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ÖZET

Gezdirici A. Kraniosinositozlu hastalara moleküler genetik yaklaşım ve

nonsendromik vakalarda array CGH ile tüm genom analizi. İstanbul Üniversitesi,

Cerrahpaşa Tıp Fakültesi, Tıbbi Genetik Anabilim Dalı. Uzmanlık Tezi. İstanbul. 2014.

Kraniosinositoz; kafatası üzerindeki bir veya daha fazla sütürün erken
füzyonuyla karakterize bir kraniofasyal malformasyondur. Dünya genelinde canlı
doğumların yaklaşık olarak 1/2000-2500’ü kraniosinositozdan etkilenir. Sütürlerin
erken kapanması, şekil açısından bozukluk ortaya koyabildiği gibi, beyin gelişimini de
doğrudan etkileyebildiği için, hastalığın erken ve doğru tanısı çok önemlidir.
Kraniosinositoz tüm ırksal gruplarda görülür ve tüm vakaların %85’inden fazlası non-
sendromiktir. Bugüne kadar TWIST, EFNB1, FGFR1, FGFR2 ve FGFR3 genlerindeki
mutasyonların kraniosinositozda rol oynadıkları gösterilmişken, %85 non-sendromik
vakalardaki genetik etkenler ise hala daha tam olarak çözüme kavuşturulabilmiş
değildir.

Bu çalışmanın amacı, kraniosinositoz vakalarına genetik yaklaşım ve yüksek
çözünürlüklü aCGH yöntemi kullanılarak nonsendromik kraniosinositoz izole vakalarda
yeni gen ve gen bölgeleri tespit edebilmektir.

Çalışmamıza dahil olan 10 hastadan 2’si kraniosinositoz sendromlarından
sırasıyla Craniofrontonasal sendrom ve Apert sendromu tanısı aldı. Bu hastalarımıza
sendromlarla ilgili olarak sırasıyla EFNB1 ve FGFR2 gen dizi analizleri Sanger sekans
yöntemi ile uygulandı. Bu hastalardan ilkinde EFNB1 geninde literatürde daha önceden
tanımlanmamış bir mutasyon (c.402 T>C) tespit edildi. Diğer hastamızda ise FGFR2
geninde sık görülen c.755 C>G mutasyonu tespit edildi. Geriye kalan 8 nonsendromik
vakada ise 60 mer, toplamda 411.056 prob içeren, çözünürlüğü 5.3 KB olan “SurePrint
G3 Human CGH Microarray Kit, 2x400K (Agilent Technologies)” çipi kullanılarak
aCGH uygulandı ve çeşitli bölgelerde delesyon ve duplikasyonlar tespit edildi. Elde
edilen verilerin, kraniosinositoza yol açan yolakları aydınlatabilmek adına ön bilgiler
sağlayarak kraniosinositozla ilgili yapılacak olan gelecekteki çalışmalara katkı yapacağı
öngörüldü.

Anahtar Kelimeler: Kraniosinositozis, nonsendromik, karşılaştırmalı genomik
hibridizasyon
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ABSTRACT

Gezdirici A. Molecular genetic approach to craniosynostosis patients and whole

genom array CGH analysis of nonsyndromic cases. Cerrahpasa Medical Faculty,

Department of Medical Genetics. Istanbul. Specialization in Medicine Thesis. 2014.

Craniosynostosis is a craniofacial malformation in which one or more sutures of

the cranial vault are fused prematurely. It is estimated that craniosynostosis affects 1 in

2,000 to 2,500 live births worldwide. Early and accurate diagnosis of craniosynostosis is

very important since premature suture closure causes to not only a deformity of skull

but also can directly affect the development of brain. Craniosynostosis occurs in all

racial groups and more than 85% of all cases are non-syndromic. Until now, mutations

in TWIST, EFNB1, FGFR1, FGFR2 and FGFR3 are shown to play role in

craniosynostosis, whereas genetics factors of 85% non-syndromic cases haven’t been

fully identified yet.

The aim of this study is to identify novel genes and gene regions for non-

syndromic craniosynostosis cases through utilizing a genetic approach to

craniosynostosis cases and high resolution aCGH teqnique.

Out of 10 patients included in the study, 2 patients were diagnosed with

Craniosynostosis syndrome and Apert syndrome. For these patients, molecular analysis

of EFNB1 and FGFR2 gene were carried out using Sanger sequencing. Patient

diagnosed with Craniosynostosis syndrome has been shown to carry a novel mutation

(c.402T>C). Our other patient has been demonstrated to have one of the most common

mutations of FGFR2; c.755 C>G. For remaining 8 non-syndromic cases, `SurePrint G3

Human CGH Microarray Kit, 2x400K (Agilent Technologies)` microarray chips, which

are made up of 60 mer-long 411.056 probes with 5.3KB resolution, were used to

perform aCGH analysis and various deletions and duplications were detected. Results of

this study are estimated to provide preliminary information about pathways playing role

in the pathogenesis of craniosynostosis, whıch contribiute to the further studies in the

field.

Keywords: Craniosynostosis, nonsyndromic, comparative genomic hybridization



1. GİRİŞ VE AMAÇ

Kafatası kemikleri mezenşimden membranöz kemikleşme süreciyle fötal hayatın

ilk haftalarında şekillenir ve bu süreç fetal hayatın ikinci ve üçüncü ayları boyunca

devam eder. Doğumda kafatası kemikleri bağ dokusu, sütürler ve fontaneller ile

ayrılmıştır. Bu yapılar ekstrauterin yaşam boyunca kafatasının büyüme ve gelişimine

olanak sağlar ve genellikle 18. ay öncesinde kapanır (1).

Kraniosinositoz; kafatası üzerindeki bir veya daha fazla sütürün erken

füzyonuyla karakterize bir kraniofasyal malformasyondur. Klinik şiddeti anomalinin

oluştuğu zamana bağlıdır ve gelişimin erken döneminde oluşan anomaliler genelde daha

ağır klinik bulgularla ilişkilidir. Sütürlerin intrakraniyal doku basıncına karşı sekonder

büyüme alanlarına imkan sağladığı düşünülür ve kafatası içindeki basınç, kafatası ile

beynin adaptasyonu için yeni kemiklerin depozisyonunun gerçekleştiği sütürlerdeki

kranial kemikleri birbirinden ayırır.

Dünya genelinde canlı doğumların yaklaşık olarak 1/2000-2500’ü

kraniosinositozdan etkilenir. Kraniosinositoz tüm ırksal gruplarda görülür ve tüm

vakaların %85’inden fazlası non sendromiktir. Sagittal sinositoz en yaygın fenotiptir,

non sendromik vakaların %40-55’inden sorumludur. İkinci en yaygın tip %20-25 ile

koronal sinositozdur. Metopik sinositoz %5-15 ile üçüncü, lambdoid sinositoz ise

nonsendromik vakaların sadece %0-5’inden sorumludur. Yapı ve biçim anomalilerini

tanımlama yerine, bugünlerde araştırmalar daha çok bunların altında yatan moleküler

mekanizmaları çözmeye odaklanmıştır. Tüm ilerlemelere rağmen, sütür biyolojisi

hakkında birçok bilgi sahibi olmamıza rağmen kraniosinositoza neden olan yolaklar tam

olarak halen anlaşılamamıştır (2).

Normal sütür biyolojisi ve kraniosinositozların patogenetik mekanizmaları

hakkında bugünkü bilgilerimiz hala sınırlıdır ve esas olarak birkaç otozomal dominant

ve resesif kraniosinositozis sendromlarındaki genler ve gen defektlerinin belirlenmesine

dayanmaktadır. Şuanda FGFR1, FGFR2, FGFR3, TWIST1, EFNB1, MSX2, POR ve

RAB23 genlerindeki mutasyonların sendromik kraniosinositozlarla olan ilişkisi iyi

bilinmektedir (3).

Kraniosinositozisin erken ve doğru tanısı çok önemlidir çünkü acil müdahale

gerektirebilir. Bu nedenle bu hastalıkların tanısı ve teşhisini kolaylaştıracak aynı

zamanda tedavisine yönelik adımların atılmasına yardımcı olmak amacıyla yeni
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tekniklerin kullanılarak etiyolojik nedenlerin ve mekanizmaların saptanması büyük

önem arz etmektedir.

Bu çalışmada, Kraniosinositoz hastalarına moleküler genetik yaklaşım

algortiması uygulanarak hastalar sendromik ve nonsendromik olarak gruplandırıldı,

daha sonra sendromik hastalarda bilinen gen analizleri Sanger sekanslama yöntemiyle

yapıldı. Geriye kalan nonsendromik kraniosinositoz vakalarında ise öncelikle

kraniosinositoz vakalarında en fazla tespit edilen gen olan FGFR2 geni analizi yine

Sanger sekanslama yöntemiyle yapıldı. Mutasyon tespit edilemeyen hastalarda yeni gen

ve gen bölgelerini tespit ederek genetik temelin ortaya çıkarılmasını sağlamak amacıyla

yüksek çözünürlüklü array tabanlı karşılaştırmalı genom hibridizasyonu ile tüm genom

analizi yapılması planlandı.
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2. GENEL BİLGİLER

2.1. TARİHÇE
Kraniosinositozun tanımı ve açıklamaları birkaç bin yıl boyunca uzanan uzun ve

karmaşık bir geçmişe sahiptir. Etkilenen bireylerin tasvirleri dünyanın her yerinde

yayılan çok sayıda kültürde araştırmalar gerçekleştirilmiştir. En eski kanıtlar 500.000

yıl öncesinde modern İspanya’da orta pleiston insan kafatasının bulunmasına dayanır.

Burada unilateral lambdoidal sinositoz vardır (oldukça nadir kraniosinositoz tipi) ve

buna bağlı kafatası şeklinde deformiteler tahmin edilmektedir. Kafatasında artmış

intakranial basınca dair kanıtlar gösteriyordu. En ilginç olanı, bireyin ölüm yaşının en

az 5-8 yaşında olmasının tahmin edilmesiydi (4).

Daha az eski ama aynı derecede ilginç ve daha spekülatif örnekler de boldur.

MÖ yaklaşık 1350 yıllarında hüküm sürmüş mısır firavunu Akhenaten’in Antley-Bixler

sendromuna benzer manifestasyon olarak kraniosinositoz olduğu hipotez olarak kabul

görmüştür. O ve onun ailesinin anormal steroidogenez ile uyumlu özelliklere sahip

olduğu gösterilmiştir (5). Nanji-Xian-weng gibi bazı uzun ömürlü Çin tanrıları,

kraniosinositoz ile uyumlu ciddi frontal çıkıklık gösteriyorlardı (6, 7) .

MÖ 5. Yüzyılda şehrin altın çağı sırasında Athinada açılan ünlü Atinalı

politikacı Perikles'in büstleri sagittal sinositozu doğrulayan özellikler gösteriyordu ve

“yakışıklı fakat son derece uzun kafa” olarak nitelendiriliyordu. Gerçekten de büyük

generalin kafanın şeklini gizlemek için bir kask giydiği tasvir edilmiştir. Perikles birçok

bakımdan parlak bir bilgeydi. İzole kraniosinositozlu bireylerin birçoğunun cerrahi

tedavi durumu olmasa bile kognitif gelişiminin etkilenmezdiği bilinmektedir (8).

Kraniosinositozun en erken tanımlamaları Hipokratın yazılarında görülür,

kranial sütürlerin kafa şekliyle geniş bir yelpazede ilişkisi MÖ. 4. yüzyılda

tanımlanmıştır. Birkaç yüzyıl sonra bin yılının başında Roman ansiklopedist Cornelius

Celcus kafatası ve sütürlerin olmadığı bir birlikteliği tanımlamıştır (7).

Daha sonraları, 1500’lü yıllarda profesyonel kariyerini İtalya’da geçiren Brüksel

doğumlu Alman doktor ve anatomist Andreas Vesalius kraniosinositozun karakteristiği

kafa deformiteleri çeşitlerini tanımlamıştır (9). Ancak tanımlamalar 1700’lü yılların

sonu gibi değildi. Samuel Thomas Sömmering sütürlerin erken kranial gelişimin bir
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kenarı olduğunu ve erken sütür füzyonunun kafa deformitesine yol açabileceği

sonucuna varmıştır (10).

Kraniosinositoz’un modern kavramları Otto ve Virchowun çalışmalarına

dayalıdır (7). 1851 yılında, ünlü Alman bilim adamı ve Doktor Rudolf Virchow

monosutural füzyondan kaynaklanan deformitelerde mantıklı bir sınıflandırma

tanımlamıştır. Virchow yasasına göre kafanın genişlemesi füzyon olan sütür boyunca

devam ederken, füzyon olan sütüre dik olarak sınırlandırılır (11).

Daha genel kraniosinositoz gibi, sendromik kraniosinositozun da karmaşık ve

etkileyici bir geçmişi vardır. Bu sendromik kraniosinositozların çoğu ilk defa klinik

olarak 20. Yüzyılın ortalarında Avrupa’da tanımlanmıştır. Ancak bu hastalıkların bir

çoğunun genetik nedeni 1990’lı yıllarda gelişen teknoloji ve mendelian hastalıkların

hızlı keşfinin olduğu bir dönemde ortaya çıkarılmıştır.

İlk olarak, 1906 yılında, bir Fransız çocuk doktoru olan Eugène Charles Apert,

akrosefali ile birlikte el ve ayaklarında sindaktiliden etkilenen bir çocuk tariflemiştir

(12). Apert daha önceden vakasına benzer 8 vaka daha kaydetti, bunlardan biri 1854

yılında Wheaton tarafından rapor edilmişti (13). Apert bu durumu akrosefalosindaktili

olarak adlandırmıştı (12). Neredeyse Wheaton ‘un tanımlamasından tam 100 yıl sonra

1995’de Wilkie ve ark. FGFR2 genindeki spesifik mutasyonun hastalığın genetik

temelini açıklamak üzere uygun bir aday gen olduğunu buldular (14).

1912 yılında SCA gibi herediter nörolojik hastalıklarda uzmanlaşmış olan

Fransız nörolojist Louis Edouard Octave Crouzon, bir anne ve oğlunda, her ikisinde de

sendromik özellikler tanımladı ve bu onun adını aldı. İlk tanımlamadan sonra Crouzon

bu antite ile meşgul oldu ve bu antiteye birçok çalışma ekledi (15). Diğer birçok

kraniosinositoz sendromu gibi bağlantı analizi ile bu durumunda FGFR2 geninden

kaynaklandığı ortaya konuldu (16).

Saethre-Chotzen sendromunun öyküsü hem hastaların tanıtımı açısından hem de

kendi adını taşıyan hekimler açısından özellikle ilginçtir. Norveçli bir nörolog ve

psikiyatrist olan Haakon Saethre ve Alman psikiyatrist Fritz Chotzen sırasıyla 1930 ve

1932’de birbirinden bağımsız kalıtsal turrisefali tarif hasta ve ilişkili ek küçük

anormallikleri olan hastalar tanımlamışlardır (17, 18). Saethre-Chotzen sendromunun

moleküler nedeni diğer kraniosinositoz sendrom formlarının aksine sitogenetik

haritalama ve bağlantı analizinin her ikisi kullanılarak tanımlanmıştır. İlk sitogenetik
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ipuçları 1970’lerde ortaya çıktı ise de, TWIST genindeki mutasyonların hastalıktan

sorumlu olduğu 1997 yılında gösterilmiştir (19, 20).

1964 yılında çağdaş alman genetikçi Rudolf Pfeiffer, akrosefali ve birinci

parmak anomalilerinden etkilenen bir ailenin 8 bireyini tanımladı. Pfeiffer bu ailenin ilk

etkilenen bireyini Almanya Münster’de çocuk asistanı iken gördü ve bu deneyimi onun

genetik alanında kariyer yapması kararına katkıda bulunmuştu. 1991 yılında Max

Muenke, sonradan Muenke sendromunu tanımladı, bu aileyi küçük Westphalian

şehrinde (onun çocukluk evine çok yakın olan bir yer) bağlantı analizi için gerekli

örnekleri almak amacıyla ziyaret etti. Bağlantı analizleri ve aday genlerin dizilenmesi

sonucu Pfeiffer sendromunun FGFR1 ve FGFR2 genlerinden kaynaklandığını gösterdi

(21-24). İlginç bir şekilde, Orijinal Pfeiffer sendromu ailesindeki mutasyon yıllar sonra

alışılmadık bir lokus olan FGFR2 de tanımlandı (25).

Son olarak bir kraniosinositoz sendromu olarak önerilen Muenke sendromu ilk

defa klinik olarak değil moleküler olarak tanımlandı. FGFR3 genindeki spesifik

mutasyona bağlı olarak meydana gelen Muenke sendromu daha önceden klinik olarak

Pfeiffer sendromu tanısı alan bir ailenin birkaç bireyinde keşfedilmiş, hastalığın bağlantı

analizi ile 4. Kromozom üzerinde lokalize olduğu ve segregasyon sonucunda

FGFR3’deki ortak bir mutasyon sonucu oluştuğu keşfedilmiştir (26, 27).

Bu Muenke sendromu vakası tarihi klinik tanılar ve daha yeni moleküler tanılar

arasındaki genetiğin alanına giren gerginlikleri vurgular. Sadece son birkaç on yıl

içinde, bu durum mendelian hastalıkların büyük çoğunluğu için mümkün hale gelmiştir,

şu anda bile kraniosinositozun sendromik formlarının etiyolojik nedenleri halen

bilinmemektedir.

Genetik araştırmalardaki devam eden gelişmeler kesinlikle moleküler tanımlama

sürecini hızlandıracak, ama dikkatli klinik ayırım hastalığın anlaşılması için kritik

olmaya devam edecektir ve hem klinik yaklaşım hem de moleküler yaklaşımlar

birleştirilmiş bir şekilde devam etmelidir.

2.2. TANIM
Kraniosinositoz, kafatasındaki bir veya daha fazla sütürün zamanından önce

birleşmesiyle oluşan kraniofasyal bir malformasyon hastalığıdır ve genel olarak

prevalansı 10000 de 3-5 arasındadır (28). Klinik şiddeti anomalinin oluştuğu zamana

bağlıdır ve gelişimin erken döneminde oluşan anomaliler genelde daha ağır klinik
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bulgularla ilişkilidir. Sütürlerin intrakraniyel doku basıncına karşı sekonder büyüme

alanlarına imkân sağladığı düşünülür ve kafatası içindeki basınç, kafatası ile beynin

adaptasyonu için yeni kemiklerin depozisyonunun gerçekleştiği sütürlerdeki kranial

kemikleri birbirinden ayırır (29).

Bir veya daha fazla sütürün erken füzyonu, kafa tabanı ve kubbesinin şeklinde

değişikliklere yol açarak asimetrik veya azalmış kraniofasyal büyümeye neden olur.

Kraniosinositoz patofizyolojisini ilk defa 1851de Virchow rapor etmiştir. Kemik

genişlemesinin karşı yöndeki dengeleyici genişleme ile birlikte kaynaşmış sütürlere dik

yönde durduğunu fark etmiştir. Teknik olarak, kraniosinositoz terimi erken sütür

kapanması sürecidir, hâlbuki kraniostenozis sonucudur. Bugün bu terimler birbirinin

yerine kullanılabilir, fakat bu malformasyonları tanımlamak için kraniosinositozis terimi

daha yaygın kullanılmaktadır (30).

2.3. KRANİAL KEMİKLERİN GELİŞİMİ
Kalvaryal kemikler osteoblastlar içindeki multipotent mezenkimal hücrelerin

çoğalması ve farklılaşması ile oluşurlar. İntramembranöz kemikleşme olarak bilinen bu

süreç, daha önceden var olan kıkırdak matriksten oluşan vücuttaki diğer birçok kemiğin

gelişiminden (enkondral kemikleşme) farklıdır. Kalvarya ilk olarak kemikleşmenin

birincil merkezi olarak adlandırılan mezenşimin kondensasyonundan kaynaklanır.

Mezenkimal hücre çoğalması ve sonrasında marjlarda osteoblasta dönüşen farklılaşma

ve osteojenik cephede iki kafatası birbirine yaklaşana kadar radyal biçimde kemik

büyümesi gerçekleşir. Kemiklerin arasındaki bu yapılar sütür olarak adlandırılır (31).

Gelişmekte olan kemikler arasında esnek eklemler gibi olan bu fibröz sütürler gelişim

sırasında kafatasının büyümesine ve şekil değiştirmesine olanak sağlarlar. Sütür

kenarlarında osteojenik cephelerdeki büyüme ve onarım, çoğalma ve farklılaşma

arasında ince bir denge gerektirir. Ek olarak, apopitozunda iki osteojenik cephenin

birbirinden ayrı kalmasını sağlayan bir rolü vardır (32). Bu işlemlerin herhangi birinin

bozulması kraniosinositoz olarak bilinen kalvaryal sütürlerin erken füzyonu ile

sonuçlanır.

Gelişmekte olan kafatası nörokranium, beyin etrafında koruyucu bir gövde ve

visserökranium, yüz iskeleti olarak bölünmüştür. Nörokranium daha sonra kafa tabanını

oluşturan kıkırdak parçası ve kafatasını oluşturan membranöz parça olarak bölünür.

Kafatasının membranöz kısmı başlıca iki kaynaktan meydana gelir: Notokord ve
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Somitlerin paraksial mezodermi. Bu iki kaynaktan oluşan mezenşim beyni sarar ve düz

kemikleri oluşturmak için membranöz kemikleşmeye uğrar. Bu düz kemikler birincil

kemikleşme merkezinden perifere doğru yayılan iğne benzeri spiküller ile kemikleşir.

Enkondral kemikleşme ile kaynaşan çok sayıda ayrı kıkırdakların olduğu kafa

tabanında çok benzer bir düzenleme ile görülür. Prekordiyal kısım olarak adlandırılan,

notokorddan kaynaklanan kıkırdaklar önden pituiter fossaysa uzanır ve posteriora

uzanan kıkırdaklar parakordal ve kordal kısımlar olarak adlandırılan paraksiyal

mezodermden köken alırlar. Oksipital kemik üç oksipital sclerotomes ile parachordal

kıkırdak füzyonündan oluşur. Kranialde ise, hipofiz kıkırdak ve sırasıyla sfenoid ve

etmoid kemiklerin formu olan trabekülleri vardır.

Yeni doğan kafatası, dar kıkırdak dokusu, dikişler ile çeşitli düz kemiklere

ayrılır. Bunlar; nöral krest hücrelerinden (sagital sütür) ve paraxial mezodermden

(koronal sütür) kaynaklanır. Üç kemiğin sütürlerle karşılaştığı yerlerde bir açıklık kalır

ve bu fontanel olarak adlandırılır. Sütür ve fontaneller kalıp sağlayarak çocuk doğumu

boyunca yardım sağlarlar. Metopik sütür normalde 2 yaşında kapanmaya başlar. Sagittal

sütür 22 yaşından sonra, koronal sütür 24 yaşından sonra ve lambdoid sütür 26 yaşından

sonra kapanmaya başlar. Normal sınırlar içinde bu sütürler 40 yaşına kadar tamamen

kapanabilir.

Kafatası veya kalvarium gelişimi sırasında hızlı büyüme ve genişlemeye izin

verirken kapalı olan santral sinir sistemi içeriğinide aynı anda korumalıdır. Bu

görünüşte çelişkili görev kemik ve bağ dokusu yapıların koordineli entegrasyonu ile

gerçekleştirilir. Bu olağanüstü gelişim sürecini sağlayacak genetik / epigenetik

ipuçlarının başarılı olması için öncelikle moleküler ve hücresel düzeyde anlaşılması ile

gerekir.

İnsanlarda embriyonun kranial ucu fetal hayatta 3. haftanın ortalarında, merkezi

sinir sistemi vücutta uzanan içi boş bir tüp olarak 5. haftada gelişir (33). Mezenşim

kaynaklı kıkırdaklar genişleyen beyin ile birlikte gelişir ve kondrokranium veya

kıkırdak nörokranium olarak adlandırılan kıkırdak yapılar kafatabanını oluşturmak için

kaynaşır. Gelişimin dokuzuncu haftasında, bu yapıların beyini destekleyen nihai kemik

yapılar oluşturmak için endokondral kemikleşmeye geçmesi başlar. Buna karşın,

kafatasındaki kemikler intramembranöz kemikleşme süreci boyunca gelişir. Hâlbuki

endokondral kemikleşme süreci bir kıkırdak ara şablon aracılığıyla kemik oluşumunu

içerir, intramembranöz kemikleşme mezenşimal hücre kondensasyonlarının direkt



8

osteojenik farklılaşması ile oluşur. Daha önce yapılan çalışmalarda kafatasının nöral

krest ve mezodermal dokulardan oluştuğu gözlemlenmiştir (34, 35). Bazı çalışmalarda

ise tamamen nöral krest kökenli olduğu gözlemlenmiştir. Bu çelişkili durum o zamanki

teknik şartlara bağlanmıştır. Fakat yakın zamanda transgenik fare çalışmalarında

örneğin frontal kemiğin nöral krestten kaynaklandığını, hâlbuki parietal kemiğin

mezodermal kökenli olduğu tespit edilmiştir (36).

Kafatasındaki kemik plakalar doğumdan 2 yıl sonraya kadar kemikleşmeye

devam eder. Bu kemikler fibröz kranial sütürlerle ayrılırlar. En büyük sütürler, örneğin;

Metopik sütür iki frontal kemiği ayırır, sagital sütür iki parietal kemiği ayırır, koronal

sütür parietal ve frontal kemikleri ayırır, lambdoid sütür ise arkada oksipital ve parietal

kemikleri ayırır (37). (Şekil 1)
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Şekil 1. Kafatasındaki sütür ve fontanellerin şematik görünümü

Ref.(38)’den değiştirilerek alınmıştır.
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Fontaneller doğum sırasında kafatasının kalıba uyumuna izin verir ve bebeklik

döneminde hızlıca büyüyen beyine uyum sağlar. Anterior (elmas şeklinde koronal sütür

anteromedian hattında), posterior (lambdoid sütür posteromedian hatta), iki adet

sfenoidal (ön fontanelin hemen altında anterolateral olarak), iki adet mastoid (parietal,

oksipital ve skuamoz kemikler arasında posterolateralde) olmak üzere 6 adet fontanel

bulunur.

Gelişmekte olan kalvaryumun dikkat çekici fonksiyonel plastisitesi

karmaşık genetik ve çevresel faktörler tarafından düzenlenir. Normal şartlar altında,

kafatasındaki entegre kemik, kıkırdak ve fibröz komponentler doğum sonrası gelişim

sırasında hızla büyüyen beyine uyum sağlar. Ancak bu dinamik gelişme sürecindeki

aberasyonlar, spontan veya bir sendrom kompleksinin parçası veya çevresel etkiler,

erken sütür füzyonu ile kraniofasyal malformasyonlara yol açabilir ve toplu olarak bu

durum kraniosinositoz olarak adlandırılır.

Kafatası kemikleri mezenşimden membranöz kemikleşme süreci ile fetal

yaşamın ilk haftalarında oluşur, bu süreç fetal hayatın ikinci ve üçüncü aylarında devam

etmektedir. Doğumda kafatası kemikleri bağ dokusu, sütürler ve fontaneller ile

ayrılmıştır. Bu yapılar ekstrauterin yaşam boyunca kafatasının büyüme ve gelişimine

olanak sağlar ve genellikle 18. ay öncesinde kapanır. Sütürlerin intrakraniyel doku

basıncına karşı sekonder büyüme alanlarına imkân sağladığı düşünülür ve kafatası

içindeki basınç, kafatası ile beynin adaptasyonu için yeni kemiklerin depozisyonunun

gerçekleştiği sütürlerdeki kranial kemikleri birbirinden ayırır (29, 39).

2.4. SINIFLANDIRMA
Literatürde birçok kraniosinositoz tipi tanımlanmıştır ve sınıflamada üç farklı alt

kategori kullanılmıştır.

İlk olarak basit ve kompleks olarak ayrılır. Basit kraniosinositoz tek bir sütürü

içermektedir. Örneğin; sagittal, lambdoid, koronal.  Kompleks kraniosinositoz ise iki

veya daha fazla sütürü içerir. Örneğin; koronal ve sagittal sütürün her ikisi (40).

İkincil olarak, etiyolojideki temele göre primer veya sekonder olarak ayrılır.

Primer kraniosinositoz en yaygın tiptir ve izole olarak görülür. Sekonder kraniosinositoz

ise talasemi, hipotiroidi, hematolojik ve metabolik bozukluklar gibi diğer bozukluklar

ile birlikte görülür.
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Son olarak ve en yaygın kullanılan sınıflamada ise; Kraniosinositoz ya

nonsendromik (izole) veya sendromik olabilir. Nonsendromik veya izole

kraniosinositozda nörolojik veya oftalmolojik bulgular gibi erken sütür füzyonu ile

ilişkili anomalilerden başka anomali bulgusu yoktur ve skafosefali, brakisefali,

trigonosefali, plagiosefali gibi farklı tipleri vardır (40, 41). Sendromik kraniosinositozis

diğer vücut deformitelerine eşlik eder ve çoklu sistemleri içerir (örneğin; kalp, kas-

iskelet, genitoüriner). Apert sendromu, Carpenter sendromu, Crouzon sendromu,

Muenke sendromu ve Saethre-Chotzen sendromu gibi birçok farklı tipi vardır. Crouzon

hastalığı ve Apert sendromu kraniosinostozla ilişkili diğer sendromlardan daha sık

görülür (42).

2.5. SENDROMİK KRANİOSİNOSİTOZ
180’in üzerinde farklı sendrom kraniosinositoz içerir. Bunlardan en sık görülenler ve

klinik özellikleri iyi tanımlanan bazı sendromlar şunlardır:

2.5.1. Muenke FGFR3 İlişkili Koronal Sinositoz Sendromu
Muenke sendromu tek taraflı veya bilateral koronal kraniosinositoz ile oküler

hipertelorizm ve yüz orta hat hipoplazisi ile karakterizedir. (Şekil 2) Ekstremite

tutulumu brakidaktili, karpal kemik füzyonu ve konik epifizleri içerebilir. Zekâ

genellikle normaldir. Diğer kraniosinositoz sendromları özellikle Saethre-Chotzen,

Pfeiffer ve Jackson-Weiss sendromları ile fenotipik overlap görülür. Bu sendromun

hafif anterior plagiosefali ile sonuçlanan izole tek taraflı koronal kraniosinositozdan, çift

taraflı koronal kraniosinositozdan dolayı hafif brakisefali formuna ve birden fazla sütür

tutulumundan dolayı yonca yaprağı şeklinde kafa deformitesi gibi en uç

manifestasyonuna kadar aşırı klinik variabilite gösterdiği gözlemlenmiştir. Klinik olarak

belirgin özellikler bazen görülmeyebilir ve tanı sadece radyolojik inceleme ve

moleküler çalışmalar sonucunda konulabilir. Aile içinde değişken variabilite, hafif bir

vakaya ancak daha ağır etkilenmiş bir vaka doğduktan sonra tanı konulabilir anlamına

gelir. FGFR3 geni Pro250Arg mutasyonu muenke sendromunun moleküler

karakteristiğidir. Vakaların tamamına yakını bu mutasyonu taşır. Hastalık otozomal

dominant kalıtım gösterir.
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Şekil 2. Muenke Sendromu’na ait hasta görüntüleri.

(1a) 1. Hastanın önden, (1b) yandan görüntüsü. (2) 2. Hastanın, (3) 3. Hastanın önden
görünüşü. Ref(43)’den değiştirilerek alınmıştır.
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2.5.2. Saethre-Chotzen Sendromu
Kraniosinositoz genellikle tek taraflı veya bilateral fakat metopik ve sagittal

sütürlerin etkilenmesiyle olur. Kraniofasyal özellikleri arasında düşük saç çizgisi,

papağan gagalı burun yapısı, pitozis, anormal kulaklar (küçük ve belirgin yatay krus) ,

belirgin çene sayılabilir. (Şekil 3) Minör iskelet anomalileri görülebilir. Elde 2. ve 3.

Parmaklar arasında sindaktili değişken olarak gözlenebilir. Hafif-orta gelişme geriliği

rapor edilmesine ragmen (TWIST1 tüm gen delesyonu olanlarda), zekâ genellikle

normaldir. Saethre-Chotzen sendromunun daha nadir görülen bulguları arasında; boy

kısalığı, parietal foramina, radioulnar sinostoz, yarık damak, maksilla hipoplazisi,

oküler hipertelorizm, halluks valgus, işitme kaybı ve konjenital kalp malformasyonları

sayılabilir. Ebeveynlerdeki değişken ekspresivite daha ağır etkilenen çoçuğun tanısı

konulduktan sonra gözlenebilir. Saethre-Chotzen sendromlu vakaların çoğunda (%40-

80) TWIST1 gen mutasyonlar görülür (19, 20). Otozomal dominant kalıtım görülür.

Mutasyonlar nükleotid değişimleri (yanlış anlamlı veya anlamsız), küçük delesyonlar

/eklemeler ve büyük delesyon/eklemeler ve/veya karmaşık düzenlemelerdir, temel bir

sarmal döngü-sarmal transkripsiyon faktörü olan TWIST1 in fonksiyonel yetersizliği ile

sonuçlanır (44-48).

2.5.3. Crouzon Sendromu
Karakteristik yüz bulguları gaga burun, hipertelorizm, propitozis ve yüz orta hat

hipoplazisidir. (Şekil 4) Kraniosinositoz çift taraflı koronal ile birlikte ara sıra bebeklik

ve çocukluk döneminde gelişen pansinositozdur, zekâ korunmuştur. Bazı yayınlarda

metakarp ve falanks kısalıkları bildirilmesine rağmen genellikle ekstremite tutulumu

yoktur (49). İlerleyici hidrosefali yaygındır ve vakaların yaklaşık %30’unda görülür

(50). FGFR2 genindeki mutasyonlar crouzon sendromundan sorumludur ve otozomal

dominat kalıtım görülür.
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Şekil 3. Saethre-Chotzen Sendromuna ait hastaların yüz görüntüleri.

Şekil 4. Crouzon Sendromuna ait hasta görüntüleri.

Crouzon sendromuna sahip (1) anne ve (2) çocuğu. (3) Trakeostomi açılmış bir hasta.
(4)Belirgin oküler propitozis ve hipertelorizm. (5) Göz globunun subluksasyonu

Ref(43)’den değiştirilerek alınmıştır.
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2.5.4. Beare-Stevenson Kutis Girata
Klinik bulgular kraniosinositoz ile sık görülen yonca yaprağı kafatası ve kulak

defektlerini içerir. Yüz özellikleri sıklıkla cruzonoid olarak tanımlanır. Bu sendromun

en çarpıcı özellikleri oluklu deri kırışıklıkları (cutis gyrata ), akantozis nigrikans ve skin

tag den oluşan cilt bulgularıdır. Cutis gyrata değişken derecede eller, ayaklar, gövde,

boyun, alın, yüz ve kafa derisini etkiler (Şekil 5). Anogenital anomalilerde rapor

edilmiştir (51). FGFR2 genindeki mutasyonlar sorumludur fakat başka lokuslarda

sorumlu olabilir. Otozomal dominant kalıtım gösterir.

2.5.5. Pfeiffer Sendromu
Karakterisik özellikleri kraniosinostoz, yüz orta hat hipoplazisi, alışılmışın

dışında geniş, kısa, büyük ayak başparmağı ve değişken derecelerde brakidaktilidir (39).

Pfeiffer sendromunun 3 alt tipi tarif edilebilir, ancak 2. ve 3. alt tipleri arasındaki

özellikler örtüşür. Tip1 en yaygın tiptir ve prognoz iyidir. Entelektüel bozulma işitme

kaybı ve hidrosefali gibi diğer ilişkili malformasyonlar olmadan pek olası değildir. Tip2

daha ciddi ve kötü prognozla ilişkilidir. Prenatal veya doğumda gözlenen yoncayaprağı

kafatası, ciddi okuler proptozis, geniş ayak başparmağı ve mediale deviye büyük

ayaklar görülür. Ek malformasyonlar olarak; Koanal darlığı veya atrezi, laringotrakeal

anormallikler, dirsek ankilozu / sinostoz, hidrosefali, nöbetler ve entelektüel bozulma

görülebilir. Tip3 ün Tip2 ye benzer yüz görünümü vardır fakat yonca yaprağı kafa

görülmez (Şekil 6). Entelektüel bozulma yaygındır. Pfeiffer Sendromlu hastaların çoğu

FGFR2 mutasyonlarına sahiptir, az sayıda hastada (<%5) FGFR1 mutasyonlarıda

tanımlanmıştır. Otozomal dominant kalıtım gösterir.
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Şekil 5. Beare-Stevenson Kutis Girata sendromlu hasta görüntüleri

(1) Yonca kafatası, frontal bölgede kutis girata ve belirgin propitozis. (2) Derin vertikal
kulak önü kırışıklıklar. (3) Belirgin çıkık umblikus. (4) Ayaklarda derin buruşukluklar.

Şekil 6. Pfeiffer Sendromlu hastalara ait görüntüler.

(1) Tip1, (2) Tip2, (3) Tip3Pfeiffer sendromlu hastalar. (4) Pfeiffer sendromlu yaşlı bir
hastanın el görüntüsü. (5) Aynı hastanın el grafisi. (6) Başparmağin ilk falanksının
uzunlamasına dirsek yapmış diafiz hattı

Ref(43)’den değiştirilerek alınmıştır.
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2.5.6. Apert Sendromu
Bu sendromun tipik yüz bulguları karakteristik kaşlar, oküler hipertelorizm,

aşağı bakan palpebral fissürler, trapezoid veya çadır görünümlü ince üst dudakdır

(Şekil 7). Kafa şekli orta yüz hipoplazisi ile birlikte son derece turribrakisefalik olabilir.

Başlangıçta arka fontanelden glabellaya kadar geniş bir kalvaryal defekt vardır ve bu

defektin anterior kısmı zaman zaman ensefalosel olarak tanımlanır, bu yanlış bir

adlandırmadır çünkü kemik obliterasyonu eninde sonunda meydana gelir. Hidrosefali,

ventrikülomegali, megalensefali, giral malformasyonlar, korpus kallosum, septum

pellusidum, hipokampus ve serebral korteksteki defektleri içeren çok sayıda santral sinir

sistemi malformasyonları bu hastalıkta görülür (52, 53). Füzyon olan kemikçikler

nedeniyle işitme kaybı ve yarık damakta görülebilir. Değişken derecelerde gelişimsel

gerilik görülebilir. Genel olarak IQ intrakranial basınç ile ters koreledir, ancak büyük

orta hat kafatası defekti nedeniyle artmış intrakranial basınç gelişme geriliği ile ilişkisiz

olabilir ve gelişimin erken döneminde geniş patent fontaneller intrakranial basınca

sebebiyet vermez (54). İskelet problemleri ciddi ve çok sayıdadır, parmakları bitişik bir

eldiven görünümü izlenimi veren başparmağı korunmuş el ve ayaklarda kemik

sindaktilisini içerir. Servikal vertebra füzyonu (%68, genellikle C5-6) ve dirsek

ankilozu görülür. Kardiyak (%10) ve genitoüriner anomaliler (%9,6) gibi diğer

konjenital anomaliler görülebilir ve ilk muayene esnasında değerlendirilmesi

gerekmektedir (55).

İki FGFR2 mutasyonu, S252W ve P253R, vakaların çoğunda gözlenir (sırasıyla

%72 ve %26) (56).  Bazı genotip-fenotip ilişkileri öne sürülmüştür. (örneğin; P253R

mutasyonlarında ağır sindaktili görülürken, S252W mutasyonlarında yarık damak

gözlenir) (14, 57). FGFR2 deki denovo mutasyonlarda baba yaşının etkisi Apert

sendromunda moleküler düzeyde kesin olarak gösterilmiştir. Bu hipotezde FGFR2

mutasyonlarında spermin bir avantaj ifade edebileceği öne sürülmüştür çünkü

FGF/FGFR yolağı spermatogenezis korunması ve başlatılmasında önemli olduğu bilinir

(58).

2.5.7. Crouzon ile Akantozis Nigrikans
Crouzonoid özelliklerine sahip bireylerin yaklaşık % 5’inde, hipertelorizm, gaga

burun, propitozis, yüz orta hat hipoplazisi ve koltuk altı, kasık gibi derin doku

kıvrımlarında pigmenter renk değişiklikleri ile akantozis nigrikans görülür (Şekil 8).
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Ekstremiteler normaldir. Crouzon sendromu ile akantozis nigrikansa FGFR3 (A391E)

mutasyonu neden olur. İlişkili iskelet bulguları arasında koanal atrezi, dar sakroiskiatik

çentikler, kısa vertebra gövdeleri ve kaudal olarak üst lumbar vertebraların

interpedinküler mesafelerinin normalden daha az olması sayılabilir (59).

2.5.8. Craniofrontonasal Sendrom
Bu hastalık X’e bağlı dominant kalıtım gösterir ve kızlar daha ciddi olarak

etkilenir (60). Özellikleri koronal sinositoz ile brakisefalik görünüm ve hipertelorizm,

widows peak, aşağı bakan palpebral fissürler, burun ucunda yarıklanma ve zaman

zaman yarık dudak/damağı içeren frontonazal displazi özellikleridir. (Şekil 9) Diğer

dijital ve eklem anomalileri, anormal klavikulalar, sprengel deformitesiyle ilişkili yukarı

kalkık skapulalardır. Boyuna oluklu tırnaklar bu hastalığın karakteristik özelliğidir.

Xq12’de lokalize EFNB1 genindeki mutasyonlar bu hastalığa sebep olur.

2.5.9. Baller Gerold Sendromu
Baller-Gerold Sendromu tipik olarak koronal sütürleri içerir. En belirgin

özelliği; hafif hipoplaziden komplet aplaziye kadar değişen ve asimetrik olabilen radyal

ray defektidir (Sekil 10). Kısa ve kıvrımlı ulna ile birlikte başparmak, metakarpal ve

karpal kemikler tamamen gelişmemiş olabilir. Ek bulgular arasında oküler

hipertelorizm, epikantal kıvrımlar, belirgin burun köprüsü, yüz orta hatta kapiller

hemanjiom, genitoüriner malformasyonlar ve entelektüel bozulma görülebilir (61).

Otozomal resesif kalıtım gösterir ve Baller-Gerold sendromlu hastaların bir alt

grubunda Dna helikaz geni RECQL4 mutasyonları tanımlanmıştır (62). İlginç bir

şekilde Baller-Gerold sendromu şüpheli bazı hastalarda TWIST1 gen mutasyonları

tanımlanmıştır ve bu sendromun Shatre-Chotzen sendromu ile çakıştığı öne sürülmüştür

(63).
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Şekil 7. Apert sendromlu hastanın görünümü

(1) yüz, (2) el ve (3) ayak görüntüsü

(Cerrahpaşa Tıbbi Genetik ABD arşivinden alınmıştır.)

Şekil 8. Crouzon ile Akantozis nigrikans birlikteliği olan hastanın görüntüleri.

Ref(43)’den değiştirilerek alınmıştır.

Şekil 9. Craniofrontonasal sendromlu iki farklı hasta

(Cerrahpaşa Tıbbi Genetik ABD arşivinden alınmıştır.)
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Şekil 10. Baller-Gerold Sendromlu hastanın görüntüleri

(1) Metopik sinositoz, (2) Hafif displastik kulaklar, (3) Radial displazi ile birlikte
başparmak yokluğu

Ref(64)’den değiştirilerek alınmıştır.
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2.5.10. Antley-Bixler Sendromu
Antley-Bixler Sendromu ( Trapezoidosefali, Multiple sinositoz sendromu) sterol

biyosentez defekti nedeniyle oluşur (39). Bu sendromda koronal ve lambdoid sütürlerin

erken kapanması, brakisefali ile birlikte frontal çıkıklık, proptozis, aşağı bakan

palpebral fissürler, aşırı çökük burun kökü ve köprüsü (koanal atrezi/stenoz

olup/olmaksızın), düşük ve belirgin kulaklar görülür (Şekil 11). Başlıca ekstremite

bulguları arasında radiohumeral sinositoz, içe doğru kıvrımlı ulna, kıvrımlı femur,

silindir şeklinde el ve ayaklar, proksimal interfalangeal eklemlerde kontraktürler,

kırıklar ve ileri kemik yaşı sayılabilir. Bazı bireylerde konjenital kalp hastalığı, renal

anomaliler ve kadınlarda genital anomaliler görülebilir (65). Sitokrom p450 redüktazı

kodlayan gendeki (POR) mutasyonlar hastalıktan sorumludur. Otozomal resesif kalıtım

gösterir.

2.5.11. Boston Tipi Kraniosinositoz
19 bireyin etkilendiği 1 ailede otozomal dominant bir hastalık olarak

tanımlanmıştır (66), fronto-orbital resesyon, frontal çıkıklık, koronal kraniosinositoz

sonucu turribrakisefali, yonca yaprağı kafa ve asemptomatik bireyler olmak üzere çok

değişken fenotipler tanımlanmıştır (Şekil 12). MSX2 mutasyonları gösterilmiştir (67).

Fakat birçok ailede tanımlanamamıştır. Diğer majör genler dışlanan kraniosinositozlu

211 bireyde MSX2 mutasyonu gösterilememiştir.

2.5.12. Carpenter Sendromu
Carpenter sendromu obezite, kardiyak defektler, ayaklarda preaksiyal polidaktili,

ellerde brakidaktili-sindaktili-orta falankslarda hipoplazi/aplazi ile ilişkili otozomal

resesif bir kraniosinositoz sendromudur (Şekil 13). Mental retardasyon değişken

derecelerde görülebilir.  Hedhegog sinyal yolağının negatif düzenleyicisi olarak etki

eden vezikül transport proteininin RAB guanozin trifosfat ailesinin bir üyesi olan

RAB23 geninde fonksiyon kaybı olduğu varsayılan mutasyonlar tanımlanmıştır (68).
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Şekil 11. Antley-Bixler sendromlu hastaya ait görüntüler

(1) Karakteristik yüz görünümü, (2) Sabit dirsek eklemi, (3) Klitoral hipertrofi

Ref(43)’den değiştirilerek alınmıştır.

Şekil 12. Boston tipi kraniosinositozisli hastalara ait görüntüler

(1) Baba, (2) Oğlu, (3) Bir diğer hastanın önden ve yandan görünüşü, (4) Aynı hastanın el
görüntüsü

Ref(69)’den değiştirilerek alınmıştır.
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Şekil 13. Carpenter sendromlu hastaya ait görüntüler.

(1) Yüz, (2) Eller, (3) Ayaklar

Ref(43)’den değiştirilerek alınmıştır.
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2.6. NON SENDROMİK KRANİOSİNOSİTOZ
Nonsendromik kraniosinositoz, kraniosinositozun sekonder formlarının

(Metabolik, toksik, vs.) ve bir sendrom varlığına ait eş zamanlı anomaliler dışlandıktan

sonra tespit edilebilen bir durumdur. Büyük epidemiyolojik çalışmalarda nonsendromik

kraniosinositozun sendromik kraniosinositozdan çok daha yaygın olduğunu, yaklaşık

olarak tüm kraniosinositozların %90’ını oluşturduğunu göstermektedir (70).  Pratikte

sendromik formların nonsendromik kraniosinositozlardan ayrımı oldukça zor

olabilmektedir. Bu ikilem etkileyici bir şekilde muenke sendromu tanımladıktan sonra

gösterilmiştir. Daha önceleri muenke sendromu iç kulak, beyin ve minör kemik

anomalileri ile ilişkisi olana dek herediter izole koronal sinositoz olarak

sınıflandırılmıştı (26, 27). Benzer şekilde, İzole metopik sinositozlu kabul edilen

bireylerin önemli bir kısmında aslında sendromik kraniosinositoz vardır (71).

Sendromik kraniosinositozlu vakaların bile yarısının genetik nedeni halen

bilinmemekte iken, nonsendromik kraniosinositozun temelinin anlaşılması daha da zor

gözükmektedir (3). İkiz çalışmalarının dataları birden fazla etkileşen genlerin ve

çevresel faktörleri içeren muhtemelen multifaktöriyel etolojiyi destekler (72, 73).

Nonsendromik kraniosinositozun genetiği ile ilgili çalışmaların çoğu, sendromik

kraniosinositozlu hastalardaki bulgulara dayalı olmuştur. Geleceğe bakıldığında, yeni

teknolojik gelişmelerin kullanımı ile büyük olasılıkla bilinen lokusları dışladıktan sonra

nonsendromik kraniosinositozun karmaşık nedenlerini aydınlatmak mümkün olacaktır.

Son zamanlarda, Yüksek verimli dizileme teknolojisi ile istatiksel genomik analizler

birçok durumun genetik nedenini ortaya çıkarmıştır (74, 75). Bu yaklaşım dikkatli hasta

fenotiplemesi üzerinde yeni genetik etiyolojilerin ortaya çıkarılmasında büyük ölçekli

genomik analiz kullanımı olan ileri teknoloji yarışı olsa bile klinisyenin rolünün altını

çizmektedir. Çok sayıda etkilenmiş hastalara bağlı olan genom boyu ilişkilendirme

çalışmaları gibi araştırma çalışmaları araştırmada bir başka boyut sağlar, ancak maliyet

ve gerekli sayıda katılımcı sayısı bu konuda engelleyici olabilir. Sonuçta,

Nonsendromik kraniosinositozlarda bizim genel anlayışımızı bilgilendirmek amacıyla

daha yeni genomik tekniklerle birçok kraniosinositoz tipinden etkilenmiş hastaları

içeren daha geleneksel aile temelli çalışmalar değerli olacaktır (76, 77).

Kafatasındaki sütürlerin herbirinin sinostozu sonucu farklı farklı kafatası

şekilleri oluşur. Bu kafatası şekilleri şematik olarak aşağıda gösterilmiştir (Şekil 14).
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Şekil 14. Kalvaryal sütürlerin ve kafatası deformitelerinin şematik görünümü

Ref(78)’den değiştirilerek alınmıştır.
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2.6.1. Skafosefali
Doğum öncesi başlangıçlı erken sagittal sütür füzyonu sonucu oluşan bu

deformite ikna edici birşekilde Virchow yasasına bir örnektir. Dolikosefal kafa şekline

ek olarak, tipik özellikleri şişkin bir alın ve oksiput, vertekste kayma (başın en tepe

noktası) ve az gelişmiş parietal kemik tepeleridir. Sütüral füzyonun bir sonucu olarak,

fontaneli füzyon olan sütür tabanı ile üçgen şekli olarak varsayabiliriz. Bazen fontanel

bir wormian kemik ile kapatılabilir. Sütüral füzyon dinamik bir süreç olduğu için sütüral

füzyonun başladığı yere bağlı olarak kafa deformitesi değişkenlik gösterebilir. Virchow

skafosefaliyi önceden 3 alt gruba ayırmıştı. Alın genişliğinin intraparietal çapı aştığı

“sfenosefali” en yaygın alt tiptir. Bu şekilde sütüral füzyon sütürün arka yarısından

başlar. Leptosefali, sütürün tamamının eş zamanlı füzyonuna bağlı olduğu durumda

oluşur. En az görülen tipi Klinosefali ise muhtemelen füzyonun orta kısımdan başladığı

ve kafanın retrokoronal kısımda çökmesi anlamına gelir.  Bu alt gruplar fonksiyonel

açıdan ilgisiz gibi görünüyor olsa da, sfenosefalik ve klinosefalik deformiteler sagittal

sinositozu teşhis etmede oldukça spesfiktir. Skafosefalili hastaların çoğunluğunda eşlik

eden bulgu olarak hafif hipertelorizm rapor edilmiştir. Rutin incelemelerde bu

hastalarda kafa içi basıncı değişik araştırmalarda sırasıyla %14 ve %23 olarak rapor

edilmiştir (79). Hastaların küçük bir oranında ciddi intrakranial hipertansiyon artışı

papil ödem ve optik sinir hasarına yol açabilir (80). Beyin görüntülemede, kafa içi

yapıları deforme olmadıkça önemli derecede değişmiş görünmemektedir. Muhtemelen

belirgin alın tarafından serebrospinal sıvının akomodasyonu nedeni ile frontal

subaraknoid boşlukların genişlemesi yaygın bir bulgudur (81). Son çalışmalarda

deforme olmuş kafa içindeki henüz olgunlaşmamış sadece deforme olmuş beyinin

nöromotor gelişim üzerine hafif bir etkisi olabileceği gösterilmiştir (82).

İzole skafosefali kraniofasyal merkezlere yönlendirilen bireylerin kabaca

%50sinde görülür ve tüm kraniosinositozlar içinde en yaygın görülen tiptir. Erkeklerde

daha fazla görülür (%80) ve vakaların sadece %5’i aileseldir (72, 83). Prematürite ile

ilişkiside öne sürülmüştür (84). Vakaların büyük çoğunluğunda herhangi bir genetik

neden henüz belirlenememiştir.

2.6.2. Trigonosefali
Monosütüral metopik sinositoz için özel olmasına rağmen, bu deformite

Virchow yasası uygulanarak açıklanamaz. Altta yatan patojenik mekanizma diğer
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monosütüral sinositoz tiplerinden farklıdır. Çünkü metopik sütür nöral krest

mezenşiminden farklılaşır. İnsanlarda bu sütürün diğer majör kranial sütürlerden farklı

olarak fizyolojik füzyonü hayatın ilk yılının sonu gibi erkenden meydana gelir. Eğer

erken sütür füzyonu tanısı konulacak ise bu durum önemlidir. Çoğu vakada benzer

kranial deformite ilk klinik karşılaşmada kolayca tanı konulmasına olanak sağlar.

Nörogörüntüleme veya ameliyat esnasında frontal kemiğin skuamöz kısmının

hipoplastik olduğu gözlenir. İzole frontal sütür sinositozunun tipik özellikleri arasında

omurga şeklinde alın, frontal tepeciklerin yokluğu, yan supraorbital sırtların yeterzisliği,

dar etmoidal kemik nedeniyle hipotelorizm ve belirgin epikantal katlantılar sayılabilir.

Parietal genişliğin telafi edici artışı trianguler kafa şekli için katkıda bulunur. Kafa

deformitesi şiddeti değişken olabilir, en hafif formunda, erken metopik sinositozda

sadece metopik sırt görünümü oluşabilir.

Tipik trigonosefalinin tahmin edilen prevalansı yaklaşık olarak 1/15.000’dir

(85). Çoğu durumda nonsendromik bağlamda meydana geldiği görünsede, bu durumun

sendromik veya nonsendromik durumlar arasında ayrımı zor olabilir. Aslında, çok

sayıda farklı sendromlar, kromozomal aberasyonlar, toksik fetopatiler (örneğin valproik

asid maruziyeti gibi) tipik trigonosefali ile ilişkili olabilir fakat birçoğu halen daha

tanımlanmamıştır (71, 85-87). Sendromik trigonosefalilerin aksine nonsendromik

formlar daha iyi prognozlu olma eğilimindedir (71, 88). İlginç bir şekilde son raporlarda

trigonosefali insidansı artmış olmasına rağmen, bunun nedeni bilinmemektedir (89, 90).

Skafosefalide olduğu gibi trigonosefalide erkeklerde daha sık görülür ve yaklaşık %5-6

vaka aileseldir (72, 85). Vakaların %10-30’unda nörogelişimsel gerilik bildirilmiştir

(71, 91). Nonsendromik kraniosinositozların diğer bazı tiplerinde olduğu gibi,

sendromik kraniosinositozdaki anlayışlar nonsendromik trigonosefali için genetik

nedenlerin tanımlanmasına olanak sağlamaz, mikroarray analizi ile tespit edilen bazı

tekrarlayan genomik aberasyonlar vakaların en azından bir alt kümesi olarak neden

olarak düşünülebilir (92, 93).

2.6.3. Anterior Plagiosefali
Tek taraflı koronal sinositozdan oluşan bu kompleks deformite klinik pratikte

nadir olarak kullanılmasına rağmen 3 boyutlu bilgisayarlı tomografi ile en iyi

görülebilir. Bu anormal kafa şekli Virchow yasası kullanılarak çok basit bir şekilde

açıklanabilmektedir. Tipik kraniofasial özellikleri arasında aynı taraf alın bölgesinde
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retrüzyon, dış kantus ve tragus arasındaki azalmış boşlukla sonuçlanan supraorbital

kenar sayılabilir. Alındaki retrüzyon karşı tarafta alındaki belirgin çıkıklık ile kompanze

edilebilir. Kraniofasial skolyoz ile etkilenen tarafa yönelik konveksite ve nazal septum

ile çenenin karşı tarafa doğru kayması önemli tanısal özellikleridir. Strabismus sık

görülen bir özellikdir ve ambliyopi riski taşıdığından dikkat edilmelidir. Oftalmolojik

bulgular süperior oblik parezisi ile tutarlıdır, ama esas neden asimetrik bozuk

orbitalarda kasların asimetrik yerleşmesi gibi görünmektedir (94). İzole tek taraflı

koronal sinositozun insidansı hakkında çok az veri vardır. Önceden kraniosinositonun

izole formları olarak kabul edilen hastalar aslında Saethre-Chotzen ve Muenke

sendromu olarak sunulan hastalar olduğu için bildirilen insidans değerleri artık geçerli

değildir.

2.6.4. Brakisefali
Bu terim aslında artan sefalik indeks için kullanılmakta iken, klinisyenler ise iki

taraflı koronal sinositozu belirtmek için kullanır. Kafatasının genişlemesi ve

kısalmasının yanı sıra, kafatasının yüksekliği de genellikle artmıştır, bu yüzden bazen

turrisefali ile eş anlamlı olarak kullanılır. Tipik yüz görünümü yüksek, geniş ve

genellikle çıkıntılı alın, geniş olarak ayrılmış frontal kabarıklıklar ve çökmüş

supraorbital kenarlardır. Hipertelorizm yaygındır, midfasial büyüme izole formlarda

genelde normale yakındır. Ön kranial fossanın kısalması kafatabanında belirgin bir

özelliktir. İzole brakisefalinin gerçek prevalansı şaşırtıcı derecede düşüktür. Bunun

nedeni bu vakaların çoğunluğunun aslında özellikle Muenke ve Saethre-Chotzen

sendromları gibi bir sendromik bağlamda ortaya çıkmasından kaynaklanmaktadır. İzole

olan brakisefali formları erkeklerde ve kadınlarda eşit oranda görülür. Beyin

fonksiyonları üzerine bikoronal sinositozun etkisi hakkında birçok rapor bulunmaktadır

ve bu yüzden bu durumun dikkatlice incelenmesi gerekir. Genetik olarak tespit edilen

hastalar üzerinde yapılan son çalışmalar aslında mental gelişim için bazı girişimler

önermiştir fakat dahada fazla araştırılması gerekir (95). İlginç bir bulgu olarak tek taraflı

veya iki taraflı koronal sinositozun nöral tüp defektleri ile ilişkisi olabileceği rapor

edilmiştir (96). Bu istisnai birliktelik rastlantısal olarak görülmektedir ancak etiyolojisi

halen bilinmemektedir.
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2.6.5. Posterior Plagiosefali
Sinostotik arka plagiosefali tek taraflı lambdoid sinostozu sonucu meydana gelir. İzole

kraniosinositozun bu nadir tipi, Virchow yasası uygulanarak anlaşılabilmektedir: sütüral

büyüme kısıtlılığı oksiputta ipsilateral düzleşme ile sonuçlanır, füzyon olan sütürün

kompansatuar büyümesi aynı tarafta petröz kemik ve aurikulanın çökmesine ve karşı tarafta

parietal bölgenin karakteristik şişmesine yol açar. Başka bir özelliği, aynı taraf mastoid çıkıntı

üzerinde bir kemik tepe oluşumudur, fakat her zaman mevcut olan bir özellik değildir.

Etkilenen tarafta posterior fossanın azalmış boyutu nedeniyle, aynı taraftaki serebellar tonsil

genellikle foramen magnum içine herniye olur. Karşı taraf tonsil normal gibidir, nörolojik

sekel Chiari malformasyonu olarak görülür. Sinostotik posterior plagiosefali her hangi bir

fonksiyonel önemi olmayan pozisyonel şekil bozukluğu ile karıştırılmamalıdır. Pozisyonel

deformasyonun posterior plagiosefaliye göre yaklaşık yüz kat daha sık görüldüğü tahmin

edilmektedir (97). Tek taraflı lambdoid sinositozunun kabaca tüm kraniosinositozların

%1-3’ünü oluşturduğu tahmin edilmektedir (97, 98). Genetik analizler FGFR1-3 genlerindeki

hotspot bölgelerin nonsendromik plagiosefalide rol oynamadığını göstermektedir (99).

2.6.6. Bisutural Sinostozis
Birçok farklı kombinasyonlar mümkündür ve daha önceden rapor edilmiştir. Örneğin;

Sagittal sinositoz frontal, tek taraflı ve bilateral koronal veya lambdoid sinositozla kombine

olabilir. Aynı şekilde, koronal ve frontal sinositoz birlikte görülebilir. Sagittal ve metopik

sinositozun birlikte sinositozu daha nadirdir ve skafosefali ile daha az göz alıcı trigonosefali

ile sonuçlanır. Bikoronal koronal sinositoz ile doğum öncesi başlayan frontal sinositozun

birlikteğide oldukça nadirdir. Bu kombinasyon tipik turrisefali ile birlikte dar bir alın

görünümüne neden olur. Oldukça benzer bir deformite Saethre Chotzen sendromu ve metopik

sinositozlu hastalarda görülebilir. Koronal sinositoz ile birlikte sagittal sinositoz

kombinasyonu daha yaygındır, %2 civarında görülür. Vakaların çoğunluğunu, yaklaşık %80

erkekler oluşturur. Olguların yaklaşık yarısında, skafosefali ile tipik anterior plagiosefali

birlikteliğinde, vakaların bazılarında bilateral koronal sinositoz doğrulanmasına rağmen,

koronal sütürün tek taraflı yerleşimi görülmektedir. Bu gözlemlerin sonucunda bu vakaların

bazılarının aslında progresif multisütüral sinositoz için bir geçiş aşaması olabileceği tahmin

edilmektedir, özellikle skafosefalideki sütüral füzyon pansinositoza geçebilir (100).

Tipik bir brakiturrisefali özellikleri arasında belirgin şişkin alın, biparietal darlık

ve oksipital orta hatta konkavite sayılabilir. Bu kraniosinositoz tipi birkaç dekat önce
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tarif edilmiştir ve tüm kraniosinositozların yaklaşık %1’ini oluşturur (101, 102). Bu

kraniosinositoz tipinde de erkek üstünlüğü vardır (10/4 oranında). Genellikle lambdoid

sütürün her iki tarafında etkilenme söz konusudur fakat tek taraflı füzyonda

gözlenmiştir. Lambdoid sütürün erken füzyonu posterior fossanın büyüme gelişmesinin

azalmasına yol açar. Serebellar tonsillerin servikal spinal kanalın içine doğru itilmesi

(Chiari I malformasyonu) sonucu potansiyel olarak hidrosefali, beyin sistem

disfonksiyonu ve hidrosiringomyeli meydana gelebilir. Şuan itibariyle bu

kraniosinositoz tipinin etiyolojisinde herhangi bir teori ortaya konulamamıştır.

Moleküler testlerle sendromik kraniosinositoz ile ilişkili ortak genlerde herhangi bir

mutasyon saptanamamıştır (103).

2.6.7. Oksisefali
Bu terim geçmişte brakisefali ile eş anlamlı olarak kullanılmasına rağmen

multisütüral sinositoz anlamına gelir (Pansinositoz). Oksisefali tanısı tüm kranial

sütürlerin doğum sonrası progresif kapanması ile sınırlı olmalıdır, çünkü doğum öncesi

başlayan multisütüral füzyon Kleeblatt deformitesine neden olur. Tüm kafadaki tüm

majör sütürleri benzer derecede içerdiği için majör kranial deformite beklenmez hatta

bazen hiç deformite gözlenmeyebilir (Şekil 17). Oksisefali (sivri kafa)nin en çarpıçı

özelliği bregmatik tümseğin neden olduğu karakteristik “chapeau de clown”

görünümüdür. Beyin hacminin azalmasından dolayı (mikrensefali) mikrosefali ile

karıştırılabilen normalin altında baş çevreside aynı zamanda yaygın gözlenen bir

özelliktir, sıklıkla mikrensefali sekonder pansinositoz ile ilişkilidir. Oksisefali

çoğunlukla multisütüral füzyondan dolayı intrakranial hipertansiyona neden olur, bu

önemlidir çünkü klinik olarak optik sinirde genellikle bulgu vermeyebilir. Oftalmolojik

bulgular genellikle yaşamın 1. yılından sonra belirgin hale gelebilir. Etkilenen bireylerin

%75 kadarında posterior fossanın yetersiz genişlemesinden dolayı Chiari I

malformasyonu görülür. Oksisefali ve kraniosinositoz tiplerinin oldukça nadir görülen

bir tipidir. Orta Avrupada yapılan kohort çalışmalarında prevalansı %2 oranında tespit

edilmiştir. Ancak afrikanın kuzey kesimlerinde ve Akdeniz ülkelerinde daha yüksek bir

oranda yaklaşık %40 oranında görülmektedir (104). Şu anda etiyolosi henüz

bilinmemektedir. Akraba evliliği olan ailelerde etkilenmiş bireylerin varlığı kalıtım

konusunda otozomal resesif kalıtımı düşündürmektedir.
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Şekil 15. Skafosefalili hastalara ait kafatasının üstten ve yandan görünümü

Şekil 16. Trigonosefalili hastaya ait görüntüler

Ref(43)’den değiştirilerek alınmıştır.

Şekil 17. Oksisefalili hastanın önden görünüşü ve 3 boyutlu tomografi görüntüsü

Ref(105)’den değiştirilerek alınmıştır.
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2.7. KRANİOSİNOSİTOZUN MOLEKÜLER GENETİĞİ

Son bir kaç yıl boyunca, kraniosinositoz araştırmaları deformitelerin net

tanımlanmalarından erken sütür kapanması ardındaki moleküler etyolojilerin bazılarının

anlaşılması ile ilerleme kaydetmiştir. Sendromik kraniosinositozlu hastalardaki

çalışmalar çeşitli genlerin, moleküler olayların ve kafatasının anormal büyüme ve

gelişmesi ile ilgili deformasyonel kuvvetlerin tanımlanması ile sonuçlanmıştır

(106-109). En iyi tanımlananlar arasında Fibroblast büyüme faktörleri(FGFs) ve

bunların reseptörleri (FGFRs) bulunmaktadır. En az 4 farklı reseptör tanımlanmasına

rağmen, sendromik kraniosinositozun çeşitli tiplerinde 3 tanesinin mutasyonları ile

bağlantı kurulmuştur (14, 110-112). Bazıları için, nokta mutasyonlar (Crouzon

sendromunda görülen FGFR2 C342Y mutasyonu gibi) yapısal olarak aktif reseptörleri

tetikleyerek hücre içi sinyalizasyonu kaskadlarının bir ligand bağımsız aktivasyonu

olarak sonuçlanır (113). Kraniosinositozda FGF sinyal yolağının rolünü destekleyen,

insan fetal gelişimi sırasında intramembranöz kemikleşmede FGFR1,2-3 genlerinin

ekspresyonunun kranial sütürlerin belirli bölgelerinde localize olduğu birçok çalışma

yapılmıştır (114). Bu datalar ceşitli form sendromik kraniosinositozların

etyopatogenezinde FGF reseptörlerinin ve bunların downstream etkilerinin önemini

vurgulamaktadır ve erken sütür füzyonunun önlenmesinde gelecekte tedavi gelişmeleri

için potansiyel bir yol göstermektedir.

Osteoblastlar tarafından eksprese olan ve kemikde bol bulunan Transforming

growth factor BETA(TGF-B) süperailesi kraniosinositoz ile ilgili kapsamlı olarak

çalışılmıştır. Bebeklerde erken füzyon olan ve normal dokulardan olan biyopsiler

karşılaştırıldığında, TGF-Beta2’nin kraniosinositozlu örneklerde yüksek

immünreaktivite gösterdiği görülmüştür (115). Kalıcı plagiosefalili çocukların lambdoid

sütürlerinde birçok TGF-Beta izoformunun artmış immünreaktivitesi bulunmuştur

(116). Tüm bu bulgulara rağmen, sendromik kraniosinositozlu çok az sayıda vakada

TGF-Beta yolağındaki mutasyonlar doğrudan bağlantılı bulunmuştur. Diğer genlerin

birçoğu insanlarda sendromik erken suture füzyonunun diğer birçok formunun

gelişiminde bağlantılı bulunmuştur. Boston tipi kraniosinositoz otozomal dominant olup

5. kromozomun uzun kolunda yer alan MSX homeobox geni ile sıkıca bağlantılı

bulunmuştur (67, 117). Shatre-Chotzen sendromu bir diğer nadir otozomal dominant

hastalık olup, TWIST transkripsiyon faktöründeki mutasyonların neden olduğu
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bulunmuştur. Genetik analizler daha az sıklıkla, ephrin B1’in craniofrontonasal

sendromunun, RAB23 geni ile Carpenter Sendromunun, POR ile Antley-bixler

sendromunun ve GLI3 ile Greig sefalopolisindaktilinin prematür sütür füzyonuyla

ilişkili olduğunu göstermiştir (68, 118-121). Tüm bu bulgular kalvaryal gelişim

sırasında yer alan karmaşık biyomoleküler yolları anlamak ve aynı zamanda

kraniosinostoz hastalarında olası tedavi tasarımı için alternatif hedefleri sağlamak için

alternatif yollar sağlamaktadır.

2.7.1. Fibroblast Büyüme Faktörü (FGF) Reseptörleri

Memelilerde 22 tane yüksek derecede korunmuş FGF ligandı ve 5 adet FGF

reseptör geni (FGFR) tanımlanmıştır. FGFR’lar 1 adet hidrofobik membran ve ikiye

bölünmüş sitoplazmik trozin kinaz domaininden oluşan 3 adet ekstrasülüler

immünglobulün benzeri domain içerir, 3. Ig domaininin alternatif mRNA kırpılması

(=splicing) IgIIIb ve IgIIIc izoformlarına neden olur ve bunlar farklı ligand bağlanma

özelliklerine sahiptir. FGFRL1 olarak da bilinen FGFR5, sitoplazmik trozin kinaz

domaininden yoksundur, bu nedenle işlevi halen bilinmemektedir fakat son zamanlarda

kraniosinositozdan sorumlu olduğu düşünülmektedir (122).

FGFR reseptör sinyalizasyonu birbirine bağlı 2 FGF molekülünden oluşan bir

FGFR dimerinin formasyonunu gerektirir. FGFler başlangıçta FGFR’ler için düşük

afiniteye sahiptir, ancak heparin sülfat proteoglikanlarının (HSP) varlığı bu etkileşimi

stabilize eder ve daha kararlı bir 2/2 FGF-FGFR kompleksi oluşumunu teşvik eder. FGF

ve HSP arasındaki yüksek afinite ayrıca FGF dokuları arasındaki difüzyonu kısıtladığı

düşünülmektedir (123). FGF sinyal yolağı hücre çoğalmasının düzenlenmesi,

farklılaşma ve migrasyon dâhil olmak üzere embriyonik gelişim sırasında ve erişkin

organizmada birçok süreçleri içerir ve iskelet biyolojisinde önemli bir rol oynar. Tüm

kraniosinositoz vakalarının yaklaşık %20 kadarı FGFR1, FGFR2 ve FGFR3

mutasyonlarından kaynaklanır ve bu mutasyonlar Apert, Crouzon, Pfeiffer, Muenke,

Jackson-Weiss ve Beare-Stevenson dâhil olmak üzere en az 6 sendromda bulunmuştur.

Diğer yandan, FGFR2 ve FGFR3 mutasyonları sendromik olmayan kraniosinositozlu

hastaların bazılarında tespit edişmiştir, bu durum suture füzyonunun birçok formunda

ortak bir yolak olabileceğini düşündürmektedir (3).
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Kraniosinositozla sonuçlanan FGFR1-3 mutasyonlarının hemen tamamı

fonksiyon kazanım mutasyonlarıdır. Bu mutasyonlar reseptör üzerinde ligand bağımlı

yada ligand bağımsız aktivasyonla çeşitli birçok mekanizma ile etkisini gösteri,bunlar

FGF proteini için artmış afinite, FGF-bağlanma spesifitesinin azalması, ektopik FGFR

splice form ekspresyonu ve reseptördeki  ligand bağımsız dimerizasyon ve

aktivasyondur. Bazı genotip-fenotip korelâsyonları vardır, ayrıca aynı mutasyonlar

farklı fenotipe, farklı mutasyonlar aynı fenotipe yol açabilir (124). Bu fenotipik

değişkenlikler genetik düzenleyicilerin varlığını ve reseptörler arasındaki fonksiyonel

fazlalığı göstermektedir.

Sendromik kraniosinositozlu vakaların yaklaşık %90’ında FGFR2 mutasyonları

bulunmaktadır. Örneğin; Apert, Crouzon, Pfeiffer, Jackson- Weiss ve Beare- Stevenson

sendromları gibi (3). Mutasyonların çoğunluğu yanlış anlamlı aminoasit değişiklikleri

sonucu görülür ve bunların yaklaşık %20’si sistein rezidülerini oluşturur veya yok eder.

Bu mutasyonlar genellikle IgIII domainindeki moleküller arası disülfit bağlarını bozar

ve eşleşmemiş sisteinleri oluşturur, bunlar yapısal aktivasyona yol açan reseptör

molekül dimerleri arasındaki moleküller arası disüfit bağlarını oluşturur. Bu tipteki

liganddan bağımsız aktive olan mutasyonlar, Pfeiffer and Crouzon sendromunun daha

ciddi formlarında bulunur. Pfeiffer hastalarının %10’undan IgII domainini kodlayan

ekzonların kırpılmasını etkileyen mutasyonlar sorumludur ve bunlar daha ciddi

ekstremite anomalilerine sahiptir. IgIIIc kodlayan ekzonların upstreaminde ( yukarıya

dönük/üretime dönük ucundaki) Alu-elementi eklemeleri bulunan 2 Apert sendromlu

hasta da aynı domainden etkilenmiştir. Tüm bu mutasyonlar, sadece FGFR2IIIb’ye

bağlanan FGF ligandlarının farklı setlerine olanak sağlayıp FGF sinyalini normal

FGFR2-IIIc eksprese olduğu dokuda aktive ederek FGFR2 IIIb isoformunun ektopik

veya arttırılmış ekspresyonuna yol açar. Aynı sonuç, çoğunlukla Apert sendromundan

sorumlu olan IgII-IgIII ü bağlayan bölgedeki en yaygın iki mutasyon  (Ser252Trp ve

Pro253Arg) belirlenerek saptanmıştır. Bu mutasyonlar ligand afinitesinin artmasıyla

sonuçlanırlar. Bazı ligand özgüllüğü kayıplarının olmasına rağmen, özellikle FGF2 ve

FGF9’da ligand afinitesi artışı görülür. Apert vakalarının %66’sından sorumlu olan

Ser252Trp mutasyonu, daha ciddi fenotiple ilişkilendirilir ve bu fenotipe sıklıkla yarık

damak eşlik eder. Homolog mutasyonlardan FGFR2 (Pro253Arg) mutasyonu aynı

zamanda FGFR1 ve FGFR3te de bulunur. FGFR1 (Pro252Arg) mutasyonu, Pfeiffer
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sendromu vakalarının yaklaşık %5’inden sorumludur, FGFR2den kaynaklı oluşan

vakalardan daha hafif fenotip oluşumuna meyleder.

FGFR3’teki homolog mutasyon, Pro250Arg, kraniosinositoz hastalarının %6-8’inde

bulunmaktadır. Bu mutasyon, en yaygın sendromik kraniosinositoz formu olan Muenke

sendromuna sebep olmaktadır.

Genellikle, FGFR1 ve FGFR3teki homolog mutasyonlar, Apert sendromuyla

ilişkilendirilmiş FGFR2 (Pro253Arg) mutasyonundan daha hafif fenotiplerle sonuçlanır

(3). Bu durum büyük ihtimalle, sütürler içindeki reseptörlerin ekspresyon seviyeleri ve

farklı rölatif ekspresyon paternleri ve diğer bölgelerdeki reseptör sinyalindeki belirgin

farkılıklardan kaynaklanır.

2.7.2. Twist1
TWIST1’deki mutasyonlar, kraniosinonitozun en yaygın otozomal dominant

hastalıklarından biri olan Saethre-Chotzen Sendromu(SCS) ile ilişkilidir, 1/25.000 –

1/50.000’de 1 canlı doğumda görülmektedir. En sık görülen klinik fenotiplere, koronal

sütürün prematüre kapanmasından kaynaklı anormal kafa şekli, hipertelorizm ve yüz

orta hat hipoplazisi dâhildir. Tipik ekstremite anormallikleri yumuşak dokuda el ve ayak

parmakları arasında sindaktilidir. 100den daha fazla farklı mutasyon TWIST1 geni

içinde tanımlanmıştır. Aynı zamanda bu, koronal sütürün prematüre kapanması ve

ekstremite anormallikleri de dâhil olmak üzere aynı fenotipte olan Twist1+/- fareleriyle

gösterilmiştir. Böylece SCS için kullanışlı bir model oluşturmuştur. FGFR2 ve

FGFR3’teki mutasyonlar SCS ile benzer fenotipe sahip bazı hastalar için rapor

edilmiştir, bu mutasyonlu TWIST1’in FGFR sinyal yolunun aktivasyonuymuş gibi aynı

fenotipi verdiğini göstermektedir.

2.7.3. Msx2
MSX genindeki mutasyonlar sonucu Boston tipi kraniosinositoz meydana gelir, bu gen

5. Kromozom uzun kolunda bulunan son derece korunmuş bir gendir. Bu otozomal

dominant hastalık koronal sütür sinositozu ile karakterizedir ve fronto orbital çöküklük,

frontal kabarıklık ve turribrakisefaliyi içeren değişken fenotiplerde görülebilir. Proteinin

DNA bağlayıcı bölgesi içinde Prolin’in histidin’e dönüşümü (Pro148His) sitozinin

adenine transversiyonu sonucu oluşur. Proteinin DNA bağlayıcı afinitesinin artması

artmış protein aktivitesi ile sonuçlanır (109). Son birkaç yıldır kraniosinositozlu çoğu

hastada ekstra MSX2 kopyası tespit edilmiş, böylece MSX2 fonksiyon kazanımının
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kraniosinositozu teşvik ettiği desteklenmiştir(125). Aksine, MSX2 haploinsufiencye

neden olan mutasyonlar ossifikasyon yetersizliğine ve parietal foramina ya sebep olur

(109).

2.7.4. Eph/ephrin sinyal yolağı
Eph reseptörleri büyük reseptör tirozin kinaz (RTK) ailesinin bir üyesidir. Bu RTKların

ligandları, ephrinler 2 alt sınıfa ayrılır;

A alt grubu: Ephrin A1-5,  glikozilfosfotidilinozitol(GPI) bağlantıları ile membrana

tutturulmuştur.

B alt grubu: Ephrin B1-3, kısa sitoplazmik bölge ile bir transmembran domaini ne

sahiptir.

EPH/Ephrin sinyal yolu hücre göçü düzenlenmesinde ve embriyonik gelişimde doku

sınırlarının oluşturulmasında çok önemlidir.

Eph reseptörü ve onun ephrin ligandıyla ilgili bölgesi arasındaki ilişki, hem reseptör

hem de liganddaki ifade edilen hücrelerin aşağı akış sinyallenmesinin aynı anda

aktivasyonuna neden olur.

EFBN1deki fonksiyon kaybı mutasyonları kraniofrontonazal displaziye sebep olur. Bu,

ağırlıklı olarak ve çoğunlukla daha ciddi bir şekilde kadınları etkileyen X’e bağlı

dominant bir hastalıktır. Bu hastalarda brakisefali, koronal sinostoz, hipertelorizm, aşağı

bakan palpebral fissürler, burun ucu yarıklaşması, dudak ve damak yarığı, anormal

klavikula, yükselmiş skapula mevcuttur (3). EFNA4 geni içindeki mutasyonlar da

nonsendromik kraniosinositozlu birçok hastada bulunmuştur (126).

2.7.5. TGFβ Sinyal yolağı

TGFBR1 ve TGFBR2’deki mutasyonlar, marfanoid kraniosinositoza benzeyen

kraniofasial bozukluklarla sonuçlanır (127). Bunlar, bu yolakta insanlardaki

kraniosinositoz ile direk ilişkili ilk mutasyonlardır ve bu bulgular dikiş açıklığı

regülâsyonundaki TGFβ sinyal yolunu içine alan birçok çalışmayı destekler. TGFβ2 ve

TGFβ3, sütür açıklığı üzerinde ters etkiye sahiptir. Patent sütüre TGFβ2’nin eklenmesi

antikorları nötralize ederken, TGFβ2 birleşen sütürlerin sinostozunu engelleyerek

birleşmemeyi destekler. TGFβ3 için de tam tersi doğrudur, TGFBR1 in ekspresyonunun

azalmasıyla hareket eder (128).
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2.8. KRANİOSİNOSİTOZDA MOLEKÜLER TEST YAKLAŞIMI
Genetik testler günümüzde şüpheli genetik hastalıkların tanısal tetkik sürecinin ayrılmaz

bir parçası olmuştur. Diğer birçok durum gibi, kraniosinositozda etiyolojik olarak

oldukça heterojendir ve genetik olmayan veya daha karmaşık bir genetik hastalığın bir

parçası olarak görülebilir. Çevresel faktörler ve/veya genetik değişikler nedeniyle

meydana gelen izole kraniosinositoz olarak ortaya çıkabilir veya sınırlı bilgiler ve

imkansızlıklar nedeniyle idiyopatik olarak sınıflandırılabilir. Mevcut genetik test

stratejileri kullanılarak bugün kraniosinositoz hastalarının yaklaşık %45’ine neden olan

genetik değişiklik tanımlanabilmektedir (33, 129, 130). Genetik değişikliklerin

tanımlanması altta yatan genetik nedeni ve farklı klinik durumları tanımlayarak hasta

için ayırıcı tanıyı aydınlatır. Tanının aydınlatılması beklenen klinik seyir ve doğru

genetik danışma için daha kesin bir tahmin olanağı verir. Ayrıca etkilenen aileler için

tekrarlama riski, akrabalarında görülme riskinin yanı sıra sonraki gebeliklerde prenatal

tanı yaklaşımı hatta preimplantasyon genetik tanı imkanı sağlar. Kraniosinositozlu

hastalarda genetik test sonuçları, hastanın izlem aralıklarını hatta tedavi kararlarını bile

doğrudan etkileyebilir.

İlk basamak klinik değerlendirmedir.

Kraniosinositozlu bir hasta iyi bir kraniocerrah ve klinik dismorfolojist tarafından

birlikte multidisipliner bir şekilde değerlendirilmelidir. Dikkate alınması gereken

önemli klinik bilgiler şunlardır:

1- Hangi kranial sütürlerine etkilendiği ve oluşan kafa şekli

2- İlişkili kraniofasyal anormallikler ve dismorfizm

3- Beyin malformasyonları ve/veya anomalileri

4- Ekstrakranial malformasyonlar/anomaliler (iskelet anomalileri gibi)

5- Kraniosinositoz için pozitif aile hikayesinin varlığı, gelişimsel bozukluk,

nöbetler gibi altta yatan mendelian kalıtımı düşündüren bulgular.

Pozitif aile hikayesi, motor-mental gerilik, ek ekstrakranial malformasyonların

varlığında genomik değişiklikleri araştırmada karyotip analizi veya aCGH ilk test

seçeneği olabilir. Bazı kraniosinositoz sendromları (Apert, Craniofrontonasal

sendrom gibi) ayırt edici klinik bulguları sayesinde kolayca tanınabilir ve sendroma

özgü genetik test ile tanı doğrulanabilir.
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Spesifik genel görünüm ve bariz sendrom olmadığı durumlarda ve ekstrakranial

malformasyon varlığında genetik test planlaması etkilenen sütür tipine ve oluşan kafa

şekline göre planlanmalıdır.

İkinci basamakta genetik test planlaması yapılır.

Özgün sendrom, spesifik genel görünüm ve ekstrakranial malformasyonların

yokluğunda ilgili sütürün tipine ve oluşan kraniofasyal morfolojiye dayalı genetik

testler planlanmalıdır. Kraniosinositoz hastalarının altında yatan genetik değişikliklerin

tespiti için basit bir moleküler genetik test yaklaşımı Tablo 1’de gösterilmiştir.
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Tablo 1. Klinik bulgular ve aile hikayesi temelli Kraniosinositoz genetik çalışma akış şeması

Ref(43)’den değiştirilerek alınmıştır.
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2.8.1. Baskın Olarak Koronal Kraniosinositozdan Kaynaklanan Brakisefali ve
Anterior Plagiosefali
Tek veya iki taraflı koronal sinostozun en yaygın sendromik formları otozomal

dominant kalıtım gösterir. En yaygın görülen sendromik formlar olan Apert sendromu,

Crouzon sendromu, Jackson-Weiss sendromu (JWS), Muenke sendromu, Pfeiffer

sendromu ve Saethre-Chotzen sendromu (SCS) klinik olarak konjenital ve ilerleyici

brakisefali ile karakterizedir. Sinositoz sıklıkla tek taraflıdır ve diğer ek sütürleride

etkileyebilir, spekturumun en ağır formu yonca yaprağı şeklinde kafa şekli olarak ortaya

çıkar. Hastalarda özellikle elleri ve ayakları etkileyen ek iskelet anomalileri ayrıca

propitozis, yüz orta hat hipoplazisi ve gaga burun da dahil olmak üzere ayırtedici bir

fasyal görünüm görülebilir. Bu genel klinik görünüm doğrudan klinik tanıya

yönlendirebilir.(Apert, Pfeiffer ve Craniofrontonasal sendrom (CFNS)da olduğu gibi)

2.8.2. Sagittal Kraniosinositozdan Kaynaklanan Skafosefali
Izole kraniyosinostozların en yaygın biçimi, orta hat sagital (ve bazen metopik) sütürü

etkiler, genellikle altta yatan neden FGFR veya TWIST mutasyonları değildir, bazen

mikroskobik veya submikroskopik kromozomal dengesizlikler nedeniyle oluşabilir

(129, 130). Bu yüzden ileri genetik tetkikler kişisel klinik prezentasyona dayalı

olmalıdır. Crouzon sendromlu bazı hastalar başlangıçta sagittal sinositoz ile prezente

olur, ancak daha sonra koronal sütürleri de etkilenir. Bu yüzden sagittal sinositoz ve

kruzonoid yüz görünümünün birlikte olduğu hastalarda FGFR2nin seçilmiş ekzonları

genetik test olarak değerlendirilebilir (131).

2.8.3. Metopik Kraniosinositozdan Kaynaklanan Trigosefali
Trigonosefalili hastalarda tanımlanan genetik değişiklikler ağırlıklı olarak kromozomal

dengesizliklerdir. Metopik sütür sinositozlu hastaların %30 kadarında bu değişiklikler

tespit edilebilir (130). Bu nedenle ilk genetik test konvansiyonel karyotip ve/veya

aCGH olmalıdır. Bu testler negatifse veya ek ekstrakraniyal anomaliler varsa

dismorfolojistler tarafından Opitz C sendromu gibi farklı genetik sendromlar dikkatlice

incelenmelidir (132).



41

2.9. CGH(KARŞILAŞTIRMALI GENOMİK HİBRİDİZASYON) VE aCGH

2.9.1. CGH
Karşılaştırmalı genomik hibridizasyon(CGH), hücre kültürüne gerek kalmadan bir

referans örnek ile bir test örneğinin DNA ploidisi seviyesine göre kopya sayısı

değişimlerinin (CNV'lerin) analizi için geliştirilmiş moleküler bir sitogenetik yöntemdir.

Bu tekniğin amacı iki farklı genomik DNA örneğini hızlı ve verimli bir şekilde

karşılaştırmaktır, karşılaştırılan iki örnek birbiriyle yakından ilişkili olmalıdır çünkü

tüm kromozomal veya subkromozomal bölgeler arasındaki kazanımlar veya kayıpların

karşılaştırılması amaçlanmaktadır. Bu teknik, ilk olarak solid tümör ve normal dokular

arasındaki kromozomal farkları değerlendirilmesi için geliştirilmiştir (133). Daha

geleneksel sitogenetik ve Floresan insutu hibridizasyon (FISH) yöntemleriyle

karşılaştırıldığında rezolüsyonu 5-10 megabaza kadar indirgenmiş bir tekniktir (134).

Floresanlı bir mikroskop ve bir bilgisayar yazılımı kullanılarak, farklı olan renkli

floresan sinyalleri ile daha sonra iki kaynak arasındaki kromozom farkların belirlenmesi

için her bir kromozomun uzunluğu boyunca karşılaştırılır. Referans örneğinin daha

yüksek renkte ışıma verdiği bölge test örneğinde kayıp olduğunu gösterirken, test

örneğinin daha yüksek ışıma gösterdiği bölge ise bu bölgede bir kazanım olduğunu

gösterir. Eğer nötral bir renk (yani yeşil ve kırmızı karışımı sarı bir renk) görülürse bu

iki örnek arasında hiçbir fark yok anlamına gelir.

CGH yöntemi sadece dengesiz kromozomal anomalileri tespit edebilir. Kopya

sayısı değişimleri olmayan resiprokal translokasyonlar,inversiyonlar, ring kromozomlar

gibi dengeli kromozomal anomalilerin tespitini gerçekleştiremez. CGH tek bir test ile

tüm kromozomları keşfetmeye, delesyon ve duplikasyonları ortaya çıkarmaya izin verir,

mikroskopik ölçekte keşfedilmeyi bekleyen aday genlerin belirlenmesine yardımcı

olabilir. CGH teknikleri ile birlikte DNA mikroarraylerinin kullanımı sayesinde aCGH

diye adlandırılan daha spesifik bir form geliştirilmiş ve rezolüsyonu 100 kilobaz

seviyesine kadar düşürülmesine olanak sağlanmıştır (135, 136). Bu geliştirilmiş teknik

bilinen veya bilinmeyen durumların etiyolojisini keşfetmeye olanak sağlar.



42

2.9.2. aCGH
Dizi karşılaştırmalı genomik hibridizasyon (mikroarray tabanlı karşılaştırmalı

genomik hibridizasyon, matrix CGH, dizi CGH, aCGH) geniş ve yüksek çözünürlüklü

ölçekli bir genom üzerinde kromozom kopya sayısı değişikliklerinin tespiti için

geliştirilmiş moleküler sitogenetik bir tekniktir (137). Dizi CGH hastanın genomunu bir

referans genomla karşılaştırır, geleneksel CGH ve floresans in situ hibridizasyon gibi

aynı ilkeleri kullanılarak genomik dengesizlikleri bulur ve iki genom arasındaki farkları

belirler. aCGH’in ortaya çıkarılması ile geleneksel CGH’in esas kısıtlaması olan düşük

çözünürlük sorunu ortadan kalkmıştır. aCGH’de, Metafaz kromozomlarının

lokalizasyonu bilinen 100-200kb’lık klonlanmış DNA fragmentleri ile yerdeğiştirildiği

bilinir. Bu, daha ayrıntılı olarak sapmaların tespit edilmesini sağlar ve dahası genomik

dizideki değişiklikleri doğrudan harita üzerinde eşlemek için mümkün kılar (138).

aCGH’in diagnostik uygulamalar için DNA kopya sayısı değişikliklerinin analizi için

kullanılan diğer yöntemlere göre önemli avantajları sayesinde spesifik, duyarlı, hızlı ve

yüksek verimlili bir teknik olduğu kanıtlanmıştır (139). 2006 yılı itibariyle, yüksek

çözünürlüklü CGH (HR-CGH) sayesinde 200 bp çözünürlükte yapısal değişimleri (SV)

tespit etmek için hassas bir hale gelmiştir (140). Bu method kromozomal anomaliler

nedeniyle meydana gelen doğumsal defektleri, kanser gibi durumlarda görülen

mikrodelesyon ve duplikasyonlar gibi tekrarlayan kromozomal değişiklikleri

belirlememizi sağlar.

2.9.2.1. Metod
aCGH’de konvansiyonel CGH gibi aynı prensibe dayanır. Her iki teknikte de

referans (kontrol) DNA örneği ve test (hasta) DNA örneği iki farklı florofor kullanılarak

etiketlenir ve problar kullanılarak nükleit asit hedefleri üzerine yarışmalı olarak

kohibridize edilir. Konvansiyonel CGH’de hedef referans metafaz yaymasıdır.

aCGH’de ise çeşitli vektörler (BAC veya plazmid gibi), cDNA’lar ve oligonükleotidler

gibi çeşitli klonlanmış genom fragmanları olabilir (141).

aCGH’de test edilecek bir genomun DNA’sı genelde yeşil renkte (Cyanine 3)

floresan ile işaretlenir ve genelde kırmızı renkte işaretlenmiş (Cyanine 5) normal olduğu

bilinen referans bir genomik DNA ile hibridize edilir. İşaretli proplar genomda büyük

benzersiz sekansların sunumuna olanak sağlayan tekrarlayan yapıları baskılayan Cot1

DNA’sıyla ön hibridizasyon yapılır. Hibridizasyondan sonra, dijital görüntüleme
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sistemleri hibritlenmiş floroforların her birinin relatif olarak floresan yoğunluklarını

değerlendirmek ve ölçmek için kullanılır(141). Floresan yoğunluklarının oranı, test ve

referans genom DNA dizilerinin kopya sayısı oranı ile orantılıdır. İki genom arasında

eşit kopya sayılı bölgeler; test ve referans DNA eşleştirme miktarı eşit ve bölgeler

kırmızı ve yeşil karışımı olarak gözükür. Test genomun herhangi bir bölgesinin

delesyonunda referans DNA’nın test DNA’sından daha fazla eşleşmesine ve bu

bölgelerin kırmızı gözükmesine neden olacaktır(Şekil 18). Test genomun herhangi bir

bölgesinin artışı veya kazanımında test DNA’nın referans DNA’sından daha fazla

eşleşmesine ve buraların yeşil gözükmesine neden olacaktır. Flöresan oranın ölçümüyle,

yüksek oranda kopya sayısı artış ve azalışını gösterir her bir metafaz kromozomunun

dikey ve uzunlukları boyunca floresan oran profilleri oluşturulur. aCGH farklı birçok

klinik örnekte submikroskopik dengesiz kromozomal yeniden düzenlenimi başarıyla

tanımlamaya olanak sağladığı gösterilmiştir.
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Şekil 18. aCGH protokolünün şematik görüntüsü

Ref(142)’den değiştirilerek alınmıştır.
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Şekil 18. aCGH protokolünün şematik görüntüsü

Ref(142)’den değiştirilerek alınmıştır.
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2.9.2.2. aCGH’e teknolojik yaklaşımlar
aCGH teknikleri çok geniş bir yelpazede kullanarak uygulamaya koymuştur. Bu

nedenle aCGH’in bazı avantajları ve dezavantajları seçilen tekniğe bağlıdır.

Başlangıçta, BAC’lar gibi büyük genomik DNA klonlarından üretilen diziler

kullanılmıştır. BAC'ların kullanımı tek kopya değişikliklerini tespit etmek ve doğru

sapmaların sınırlarını bulmak için yeterli yoğun sinyalleri sağlar. Ancak izole BAC

klonlarının başlangıç DNA verimleri düşüktür ve DNA amplifikasyon teknikleri

gereklidir. Bu teknikler arasında, ligasyon aracılı polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), bir

ya da birden fazla primer setleri kullanılarak dejenere primer PCR ve yuvarlanan

çember(rolling circle) amplifikasyonu yer alır (143). Array’ler ayrıca cDNA

kullanılarak da dizayn edilebilir. Bu array’ler yüksek çözünürlük verir ancak

cDNA'ların sayısı kromozom üzerinde kodlanmış genler ile sınırlıdır ve bunların

duyarlılığı çapraz melezleme nedeniyle düşüktür(138). Bu bir genom boyu ölçekte tek

kopya değişikliklerini tespit etmek için yetersizlik ile sonuçlanır(144). Son yaklaşım

olarak kısa oligonükleotid diziler ile array’ler tespit edilmiştir. Bu oligoların miktarı

neredeyse sınırsızdır ve işlem hızlı, düşük maliyatli ve kolaydır. Oligonükleotidlerin tek

kopya değişikliklerini algılamak için hassasiyeti olmamasına rağmen, kromozom

üzerinde birbirine yakın oligoların oranlarının ortalaması bu azalmış hassasiyeti

kompanze edebilir (145). Belirli bir kırılma noktalarını kapsamayabileceği için, üst üste

gelen problara sahip arrayler de kullanılabilir.

2.9.2.3. Dizayn yaklaşımları
Tüm genom veya hedeflenmiş bölgeler için iki farklı aCGH tasarımı vardır.

Tüm genom array’leri tüm insan genomunu kapsayacak şekilde tasarlanmıştır.

Genomun sınırları içinde komşu kapsama sahip diziler genellikle genom boyunca geniş

bir kapsama sağlayan klonlar içerir. Tüm genom dizileri araştırma uygulamaları için

çoğunlukla imal edilmiş ve gen keşif çalışmalarında üstünlüğü kanıtlanmışlardır.

Benzeri görülmemiş bir çözünürlükte DNA kazanç ve kayıpları için genom taramasında

çok değerlidir.

Hedeflenmiş array’ler bu hedef segmenti değerlendirmek amacıyla genomun

belirli bir bölgesi veya bölgeleri için tasarlanmıştır. Bu, belirli bir kromozom veya
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kromozomal bir parçayı ya da şüpheli mikrodelesyon sendromlarını veya subtelomerik

yeniden düzenlemeleri olan bireylerde belirli DNA dozaj anormalliklerini teşhis etmek

ve değerlendirmek için tasarlanmış olabilir (141).

2.10. TEST SONUÇLARININ YORUMLANMASI VE GENETİK DANIŞMA
Genetik test sonuçlarının raporları düzenli bir şekilde uygulanan test metodu

hakkında ayrıntılı bilgileri içermelidir. Genel kural olarak, herhangi bir genetik testin

negatif sonuçları yapılan genetik testi kapsamayan diğer genetik değişiklikleri dışlamaz.

Bu nedenle diğer akrabalar için artmış tekrarlama riskini göz ardı edemeyiz. Herhangi

bir genetik testin sonuçları genetik danışma sürecesinde hastaya ve/veya onun ailesine

bildirilmelidir.

Tanımlanmış mutasyon olmadan ve bir ebeveynde kraniosinositoz için minör bir

manifestasyon olmadan sporadik nonsendromik kraniosinositoz gibi düşünülen hastanın

kardeşleri için genel ampirik tekrarlama riski %1 olarak verilebilir, sporadik koronal

sinositozlarda ise bu risk %3 dür (146). İndeks vakada mutasyon tespit edilip,

ebeveynlerde bu mutasyonun olmadığı tespit edilirse bu de novo mutasyon olarak

isimlendirilir. Bu durumda daha sonraki kardeşlerde tekrarlama riski germline

mozaisizm olasılığına bağlıdır. FGFR genlerinde bu durumda özellikle paternal

germline mozaisizm nedeniyle hafifçe artmış %1 risk rapor edilmiştir (129).

Bir fetal malformasyonun veya anomalinin prenatal tanısı hem ebeveynler

hemde sağlık çalışanları için her zaman sorunlu bir süreçtir. Bu durum beklenen

çocuğun uzun dönem sonuçları, tedavi seçenekleri ve klinik seyiri hakkında kesin

verilere dayalı bir karara ulaşmak için altta yatan klinik durumun tanımlanması ve hızlı

ayırıcı tanı gerektirir.
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3. GEREÇ VE YÖNTEM

3.1. Gereç (Hastalar)
Tez çalışma grubumuz Cerrahpaşa Tıp Fakültesi Tıbbi Genetik Anabilim Dalı

Genetik Polikliniğinde ve Nöroşirurji polikliniğinde tanısı konularak izlenen hastalar

arasından seçilerek oluşturuldu.

Kraniosinositoz tanısı konularak temel probleminin primer kraniosinositoz ile

ilişkili olması durumu çalışmaya dahil edilme kriteri olarak belirlendi. Çalışmamızda

kraniosinositoz hastaları sınıflandırılarak sendromik ve sendromik olmayanlar olarak

ayrıldı ve bilinen genetik nedenleri dışlanan non sendromik kraniosinositozlu hastalar

aCGH çalışmamıza dahil edildi.

Çalışmaya alınacak hastalar, detaylı öykü, fizik muayene, radyolojik

görüntülemeler, biyokimyasal testler, metabolik testler ve analizler yapıldıktan sonra

travma, enfeksiyon ve hipoksi sekeli olmayan, pre ve perinatal-postnatal öyküleri

normal olan hastalar belirlendi.

Bu hastalar arasından primer kraniosinositoz olmayan veya bilinen ilişkili genin

incelenmesi tamamlanmayanlar çalışmanın dışında bırakıldı.

Kraniosinositoz hastalarının etyolojisini açıklayabilecek sitogenetik anomaliler

açısından karyotip analizleri yapıldı ve sonucunda herhangi bir kromozomal anomali

saptanmadı.

Bazı doğumsal metabolik hastalıklarda kraniosinositoz görülebileceğinden

hastalar idrarda organik asit ve kanda aminoasit analizi ile metabolik hastalıklar

açısından incelendi. Sonuçları normal olan hastalar belirlendi.
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Değerlendirmeler sonucunda toplam 10 hasta tez çalışmamıza dahil edildi. Tüm

hastaların ailelerinden bilgilendirilmiş onam formu alındı. Hastalardan örnek alınımı ve

analiz çalışmalarına İstanbul Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik Değerlendirme Kurul onayı

alındıktan sonra başlandı.

3.2. Yöntem
Çalışmaya dahil edilen on hastadan alınan kan örneklerden DNA izolasyonu

gerçekleştirildi. Hastalardan ikisine sendromik kraniosinositoz tanısı konuldu ve bu

hastalara sendromdan sorumlu olan EFNB1 ve FGFR2 gen bölgelerine yönelik PZR

çalışması yapılarak Sanger dizileme yöntemiyle analizleri gerçekleştirildi. Diğer sekiz

hasta ise non-sendromik kraniosinositoz olarak değerlendirildiğinden dolayı genetik

etiyolojik araştırma için aCGH yöntemi uygulandı.

aCGH çalışmasında, hibridizasyon ortamı olarak düşük maliyetle tüm genom

analizine imkan sunan, yüksek özgüllükte eşleşmeye de olanak sağlayan 60 mer

toplamda 411.056 prob içeren, çözünürlüğü 5.3KB olan, her bir slaytta 2 hasta

çalışılmasına olanak sağlayan “SurePrint G3 Human CGH Microarray Kit, 2x400K

(Agilent Technologies)” çipi kullanıldı.

3.2.1. DNA İzolasyonu
Çalışmaya katılacak olan bireylerden alınan periferik kan örnekleri aşağıda

belirtilen aşamalardan geçirilerek DNA izolasyonları yapıldı.

 Kan örneklerinden DNA izolasyonu için, Roche yarı manuel DNA izolasyon

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) kiti kullanıldı.

 Her bir hastanın 2 cc kan örneği 15 ml’lik falkon tüplere alındı.

 Her bir falkon tüpe daha sonra 6 ml Red Blood Lysis Buffer (RBLB) eklendi.

 Kan ve RBLB karışımı içeren falkon tüpler 10 dakika (dk) boyunca elde yavaş bir

şekilde çalkalanarak karıştırıldı.

 Takiben tüpler 900 rcf’te 10 dk santrifüj edilerek hücrelerin tüpün alt kısmına

çökmesi sağlandı.

 Santrifüjden sonra, sıvı kısım dikkatli bir şekilde boşaltılıp yerine her bir tüpe 1ml

White Cell Lysis Buffer eklendi ve saydam bir karışım elde edinceye kadar

pipetaj yapıldı.
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 Takiben falkon tüpler 37 oC’de 15 dakika bekletildi, her bir tüpe 500 μl protein

precipitation buffer eklendikten sonra 30 sn boyunca vortekslendi.

 Materyal bu haliyle 1,5 ml’lik ependorf tüplere aktarıldı ve 12000 rcf’te 10 dk

santrifüj edildi.

 Sıvı şeffaf kısım 15 ml’lik falkon tüplere alındı.

 Sıvı üzerine iki katı kadar soğuk %100 etil alkol eklendi, tüplerde yüzen DNA’lar

gözlenene kadar kısaca çalkalandı.

 Elde edilen DNA, mikropipetler aracılığıyla 1,5 ml’lik ependorf tüplere alındı.

 DNA üzerindeki sıvı atılarak yerine 1 ml soğuk %70 etanol eklendi.

 Materyal bu şekliyle 875 rcf’te 5 dk santrifüje tabi tutuldu, dibe çöken DNA’ya

zarar vermeyecek şekilde üstteki sıvı kısım atıldı.

 Kurutma işlemi için ağzı açık haldeki ependorf tüpler önceden ısıtılmış 37 oC’deki

etüve yerleştirildikten sonra tam kuruma elde edildi.

 Kurutma işleminin ardından fazla beklenmeden DNA’ların 200 μl DNaz’sız

bidistile suda çözünmesi gerçekleştirildi.

3.2.2. DNA Kalite ve kantitasyon işlemleri
İzole edilen DNA örnekleri belirli oranlarda sulandırılarak, spektrofotometre

cihazında 260 nm dalga boyundaki Optik Dansite değeri belirlendi. 260 nm dalga

boyunda okunan Optik Dansite değeri, sulandırma katsayısı ve DNA katsayısı ile

çarpılarak derişim μg/ml cinsinden hesaplandı. 260 nm / 280 nm değeri, izole

edilen DNA’nın saflığının bir ölçüsü olup, saf DNA için bu değer yaklaşık olarak

1,8’dir. Saflık değeri için 1.7 - 1.9 arasındaki DNA örnekleri çalışmaya dahil

edildi.

μg hesaplanması ise şu şekilde olmaktadır;

DNA Konsantrasyonu (ng/ μL) x Örnek miktarı (μL)

μg = -----------------------------------------------------------------------------------------

1000 ng/ μg

Konsantrasyonlarda belirlendikten sonra çalışmaya dahil olacak DNA’lar aCGH

uygulama zamanına kadar -20oC de buzdolabında saklandı.
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3.2.3. DNA dizileme protokolü
DNA dizileme protokolü olarak tek gen hastalıklarında şu anda en sık kullanılan

yöntemlerden olan Boya sonlandırmalı otomatik DNA dizileme yöntemi kullanıldı.

 İlk önce dizilenmesi istenen DNA bölgesi için o bölgeye spesifik primer

(başlangıç dizisi) dizayn edildi.

 Daha sonra bu primerler yardımıyla ilgili DNA bölgesi PZR( Polimerize zincir

reaksiyonu) aracılığıyla çoğaltıldı.

 Sonra PZR pürifikasyonu “Illustra ExoStar 1-Step Enzymatic PCR and

Sequencing Clean-up” kiti kullanılarak reaksiyon dışında kalan ürünler

saflaştırıldı.

 Saflaştırılmış PZR ürünlerine “ABI Prism Big DyeTM Terminato r” kiti

kullanılarak işaretleme reaksiyonu gerçekleştirildi.

 İşaretlenmiş ürünler “Applied Biosystems XTerminator Solution” kiti

kullanılarak reaksiyona girmemiş olan yanlış floresan ışımalara sebep olabilecek

floresan boyalar ve tüm diğer reaktifler temizlendi.

 Daha sonra örnekler “Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer” dizileme

cihazına yüklenerek kapiller elektroforez yardımıyla dizileme işlemi

tamamlandı.

 İşlem tamamlandıktan sonra “SeqScape3” yazılım programı aracılığıyla analizi

gerçekleştirildi.
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3.2.4. aCGH Protokolü

3.2.4.1. Örneklerin hazırlanması
DNA örneklerinin derişimleri 1000 ng olacak şekilde ayarlandı. Array’de

kullanılacak platforma göre; 8 hasta ile yapılan çalışmalarda her biri için toplam hacim

10,1 μl olmalı, 2 veya 4 örnek için bu oran 20,2 μl olmalıdır. Bizim çalışmamızda da

2x400K platform kullanıldı ve her bir slaytta 2 hasta ile çalışılarak örneklerimizin

hacmi 20,2 μl olacak şekilde ayarlandı.

Örnek: Derişimi 200 μl olan örnek için  200.X=1000

X=5ng/ μl DNA’ya 15,2 dH2O eklenerek toplam hacim 20,2 μl’ye tamamlandı.

Hasta cinsiyeti ve sayısı kadar referans erkek/kadın DNA derişimleri de aynı şekilde

hazırlandı.

3.2.4.2. Enzim Kesimi
Hem hasta örnekleri için hemde referans örnekler için ayrı ayrı hazırlanan tüpler içine

aşağıda tabloda belirtilen miktarlarda enzim kesimi için hazırlanan solüsyonlar karışımı

eklendi.

x  4.5

Nükleaz içermeyen H2O 2.0 μl 9 μl

10X Tampon B 2.6 μl 11.7 μl

Asetil BSA 0.2 μl 0.9 μl

Alu I 0.5 μl 2.25 μl

Rsa I 0.5 μl 2.25 μl

Toplam 5.8μl 26.1 μl

Tablo 2. Enzim kesiminde hazırlanan digestion master mix.

5,8 μl tüm tüplere dağıtıldı. Böylelikle toplam hacim 5.8 + 20.2 = 26 μl oldu.

Daha sonra hazırladığımız bu karışım;

37C’de 2 saat

65C’de  20 dakika kadar inkübasyonda bekletilerek enzim kesimi işlemine

bırakıldı.
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%2’lik agaroz jel hazırlanarak örneklerden 2’şer μl jele yüklendi. Enzim kesiminin

gerçekleşip gerçekleşmediği bu şekilde test edildi. Jel görüntüsünde DNA’ların 200 ila

500 bant seviyesinde yoğunlaştığı görüldü.

*(Örnekler bu aşamada -20C’de 1 aya kadar saklanabilir.)

3.2.4.3. İşaretleme

Örneklere 5’er μl Random Primer eklenerek hafifçe pipetaj yapıldı.

Hedef DNA bölgelerini ayırmak ve primerlerin yapışmasını sağlamak için 95 °C’de

ısıtıcı blokta 3 dakika bekletildi.  Denatüre olan örnekler 5 dk buzda bekletildi.

Örnekler 6000×g de 1dk santrifüj edildi.

x 4.5

Nükleaz içermeyen H2O 2 μl 9 μl

5X Reaksiyon tamponu 10 μl 45 μl

10X dNTPs 5 μl 22.5 μl

Cyanine 3-dUTP /

Cyanine 5-dUTP 3 μl 13.5 μl

Exo-Klenow Enzimi 1 μl 4.5 μl

Toplam 21μl 94.5 μl

Tablo 3. İşaretleme sırasında hazırlanan labeling master mix.

Referanslar ve hastalar için bu karışımdan ayrı ayrı hazırlanarak tüm tüplere 21’er μl

dağıtıldı. Referans örnekleri Cyanine 3, hasta örnekleri ise Cyanine 5 boyası ile

boyandı. Toplam hacim 50 μl’dir.

Tüpler kısa bir süre yüksek hızda santrifüj edilerek karışımları sağlandı.

İşaretlemenin gerçekleşmesi amacıyla tüpler 37 °C’de 2 saat, daha sonrasında ise

65°C’de 10 dakika inkübasyonda bırakıldı.

Ürünler buz üstüne alındı.
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3.2.4.4. Saflaştırma

İşaretlenmiş genomik DNA örnekleri tüplerin duvarlarında ve kapaklarındakalmış

materyal ihtimaline karşı 6000g de 1 dakika santrifüj edildi.

Örnekler saflaştırma için Amicon 30 kDa filtreli kolonlara aktarıldı. Kolonlara

yüklendikten sonra her bir tüpe 430μl 1xTE konuldu. 14000 x g ‘de 10 dk santrifüj

edildi. Alttaki sıvı döküldü. 480 μl 1xTE eklenerek yine 14000 x g ‘de 10 dk santrifüj

edildi. Alttaki tüpler atılarak yenisi konuldu.

Filtreli kolonlar ters çevirelerek 1000 x g ‘de 1 dk santrifüj edildi, filtreye tutunan

örneklerin eldesi sağlandı. Toplam hacmin yaklaşık 20-32 μl olması beklendi.

Örneklerin hacimleri tek tek ölçüldü ve üzerlerine 1xTE eklenerek hepsinin toplam

hacmi 41 μl olacak şekilde ayarlandı. Örnekler 5 dakika buzda bekletildi.

Örneklerin spektrofotometrede ölçümleri yapıldı.

Her hasta örneği, cinsiyetlerine göre referanslarla tek bir tüpte birleştirildi.

3.2.4.5. Hibridizasyon

Cot1 DNA 25 μl

10X Blocking Agent 26 μl

2X Hi-rpm Buffer 130 μl

Tablo 4. Hibridizasyon aşamasında kullanılan solüsyonlar.

Hibridizasyon için hazır hale gelen örneklere yukarıdaki tabloda belirtilen miktarlarda

hibridizasyon solüsyonları eklendi. 2X Hi-rpm Buffer yoğun yapısından dolayı tüplere

tek tek eklendi ve iyice karışması için pipetaj yapıldı. Daha sonra 95C’de 3 dk ve

ardından 37C’de 30 dk inkübe edildi. Tüplere yapışan örnekleri toplamak için 6000 x

g’de 1 dk santrifüj edildi.

Ürünler gasket slayta dikkatli bir şekilde yüklenerek üzerine “SurePrint G3 Human

CGH Microarray Kit, 2x400K” çip konuldu ve 65C’de 40 saat hibridizasyon fırınında

rotasyon altında bekletildi.
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3.2.4.6. Yıkama

aCGH Wash Buffer II 37C’de bir gece öncesinden inkübe edildi.

aCGH Wash I solüsyonu 50 ml’lik falkona konuldu ve üzeri folyo ile sarılarak ışıktan

korunması sağlandı.

Wash I solüsyonu içerisinde çip ve gasket slayt cımbız yardımıyla birbirinden ayrıldı.

Çip, yeni aCGH Wash I içerisinde 5 dakika çalkalandı.

Bir gece bekletilen Wash II solüsyonuna aktarılarak 37C’de 5 dakika inkübatörde

bekletildi.

Agilent yazısı üste gelecek şekilde slayt koruyucusuna yerleştirildi.

Ozon bariyerle üzeri kapatılarak tarama cihazında okutma işlemine hazır hale getirildi.

3.2.4.7. Slaytların okutulması ve sonuçların değerlendirilmesi
Slaytlar yıkama işlemi sonrası tarama için, Agilent Tarayıcı’ya yerleştirildi.

Okuma profili Agilent G3_CGH 2x400K’a için ayarlandı. Grid yüklemesi için slaytlarla

beraber gelen grid dosyaları kullanıldı. Uygun programlamadan sonra slayt taraması

başlatıldı. Tarama işlemi bittiğinde görüntü program tarafından kendiliğinden “tif”

uzantılı bir resim dosyası halinde kaydedildi. Elde edilen ham veriler “Feature

Extraction Software” programı aracığıyla okunur ve analiz edilir “txt” dosyası haline

getirdi. Ayrıca yapılan taramanın kalitesini gösteren QC raporu ile beraber çıktı alındı.

Analiz için elde edilen veriler Agilent CytoGenomics 2.7.22.0 programına Design

dosyaları ile beraber yüklendi. Anlamlılık değerlendirmesinde amplifikasyon için temel

olarak log değeri 0.7, delesyon için log değeri -0.6 sınırının üstü baz alındı.
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4. BULGULAR

4.1. Hastaların Klinik ve Radyolojik Bulguları
Çalışmamıza, Cerrahpaşa Tıp Fakültesi Tıbbi Genetik Anabilim Dalı

polikliniğinde ve Nöroşirurji polikliniğinde takip edilen hastalar alındı.

Çalışmaya dahil edilen hastaların her birinin kraniosinositozuna neden olan

etkilenmiş sütür tipi birbirinden farklı olduğundan her bir hastanın tek tek ayrıntılı

olarak anamnezleri alındı, muayene edildi, olası eşlik edebilecek ek anomaliler

açısından diğer tüm sistem muayeneleri yapıldı, tüm laboratuvar incelemeleri

tamamlandı. İncelemeleri tamamlanmayan hastalar çalışmamıza dahil edilmedi.

4.1.1. Sendromik kraniosinositozlu hastalar
Hastalardan 7 aylık olan kız hastamız Tıbbi Genetik Anabilim Dalı

polikliniğimize kraniosinositoz ve dismorfik özellikleri olması nedeniyle genetik açıdan

değerlendirilmesi istemiyle yönlendirilmişti. Hastamızın yapılan fizik muayenesinde;

brakisefali, geniş ön fontanel, hipertelorizm, telekantus, aşağı bakan palpebral fissürler,

geniş burun kökü, bifid burun ucu, kısa boyun, sağ ayak başparmağı duplikasyonu tespit

edildi (Şekil 19). Hastanın 3 Boyutlu Kranial Tomografi (3D-BT)’sinde: Bilateral

koronal sinositoz, geniş ön fontanel ve metopik sütür tespit edildi. Bu hastaya ön tanı

olarak kraniosinositoz sendromlarından Craniofrontonasal sendromu tanısı konuldu ve

EFNB1 geni dizi analizi yapıldı.

Bir diğer hastamız 23 yaşında erkek, Tıbbi Genetik Anabilim Dalı

polikliniğimize Apert sendromu ön tanısı ile yönlendirilmişti. Hastamızın yapılan fizik

muayenesinde; Brakisefali, aşağı bakan palpebral fissürler, hipertelorizm, bilateral

ellerde 3 ve 4. parmaklar arasında sindaktili, ayaklarda total kutanöz sindaktili tespit

edildi (Şekil 20). Hastaya Apert sendromu tanısı konuldu ve FGFR2 gen dizi analizi

yapıldı.
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Şekil 19. Craniofrontonasal sendromlu hastanın görüntüleri

(1) Yüz, (2) Ayak görüntüleri(sağ duplike başparmak)

Şekil 20. Apert sendromlu hastanın görüntüleri

(1)Yüz, (2) Eller, (3) Ayaklar
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4.1.2. Non-sendromik kraniosinositozlu hastalar
İlk olgumuz 4 yaşında kız hasta, plagiosefali tanısı ile Tıbbi Genetik Anabilim

Dalı polikliniğimizde 2009 yılından beri takip edilmekteydi. Hastanın yapılan fizik

muayenesinde dismorfik olarak; kafada ve yüzde asimetri, basık yüz profili, uzun

filtrum, düşük kulaklar mevcuttu.(Şekil 21) Diğer sistem muayeneleri doğaldı.

Laboratuvar incelemelerinde; Kranial USG’de; lateral ventriküllerde asimetri saptandı,

Batın USG: normal bulundu. 3 Boyutlu Kranial Tomografi (3D-BT)’de: Metopik sütür

kapalı, sağda koronal sütür kısmen kapalı, solda ise lambdoid sütür üst kısmı kapalı

bulundu (Şekil 21). Bu bulgular sonucunda izole anterior plagiosefali tanısı konularak

hasta takibe alındı.

2. olgumuz 5 yaşında erkek hasta, plagiosefali- multiple sütür sinositozu tanısı

ile takip ediliyordu. Hastanın yapılan fizik muayenesinde dismorfik olarak; kafada ve

yüzde asimetri, skafosefali, kafatasında geçirilmiş sütür operasyonuna sekonder skar

izleri, geniş alın, basık burun kökü, bulböz burun mevcuttu (Şekil 22). Diğer sistem

muayeneleri doğaldı. 3 Boyutlu Kranial Tomografi (3D-BT)’de: Tüm kranial sütürlerin

kapalı olduğu tespit edildi (Şekil 23).
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Şekil 21. Olgu 1’in önden görünüşü(1) ve 3 Boyutlu Kranial BT görüntüsü(2)

Şekil 22. Olgu 2’nin yandan görünüşü(1) ve 3 Boyutlu Kranial BT görüntüsü(2)
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3. ve 4. Olgularımız 3 yaşında erkek hasta ve onun 29 yaşında olan annesi idi.

Hasta 2010 yılından beri polikliniğimizde takip edilmekte idi. 28 günlükken

polikliniğimize kraniosinositoz şüphesiyle yönlendirilmişti. Yapılan fizik muayenesinde

dismorfik olarak; anormal kafa şekli (brakisefali), geniş alın, basık burun kökü, ince

dudaklar, ayrık meme başları mevcuttu. Diğer sistem muayeneleri doğaldı. Laboratuvar

incelemelerinde; 3 Boyutlu Kranial Tomografi (3D-BT)’de: Bilateral koronal sütürler

kapalı olarak bulundu (Şekil 23). Eko: Normal ve Batın USG: Normal bulundu. Hasta

bu bulgularla izole brakisefali tanısı alarak takibe alındı. Hastanın annesi

değerlendirildiğinde annesinde de brakisefali saptandı (Şekil 23). Bu ilk planda

otozomal dominant kalıtımı akla getirdi. Annenin de diğer sistem muayeneleri doğal

bulundu ve izole brakisefali tanısı alarak anne de çalışmamıza dâhil edildi.

5. olgumuz 3,5 yaşında kız hasta, 2010 yılından itibaren Tıbbi Genetik Anabilim

Dalı polikliniğimizde anterior plagiosefali tanısı ile takip edilmektedir. Yapılan fizik

muayenesinde: sağ frontal bölgede ileri derecede şişlik, sol parietal bölgede ve sol

supraorbital bölgede çöküklük, kafa ön-arka çapının artışı, yüzde asimetri, geri

yerleşimli kulaklar, mikrognati gözlendi. Diğer sistem muayeneleri doğaldı. Hastanın

laboratuar tetkiklerinden 3 boyutlu Kranial Tomografisinde (3D-BT): Tüm sütürlerin

kapalı olduğu anterior plagiosefali, Kranial MR’ında: Lateral ventriküllerde asimetri,

her iki serebral hemisferlerde sulkuslarda silinme tespit edildi. Tüm Batın Ultrasonu

(USG) normal bulundu. Metabolik taraması normal bulundu. EEG’de Bifrontal keskin

dalga serileri, generalize diken dalga grupları gösteren düzensiz uyku EEGsi olarak

tespit edildi.
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Şekil 23. Olgu 3 ve 4’e ait görüntüler

Olgu 3’ün (1) önden, (2) yandan görünümü. (3) Olgu 3 ‘ün 3 Boyutlu Kranial BT’si. Olgu
4’ün (4) önden, (5) yandan görünümü

Şekil 24. Olgu 5’in görüntüleri

(1)önden, (2)yandan görünüşü ve (3) 3 Boyutlu kranial BT
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6. olgumuz 21 yaşında erkek hasta, 2010 yılından itibaren Tıbbi Genetik

Anabilim Dalı polikliniğimizde takip edilmektedir. Daha önceden genetik açıdan hiç

incelenmemişti. Baş ağrısı nedeniyle hastaneye başvurmuş ve başvurduğu doktoru

tarafından dismorfik özellikleri, sağ gözde doğuştan görme kaybı olması nedeniyle

tarafımıza yönlendirilmişti. Yapılan fizik muayenesinde: Mikrosefali, strabismus,

yüksek dar damak, hafif ekzoftalmi, uzun yüz, üst çenede persistan süt dişleri, diş eti

hiperplazisi, belirgin sivri çene yapısı, pektus carinatum tespit edildi (Şekil 25). Diğer

sistem muayeneleri normaldi. Göz muayenesinde: Sağ göz el hareketi düzeyinde,sol göz

tam görme tespit edildi. Sağ gözde dışa kayma ve her iki optik disk soluk olarak tespit

edildi. Kranial görüntülemede: Koronal ve lambdoid sütürlerin kapalı olduğu tespit

edildi.

7. olgumuz 13 aylık kız hasta, Nöroşirurji polikliniğinde izole brakisefali tanısı

ile takip edilmektedir. Hasta ön fontanelin doğumdan itibaren küçük olması ve kafada

şekil bozukluğu olması nedeniyle Nöroşirurji polikliniğine başvurmuştu. Yapılan

incelemeler sonucunda fontanelin kapalı olduğu fark edilmiş ve çekilen 3 Boyutlu

Kranial Tomografisinde (3D-BT): her iki koronal sütürün kapalı olduğu ve sagital

sütürün kesintisiz devamı şeklinde glabellaya kadar uzanan metopik sütür hattı izlendi

(Şekil 26). Diğer sistem muayenelerinde herhangi bir patoloji saptanmadı.

8. ve son olgumuz 4 yaşında kız hasta, Nöroşirurji polikliniğinde plagiosefali

tanısı ile takip edilmektedir. Hastanın yapılan fizik muayenesinde; Kafada şekil

bozukluğu, yassı oksiput, dar alın, alın çizgisi düşük, yüzde asimetri, burun kökü basık,

burun köprüsü çökük, burun ucu basık, filtrum uzun olarak görüldü. Göz aksı

antimongoloid, telekantus ve propitozis(sol gözde daha belirgin) mevcut (Şekil 27).

Kulaklar düşük, küçük ve malforme yapıda. Ellerde bilateral atipik transvers çizgi

mevcut. Ayaklarda bilateral 5. parmakların 4. parmak üzerine yerleşimi mevcuttu.

İşitme muayenesi: normal ve görme muayenesi: pitozis dışında normaldi.

Hastalarımıza ait klinik tanı, fizik muayene bulguları ve radyolojik bulgular

Tablo-5’de özetlenmiştir.
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Şekil 25. Olgu 6’nın önden(1) ve yandan görünüşü(2)

Şekil 26. Olgu 7’nin önden görünüşü(1) ve 3 boyutlu Kranial BT görüntüsü(2)

Şekil 27. Olgu 8’in önden(1) ve üstten görünüşü(2)
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Se
nd

ro
m

ik
Olgu No Klinik Tanı Fizik muayene bulguları Radyolojik bulgular

1 CFNS
Brakisefali, geniş ön fontanel, hipertelorizm, telekantus,
aşağı bakan palpebral fissürler, geniş burun kökü, bifid
burun ucu, kısa boyun, sağ ayak başparmağı duplikasyonu

Bilateral koronal sinositoz, geniş ön fontanel ve
metopik sütür

2 Apert sendromu
Brakisefali, aşağı bakan palpebral fissürler, hipertelorizm,
bilateral ellerde 3 ve 4. Parmaklar arasında sindaktili,
ayaklarda total kutanöz sindaktili

Bilateral koronal sütürler kapalı

N
on

-s
en

dr
om

ik

1 Plagiosefali Kafada ve yüzde asimetri, basık yüz profili, uzun filtrum,
düşük kulaklar

Metopik sütür kapalı, sağda koronal sütür kısmen
kapalı, solda ise lambdoid sütür üst kısmı kapalı

2 Plagiosefali, Multiple
sütür sinositozu

Kafada ve yüzde asimetri, geçirilmiş sütür operasyonuna
sekonder skar izleri, geniş alın, basık burun kökü, bulböz
burun

Koronal, sagittal ve lamdoid sütürler kapalı.

3 Izole Brakisefali Anormal kafa şekli (brakisefali), geniş alın, basık burun
kökü, ince dudaklar Bilateral koronal sütürler kapalı

4 Izole Brakisefali Anormal kafa şekli (brakisefali), geniş alın, basık burun
kökü, ince dudaklar Bilateral koronal sütürler kapalı

5 Anterior plagiosefali
sağ frontal bölgede ileri derecede şişlik, sol parietal bölgede
ve sol supraorbital bölgede çöküklük, kafa ön-arka çapının
artışı,  yüzde asimetri, geri yerleşimli kulaklar, mikrognati

Tüm sütürlerin kapalı olduğu anterior plagiosefali

6 Brakisefali
Mikrosefali, strabismus, yüksek dar damak, hafif ekzoftalmi,
uzun yüz, üst çenede persistan süt dişleri, diş eti hiperplazisi,
belirgin sivri çene yapısı, pektus carinatum

Koronal ve lambdoid sütürler kapalı

7 Izole Brakisefali Geniş alın, belirgin filtrum, çenede dimple, Kafa ön arka
çapında azalma

Her iki koronal sütür kapalı  ve sagital sütürün
kesintisiz devamı şeklinde glabellaya kadar
uzanan metopik sütür hattı

8 Plagiosefali

Kafada şekil bozukluğu, yassı oksiput, dar alın, alın çizgisi
düşük, yüzde asimetri, burun kökü basık, burun köprüsü
çökük, burun ucu basık, filtrum uzun, propitozis(solda daha
belirgin)

Koronal sütürler ve sağ lamdoid sütür kısmen
kapalı

Tablo 5. Hastalara ait klinik tanı, fizik muayene ve radyolojik bulgular
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4.2. Hastaların Moleküler Genetik Sonuçları
Hastaların detaylı fizik muayeneleri ve radyolojik incelemeleri tamamlandıktan sonra

Kraniosinositoza yönelik genetik etiyolojisini araştırmaları için moleküler genetik

analizleri yapıldı.

4.2.1. Sendromik hastaların moleküler genetik sonuçları
Craniofrontonasal sendrom tanısı konulan hastamıza bu hastalıktan sorumlu olan

EFNB1 gen analizi yapıldı ve sonucunda EFNB1 geni 2. ekzonunda c.402 T>C

heterozigot yanlış anlamlı mutasyon tespit edildi. Literatür incelendiğinde bu

mutasyonun daha önceden CFNS tanısı alan hastalarda bildirilmediği görüldü.

Mutasyonun Polyphen, SHIFT gibi programlar kullanılarak protein yapısında

değişikliğe yol açtığı ve patojenik olduğu belirlendi. Bu hastamızda kraniosinositoza

neden olan genetik değişiklik tespit edildiğinden aCGH çalışmamıza dahil edilmedi

(147).

Apert sendromu tanısı alan bir diğer hastamıza bu hastalıktan sorumlu olan FGFR2

geninde hedef(target) mutasyon analizi yapıldı ve sonucunda c.755 C>G (p.S252W)

mutasyonu tespit edildi ve bu hastamıza da kraniosinositoza neden olan değişiklik tespit

edildiğinden bu hastamızda aCGH çalışmamıza dahil edilmedi.

4.2.2. Non-sendromik hastaların moleküler genetik sonuçları
Spesifik bir sendrom tanısı koyulamayan non-sendromik hastalarımızdan; 1.

olgumuza Muenke sendromu ön tanısıyla daha önceden dış merkezde

FGFR3(Pro250Arg) mutasyonu bakılmış ve sonucu normal olarak bulunmuştu.

Tüm hastalarımızda etiyolojiye yönelik Karyotip analizi yapıldı ve tüm

hastalarımızda herhangi bir patoloji saptanmadı. Daha sonra kraniosinositozla ilgili

genlerden FGFR2 geni analizi gerçekleştirildi ve yine tüm hastalarımızda incelenen gen

bölgelerinde herhangi bir mutasyon tespit edilmedi.

Sendromik ve nonsendromik hastalarımıza ait genetik incelemeler özet şeklinde

Tablo-6’da gösterilmiştir.
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Se
nd

ro
m

ik
OLGU NO KLİNİK TANI Karyotip İncelenen Genler Mutasyon

1 CFNS 46,XX EFNB1 c.402 T>C

2 Apert 46,XY FGFR2* c.755 C>G

N
on

-s
en

dr
om

ik

1 Plagiosefali 46,XX FGFR2*
FGFR3(Pro250Arg) YOK

2
Plagiosefali,
Multiple sütür
sinositozu

46,XY FGFR2* YOK

3 İzole Brakisefali 46,XY FGFR2* YOK

4 İzole Brakisefali 46,XX FGFR2* YOK

5 Anterior
plagiosefali 46,XX FGFR2* YOK

6 Brakisefali 46,XY FGFR2* YOK

7 İzole Brakisefali 46,XX FGFR2* YOK

8 Plagiosefali 46,XX FGFR2* YOK

Tablo 6. Hastalarımıza ait genetik incelemeler

*: FGFR2 geninin 7,8,9,10 ve 11. ekzonları incelenmiştir. Vakaların %80’inden fazlası bu bölgelerdeki mutasyonlardan
kaynaklanır(3).
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4.3. Non-sendromik hastaların aCGH Bulguları
Çalışmamızda 8 hasta için 4 adet 2x400K Array çipi kullanıldı. Hasta ve referans

örnekleri enzimatik kesim işlemi yapıldıktan sonra enzimatik kesimin beklenilen şekilde

olup olmadığını kontrol etmek için %2’lik agaroz jelde yürütüldü (Şekil 28).

Daha sonra Random primerler kullanılarak işaretleme aşamasına geçildi. İşaretleme

aşamasından sonra reaksiyonu engelleyecek ürünleri uzaklaştırmak için saflaştırma

yapıldı. Örneklerin DNA ve boya ölçümleri kullanılarak spektrofometrede işaretleme

değeri, spesifik aktivite ve yield değerleri hesaplandı (Tablo-7).

Saflaştırmadan sonra hazır olan örnekler uygun referans örnekler ile hibridize edildi. 40

saat 65˚C’de rotasyon altında hibridizasyonda bekletildikten sonra tekrardan

bağlanmayan örnekleri uzaklaştırmak için yıkama işlemi gerçekleştirildi. En son olarak

array çipleri Slayt okuyucu (Agilent tarayıcı) cihazı kullanılarak analiz işlemine alındı.

Bu işlem sonunda her bir olgu için slayt görüntüsü (Şekil 29) ve QC(Kalite kontrol)

raporu elde edildi (Şekil 30). Ayrıca hastalarda bulunan değişimleri karyogram üzerinde

gösteren cyto report (rapor) dosyaları da elde edildi (Şekil 31).
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Şekil 28. Örneklerin enzim kesimi sonucu oluşan jel görüntüsü

T1:Olgu1, T2: Olgu2, male: Erkek referans, female: bayan referans (Enzim kesimi sonrasında

farklı uzunlukta olan DNA parçaları jelde yayma şeklinde görülüyor)

DNA
Konsantrasyonu

(Cy
3) (Cy5) İşaretleme

değeri
Spesifik
Aktivite

Ürün
(yield)

H
a
s
t
a

1 161,1 3,7 0,78088144 22,96710118 3,3831
2 118,8 7,2 2,060606061 60,60606061 2,4948
3 130,2 6,4 1,671274962 49,15514593 2,7342
4 148,1 6 1,37744767 40,51316678 3,1101
5 398,6 12,4 1,057701957 31,10888108 8,3706
6 414 13,2 1,084057971 31,88405797 8,694
7 287,5 8,2 0,96973913 28,52173913 6,0375
8 271,8 7,2 0,900662252 26,49006623 5,7078

R
e
f
e
r
a
n
s

F-1 129,2 3,5 0,921052632 27,08978328 2,7132
M-2 143 4 0,951048951 27,97202797 3,003
F-3 147,7 6,3 1,450236967 42,65402844 3,1017
M-4 61,3 3,6 1,996737357 58,72756933 1,2873
F-5 415 11,9 0,974939759 28,6746988 8,715
M-6 349,3 9,9 0,963641569 28,34239908 7,3353
F-7 300,4 11,2 1,267643142 37,28362184 6,3084
F-8 281,9 11 1,3267116 39,02092941 5,9199

Tablo 7. Hasta ve referans örneklerinin DNA ve boya konsantrasyonlarının
Spektrofotometre ile ölçüm sonuçları

*F:female(bayan), M:male(erkek)



68

Şekil 29. Array CGH slaytının taranması sonrası elde edilen görüntü

(1) Tüm slayt (lam) (2) 1 nolu olgunun mikroçipi (3) Aynı hastanın genomundan alınan
büyütülmüş kısım (Her bir spot bir probu işaret etmekte olup bunlar analiz
programı sayesinde anlamlı grafiklere çevrilmektedir).
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Şekil 30. Olgu-1’in kalite kontrol raporu

69

Şekil 30. Olgu-1’in kalite kontrol raporu

69

Şekil 30. Olgu-1’in kalite kontrol raporu



70

Şekil 31. Olgu1’e ait değişikliklerin karyogram üzerinde şematik görünümü

*(Kırmızı renkli bölgeler delesyonu, mavi renkli bölgeler amplifikasyonu göstermektedir.)
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Oluşan verilerin CytoGenomics 2.7.22.0 versiyonu ile analizi sonucunda;

1 nolu olguda 2p11.2 bölgesinde 148,729 bp uzunluğunda 0,897 log değerinde

amplifikasyon, 8p23.1 bölgesinde 584,094 bp uzunluğunda -1,37 log değerinde

delesyon, 14q32.33 bölgesinde 478,952bp ve 369,565bp’lik sırasıyla 3,116 ve 0,938 log

değerinde amplifikasyon, 15q11.1-q11.2 bölgesinde 2,275,008 bp uzunluğunda -0,9

değerinde delesyon tespit edildi.

2 nolu olguda 1p21.1 bölgesinde 112,809 bp uzunluğunda 1,09 log değerinde

amplifikasyon, 7p14.1 bölgesinde 97,546 bp uzunluğunda -0,616 log değerinde

delesyon, 8p11.22 bölgesinde 151,167 bp’lik 4,018 log değerinde amplifikasyon, 9p12-

p11.2 bölgesinde 3,622,338 bp’lik 0,716 log değerinde amplifikasyon, 14q11.2 ve

14q32.33 bölgelerinde sırasıyla 692.204bp, 220.129bp, 334.112bp uzunluğunda

amplifikasyonlar ve 22q11.22 bölgesinde 195,479 bp uzunluğunda 3,026 log değerinde

amplifikasyon tespit edildi.

3 nolu olgunun QC(Kalite kontrol) değerlendirmesi sonucu yeterli analiz

değerlerini sağlayamadığı için analize dahil edilmedi.

4 nolu olguda 10q11.22 bölgesinde 730,941 bp uzunluğunda 0,774 log

değerinde amplifikasyon, 10q26.3 bölgesinde 126,435bp uzunluğunda -0,907 log

değerinde delesyon, 14q11.2 ve 14q32.33 bölgelerinde sırasıyla 1,044,088 bp,

220.129bp, 334.112bp uzunluğunda amplifikasyonlar, 22q11.22 bölgesinde 189,327 bp

uzunluğunda 2,936 log değerinde amplifikasyon tespit edildi.

5 nolu olguda 2p11.2 bölgesinde 176,972 bp uzunluğunda 0,951 log değerinde

amplifikasyon, 4q13.2 bölgesinde 96,222 bp uzunluğunda 0,881 log değerinde

amplifikasyon, 7p14.1 bölgesinde 77,368 bp uzunluğunda -0,739 log değerinde

delesyon (Şekil 32), 14q11.2 ve 14q32.33 bölgelerinde sırasıyla 1,044,088 bp ve

634,499 bp uzunluğunda amplifikasyonlar, 15q11.1-q11.2 bölgesinde 2,145,780 bp

uzunluğunda 1,641 log değerinde amplifikasyon tespit edildi.

6 nolu olguda 3p14.2 bölgesinde 148,295 bp uzunluğunda -0,852 log değerinde

delesyon, 5q33.1 bölgesinde 316,309 bp uzunluğunda -1,087 log değerinde delesyon,

8p23.1 bölgesinde 514,093 bp uzunluğunda -1,366 log değerinde delesyon, 10q11.22

bölgesinde 628,448 bp uzunluğunda -1,154 log değerinde delesyon, 14q32.33

bölgesinde 478,952 bp uzunluğunda 3,320 log değerinde amplifikasyon tespit edildi.

7 nolu olguda 2p11.2 bölgesinde 176,972 bp uzunluğunda 1,123 log değerinde

amplifikasyon, 8p11.22 bölgesinde 151,167 bp’lik 4,005 log değerinde amplifikasyon,
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14q11.2 ve 14q32.33 bölgelerinde sırasıyla 692,209 bp ve 634,499 bp uzunluğunda

amplifikasyonlar, 22q11.22 bölgesinde 189,327 bp uzunluğunda 3,021 log değerinde

amplifikasyon tespit edildi.

8 nolu olguda 2p11.2 bölgesinde 176,972 bp uzunluğunda 1,357 log değerinde

amplifikasyon, 3p26.1 bölgesinde 100,502 bp uzunluğunda 0,875 log değerinde

amplifikasyon, 4q13.2 bölgesinde 96,222 bp uzunluğunda 0,942 log değerinde

amplifikasyon, 7p14.1 bölgesinde 81,737 bp uzunluğunda -0,837 log değerinde

delesyon, 8p11.22 bölgesinde 151,167 bp’lik 4,34 log değerinde amplifikasyon,

22q11.22 bölgesinde 189,327 bp uzunluğunda 3,354 log değerinde amplifikasyon tespit

edildi.

Tüm değişimler Tablo-8’de özetlenmiştir.

Hastalarımızda saptanan değişimler online veri tabanları aracılığıyla da

değerlendirilmiştir. Bu veri tabanlarından en bilineni Decipher’dir. DECIPHER

(Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans Using Ensembl

Resources) submikroskopik kromozomal dengesizliklerin yorumuna yardımcı olmak

için tasarlanmış interaktif web tabanlı bir veritabanıdır. Decipher veri tabanına

bakıldığında çalışılan hastalarda tespit edilen lokalizasyonlara benzer bölgelerde

hastalar olduğu saptandı. Plagiosefali ve multiple sütür sinositozu tanısı alan 2 no’lu

olguda (Decipher ID: CMSI282904) 1p21.1 bölgesinde tespit ettiğimiz amplifikasyon,

Decipher ID:618 nolu hastada da aynı bölgede amplifikasyon bildirilmiştir. 618 no’lu

olgu veri tabanına göre trigonosefali ve diğer bazı dismorfik özellikler ile

tanımlanmıştır (148). Yine brakisefali tanısı alan 4 nolu olgumuzda (Decipher ID:

CMSI282908) ise 9p22.2 bölgesinde tespit ettiğimiz delesyon, decipher 891 no’lu

olguda da (boyut olarak daha geniş olmakla birlikte) gösterilmiştir (Şekil 33). 891 no’lu

olgu, veri tabanına göre klinik olarak trigonosefali ve entellektüel bozulma tarif

edilmiştir (149).



73

Şekil 32. 5 nolu hastada tespit edilen 7p14.1 bölgesindeki delesyonun yazılım
programındaki şematik görünümü

Şekil 33. Olgularımızda saptanan değişimlerin Decipher veri tabanındaki hastalar ile
karşılaştırılması.
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Olgu
No Krom. Band Başlangıç

(bp)
Bitiş
(bp)

Değişim
Boyutu (bp) Log Prob

Sayısı

2 2p11.2* 89.163.862 89.312.590 148.729 0.897 22
1 8 8p23.1 * 7.169.490 7.753.583 584,094 -1,37 8

14 14q32.33 * 106.331.956 106.810.907 478,952 3.116 61
14 14q32.33 * 106.848.573 107.218.137 369,565 0,938 72
15 15q11.1-q11.2* 20.481.702 22.756.709 2.275.008 -0,9 62
1 1p21.1 104.098.248 104.211.056 112,809 1,09 10
7 7p14.1 * 38.296.176 38.393.721 97,546 -0,616 20
8 8p11.22 * 39.234.992 39.386.158 151,167 4,018 28

2 9 9p12-p11.2 43.590.080 47.212.417 3.622.338 0,716 8
14 14q11.2 * 19.728.641 20.420.849 692,204 0,938 31
14 14q32.33 * 106.331.956 106.552.084 220,129 2.336 30
14 14q32.33 * 106.632.343 106.966.454 334,112 0,709 53
22 22q11.22 * 23.050.410 23.245.888 195,479 3.026 51
2 2p11.2* 89.135.619 89.312.590 176.972 1,05 27
9 9p22.2 17.167.590 17.216.453 48,864 -1,026 9

10 10q11.22 46.971.947 47.702.587 730,941 0,774 54
4 10 10q26.3 135.252.327 135.378.761 126,435 -0,907 24

14 14q11.2* 19.376.762 20.420.849 1.044.088 0,994 35
14 14q32.33* 106.331.956 106.552.084 220,129 2,531 30
14 14q32.33 * 106.632.343 106.966.454 334,112 0,782 53
22 22q11.22 * 23.056.562 23.245.888 189,327 2,936 50
2 2p11.2* 89.135.619 89.312.590 176.972 0,951 27
4 4q13.2* 69.387.056 69.483.277 96,222 0,881 12
7 7p14.1 * 38.296.176 38.393.721 77,368 -0,739 17

5 14 14q11.2 * 19.376.762 20.420.849 1.044.088 1,175 35
14 14q32.33 * 106.331.956 106.966.454 634,499 1,014 86
15 15q11.1-q11.2* 20.432.851 22.578.630 2.145.780 1,641 62
3 3p14.2 60.367.507 60.515.801 148,295 -0,852 30
5 5q33.1 151.231.557 151.547.865 316,309 -1,087 48

6 8 8p23.1 * 7.239.491 7.753.583 514,093 -1,366 7
10 10q11.22 46.968.072 47.596.519 628,448 -1,154 38
14 14q32.33* 106.331.956 106.810.907 478,952 3,32 61
2 2p11.2* 89.135.619 89.312.590 176.972 1,123 27
8 8p11.22* 39.234.992 39.386.158 151,167 4,005 28

7 14 14q11.2 * 19.728.641 20.420.849 692,209 0,967 31
14 14q32.33 * 106.331.956 106.966.454 634,499 1,162 86
22 22q11.22 * 23.056.562 23.245.888 189,327 3,021 50
2 2p11.2* 89.135.619 89.312.590 176.972 1,357 27
3 3p26.1 4.053.328 4.153.829 100,502 0,875 21

8 4 4q13.2* 69.387.056 69.483.277 96,222 0,942 12
7 7p14.1* 38.291.807 38.373.543 81,737 -0,837 18
8 8p11.22* 39.234.992 39.386.158 151,167 4,34 28

22 22q11.22* 23.056.562 23.245.888 189,327 3,354 50

Tablo 8. Olguların submikroskobik değişiklik gösteren bölgeleri ve özellikleri

*: Bu bölgelerdeki değişimler birden fazla hastada görülmüştür.
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5. TARTIŞMA

Son yıllarda kraniosinositozlu hastaların büyük bir çoğunluğunda kromozomal

yeniden düzenlenmeler tanımlanmıştır. Sütür gelişimi ve kraniosinositozun aday

lokusları ve genlerinin tanımlanmasında kromozomal anomalilerin kullanımı özellikle

kromozomal yeniden düzenlenmenin tipi, klinik bulguların eksik penetransı ve

kromozomal anomali başına düşen vakaların az sayıda olması nedeniyle kolay

olmamıştır. Ancak son yıllarda önemli gelişmeler olmuş ve birçok yeni aday bölge

tespit edilmiştir.

Hemen hemen tüm kromozomları içeren kromozomal değişiklikler çok geniş bir

yelpazede sendromik kraniosinositozlu hastalarda rapor edilmiştir. Birkaç kromozomal

değişikler hariç olmak üzere (9p24- p21 ve 11q23- q25 gibi), diğer kromozomal

değişiklikler genelde sadece 1 vakada tanımlanmıştır (43). Kromozomal anomalilerin

kapsamlı ve dikkate değer çeşitliliği bu malformasyonun oldukça geniş heterojenite

gösterdiğini belirlemektedir ve kraniosinositozun moleküler nedeninin birçok

kromozomal bölgedeki genlerle ilişkili olabileceğini ortaya koymaktadır.

Bu kadar kromozomal çalışma olmasına rağmen konvansiyonel sitogenetik

yöntemlerin önemli kısıtlamaları bulunmaktadır. Bu yöntemlerin en önemli kısıtlaması

ise 5-10 Mb altındaki kromozomal değişimleri tespit etmeye olanak sağlamamalarıdır.

Bu yüzden son yıllarda kraniosinositoz ve diğer birçok hastalığı araştırmak için aCGH

gibi yüksek rezolusyonlu teknolojilerin kullanımı sayesinde tasarım farklılıklarıda göz

önünde bulundurulduğunda 100-200 baza kadar olan değişimleri tespit etmeye olanak

sağlamaktadır. Kromozomal yeniden düzenlenmelerin birçok türü tarif edilmiş olmasına

rağmen duplikasyonları takiben en yaygın görülen tip delesyonlardır. aCGH gibi yüksek

rezolusyonlu tekniklerin kullanımı ile aynı kromozomal bölgede bulunan silinme veya

duplikasyonları içeren ve çok karmaşık olabilen düzenlenmeler gösterilebilmektedir

(125, 150, 151).

Bizim çalışmamızda ise;

Sendromik hastalarımızdan CFNS tanılı olgumuzda EFNB1 geninde 2. ekzonda

tespit ettiğimiz yeni tanımlanmamış yanlış anlamlı mutasyonun protein

konfigurasyonunu değiştirdiği ve patolojik olduğuda doğrulandı. Hastamızda bulunan

ek iskelet anomalisi (duplike ayak başparmağı) literatüre bakıldığında CFNS hastalarına

eşlik eden nadir bir bulgu olarak görüldü (152). İlginç bir şekilde literatürdeki CFNS’e
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eşlik eden duplike başparmak vakaları incelendiğinde tüm vakalardaki mutasyonların

genin ilk 2 ekzonunda tespit edildiği görüldü.

Apert sendromu tanılı diğer hastamızda ise FGFR2 geninde S252W muatasyonu

tespit edildi. Bu mutasyonun Apert sendromlu hastalarda en sık görülen mutasyon

olduğu bilinmektedir.

Nonsendromik hastalarımızdan Plagiosefali tanısı alan 1. olgumuza uygulanan

aCGH sonucunda; 8p23.1 bölgesinde 584,094 bp uzunluğunda delesyon tespit edildi.

Bu bölgede DEFB103A, FAM90A7, FAM90A14, FAM90A13, FAM90A19,

FAM90A18, FAM90A8, FAM90A9, FAM90A10, FAM66B, DEFB109P1B,

ZNF705G, DEFB4B, DEFB103B, SPAG11B, DEFB104B, DEFB104A, DEFB106B,

DEFB106A, DEFB105B, DEFB105A, DEFB107A, DEFB107B, SPAG11A, DEFB4A

genleri bulunmaktadır. DEFB103A geninin fetal akciğer dokusunda eskpresyonunun

IL1B yi artırarak mikroorganizmalara karşı savunma sisteminde rol aldığı bulunmuştur

(153). FAM90A ailesi ile ilgili tespit edilmiş bir fonksiyon henüz bilinmemektedir.

14q32.33 bölgesinde sırasıyla 478,952 bp ve 369,565 bp uzunluğunda amplifikasyonlar

tespit ettik. Bu bölgede KIAA0125, ADAM6, NCRNA00226, NCRNA0021 genleri

bulunmaktadır. KIAA0125 geninin gelişimsel nöral yolaklarda NEUROG2 genine

karşıt bir ilişki halinde olduğu ve Alzheimer hastalığı ile ilişkisinin olabileceğini öne

süren bir çalışma mevcuttur (154). A disintegrin ve A metalloproteaz(ADAM) ailesinin

bir üyesi olan ADAM6 geninin ise sperm fonksiyonları, sperm-yumurta etkileşiminde

ilişkili olduğunu gösteren bir çalışma mevcuttur (155). NCRNA00226 ve NCRNA0021

ise RNA kodlamayan genler olarak biliniyor ve şu ana kadar fonksiyonları ile ilgili

yapılan bir çalışma bulunmamaktadır. 15q11.1-q11.2 bölgesinde 2,275,008 bp

uzunluğunda bir delesyon tespit ettik. Bu bölgede BCL8, HERC2P3, GOLGA6L6,

GOLGA8C, POTEB, NF1P1, LOC646214, CXADRP2, LOC727924, OR4M2, OR4N4,

OR4N3P, REREP3, GOLGA8DP, GOLGA6L1 genleri bulunmaktadır. BCL8 geninin

diffüz large cell lenfoma ile olan ilişkisi iyi bilinmemektedir (156). GOLGA6L6 geni

golgi kompleksinde bulunan GOLGA6 genine yapıca benzerlik gösterir. Golgi

kompleksinde transportta görev alan GOLGA6 geninin germ hücre farklılaşmasında

belli bir dönem seminifer tübüllerinden ifade edildiği bildirilmiştir (69). POTEB geni,

POTE ankrin ailesinin bir üyesidir. Prostat, over, testis, plasenta dokularında ifade

edilen bir gen ailesidir. İfade edildiği dokularda önemli bir rolü olduğu düşünülmektedir

(157). OR4M2, LOC727924, OR4N4, OR4N3P genleri olfaktör reseptör gen ailesinin

üyeleridir. Olfaktör reseptörleri koku algısını tetikleyen nöronal yanıtı başlatmak için
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burundaki koku verici molekülleri ile etkileşim halindedir. Genomda bulunan en büyük

gen ailesidir. Ayrıca OR4M2 geni ile ilişkili olarak literatürde otizm spektrum

bozukluklarında rolü olabileceğini belirten bir çalışma mevcuttur (158). Bu bölgede

bulunan diğer genlerin fonksiyonu ile ilgili bir bilgiye rastlanmamıştır.

Plagiosefali tanılı 2. Olgumuzda 1p21.1 bölgesinde 112,809 bp uzunluğunda

amplifikasyon tespit ettik. Bu bölgede AMY2B, AMY2A, AMY1A, AMY1C, AMY1B

ve LOC648740 genleri bulunmaktadır. Amilazlar oligosakkaridlerin ve

polisakkardilerin 1,4-alfa glukozid bağlarını hidrolize eder ve nişasta ve glikojenin

sindiriminin ilk aşamasında salgılanan proteinlerdir (159). İnsan genomunda birçok

amilaz gen ailesi bulunmaktadır. LOC648740 ile ilgili herhangi bir bilgiye rastlanmadı.

7p14.1bölgesinde 97,546 bp uzunluğunda bir delesyon tespit edildi. Bu bölgede TARP

geni bulunmaktadır. Bu genin prostat, meme gibi bazı kanserle ilişkisi biliniyor. Bir

çalışmada ise şizofreni ile ilişkilendirilmiştir (160). 8p11.22 bölgesinde 151,167 bp

uzunluğunda bir amplifikasyon tespit edildi. Bu bölgede ADAM5P VE ADAM3A

genleri bulunmaktadır. Gliomalarda ADAM3A geninin homozigot kaybı gösterilmiştir

(161). 9p12-p11.2 bölgesinde 3,622,338 bp uzunluğunda bir amplifikasyon tespit edildi.

Bu bölgede FAM75A6, CNTNAP3B, FAM27C, FAM27A, KGFLP1 genleri

bulunmaktadır. KGFLP1 geni fibroblast growth factor 7 psödogeni olarakda bilinen

fakat RNA kodlamayan bir gendir. Şimdiye dek bu genlerle ile ilgili ilişilendirilmiş

herhangi bir patoloji bulunamamıştır. 14q11.2 bölgesinde 692,209 bp uzunluğunda bir

amplifikasyon tespit edildi. Bu bölgede POTEM, OR11H2, OR4Q3, OR4M1, OR4N2,

OR4K2, OR4K5, OR4K1 genleri bulunmaktadır. POTEM geni POTE ankrin ailesinin

bir üyesidir fakat fonksiyonu bilinmemektedir. Diğer genler yukarıda da anlatılan

Olfaktör reseptör gen ailesinin üyeleridir. 1. Olgumuzda olduğu gibi yine 14q32.33

bölgesinde sırasıyla 220,129bp ve 334,112bp uzunluğunda amplifikasyonlar tespit ettik.

Bu bölgede KIAA0125, ADAM6, NCRNA00226, NCRNA0021 genleri bulunmaktadır.

Yukarıda bu genlerin fonksiyonları anlatıldı. 2. Olgumuzda son olarak 22q11.22

bölgesinde 195,479bp uzunluğunda amplifikasyon tespit ettik. Bu bölgede MIR650 ve

IGLL5 genleri bulunmaktadır. MIR650 geni MicroRNA’lardan biri olup çeşitli

kanserlerle ilişkili olduğunu gösteren çalışmalar mevcuttur (162, 163). IGLL5’in

fonksiyonu henüz net olarak bilinmemektedir.

İzole brakisefali tanılı 4. Olgumuzda 9p22.2 bölgesinde 48,864 bp uzunluğunda

bir delesyon tespit edildi. Bu bölgede CNTLN geni bulunmaktadır. Bu gen sentrozomal

bir gen olup henüz fonksiyonu bilinmemektedir. 10q11.22 bölgesinde PPYR1, ANXA8,
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GPRIN2, LOC643650, LOC728643, ANXA8L1, FAM25C, FAM25G, FAM25B,

AGAP9, LOC642826, FAM35B2, ANTXRL genleri bulunmakta. PPYR1 Y1 reseptör

geni (%42 aminoasit uyumu) için en yüksek homolojiye sahip olan 375 aminoasitlik bir

polipeptidi kodlar. RT-PCR kullanarak, PPYR1 reseptörünün beyin, koroner arter ve

ileum da dahil olmak üzere birçok insan dokusunda eksprese olduğu gösterilmiştir.

Fakat halen daha net fonksiyonu bilinmemektedir (159). ANXA8 geni evrimsel olarak

korunmuş kalsiyum ve fosfolipid bağlayıcı proteinlerden anneksin ailesinin bir üyesini

kodlamaktadır. Kodlanan protein tromboplastin spesifik kompleksi indirek olarak inhibe

ederek bir antikoagülan olarakda işlev görebilir. Aşırı ekspresyonunun akut miyelositik

lösemi ile ilişkisi bilinmektedir (164). Diğer genlerin fonksiyonları henüz tam olarak

bilinmemektedir. 10q26.3 bölgesinde 126,435 bp uzunluğunda bir delesyon tespit

edildi. Bu bölgede CYP2E1, SYCE1, LOC619207 genleri bulunmakta. SYCE1’in

mayozda sinaptonemal kompleks içerisinde olduğu biliniyor. CYP2E1 SitokromP450

ailesinin bir üyesi olup ilaç, hormon ve ksenobiyotik metabolize edilmesini sağlayan

enzim kodlamaktadır. LOC619207 geninin fonksiyonu bilinmemektedir. 14q11.2

bölgesinde 1.044.088 bp uzunluğunda bir amplifikasyon tespit edildi. Bu bölgede

OR11H12, POTEG, POTEM, OR11H2, OR4Q3, OR4M1, OR4N2, OR4K2, OR4K5,

OR4K1 genleri bulunmakta. POTEM ve POTEG genleri POTE ankrin ailesinin bir

üyesidir fakat fonksiyonu bilinmemektedir. Diğer genler yukarıda da anlatılan Olfaktör

reseptör gen ailesinin üyeleridir. Yine 1. ve 2. olgularımızda olduğu gibi 14q32.33

bölgesinde sırasıyla 220,129 ve 334,112 bp uzunluklarında amplifikasyonlar tespit

edildi. Son olarakda yine 2. Olgumuzda gözlenen 22q11.22 bölgesinde 189.327 bp

uzunluğunda bir amplifikasyon tespit edildi.

Anterior plagiosefali tanılı 5. Olgumuzda 4q13.2 bölgesinde 96,222 bp

uzunluğunda amplifikasyon tespit ettik. Bu bölgede UGT2B17, UGT2B15 genleri

bulunmaktadır. Bu genler UDP-glikoziltransferaz gen ailesinin üyeleridir. Bu genler

potansiyel olarak toksik olan ksenobiyotiklerin ve endojen bileşiklerin eliminasyonu ve

konjugasyonunda major rol oynarlar. Ayrıca endojen östrojen ve androjenlerinde

glukronidasyonunu katalize eder. UGT2B17’nin kopya sayısı değişikliklerinin

osteporoz ile ilişkili olduğunu bildiren çalışmada mevcuttur(165). Bu olguda 2. Olguda

da gözlenen 7p14.1 bölgesinde 77,368 bp uzunluğunda delesyon tespit edildi. Yine 2.

ve 4. Olgumuzda tespit edilen 14q11.2 ve 14q32.33 bölgelerinde sırasıyla 1,044,088 bp

ve 634,499 bp uzunluklarında amplifikasyonlar ve 1. Olgumuzda da tespit edilen

15q11.1-q11.2 bölgesinde 2,145,780 bp uzunluğunda amplifikasyon tespit edildi.
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Brakisefali tanılı 6. Olgumuzda 3p14.2 bölgesinde 148,295 bp uzunluğunda bir

delesyon tespit ettik. Bu bölgede FHIT geni yer almakta. Bu gen histidin triad gen

ailesinin bir üyesidir ve pürin metabolizmasında yer alan 5’5’”P1,P3-trifosfat hidrolazı

kodlar. Bu gen 3. Kromozomdaki ortak kırılgan bölge olan FRA3Byi kapsar, bu genin

anormal transkripti ve translokasyonları karsinojen indüklü hasara yol açabilir. Bu genin

anormal transkriptleri özefagus, mide ve kolon kanserleri gibi çeşitli kanserlerin

yaklaşık yarısında bulunmuştur (166). 5q33.1 bölgesinde 316,309 bp uzunluğunda bir

delesyon tespit ettik. Bu bölgede GLRA1 geni yer almaktadır. Bu gen bir ligand kapılı

klor kanalı olan glisin reseptörünün alfa 1 subunitini kodlar. Bu reseptör spinal kord ve

merkezi sinir sisteminin diğer bölgelerinde postsinaptik inhibisyona aracılık eder (167).

Bu gen defektlerinde hiperpleksi veya diğer adıyla Startle hastalığı oluşur (168). Yine

8p23.1 bölgesinde 514,093 bp uzunluğunda bir delesyon tespit edildi. Bu bölgedeki

delesyon 1. Olgumuzda da tespit edilmişti. Yine 10q11.22 bölgesinde 628,448 bp

uzunluğunda bir delesyon tespit edildi. Bu bölgedeki delesyon 4. Olgumuzda da tespit

edilmişti. Son olarak 1,2 ve 4. Olgularımızda da gözlenen 14q32.33 bölgesinde 478,952

bp uzunluğunda amplifikasyon tespit edildi.

İzole brakisefali tanılı 7. Olgumuzda 2. Olgumuzda da tespit edilen 8p11.22

bölgesinde 151,167 bp uzunluğunda amplifikasyon, 1-2-4 ve 5. Olgularımızda tespit

edilen 14q11.2 ve 14q32.33 bölgelerinde sırasıyla 692,209 ve 634,499 bp

uzunluklarında amplifikasyonlar ve son olarak 4 nolu olgumuzda da saptanan 22q11.22

bölgesinde 189,327 bp uzunluğunda amplifikasyon tespit edildi,

Plagiosefali tanılı 8. ve son olgumuzda ise yine 2 ve 5. Olgularımızda saptanan

7p14.1 bölgesinde 81,737 bp uzunluğunda delesyon, 5. Olgumuzda saptanan 4q13.2

bölgesinde 96,222 bp uzunluğunda amplifikasyon, yine 2. ve 7. Olgularımızda saptanan

8p11.22 bölgesinde 151,167 bp uzunluğunda amplifikasyon ve son olarak 2-4 ve 7.

Olgularımızda saptanan 22q11.22 bölgesinde 189,327 bp uzunluğunda amplifikasyon

tespit edildi.

Ayrıca 1, 4, 5, 7 ve 8. olgularda 2p11.2 bölgesinde amplifikasyon tespit edildi.

Bu bölge veri tabanlarında incelendiğinde gen içermemekle birlikte bu tip değişimlerin

genomik instabiliteyi etkileyerek hastalıkların oluşumunda etkili olabileceği öngörüldü.

Literatüre bakıldığında kraniosinositoz ile ilgili yapılan birçok aCGH çalışması

mevcuttur. Örneğin;2007 yılında yapılan bir çalışmada; Kompleks kraniosinositozu

(metopik, sagittal ve lambdoid sütürler) , prenatal başlangıçlı büyüme geriliği, gelişme

geriliği, fasyal dismorfizm, konjenital kalp defekti ve inguinal hernisi olan 6 aylık bir
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erkek hastada genetik incelemeler yapılmıştır. Hastada konvansiyonel karyotip

incelemesinde derivatif bir 5. kromozom tespit edilmiştir. Anne baba karyotipi normal

bulunmuştur. Hastaya FISH analizi ile Kromozom 5 painting probe (Applied Spectral

Imaging GmbH, Edingen Neckarhausen, Germany) kullanılarak analiz yapılmış ve

diğer kromozomlardan boya almadığı, intrakromozomal yeniden düzenlenme olduğu

tespit edilmiş. Daha sonra 75Kb çözünürlüklü aCGH uygulanmış ve 5q35 bölgesinde

duplikasyon olduğu tespit edilmiş ayrıca MSX2 genini de içeren bölgenin FISH ile

yapılan çalışmada ekstradan bir fazla kopyası olduğu tespit edilmiştir (169).

F S Jehee ve arkadaşları yaptıkları çalışmada 45 kraniosinositoz hastasını

konvansiyonel karyotip, subtelomerik MLPA ve tüm genom aCGH gibi çeşitli

yöntemler kullanarak incelemişler bu hastalardan 9’unda konvansiyonel karyotip ile

anormallikler saptanmıştır, 10 hastada submikroskopik değişiklikler saptanmıştır. 28

hastaya aCGH uygulanmış, toplam 12 hastada değişiklikler saptanmış ve bunlardan 2

tanesinde anlamlı ve kraniosinositoza neden olabilecek değişiklikler tespit edilmiştir.

Metopik sütür sinositozuna sahip bir hastada Xq22.3 bölgesinde 3.9-4.5Mb’lık

duplikasyon, metopik ve bilateral koronal sinositozu olan bir diğer hastada Xp22.2

bölgesinde 0.9Mb’lık duplikasyon saptanmıştır (130).

Heather C. Mefford ve arkadaşları tüm genom aCGH kullanarak, tek sütür

kraniosinostoza sahip 187 hastayı submikroskopik delesyon ve duplikasyonlar için

değerlendirmişlerdir, metopik sinositoz ve hipodontisi bulunan iki etkilenen kuzende

RUNX2 genini  kapsayan 1.1Mb’lık duplikasyon tespit etmişlerdir (28).

W. Al-Hertani ve arkadaşları çok ciddi multisutural sinositozlu ve buna bağlı

olarak artmış kafa içi basıncı olan, beyin yapılarının deplase olduğu ve kafatasında

yoğun erezyon gözlenen bir erkek infant bebekte FISH ve SNP microarray (Affymetrix

SNP 6.0) kullanılarak 22q11.21 (chr22:17,256,416-19,941,337, hg18) bölgesinde

2.68Mb’lık delesyon saptamışlardır (170).

Ariana Kariminejad ve arkadaşları yaptıkları çalışmada metopik ve koronal

sinositozu ve dismorfik bulguları olan 1 yaşındaki erkek bir hastada konvansiyonel

karyotip incelemesi ile 46,XX,add(2)(q37) kromozom kuruluşu bulmuşlar. Hastaya

daha sonra ek olan kromozomal parçanın orjininin tespiti için 244k oligonükleotid

aCGH yapmışlar ve sonucunda; 2q37→ter bölgesinde 2Mb’lık delesyon ve 5q34→ter

bölgesinde 15Mb’lık duplikasyon tespit edilmiştir ve bu duplikasyon MSX2 geni dahil

olmak üzere 70 geni içermektedir (125).
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2011’de yapılan bir diğer çalışmada daha önceden Fontaine–Farriaux sendromu

ön tanısı ile takip edilen periventriküler nodüler heterotopi, kraniosinositozu, gelişme

geriliği ve multiple konjenital anomalileri olan 11 yaşında erkek bir hastada Mikroarray

tabanlı kopya sayısı varyasyonu (CNV) analizi (Affymetrix 250 K SNP platformu)

kullanılarak yapılan analiz sonucu Xp22.11 bölgesinde 300kb’lık bir intertisyel

delesyon tespit edilmiştir. Bu delesyon 3 adet daha önceden fonksiyonu bilinen geni;

ZFX (encoding Zinc finger protein, X-linked (ZFX)), PDK3 (encoding pyruvate

dehydrogenase kinase isoenzyme 3 (PDK3)), ve PCYT1B (encoding phosphocholine

cytidylyltransferase B (PCYT1B) içermektedir. MLPA yöntemi ile yapılan doğrulama

analizi sonucunda; probandın bu delesyon için hemizigot, annenin heterozigot olduğu

gösterilmiştir. Daha sonra X-inaktivasyon çalışması yapılmıştır. Anne X inaktivasyonu

ile birlikte yeni tanımlanan bu delesyonun hastanın fenotipine yol açtığı gösterilmiş

fakat daha önce delesyona uğrayan bu genlerin hiçbirinin bu fenotiple fonksiyonel bir

ilişkisi kurulamamıştır (171).

2012’de yayınlanan bir çalışmada; sağ koronal sütür sinositozu ve buna eşlik

eden ellerde bilateral proksimal interfalengeal eklemlerde fleksiyon kontraktürleri,

küçük ayaklar, lumbosakral dekstroskolyoz ve bilateral kalça çıkığı gibi iskelet

anomalileri olan 13 aylık bir erkek hastada Affymetrix Genom boyu İnsan tek nükleotid

polimorfizmi (SNP 6.0) paltformu kullanılarak array yapılmıştır. Sonuç olarak 12 farklı

kromozom üzerinde 3Mb ve daha büyük 16 farklı “long contiguous stretches of

homozygosity” (LCSH) bölgesi bulunmuştur. Fakat bu bölgelerde bulunan genlerle

ilgili çalışma yapılmamış (172).

2012’de yayınlanan bir başka çalışmada bilateral koronal sütür sinositozu,

hipoplastik el başparmakları, imperfore anüs, prenatal gelişme geriliği ve dismorfik

özelliklere sahip yenidoğan bir kız çocuğunda klinik olarak Baller-Gerold sendromu

düşünülmüş ve RECQL4 geni analizi yapılmıştır. Tam bu arada hastanın açıklanamayan

hipokalsemileri olması nedeniyle FISH yöntemiyle 22q11.2 delesyonu bakılmış ve

delesyon tespit edilmiştir, bu sonuç aCGH yöntemiyle de konfirme edilmiş. Hastanın

RECQL4 geni analizi negatif saptanmıştır. Sonuç olarak klinik olarak Baller-Gerold

sendromu fenotipi olan hastalarda atipik bir prezantasyon olarak 22q11.2 delesyon

spektrumununda ayırıcı tanıda akılda tutulması gerektiği belirtilmiştir (173).

Yine 2012’de yayınlanan bir çalışmada kraniosinositozu ve ek dismorfik

özellikleri olan bir erkek ve bir kız hastada genetik analiz yapılmış. Erkek hastada

metopik ve sagittal sütür sinositozu, kız hastada sol koronal ve sagittal sütür sinositozu
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tespit edilmiştir. Hastalar Affymetrix 250K Nsp1 SNP array platformu kullanılarak

analiz edilmiştir. Her iki hastada da Kromozom 2p15p16 bölgesinde sırasıyla 6.9 ve

6.8Mb’lık delesyon tespit edilmiş. Literatürde daha önceden bu bölge bir mikrodelesyon

sendromu olarak tanımlanmış olmasına rağmen tanımlanan hastalarda kraniosinositoz

tarif edilmemiştir. Çalışmada kompleks kraniosinositozunda bu mikrodelesyon

sendromunda incelenmesi gerektiği önerilmiştir (174).

Özet olarak; Çalışmaya katılan 6 hastada 14q32.33 bölgesinde amplifikasyon, 4

hastada 14q11.2 bölgesinde amplifikasyon, 4 hastada 22q11.22 bölgesinde

amplifikasyon, 3 hastada 7p14.1 bölgesinde delesyon, 3 hastada 8p11.22 bölgesinde

amplifikasyon tespit edildi. Bu bölgelerde bulunan genlerin kraniosinositoz

etiyolojisinde önemli olabileceklerini düşünmekteyiz.
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