanmamus,
iki olguda degerlendirilen CNV’ler hastalarin klinigi ile iliskilendirilememistir.
Olgu 1 ve Olgu 8’de ise; 22q11.22 bolgesinde farkli biiyiikliiklerde delesyon
saptanmig ve bu CNV’ler hastalarin klinik bulgularini agiklamakta ve 22qll
delesyon sendromu kritik bolgesi ile ortiismekte oldugundan patojenik olarak

kabul edilmistir (33).

Anal stenozu, minor kardiak anomalisi (sekundum ASD ve PFO) ve spinal
kord’da 10. torakal vertebra diizeyinde hafif spinal genislemesi bulunan Olgu 1’in
molekiiler karyotipleme sonucunda 2ql3 kromozomal bdlgesinde 102 kb
biytikligiinde delesyonu mevcuttur. DGV veri tabanina gore polimorfik olmayan
ve 35 probla temsil edilen delesyon bolgesinde; NPHP1 ve MALL genleri
bulunmaktadir. Decipher veri tabaninda benzer bolgenin delesyonuna sahip
hastalar igerisinde ARM klinigi gosteren hasta bildirilmemistir. NPHP1 geni
cogunlukla bobrek, goz, testis ve overde eksprese olan hiicre boliinmesinde gorev
alan bir protein kodlamaktadir. Bu genin mutasyonlarinda serebellar ataksi ve

psikomotor gelisme geriligi klinik bulgular ile seyreden Joubert sendromu tip 4
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(JBTS4, MIM:604583), goz bulgular ile birlikte nefronofitizis bulgular1 goriilen
Senior Loken sendromu (SLSL1, MIM:266900) ve otozomal resesif gecisli izole
nefronofitizis ortaya c¢ikmaktadir (37). Bu fenotipik oOzellikler Olgu 1’de

bulunmadigindan, tespit edilen delesyon klinikle iliskilendirilememistir.

Olgu 1’de belirlenen diger CNV; 22ql11.21 bdlgesinde yer alan 89 kb
biiyiikliigiinde delesyondur. Ug probla temsil edilen ve DGCR6, DGCR5 ve
PRODH genlerini igeren bu delesyon, 100 kb’den kiiciik olmasina ragmen 22q11
delesyon sendromu kritik bolge genlerini icerdiginden ve ARM fenotipi ile iligkili
olabileceginden, qPCR yontemi ile dogrulanarak degerlendirmeye dahil

edilmistir.

Protein kodlayan DGCR6 geni Di George sendromu fenotipine yol agtigi
diistiniilen aday genlerden biridir (38). Memeli hiicrelerinde DGCR6 protein
ekspresyon diizeyi yiiksek dokular kalp, karaciger ve iskelet kasidir (39). Oldukga
korunmus ekzon ve intron yapisina sahip olan DGCR6 geni, 22gq11 delesyon
sendromu kritik bolgesinde bulunan ii¢ genin ifadelenmesini degistirmektedir.
DGCR6 geni; TBX1 ve UFDIL genlerinin ekspresyonunu artirirken, HIRA1
geninin ekspresyonunu azaltmaktadir (40). Noral krest hiicre ablasyonlu tavuk
modellerinde sefalik ve kardiak noral krest hiicrelerinin dagilimmin bozuldugu
gosterilmis olan DGCRG6 geninin (41), yine noral krest hiicrelerinin anormal gogi
nedeniyle ortaya ¢iktig1 diisiiniilen anorektal malformasyonlara yol agma olasiligi,

Olgu 1’de delesyonu tespit edilen diger iki genden daha kuvvetlidir.
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DGCRS5 geni ise protein kodlamayan ancak 6nemli diizenleyici gorevleri
bulunan ¢esitli RNA’lar kodlayan bir gendir. PRODH geninin biallelik
delesyonlar1 ve mutasyonlar1 otozomal resesif kalitilan hiperprolinemi tip 1
hastaligina neden olmaktadir. Tek alleldeki delesyonlar1 ise 22ql1 delesyon

sendromunda goriilen sizofreni ile iligkilendirilmistir (42).

Olgu 1’de gozlenen fenotipik bulgulardan; anal stenoz ve minor kardiak
anomaliler 22q11 delesyon sendromunda da tanimlanmistir. Ancak tipik 22g11
delesyon bolgesinde yer alan genlerden hangisinin ARM’ye neden oldugu
belirlenememistir. Olgu 1’in molekiiler karyotipleme sonucunda delesyonu
belirlenen bu genlerin biri veya birkagmin 22q11 delesyon sendromunda goriilen
anorektal malformasyonlara sebep olabilecegi diistiniilmektedir. Olgu 1’in
sonuglariin detaylari, benzer bolgede daha biiyiikk bir delesyona sahip olmasi

nedeniyle Olgu 8 iginde tartigilmistir.

Molekiiler karyotipleme sonucunda 1. kromozomun q31.1 bolgesinde 710
kb biiyiikliigiinde duplikasyon tespit edilen Olgu 2’nin duplikasyon bolgesinde
PLA2G4A (Phospholipase A2, group 4A, #600522) geni yer almaktadir. Bu gen;
sitozolik Fosfolipaz A2 enzim ailesinin iiyesi olan bir proteini kodlamaktadir.
Fosfolipaz enzimleri, membran fosfolipidlerinin parcalanmasini ve arasidonik asit
salinimini katalizleyen enzimlerdir. Arasidonik asit; inflamatuar yanitta ve hiicre
ici yolaklarda 6nemli rol oynayan eikozanoidlerin onciilidiir (31). S6z konusu
duplikasyon bolgesi DGV veri tabanina gore polimorfik degildir. Ancak UCSC

veri tabanma goére bu bolgenin duplikasyonu klinik 6nemi bilinmeyen kopya
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sayist degisikligi olarak smiflandirilmistir. Decipher’da ise aymi bdlgenin

duplikasyonuna sahip anorektal malformasyonlu hasta bulunmamaktadir.

Literatiirde, PLA2G4A geninin de yer aldig1 1q31.1 bolgesinde 1.38 Mb
duplikasyonu olan bir olguda kraniofasyal anomaliler (mikroftalmi, hemifasyal
mikrozomi, anoti, yarik damak-dudak) ve gelisme geriligi olan bir olgu

tanimlanmistir. Bildirilen bu olguda anorektal malformasyondan s6z edilmemistir

(43).

Olgu 2’nin duplikasyon bolgesini de i¢ine alan oldukga biiyiik bir bolgenin
(1g21-qter) duplikasyonuna sahip, imperfore aniisii ve sakrokoksigeal teratomu
olan bir olgu Wax ve arkadaglar1 (2000) tarafindan bildirilmistir (44). Bildirilen
olgunun  Kkaryotipi; 46,XX,der(15)t(1;15)(q21;p11)[24]/46,XX[4] seklinde
raporlanmis olup; hastanin 1. kromozomdaki kazan¢ bdlgesinin yani sira, 15.
kromozom kisa kolunda klinik bulgularla iliskilendirilemeyen kiigiik bir
delesyonu oldugu sitogenetik yontemlerle tespit edilmistir (44). Ancak birden
fazla yapisal diizensizligin bulundugu bu olguda s6z konusu bulgularin
hangisinden kaynaklandigini net olarak degerlendirmek olasi degildir. Kromozom
1g21-qter bolgesinde PLA2G4A geni de dahil olmak {izere bir ¢ok gen
bulunmaktadir, ancak bunlarin iginde literatirde ARM ile iliskisi bildirilen
herhangi bir gen bulunmamaktadir. Olgu 2 ile Wax ve ark. tarafindan bildirilen
olgunun ortak bulgulari olan, anal atrezi ve PLA2G4A gen duplikasyonu g6z
ontine alindiginda, PLA2G4A geninin ARM ile iligkisinin aydinlatilmasi i¢in daha

fazla caligma yapilmasi gerektigi goriilmektedir.
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Olgu 3, Olgu 4, Olgu 5 ve Olgu 6’nin molekiiler karyotipleme
sonuglarinda yer alan biitiin delesyon ve duplikasyonlar, inhouse veritabanimizda
daha once farkli klinik bulgulart olan hastalarda da belirlendiginden
degerlendirmeye alimmamistir. Bu olgularda array CGH uygulanmis ancak
uygulanan yontem, Klinik bulgular1 agiklamamistir. Bunun igin daha ileri

molekiiler tetkiklerin uygulanmasinin yardimci olabilecegi diistiniilmiistiir.

Olgu 7’nin array CGH c¢aligmasi ile kromozom 10g26.3 bdlgesinde
saptanan 160 kb biiytikligiindeki duplikasyon, DGV veri tabanina gore polimorfik
degildir, ancak Decipher veri tabaninda 285904, 286222, 294706 numarali
olgularda benzer biiyiikliikteki CNV’ler benign olarak bildirilmistir. Olgu 7°de
saptanan ve ARM ile iliskilendirilemeyen bu CNV olast benign olarak

siniflandirilmastir.

Olgu 8" de kromozom 22ql1.21°de 2.8 Mb biyiikliigiinde delesyon
saptanmis ve FISH teknigi (Tuple probu) kullanilarak dogrulanmistir. Bu bolge
iyi bilinen bir mikrodelesyon sendromu olan “22ql11 delesyon sendromu” Kritik

bolgesini kapsamaktadir.

Hastalarin %90’inda yaklasik 3 Mb biiyiikliigiinde ve ortalama 30 gen
iceren bir delesyon goriiliirken; %8’inde 1,5 Mb biiyiikliigiinde, ortalama 25 gen
iceren delesyon tespit edilebilmektedir. Oldukca az sayida hastada ise daha kiiciik
atipik delesyonlarla karsilagilmaktadir. Sasirtic1 sekilde ister 3 Mb, ister 1,5 Mb

biiyiikliigiinde olsun tiim delesyonlarin proksimal kirik bélgesi birbirine ¢ok
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yakindir. Distal kirik bolgeleri ise degiskendir. Delesyonlarin biiyiikligi ile

fenotip arasinda iligki kurulamamistir (45).

Delesyon 22g11 sendromunda olgularin %90’1 de novo iken, kiigiik bir
kismui bir ebeveynden kalitilmaktadir (24). Bu nedenle Olgu 8’in ebeveynlerine de
FISH teknigi ile delesyon analizi yapilmis ve delesyonu tagimadiklar
belirlenmistir. Kalitim modeli; otozomal dominant kalitima uygundur, degisken
ifadelenme ve eksik penetrans gozlenebilmektedir. Kalp anomalisi, velofaringeal
yetmezlik veya dismorfik yiiz 6zellikleri gibi karakteristik bulgularin varliginda;
FISH, MLPA veya kromozomal mikroarray yontemlerinden biri ile tani
kesinlestirilebilmektedir. Klasik molekiiler tani i¢in en sik kullanilan yontem
metafaz kromozomlar: iizerinde, FISH teknigi ile (N25 veya TUPLE lokus
spesifik problar kullanilarak) delesyonun gosterilmesidir. FISH teknigi ile
delesyonlarin %95°1 gosterilebilirken, 6zellikle N25 bdlgesini icermeyen daha
kiiciik distal delesyonlar tespit edilemeyebilir. Bu nedenle klinik siiphe kuvvetli

ise kromozomal mikroarray yonteminin uygulanmasi 6nerilmektedir (22).

22911 delesyon sendromu ile ilgili genotip-fenotip iligskisi degisken
ifadelenme nedeniyle giicliikkle kurulabilmistir. Fenotiple en cok iliskilendirilen
genler TBX1, CTLD ve COMT genleridir. Kalp hastaliklart ve biiyilk damar
anomalilerinden TBX1 geni sorumlu tutulmustur (46). Daha sonra yapilan hayvan
calismalar1 TBX1 geninin konoturunkal kalp anomalileri ile iliskisini
dogrulamistir (46). CTLD geni, 6zellikle iskelet kasinda eksprese olan bir gendir
ve VCFS sendromunda karsilasilan hipotoniden sorumlu oldugu diistiniilmektedir
(47). COMT geni ise sizofreni gibi psikiyatrik problemlerle iliskilendirilmistir.
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COMT geninin delesyonunda dopamin yikimi azalmakta ve serum dopamin
diizeyi yiikselmektedir. Yiiksek doz dopamin 22ql1 delesyon sendromunda sik
karsilagilan; davranigsal problemler, obsesif-kompulsif bozukluk, dikkat eksikligi-

hiperaktivite bozuklugu ve psikozdan sorumlu tutulmaktadir (48).

Sik enfeksiyon, anal atrezi ve inmemis testis Oykiisii disinda sikayeti
olmayan Olgu 8’de sendromun temel bulgular1 (kalp anomalisi gibi) mevcut
degildir. Inmemis testis 22ql1 delesyonlu hastalarin yaklasik %6’sinda
sendromun bir bulgusu olarak ortaya c¢ikmaktadir (23). Immiin yetmezlik ise,
22g11 delesyon sendromu hastalarinin %70’inde tanimlanmistir. Ozellikle yeni
dogan doneminde pndmoni, hastanede yatigin énemli bir sebebidir. Ge¢ gocukluk
donemine kadar devam eden enfeksiyonlarin sikligi yasla birlikte azalmaktadir

(49).

Anorektal malformasyonlar 22qll delesyon sendromunun yaygin
goriilmeyen bir bulgusudur. ilk kez 1979 yilinda DGS tanis1 konulan bir hastada
VSD, yarik damak-dudak, hipokalsemi ile birlikte anal atrezi bildirilmistir (50).
Wilson ve arkadaglari ise; 22q11 delesyonlu 44 olgudan birinde 6nde yerlesimli
aniis tanimlamiglardir (51). Daha sonra 55 hastalik bir bagka seride iki hastada da
onde yerlesimli aniis bildirilmistir (52). Kardiak anomalilerin eslik etmedigi
anorektal malformasyonlu 3 olgu 1997 yilinda Wortinghton tarafindan
bildirilmistir. Bildirilen olgularin tigiinde de hipernasal konusma, uvula anomalisi,
konusma gecikmesi ve gelisme geriligi mevcuttur. Wortinghton ve arkadaslari,
VCEFS ve ARM’nin patogenezinde ortak bir mekanizma oldugunu ileri siirmiis ve

her ikisinin de mezensim hiicrelerinin anormal go¢ii nedeniyle meydana geldigi
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hipotezini sunmustur (53). Bugiin bu hipotezi destekleyecek sekilde; ARM
hastalarinda etiyolojiyi belirlemeye yonelik yapilan incelemelerde, 22qll
delesyonu ile siklikla karsilagilmaktadir. Bunun yaninda 22q bolgesinin asiri
ekspresyonu ile meydana gelen Cat-eye sendromunda ARM 6nemli bir bulgudur.
Biitiin bu birliktelikler ARM ile ilgili genetik ¢aligsmalarin 22. kromozomun uzun
kolunda yogunlagsmasina yol agmistir. Genom boyu iliskilendirme ¢aligmalarinda

da hala en ¢ok 6ne ¢ikan bolge 22q11 bolgesidir (54).

Decipher veri tabaninda benzer bolgenin delesyonuna sahip olgular iginde
anorektal malformasyon bildirilen ii¢ olgunun (D275001, D287304, D2366); Olgu
1 ve Olgu 8 ile karsilastirilmasi Tablo 11°de 6zetlenmis, delesyonlarin sematik
cizimi ise Sekil 4’te gosterilmistir. D275001 ve D287304 numarali decipher
hastalarinin delesyonlarinin baslangi¢ koordinatlari ayni olup, PRODH ve
DGCR6 genlerini 2. ekzondan bolmektedir (Sekil 5). Bu genler Olgu 8 ve Olgu
I’in delesyon bolgesinde yer almakta ancak D2366 numarali hastanin delesyon

bolgesinde bulunmamaktadir.

61



Tablo 11; Anorektal malformasyonlu ve kromozom 22q11 delesyonlu Olgu 8,
Olgu 1, D2366, D275001 ve D287304 numarah hastalarin o6zelliklerinin

karsilastirilmasi
Bulgular Olgu 8 Olgu 1 D275001 D287304 D2366
Delesyon biiyiikliigi 2.87 Mb 89 Kb 2.52 Mb 2.88 Mb 1.39 Mb
Genomik koordinatlar* | 18.628.019- 18.894.835-  18.919.882- 18.919.942-  21.075.575-
21.055.417 18.984.519 21.440.574 21.801.661 22.467.350
Biiylime geriligi — — — + +
Kalp anomalisi — ASD, PFO Hipertrofik ~ Konoturunkal ~ ASD, VSD
kardiomyopati defekt
ARM Anal atrezi  Anal stenoz  Anal atrezi Anal atrezi Anal atrezi
Urogenital Inmemis — — — —
testis
Vertebra — T10-11 — — Hemivertebra
diizeyinde
spinal
kordda
genisleme
Diger Sik — — Timus Mikrosefali
enfeksiyon hipoplazisi
Oykiisii

*Genomik koordinatlar hg19/GRCh37’e gore verilmistir.
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8.50 Mb 10.00 Mb 10.50 Mb 20.00 Mb 20.50 Mb 21.00 Mb 21.50 Mb

CoEA1

Sekil 4; Hastalarin delesyon bolgesinin sematik c¢izimi; Olgu 8 (gri), Olgu 1
(kirmmzi), D2366 (yesil), D275001 (turuncu) ve D287304 (mavi)

Olgu 1°de ve Olgu 8’de delesyonu belirlenen DGCR6, DGCRS ve PRODH
genleri, Decipher veritabaninda daha once bildirilmis olan iki anal atrezili hastada
da (275001 ve 287304) kesintiye ugramig ve genlerin ilk ekzonlar1 delesyona
ugramistir. Bu genlerden DGCRG6 nin, noral hiicre gocilinii durdurmasi, iskelet
kasinda ifadelenmesinin artmis olmasi ve diger genlerin ekspresyonlarini
degistirmesi nedeniyle @~ ARM etiyopatogenezinde rol oynayabilecegi
diistiniilmektedir. Sonucta; 22ql1 delesyon sendromu igin kritik bolge genleri
icinde yer alan DGCR6 geninin, bu sendromun bir 6zelligi olan anal atreziden
sorumlu olabilecegi ve bu gen ile ilgili daha fazla ¢aligma yapilmasi gerektigi

gorilmektedir.
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UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly
move| <<< | << | < | > | >> | >>> zoomin| 1.5x | 3x | 10x | base |zoom out| 1.5x | 3x | 10x | 100x
chr22:18,919,882-21 440 574 2 520,693 bp ‘ enter position, gene symbol or search terms

[
chree catt.et) IEETE 2012
Scate
chree: | 19,508, aan| =6, 600, ga0] , 508, ans| 21, 6as, asel
UGSC_Genes (RefSen, GenBank, GGDS, RFam, TRNAS & COMParative Genomic:
PRODH ] DOCR2 o] HIRA ({4 CLONS)  SEPTS-GPIBE || C226rF23| cOMT g OBCRE T TMER1S1B ] ISk | FKI295E7 e ZNF74 M MEDIS ks DOSTIAE11  FI4KA i ATFMS 4
PRODH ] DGCR2 B+ HIRA [—§-Hl+ cLons|  sEPTs-GRies | marl TANBO2 i L1MGAGd6 | DGOREL § RINGFS § Ak30ES45 Hl FF4 ) MEDIS [rbb] TREMIGTA 8 SHAFES (i L2TRI [
FRODH ] DGCR2 il HIRA (i SEFTS-GFIES ¥ THNRD2 HHEH oecRE HH | RTNR b FLakAEl m 5456220 MEDIS Ml Frske I
DGCRE w2 DGCR4 M HIRA (B SEFTS-GRLEE A THNRDZ oriwr | MIRSS1S 1 MIRi2SE | FIAKAFL m UsF4L ) MEDIE bt M FI4KA BHH--HH- ATFHE @
DGERS| Task | HIRA mtammes TEXL @ THHRDE{ COMT:  WIR1G65 KIARLESS & Metazoa_3RF | USF41[H  HEDIS fp bl HUSS31160 BCossEsl |
Do sl | oSCE2| MRPL4G | Tox1 4 DBCRE . DGCREL | FFAM MEDIS bob g HUSE3134 | BC127858 W
DasE51A1 i sLoesA | ceorFaa ToRt ) THNRDR TRNTER § DGOREL | FFeth MEDIS bbbl | HUSZa1e7 ) ATFME i
oecRS | sLGasAl | Bre4887a 1 GNEIL Hi~t  COMT | TRITTER LoG7aa444 ke aFFaly  MEDIS ebb]  Husazess | ArFmE
DocRig)  sLcasAll cazorfa | cozorfeo M COMTH)  TRMT2A LacTas444 vm SCARF2 B MEDISHHI  HUED3i7TE) LzTRL I
DGCRE fHe-ret UFGL CREorfES e COWT( TRATER | LDE725444 wan SCARF2 @ WEDISHI | HUS33135 Cztri
DGCRE e UFDIL casorfeS g | coMT | RANBF1 Jf KAPL KLHL2S et FONMt=1L4F | LetR1 )
DGORE -+t UFDIL i THNRD2 RANBR1 ] FI4KAPT m KUHL22 fife HVSa3183 | THART §
Y_RMRI SLcasALl wFDIL il ViIRATEL | RANEF1 |] FI4KAFL mes neos §f SERFINDL H] HAFT (|
DECRAL1 | CLTCLI B UFDIL FRVCE I RANEFL FI4KAPL mest HEDIE | SERFINDL A DaS74263 1
ELTELT i Usaszs ARVCF @ ZDHHES B US55 656 | BLE55857 wert THAP7-AS 11
GLTOUT i GDGHS k1 TANGD2 HiH] HUS33164 | THAP7-ASL H
GLTOU Tt ooc+4s B TANGO2 HiHD HYS533127 1 TUBRGFF 1
cLTeL: EHHIH-H coces HH TANGOR2 I Locassses ] TUBRSFF
CLTCL: HiHHH-H coc4s HH TANGOR rf HYS3531351 PaRX
CLTCU T I pc4s TRNGEE i) FERRS |
oLTELT b LTHGR0aSS | TANGOR i) i |
SLTEL B LUIncaeass | TANGOR i) F2REE 1
cLTEL #h TANGER B 2RE
TANGO i SLETA4
TANGOR ki SLCTRA §
TANGO2 Mir_6431
WIR1SS | Z0HHCE b FaRHEF 1
2orHCs
LOC3E8543 |

Sekil 5;

Decipher veritabaninda 275001ve 287304 numarali hastalarin
delesyon

bolgesinin UCSC veri tabanindaki goriintiisii; her iki hastanin

delesyonun baslangic noktas1 aymi olup PRODH ve DGCR5 genlerini
bolmektedir.

Molekiiler karyotipleme sonucunda 5. Kromozom kisa kolunda 111 Kb
bliytikliiglinde ve 3 probla temsil edilen duplikasyon saptanan Olgu 9’un kopya
sayist degisimi DGV veri tabanina gore polimorfiktir. Decipher veri tabaninda
benzer bolge duplikasyonlar1 benign olarak bildirilmistir. Bu nedenle; Olgu 9’un

Klinigi ile de iliskilendirilemeyen bu CNV benign olarak degerlendirilmistir.

Olgu 10’un takibinde rektovajinal fistiiliin yan1 sira tim viicutta yaygin kas

giicslizliigli sikayeti de ortaya cikmistir. Kas giligsiizliigii nedeniyle pediatrik

noroloji takibinde olan Olgu 10’un kas biopsisi myopatik/hafif distrofik

degisiklikler gostermektedir. Molekiiler karyotipleme sonucunda 17. Kromozom
kisa kolunda yaklasik 212 kb’lik duplikasyon saptanmis olup, 26 probla temsil
edilen duplikasyon bdolgesi DGV veri tabanina gore polimorfik degildir.

Duplikasyon bdlgesinde; ABR, TIMM22 genlerinin tamami ile NXN geninin ilk
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ekzonu yer almaktadir. Nucleoredoxin (NXN) geni, WNT sinyal yolaginin negatif
regiilatorii olan ve protein kodlayan bir gendir, hiicre biiylimesi ve
farklilasmasinda rol almaktadir. Bu gen daha 6nce ARM veya kas gii¢siizligii ile
iliskilendirilmemistir  (31). Ancak Decipher veri tabaninda, entelektiiel
yetersizligin yani sira distal kas gili¢siizliigii bulunan 254240 numarali hastada
baslangic noktast NXN genini kesen 2,5 Mb biiyiikliigiinde bir duplikasyon
bulunmaktadir. Yine Decipher veri tabaninda, entelektiiel yetersizlik ve yaygin
kas giigsiizliigli bulunan 290914 numarali hastanin, baslangi¢ noktast NXN genini
bolen, 1,9 Mb biiyiikliigiinde duplikasyonu mevcuttur. Duplikasyon bolgeleri
Olgu 10’a gore biiyiik olsa da Decipher veri tabaninda bildirilen her iki hastada da
NXN genini kesintiye ugratmaktadir. Ug hastada ortak olarak gdzlenen kas
gligstizliigii sikayetinin nedeninin NXN geninin kesintiye ugramasi olabilecegi
diistiniilmektedir. Mouse Genomic Database (MGI) veri tabaninda kas dokusunda
orta diizeyde eksprese oldugu bildirilmekte olan bu gen ile ilgili daha fazla
aragtirmaya ihtiya¢ vardir. Olgu 10’da entelektiiel yetersizlik bulunmadigindan,
bu bulgudan sorumlu genlerin hastamizda duplike olmayan, ancak Decipher’da
bildirilen hastalarda duplikasyonu bulunan baska genlerden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Decipher veri tabaninda, Olgu 10’un duplikasyon bolgesini
kapsayan ve ARM’ye sahip bir hasta bulunmamaktadir. Bu nedenle bu CNV
ARM ile iliskilendirilememis olup, Olgu 10’da belirlenen kas giigsiizliigii ile ilgili

olabilecegi diistintilmiistiir.
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7.SONUC

Anorektal malformasyonlarin tanisinda kromozom analizi normal bulunan
olgularda array tabanli sistemlerin kullanimi, submikroskobik delesyon ve
duplikasyonlarin tanisim1 kolaylagtirmaktadir. Array CGH yontemi; tiim genomu
ayni anda analiz etmeye olanak saglamasi1 ve CNV’lerin kirik bolgesinde kesintiye
ugrayan genlerin belirlenebilmesi nedeniyle delesyon/duplikasyon analizinde

kullanilan FISH, MLPA gibi tekniklerden daha avantajlidir.

Bu calismada Array CGH sonuglart analiz edilen ARM’li 10 olgunun
dordiinde degerlendirme kriterlerine uygun kopya sayisi degisikligi saptanmamus,
2 olguda olasi benign, ikisinde ise klinik Onemi bilinmeyen degisiklik
saptanmistir. Olgu 1 ve Olgu 8’in molekiiler karyotipleme sonucunda, 22q11.2
bolgesinde, ARM etiyolojisi ile iligkilendirilebilecek ve veri tabanlarinda
hastaliga yol agtigi bildirilmis degisiklikler saptanmig ve patojenik olarak
siniflandirilan bu degisiklikler ikinci bir yontemle (Olgu 1°de qPCR, Olgu 8’de
FISH teknigi ile) dogrulanmistir. Olgu 1’in molekiiler karyotipleme sonucunda
22ql1 bolgesinde belirlenen 89 Kb biiyiikliigiindeki delesyon olasi patojenik
olarak smiflandirilmis ve belirlenen CNV’nin ARM’ye yol agabilecegi
diistiniilmiistiir. Olgu 8’de 22qll bdlgesinde 2.7 Mb biyiikliiglinde delesyon

saptanmis ve hastaya 22q11 delesyon sendromu tanis1 konulmustur.

Olgu 1 ve Olgu 8’de delesyonu belirlenen DGCR6, DGCR5 ve PRODH
genleri, Decipher veritabaninda anal atrezi ve 22q11 delesyonu bulunan iki olguda

kirik bolgesinde yer almakta ve kesintiye ugramaktadir.
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Sonugta; 22q11 delesyon sendromu igin kritik bolge genleri i¢cinde yer alan
ve noral krest hiicrelerinin gégiinii etkileyen DGCR6 geninin, bu sendromun bir
Ozelligi olan anal atreziden sorumlu olabilecegi ve bu gen ile ilgili daha fazla

calisma yapilmasi gerektigi goriilmektedir.
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8.0ZET

Anorektal malformasyonlar (ARM) cerrahi yontemlerle tedavi edilen en
yaygin dogumsal defektler (2-6/1000 canli dogum) arasinda yer almaktadir.
Etiyolojisinde genetik nedenlerin ve c¢evresel etkenlerin birlikte rol almasi
nedeniyle multifaktoriyel hastaliklar grubunda smiflandirilmaktadir. Anorektal
malformasyonlar tek basina goriilebilecegi gibi, diger sistemlere ait anomaliler de
ARM’ye eslik edebilmektedir. Anorektal malformasyonlarin iyi bilinen sebepleri
arasinda; kromozomal hastaliklar (Down sendromu, 22qll delesyon sendromu
gibi ), tek gen hastaliklar1 (Currarino Sendromu, FG sendromu gibi) ve cevresel

etkenler (gebelikte ila¢ kullanimi, maternal diabetes mellitus gibi) sayilmaktadir.

Bu ¢alismada, anorektal anomalisi mevcut olmakla birlikte herhangi bir
genetik sendromla iligkilendirilmemis olan ve sitogenetik analiz sonuglari normal
bulunan 10 hastaya; anabilim dalimiz biinyesinde Array CGH (8x60K ISCA)
yontemi ile yapilan molekiiler karyotipleme sonuglar1 analiz edilerek, ortak bir

etiyolojik neden olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmistir.

Bu ¢alismada array CGH sonuglar1 analiz edilen ARM’li 10 olgunun
dordiinde degerlendirme kriterlerine uygun kopya sayis1 degisikligi saptanmamas,
2 olguda olasi benign, ikisinde ise klinik Onemi bilinmeyen degisiklik
saptanmistir. Olgu 1 ve Olgu 8’in molekiiler karyotipleme sonucunda, 22q11.2
bolgesinde, ARM etiyolojisi ile iligkilendirilebilecek ve veritabanlarinda hastaliga
yol agtig1 bildirilmis degisiklikler saptanmistir. Olgu 1 ve Olgu 8’de delesyonu

belirlenen DGCR6, DGCR5 ve PRODH genleri, Decipher veritabaninda anal
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atrezi ve 22ql1l delesyonu bulunan iki olguda kirik bolgesinde yer almakta ve

kesintiye ugramaktadir.

Sonugta; 22q11 delesyon sendromu i¢in kritik bolge genleri iginde yer alan
ve noral krest hiicrelerinin gégiinii etkileyen DGCR6 geninin, bu sendromun bir
0zelligi olan anal atreziden sorumlu olabilecegi ve bu gen ile ilgili daha fazla

calisma yapilmasi gerektigi goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Anorektal malformasyon, Mikroarray, 22qll Delesyon

Sendromu
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9. SUMMARY

Anorectal malformations are the most common congenital anomalies (2-
6/1000) treated with surgical procedures. These malformations are classified in
the group of multifactorial diseases because both genetical causes and

environmental factors play a role in the etiology.

In the present study, we aimed to investigate comman etiologic factors of
anorectal malformations in ten patients which are not associated with any genetic

syndrome and abnormal cytogenetic analysis.

In this study, after analyzing the results of array CGH of ten patients with
ARM, benign CNV is determined in 2 patients and unknown clinical significance
CNV is determined in 2 patients. Deletion of DGCR6, DGCR5 and PRODH gens
which are determined in two cases with anal atresia and 22qll deletion, are

showed in case 1 and 8.

In conclusion; DGRC6 gen which is a crucial gene for noral crest cell
migration and plays a critical role in sendrom of 22gll deletion, could be

responsible of anal atresia. Further studies should be done on this gene.

Keywords:Anorectal Malformation, Microarray, 22q11 Deletion Syndrome
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