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OZET
GOLDENHAR SENDROMU ON TANILI OLGULARDA GENOMIK

DEGIiSIKLIKLERIN iINCELENMESI
Dr. Seda Cakmakli

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Ana Bilim Dali, IZMIiR

Goldenhar sendromu birinci ve ikinci faringeal arklardan kdken alan kulak, agiz ve
mandibula gibi yapilarin malformasyonlarin1 kapsamaktadir. Goldenhar sendromunda
gozlenen fenotipik ozelliklerin spektrumu kulak 6niinde deri ¢ikintisiyla (skin tag) birlikte
hafif fasiyal asimetriden kompleks fenotipe kadar degiskenlik gosterir. Asimetrik kulak
anomalileri, isitme kaybi, hemifasiyal mikrozomi, orofasiyal kleft, okiiler defektler ve
vertebra anomalileri Goldenhar sendromunda gozlenebilen bulgular arasindadir. Klinik
bulgular heterojen olup hastalar arasinda farklilik gostermektedir. Goldenhar sendromunun

etiyolojisi tam olarak anlasilabilmis degildir.

Sendromun etiyolojisinde suglanan genlerden biri olan OTX2 (Orthodenticle,
Drosophila, Homolog Of, 2) geni dizi analizi ve delesyon/duplikasyon analizi molekiiler
genetik laboratuvarimizda rutin olarak uygulanmaktadir. Goldenhar sendromun etiyolojisinde
rol oynayan faktorleri agiklayabilmek amaciyla son on yil iginde bdoliimiimiizde
degerlendirilen hastalarin dosyalarindaki klinik ve laboratuvar bulgular: retrospektif olarak
incelendi. Kayitlarin incelenmesi sonucunda Goldenhar sendromu klinik bulgularimi
karsilayan yirmi yedi hasta arastirmaya dahil edildi. Yapilan dosya taramasinda

hastalarimizda OTX2 geninde mutasyon veya delesyon/duplikasyon saptanmadi.

Anahtar kelimeler: Goldenhar sendromu, OTX2, hemifasiyal mikrozomi, dizi analizi,

anomali



ABSTRACT
INVESTIGATION OF GENOMIC CHANGES IN CASES INITIALLY DIAGNOSED
AS GOLDENHAR SYNDROME

Dr. Seda Cakmakl1
Dokuz Eyliil University, Faculty of Medicine, Department of Medical Genetics, IZMIR

Goldenhar syndrome includes malformations of structures like ear, mouth and
mandibula derived from the first and second pharyngeal arches. The spectrum of phenotypic
features observed in Goldenhar syndrome varies from preauricular skin tag with mild facial
asymmetry to complex phenotype. Asymmetric ear anomalies, hearing loss, hemifacial
microsomia, orofacial cleft, ocular defects and vertebra anomalies are among the observable
findings in Goldenhar syndrome. Clinical findings are heterogeneous and vary between
patients. The etiology of Goldenhar syndrome is not fully understood.

Sequence analysis and deletion/duplication analysis of OTX2 (Orthodenticle,
Drosophila, Homolog Of, 2) gene which is one of the genes accused in etiology of the
syndrome, are routinely applied in our molecular genetics laboratory. In order to be able to
explain the factors that play a role in the etiology of Goldenhar syndrome, clinical and
laboratory findings in the files of patients who were evaluated in our department within the
last ten years, were examined retrospectively. Twenty-seven patients who met clinical
findings of Goldenhar syndrome were included in the research. During the file scan, mutation

or deletion/duplication of OTX2 gene was not detected in any patient.

Key words: Goldenhar syndrome, OTX2, hemifacial microsomia, sequence analysis,

anomaly



1. GIRiS VE AMAC

Goldenhar sendromu birinci ve ikinci faringeal arklardan koken alan kulak, agiz ve
mandibula gibi yapilarin malformasyonlarin1 kapsamaktadir. Asimetrik kulak anomalileri,
isitme kaybi, hemifasiyal mikrozomi sonucunda yilizde asimetri, orofasiyal kleft, okiiler
defektler ve vertebra anomalileri Goldenhar sendromunda gozlenebilen bulgular arasindadir
Q).

Goldenhar sendromunun  goriillme sikliginin  1/5600-1/20.000 dogum oldugu
bildirilmistir (2). Klinik bulgular heterojen olup hastalar birbirinden ¢ok farkli bulgularla
bagvurabilmektedir. Tani i¢gin minimum kriterin mikrotia, tipik fenotipin ise ‘mikrotia, fasiyal
asimetri ve epibulbar dermoid/ lipodermoid’ olarak kabul edilmesi gerektigini O6ne siiren
aragtirmacilar bulunmaktadir. Ancak degisken ekspressiviteye bagli olarak minimum tani
kriteri i¢in fikir birligi bulunmamaktadir (1).

Goldenhar sendromlu olgularin ¢ogu sporadik olmakla birlikte literatiirdeki genetik
yatkinliga dair kanitlar artmaya devam etmektedir (1). 7, 8, 9, 10p, 22. kromozomlarin
trizomileri, 1p22.2—p31.1, 5pl4, 12p13.33, 18p, 22ql1.2, 22qter delesyonlar1 gibi farkli
kromozom anomalileri Goldenhar sendromuyla iliskili bulunmustur (3). Goldenhar sendromu
klinik bulgularini tagiyan bes bireyin bulundugu bir ailede OTX2 geninin fenotipten sorumlu
en olasi gen oldugu sonucuna varilmistir (4). Goldenhar sendromlu klinik tanili, otozomal
dominant kalitimin gézlendigi baska bir ailede yapilan genetik incelemeler sonucunda OTX2
geninin Goldenhar sendromu igin iyi bir aday gen olabilecegi sonucuna varilmistir (5).

Bu arastirmada Goldenhar sendromuyla uyumlu bulgulari olan yirmi yedi hastanin
klinik bulgular: ile boliimiimiizde rutin ¢alisilmakta olan OTX2 geni dizi analizi ve MLPA
analizi sonuglar1 degerlendirilerek OTX2 geninin Goldenhar sendromuyla iligkisi

aydinlatilmaya ¢alisilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Goldenhar sendromu tamim ve tarihce

1952’ de Goldenhar tarafindan epibulbar dermoid, preaurikiiler tag, mandibulada
asimetri ve servikal vertebra anomalileri olan bir grup hasta tanimlandi ve bahsedilen
anomalilere ‘Goldenhar sendromu’ ad1 verildi (6).

1963’ te Gorlin ve ark, epibulbar dermoid ve/veya lipodermoid, aurikiiler eklenti,
aurikiiler fistiil ve vertebra anomalileri ile karakterize olan sendromu tanimlamak i¢in ‘oculo-
auriculo-vertebral displazi’ teriminin kullanilmasini 6nerdiler (7).

Goldenhar sendromu ve ‘oculo-auriculo-vertebral displazi’ tanilarini olusturan fenotipik
bulgularin birbiriyle ¢ok fazla ortiismesinden dolayr bu tanimlarin ‘oculoaurikulovertebral
spektrum’ terimi altinda birlestirilebilecegi 6ne siiriildii (8).

Sendromu tanimlamak i¢in pek ¢ok farkli terimin kullanilmasi, tanimlanan anomalilerin
genis bir spektrumda yer aldiginin gostergesi olarak kabul edilebilir. Bugiline kadar
hemifasiyal mikrozomi, oculo-auriculo-vertebral displazi, facio-auriculo-vertebral displazi,
Goldenhar sendromu, Goldenhar-Gorlin sendromu, birinci arkus sendromu, birinci ve ikinci
brankial arkus sendromu, lateral fasyal displazi, unilateral kraniofasyal mikrozomi,
otomandibular dizostoz, unilateral mandibulofasyal dizostoz, unilateral intrauterin fasyal
nekroz, auriculo- branchiogenic displazi ve fasyo-aurikulo-vertebral malformasyon kompleksi
gibi isimlerdirmeler kullanilmistir (2).

2.2. Epidemiyoloji

Goldenhar sendromunun goriilme sikliginin  1/5600-1/20.000 dogum oldugu
bildirilmistir. Poswillo, Goldenhar sendromu sikliginin 3500 dogumda bir oldugunu o6ne

stirmiigse de bu varsayimi destekleyen bir veri bulunmamaktadir (2).

Avrupa’ daki konjenital anomali kayitlarindan olusan biiylik bir veri agir olan
EUROCAT (European Concerted Action on Congenital Anomalies and Twins) verilerine
gore oculo-auriculo-vertebral spektrum, mikrotia/kulak anomalileri ve en az bir major
anomalinin birlikte bulunmas1 olarak tanimlanmis ve prevalanst 3.8/100.000 dogum olarak

bulunmustur (9).

[ranli Korfez Savasi gazilerinin gocuklarinda Goldenhar sendromu  sikligmin
degerlendirildigi bir ¢calismada Korfez savasi sonrasinda dogan 75.414 infanttan yedi tanesi

Goldenhar sendromu tan1 kriterlerini karsilamaktaydi. Korfez Savasi gazilerinin ¢ocuklarinda
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prevalans 100.000 canli dogumda 14.7 bulunurken, savasa katilmayanlarin c¢ocuklarinda
4.8/100.000 canli dogum olarak bulunmustur. Ancak arastirmacilar etkilenen vaka sayisinin
azlig1 ve yapilan istatistiksel analizde giiven araliginin genis olmasi nedeniyle sonuglarin
dikkatle yorumlanmasi gerektigini, sans faktoriiniin goz ardi edilemeyebilecegini ifade
etmislerdir (10).

Morrison ve ark. Kuzey Irlanda’ da Goldenhar sendromu prevalansinin en az 1/45.000
olarak ongérmiistiir (11).

Erkek/kadin goriilme sikligr orami 3/2” dir. Sag kulak tutulumunun sola gore orani da

3/2 “ dir (2).

Sekil 1. Goldenhar sendromunun iilkelere gore goriilme sikligi. Sar1 renk ile boyanmis olan

tilkelerde Goldenhar sendromu prevalansi 3.8/100.000 dogum olarak bildirilmistir (9).

2.3. Embriyoloji

Kraniofasiyal yapilarin gelisimi embriyonik ve fetal donem boyunca diizenli bir sekilde
ilerleyen kompleks bir islemdir. Mezoderm ve kranial noral krest hiicrelerinin kompleks bir
sinyal yolag1 aracilifiyla kompozisyonuna bagli olarak kranial bliylime gerceklesir. Birinci ve
ikinci brankial ark sendromlari, bu arkuslari olusturan yapilarin hipoplazisi ve aplazisiyle
karakterizedir. Ug¢ primer germ tabakasi ektoderm, mezoderm ve endoderm, embryonik
trilaminer germ diskini ve biitiin doku ve organlarin olusumunun temelini olusturur. Kranial

uctaki prekordal plak ve kaudal ugtaki kloakal plak germ diskinin embryonik kutuplaridir.



Prekordal plak, ige batan orofaringeal membran tarafindan olusturulur. Stomodeum yiiziin
olusumdaki anahtar olay olan santral ¢okme sonucu olusur. Frontal ¢ikinti stomodeumun
yukarisinda post ovulatuvar dordiincii haftada gelisir, yiiziin {ist dudak ve alin arasindaki
kisimlarin olusumuna 6nciiliik eder. Maksiller ve nazal kabartilar frontal ¢ikintinin altindan
gelisir. Nazofrontal ¢ikintinin olusumuyla es zamanli olarak alti adet mezodermal arkus
olusur. Mezodermal arkuslar digtan brankial yarik, i¢ten faringeal poslarla birbirinden ayrilir.
Faringeal arkus, yarik ve pos gelisimi baliklardaki solunga¢ gelisimine benzese de insan
embryosunda gercek solungac (brankia) higbir zaman olusmaz. Insan embryosu i¢in faringeal
terimi Onerilse de brankial daha sik kullanilan bir terimdir (12).

Birinci brankial arkustan gelisen yapilar maksilla, mandibula, dstaki borusu, dis kulak
kanali, orta kulagin bir kismidir. Altinct ve yedinci haftalarda bu gelisim siireci tamamlanir.
Alt1 ile sekizinci haftalar arasinda agizdaki endodermden parotis bezi olusur ve kulagin
arkasina dogru dallanir. Ayni anda fasial sinir ve kas 6ne dogru goc eder. Parotis bezi ve
fasial sinir embryolojik olarak daha ge¢ donemde gelistigi icin birinci brankial arkus
anomalisi parotis bezi veya fasiyal sinirle degisik derecelerde iliskili olarak ortaya ¢ikabilir.
Ikinci brankial arktan yiiz kaslari, stiloid ¢ikinti, kulak kepgesi ve orta kulak yapilarmnin bir
boliimii gelisir. Kulak kepgesi arkaya ve laterale go¢ eder. Altinci ve yedinci gestasyonel
haftada bu gelisimsel siire¢ tamamlanir (13).

2.4. Goldenhar sendromunda etiyoloji

Goldenhar sendromunun etiyolojisi tam olarak anlasilabilmis degildir. Ancak
etiyopatogenezi agiklamaya yonelik pek ¢cok hipotez 6ne siiriilmiistiir (14).

Goldenhar sendromunun ortaya ¢ikmasinda genetik ve g¢evresel faktdrlerin etkisinin
oldugu diisiiniilmektedir. Goldenhar sendromunda gozlenen anomaliler, birinci ve ikinci
faringeal arklardan koken aldigr i¢in sendromun etiyolojisinin bu yapilarla iligkili oldugu
distiniilmektedir. Embryonik gelisimin dordiinci  haftasinda gelismeye baslayan ve
mezenkimal hiicrelerden olusan faringeal arklar, kompleks sinyal yolag:i araciligiyla yiiz,
iskelet, kas ve noral elementlerin olusumuna katkida bulunur. Faringeal arktan koken alan
dokularin farklilasmas1 dokularin siirekli ve karsilikli etkilesimine baghdir. Kraniyofasiyal
gelisimin temel 6zelliklerinden biri kranial noral krest hiicrelerinin olusumudur. Kranial ndral
krest hiicreleri kraniofasial yapilar1 olusturmak {izere ventrolaterale go¢ eder. Kranial noral
krest hiicrelerinin spesifikasyon, migrasyon, proliferasyon, sag kalim ve akibetinin
belirlenmesindeki  bozukluklar ~ Goldenhar sendromunda olasti mekanizma olarak

diisiiniilmistiir. Goldenhar sendromundaki fenotip ve defeklerin agirhigi, yiiz gelisimi



esnasinda rol alan belli genlerin ekspresyonundaki bozulmaya bagl olarak farklilik
gostermektedir. Suclanan risk faktorleri arasinda annenin vazoaktif ila¢ kullanmasi, ikinci
trimesterde kanama, annede diabet, ¢ogul gebelik ve yardimecr iireme tekniklerinin
kullanilmas1 bulunmaktadir. Annenin birinci trimesterda retinoik asit kullanmas1 noral krest
hiicrelerinin anormal migrasyonuyla iligkili mikrotia/anotia, mandibular hipoplazi, yarik
damak ve kardiyak defektler (konotrunkal ve aortik ark) gibi malformasyonlara neden
olabilmektedir. immunsupresif bir ajan olan mikofenolat mofetilin gebelikte kullanimi ile de
benzer malformasyonlar bildirilmistir (15).

Gebelikte talidomid kullanimi ve sigara i¢imi de bildirilen risk faktorleri arasinda
bulunmaktadir (1).

Fetal donemde primidona maruz kalan bir infantta Goldenhar sendromu, hemifasiyal
mikrozomi, Fallot tetralojisi, aquaduktal stenoz ve anterior ensefalosel bildirilmistir (16).

Goldenhar sendromlu 239 kisi ve 854 kontrolden olusan bir epidemiyolojik ¢alismada
Goldenhar sendromlu bebeklerin dogum agirliginin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu,
annenin viicut indeksi diistikce bebekte Goldenhar sendromu goriilme riskinin arttig
gosterilmistir. Goldenhar sendromlu bebeklerin ailelerinin ortalama gelir diizeyi kontrol
grubuna gore daha diisiik bulunmustur (17).

En ¢ok desteklenen hipotezlerden biri de intrauterin vaskiiler yetmezlik hipotezidir (18).
Dordiincli  gestasyonel haftada blastogenez asamasinda gelisen vaskiiler yetmezligin
Goldenhar sendromuna neden oldugu diisiiniilmektedir. Bu patogenetik mekanizmaya gore
Goldenhar sendromu, birinci ve ikinci brankial arklarin gelistigi bolgede azalmis kan akimi ve
fokal hemorajiyle iligkili olabilir. Bu yapilar noroektodermal ve mezodermal hiicreler
tarafindan olusturulur. Noroektodermal ve mezodermal hiicreler i¢ ve dis kulak normal
gelisiminden sorumlu oldugu kadar embryonik brankiosefalik damarlarin olusumu igin temel
bir rehber gérevi goriir (19).

Jongbloet, aile Oykiisii olmadan sporadik ortaya c¢ikan Goldenhar sendromunun
olgunlagsmis ovumun fertilizasyonundan kaynaklandigini 6ne siirmiistiir (20).

Witschi, 1952 yilinda kurbaga yumurtalarinda fertilizasyon Oncesi yaslanmanin
teratojenik etkisini gosteren bir ¢alisma yapmistir (21).

Ancak yine de ovumun fazla olgunlagsmasi olarak tanimlanan 'overripeness ovopathy'
herhangi bir insan malformasyonunun nedeni olarak kanitlanmak icin zor bir hipotez olarak
goriinmektedir (22).

Goldenhar sendromu ve ikizlik birlikteligi ile ilgili yaymlarin ¢ok sayida olmasi iireme

sistemi anomalileri, ikizlik ve Goldenhar sendromu arasindaki iligkinin bir gostergesi olabilir.
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Goldenhar sendromunda etiyoloji bilinmemekle birlikte oosit veya erken embriyonun
epigenetik disregililasyonuyla iliskili olabilir. Sporadik Goldenhar sendromlu yetmis iki
hastanin anne babasinin fertilite ve gebelik sonuglarina dair verilerin ve intrastoplazmik sperm
enjeksiyonu yapilan 3372 fetus ve ¢ocugun prospektif izlem verilerinin degerlendirildigi bir
caligmada, Goldenhar sendromlu olgularda yardimci tireme teknigi kullanim siklig1 ve ikizlik
sikligt daha fazla bulundu. Yardimci iireme teknigi kullanimi ve monozigotik ikizlik
sikliginin Goldenhar sendromlu olgularda fazla bulunmasi Jongbloet tarafindan 6ne siiriilen
‘overripeness ovopathy' kavrami ile uyumludur (23).

2.5. Goldenhar sendromunda goriilen klinik bulgular

Goldenhar sendromunda gozlenen fenotipik 6zelliklerin spektrumu kulak oniinde deri
cikintisiyla (skin tag) birlikte hafif fasiyal asimetriden, multipl konjenital anomalilerle
karakterize kompleks fenotipe kadar degiskenlik gosterir. Asimetrik kulak anomalileri, igsitme
kaybi1, hemifasiyal mikrozomi sonucunda yiizde asimetri, orofasiyal kleft, okiiler defektler ve
vertebra anomalileri Goldenhar sendromunda go6zlenebilen bulgular arasindadir. Kardiyak,
genitoiiriner ve serebral malformasyonlar da bildirilmistir. Klinik bulgular heterojen olup
hastalar birbirinden ¢ok farkli bulgularla basvurabilmektedir. Tan1 i¢in minimum kriterin
mikrotia, tipik fenotipin ise ‘mikrotia, fasiyal asimetri ve epibulbar dermoid/lipodermoid’
olarak kabul edilmesi gerektigini One siiren arastirmacilar bulunmaktadir. Ancak degisken
ekspressiviteye bagli olarak minimum tani kriteri igin fikir birligi bulunmamaktadir (1).

Tasse ve ark. izole mikrotia veya preaurikiiler skin tagle birlikte hemifasiyal
mikrozomiyi minimum tani Kriteri olarak kabul etmistir (24).

Beleza-Meireles ve ark. izole hemifasyal mikrozomi ile birlikte aile hikayesinin
bulunmasi durumunun tan1 koydurucu olarak alinmasi gerektigini 6ne siirmiislerdir (1).

Aralarinda monozigotik ikizin de bulundugu Goldenhar sendromu klinik tanist almis on
yedi hastada en sik goriilen bulgunun aurikiiler defektler (%94) oldugu tespit edilmistir. %76'
sinda fasiyal, %65' inde okiiler anomali izlenmektedir. Hastalarin %70' inde tek tarafl
etkilenme so6z konusudur, etkilenme genellikle sag taraflidir. %90' inda mandibular
hipoplazinin displastik kulakla ayni tarafli oldugu gériilmiistiir. Isitme kayb1 en sik iletim
tipinde olup, hastalarin %76 sinda gozlenmistir. Fasiyal sinir paralizisi ve mental retardasyon
da goriilebilen bulgular arasindadir (25).

Stromland ve ark. tarafindan incelenen 18 Goldenhar sendromlu hastada goriilen
malformasyonlar arasinda kulak anomalisi (%100), gozlerde anomali (%72), vertebra

anomalisi (%76), beyin anomalisi (%50) ve kalp defekti (%33) bulunmaktadir. Isitme kaybi
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%83' linde, gdorme kayb1 %28' inde, beslenme gii¢liigii %50' sinde, konugsma bozuklugu %53’
iinde, mental retardasyon %39' unda gortilmiistiir (26).

2.5.1. Major klinik ozellikler
2.5.1.1. Yiiz bulgular

Neredeyse biitiin hastalarda maksiller veya mandibular hipoplazi sonucunda hemifasiyal
mikrozomi bulunmaktadir. Fasiyal cleft veya yarik dudak/damak sik olmamakla birlikte
gbzlenen bulgulardandir. Makrostomi sik olarak goriiliir. Kraniofasiyal etkilenme genellikle
tek taraflidir, bilateral oldugunda ise asimetriktir. Sag taraf daha sik olarak etkilenmektedir.
Yiiz felci, damak yliksekliginde asimetri, ekstraokiiler hareketlerde bozulma ve trigeminal
anestezi de bildirilmistir (1).

2.5.1.2. Goz bulgulan

En sik gorilen g6z bulgusu epibulbar dermoiddir. Mikroftalmi veya diger
malformasyonlar nadir olmakla birlikte goriilebilir. Ust goz kapagi kolobomu, lakrimal kanal
atrezi/stenozu gozlenebilen bulgular arasindadir (1).

2.5.1.3. Kulak bulgular:

Kulak kepgesinin konjenital kiigiikliigii mikrotia olarak tanimlanirken kulak kepgesinin
yoklugu ile birlikte kulak kanalinin darlig1 veya tamamen yoklugu anotia olarak adlandirilir.
Mikrotia, anotia, aural atrezi, kulak displazisi, preaurikiiler tag ve pit/siniis gibi dig kulak
anomalileri Goldenhar sendromunda sik olarak goriilmektedir. Etkilenen bireylerin ¢ogunda
isitme kaybi (iletim tipi ve/veya sensorinoral) goriliir, bu yiizden biitiin hastalar isitme
testinden gegirilmelidir (1).
2.5.1.4. Vertebra bulgular

Goldenhar sendromlularda omurga deformiteleri, omurga ve boyun hareketlerinde
kisitlilik veya tortikollis gozlenmesi vertebral anomali siiphesini akla getirmelidir (1).

Servikal vertebralarda malformasyon veya fiizyon sik goriilmektedir. Hemivertebra da
sik olarak bildirilmektedir (15).
2.5.2. Diger klinik bulgular

Goldenhar sendromlu seksen yedi hastanin konjenital kalp hastaliklar1 siklig1 agisindan
incelendikleri bir ¢alismada konjenital kalp hastaliginin hastalarin 28' inde (%32) saptandigi

bildirilmistir. En sik goriilen konjenital kalp hastalifi membrandz veya muskiiler ventrikiiler



septal defekt (alt1 hastada) ve fallot tetralojisidir (alt1 hastada). U¢ hastada atrial septal defekt,
dort hastada pulmoner vendz doniis anomalisi goriilmiistiir (27).

Sutphen ve ark. altmig Goldenhar sendromlu hastanin tigiinde trakeodzafageal fistiil
(izole veya 6zafagus atrezisiyle birlikte) bulundugunu bildirmislerdir (28).

Goldenhar sendromlu iki yiiz elli dokuz hastanin incelendigi bir ¢alismada yirmi yedi
hastada (%10.4) santral sinir sistemi anomalisi gézlenmistir. Noral tiip defekleri, hidrosefali,
ventrikiilomegali, korpus kallosum agenezisi, serebellum agenezi/hipoplazisi gozlenen
anomaliler arasindadir. Kirk bir hastada (%15.8) genitoliriner anomali gozlenmistir. En sik
gorlilen renal anomaliler arasinda unilateral renal agenezi, lireter anomalisi, konjenital
hidronefroz ve renal hipoplazi/displazi bulunmaktadir (9).

Goldenhar sendromlu bireylerde fasiyal sinir degisen derecelerde etkilenebilir. Fasiyal

sinirin tiim dallar tutulabilecegi gibi sadece alt kismindaki dallar da tutulabilir (29).

10



Tablo 1. Goldenhar sendromunda gézlenen klinik bulgular

Major klinik bulgular

Yiiz bulgular Goz bulgular Kulak bulgular Vertebra bulgular
Maksiller/mandibular | Epibulbar dermoid Mikrotia Tortikollis
hipoplazi Mikroftalmi Anotia Servikal  vertebrada
H(?linlfaSny';ll Ust g6z kapagi Aural atrezi malformasyon/fiizyon
mikrozomi :
ocial oleft kolobomu Kulak displazisi Hemivertebra
asial cle ;
Lak“_mal kanal Preurikiiler tag
Yarik dudak/damak atrezi/stenozu o
] Preaurikiler
Makrostomi siniis/pit
Fasial sinir paralizisi isitme kaybi
Diger klinik bulgular
Konjenital kalp | Gastrointestinal Santral sinir sistemi | Urogenital
hastalig anomaliler anomalisi anomaliler
Ventrikiiler septal Trakeadzafageal Noral tiip defekti Renal agenezi
defekt f}stul Hidrosefali Ureter anomalisi
Fallot tetralojisi Ozafagus atrezisi Ventrikiilomegali Konjenital
Atrial septal defekt Korpus kallozum hidronefroz
Pulmoner venoz agenezisi Renal

dontis anomalisi

Serebellum
agenezi/hipoplazisi

hipoplazi/displazi

2.6. Goldenhar sendromunda genetik

Goldenhar sendromlu olgularin ¢ogu sporadik olmakla birlikte literatiirdeki genetik

yatkinliga dair kanitlar artmaya devam etmektedir (1).

Ailesel olgularin %2-10 unun otozomal dominant kalitimla uyumlu oldugu gézlenmistir

().

Goldenhar sendromlu bir ailede ardisik ii¢c jenerasyon boyunca etkilenen dokuz bireyin

olmasi hastaligin otozomal dominant formda kalitildigini1 diistindiirmiistiir (30).

Kaye ve ark. Goldenhar sendromlu yetmis dort bireyin ailelerini inceledikleri

caligmalarinda,

segregasyon analizinde hastaliktan etkilenmis kabul edilmek i¢in gereken
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kriterleri belirledi. Kisiler kulak malformasyonlari, mandibular anomali ve diger kraniofasiyal
anormallikler acisindan muayene edildi. Calismanin sonucunda kanitlar otozomal dominant

kalitim lehine olup, Goldenhar sendromunda genetik gecisin olmadigini 6ne siiren hipotez
reddedildi (31).

Tasse ve ark. bir anne ve iki kizinda Goldenhar sendromu bulgularinin goriildigi,
kalittm seklinin otozomal dominant oldugu bir aile tanimlamislardir. Literatiir
degerlendirmesi ile otozomal dominant kaliimin gozlendigi aile bireylerinde sporadik

olgulara gore bilateral etkilenmenin daha fazla oldugu sonucuna varmislardir (32).

Nadiren otozomal resesif kalitim bildirilen aileler de mevcuttur. Aralarinda birinci
derece akrabalik bulunan anne ve babanin kiz ¢ocugunda yiizde asimetri, diyafragma hernisi,
ensefalomeningosel, kulak oniinde skin tag; erkek ¢ocugunda asimetrik yiiz ve anormal
kulaklar tespit edilmistir. Iki kardes farkli klinik bulgulara sahip olsalar da Goldenhar
sendromu tanisint koymak icin gereken minimum kriteri karsilamaktaydilar. Ailedeki kalitim

modelinin otozomal resesif kalitimla uyumlu oldugu diistiniilmiistiir (33).

Genetik gegisin otozomal dominant kalitimla uyumlu oldugu ailelerde linkaj analizi ve
array-CGH (array-karsilagtirmali genomik hibridizasyon) analiziyle aday lokuslarin tespit

edilmesi patogenezinin anlagilmasina katkida bulunmaktadir (5).

5p15.33-pter delesyonu ve WNT5B (Wingless-type MMTYV integration site family,
member 5b) genini i¢eren 12p13.33 delesyonu Goldenhar sendromu 6zellikleri tagiyan birkag
hastada gozlenmistir. Otozomal dominant kalittimin gozlendigi, Goldenhar sendromlu iki
ailede kismen oOrtiisen 14q23.1 mikroduplikasyonlart tanimlanmistir. Bu ailelerin birinde
Goldenhar sendromu ve Branchio-oto-renal sendrom klinik bulgulari gosteren iki kisinin
birinci derece akraba olduklar1 gozlenmistir. Bu sebepten 14q23.1 bolgesinin Goldenhar
sendromu ile diger birinci ve ikinci faringeal ark gelisim bozukluklar1 agisindan aday genler

igeriyor olabilecegi diistiniilmektedir.

22q anomalileri Goldenhar sendromlu hastalarda siklikla bildirilmistir. Bunlar arasinda
22qter delesyonu, 22q11.2 delesyonu, 22q11.1-g11.21 (cat- eye bolgesi) ve 22ql1 bolgesinin
duplike oldugu parsiyel trizomi 22 (47,XX,+der(22)t(11;22)(q23;q11)) bulunmaktadir. Ayrica
karyotip analizinde mozaik trizomi 22 saptanan olgular da literatiirde mevcuttur (1).

Goldenhar sendromlu bes hastanin bulundugu ii¢ nesillik ailede yapilan genetik

caligmalar sonucunda 15026.2-926.3 lokusunun suglanabilecegi 6ne siiriilmiistiir (34).
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Rooryck ve ark. seksen alt1 hastadan olusan bir kohortta uyguladiklari aCGH analizi ile
dort delesyon ve sekiz duplikasyon olmak {izere on iki yeniden diizenlenme tespit etmistir. Bu
yeniden diizenlenmeler arasinda daha 6nce Goldenhar sendromuyla iliskili oldugu goriilen de
novo 12q13.33 delesyonu ve 2ql1 delesyonu bulunmaktadir (3).

Farkli kromozom anomalileri Goldenhar sendromuyla iligkili bulunmustur: 7, 8, 9, 10p,
22. kromozomlarin trizomileri, 1p22.2-p31.1, 5pl4, 12p13.33, 18p, 22qll.2, 22qter
delesyonlar1, 22q11ql13 duplikasyonu, t(5;8)(p15.31;p23.1) ve t(11;22)(q23;q11) dengesiz
translokasyonlar1 gibi (3).

Goldenhar sendromu ve velokardiyofasiyal sendrom Kklinik 6zellikleri gosteren bir
hastada 22q11.2 bolgesinde mikrodelesyon saptandi. Hastada gozlenen bulgular arasinda hafif
gelisme geriligi, hemifasiyal mikrozomi, sol gozde pitoz, tiibiiler burun, dismorfik sag kulak,
yiikksek damak, sag depresor anguli oris kasinin hipoplazisi, retrognati, eklem laksitesi, sag
kulakta isitme kaybi, beslenme ve konusma giicliigii bulunmaktaydi. Ekokardiyografisinde
mitral kapak prolapsusu tespit edildi. Hastada saptanan delesyon bolgesinde birinci ve ikinci
brankial arklarin embryogenezinde gorevli olan genler bulunmaktadir. Bunlardan GSC2
geni (Goosecoid Homeobox 2) velokardiyofasiyal sendromla iligkili olup 14q32 bdolgesinde
bulunan GSC (Goosecoid Homeobox) geninin homologudur. Yapilan bir linkaj ¢alismasinda
GSC geninin Goldenhar sendromu i¢in aday gen oldugu 6ne siiriilmiistiir. Bu bélgede bulunan
diger genlerden TBX1 (T-Box 1) kulak gelisiminden sorumludur (35).

Linkaj caligmalar1 sonucunda GSC genini igeren 14q32° de bir lokus tanimlanmustir.
Fakat hemifasiyal mikrozomili hastalarda bu gende mutasyon bulunamamustir (3).

Bes Goldenhar sendromlu hastada olasi patojenik mekanizma olarak epigenetik kalitim
One siriilmiistiir. Histon asetilasyonuna bagli BAPXI1(Bagpipe Homeobox, Drosophila,
Homolog Of, 1) geninin alelik ekspresyonunda dengesizlik goriilmiistiir (36).

Klinik bulgular1 Goldenhar sendromuna uyan yirmi bes yasindaki erkek hastada SNP
array (Single niicleotide polymorphism array) analizi ile 3q29° da 723 Kb lik de novo
mikroduplikasyon saptandi. Bu bolge ATP13A3 (ATPase, Type 13A3) ve XXYLT1
(Xyloside Xylosyltransferase 1) genlerinin de aralarinda oldugu dokuz adet gen icermektedir.
ATP13A3 geni organogenezde rol alirken, XXYLT]1 geni Notch yolaginin diizenlenmesinden
sorumludur (37).

Dis kulak anomalileri, sensorindral isitme kaybi, preaksiyel polidaktili ve oOnde
yerlesimli aniis gibi Townes-Brocks sendromu bulgular1 gosteren bir hastanin kiz kardesinde
atrezik kulak kanali, mandibular hipoplazi, sag preaksiyel polidaktili ve epibulbar dermoid

bulgulariyla Goldenhar sendromu o6n tanist disiinilmiistir. SALL1 (Sal-Like 1) geni
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molekiiler analizi sonucunda her iki kiz kardeste heterozigot nonsens mutasyon tespit
edilmistir. Bu bulgu Goldenhar sendromu etiyolojisinin olduk¢a heterojen oldugunu gozler
Oniine sermektedir (38).

Goldenhar sendromu klinik bulgularini tasiyan bes bireyin bulundugu bir ailede tiim
etkilenmis bireylerde 14g22.3 bolgesinde 1.3 Mb boyutunda duplikasyon tespit edilmistir.
Duplike olan bolgede sekiz adet gen bulunmaktaydi: OTX2, OTX20S1 (Orthodenticle
Homeobox 2 Opposite Strand 1), EXOC5 (Exocyst Complex Component 5), AP5M1
(Adaptor-Related Protein Complex 5, Mu-1 Subunit), NAA30 (N (alpha)-acetyltransferase
30), C140rf105 (Chromosome 14 open reading frame 105), SLC35F4 (Solute carrier family
35 member F4) ve C140rf37 (Chromosome 14 open reading frame 37) (parsiyel). Sekiz gen
arasindan fenotipe en ¢ok katkida bulunan geni bulabilmek i¢in diger fasiyal
malformasyonlarin etiyolojisinde rol alan genlerle yapisal benzerliklerine gore oOncelik
siralamas1 yapildi. OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man)’ de yer alan klinik
durumlar1 fenotipik benzerliklerine goére siralayan MimMiner programi kullanilarak
Goldenhar sendromuyla fenotipik Ozellikleri en ¢ok benzesen {i¢ sendromun sirasiyla
CHARGE (coloboma, heart defect, choanal atresia, retarded growth and development, genital
and ear abnormality) sendromu, VACTERL (vertebral anomalies, anal atresia, cardiac
defects, tracheoesophageal fistula and/or esophageal atresia, renal & radial anomalies, limb
defects) asosiasyonu ve Townes-Brocks sendromu oldugu tespit edildi. Duplike bolgedeki
sekiz adet gen bu sendromlardan sorumlu olan CHD7(Chromodomain Helicase DNA-Binding
Protein 7), ZIC3 (Zinc Finger Proten Of Cerebellum 3) ve  SALL1 genleri ile
karsilagtirildiginda OTX2’ nin patolojiden sorumlu en olas1 gen oldugu goriildii. Hastalikla
iliskili olan genlerin etkilenen dokularda ekspresyonunun etkilenmeyen dokulara gore fazla
olabilecegi disiiniilmektedir. Fare embryonik dokusunun ekspresyon array profilleri
kullanilarak Otx2, Otx2o0sl, Exoc5, Ap5ml, Naa30 ve Slc35f4 genlerinin ekspresyon
profiline bakildiginda etkilenen dokularda ekspresyonu en fazla olan genin OTX2 oldugu
tespit edildi. Kullanilan in silico analiz teknikleriyle OTX2’ nin patolojiden sorumlu en olast
gen oldugu sonucuna varildi (4).

Goldenhar sendromlu klinik tanili, otozomal dominant kalitmin gozlendigi diger bir
ailede saptanan 1.34 Mb lik 14g23.1 duplikasyonunun segregasyon gosterdigi ve bu bolgede
bulunan OTX2 geninin Goldenhar sendromu i¢in iyi bir aday gen olabilecegi sonucuna varildi
(5).

Gelisme geriligi ve multipl konjenital anomalileri nedeniyle brankiootorenal sendrom

(BOR) veya Goldenhar sendromu 6n tanisi diisiiniilen 26 aylik erkek hastaya yapilan tiim
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genom oligoniikleotit mikroarray analizi ile 140922.3-923.3 bolgesinde 11.79 Mb boyutunda
duplikasyon, 13921.31-q21.32 bolgesinde 4.38 Mb boyutunda kayip saptandi. Hastanin
mental retardasyon, kisa boy, hipernazal konusma, uzun alin gibi bulgular1 olan babasinda da
ayn1 genomik degisiklikler saptandi. 14q22.3-923.3 bolgesi SIX1 (Sine Oculis Homeobox,
Drosophila, Homolog Of, 1), SIX6 (Sine Oculis Homeobox, Drosophila, Homolog Of, 6) ve
OTX2 genlerinin de aralarinda bulundugu elli bir adet gen igermektedir. 14q21.3-924.3
bolgesindeki degisimler Brankiootik sendrom (BOS) dan sorumlu tutularak brankiootik
sendrom tip 3 (BOS3) olarak adlandirilmistir. SIX1 mutasyonlart BOR/BOS3 sendromlu
hastalarda bildirilmistir. SIX1, SIX6 veya OTX2 genlerinin artmis dozajimnin bu ailedeki BOR
ve Goldenhar sendromu benzeri bulgulardan sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir (39).

Goldenhar sendromlu elli bir hastanin ve ailesinin incelendigi bir ¢alismada, array-CGH
uygulanan yirmi iki indeks vakanin on tanesinde 22ql1 lokusunda dozaj anormallikleri
goriildii. Bulunan varyantlarin lokustaki genlerin haployetmezligi yoluyla veya disardaki bir
geni pozisyon etkisi ile etkileyerek Goldenhar sendromunda patojenik rol oynayabilecegi
diistintildii. 22q11 lokusunda bulunan ‘diisiik kopya sayist’ dizileri alelik olmayan homolog
rekombinasyona neden olur ve lokusu kopya sayisi anormalliklerine yatkin hale getirir.
Ayrica 22ql1 delesyon/duplikasyon sendromu ve Cat-eye sendromu olgulart incelendiginde
22ql1l bolgesinin yeniden diizenlenmelere yatkin oldugu gorilmistiir. 22ql1 lokusunun
kraniofasial simetrinin diizenlenmesi ve brankial arklarin (1 ve 2.) gelisiminde etkili olan
onemli genler icerebilecegi diistiniilmektedir. 22q11 sendromu bdolgesinde yer alan Crkl ( V-
CRK Avian Sarkoma Virus CT10 Oncogene Homolog Like) geninin gelisen faringeal
arklardaki sinyalleri diizenleyerek kraniofasiyal dismorfizme katkida bulunabilecegi
bildirilmistir. Crkl mutant farede retinoik asit ve endotelin sinyal yolaklari bozulmustur. Bu
iki sinyal yolagi embryogenez esnasinda brankial arklarda noral krest hiicrelerinin migrasyon
ve diferansiyasyonunda 6nemli rol oynamaktadir (40).

Hemifasiyal mikrozomi, asimetrik makrostomi, displastik mandibula, preaurikiiler tag,
dis kulak kanal1 atrezisi ve vertebra anomalileri gibi bulgulari nedeniyle Goldenhar sendromu
ontanis1 diigiiniilen bir hastada SNP array ile 5q13.2 bolgesinde 1Mb ve 167 kb boyutunda
delesyon saptandi. Delesyona ugrayan bdlgede bulunan on alt1 genden iki tanesi apoptozda rol
almakta olan BIRC1(Baculoviral lap Repeat-Containing Protein 1) ve OCLN (Occludin)
genleri olup bu genlerin haployetersizliginin hastadaki fenotipe katkis1 olabilecegi diistintildii
(41).

Aralarinda akrabalik olmayan anne babanin zamaninda dogan erkek bebeginde bilateral

preaurikiiler tag, doniik kulaklar, bilateral epikantal katlanti, sol epibulbar lipodermoid ve
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aksesuar meme basi gibi dismorfik bulgularin yaninda 6zafagus atrezisi ve trakeodzafagal
fistiilii oldugu bulunmaktaydi. Cri-du-chat sendromunun karakteristik 6zelligi olan tiz sesle
aglamas1 mevcuttu. Isitme testinden kalan hastada kromozom analizi ve FISH testi sonucunda
Cri-du-chat sendromunda klinikten sorumlu olan 5p14 lokusunda terminal delesyonu oldugu
goriildii. Hastanin Goldenhar ve Cri-du-chat sendromu klinik bulgularii birlikte tagimasi
nedeniyle 5p14 lokusunun Goldenhar sendromuna neden olabilecek bir gen igerebilecegi
sonucuna varildi (42).

Goldenhar sendromu klinik bulgulari tasiyan dort olgu ve Treacher-Collins sendromlu
bir olgunun TCOF1 (Treacle ribosome biogenesis factor 1) genindeki mutasyonlar agisindan
incelendigi bir ¢alismada, Treacher-Collins sendromu hastasinda on dordiincii ekzonda
nonsens mutasyon, Goldenhar sendromu 6zellikleri tagiyan hastalarin birinde TCOF1 geninde
dokuzuncu ekzonunda missens mutasyon saptandi. Hastada gozlenen Goldenhar sendromuyla
uyumlu bulgular arasinda unilateral mikrotia, dis kulak kanalinda atrezi, sol kulakta
sensorindral ve iletim tipi isitme kaybi, sol mandibular ramus ve maksilla hipoplazisi, sol
zigomatik ark yoklugu ve 5-7. servikal vertebralarda spina bifida bulunmaktaydi. Ayrica
calismaya dahil edilen tiim hastalarda TCOF1 geni 10, 11, 12, 16, 21, 22 ve 23. ekzonlarinda
sekiz adet daha Once tanimlanmis polimorfizm saptandi. Bu bulgular 15181nda TCOF1 geninde
goriilen genetik degisimlerin Goldenhar sendromuyla iliskili olabilecegi sonucuna varildi
(43).

Naora ve ark. hemifasiyal mikrozomi, mikrotia ve/veya anormal 1sirma davraniglari olan
transgenik fare serisinde otozomal dominant insersiyon mutasyonu tanimlamislardir. Hfm
(Hemifacial microsomia-associated locus) olarak adlandirilan lokus in situ hibridizasyon
yontemiyle fare onuncu kromozomuna haritalanmistir. Homozigot mutasyonun prenatal
donemde letal seyredebilecegini, Hfm geninin prenatal gelisimde gerekli olduguna sonucuna
ulagmiglardir (44).

Mikrotia ve Goldenhar sendromu degisen fenotipik ekspresyon, asimetrik tutulum, sag
tarafin siklikla etkilenmesi, erkeklerde daha sik goriilmesi ve ailede preaurikiiler tag ve pit
gibi mikrotia iligkili anomalilerin goriilmesi gibi ortak 6zellikleri paylasirlar. Bu gozlemlere
dayanarak izole mikrotianin Goldenhar sendromunun hafif fenotipini ortaya ¢ikardigi
diistiniilmektedir. Tiim izole mikrotiali vakalarin veya dnemli bir kisminin aslinda Goldenhar
sendromu oldugu hakkinda goriisler bulunmaktadir. Kulak kepcesi gelisiminin yetersizligi
olarak tanimlanan mikrotia, tek gen hastaliklarinin bir komponenti olarak ortaya ¢ikabilen bir
klinik bulgudur. SIX1 ve EYAL (Eyes Absent, Drosophila, Homolog Of, 1) mutasyonlari

brankiootik sendroma neden olurken, SIX5 ve EY A1 mutasyonlar1 brankiootorenal sendroma
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neden olabilir. Her iki sendromda da kraniofasiyal defektlerle birlikte mikrotia
gozlenmektedir. Mikrotia ile iliskili olabilecek genetik varyantlarin bildirildigi calismalar
literatiirde bulunmaktadir. izole mikrotial1 yiiz yirmi bir kiside GSC geninin sekans analizi ile
iki olguda tgiincii ekzonda missens mutasyon saptandi. Ayni c¢alismada BMPS5 (Bone
Morphogenetic Protein 5) lokusunun taranmasi ile dort hastada missens mutasyon goriildii.
Mikrotiali altmis dort bireyde ve otuz alti saglikli kontrolde EYA1 geninin promotdriiniin
metilasyon durumunun incelendigi baska bir ¢alismada, mikrotiali bireylerde kontrol grubuna
gore metilasyon diizeylerinin anlamli olarak diisiik bulunmasi {izerine hipometilasyonun
mikrotia patogenezinde rol oynayabilecegi one siiriildii (45).

HOXA2 (Homeobox A2) geninin kodlayict bdlge mutasyonlar1 mikrotiali hastalarda
gosterilmistir. Aralarinda akrabalik bulunan iranli bir ailede bilateral mikrotiali bireylerinde
HOXAZ2 geninde missens mutasyon bildirilmistir (46).

Bilateral nonsendromik mikrotia ve isitme kayb1 olan bir ailenin bireylerindeki genetik
gecisin otozomal dominant kalitimla uyumlu oldugu diistiniildii ve etkilenen aile bireylerinde
yapilan ekzom dizileme ile HOXA2 geninde heterozigot, nonsens patojenik varyant saptandi
(47).

Goldenhar sendromunda de novo mutasyonlar1 saptayabilmek amaciyla Goldenhar
sendromlu 169 birey ve etkilenmemis anne ve babalarindan kohort olusturulan bir ¢aligmada
Goldenhar sendromu tanisi i¢in minimal kriter olarak kulak anomalisi ve hemifasiyal
mikrozomi varligi kullanildi. Bu kohorttan segilen sporadik bes olguya ve anne babalarina
tim ekzom dizileme uygulandiginda bir hastada myelin transkripsiyon faktor 1 geninde
(MYT1) heterozigot nonsens mutasyon saptandi. Tiim kohorttaki bireylerde MYT1 geni
sanger dizileme ile incelendiginde baska bir hastada heterozigot missens mutasyon saptandi.
Zebra baliginda MYTI1 geni knockdown edildiginde spesifik kraniyofasiyal Kkartilaj
degisimlerine neden oldugu gosterildi. Mutasyonun zararli etkilerini degerlendirirebilmek i¢in
hiicre kiiltiiriinde, Goldenhar sendromuna neden oldugu bilinen teratojen bir ajan olan all trans
retinoik asit uygulandiginda hiicresel endojen MYTI1 ekspresyonunun upregiile oldugu
gosterildi. Ayrica hiicresel wild tip MYT1 overekspresyonu retinoik asit reseptor ' nin down
regiilasyonuna neden olurken, mutant MYT1 geninin bu etkiyi gostermedigi gozlendi. Bu
caligma ile retinoik asit sinyal yolagindaki MYT1 geni mutasyonunun Goldenhar sendromuna

neden olabilecegi ilk kez kanitland1 (48).
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2.7. OTX2 geni yapisi

OTX2 geni on dordiincii kromozomun uzun kolunda 14q22.3 bolgesinde yer almakta ve
bes ekzondan olugmaktadir; ilk iki ekzonu kodlayict degildir. OTX2 proteini (Orthodenticle
homeobox 2) homeodomain iceren bir transkripsiyon faktorii olup 6n beyin ve goz
gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. Alternatif splicing ile iki izoformu kodlayan mRNA
transkripti olusmaktadir: 297 aminoasit igeren tam uzunluktaki OTX2 proteini ve daha fazla
miktarda {iretilen 289 aminoasit uzunlugundaki daha kisa izoform. Insan OTX2 proteininin
homeodomain bolgesi N terminal bdlgenin yaninda yer alir. Protein ayrica iyi korunmus
SIWSPA peptit dizisi ve C terminal domainin i¢ine yerlesmis olan iki ardisik kuyruk motifi
icermektedir.

Sekil 2. OTX2 proteininin sematik gosterimi. HD: homeodomain; S: SIWSPA motif, OT:
ardisik tekrarlanan OTX kuyruk motifi (49)

39 95 150 255

289

HD S oT oT

OTX2 drosophiladaki orthodenticle (Otd) geninin omurgalilardaki ortologudur.
Orthodenticle drosophilada 6n beyin, gz ve anten olusumu i¢in gerekli olup fotoreseptor
gelisimi  ve rodopsinin ekspresyonunu diizenlemektedir. Memelilerde ii¢ OTX geni
bulunmaktadir: OTX1, OTX2 ve CRX (Cone-rod homeobox). Bu genler gelismekte olan
gdzde eksprese olmaktadir. Insanda CRX mutasyonlar1 kon-rod distrofi, ge¢ baslangigh
pigmenter retinopati ve Leberin konjenital amarozisi gibi retinal dejenerasyonlarda
bildirilmistir. Farede OTX1 ve OTX2 gelismekte olan beyin, kulak, burun ve gézde eksprese
olmaktadir (50).

Bugiine kadar tanimlanan OTX2 mutasyonlar1 protein boyunca yayilmis olsa da ¢ogu
genin son e¢kzonunda bulunmaktadir.,  OTX2 mutasyonunda ortaya ¢ikan fenotip,
haployetersizlige bagli bir ndro-okiiler hastalik olarak tanimlanabilir. Tipik olarak prematiir
sonlanma kodonu ve truncate protein olugturan OTX2 nonsens veya frameshift mutasyonlari
bildirilmistir. Fonksiyonel ¢aligmalar OTX2 proteininin trunkasyonunun dominant negatif etki
olmadan transaktivasyon islevinde anlamli diisiise neden oldugunu gostermektedir. Daha
nadir olarak malformasyon, korunmus rezidiiyii etkileyen missens mutasyonla iligkilidir. Bazi

vakalarda missens mutasyon dominant negatif etki olmadan protein aktivitesinin bozulmasina
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neden olabilmektedir. Ornegin R89G nokta mutasyonu sonucunda olusan protein normal
aktivitesinin sadece %25 ini gerceklestirebilmektedir. Diger vakalarda ise aminoasit
degisikliginin neden oldugu mutant protein gen ekspresyonu ilizerine dominant negatif
inhibitdr olarak etki etmektedir. Ornegin N225S mutant, hedef genlere normal baglanir ancak
on hipofizin normal gelisimi i¢in gerekli olan HESX1 (Homeobox Gene Expressed In ES
Cells) gen ckspresyonunun dominant inhibitorii olarak davranir. Bildirilen missens
mutasyonlarin patojenik olup olmadigr biitiin vakalarda net olarak belirlenemedigi i¢in
P133T, P134A, T178S, A245V gibi missens mutasyon olarak tanimlanmis bazi1 degisikliklerin
aslinda nadir polimorfizm olabilecegi disiiniilmektedir. OTX2 mutasyonlar1 i¢in net bir
genotip/fenotip korelasyonu heniiz bildirilmis degildir (49).

2.8. OTX2 geni fonksiyonu

OTX1 ve CRX ile birlikte memeli OTX2 transkripsiyon faktorii tiirler arasinda oldukga
korunmus olan Paired-class OTX homeoprotein ailesine aittir. OTX2 gastrulasyon esnasinda
ve On beyin olusumu gibi erken gelisimsel islemlerde anahtar diizenleyici rolii oynadig: kadar
sonraki donemde g6z dokularinin olusumu ve farklilagmasina katkida bulunur. Bu farkli
islevler alternatif promotorlar ve kompleks enhancerlar yoluyla ekspresyonun uzamsal ve
zamansal olarak kontrol edilmesine bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir (51).

OTX2 geni vertebralilarda 6n beyin ve kafa olusumunda 6nemli genlerden biridir (49).

Gec¢ embryonik donemde diensefalon, mezensefalon, pineal bez, koroid pleksus ve
serebellum gibi beynin farkli bolgelerinde ve retinada OTX2 geni eksprese olmaktadir (52).

Farede embryonik donemde OTX2’ nin homozigot delesyonu 6nbeyin ve orta beyin
bolgesini gelistirecek olan rostral néroektodermin yokluguna bagl olarak letal seyreder (53).

OTX2 geninin retinal fotoreseptdr hiicrelerinin akibetinin belirlenmesinde ve pineal bez
gelisiminde 6nemli oldugu gosterilmistir. Farelerde OTX2 eksikligi retinal fotoreseptor
gelisiminde ciddi bozulma ve epifiz bezinde pinealosit yokluguyla sonuglanmistir (54).

OTX2 proteini Hesx1 geni promotoruna baglanabilmektedir; Hesx1 ekspresyonu igin
kritik fonksiyonu oldugu gosterilmistir. OTX2 geninin aynt zamanda POU1F1 (POU Domain,
Class 1, Transcription Factor 1) geninin promotoriinii transaktive ettigi gosterilmistir. Hesx 1
geni ve POUIF1 geni hipofiz gelisiminin sirasiyla erken ve gec evrelerinde rol almaktadir.
Bu bilgilerden yola ¢ikarak OTX2’ nin 6n hipofizin normal c¢aligmasi i¢in gerekli bir gen
oldugu sonucuna ulasilabilir. Dateki ve ark. tarafindan bilateral anoftalmi, boy kisalig1 ve
parsiyel biliylime hormonu eksikligi olan bir hastada mutasyon analizi ile OTX2 geninde de

novo heterozigot frameshift mutasyon (c.402insC) saptanmistir. Fonksiyonel ¢alisma ile wild
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tip OTX2 proteininin IRBP (interstitial retinoid-binding protein), HESX1 (HESX homeobox
1) ve POUIF1 promotorlerinin transaktivasyonunu gergeklestirirken, mutant OTX2
proteininin bu islemi hemen hemen hi¢ gergeklestiremedigi goriilmiistir. OTX2 geninin
heterozigot fonksiyon kaybi mutasyonlar1 HESX1 and POUIF1 geninin azalmis
transaktivasyonu nedeniyle biiyiime hormonu eksikligi ve boy kisaligina neden olmaktadir
(55).

2.9. OTX2 geniyle iliskili fenotipler

OTX2 geninde interstisyel delesyon, mikrodelesyon, frameshift ve nokta mutasyonu
gibi c¢esitli genetik degisimler tanimlanmistir. Bu degisimlerin ¢ogu anoftalmi, mikroftalmi,
Leberin konjenital amarozisi veya kolobom gibi agir okiiler malformasyonlar1 olan hastalarda
bildirilmistir (56).

Heterozigot knockout farede konjenital olarak kafa gelisiminin olmamasi olarak
tanimlanan ‘acephaly’, holoprosensefali, kisa burun, anoftalmi/mikroftalmi, agnati/mikrognati
veya normal fenotip gibi gesitli fenotipler gézlenmistir (57).

Anoftalmi, mikroftalmi ve kolobom fenotipine neden olan RAX(Retina And Anterior
Neural Fold Homeobox Gene), CHX10(CEH10 Homeodomain-Containing Homolog),
PAX6(Paired Box Gene 6), MAF (V-MAF Avian Musculoaponeurotic Fibrosarcoma
Oncogene Homolog) ve SOX2 (SRY-Box 2) gibi pek ¢ok gen bildirilmistir. Anoftalmilerin
%10’ undan sorumlu tutulmakta olan SOX2 geni digindaki diger genler ¢ok az sayida hastada
tespit edildigi icin  hastaligin temel nedeni olmalar1 s6z konusu degildir. Okiiler
malformasyon spektrum defekti olan ii¢ yiiz otuz ii¢ hastanin incelendigi bir ¢alismada sekiz
ailede OTX2 geninin kodlayic1 bolgesinde heterozigot degisimler tanimlandi. OTX2
mutasyonu tastyan bireylerde fenotip bilateral anoftalmi, Leber’ in konjenital amarozisine
benzeyen retinal defekt ve pigmenter retinopati gibi farkli sekillerde ortaya cikmaktaydi.
Manyetik rezonans goriintiileme ile optik sinir, optik kiazmada ve bazi olgularda beyinde
defektler tespit edildi. OTX2 fonksiyon kaybi mutasyonlarinin neden oldugu okiiler
fenotiplerin retinal anomalilerle birlikte bilateral anoftalmiden hafif mikroftalmiye kadar
genis bir yelpazeye yayilmis oldugu sdylenebilir. Norolojik fenotip spektrumunu da agir
gelisme geriligi ile normal biligsel gelisim arasinda olmak tizere oldukca genistir. Heterozigot
OTX2 mutasyonlar1 olan hastalarda goriilen major fenotip agir géz defektleriyle birlikte beyin
malformasyonlaridir (50).

Anoftalmi/mikroftalmisi olan elli iki birey OTX2 mutasyonu varli§i acgisindan

arastirildiginda dort ailede (%8) hastaliga neden olan varyant tespit edildi. Bildirilen dort

20



mutasyonun OTX2 protein dizisinin trunkasyonuna neden oldugu tahmin edilmektedir. Ug
tanesi de novo, bir tanesi etkilenmis ebeveynden kalitilmisti. Mutasyon saptanan bes hastanin
dordiinde ek sistemik bulgular bulunmaktaydi. Bu sistemik bulgular arasinda Wolf-
Parkinson-White sendromu ve 6n yerlesimli aniis gibi daha once bildirilmemis bulgular da
mevcuttu. Calisilan hastalarin ve literatiirdeki diger olgularin fenotipik ozellikleri analiz
edildiginde hipofiz anomalilerinin varligi ile genitoiiriner- gastrointestinal manifestasyonlarin
yoklugunun SOX2 anoftalmi sendromundan ayriminda dnemli olabilecegi gibi bir sonuca
ulasilmistir. Ayrica hipofiz anomalilerinin, OTX2 nin homeodomain ve SGQFTP motifinden
sonra ikinci yarisinda meydana gelen mutasyonlarla kuvvetli iliski i¢inde olabilecegi One
stirilmiistiir (58).

Aniridi, mikroftalmi, mikrosefali ve cafe au lait lekeleri olan bir hastada PAX6, NF1
(ndrofibromatozis tip 1) ve OTX2 mutasyonu tespit edilmistir. PAX6 missens mutasyonu
(p-R38W) okiiler norofibromatozis nedeniyle iris fenotipi belirgin olmayan anneden
kalitilmisti. Hastada cafe au lait lekeleri varligindan ve annesinin tanisindan yola ¢ikarak NF1
geni analiz edildiginde nonsens mutasyon tespit edildi. (p.R192X). Ardindan tespit edilen
OTX2 nonsens mutasyonunun (p.Y179X) Leberin konjenital amarozisi tanili babadan
kalitildig1 gosterildi. PAX6, OTX2 veya NF1 mutasyonlar: ¢esitli gelisim defektlerine neden
olabilmesine ragmen hastadaki fenotipin olduke¢a hafif olmasi oldukga dikkat ¢ekicidir (59).

Kombine hipofiz hormonu eksikligi olan doksan iki hastada OTX2 kodlayict bolgeleri
ve ekzon intron bileskelerinin dizi analizinin uygulandigi bir ¢aligmada kombine hipofiz
hormonu eksikligi, hipofizer malformasyon ve sol optik siniri gelismemis olan bir hastada
heterozigot missens mutasyon ¢.401COG (p.Prol134Arg) bulundu. Bildirilen mutasyonlarin
lokalizasyonu ile klinik fenotip arasinda net bir iligki bulunmaktadir. N terminalindaki
mutasyonlarda hipofiz anomalisi olmadan agir goz malformasyonlar1 goriiliirken; C
terminalindeki mutasyonlar hipofiz malformasyonu ve kombine hipofiz hormonu eksikligi ile
iliskilidir. Kombine hipofiz hormonu eksikligi, izole biiylime hormonu eksikligi veya boy
kisalig1 olan bireylerde mutasyonlar genellikle besinci ekzonda goriildiigli i¢in bu vakalarda
mutasyon taramasina besinci ekzonla baslanilmasi onerilmistir (56).

Agnati-otosefali kompleksi, mandibula yoklugu/hipoplazisi ve anormal yerlesimli
kulaklarla karakterize olan bir malformasyon olup PRRX1 (Paired-Related Homeobox Gene
1) ve OTX2 genlerindeki mutasyonlar agnati-otosefali kompleksinin gozlendigi az sayidaki
ailede tanimlanmustir. iki gebeliginde de fetuslarda prenatal ultrason incelemesi ile agnati-
otosefali tespit edilen saglikli kadna ait iki fetustan birine uygulanan ekzom dizileme ile

OTX2 geninde heterozigot duplikasyon c.271_273dupCAG, p.(GIn91dup) oldugu tespit
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edilmistir. Ayn1 varyant probandin saglikli olan 38 yasindaki esinde ve kii¢iik mandibula ve
damagin bir yarisinda kisaliga bagl velofaringeal yetmezligi olan dokuz yasindaki kizlarinda
tespit edildi. Bu olgu OTX2 geninin palatal hipoplazi vakalarinda rolii olabilecegini
diistindiirmistiir (60).

Sag gbzde mikroftalmi, retinal vaskiilarizasyon yoklugu, vitreal noktalanma ve optik
sinir hipoplazisi, sol gozde hafif makiiler distrofi olan bir ¢ocukta OTX2 heterozigot
mutasyon bulundu. Ektopik posterior hipofiz bezi disinda orta hat beyin yapilar1 ve serebral
parankim normaldi. OTX2 dizi analizi ile heterozigot c.402del mutasyonu bulundu. Daha
once bildirilmemis olan bu mutasyon prematiir stop kodon olugsmasina neden olan bir
frameshift mutasyondu (61).

I¢lerinden yirmi bir tanesi sendromik olan altmis bes anoftalmi/mikroftalmi hastasinda
SOX2, 0TX2 ve PAX6 genlerindeki mutasyonlar incelendi. Sendromik hastalarda ayrica
array CGH ile genomik dengesizliklerin varligi aragtirildi. OTX2 ve PAXG6 genlerinde
mutasyon bulunamadi. Sendromik anoftalmide ti¢ SOX2 mutasyonu bulundu. Sendromik
bulgulari ve monolateral mikroftalmili hastada 4q13.2q13.3 bolgesinde iki adet de novo
6.26 Mb ve 1.37 Mb boyutunda delesyon saptandi. Nonsendromik monolateral mikroftalmili
bir bireyde SOX2 missens (p.Alal61Ser) mutasyonu bulundu (62).

Anoftalmi/mikroftalmili yirmi sekiz hastanin exom dizilemesinde ii¢ hastada de novo
mutasyon OTX2, RARB (retinoik asit reseptor, beta) ve GDF6 (Growth/Differentiation
Factor 6) genlerinde saptanirken iki hastada STRAG6 (Stimulated By Retinoic Acid 6) geninde
kalitilmig mutasyon tespit edildi (63).

Otozomal dominant retinal pigment epitelinin patern distrofisinin goriildiigii iki ailede
OTX2 geninde heterozigot missens varyant (E79K) goriildii (64).

Williamson ve ark. yayinladiklar1 derlemede mikroftalmi-anoftalmi-kolobom (MAC)
fenotipiyle iliskili patojenitesi onaylanmis genler SOX2, OTX2, PAX6, STRA6, ALDHIA3
(Aldehyde Dehydrogenase 1 Family, Member A3), RARB, VSX2 (Visual System Homeobox
2), RAX (Retina And Anterior Neural Fold Homeobox Gene) ve FOXE3 (Forkhead Box E3);
olas1 patojenik BMP4, BMP7, GDF3, GDF6, ABCB6 (ATP-Binding Cassette, Subfamily B,
Member 6), ATOH7 (Atonal, Drosophila, Homolog Of, 7), C120rf57 (Chromosome 12 open
reading frame 57), TENM3 (Teneurin Transmembrane Protein 3) ve VAX1(Ventral Anterior
Homeobox 1) genleri olarak bildirilmistir (65).

Anoftalmi veya agir mikroftalmisi olan elli bir bireyde SOX2, OTX2, PAX6 (paired
domain), STRA6, BMP4, SMOC1 (SPARC-Related Modular Calcium-Binding 1), FOXES,
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and RAX (Retina And Anterior Neural Fold Homeobox Gene) genlerinin kodlayici
bolgelerinin dizi analizi ve array bazli kopya sayist degerlendirmesi uygulandi. On bes
hastada SOX2 (9/51), OTX2 (5/51), and STRA6 (1/51) genlerinde mutasyon goriildii.
Bilateral anoftalmili on iki olgunun dokuzunda (75%) genomik degisim saptandi. Bu
degisimlerin {iciini SOX2 (bir olgu) ve OTX2 (iki olgu) genlerini kapsayan biiyiik
delesyonlar olusturmaktaydi (66).

Mandibular hipo/aplazi, kulak anomalileri, mikrostomi ve mikroglossi ile karakterize
olan ‘otosefali-disgnati’ olgularinda OTX2 ve PRRX1 (Paired-Related Homeobox Gene 1)
genlerinde mutasyon bildirilmigtir. Dort otosefalik olgunun OTX2 ve PRRX1 mutasyonlari
acisindan incelendigi bir calismada iki olguda OTX2 mutasyonlari tanimlandi. PRRXI
geninde ise mutasyon saptanmadi (67).

Izole veya sendromik anoftalmi/mikroftalmisi olan yiiz elli hastadan olusan kohortta
anoftalmi/mikroftalmi genleriden GDF6 (growth differentiation factor 6), FOXE3 (forkhead
box E3), OTX2 (orthodenticle protein homolog 2), PAX6 (paired box 6), RAX (retina and
anterior neural fold homeobox), SOX2 (SRY sex determining region Y-box 2) ve VSX2
(visual system homeobox 2 gene) mutasyonlarinin dizi analizi ile arastirildigi bir ¢aligmada
yirmi bes hastada nokta mutasyonu saptandi. Mutasyonlar on ii¢ hastada SOX2, dort hastada
RAX, ii¢ hastada OTX2, iki hastada FOXE3, bir hastada VSX2, bir hastada PAX6 ve bir
hastada GDF6 geninde bulunmaktaydi. Ayrica sekiz olguda gen delesyonu (5 SOX2, 2 OTX2
ve 1 RAX) semikantitatif multipleks PCR ile saptandi (68).

2.10. Goldenhar sendromunda ayirici tani

Goldenhar sendromlu bazi hastalarin klinik bulgulart Treacher Collins sendromu,
Townes—Brocks sendromu, CHARGE sendromu, Branchio-oto-renal spectrum bozukluklari
ve Guion-Almeida tipi mandibulofasiyal dizostozis gibi birinci ve ikinci faringeal arklardan
koken alan yapilarla iligkili olan diger sendromlarla ortiismektedir. Bu sendromlarin her biri
kendine 6zgii ayirict bulgulari olan fenotipik antitelerdir. Anal anomaliler Townes-Brocks
sendromunu diisiindiiriirken, kulak sekli ve semisirkiiler kanal anomalisi CHARGE sendromu
icin karakteristiktir. EFTUD2 (Elongation Factor Tu GTP-Binding Domain-Containing 2)
mutasyonuna sahip kisilerde mikrosefali ve 0Ozafagus atrezisi goriilebilir. Goldenhar
sendromlu vakalarda bulgular yeterince uyumluysa bu sendromlara neden olan genlere

yonelik molekiiler analiz yapilabilir (1).
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2.10.1. Aurikulokondilar sendrom

Mandibular hipoplazi, temporomandibular eklem ankilozu, yarik damak ve kulak
lobulunun dig kulaktan ayrilmasina bagli olarak kulakta soru isareti goriiniimiiyle bilinen bir
sendromdur. Bulgular genellikle bilateral ve simetrik olmasma karsin preaurikiiler tag ve
mandibular hipoplazinin goriilmesi nedeniyle Goldenhar sendromuyla karisabilir. Isitme
kaybi, belirgin yanaklar, mikrostomi de goriilebilmektedir. Endotelin reseptér yolaginda yer
alan PLCB4 (Phospholipase C, Beta-4) ve© GNAI3 (Guanine niicleotide binding protein,
alpha inhibiting avtivity olypeptide 3) genlerinde heterozigot patojenik varyantlar
bildirilmistir (69).

2.10.2. Bixler sendromu

Gozlenen bulgular hipertelorizm, yarik dudak-damak, genis burun ucu ve mikrotia olup

etiyolojisi bilinmemektedir (70).
2.10.3. Brankiootorenal sendrom

Dis, orta ve i¢ kulagin malformasyonlariyla karakterizedir. Tletim tipi, sensérindral veya
miks isitme kaybi1 goriilebilir.  Brankial fistiil ve kistler ile renal malformasyonlar
gozlenebilir. Tanmi1 klinik bulgulara dayanarak konur. EYA1, SIX5 ve SIX1 genlerinden

birindeki heterozigot patojenik varyant brankiootorenal sendroma neden olur.
2.10.4. CHARGE sendromu

Unilateral veya bilateral iris, retina-koroid kolobomu; mikroftalmi, unilateral veya
bilateral koanal atrezi, kranial sinir disfonksiyonu, anormal kulaklar, erkeklerde
kriptorsidizm, hem erkek hem kadinda hipogonadotrofik hipogonadizm, gelisme geriligi,
kardiyovaskiiler malformasyon ve biiylime geriligi goriilebilmektedir. Bazi kisilerde
orofasiyal kleft ve trakebzafageal fistiil de gbzlenmektedir. Hastalarin %65-70 inde CHD7

geninde heterozigot patojenik varyant sorumludur (15).
2.10.5. Mandibulofasyal dizostoz (mikrosefaliyle birlikte)

Malar ve mandibular hipoplazi, konjenital veya postnatal baslangi¢li mikrosefali, dis
kulak, kulak kanali ve/veya orta kulak malformasyonu, isitme kaybi1 gibi bulgularla

tanimlanmistir.  Belirgin glabella, genis burun kopriisii, bulbéz burun ucu, alt dudakta
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eversiyon yiizde goriilebilen bulgular arasindadir. Yarik damak, koanal atrezi ve fasiyal
asimetri de gorilebilmektedir. Mental retardasyon belirgin bir bulgu olup goriilebilen
ekstrakranial malformasyonlar arasinda oOzafagus atrezisi, konjenital kalp hastaligi ve
bagparmak anomalileri bulunmaktadir. EFTUD2 genindeki heterozigot patojenik varyant
varlig1 hastaligin nedeni olarak diistiniilmektedir. (71) EFTUD2 geninde de novo heterozigot
patojenik varyanti tespit edilen bir hastada Goldenhar sendromunda da goriilebilen tek tarafli

epibulbar dermoid bildirilmistir (72).
2.10.6. Miller sendromu (postaksiyal akrofasiyal dizostoz)

Postaksiyel parmaklarin hipoplazisi, sindaktilisi, yoklugu ve ulnar hipoplazi gibi
postaksiyal ekstremite anomalileri goriilmektedir. Miller sendromunda goriilebilen yliiz
bulgular1 arasinda malar hipoplazi, mikrognati, yarik damak, nadiren yarik dudak, kiigiik
"cup-shaped” kulaklar, kolobom ve/veya ektropion bulunmaktadir. Sorumlu genin

DHODH (Dihydroorotate Dehydrogenase) geni oldugu diisiiniilmektedir (73).
2.10.7. Nager sendromu (preaksiyel akrofasiyal dizostoz)

Preaksiyal ekstremite anomalisi (Radius hipoplazisi veya yoklugu, basparmak
hipoplazisi/yoklugu, trifalangeal bagparmak, radyoulnar sinostoz) ve yiiz anomalileri (malar
hipoplazi, asagiya egimli palpebral fisiir, alt gozkapagi kolobomu, agir mikrognati)
gortilebilmektedir (74).

2.10.8. Okuloaurikulofrontonazal sendrom

Frontonazal displazi ve okuloaurikulovertebral spektrumda goriilen bulgular igeren bir
kraniofasiyal sendromdur. Karakteristik bulgular okiiler hipertelorizm, ¢entikli veya bifid
burun ucu, mikrotia, kulak ve yiizde skin tag, gozkapagi kolobomu, epibulbar dermoid,
mandibular hipoplazi ve fasiyal asimetridir.  Kardiyak, renal bulgular ve vertebral
segmentasyon anomalisi gibi ekstrakranial bulgular Goldenhar sendromunda gdzlenenlere

benzemektedir (75).
2.10.9. Townes-Brocks sendromu

Gozlenen klinik bulgular bir triad olusturmaktadir: imperfore aniis, displastik kulaklar
ve basparmakta malformasyonlar (trifalangeal bagparmak, bagparmakta duplikasyon ve
nadiren hipoplazi). Bobrek yetmezligi, bobrekte yapisal anomali, konjenital kalp hastaligi,

ayak anomalisi ve genitoliriner malformasyonlar da goriilebilmektedir. Goldenhar sendromlu
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hastalarin ¢ogunda basparmak ve/veya anal malformasyonlar goriilmemekle birlikte kulak,
renal ve kardiyak bulgular Townes-Brocks sendromunda goriilenlerle ortiismektedir. SALL1

genindeki heterozigot patojenik varyant hastaligin nedenidir (15).
2.10.10. Treacher Collins sendromu

Gortilen tipik bulgular malar ve mandibular hipoplazi, dis kulak anomalisi (mikrotia),
alt gozkapaginda kolobom ve kirpik yoklugudur. Hastalarin %40-50 sinde orta kulak
yapilarinin anomalisi/hipoplazisine bagli iletim tipi isitme kaybi1 goriiliir. Ekstrakranial
malformasyonlar nadir olup zeka genellikle normaldir. Hastalia neden olan mutasyonlar
TCOF1, POLRI1C (Polymerase I, RNA, Subunit C) ve POLR1D (Polymerase I, RNA,
Subunit D) genlerinde tespit edilmistir (76).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Hastalarin Secimi

Goldenhar sendromlu hastalarda goriilen klinik ve laboratuvar bulgularina dayanarak
sendromun etiyolojisinde rol oynayan faktorleri aciklayabilmek amaciyla son on yil i¢inde
Dokuz Eyliil Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’ na basvuran hastalarin dosyalar
retrospektif olarak incelendi. Dosya taramasi sonucunda Goldenhar sendromu klinik
bulgularint karsilayan hastalar arastirmaya dahil edildi. Dosyalar taranirken hasta kayit
listesinde anahtar kelimelerle arama yapildi. ‘Goldenhar sendromu, hemifasiyal mikrozomi,
okulo-aurikulo-vertebral spektrum, maksiller/mandibular hipoplazi, fasiyal cleft, yiizde
asimetri yarik dudak/damak, makrostomi, fasiyal sinir paralizisi, epibulbar dermoid,
mikroftalmi, anoftalmi, ist géz kapagi kolobomu, lakrimal kanal atrezi/stenozu, mikrotia,
anotia, aural atrezi, kulak displazisi, preurikiiler tag, preaurikiiler siniis/pit, isitme kayb,
tortikollis, servikal vertebrada malformasyon/fiizyon, hemivertebra’ kelimeleri anahtar
kelime olarak kullanildi. Hastalarin medikal kayitlar1 incelenerek elde edilen bilgiler 6rnegi
Ek 1' de sunulan veri kayit formuna kaydedildi. Veri kayit formu, kisisel bilgiler, prenatal,
natal ve postnatal Oykii, ndromotor gelisim basamaklari, bas cevresi, boy ve kilo persentilleri,
dismorfik bulgular, goriintiileme sonuglari, genetik test sonuglari, diger laboratuvar bulgular
ile aile agacini icermekteydi. Prenatal dykiide ultrasonografide anomali varligi, annenin ilag
ve sigara kullanim Oykiisli, kanama, annede diabet, ¢cogul gebelik ve yardimci {lireme
tekniklerinin kullamilip kullanilmadigina dikkat edildi. Natal dykiide dogum tartisi, dogum
haftasi, dogum sekli, sezeryan dogum ise sebebi, zor/asfiktik dogum olup olmadigi; postnatal
oykiide asfiksi, kiivoz veya ventilatdr gereksinimi, varsa bunlarin sebebi ve siiresi, yenidogan
doneminde hiperbilirubinemi olup olmadigi, gecirilen ameliyat ve kullanilan ilaglar veri
kayit formuna not edildi. Fizik muayenede maksiller/mandibular hipoplazi, ylizde asimetri,
fasiyal sinir paralizisi, kulak anomalileri, dis kulak yolunun agik olup olmadigi, goézde iist/alt
g0z kapag1 kolobomu, epibulbar dermoid varligi, mikroftalmi/anoftalmi, yarik dudak/damak,
makrostomi,  boyun hareketlerinde kisitlilik olup olmadigi, tortikollis gibi bulgularin
oncelikle tizerinde duruldu. Hastalarin isitme testi sonuclari, kafa, servikal vertebra ve el bilek
grafisi, ekokardiyografi, transfontanel ve batin ultrasonografisi, beyin ve orbita manyetik
rezonans goriintiileme, beyin bilgisayarli tomografi sonuglari ile hemogram, biyokimya, tiroid
fonksiyon testleri, biiylime hormonu eksikligini degerlendirmeye yonelik testlerde saptanan

anormal bulgular veri kayit formuna kaydedildi. Dosyalarda bulunan en az ii¢ nesli kapsayan
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pedigride akraba evliligi ve ailede hemifasiyal mikrozomi, mikrotia/anotia, kulak onii tag/pit
ve benzeri dismorfik bulgular1 olan bireyler olup olmadig: aragtirildi.

Hastalara uygulanan genetik testler Dokuz Eyliil Univesitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali Molekiiler Genetik Laboratuvari’nda rutin olarak calisilmakta olup; karyotip
analizi, 22ql1 lokusuna yonelik FISH (Floresan in situ hibridizasyon) analizi, CHARGE
sendromundan sorumlu lokusa yonelik FISH analizi, CHD7 geni dizi analizi, CHD7 geni
MLPA analizi, OTX2 geni dizi analizi ve OTX2 geni MLPA analizinden olusmaktadir.
Hastalara uygulanan genetik testlerin sonuglar1 da kayit altina alindi.

3.2. Molekiiler Genetik Calisma
3.2.1. Dizi analizi

Dokuz Eyliil Univesitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali Molekiiler
Genetik Laboratuvari’nda rutin olarak uygulanan OTX2 geni dizi analizi amaciyla ilgili

laboratuvardan alinan yontem bilgisi i¢in agsagidaki basamaklarin uygulandigi 6grenildi:

1. Bes ml periferik kan Orneginin etilendiamintetraasetik asit (EDTA) iceren steril
tiiplere alinmasi

2. Periferik kandan DNA (deoksiriboniikleik asit) izolasyonu

3. izole edilen DNA’nin konsantrasyon ve safliginin belirlenmesi

4. OTX2 geninin tim kodlayici ekzonlarmin ve ekzon intron bileskelerinin

amplifikasyonu (ilk PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) asamasi)

Agaroz jel elektroforezinde amplikonlarin kontrolii

[lk saflastirma asamasi

Ikinci PCR reaksiyonu

Ikinci PCR firiinlerinin saflastirma asamasi

© o N o O

Orneklerin kapiller elektroforez cihazina yiiklenmesi ve uygun programlar

yardimiyla analizin degerlendirilmesi
3.2.1.1. Hasta Periferik Kan Orneklerinin Alinmasi

OTX2 geni dizi analizi i¢gin 5 ml periferik kan 6rnegi EDTA igeren tiiplere alindi.
Hastalarin kanlar1 DNA izolasyonu yapilincaya kadar +4°C’de saklandi.
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3.2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar ve markalar1 Tablo 2' de verilmistir.

Tablo 2. kullanilan cihazlar ve markalar

Cihazlar Marka

Mikrosantrifiij Eppendorf

Termal dongii cihazi Mastercycler Gradient-Eppendorf
Kapiller elektroforez cihazi Applied Biosystem 3130 Genetic Analyzer
Otomatik pipet seti Finnipipette

PCR kabini Thermo

Spektrofotometre Nanodrop ND-1000

\orteks IKA MS 3 basic mini vortex

Is1 blogu P. selecta

Hassas terazi Denver

Mikrodalga firin Argelik

Yatay elektroforez tanki Hybaid

Jel goriintiileme cihazi Syngene

Buzdolabi Arcelik

Derin dondurucu Altus

3.2.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kitler, igerdikleri kimyasal maddeler ve markalar1 tablo 3’te verilmistir.
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Tablo 3. Calismada kullanilan kitler, i¢erdikleri kimyasal maddeler ve markalari

Kullanilan Kit Adi Icerdigi Kimyasal Maddeler Marka

Binding buffer (6 M guanidin HCI, 10 mM fiire,

10 mM Tris-HCI, %20 Triton X-100 (v/v),

pH:4,4)

Proteinase K
High Pure PCR Template | Inhibitor removal buffer (5 M guanidin-HCI, 20 Roche
Preparation Kiti mM Tris-HCI, pH:6,6)

Washing buffer (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI,

pH:7,5)

Elution buffer (10 mM Tris buffer, pH 8.5)

High Pure filtre tiipleri

; ™ _ P
HelixAmp™ Ready- H_elzxAmp Ready-2X I\_/IulUpIex PCR master
2XMultiplex version 2.0 miks (Hot Taq DNA polimeraz, NanoHelix
IPIEX ' deoksiriboniikleozit trifosfat (ANTP), 2xbuffer)

PCR mix Kiti .

5xTune up™ soliisyonu

Exonuclease |
EXOSAP']T ® BCR Progaet Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) Affymetrix
Cleanup kiti

Buffer

. : Applied

BigDye Terminator v3.1 §puDye Leggimator JggFycle, Biosystems
Cycle Sequencing Kiti 1X D|Iut_|on buﬁe_zr NanoHelix

Dye saving solution

. Sequencing binding buffer

ZR DNA Sequengigy Zymo-Spin™ IB kolonlar1 Zymo
Clean-up Kiti d Research

Sequencing wash buffer

3.2.1.4. Periferik Kandan DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, periferik kan ve doku orneklerinden, hiicre zari ve niikleusun
kimyasal maddeler ve enzimler aracilifiyla parcalanip, niikleer DNA’nin ortaya ¢ikarilmasi
islemidir. DNA izolasyonu, periferik kandan spin kolon yontemi ile High Pure PCR Template
Preparation (Roche™) kiti kullanilarak yapildi. Protokol kit igeriginde belirtilen standartlara
gore gerceklestirildi:

1. 200 pl periferik kan 6rnegi 1,5 ml’lik steril, kapakli bir mikrosantrifiij tiipiine konuldu.
Uzerine sirastyla 200 pl binding buffer ve 40 pul proteinaz K (kullanim &ncesi liyofilize
halde bulunan proteinaz K 4,5 ml distile H,O’da ¢oziildii) eklendi ve vorteks karistiric
yardimiyla 2-3 sn karistirildi.

2. Karisim 1s1 blogunda 72°C’de 10 dk inkiibe edildi.

3. Siire bitiminde, karistmin iizerine 100 pl izopropanol eklendi ve pipetaj yapildi.

Sonrasinda karisim, high pure filtre bulunan 2 ml’lik toplama tiipiine aktarildi.
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4. 8000 x g devirde 1 dk santrifiij edildi.

5. High pure filtreli tiip yeni bir toplama tiipiine aktarildi ve 6nceki toplama tiipii atildi. High
pure filtreli tiip lizerine 500 ul inhibitor removal buffer eklendi (inhibitor removal buffer’a
kullanim 6ncesi 20 ml absoliit etanol eklendi).

6. 8000 x g devirde 1 dk santrifiij edildi.

7. High pure filtreli tiip yeni bir toplama tiipiine alind1 ve 6nceki toplama tiipii atildi. High
pure filtreli tiip tizerine 500 ul washing buffer eklendi (washing buffer’a kullanim 6ncesi
80 ml absolii etanol eklendi).

8. 8000 x g devirde 1 dk santrifiij edildi.

9. Washing buffer ile yikama islemi 2 defa tekrar edildi.

10. High pure filtreli tiip yeni bir toplama tiipiine alindi ve lizerine herhangi bir ¢ozelti
eklenmeden 13000 x g devirde 1 dk santrifiij edildi.

11. High pure filtreli tiip yeni bir mikrosantrifiij tiipiine alind1 ve 6nceki toplama tiipii atildi.

12. High pure filtreli tiip lizerine daha dnceden 70°C’ye 1isitilan elution buffer’dan 100 pl
eklendi ve oda 1sisinda 1 dk inkiibasyona birakildi.

13. inkiibasyon sonrasinda 8000 x g devirde 1 dk santrifiij edildi.

14. High pure filtreli tiip atildu.

15. Elde edilen DNA’lar safliklar1 ve konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra, DNA saklama

kutularia konularak -20°C’de saklandi.
3.2.1.5. Spektrofotometre ile DNA Miktar ve Safliginin Belirlenmesi

Spektrofotometre, DNA, RNA (riboniikleik asit), oligoniikleotidler gibi 151k
absorbsiyonu yapabilen maddelerin siv1 soliisyonlar i¢indeki miktar1 hakkinda kantitatif bilgi
verir. Cozeltiden belirli spektrumlarda 11k gecirilir ve ¢ozelti tarafindan ne kadar 1sinin
absorbe (A) edildigi belirlenir. DNA ve RNA 260 nm’de ve proteinler 280 nm’de 15181
maksimum absorbe ettigi i¢in A260/A280 orani kullanilarak niikleik asitlerin saflig1
hesaplanabilir. Safligi, analiz i¢in uygun olan DNA 1,8-2 degerlerinde A260/A280 oranina
sahiptir. Bu deger araligindan daha az olan oranlar protein kontaminasyonunu gosterirken

tizerindeki degerler RNA miktarinin fazla oldugunu gosterir.

Izole edilen DNA &rneklerinin  konsantrasyonu ve saflifi  spektrofotometrede
(NanoDrop) olgiildii. Saflik ve konsantrasyonlarinda problem olan DNA’lar tekrar izole
edildi.
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3.2.1.6. OTX2 Geninin Amplifikasyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu, hedeflenmis DNA bolgesinin, bu bolgeye 6zgii primerler
(oligontikleotidler) ve 1siya dayanikli polimeraz enzimi kullanilarak segici ¢ogaltilmasi
islemidir. Ug temel basamak icerir: denatiirasyon, primer baglanmasi ve uzama (sentez). Bu
iic basamak bir PCR siklusunu olusturur. DNA’nin iki ipligini bir arada tutan hidrojen
baglarinin kirilmasini igeren denatiirasyon basamagi 94-95°C’de gergeklesir. Isiya dayanikli
Taq DNA polimeraz enzimi, optimum ¢aligma sicakligi olan 72°C’de, ortamdaki niikleotidleri
kullanarak zincirin 5’ ucundan 3’ ucuna dogru uzamasini saglar. Yaklasik 2 dk siiren bir PCR
siklusu 35 kez tekrar edilir ve hedef DNA’nin 2%° kopyasi elde edilmis olur.

OTX2 geninin tim kodlayic1i ekzonlar1 ve ekzon intron bileskeleri, bu bolgeleri
kapsayacak primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltildi. OTX2
geninin ti¢ kodlayict ekzonu vardir. Son kodlayici ekzonun biiyiik olmasindan dolayr OTX2
geni toplam dort boliime ayrildi.

OTX2 geninin baz1 bolgeleri ile sekans homolojisi gosteren psddogeni de
bulunmaktadir. OTX2P1 ( Orthodenticle homeobox 2 pseudogene 1) olarak isimlendirilen
psodogen tek bir kodlayici olmayan ekzondan olusup intron igermemektedir. Aktif gene 6zgii
primerler kullanilmistir ve aktif gen amplifiye edilmistir.

3. 2.1.6.1. Primerlerin Sulandirilmasi

[k olarak, OTX2 genini amplifiye etmek i¢in kullanilacak primerlerin stok ¢ozeltileri
hazirlandi. Bu islem igin liyofilize haldeki primerler hedef konsantrasyon 100 pmol/ul olacak
sekilde distile suda ¢ozdiiriildii ve 100 pl’lik primer ¢ozeltisi hazirlandi. Tiim ¢ozeltiler -18/-
20°C’de muhafaza edildi.
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Tablo 4. OTX2 geni primer dizileri

Ekzon/ Forward primer Reverse primer
o Bolim (5°->3%) (5°->3")

3 TTTAAAAGCCTCTGCCTCG GAACAGGGTGTTGCATCC
< 4 GAGAGCATTGGTAGGCTCC TCTCCACAGTCCCATACTCG
|c_) 5a GAGCCATTCTTGTCCTTAAGG GAAGCTGGTGATGCATAG

5b CCACTGTCAGATCCCTTGT AATGCCTGGCTAAAACTGG

3.2.1.6.2. Reaksiyon Karisininin Hazirlanmasi ve PCR kosullar
OTX2 geni 3, 4, 5a, 5b bolimleri HelixAmp™ Ready-2XMultiplex version 2.0 PCR mix
(NanoHelix) kiti kullanilarak amplifiye edildi. Protokol kit iceriginde belirtilen standartlara

gore gerceklestirildi:

1. Her bir PCR reaksiyonu i¢in, 12,5 pl HelixAmp™ Ready-2X Multiplex PCR master miksi,
2 ul distile su, 3 pl 5xTune up soliisyonu, 0,5 pl forward primer, 0,5 ul reverse primer ve
20-30 ng/ul konsantrasyonda DNA, 0,2 ml’lik steril PCR tiiplerine konuldu ve pipetaj ile
karigtirildu.

2. Elde edilen karisim termal dongii cihazina yerlestirilerek PCR islemi gergeklestirildi. PCR

tepkime kosullari tablo 5’ te verilmistir.

Tablo 5. Helix Amp™ Ready-2XMultiplex version 2.0 PCR mix kiti tepkime kosullari

Asama Sicakhik Siire Dongii sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 94°C 15 dk 1
Denatiirasyon 94°C 30 sn
Primer baglanmasi 60°C 45 sn 35
Uzama 72°C 45 sn
Son uzama 72°C 7 dk 1
Bekleme 4°C o0

3.2.1.6.3. Agaroz Jel Elektroforezi ile Amplikonlarin Kontrolii

PCR reaksiyonu sonucu elde edilen amplikonlar %2’lik agaroz jelde 120 voltta (V)
yaklagik 20 dk yiiriitiildii ve dogru bolgelerin amplifiye olup olmadiginin kontrolii yapildi.

Kullanilan kimyasallar Tablo 6' da verilmistir.
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Tablo 6. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan kimyasallar ve markalari

Malzeme Marka
Agaroz Sigma
Etidyum bromiir Sigma
Orange G Biological Industries
DNA marker Fermentas, O’Range Ruler 100bp DNA Ladder
0.5xTris borat EDTA AppliChem® (Tris-Hydrochlorid), Sigma
(TBE) tampon soliisyonu | (EDTA), Amresco® (borik asit)

3. 2.1.6.3.1. Jelin Hazirlanisi ve Elektroforez Asamasi

. Iki gr agaroz ve 35 ml 0,5XTBE, 100 mI’lik erlenmayer icine konulup, mikrodalga firinda
eriyene kadar 1sitild1.
. Cozeltide berrak goriinlim saglandiginda 1,8 pl etidyum bromiir ilave edildi ve iyice

karigtirilarak jel tepsisine dokiildii ve jelin donmas1 beklendi.

3. Jel tamamen donduktan sonra elektroforez tankina yerlestirildi.

. Parafilm {izerinde, 3 pl PCR firiinii ile 4 pl Orange G karistirilarak jeldeki kuyucuklara
yiiklendi.

. Amplikonlarin dogrulugunu kontrol etmek i¢in her jele marker yiiklendi.

. Ornekler jelde 120 V akimda 20 dk yiiriitiilerek beklenen baz ¢ifti uzunluguna gore
ayrilmasi saglandi. Her bir boliimde kag baz giftlik (bg) bolge cogaltildigi Tablo 7°de

verilmistir.

Tablo 7. OTX2 geni amplifiye edilen boliimleri ve fragment uzunluklari

Gen OTX2
Boliim 3 4 | 5a | 5b
Fragment

uzunlugu | 409 | 372 | 451 | 470
(b¢)

Stire bitiminde jel, goriintiileme cihazi ile incelendi ve bagh bulundugu bilgisayardaki
uygun program ile fotograflandi.

. Uygun amplifiye olmayan amplikonlar i¢in ilk PCR asamasi tekrar edildi ve tekrar jel
kontrolii yapildi.

3.2.1.6.4. PCR Uriinlerinin Enzimatik Yiontem ile Saflastirimast

Uygun sekilde amplifiye olan iirlinler, dNTP’leri, tek zincirli DNA ipliklerini ve

primerleri uzaklastirmak i¢in EXOSAP-IT® PCR Product Cleanup (Affymetrix™) Kiti
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kullanilarak piirifiye edildi. Kit igeriginde bulunan Exonuclease | enzimi tek zincirli DNA
ipliklerini ve primerleri uzaklastirirken Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) enzimi ortamdaki
fazla dNTP’leri uzaklastirir. Protokol kit igeriginde belirtilen standartlara gore
gergeklestirildi:

1. Her bir reaksiyon i¢in, 2 pl EXOSAP-IT reaktifi ile 5 ul PCR iriinii 0,2 ml’lik steril PCR
tiiplerine konulur ve pipeta;j ile karistirildi.

2. Elde edilen karisim termal dongli cihazina yerlestirilerek tepkime gergeklestirildi.
Tepkime kosullar1 Tablo 8' de verilmistir.

Tablo 8. Birinci saflastirma agamasi tepkime kosullari

Asama Sicakhik Siire Dongii sayisi
Enzim Inkiibasyon 37°C 30 dk 1
Enzim inhibisyonu 80°C 15 dk 1
Bekleme 4°C o9
3.2.1.6.5. Ikinci PCR Reaksiyonu

Ikinci PCR asamasinda BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kiti kullanildi.
Protokol kit igeriginde belirtilen standartlara gore gergeklestirildi:

1. Her bir PCR reaksiyonu i¢in, 3 pl dye saving, 2 ul 1Xdilution buffer (PCR i¢in gerekli
kimyasallar1 igerir), 2 ul distile su, 1 ul BigDye Terminator v3.1 Cycle
[dideoksiriboniikleozit trifosfatlart (ddNTP) ve AmpliTag DNA polimerazi igerir], 1 pl
primer ve 1 pl saflagtirilmig PCR {iriinii 0,2 ml’lik steril PCR tiiplerine konuldu ve pipetaj
yapilarak karistirildi. OTX2 geni Sa part1 i¢in ikinci PCR reaksiyonu hem forward hem
reverse primerler kullanilarak iki ayr reaksiyon seklinde gerceklestirildi. Diger boliimler
i¢in ikinci PCR reaksiyonunda forward primerler kullanildu.

2. PCR tiiplerindeki karisimlar otomatik 1s1 dongii cihazina yerlestirilerek tepkime

gergeklestirildi. PCR tepkime kosullar1 Tablo 9' da verilmistir.
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Tablo 9. ikinci PCR tepkime kosullari

Asama Sicakhik Siire Dongii sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 96°C 1 dk 1
Denatiirasyon 96°C 10 sn
Primer baglanmasi 50°C 5sn 25
Uzama 60°C 4 dk
Bekleme 4°C 0

3.2.1.6.6. Ikinci PCR Uriinlerinin Saflastirilmast

PCR sonrast baglanmayan floresan boyalari, ddNTP’ler ve diger PCR bilesenlerini

ortamdan uzaklagtirmak amaciyla ikinci saflastirma asamas1 ZR DNA Sequencing Clean-up

Kit™ kiti kullanilarak yapildi. Protokol kit igeriginde belirtilen standartlara gore

gerceklestirildi:

1. 240 pl sequencing binding buffer ile PCR iiriinii 0,2 ml’lik PCR tiiplerine konuldu ve
pipetaj yapilarak karistirildi.

2. Karisim, toplama tiipiine yerlestirilen Zymo-Spin™ [B kolonlarina aktarildi.

3. 15000 x g devirde 30 sn santrifiij edildi.

4. Kolona 300 pl sequencing wash buffer eklendi ve 15000 x g devirde 30 sn santrifiij edildi.

5. Zymo-Spin™ [B kolonu, 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve dnceki toplama tiipii
atildi.

6. Kolon matriksine denk gelecek sekilde 15 pl distile su eklendi ve 15000 x g devirde 15 sn
santrifiyj edildi.

7. Zymo-Spin™ B kolon atildi. Kapiller elektroforez cihazina yiiklenmeye hazir {iriinii

iceren mikrosantrifiij tiipii +4 °C’de muhafaza edildi.

3.2.1.6.7. PCR Orneklerin Kapiller Elektroforez Cihazina Yiiklenmesi

Saflastirilan PCR ornekleri, kapiller elektroforez cihazi (Applied Biosystems 3130 Genetic
Analyzer) i¢in uygun olan 96 kuyucuklu plaklara sirasiyla her bir kuyuya bir ornek
gelecek sekilde yerlestirildi ve bu cihaz i¢in uygun olan POP-7 polimeri kullanilarak
yuriitiildi.
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3.2.1.6.8. Elektroforez Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Orneklerin analizi, CLC Genomics Workbench 3.6.5 ve Sequencing Analysis 5.2 yazilim
programlari kullanilarak yapildi. Elektroforez sonucu elde edilen pikler renklerine gore analiz
edildi. Elektroferogramda, yesil renk adenin, siyah renk guanin, kirmizi renk timin ve mavi
renk sitozin bazini gosterir. Analiz sonuglari, ilgili genin referans dizisi ile karsilastirilarak
degerlendirildi. Olgularda saptanan daha O©nce literatiirde tanimlanmamis degisimlerin
patolojik olup olmadigi, Prediction of functional effects of human nsSNPs (PolyPhen-2) ve
Mutation Taster modelleme programlari ile ve anne-babada bulunup bulunmadigina gore

degerlendirildi.
3.2.2. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) tek bir multipleks PCR
reaksiyonu ile pek cok DNA dizisinin rolatif kopya sayist degisimlerini belirleyen semi
kantitatif bir tekniktir. Calismamizda hasta DNA’ larindaki delesyon ve duplikasyonlari
belirlemek i¢in MRC-Holland firmasinin SALSA MLPA P429 SDHA-MAX probemix Kiti
kullanilmistir. Bu kit paraganglioma ve feokromastomali hastalarda mutasyonu saptanan
SDHA (Succinate Dehydrogenase Complex, Subunit a, Flavoprotein) geninin 10 ekzonu ve
MAX (MAX protein) geninin 5 ekzonuna spesifik problar igermektedir. 15 adet referans
probun yanisira SDHA geni i¢in 4 komsu prob ve MAX geni i¢in 5 komsu prob kit iceriginde
bulunmaktadir. Komsu problarin kite eklenmesinin amaci delesyon/duplikasyonun boyutunun
belirlenmesini kolaylagtirmaktir. Kitte bulunan komsu problardan biri 14q22.3 bolgesinde
bulunan OTX2 geninin besinci ekzonuna yonelik probtur. Probun ligasyon bolgesine komsu
olan 24 niikleotitlik dizi, TCCTGCATGCAG-AGGTCCTATCCC  niikleotitlerinden
olusmaktadir. OTX2 geni MLPA analizi i¢in uygulanan basamaklar asagida belirtilmistir:

1. Bes ml periferik kan 6rneginin etilendiamintetraasetik asit (EDTA) iceren steril tiiplere

alinmasi

2. Periferik kandan DNA izolasyonu

3. Izole edilen DNA’nin konsantrasyon ve safliginin belirlenmesi

4. Her bir MLPA reaksiyonu i¢in 5 pl hacimde 50-250 ng DNA bulunmasi hedeflendi.

5. Her bir MLPA reaksiyonu i¢in referans ornekler sec¢ildi. Her yiiriitmede en az 3 farkh

referans Ornek bulunmaktaydi. Referans ornekler genellikle normal kopya sayisina sahip
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olmasi1 beklenen saglikli bireylerden elde edildi. MLPA reaksiyonu igin gereken tepkime

kosullar1 tablo 10' da verilmistir.

Tablo 10: MLPA reaksiyonu i¢in PCR programi

Asama Sicakhk | Siire
98°C 15 dakika
Denatiirasyonu
25°C pause
Hibridizasyon reaksiyonu | 95°C | ldakika
60°C pause
54°C Pause
Ligasyon reaksiyonu 54°C | 15 dakika
98°C 5 dakika
20°C pause

6. 0.2 ml lik tliplere 5 pl de 200 ng DNA olacak sekilde eklendi.

7. PCR cihaza tiipler yerlestirildikten sonra MLPA programi segilerek 6rnek DNA’ s1
98°C’ de 15 dakika boyunca denatiire edildi. Sicaklik 25°C ye ulasinca reaksiyon durduruldu.
8. Probemix p429' tan 6rnek basma 1,5 pl ve SALSA MLPA buffer’ dan 6rnek basina 1,5 ul
olacak sekilde hibridizasyon master miks hazirland1 ve vortekslendi.

9. Her bir 6rnegin iizerine 3 pl hibridizasyon master miks eklenip pipetaj yapildi. PCR
programina devam edildi, 1 dk 95°C’ de ,sonra 60°C de 16-20 saat boyunca inkiibe edildi.
10. Ligaz bufer kullanmadan 6nce vortekslenir. Ligaz 65 master miks hazirlanir.

Tablo 11. Ligaz 65 master miks igerigi

Ligaz-65 master miks
Ligaz buffer A 3ul
Ligaz buffer B 3l

dH,0 25 ul
Ligaz 65 enzimi 1l

11. PCR sicaklig1 54°C’ ye gelince reaksiyon durdurulur. Cihazin {istiinde 6rnek basina 32
ul ligaz miks eklenir. Ligasyon i¢in 54°C de 15 dakika inkiibasyon gerceklestirilir. Ligaz 65
enzimini 1s1yla inaktive edilmesi i¢in 98°C de 5 dakika boyunca bekletilir. Sicaklik 20°C’ ye
gelince reaksiyon durdurulur.

12. Polimeraz master miks hazirlanir, pipetaj yapilir.
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Tablo 12. Polimeraz master miks igerigi

Polimeraz master miks

dH20 7.5 ul
SALSA PCR primer mix 2ul
SALSA Polymerase 0.5 ul

13. Sicaklik 20°C' ye ulasinca oOrnek basma 10 pl polimeraz mix eklenir. MLPA PCR

programi segilir.

Tablo 13. MLPA PCR programi

Asama Sicakhk Siire Dongii sayisi
Denatiirasyon 95°C 30 sn

Primer baglanmasi 60°C 30 sn 35
Uzama 72°C 60 sn

Son uzama 72°C 20 dakika

Bekleme 15°C ©

14. PCR bitince 10 pl formamid, 0,5 pl size standart ile miks hazirlanir, vortekslendikten

sonra 10 ar pl 6rnek basina dagitilir. Karigimin tizerine 1 pl PCR firiinii eklenir.

15. 4 dakika boyunca denatiire edilir,

16. 2 dakika -20°C” de bekletildikten sonra kapiller elektroforez cihazina 6rnekler yiiklenir.

17. Verilerin analizi i¢in Coffalyser programi kullanilir. Her bir 6rnege ait floresan pikin

rolatif boyutu referans 6rneklerle karsilastirilarak veriler yorumlanir.
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4. BULGULAR

4.1. Hastalarin Demografik Ozellikleri

Bu ¢aligma 01.11.2015 - 01.11.2016 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali' nda gergeklestirildi. Son on yil i¢inde Dokuz Eyliil
Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’ na basvuran hastalarin dosyalarmnin retrospektif
olarak incelenmesi sonucunda Goldenhar sendromu klinik bulgularimi karsilayan 27 hasta
aragtirmaya dahil edildi. Hastalarin yaglar1 4 ay- 28 yas arasindaydi. Calisma grubunun %67'
si erkek (n=18), %33' i kiz (n=9) hastalardan olusmaktaydi.

4.2. Hastalarin Prenatal, Perinatal ve Soygecmis Ozellikleri

On hastanin dogum agirligr normal aralikta iken yedi hastada diisiik dogum agirlig
oldugu tespit edildi. Bir hastada overgrowth diginda kalan bes hastanin dogum kilosu tibbi
kayitlara gegmemisti ve aileler tarafindan hatirlanmiyordu.

Dort hastada (hasta 7, 17, 19, 24) prematiire dogum Oykiisii mevcuttu. Yedi numaralt
hastanin annesinde preeklamsi Oykiisii de mevcuttu.

Iki hasta (hasta 3 ve 17) ikiz esiydi. Her iki hastanin ikiz esinde benzer bulgu veya
herhangi bir dismorfik bulguya rastlanmadi. Ugiincii hastanin cinsiyeti kiz, ikiz esi ise erkekti.
Cinsiyetlerin farkli olmasi nedeniyle dizigotik ikiz olduklar1 diisliniildii, ayrica dikoryonik
olduklar1 oykiide belirtilmisti. On yedinci hasta ve ikiz esinin cinsiyetleri erkekti. Anneleri
dogum sonrasinda vefat eden ikizlerin Oykiisii halalarindan alindi; monozigotik-dizigotik
ayrimi yapilabilmesi i¢in dykiiden yeterince veri elde edilemedi.

Prenatal donemde oligohidramnios 8 ve 16 nolu hastada saptanmisti. Polihidramnios ise
18 ve 26 nolu hastada mevcuttu. Bir hastada IVF (in vitro fertilizasyon) gebelik oykiisii
bulunmaktaydi (10 nolu hasta). Gebelik sirasinda maternal hastalik, ilag kullanimi, X 1511 ve
teratojen maruziyeti, sigara ve alkol Oykiisli sorgulandiginda bir hastada (hasta 12) maternal
sigara kullanimi, bir hastada ise (hasta 16) maternal gestasyonel diyabetes mellitus Oykiisii
oldugu 0Ogrenildi. Bir hastada (hasta 18) {clii tarama testinde risk artis1 nedeniyle
amniyosentez yapilmis, karyotip analizi normal olarak raporlanmisti. Hastalarin higbirinde
hipoksik dogum Oykiisii mevcut degildi.

Hastalarin pedigrileri incelendiginde %26' sinda akraba evliligi oldugu goriildii. Ailede
hastalarla benzer bulgulari tasiyan bireyler olup olmadigi arastirildiginda bir hastanin (hasta
6) kiz kardesinde ve dayisinin oglunda dis kulak yolu atrezisi; dayisinin torunlarinda ise

mikrotia bulgusunun oldugu goriildi.
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4.3. Hastalarin Klinik Bulgular:

Hastalarin klinik bulgulari tablo 14' te verilmistir. Yiiz bulgular1 hastalarin % 44.4' inde
(n= 12) bulunmaktaydi. Hastalarin %11.1" inde (n= 3) maksiller/mandibular hipoplazi,
%14.8' inde (n=4) yarik dudak/damak, %37’ sinde fasiyal asimetri (n= 10) mevcuttu.

Hastalarin %18.5' inde (n=5) mikro/retrognati mevcuttu.

Go6z bulgular1 hastalarin %48.1' inde (n= 13) bulunmaktaydi. Hastalarin %3.7' sinde
(n=1) epibulbar dermoid, %37 sinde mikroftalmi (n=10), %7.4' sinde (n= 2) anoftalmi, %3.7'
sinde (n=1) iist gdzkapagi kolobomu vardi. Ayrica hastalarin %11.1' inde (n= 3) optik disk
kolobomu tespit edilmisti.

Kulak anomalisi hastalarin %62.9 ' unda (n= 17) bulunmaktaydi. %22.2' sinde mikrotia
(n=6), %7.4" iinde anotia (n=2), %18.5' inde aural atrezi (n=5), %7.4' iinde kulak displazisi
(n=2), %33.3' iinde preaurikular skin tag (n=9), %3.7' sinde preaurikiiler siniis/pit (n= 1)
mevcuttu. Ayrica hastalarin %18.5' inde (n=5) isitme kayb1 oldugu goriildii.

Vertebra anomalisi hastalarin  %18.5' inde (n=5) goriildii. %14.8" inde (n= 4) skolyoz,
%7.4' inde (n=2) hemivertebra, %3.7' sinde (n= 1) L ,.3 te flizyon mevcuttu.

Hastalarin %29.6' sinda konjenital kalp hastaligi bulunmaktaydi. (n= 8). Hastalarda
gozlenen kalp hastaliklar1 arasinda aort koarktasyonu (%3.7' sinde), patent duktus arteriozus
(%7.4" iinde), atrial septal defekt (%7.4' iinde), bikiispit aortik valv (%3.7' sinde), trikiispit
yetmezligiyle birlikte patent foramen ovale (%3.7' sinde) ve ventrikiiler septal defekt (%3.7'
sinde) bulunmaktaydi. Ventrikiiler septal defekti olan hastanin dekstroversiyonu da
bulunmaktaydi.

Ozafagus atrezisi hastalarda bulunan tek gastrointestinal anomali olup yalmzca bir
hastada bulunmaktaydi (%3.7)

Santral sinir sistemi anomalisi hastalarin %7.4' iinde (n= 2) bulunmaktaydi. Bir hastada
korpus kallozumda incelme, frontal ve serebellar atrofi mevcutken baska bir hastada ise sag
serebral parietal parankimde kortikal displazi alanlari, falks serebri defekti, posterior fossada
inferior vermis hipoplazisi saptanmuisti.

Hastalarin %29.6' sinda (n= 8) iirogenital anomali mevcuttu. Renal agenezi %3.7' sinde
(n=1), c¢ift tolayict sistem %7.4' iinde (n=2), bilateral VUR %3.7"' sinde (n=1), toplayici
yapilarda dilatasyon %3.7' sinde, mediiller nefrokalsinozis %3.7' sinde (n=1) mevcuttu.
Genital anomali olarak %7.4" linde inmemis testis (n=2), %3.7' sinde hidrosel (n=1)

bulunmaktaydi.
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Tablo 14. Hastalarin demografik 6zellikleri ve klinik bulgular
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Hasta 1: 4 yas 8 aylik erkek hastanin fizik muayene bulgular1 arasinda fasial asimetri ve sag
preaurikular skin tag bulunmaktaydi. Renal agenezisi olan hastada gdzlenen vertebra
anomalileri hemivertebra ve rotoskolyozdu. Bir buguk aylikken aort koarktasyonu nedeniyle
opere edilmisti. Dort yasinda yapilan Denver gelisim testinde her alanda gerilik saptanmusti.
Iki kez febril konviilziyon gecirdigi icin norolojide takip edilmekteydi, antiepileptik ilag
kullanmaktaydi. Kranial manyetik rezonans goriintiilemesi normaldi.

Hasta 2: Bir yasindaki kiz hasta 37. gestasyonel haftada C/S (sezaryan) ile 2100 gram (diistik
dogum agirlikli) dogmustu. Fizik muayenede sol gozde nodiiler korneal opasite, dar alin,
dolgun burun kemeri (gaga burun), belirgin kolumella, ince st dudak, dar damak, sol kulak
onilinde ve sol yanakta skin tag, mikroretrognati saptandi. Ekokardiyografide ise ince patent
duktus arteriozus ve patent foramen ovale tespit edildi.

Hasta 3: Otuz altinci gestasyonel haftada C/S ile 2000 gram, ikiz esi olarak dogan iki
yasinda kiz hasta yarik dudak damak nedeniyle on bes giin kiivozde kalmis. Sekiz aylikken
yarik dudak damak i¢in opere olmus. Hastanin fasiyal asimetrisi, sag goziinde mikroftalmi,
sag parietalde kemik defekti, dis kulak yolu atrezisi ve mikrotias1 mevcuttu. Sag kulaginda
orta derecede isitme kaybi olup sol kulakta isitmesi normaldi. Dis-orta-i¢ kulak bilgisayarl
tomografide sagda atrezik kulak ve dis kulak yolu, dismorfik orta kulak kemikgik yapilar
goriilmiis. Kranial manyetik rezonans gorntiilemede ise sag parietal bolgede kemik defekti,
ansefalosel, sag serebral parietal parankimde kortikal displazi alanlari, falks defekti, posterior
fossada inferior vermis hipoplazisi, kafa seklinde plagiosefali saptanmis. Noromotor gelisim
sorgulandiginda  hastanin ge¢ yiriidiigii (on sekiz aylikken yiiriime yok), diger gelisim
basamaklarinin yasiyla uyumlu oldugu dgrenildi. Ikiz esi saglikliyds.

Hasta 4: 7 yas 2 aylik kiz hastanin prenatal oykiisiinden intauterin gelisme geriligi oldugu
ogrenildi. Miadinda NSVY (normal spontan vajinal yol ile) ile 2140 gr (disik dogum
agirligl) dogan hastanin  noéromotor gelisim basamaklar1 yasiyla uyumluymus. Yiizde
asimetrisi, asagiya doniik palpebral fisiirleri, bilateral preaurikiiler skin tag, belirgin
kulaklari, retromikrognatisi ve yliksek damagi olan hastanin diger sistem muayeneleri ve fizik
muayene bulgular1 olagandi.

Hasta 5: 2 yas 3 aylik erkek hastanin sag gézde mikroftalmi, fasial asimetri, inmemis testisi
vardi. Hastanin kas tonusu degerlendirildiginde hipotonik oldugu goriildii.

Hasta 6: Yirmi sekiz yasinda erkek hastanin anne ve babasi arasinda birinci kuzen evliligi
mevcuttu. Bilateral mikrotia, her iki dis kulak yolu atrezik, sag géz kapaginda pitozis, sag

g6z yukar bakista kisithlik, ylizde asimetrisi olan hasta isitme cihazi kullaniyor. Her iki el
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liclincii ve dordiincii parmaklarinda hipertrofik tirnak distrofisi olan hastanin gelisiminde
gerilik olup okudugunu kismen anlayabiliyor. Hastanin on bes yasinda vefat eden kiz
kardesinde gorme kaybi, bilateral dis kulak yolu atrezisi, hipertrofik tirnak distrofisi, 6zafagus
atrezisi ve gelisme geriligi; dogar dogmaz vefat eden kuzeninde dis kulak yolu atrezisi;
dayisinin torunlarinda da dis kulak yolu atrezisi ve hipertrofik tirnak distrofisi oldugu
Ogrenildi.

Hasta 7: Prenatal donemde intrauterin gelisme geriligi ve maternal preeklampsi Oykiisii olan
bir yasinda erkek hasta yirmi dokuzuncu gestasyonel haftada C/S ile 1460 gram dogmus
Preterm dogum, diisilk dogum agirlig1 ve hipoglisemi nedeniyle bir ay boyunca prematiire
yogun bakim {initesinde yatis dykiisii mevcut. Dismorfik bulgulari arasinda genis alin, fasiyal
asimetri ,sag gdzde mikroftalmi, hipertelorizm, epikantus, basik burun kokii, bifid sag el bas
parmagi, sag yanakta ve sol preaurikiiler bir adet, sag preaurikiiler ii¢c adet skin tag, sol ayakta
2-3. parmaklarda kutandz sindaktili goriildii. Testisleri bilateral palpabl olan hastanin
hidroseli mevcuttu. Bas ¢evresi doksan persentilde, boyu elli persentilde ve kilosu ii¢
persentilin altinda olan hastaya ¢ekilen ekokardiyografide sekundum tip atrial septal defekt
tespit edilmistir.

Hasta 8: Prenatal ultrasonografide bdbrekte ekojenite siiphesiyle ve oligohidramnios
nedeniyle takip edilen on alt1 yasinda erkek hasta C/S ile 2100 gram dogmus (diisiik dogum
agirligl). Noromotor gelisiminde gerilik olan hastanin boy ve kilosu da yasitlarina gore
geriymis. Hastanin fizik muayene bulgular1 arasinda mikrosefali, sag kulak Oniinde pit,
bilateral mikrotia, mikroretrognati, yiilksek damak dislerde diizensizlik, yele boyun, pektus
ekskavatus, elde iiglincii parmakta klinodaktili, kuru cilt, ayak ikinci ve tiglincii parmak {ist
iiste binmis, skolyoz bulunmaktaydi. Isitme her iki kulakta normaldi. Bilateral vezikoiireteral
refliisli olan hastanin sag bobrekte cift toplayici sistemi bulunmaktaydi. Hipotiroidi nedeniyle
takipli olan hastaya ¢ekilen ekokardiyografide bikiispit aortik valv, birinci derece aort
yetmezligi, hafif diizeyde valvuler pulmoner stenoz saptandi.

Hasta 9: Bir yasinda erkek hastanin natal dykiisiinden miadinda, C/S ile 3690 gram olarak
dogdugu ogrenildi. Sag dis kulak yolu atrezisi ve mikrotiasi olan hastanin sag kulaginda
iletim tipi isitme kaybi bulunmaktaydi. Diger fizik muayene bulgular1 arasinda dolgun burun
kemeri, hafif pes ekinovarus ve testiste hiperpigmentasyonu bulunan hastaya bir aylikken
¢ekilen batin ultrasonografisinde toplayici yapilarin hafif dilate oldugu goriildii. Ancak bir
yasinda ¢ekilen batin ultrasonografisinde toplayici yapilarin normal oldugu goriildii.

Hasta 10: In vitro fertilizasyon ydntemiyle diinyaya gelen bes yasinda erkek hasta prenatal

donemde bobrekte kist ve bilateral pelviektazi nedeniyle takip edilmis. Otuz yedinci
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gestasyonel haftada C/S ile 2750 gram dogmus. Fizik muayene bulgular1 arasinda sag gozde
pitoz, sag preaurikiiler skin tag, iki adet sakral dimple, sag inmemis testis ve sag inguinal
hernisi bulunan hastanin renal ultrasonografisinde sag bobrekte milimetrik kortikal kist
saptandi.

Hasta 11: Anne ve babasi arasinda birinci derece kuzen evliligi olan bes yasinda erkek hasta
miadinda NSVY ile 3500 gram dogmus. NoOromotor gelisim basamaklarinda gerilik olan
hastanin bilateral anoftalmisi, kepge kulaklari, bilateral elde besinci parmakta klinodaktilisi
mevcuttu. Kranial manyetik rezonans goriintiilemede her iki goéz kiiresinin yerinde kistik
olusumlar, her iki optik sinirde ileri hipoplazi izlendi.

Hasta 12: Prenatal donemde maternal sigara kullanim Oykii olan dokuz aylik kiz hasta
kirkinct gestasyonel haftada NSVY ile 3600 gram dogmus. Atrezik sol dis kulak yolu,
disgenetik kulak kepgesi, basik burun kokii, hafif hipertelorizmi olan hastanin transfontanel
ultrasonografisinde sag lateral ventrikiil govde yerlesimli koroid pleksus icerisinde 3
milimetrelik rastlantisal kistik lezyon ve ekokardiyografisinde patent foramen ovale
saptanmigtir.

Hasta 13: Anne babasi teyze ¢ocuklar1 olan on aylik kiz hasta miadinda C/S ile 4495 gram
dogmus. Sag gbozde mikroftalmi, optik disk ve koroidal kolobom, epikantus, basik burun
kokii, ayakta ikinci ve lg¢iincii parmakta st iiste binme saptanan hastanin amcasinda sag
gozde konjenital katarakt 6ykiisii mevcut.

Hasta 14: Anne ve babasi ayni kdyden (Kdyiin 300 haneli oldugu belirtildi) olan ii¢ yasinda
kiz hasta miadinda NSVY ile 2000 gram (diisiik dogum agirlig1) dogmus. Mikrosefali, sag
gozde mikroftalmi, yiizde hafif asimetri, mikrognati, genis belirgin filtrumu olan hasta
konjenital hipotiroidi nedeniyle takip edilmis. Oykiisiinde kapanmus atrial septal defekti olan
hastanin ¢ekilen kemik surveyde uzun kemiklerde ekstremite proksimallerinde mindr kisa
goriiniim saptanmis. Orbitanin manyetik rezonans goriintiilemesinde sag gozde mikroftalmi,
sag optik sinirde atrofi oldugu goriilmiis.

Hasta 15: Fasial asimetri, mikroftalmi, preaurikular skin tag, dis kulak yolu atrezisi, mikrotia,
pes ekinovarusu olan dort yasinda erkek hastanin g6z muayenesinde sol optik disk kolobomu
saptanmis. Ayrica ekokardiyografide patent foramen ovale ve figiincli derece trikiispit
yetmezligi goriilmiistiir.

Hasta 16: Prenatal donemde maternal gestasyonel diyabetes mellitus ve polihidramnios
Oykiisii olan {i¢ yasinda erkek hasta otuz sekizinci gestasyonel haftada C/S ile 2850 gram
dogmus. Hastanin fizik muayenesinde genis ve belirgin alin, mikroftalmi, konjenital katarakt,

hipotelorizm, basik burun kokii, gaga burun, yukar1 doniik burun delikleri, mikrognati, diisiik
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kulak, kiiciik agiz mevcuttu. Kemik survey lordoz artisi disinda normaldi. G6z muayenesi
sagda total katarakt, solda kuneiform katarakt, bilateral mikroftalmi saptanan hastanin
galaktozemi agisindan bakilan metabolik testleri normaldi. On yedi aylikken yapilan gelisim
testinde dil gelisiminde gerilik tespit edilmisti.

Hasta 17: Otuz besinci gestasyonel haftada C/S ile 1870 gram, ikiz esi olarak dogan ii¢
yasinda erkek hasta postnatal donemde prematiirite nedeniyle kiivozde kalmis. Hastanin fizik
muayenesinde sol gozde mikroftalmi, basik burun kokii, yukari doniik burun delikleri
mevcuttu. Orbita manyetik rezonans goriintiillemesinde  sol bulbus okulinin normal
morfolojide olmadigi goériilmiis, TORCH paneli ise negatif olarak sonu¢lanmis. Kranial
manyetik rezonans goriintillemede her iki serebral hemisferde periventrikiiler alanda ve
sentrum semiovale diizeyinde T2 agirlikli sinyal artisi goriilmiis ve myelizan siirecin
degerlendirilmesi icin motor mental gelisimle degerlendirilmesi Onerilmis.  Hastanin
dykiisiinden ndromotor gelisim basamaklarinin yasiyla uyumlu oldugu dgrenildi. ikiz esinde
benzer bulgulara rastlanmamustur.

Hasta 18: Anne ve babasi ikinci kuzen olan iki yasinda kiz hastaya prenatal donemde
yapilan ii¢lii tarama testinde risk artig1 saptanmasi lizerine amniyosentez yapilmis. Amniyon
stvisindan yapilan karyotip analizi normal sonuglanan hasta ayrica prenatal donemde
polihidramnios nedeniyle de takip edilmis. Natal Oykiisiinden miadinda C/S ile 3300 gr
dogdugu 6grenilen hasta postnatal yirminci giinde koanal atrezi nedeniyle opere edilmis. Fizik
muayenesinde makrosefali, frontal bossing, bilateral anoftalmi, ¢okiik goz kiireleri, belirgin
burun koki, diisiik kulak, yiiksek damak, umblikal herni, ekstremitelerde tonus artis1, bilateral
pes ekinovarus saptanan hastanin her iki kulaginda orta derece iletim komponentli isitme
kaybr bulunmaktaydi. Ekokardiyografide patent foramen ovale saptanan hastanin kranial
manyetik rezonans goriintiilemesinde koanal atrezi, siddetli hipoplazik goz kiiresi, optik sinir
normalden ince, korpus kallosum ince oldugu goriilmiis. Takipleri sirasinda yeniden ¢ekilen
kranial manyetik rezonans goriintiilemesinde ise ince korpus kallosuma ek olarak serebellar
atrofiye bagli posterior fossada subaraknoid mesafe ve dordiincii ventrikiilde genisleme,
frontal bolgede atrofi saptanmis. Direncli epilepsi, biiyiime gelisme geriligi ve ndromotor
retardasyon nedeniyle hasta takip ediliyor.

Hasta 19: Yirmi sekizinci gestasyonel haftada, antenatal bir doz steroid alarak, sekiz saat
erken membran riiptiirii ile C/S ile 1067 gram dogan {i¢ yasinda erkek hasta dogum sonrasi
entiibe olarak prematiire yogun bakimda izlenmis. Fizik muayene bulgular1 arasinda
trigonosefali, metopik ridge, dar alin, bilateral epikantus, sag aurikula agenezisi, sag inguinal

herni, umblikal herni, ayaklarda bilateral ikinci ve dordiincii parmakta st {iste binme
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saptand1. Isitme testinde sag kulakta isitme kayb1 saptandi, sol kulakta ise isitme normaldi.
Temporal kemik bilgisayarli tomografisinde bilateral vestibiil ve semisirkiiler asimiilasyon,
bilateral sagda daha belirgin dis kulak yolunda stonik goriiniim tespit edilen hastanin
ekokardiyografisinde ince patent duktus arteriozus mevcuttu.

Hasta 20: Alt1 yasinda erkek hastanin natal Oykiisiinden miadinda 2300 gr, NSVY ile
dogdugu 6grenildi. Fizik muayenesinde sol hemifasiyal mikrozomi, sol preaurikiiler skin tag,
solda diisiik kulak, sol agiz kenarinda skar (skin tag eksize edilmis), kisa boyun, sol el bas
parmak hipoplazik, sakral dimple oldugu goriildii. Néromotor gelisim basamaklarinda gerilik
gbézlenmeyen hastanin gegirdigi operasyonlar arasinda yarik dudak onarimi ve sol yanakta
skin tag eksizyonu bulunmaktaydi, ayrica hastada anal stenoz Oykiisii de mevcuttu.
Ekokardiyografisinde ventriikiiler septal defekt ve dekstroversiyonu oldugu goriilen hastanin
ventrikiiler septal defekti ileriki donemlerde kapanmis. Transfontanel ultrasonografisinde
iiclincli ve lateral ventrikiilde minimal genisleme, sag lateral ventrikiilde milimetrik capl
birkag adet koroid pleksus kisti saptanan hastanin torakal manyetik rezonans
goriintiilemesinde serviko-torakal skolyoz, servikotorakal bileske diizeyinde {ist torakal
diizeyde vertebra morfolojisinde hemivertebra ve kama vertebra benzeri patoloji goriilmiis.
Karsilagtirmali ¢ekilen el grafisinde sag el kemikleri normal iken sol elde saptanan bulgular su
sekildeydi: Bag parmak hipoplazik ve elin radyal tarafindan bir ek seklinde ele baglantilidir.
Birinci metakarp rudimenter olup karpal kemikler ile iliskisizdir. Birinci ve ikinci falankslar
hipoplaziktir.

Hasta 21: Miadinda 2800 gr C/S ile dogan sekiz yasinda erkek hastada postnatal yirmi ikinci
giinde yarik damak oldugu farkedilmis. Fizik muayenesinde sol hemifasiyal mikrozomi ve sol
anotia saptanan hastanin bilateral isitmesi normal oldugu saptanmis. Bir yasindayken
sekonder inkomplet yarik damak onarimi gegirmis, dort yasinda gegirdigi damak fistiili
operasyonu sonrasinda konusmaya baslamis. Miyop nedeniyle gozliik kullanan hastanin sol
gbziinde ambliyopi mevcut. Okul basarisi 1yi, uzak akrabalarindan birinde sol mikrotia ve sol
hemifasiyal mikrozomi oldugu 6grenildi.

Hasta 22: Miadinda C/S ile 3700 gram dogan 2 yasinda erkek hastanin sag goziinde
mikroftalmi, genis burun yapisi, dolgun burun ucu, basik burun kokii, prognatizm, uzun
filtrum, ince iist dudagi mevcuttu. Isitme testi normal olan hastanin TORCH paneli negatifti.
Eslik eden i¢ organ anomalisi bulunmayan hastanin gelisim basamaklar1 yasiyla uyumluydu.
Hasta 23: Miadinda C/S ile 3200 gram dogan ii¢ yasinda erkek hastanin fizik muayenesinde
sol mikroftalmi, dil altinda frenulum, konjenital penil kurvatiir, hipospadias;

ekokardiyografisinde ise patent foramen ovale saptandi. Orbitanin manyetik rezonans
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goriintiilemesinde bilateral bulbus kiigiik, lens dismorfik, solda posteriora uzanan lineer
hipointens bant, her iki optik sinirde incelme tespit edildi. G6z muayenesinde aksiyal uzunluk
sagda 16,30 mm, solda: 15,30 mm olarak Ol¢iildli; sol mikroftalmi ve sol primer fetal
vaskiilatiir saptand1. Biiylime geriligi, kilo alim azlig1 nedeniyle gastroenteroloji boliimiince
takip ediliyor. Noromotor gelisim basamaklar1 yasiyla uyumlu.

Hasta 24: Anne ve babasi arasinda birinci dereceden akrabalik bulunan dort aylik erkek
hastanin dogumu otuz ikinci gestasyonel haftada gergeklesmis. Postnatal kirk sekizinci saatte
dissemine intravaskiiler koagiilasyon, hipotoni ve prematiirite nedeniyle entiibe edilmis. Fizik
muayenesinde hipotonisite, bilateral mikrotia ve rolatif makrosefali tespit edilmis.
Hipotiroidisi olan hastaya ¢ekilen abdominal ultrasonografide safra kesesi duvar kalinliginda
hafif artma, her iki bobrekte mediiller nefrokalsinozisle uyumlu perimediiller ekojenite artis
tespit edilmis. Transfontal ultrasonografide her iki lateral ventrikiilde hafif dilatasyon, beyin
manyetik rezonans goriintiilemesinde ise her iki serebral hemisfer beyaz cevherde yas ile
uyumlu difiiz hipomyelinizan alanlar goriildii. Ekokardiyografisinde patent foramen ovale
saptanan hastaya  pompe hastaligit ve sfingolipidoz Ontanisiyla metabolik tetkikler
yapilmaktadir. Isitme testi normal olan hastaya yapilan géz muayenesinde alt retinada difiiz
hemoraji disinda (dogum travmasina bagli olabilecegi diisliniilmiis) anormallik saptanmamis.
Hasta 25: Anne ve babasi birinci kuzen olan yirmi bir yasinda kiz hastanin Gykiisiinden
miadinda NSVY ile diisik dogum agirlikli dogdugu oOgrenildi. Fizik muayenede ylizde
asimetri, sol mandibulasa hipoplazi, belirgin burun, sag kulakta displastik goriiniim, sag
preaurikiiler skin tag (iki adet), skolyoz, kubitus valgus saptandi. Uriner sistemde cift
toplayict kanal anomalisi olan hastanin septum deviasyonu ve nazal polip nedeniyle
operasyon Oykiisii mevcuttu. Gelisim basamaklarinin yasiyla uyumlu oldugu 6grenildi.

Hasta 26: Prenatal donemde polihidramnios Oykiisii olan alt1 yasinda erkek hasta miadinda
NSVY ile 3750 gram dogmus. Postnatal iiclincii giinde 6zafagus atrezisi nedeniyle opere
olmus. Bir aylikken diafragma evantrasyonu nedeni ile diyafragma plikasyonu uygulanmis.
Bes yasindayken sol kulak oniinde {ist ve alt olmak tiizere iki adet polipoid kitle, sag yanakta
icerisinde sert silindrik olusum mevcut olan polipoid kitle eksizyonu yapilmis. Fizik
muayenesinde yiizde asimetri, sag preaurikiiler skin tag, bifid uvula, bilateral abdusens
paralizisi, omuz asimetrisi (sag omuz sola gore yukarda) mevcut. Biiyiime geriligi ve kilo
alim azlig1 nedeniyle gastroenteroloji boliimii tarafindan takip ediliyor. Lumbosakral vertebra
grafisinde ikinci ve {icilincli lumbar vertebralarda fiizyon saptanan hastanin gérme ve isitmesi

normal.
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Hasta 27: Otuz yedinci gestasyonel haftada C/S ile 2100 gram dogan (diisiik dogum agirlig1)
bes yasinda kiz hastanin bulgular1 mikrosefali, sag géz kapagi kolobomu, sag koanal atrezi,
bifid uvula, iist dudakta yarik damak operayon skari, asagi yerlesimli sag meme basi, omuz
asimetrisiydi (sag omuz sola gore asagidaydi). Hasta iist dudak sol lateralinde inkomplet
yarik dudak nedeniyle opere edilmisti. Hastanin kranial manyetik rezonans goriintiilemesi ve
vertebra grafisi normaldi. G6z muayenesinde sag iist ve alt goz kapagi medialinde kapak
kolobomu, sag gozde medialde limbal dermoid ve sag optik disk kolobomu saptanmisti.

[sitme testi normal olan hastanin gelisim basamaklar1 yastyla uyumluydu.
4.4. Hastalara uygulanan genetik testler

Hastalara uygulanan genetik testler arasinda karyotip analizi, 22ql1 FISH analizi,
CHARGE FISH analizii, CHD7 geni dizi analizii CHD7 geninde MLPA ile
delesyon/duplikasyon analizi, PAX6 geni dizi analizi, OTX2 geni dizi analizi ve OTX2
geninde MLPA ile delesyon/duplikasyon analizi bulunmaktaydi.

Kromozom analizi uygulanan biitiin hastalarda (hasta 1, 3, 4, 5, 8, 14, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 26 ve 27) sonug normal karyotiple uyumluydu. 27. hastada karyotip analizi sonucunda 46,
XX, 15 cenh+ saptanmisti.

CHARGE FISH 14. ve 27. hastaya uygulandi, delesyon saptanmadi. CHD7 geni dizi
analizi ve MLPA yo6ntemi ile delesyon/duplikasyon analizi 18, 19 ve 27. hastaya uygulandi.
Herhangi bir mutasyon veya delesyon/duplikasyon tespit edilmedi.

22q11 FISH 19 ve 20. hastaya uygulandi, delesyon saptanmadi.

PAXG6 geni tiim kodlayic1 ekzonlar i¢in dizi analizi iki hastaya (hasta 5, 18) uygulanmis
ve normal sonuclanmisti.

OTX2 geni tiim kodlayici ekzonlar ve ekzon- intron bileskeleri mutasyon analizi ve
MLPA yontemi ile delesyon/duplikasyon analizi tiim hastalara uygulandi. OTX2 geni dizi
analizinde hi¢bir hastada patojenik varyant saptanmadi. Yalnizca li¢lincii hastanin dizi analizi
sonucunda 3. intronda heterozigot ¢.97+12C>T (IVS3+12C>T) (rs28757218) degisimi
saptanmistir. Anne ve babaya yapilan analizlerde babanin da bu degisimi heterozigot olarak
tasidigr goriilmiistiir.

OTX2 geninde MLPA yontemiyle delesyon/duplikasyon analizinde higbir hastada
delesyon veya duplikasyon saptanmadi.
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5. TARTISMA

Goldenhar sendromu birinci ve ikinci faringeal arklardan koken alan kulak, agiz ve
mandibula gibi yapilarin malformasyonlarini kapsamaktadir (1). Goriilme sikliginin 1/5600-
1/20.000 dogum oldugu bildirilmistir (2).

'Goldenhar Sendromu Ontanili Olgularda Genomik Degisikliklerin Incelenmesi' isimli
aragtirmamizda Goldenhar sendromlu hastalarda goriilen klinik ve laboratuvar bulgularina
dayanarak sendromun etiyolojisinde rol oynayan faktorleri agiklayabilmeyi amagladik. Bu
amagla son on yil i¢inde Dokuz Eyliil Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dal1’ na basvuran
hastalarin dosyalar1 retrospektif olarak incelendi. Dosya taramasi sonucunda Goldenhar
sendromu klinik bulgularini karsilayan yirmi yedi hasta arastirmaya dahil edildi.

Goldenhar sendromunda gozlenen fenotipik 6zelliklerin spektrumu kulak 6niinde deri
cikintisiyla (skin tag) birlikte hafif fasiyal asimetriden, multipl konjental anomalilerle
karakterize kompleks fenotipe kadar degiskenlik gosterir. Asimetrik kulak anomalileri, igitme
kayb1, hemifasiyal mikrozomi sonucunda ylizde asimetri, orofasiyal kleft, okiiler defektler ve
vertebra anomalileri Goldenhar sendromunda goézlenebilen bulgular arasindadir. Kardiyak,
genitoiiriner ve serebral malformasyonlar da bildirilmistir. Klinik bulgular heterojen olup
hastalar birbirinden ¢ok farkli bulgularla basvurabilmektedir. Degisken ekspressiviteye baglh
olarak minimum tani kriteri igin fikir birligi olusturulamamasina ragmen tani i¢in minimum
kriterin mikrotia olarak kabul edilmesi gerektigini 6ne siiren arastirmacilar bulunmaktadir (1).
Aragtirmaya dahil olan yirmi yedi hastanin %22.2' sinde (n=6) mikrotia, %7.4' iinde (n=2)
anotia vardi. Mikrotias1 olan hastalarin ikisinde sag tarafta, {iciinde bilateral etkilenme
mevcuttu. Anotiali hastalarin ise birinde sag, digerinde sol kulak etkilenmisti. Yayimnlarda sag
kulak tutulumunun sola gére orani 3/2 olarak belirtilmistir (2). Mikrotiasi olan hastalarin
%50' sine (n=3) dis kulak yolu atrezisi eslik etmekteyken, %50' sinde izole mikrotia
bulunmaktaydi. Sag kulakta miktotias1 olan hastalarin tiimiinde (n=2), bilateral mikrotias1
olan ii¢ hastanin yalnizca birinde isitme kaybi bulunmaktaydi. Sag anotiali hastada igitme
kaybi1 saptanirken, sol anotiali hastanin isitmesi normaldi.

Bazi aragtirmacilar Goldenhar sendromunda tipik fenotipi ‘mikrotia, fasiyal asimetri ve
epibulbar dermoid/lipodermoid’ olarak tanimlamislardir (1). Ancak bizim hastalarimizin
hi¢birinde bu tii¢ fenotipik bulgu ayn1 anda tespit edilememistir.

Tasse ve ark. izole mikrotia veya preaurikiiler skin tagle birlikte hemifasiyal
mikrozomiyi minimum tani kriteri olarak kabul etmistir (24). Bu kriteri hastalarin %37' si
(n=10) karsilamaktaydi. Mikrotia ile birlikte fasiyal asimetri hastalarin %7.4" iinde (n=2)

bulunurken, preaurikiiler skin tagle birlikte hemifasiyal mikrozomi hastalarin %22.2" sinde
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(n=6) bulunmaktaydi. Hastalarin %3.7' sinde (n=1) mikrotia, preaurikiiler skin tag ve fasial
asimetri birlikte bulunmaktaydi. Bir hastada ise sol anotia ve hemifasiyal mikrozomi
saptanmist1.

Beleza-Meireles ve ark. izole hemifasyal mikrozomi ile birlikte aile hikayesinin
bulunmasi durumunun tani koydurucu olarak alinmasi gerektigini One siirmislerdir (1).
Hastalarin yalnizca %3.7' sinde (n=1) aile 6ykiisii mevcuttu. Anne ve babasi arasinda birinci
kuzen evliligi mevcut olan hastanin bulgular1 bilateral mikrotia, her iki dis kulak yolu
atrezisi, sag goz kapaginda pitozis, sag goz yukar1 bakista kisithlik, yiizde asimetri ve isitme
kaybi iken kiz kardesinde ve dayisinin oglunda dis kulak yolu atrezisi; dayisinin torunlarinda
ise mikrotia bulgusunun oldugu goriildii.

Goldenhar sendromunun etiyolojisinde sug¢lanan risk faktorleri arasinda annenin
vazoaktif ila¢ kullanmasi, ikinci trimesterde kanama, annede diabet, ¢ogul gebelik ve
yardimec1 iireme tekniklerinin kullanilmasi bulunmaktadir. Annenin birinci trimesterda
retinoik asit kullanmasi ndral krest hiicrelerinin anormal migrasyonuyla iligkili
mikrotia/anotia, mandibular hipoplazi, yarik damak ve kardiyak defektler (konotrunkal ve
aortik ark) gibi malformasyonlara neden olabilmektedir. immunsupresif bir ajan olan
mikofenolat mofetilin gebelikte kullanimi ile de benzer malformasyonlar bildirilmistir (15).
Gebelikte talidomid kullanimi ve sigara i¢imi de bildirilen risk faktorleri arasinda
bulunmaktadir (1). Calisma grubumuzdaki iki hasta (hasta 3 ve 17) ikiz esiydi. Her iki
hastanin ikiz esinde benzer bulgu veya herhangi bir dismorfik bulguya rastlanmadi. Bir
hastada IVF (in vitro fertilizasyon) gebelik oykiisii bulunmaktaydi (10 nolu hasta). Gebelik
sirasinda maternal hastalik, ila¢ kullanimi, X 1511 ve teratojen maruziyeti, sigara ve alkol
Oykiisii sorgulandiginda bir hastada (hasta 12) maternal sigara kullanimi, bir hastada ise (hasta
16) maternal gestasyonel diyabetes mellitus oykiisii oldugu 6grenildi.

Goldenhar sendromlu 239 kisi ve 854 kontrolden olusan bir epidemiyolojik ¢alismada
Goldenhar sendromlu bebeklerin dogum agirliginin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu,
gosterilmistir (17). Hastalarimizin %37" sinin (n=10) dogum agirlig1 normal aralikta iken,
%25.9' unda (n=7) diisiik dogum agirlig1 oldugu tespit edildi. Bir hastada overgrowth diginda
kalan bes hastanin dogum kilosu tibbi kayitlara gegmemisti ve aileler tarafindan
hatirlanmiyordu.

OTX2 geni on dordiincii kromozomun uzun kolunda 14q22.3 bolgesinde yer almakta ve
bes ekzondan olusmaktadir; ilk iki ekzonu kodlayici degildir. OTX2 proteini (Orthodenticle
homeobox 2) homeodomain iceren bir transkripsiyon faktorii olup On beyin ve goz

gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (50).
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Goldenhar sendromu klinik bulgularin1 tagiyan bes bireyin bulundugu ailenin
incelendigi bir calismada yapilan kopya sayisi varyasyon analizinde 14q22.3 bolgesinde
(chr14:57,141,867-58,495,517) 1.3 mega baz boyutunda duplikasyon saptandi. Duplike olan
bolgede aralarinda OTX2 geninin de oldugu sekiz adet gen bulunmaktaydi. Sekiz gen
arasindan fenotipe en ¢ok katkida bulunan geni bulabilmek i¢in kullanilan in silico analiz
teknikleriyle OTX2’ nin patolojiden sorumlu en olasi gen oldugu sonucuna varildi. Bu
ailedeki hasta bireylerin klinik bulgular1 su sekildeydi: Probandin fizik muayenesinde sag
mandibular hipoplazi, fasiyal asimetri, makrostomi, preaurikiiler skin tag, mikrotia mevcuttu.
Sag kulaginda isitme kaybi olan hastada yedi yasindayken dordiincii ventrikiil yerlesimli
medulloblastom tespit edildi. Probandin annesi, anneannesi ve kuzeninde hafif fasiyal
asimetri, unilateral cleft ve preaurikiiler skin tag vardi, kulak etkilenmemisti. OTX2 geninin
medulloblastomda onkojenik etkisi bilinmektedir. Probanda yedi yasinda medulloblastom
tanisinin - konulmast OTX2 geni duplikasyonunun bu ailedeki fenotipin sorumlusu
olabilecegini desteklemektedir (4).

Baska bir ¢alismada ise Goldenhar sendromu klinik tanili, otozomal dominant kalitimin
gozlendigi diger bir ailede saptanan 1.34 mega baz boyutundaki 14q23.1 duplikasyonunun
segregasyon gosterdigi ve bu bolgede bulunan OTX2 geninin Goldenhar sendromu i¢in iyi bir
aday gen olabilecegi sonucuna varildi. Ailedeki bireylerin fizik muayene ve klinik bulgulari
su sekildeydi: Proband aralarinda akrabalik olmayan anne ve babanin ikinci ¢ocugu olarak
diinyaya gelmisti. Postnatal donemde yapilan fizik muayenesinde asag1 doniik palpebral fisiir,
mikrognati, makrostomi, bilateral preaurikiiler pit ve tag, sol aurikiiler agenezi, sol dis kulak
kanali atrezisi, biiyiik sag kulak ve tragus yoklugu saptandi. Kemik surveyi mandibula
hipoplazisi disinda normaldi. Her iki kulakta isitme kayb1 mevcuttu. Otuz bir yasindaki fizik
muayenesinde ise bitemporal darlik, uzun yiiz, bilateral preaurikular pit (skin tag eksize
edilmis), sol anotia, mikrognati, yiiksek damak, dental malokliizyon, diisitk ve arkaya doniik
sag kulak, tragus ve antitragus arasinda yarik bulunmaktaydi. Skolyozu mevcut olan hastanin
karyotip analizi normaldi, TCOF1 ve SALLI geni molekiiler analizinde mutasyon
saptanmamisti. Babasinda preaurikiiler skin tag ve sag makrostomi mevcut olup isitmesi
normaldi. Annesi ve kardeslerinde dismorfik bulguya rastlanmadi. Amcasinda, kuzeninde ve
kuzeninin iki ¢ocugunda preaurikiiler skin taglar mevcut olmasi otozomal dominant kalitimi
disiindiirdii. Hastaya, babasi, annesi ve kardeslerine array CGH uygulandiginda hastada ve
babasinda 14923.1 duplikasyonu saptanip annesinde ve kardeslerinde saptanmamasi

segregasyonun fenotiplere uygun oldugunu gostermekteydi. Bu bolgede bulunan yedi genden
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biri olan OTX2 geninin hastada ve ailedeki diger bireylerdeki fenotipten sorumlu oldugu
diistintilmustiir (5).

Gelisme geriligi ve multipl konjenital anomalileri nedeniyle brankiootorenal sendrom
(BOR) veya Goldenhar sendromu 6n tanisi diisiiniilen yirmi alt1 aylik erkek hastada 14q22.3-
g23.3 bolgesinde 11.79 Mb boyutunda duplikasyon, 13q21.31-q21.32 bolgesinde 4.38 Mb
boyutunda kayip saptandi. Hastanin mental retardasyon, kisa boy, hipernazal konusma, uzun
alin gibi bulgular1 olan babasinda da ayni genomik degisiklikler saptandi. 14922.3-9q23.3
bolgesi SIX1, SIX6 ve OTX2 genlerinin de aralarinda bulundugu elli bir adet gen
icermektedir. 14q21.3-q24.3 bolgesindeki degisimler Brankiootik sendrom (BOS) dan
sorumlu tutularak  brankiootik sendrom tip 3 (BOS3) olarak adlandirilmistir. SIX1
mutasyonlart BOR/BOS3  sendromlu  hastalarda bildirilmistir. SIX1, SIX6 veya
OTX2 genlerinin artmis dozajinin  bu ailedeki BOR ve Goldenhar sendromu benzeri
bulgulardan sorumlu olabilecegi diistintilmektedir. Hastanin Goldenhar sendromuyla uyumlu
bulgular: arasinda kulak oniinde ve yanakta multipl skin tag, sag yanakta pit, lakrimal kanal
stenozu, antiheliks ve kulak lobunda anormallik, belirgin maksilla, mandibula hipoplazisi,
makrostomi, tortikollis bulunmaktaydi. G6z muayenesinde sagda optik sinir hipoplazisi
saptanan hastanin batin ultrasonografisinde bobreklerinin kiigiik oldugu goriilmiistii (39).

Goldenhar sendromu on tanili hastalarda OTX2 geninin etiyolojiden sorumlu gen
olabilecegine dair kanitlar one siiriilmiistiir (27,38,39). Literatiirdeki bu kanitlar1 géz oniinde
bulunduruldugunda Goldenhar sendromu Ontanili olgulara OTX2 geni tam gen sekansinin
rutin olarak yapilmasi uygun goriilmiistiir. Dokuz Eyliil Genetik Tan1 Merkezi’ne bagvuran
yirmi yedi hastaya OTX2 geni tiim kodlayici ekzonlar ve ekzon- intron bileskeleri mutasyon
analizi ve MLPA yontemi ile delesyon/duplikasyon analizinin uygulandig1 dosya analizinde
ortaya konmustur ancak bu testlerin sonucunda hi¢cbir mutasyon veya delesyon/duplikasyon
saptanmadigi  farkedilmistir. Hastalarimizim higbirinde OTX2 geninde mutasyon
bulamamamizin bir nedeni Ontanida yanilmis olmamiz olabilir. Goldenhar sendromunda
tanimlanan klinik bulgular heterojen olup fenotipik 6zelliklerin spektrumu g¢ok genistir.
Ayrica hastalar arasinda ekspressivite degisken oldugu i¢in minimum tani kriteri igin fikir
birligi bulunmamaktadir (1). Bu nedenle hastalarimizin 6n tanisin1 yeniden gézden gegirerek
birinci ve ikinci faringeal arklardan koken alan yapilarin anormallikleriyle seyreden diger
sendromlar1 da gbz Oniine almamiz gerekebilir. Bu sendromlar arasinda Treacher Collins
sendromu, Townes-Brocks sendromu, Brankio-oto-renal sendrom, Aurikulokondilar

sendrom, Nager sendromu, Miller sendromu gibi sendromlar bulunmaktadir (77).
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Hastalarimizda OTX2 geninde mutasyon saptayamamamizin bir diger nedeni ise
Goldenhar sendromunun etiyolojisinin  tipki klinik bulgular gibi heterojen olmasindan
kaynaklanabilir. 5p15 delesyonu, WNTS5B genini igeren 12p13.33 delesyonu, 14q23.1
mikroduplikasyonu, 22q anomalileri, 15026.2-q26.3 bélgesiyle ilgili yeniden diizenlemeler
gibi ¢esitli kromozomal ve genomik degisimler Goldenhar sendromunda suglanmistir. Ailesel
olgularda genellikle Mendelian kalitim diigiiniilmesine ragmen sporadik olgularin etiyolojisini
poligenik veya multifaktoriyel nedenlere dayandiran goriisler de mevcuttur.  Annede
gestasyonel diabet, vazoaktif ila¢ kullanimi, sigara i¢imi, ¢ogul gebelik ve intrauterin kan
akisinda yetersizlik gibi etkenler suglanan g¢evresel faktorler arasindadir. Sporadik olgularun
siklikla goriilmesi ve monozigotik ikizlerde bildirilen diskordans da Mendelian kalitimin
disindaki faktorlerin etkisini 6n plana ¢ikarmaktadir (1). Tiim bunlarin yanisira bes Goldenhar
sendromlu hastada olas1 patojenik mekanizma olarak epigenetik kalitim One siiriilmiistiir.
Histon asetilasyonuna bagli BAPX1 geninin alelik ekspresyonunda dengesizlik goriilmiistiir
(36). Biitiin bu verilerin 1518inda Goldenhar sendromu etiyolojisinde genetik, epigenetik ve
cevresel faktorleri kapsayan heterojen etkenlerin rolii oldugunu séylemek en olasi agiklama
gibi géziikmektedir. Multifaktoriyel ve kompleks etiyolojinin bu dogumsal defektin olusumda
rol oynayan en olast model oldugunu sdyleyebiliriz (1).

OTX2 geninde interstisyel delesyon, mikrodelesyon, frameshift ve nokta mutasyonu
gibi ¢esitli genetik degisimler tanimlanmistir. Bu degisimlerin ¢ogu anoftalmi, mikroftalmi,
Leberin konjenital amarozisi veya kolobom gibi agir okiiler malformasyonlari olan hastalarda
bildirilmistir (56).

Okiiler malformasyon spektrum defekti olan ii¢ yliz otuz li¢ hastanin incelendigi bir
caligsmada sekiz ailede OTX2 geninin kodlayici bolgesinde heterozigot degisimler tanimlandi.
OTX2 mutasyonu tasiyan bireylerde fenotip bilateral anoftalmi, Leber’ in konjenital
amarozisine benzeyen retinal defekt ve pigmenter retinopati gibi farkli sekillerde ortaya
cikmaktaydi. Manyetik rezonans goriintiileme ile optik sinir, optik kiazmada ve baz1 olgularda
beyinde defektler tespit edildi. OTX2 fonksiyon kaybi1 mutasyonlarinin neden oldugu okiiler
fenotiplerin retinal anomalilerle birlikte bilateral anoftalmiden hafif mikroftalmiye kadar
genis bir yelpazeye yayilmis oldugu soOylenebilir. Norolojik fenotip spektrumunu da agir
gelisme geriligi ile normal biligsel gelisim arasinda olmak {izere oldukg¢a genistir. Heterozigot
OTX2 mutasyonlar1 olan hastalarda goriilen major fenotip agir goz defektleriyle birlikte beyin

malformasyonlaridir (50).
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Williamson ve ark. yayinladiklar1 derlemede mikroftalmi-anoftalmi-kolobom (MAC)
fenotipiyle iligkili patojenitesi onaylanmis genler olarak SOX2, OTX2, PAX6, STRAG6,
ALDHI1A3, RARB, VSX2,RAX ve FOXE3 genlerini bildirilmistir (65).

Anoftalmi/mikroftalmisi olan elli iki birey OTX2 mutasyonu varligi agisindan
arastirildiginda dort ailede (%8) hastaliga neden olan varyant tespit edildi. Ug tanesi de novo,
bir tanesi etkilenmis ebeveynden kalitilmisti. Mutasyon saptanan hastalarin biri dokuz
aylikken hipopitiiitarizm tanis1 almisti. Diger bir hastada ise kranial manyetik rezonans
goriintiilemede bilateral mikroftalmiye ve hipoplastik optik sinire ek olarak 6n hipofizin
kiiciik oldugu ve arka hipofiz bezinin olmadig1 goriildii. Calisilan hastalarin ve literatiirdeki
diger olgularin fenotipik oOzellikleri analiz edildiginde hipofiz anomalilerinin varlig1 ile
genitoiiriner- gastrointestinal manifestasyonlarin yoklugunun SOX2 anoftalmi sendromundan
ayriminda onemli olabilecegi gibi bir sonuca ulasilmigtir. Ayrica hipofiz anomalilerinin,
OTX2' nin homeodomain ve SGQFTP motifinden sonra ikinci yarisinda meydana gelen

mutasyonlarla kuvvetli iligki i¢inde olabilecegi one siirtilmiistiir (58).

Sag gozde mikroftalmi, retinal vaskiilarizasyon yoklugu, vitreal noktalanma ve optik
sinir hipoplazisi, sol gozde hafif makiiler distrofi olan bir ¢ocukta OTX2 dizi analizi ile
heterozigot c.402del mutasyonu bulundu. Ektopik posterior hipofiz bezi disinda orta hat

beyin yapilar1 ve serebral parankim normaldi (61).

Anoftalmi/mikroftalmili yirmi sekiz hastanin exom dizilemesinde 5 hastada mutasyon
saptandi. Bu mutasyonlar OTX2, RARB, GDF6 ve STRAG6 genlerindeydi. OTX2 geninde de
novo mutasyon saptanan hastanin bulgular1 arasinda bilateral anoftalmi, biliylime geriligi,
mental retardasyon ve otizm bulunmaktaydi (63).

Anoftalmi veya agir mikroftalmisi olan elli bir bireyde SOX2, OTX2, PAX6 (paired
domain), STRA6, BMP4, SMOCI1, FOXE3, and RAX genlerinin kodlayici bolgelerinin dizi
analizi ve array bazli kopya sayis1 degerlendirmesi uygulandi. 15 hastada mutasyon saptandi,
bunlarin besi OTX2 (5/51) genindeydi. Bilateral anoftalmili on iki olgunun dokuzunda (75%)
genomik degisim saptandi. Bu degisimlerin ikisini OTX2 genlerini kapsayan biiyiik
delesyonlar olusturmaktaydi (66).

Izole veya sendromik anoftalmi/mikroftalmisi olan yiiz elli hastadan olusan kohortta
anoftalmi/mikroftalmi genleriden GDF6, FOXE3, OTX2, PAX6, RAX, SOX2 ve VSX2
mutasyonlarinin dizi analizi ile arastirildigi bir ¢alismada ii¢ hastada OTX2 geninde olmak

lizere yirmi bes hastada nokta mutasyonu saptandi. Ayrica sekiz olguda gen delesyonu
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semikantitatif multipleks PCR ile saptandi. iki olguda delesyon OTX2 geninde, kalan alt1
olguda ise diger genlerdeydi (68).

Hastalarimizin % 22.2' sini (n=6) on planda anoftalmi/mikroftalmi bulgusu olup,
Goldenhar sendromunun komponenti olan diger kulak ve yiiz bulgularimin goriillmedigi
hastalar olusturmaktaydi. Bu hastalarin bulgular1 tablo 15' te Ozetlenmistir. Literatiirde
anoftalmi/mikroftalmili hastalarda OTX2 geni mutasyonu saptanan pek ¢ok yayin bulunmasi
nedeniyle bu hastalara OTX2 geni dizi analizi ve MLPA yontemi ile delesyon/duplikasyon
analizi uygulanmis ancak herhangi bir mutasyon veya delesyon/duplikasyon saptanmamustir.
OTX2 mutasyonlarina sahip hastalarda hipofiz anomalilerinin sik goriildigii bildirilmistir.
Anoftalmi/mikroftalmisi olan elli iki birey OTX2 mutasyonu varlig1 acisindan arastirildiginda
dort ailede hastaliga neden olan varyant tespit edildi. Mutasyon saptanan hastalarin biri dokuz
aylikken hipopitiiitarizm tanis1 almisti. Diger bir hastada ise kranial manyetik rezonans
goriintiilemede bilateral mikroftalmiye ve hipoplastik optik sinire ek olarak ©6n hipofizin
kiigiik oldugu ve arka hipofiz bezinin olmadig1 goriildii. Calisilan hastalarin ve literatiirdeki
diger olgularin fenotipik oOzellikleri analiz edildiginde hipofiz anomalilerinin varligi ile
genitoliriner- gastrointestinal manifestasyonlarin yoklugunun SOX2 anoftalmi sendromundan
ayriminda Onemli olabilecegi gibi bir sonuca ulagilmistir (58). Calismamizdaki
anoftalmi/mikroftalmili hastalarin hi¢birinde hipofiz anomalisi bulunmamasi OTX2 geninin
etiyolojiden sorumlu olma ihtimalini azaltan bir etken olarak goriilebilir.
Anoftalmi/mikroftalmili hastalarda OTX2 geni disinda SOX2, PAX6, STRA6, GDF6,
ALDHIA3, RARB, VSX2 gibi pek ¢ok gende mutasyon bildirilmistir (65). OTX2 geninde
mutasyon saptayamadigimiz anoftalmi/mikroftalmili hastalarda diger genlerin incelenmesi bir
sonraki asamada uygun olacaktir.

Tablo 15. Anoftalmi/mikroftalmi bulgusu olan hastalar

Hasta no Anoftalmi/mikroftalmi Diger bulgular

Hasta 11 Bilateral anoftalmi Kepge kulak

Hasta 13 Sag gozde mikroftalmi Optik disk ve koroidal kolobom

Hasta 16 Bilateral mikroftalmi Sag gozde total katarakt, sol gozde

kuneiform katarakt, mikrognati

Hasta 18 Bilateral anoftalmi Koanal atrezi, her iki kulakta igitme
kaybi, ince korpus kallosum, serebellar

ve frontal atrofi

Hasta 22 Sag mikroftalmi

Hasta 23 Sol mikroftalmi Persistan fetal vaskiilatiir
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CHARGE sendromunda unilateral veya bilateral iris, retina- koroid kolobomu;
mikroftalmi, unilateral veya bilateral koanal atrezi, kranial sinir disfonksiyonu, anormal
kulaklar, erkeklerde kriptorsidizm, hem erkek hem kadinda hipogonadotrofik hipogonadizm,
gelisme geriligi, kardiyovaskiiler malformasyon ve biiyiime geriligi goriilebilmektedir. Bazi
kisilerde orofasiyal kleft ve trakedzafageal fistiil de gozlenmektedir. Hastalarin %65-70 inde
CHD7 geninde heterozigot patojenik varyant sorumludur (15). Hastalarimizin %14.8' inde
(n=4) CHARGE sendromu 6n tanida ilk asamada diistiniilmiistiir. (hasta 14, 18, 19, 27)

On dort nolu hastada mikrosefali, sag gozde mikroftalmi, yiizde hafif asimetri,
mikrognati gibi dismorfik bulgular1 nedeniyle CHARGE sendromu 6n tanisi diistiniilmiistiir.
Konjenital hipotiroidisi ve kapanmis atrial septal defekt oykiisii de CHARGE sendromuyla
ortiismektedir. Ancak 8q12.1 mikrodelesyonuna yonelik bakilan FISH analizinde delesyon
saptanmamigtir. CHD7 geni mutasyon analizi ¢alisilmasi bu hastaya yonelik planlarimiz

arasinda bulunmaktadir.

Koanal atrezi, bilateral anoftalmi, diisiik kulak bulgular1 olan 18 nolu hastanin her iki
kulaginda orta derece iletim komponentli isitme kaybi1 bulunmaktaydi. Ekokardiyografide
patent foramen ovale saptanmisti, biliyiime gelisme geriligi ve ndromotor retardasyonu
mevcuttu. Bu bulgularla hastada CHARGE sendromu 6n tanis1 disiiniilmiis, CHD7 geni dizi
analizi ve MLPA yontemi ile delesyon/duplikasyon analizi uygulanmisti. Ancak bu testlerin

sonucunda hastada mutasyon veya delesyon tespit edilememistir.

On dokuz nolu hastanin sag aurikula agenezisi, sag kulakta isitme kaybir mevcuttu.
Temporal kemik bilgisayarli tomografisinde bilateral vestibiil ve semisirkiiler asimiilasyon,
bilateral sagda daha belirgin dis kulak yolunda stonik goriiniim tespit edilen hastanin
ekokardiyografisinde ince patent duktus arteriozus mevcuttu. Bu bulgularla hastada CHARGE
on tanist disiiniilerek CHD7 geni dizi analizi ve MLPA yontemi ile delesyon/duplikasyon

analizi uygulandi ancak herhangi bir mutasyon veya delesyon saptanmadi.

Yirmi yedi nolu hastada goriilen mikrosefali, sag koanal atrezi, sag iist ve alt g6z kapagi
medialinde kapak kolobomu, sag optik disk kolobomu, bifid uvula, yarik dudak bulgular
CHARGE sendromuyla uyumluydu. Hastaya hem CHARGE FISH hem de CHD7 geni dizi
analizi ve  MLPA yontemi ile delesyon/duplikasyon analizi uygulandi ancak hastada

CHARGE sendromuna neden olabilecek bir degisim saptanmadi.
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22011.2 delesyon sendromu yirmi ikinci kromozomun uzun kolundaki hemizgot ii¢
megabaz boyutundaki mikrodelesyondan kaynaklanip, en sik goriilen mikrodelesyon
sendromlarindan biridir. Siklig1 1/2000-4000 canli dogum olarak bildirilmistir. Konotrunkal
kalp anomalileri, hipoplastik/aplastik timus, hipokalsemi, palatal defektler, immun yetmezlik,
skolyoz, genitoliriner anomaliler, davranigsal ve gelisimsel problemler, 6grenme giicliigii
goriilebilmektedir. Tanimlanan dismorfik bulgular arasinda okiiler hipertelorizm, agagi doniik
palpebral fisiirler, ptozis, bulbdéz burun ucu, burun kanatlarinda hipoplazi, mikrognati,

mikrotia, kulak heliksinde malformasyon, preaurikiiler tag veya pit bulunmaktadir (78).

Goldenhar sendromlu elli bir hastanin ve ailesinin incelendigi bir ¢alismada, array-CGH
uygulanan yirmi iki indeks vakanin on tanesinde 22qll lokusunda dozaj anormallikleri
goriildii. Bulunan varyantlarin lokustaki genlerin haployetmezligi yoluyla veya disardaki bir
geni pozisyon etkisi ile etkileyerek Goldenhar sendromunda patojenik rol oynayabilecegi
diistintildii. 22q11 lokusunun kraniofasial simetrinin diizenlenmesi ve birinci ve ikinci
brankial arklarin gelisiminde etkili olan dnemli genler icerebilecegi diisiintilmektedir. 22q11
sendromu bolgesinde yer alan Crkl geninin gelisen faringeal arklardaki sinyalleri
diizenleyerek kraniofasiyal dismorfizme katkida bulunabilecegi bildirilmistir. Crkl mutant
farede retinoik asit ve endotelin sinyal yolaklar1 bozulmustur. Bu iki sinyal yolag
embryogenez esnasinda brankial arklarda noral krest hiicrelerinin migrasyon ve
diferansiyasyonunda 6nemli rol oynamaktadir (40).

22011 bolgesinde mikrodelesyon varligini saptamak i¢in FISH analizi 19 ve 20.
hastaya uygulandi, ancak hastalarda delesyon saptanmadi. On dokuzuncu hastada sag
aurikula agenezisi, sag kulaginda isitme kaybi, sag inguinal ve umblikal herni mevcuttu.
Temporal kemik bilgisayarli tomografisinde bilateral vestibiil ve semisirkiiler asimiilasyon,
bilateral sagda daha belirgin dis kulak yolunda stonik goriiniim tespit edilen hastanin
ekokardiyografisinde ince patent duktus arteriozus mevcuttu. Yirminci hastada ise solda
diistik kulak, yarik dudak, sol yanakta skin tag, anal stenoz Oykiisi mevcuttu.
Ekokardiyografisinde ventriikiiler septal defekt ve dekstroversiyonu oldugu goriilen hastanin
ventrikiiler septal defekti ileriki donemlerde kapanmisti. Hastanin torakal manyetik rezonans
gorlintiilemesinde serviko-torakal skolyoz, servikotorakal bileske diizeyinde iist torakal
diizeyde vertebra morfolojisinde hemivertebra ve kama vertebra benzeri patoloji goriilmiistii.

22q anomalileri Goldenhar sendromlu hastalarda siklikla bildirilmesine ragmen
hastalarimizin sadece ikisine 22ql1 FISH uygulanmasi bu c¢alismanin eksik kalan bir

boyutunu olusturmaktadir. Ancak hastalarimizin bir kismi bagka merkezlerden boliimiimiize
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yonlendirilmisti ve dosya kayitlar1 eksik tutulmustu. Yine ayni nedenlerden dolayr aslinda
biitiin hastalara ilk test olarak uygulanmasi gereken kromozom analizi de on dort hastaya
uygulanabilmisti. Bir hastaya kromozom analizi randevusu verilmesine ragmen hasta
randevuya gelmemistir.

Goz  gelisiminde rol onayan SOX2, OTX2, PAX6 gibi genlerin
anoftalmi/mikroftalminin nedeni olabilecegi One siiriilmiistiir. PAX6 geni géz ve beyin
gelisiminde 6nemli rol oynamakta olup aniridili olgularda mutasyonu tespit edilmisir. PAX6
mutasyonlar1 anoftalmi/mikroftalminin major nedeni olmamakla birlikte SOX2 geniyle
birlikte islev gosterebilecegine dair goriisler 6ne siiriilmistiir (62).

PAXG6 geni tiim kodlayici ekzonlar i¢in dizi analizi iki hastaya (hasta 5, 18) uygulanmis
ve normal sonuglanmisti. Besinci hasta sag goziinde mikroftalmi, fasiyal asimetri, hipotonisi

bulunan iki yasinda erkek hastaydi. On sekizinci hastanin ise bilateral anoftalmisi mevcuttu.

Goldenhar sendromu ayirict tanisinda  diigiiniilmesi  gereken  Townes-Brocks
sendromunda imperfore aniis, displastik kulaklar ve bagparmakta malformasyonlar
(trifalangeal bagparmak, basparmakta duplikasyon ve nadiren hipoplazi) goriilebilmektedir.
Bobrek yetmezligi, bobrekte yapisal anomali, konjenital kalp hastaligi, ayak anomalisi ve
genitoiiriner malformasyonlar da saptanabilen diger bulgular arasindadir. Goldenhar
sendromlu hastalarin ¢ogunda basparmak ve/veya anal malformasyonlar goriilmemekle
birlikte  kulak, renal ve kardiyak bulgular Townes-Brocks sendromunda goriilenlerle
ortismektedir. SALL1 genindeki heterozigot patojenik varyant hastaligin nedenidir (15).
Yirminci hastanin fizik muayenesinde sol hemifasiyal mikrozomi, sol preaurikiiler skin tag,
solda diisiik kulak, sol agiz kenarinda skar (skin tag eksize edilmis), kisa boyun, sol el bas
parmak hipoplazisi, sakral dimple mevcuttu. Noromotor gelisim basamaklarinda gerilik
gbézlenmeyen hastanin gegirdigi operasyonlar arasinda yarik dudak onarimi ve sol yanakta
skin tag eksizyonu bulunmaktaydi, ayrica hastada anal stenoz Oykiisi de mevcuttu.
Ekokardiyografisinde ventriikiiler septal defekt ve dekstroversiyonu oldugu goriilen hastanin
ventrikiiler septal defekti ileriki donemlerde kapanmisti. Transfontanel ultrasonografisinde
iiclincli ve lateral ventrikiilde minimal genisleme, sag lateral ventrikiilde milimetrik ¢apl
birka¢ adet koroid pleksus kisti saptanan hastanin torakal manyetik rezonans
goriintiilemesinde serviko-torakal skolyoz, servikotorakal bileske diizeyinde {ist torakal
diizeyde vertebra morfolojisinde hemivertebra ve kama vertebra benzeri patoloji goriilmiistii.
Karsilastirmali ¢ekilen el grafisinde sag el kemikleri normal iken sol elde saptanan bulgular su

sekildeydi: Bas parmak hipoplazik ve elin radyal tarafindan bir ek seklinde ele baglantilidir.
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Birinci metakarp rudimenter olup karpal kemikler ile iliskisizdir. Birinci ve ikinci falankslari
hipoplaziktir. Hastanin bas parmak hipoplazisi, preaurikiiler skin tag, anal stenoz, ventrikiiler
septal  defekt gibi  bulgularn  Townes Brocks sendromuyla  Ortiistiigiinden

SALLI1 geni molekiiler analizi bir sonraki agsamada planlanabilir.

Iki hasta (hasta 3 ve 17) ikiz esiydi. Her iki hastanin ikiz esinde benzer bulgu veya
herhangi bir dismorfik bulguya rastlanmadi. Ugiincii hastanin cinsiyeti kiz, ikiz esi ise erkekti.
Cinsiyetlerin farkli olmasi nedeniyle dizigotik ikiz olduklar1 diisliniildii, ayrica dikoryonik
olduklar1 Oykiide belirtilmisti. Hastada goriilen yarik dudak damak, fasiyal asimetri, sag
gbzde mikroftalmi, sag parietal kemik defekti, dis kulak yolu atrezisi ve mikrotia gibi
bulgularin higbiri ikiz esinde mevcut degildi. Bu durumda ikizlerde diskordans oldugu
diisiiniildii. Intrauterin ve postnatal donemde aym ortami paylasan ikizlerde bulgularin bu
kadar farkli seyretmesini ikizlerin genetik yapilarinin farkli olmasiyla aciklayabiliriz. Bu
durumda Goldenhar sendomu etiyolojisinde 6ne siiriilen ikinci trimesterde kanama, annenin
vazoaktif ila¢ kullanmasi, gestasyonel diabet gibi ¢evresel faktorler geri planda kalmakta,
genetik faktorler 6n plana c¢ikmaktadir. Literatiirde de olgumuzda oldugu gibi Goldenhar
sendromunda bildirilen biitiin dizigotik ikizlerde diskordans mevcuttur, dizigotik ikizlerde

konkordans bildirilmemistir (79).

On yedinci hasta ve ikiz esinin cinsiyetleri erkekti. Anneleri dogum sonrasinda vefat
eden ikizlerin Oykiisii halalarindan alindi. Hem ayni cinsiyette olmalar1 hem de alinan
Oykiiniin yetersizligi nedeniyle monozigotik-dizigotik ayrimi1  yapilamadi. Monozigotik-
dizigotik ikizligin kesin olarak tespit edilmesi i¢in ikizlerin kan 6rnekleri alinarak DNA elde
edilmesinin ardindan kimerizm c¢alisilmas1 uygun olacaktir. Hastada saptanan sol gozde
mikroftalmi, basik burun kokii, yukari1 doniik burun delikleri gibi bulgular ikiz esinde
goriilmemisti. S6zii edilen bulgular igin ikizler diskordans gostermekteydi. Ikizlerin dizigotik
olduklarimi disiintirsek diskordant olmalar1 bekledigimiz ve literatiirle uyumlu olan bir
bulgudur (79). Ikizlerin monozigotik olma durumunda ise genetik yapilar1 ayni olacagindan
cevresel faktdrlerin etiyolojide rol oynamasi daha olasi bir durumdur. Intrauterin ve postnatal
donemde ayn1 ortami paylasan ikizlerde farklilik gosterebilecek tek cevresel faktor plasental
kan akimidir. Monozigotik ikizler ¢cogunlukla tek bir plasentayr paylastiklart i¢in intrauterin
vaskiiler yetmezlik sik goriilmektedir. Bu durum genetik yapilari ayni olan bireylerde farkli
klinik bulgularin goriilme nedenini agiklamaktadir (80). Goldenhar sendromunda en g¢ok
desteklenen hipotezlerden biri intrauterin vaskiiler yetmezlik hipotezidir (18). Dordiincii

gestasyonel haftada blastogenez asamasinda gelisen vaskiiler yetmezligin Goldenhar
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sendromuna neden oldugu diisiiniilmektedir. Bu patogenetik mekanizmaya gore Goldenhar
sendromu, birinci ve ikinci brankial arklarin gelistigi bolgede azalmis kan akimi ve fokal
hemorajiyle iligkili olabilir (19). Goldenhar sendromlu monozigotik ikizlerde diskordans
bildirilen yayinlar literatiirde bulunmaktadir (81).

Ulkemizde akraba evliligi orani oldukca yiiksek olup, evliliklerin %20-25' inin akraba
evliligi oldugu bildirilmistir. Akraba evliligi yapan ailelerin ¢ocuklarinda otozomal resesif
kalitimla gegen hastaliklarin goriilme riskinin arttigi bilinmektedir (82). Hastalarimizin
pedigrileri incelendiginde %26' sinin (n=7) anne ve babasi arasinda akraba evliligi oldugu
goriildii. Bu ailelerde otozomal resesif kalittm sonucunda hastaligin ortaya ¢ikmasi
beklenmektedir. Goldenhar sendromlu pek c¢ok olguda genetik gegisin otozomal dominant
kalitimla uyumlu oldugu gosterilmesine ragmen (31); nadiren otozomal resesif kalitim
bildirilen aileler de mevcuttur (33). Anne ve babasi akraba evliligi yapmis olan yedi hastada
Goldenhar sendromu otozomal resesif gegisli olarak meydana gelmis olabilecegi gibi,
otozomal resesif kalitimin gorildiigli baska hastaliklar1 da ayirici tanida diisiinmek
gerekebilir.

Goldenhar sendromlu olgularin ¢ogu sporadik olarak ortaya ¢ikmaktadir (1). Ailesel
olgularda ise genetik gecisin ¢ogunlukla otozomal dominant kalitimla uyumlu oldugu
gosterilmistir (31). Hastalarimizin %74' iiniin (n=20) anne babalar1 arasinda akrabalik mevcut
degildi ve ailede benzer bulgulari olan bireyler bulunmamaktaydi. Bu olgular literatiirle
uyumlu olarak sporadik olup de novo olarak meydana gelmis bir mutasyonun tasiyicisi
olabilirler.

Aralarinda akrabalik bulunmayan herhangi iki bireyin DNA dizileri %99.5 oraninda
benzerlik gosterir. Iki birey arasinda farkliliga neden olan kistm DNA' nin geriye kalan %0.5'
lik kismudir. Belirli bir DNA pargasinin kromozom iizerindeki lokalizasyonu lokus olarak
ifade edilir. Bir lokustaki DNA dizisinin alternatif versiyonlarina ise alel adi verilir. Bir
populasyonda, bir lokusta iki veya daha fazla sik goriilen alel varliginda o lokusta
polimorfizm varligindan s6z edilir. Bir degisikligi polimorfizm olarak adlandirabilmemiz igin
arastirtldig1 popiilasyondaki bireylerin en az %1' inde ilgili DNA bolgesinde farkliliklar
olmas1 gerekmektedir (83). OTX2 geni dizi analizinde higbir hastada patojenik varyant
saptanmamasina ragmen tigiincii hastanin dizi analizi sonucunda {igiincii intronda heterozigot
c.97+12C>T (IVS3+12C>T) (rs28757218) degisimi saptanmistir. Bu degisimle ilgili olarak
literatiirde; mutant alel i¢in genel populasyon MAF (mindr alel frekansi) degeri <0.01 olarak
belirtilmis olsa da, Amerika ve Avrupa toplumlarinda %1 olarak tespit edilmistir. Alel

frekans1 g6z Oniline alindiginda bu degisim polimorfizm olarak degerlendirilebilir.
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'MutationTaster' programi kullanilarak yapilan modellemenin sonucu polimorfizm lehine
bulunmustur. 'ClinVar' veri tabaninda fenotipik etkisi belirtilmemistir. 'dbSNP' veri tabaninda
fenotipik etkisinin net olmadig1 belirtilmistir. Polimorfizmin intronda yer almasi nedeniyle de
fenotip tizerine etkisi olmas1 beklenmemekle birlikte intron-ekzon bileskesinin yalnizca sekiz
baz ¢ifti uzaginda olmasi nedeniyle mRNA' nin splaysini etkileyerek gen ekspresyonunu
degistirebilme olasiligi bulunmaktadir. Bipolar bozukluk ve sizofreni hastalarinda OTX2
geninin patogenezdeki roliiniin arastirildigi bir ¢alismada rs28757218 polimorfizmin bipolar
bozukluga yatkinliga neden oldugu &ne siiriilmiistiir (84). ki yasinda olan hastamizin mevcut
bulgularin1 saptadigimiz polimorfizme baglamamakla birlikte ileriki donemde bipolar
bozukluk gelismesi agisindan takip edilmesi s6z konusu olabilir. Anne ve babaya yapilan
analizlerde babanin da bu degisimi heterozigot olarak tasidigi goriilmiistir. Bu degisimin
protein fonksiyonu iizerindeki kesin etkisini belirleyebilmek i¢in daha ileri protein fonksiyon

analizlerine ihtiyag vardir.
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6. SONUC

Arastirdigimiz hastalarda yaptigimiz testlerle sonu¢ elde edemememizi Goldenhar
sendromunda klinik bulgular kadar etiyolojisinde rol alan genetik nedenlerin de ¢ok sayida ve
heterojen olmasi ile agiklayabiliriz. Ayrica hasta saymmiz kisithi kalmistir, daha biiyiik hasta
gruplari ile daha etkili calismalar yapmak miimkiin olabilecektir.

Dismorfik bulgulari nedeniyle Goldenhar sendromu 6n tanis1 diislindiiglimiiz bir hastada
tantya yonelik dikkat etmemiz gereken noktalar1 ve uygulanmasi onerilen testleri su sekilde
Ozetleyebiliriz:

1. Prenatal 6ykiide annede gestasyonel diabetes mellitus, ikinci trimesterda kanama, ¢ogul
gebelik, yardimet tireme teknikleri kullanimu, ilag kullanim1 olup olmadig1 sorgulanmalidir.

2. En az ig¢ nesillik aile agaci ¢izilerek ailedeki fasiyal asimetri, kulak 6niinde tag veya pit,
isitme kayb1, kardiyak malformasyon ve diger anomalileri olan bireyler sorgulanmalidir.

3. Hastanin fizik muayesinde fasiyal asimetri olup olmadigi, mandibula hipoplazisi var ise
siddeti, kulak bulgulari, kulak 6niinde pit veya tag varligi, dis kulak yolunun agik olup
olmadigi, gozde epibulbar dermoid ve iist/alt g6z kapagi kolobomu varligi not edilmelidir.
CHARGE sendromundan ayirici tani igin goz konsultasyonu istenerek koryoretinal kolobom
varlig1 arastirilmalidir. Boyun inspeksiyonunda brankial siniis veya kist olup olmadigi,
tortikollis veya hareketlerde kisithlik varligi acisindan incelenmelidir. Kalp, vertebra,
ekstremiteler muayenede degerlendirilmelidir.

4. Isitme testi mutlaka yapilmalidir. Servikal vertebra grafisi, ekokardiyografi ve renal
ultrasonografi istenmesi gereken goriintiilleme ydntemleridir. Isitme kaybi veya kulak kanali
atrezisi varsa temporal kemik bilgisayarli tomografisi ile degerlendirilmelidir. Semisirkiiler
kanal hipoplazisi saptanirsa CHARGE sendromu 6n planda diisiiniilebilir.

5. Goldenhar sendromunda pek ¢ok kromozomal aberasyon bildirilmistir. Karyotip analizi ile
bu degisimlerin hepsini saptamak miimkiin olmasa bile Goldenhar sendromu on tanisi
diisiindiigiimiiz her hastada 6ncelikle kromozom analizi istememiz gerekmektedir.

6. 22q degisimleri Goldenhar sendromunda sik olarak bildirildigi i¢in 22q11 FISH istenebilir.
7. Gelisme geriligi, atipik ekstrakranial malformasyonlarin varhiginda array-CGH
planlanabilir. Otozomal dominant kalitim diisiliniiliiyorsa da 14923.1 bolgesinde duplikasyon
olabileceginden dolay1 array-CGH istenebilir.

8. Ayirici tanida Brankio-oto-renal sendrom diisiiniiliiyorsa EYA1 geni, CHARGE sendromu

icin CHD7 geni, mikrosefaliyle birlikte mandibulofasiyal dizostoz i¢in EFTUD2 geni,
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Townes-Brocks sendromu igin SALL1, Treacher Collins sendromu i¢in TCOFI1 geni
mutasyon analizi planlanabilir.
9. Tim bu testlerle belirli bir patojen varyant saptanamamigsa gen panelleri kullanimi veya

ekzom dizileme ile patogenezde rol oynayan genlerin tespiti miimkiin olabilecektir.
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8. EKLER

Ek 1:
GOLDENHAR SENDROMU ONTANILI HASTALAR- VERI KAYIT FORMU
Hastanin adi Gonderen doktor
Dogum tarihi Hasta no
Cinsiyet Adres
Akraba Telefon
evliligi
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