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OZET

Non Sendromik Hirschsprunglu Olgularda Kromozomal Degisikliklerin
Kromozomal Mikroarray Yontemi ile Arastirilmasi

AMACGC: Hirschsprung hastaligi, gastrointestinal sistemin distalinde degisken
uzunlukta bagirsak segmentini etkileyen, enterik noéronal gangliyon hiicrelerinin
yoklugu ile karakterize kompleks, multifaktoriyel ve heterojen genetik bir hastaliktir.
Etyolojide multigenik herediter nedenler yaninda kesinlik kazanmamis ¢evresel etkiler
de sorumlu tutulmaktadir. Genetik etyolojide kromozomal nedenler (Down sendromu,
10q11 delesyonu, 17g21 delesyon ve duplikasyonu), sendromik monogenik nedenler
(Mowat-Wilson sendromu, Waardenburg-Shah sendromu) ile non sendromik
monogenik nedenler (RET, EDNRB, PHOX2B) sorumludur. Olgularin bir kisminda
HSCR etyolojisi halen aydinlatilamamistir. Bu c¢alismada, bilinen monogenik
sendromik nedenlere uymayan ¢oklu konjenital anomalili HSCR’li olgulardaki saptanan
kromozomal degisikliklerin degerlendirilmesi ve HSCR iligkili yeni lokuslarin
belirlenmesi amag¢lanmuistir.

MATERYAL ve METOT: inénii Universitesi Tip Fakiiltesi’'nde tedavi edilen
ve/veya izlenen, eslik eden ¢oklu konjenital anomaliler nedeniyle 2013-2017 yillar
arasinda Tibbi Genetik Klinigi’ne konsiilte edilen ve endikasyon nedeniyle Affymetrix
CytoScan Optima assay kiti kullanilarak mikroarray ile degerlendirilen HSCR’li 13
olgunun dosyalar1 retrospektif olarak incelenmistir. Olgularin dosyas: fizik muayene,
fotograf goriintiileri, radyoloji ve laboratuvar testleri ve ilgili brans hekimlerinin
degerlendirmeleri esliginde incelenmistir. Sonuglar PubMed yayinlar1 6ncelikli olmak
izere bilimsel-akademik kaynaklarla (literatiirle) karsilastirilarak sunulmustur.

BULGULAR: 1 disi olguda 2q22 delesyonu, 1 erkek olguda 17p12
duplikasyonu ve bagka 1 erkek olguda Xql2 duplikasyonu saptanmistir. 10 olguda ise
mikroskobik ve submikroskobik kromozomal anomali saptanmamustir.

SONUC: HSCR’li olgularin tani, tedavi ve izlem ydnetiminin saglanmasinda ve
eksiksiz genetik danisma icin, etyolojinin saptanmasi 6nem kazanmaktadir. Bu ¢alisma
ile daha 6nce HSCR ile iligkisi bildirilmemis yeni kromozomal degisiklikler (ve olasi
lokuslar) saptanmustir. Kesin tani konulan olgu ve ailelere tam genetik danisma
verilmek istendigi ancak basarili olunamadigi belirlenmistir. Tan1 konmamis olgularda
tanisal testler planlanmistir. Ayrica ilgili klinik hekimlerine HSCR’li olgularin
yonetiminde yol gdstermek amaglanarak algoritma dnerileri hazirlanmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Hirschsprung hastaligi, megakolon, etyoloji,
genetik, mikroarray



ABSTRACT

The Investigation of Chromosomal Abnormalities Via Chromosomal Microarray
in Non-Syndromic Hirschsprung Cases

AIM: Hirschsprung disease is a complex, multifactorial and heterogenus genetic
disease which characterised by absence of enteric neuronal ganglion cells and effects
different length of distal gastrointestinal system. Besides multigenic hereditary causes
some uncertain enviromental factors have also been held on the etiology. On the genetic
etiology chromosomal causes (suc as Down syndrome, 10q11 deletion, 17g21 deletion
and duplication syndrome), syndromic monogenic causes (Mowat-Wilson syndrome,
Waardenburg-Shah syndrome) and non syndromic monogenic causes (RET, EDNRB,
PHOX2B) are responsible. The etiology of some cases has not been identified yet. In
this study we aim to evaluate the chromosomal abnormalities of HSCR cases which
have multiple congenital anomaly but do not fit to known monogenic syndromic causes
and determine HSCR related new locuses.

MATERIAL and METHOD: Patients are collected from Inonu University
Medical Faculty which have been treated and/or followed and consulted to Medical
Genetics Outpatient Clinic between 2013-2017 because of multiple congenital
anomalies. 13 patients’ files and microarray results have been evaluated retrospectively
which Affymetrix CytoScan Optima assay were performed. Patients’ files, physical
examinations, photos, radiological and laboratory findings were evaluated in the light of
related departments. The results have been compared with literature that primarily
PubMed and other scientific- academic resources.

RESULTS: In a girl patient deletion of 2q22 and in a boy patient duplication of
17p12 and in an another boy duplication of Xql2 have been established. Neither
microscobic nor submicroscobic chromosomal abnormalities have been identified in ten
cases.

CONCLUSION: The detection of etiology is important for management of
diagnosis, treatment, following and genetic counseling. In this study we have identified
new chromosomal rearrangments (and possible locuses) which have not been related
with HSCR once. We have detected that genetic counseling can not been effective. We
have planned diagnostic tests for undiagnostic patients. Additionally we have prepared
algorithms for medical doctors to management of HSCR cases.

KEY WORDS: Hirschsprung Disease, megacolon, etiology, genetic,
microarray analysis
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1. GIRIS

Agangliyonik megakolon olarak bilinen Hirschsprung Hastaligt (HSCR,
OMIM:142623), gastrointestinal sistemin (GIS) distalinde; myenterik ve submukozal
pleksuslarda noéronal gangliyon hiicrelerinin total yoklugu ile karakterize kompleks
genetik bir hastaliktir (1). Hirschsprung Hastaligi, adin1 Danimarkali ¢ocuk hekimi
Harald Hirschsprung tarafindan 1888 yilinda bildirilmis makaleden almis olmasina rag
mmen, HSCR tarih 6ncesi donemlerden bu yana bilinen ¢ok eski bir hastaliktir. Hintli
cerrahlarin bu hastalig1 tamyip tedavi etmeye c¢alistiklari, 17.yy’da diger klasik karin
agrisi-kabizlik tedavilerinin yetersiz kaldigi ve hastalarin kaybedildigi olgular
bildirilmistir (2,3). 19.yy’da ciddi kabizlig1 olan, erken ¢ocuklukla kaybedilen olgularin
otopsisinde dilate kolon saptandigi da bilinmektedir. Ancak Harald Hirschsprung,
pilorik stenoz, intusepsiyon gibi pek ¢ok hastaligi ¢cok detayli ve ¢ok yonlii olarak
tanimladigi, glinimiizde halen kullanilan tani-tedavi seceneklerini kapsamli sekilde
derledigi i¢in HSCR bu hekimin ad: ile anilmaktadir (4).

Konjenital intestinal agangliyonoz olarak da isimlendirien Hirschsprung
Hastaligi’'nin patogenezinde, noral krest kokenli intramural enterik sinir sistemi
hiicrelerinin, embriyolojik gelisim sirasinda kraniyo-kaudal go¢ ve kolonizasyonunda,
cogalmasinda, farklilasmasinda veya hiicre canliligimin devamliliginin saglanmasinda
yetersizlik rol oynamaktadir (5-8). Sakral noral krestin de enterik noral onciil hiicreler
icin ikinci kaynak oldugunu gosteren kanitlar mevcuttur (5). HSCR, insanda en sik
goriilen tiimor dis1 ndrokristopatidir (9).

Hirschsprung hastaligi, ortalama 5000 canli dogumda 1 goriiliir. Farkli etnik
gruplarda prevelans1 farklidir ve 1:3571 oraniyla en sik Asya kokenlilerde goriiliir.
Beyaz ve siyah 1rk arasinda da siklik farki vardir (sirasiyla 1:6667 ve 1:4761). En diisiik
prevalans 1:10000 orani ile Hispaniklerde saptanmistir. (10). Etnik gruplar arasi siklik
farki, akraba evliligi oranlarimin farkli olmasi ve HSCR iliskili mutasyonlarin farkli
populasyonlarda farkli frekansta olmasiyla iligkilendirilmistir (11). HSCR’de erkek
predominansi belirgindir. Erkeklerde HSCR orani disilerden 4 kat daha siktir (12,13).
Ancak agangliyonik segmentin uzunlugu arttik¢a, Erkek:Disi orani diiser. Kisa segment
HSCR’de Erkek:Disi oran1 4.2-4.4:1 oranindayken, uzun segment HSCR’de bu oran
1.2-1.9:1’e diiser. (14-16). SRY geninin RET geni lizerindeki negatif diizenleyici etkisi,
erkek baskinligini agiklamada dnemlidir (17). Erkek ve disi fare bagirsak kiiltiirlerinde
yapilan calismalarda ECE-1 ve endotelin-3 mRNA diizeylerinin erkek farelerde disi
farelerden daha diisiik oldugu saptanmis ve bunun erkek baskinliginda etkili oldugu
diistinilmiistiir (18). Eksik penetransin izlendigi ailevi olgular olmakla birlikte (%5-
20), HSCR olgular1 siklikla sporadiktir (%80-95)(1). Ailevi HSCR’li olgularin
%]15’inde ikiden den fazla kusakta (multiple generations) HSCR goézlenmistir (19).
%22’sinde ebeveynlerden ¢ocuga gecis ve %16’sinda baska bir akrabada ortaya ¢iktigi
saptanmistir. Ailevi olgularda en yiiksek risk, indeks olgularin kardesleri i¢indir (ailevi
olgularin %62’si) ve olgularin kardesleri, genel populasyona gore 200 kat daha yiiksek
riske sahiptir (%0,02-%4)(15). Indeks olgu cinsiyetine ve kardes cinsiyetine bagl
olarak hesaplanan ampirik tekrar riskleri tablo 1.1°de gdsterilmistir.
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Tablo 0.1: HSCR’de ampirik tekrar riski

Indeks Olas1 Indeks olgu
Olgu Kardes HSCR alt tipi
Cinsiyeti Cinsiyeti
Uzun Kisa
Segment Segment
Disi Disi %9 %3
Erkek %33 %5
Erkek Disi %13 %1
Erkek %17 %5

HSCR, olgularin %70’inde izole olarak saptanir. Olgularin %12’sini ¢ogunlugu
Down sendromu olmak iizere kromozomal anomaliler olusturmaktadir. %18 olguda ise
eslik eden farkli bir norokristopati veya ek konjenital anomali mevcuttur (1,20,21).
Molekiiler tani, indeks olguya biitiinciil yaklagabilmeyi, riskli bireylerin taranmasini ve
tam genetik danisma verebilmeye olanak saglamaktadir. Olgularin izole-eslik eden
anomalili ayrimmin yapilmasi, genetik yaklasimmn temelini olusturmaktadir. Izole
olgularin bir kisminda bazi tek gen varyantlar1 (RET, EDNRB) ile bazi CNV-SNP’ler
suclanirken, sendromik olgularda tek gen hastaliklar1 (Waardenburg-Shah, Mowat-
Wilson sendromu) sorumludur. Tiim HSCR’li olgularin %18’inde eslik eden konjenital
anomali olmasina ragmen bu olgularda genetik etyoloji tam olarak aydinlatilamamaistir.
Bu ¢alismada HSCR’ye eslik eden konjenital anomalisi olan, ancak bilinen sendromik
tek gen hastaliklarina uymayan olgular mikroskobik ve submikroskobik kromozomal
anomaliler agisindan degerlendirilmistir. Boylece HSCR etyolojisinin aydinlatilmasina
katki saglamak ve HSCR iligkili yeni lokuslar tanimlanmasi hedeflenmistir.
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2. GENEL BiLGILER

2.1.ALT TIPLER

HSCR’de agangliyonik segment rektumun distalinden baslar ve degisik
boyutlarda proksimal bagirsak boyunca devam eder. En sik goriillen HSCR tipi %80
olguda saptanan kisa segment Hirscshsprungdur (S-HSCR). S-HSCR’de agangliyonik
segment internal anal sfinkterden baslar ve rektosigmoid bolgeye sinirlidir. Olgularin
%15-20’sinde agangliyonik segment sigmoid kolon proksimaline kadar uzanir ve uzun
segment Hirschsprung olarak adlandirilir (L-HSCR). %5 olguda tim kolon
agangliyoniktir ve total kolonik agangliyonoz olarak isimlendirilir. Nadir durumlarda
(<%1) agangliyonoz kolona smirli degildir ve ince bagirsaklar1 da kapsar. Bu durumda
total intestinal agangliyonozisten (TCA) soz edilir (14,15). Bazi yazarlar tarafindan,
klasik siiflamaya dahil edilmeyen ultra-kisa segment (agangliyonik segmentin sadece
rektumun distalini etkiledigi olgular) ile agangliyonik segmentin, normal bagirsak
segmenti iizerinde oldugu olgular (suspended HSCR)da bildirimistir.

2.2.SEMPTOMLAR
HSCR, yeni dogan ve c¢ocukluk doneminde fonksiyonel intestinal
obstriiksiyonun en sik nedenidir (8). HSCR, siklikla ii¢ klinikle ortaya ¢ikar:

1. Obstriikksiyon: Neonatal distal obstriikksiyon HSCR’nin en yaygm klinik
bulgusudur. Ik 24 saatte mekonyum ¢ikisnin olmamasit HSCR igin
karakteristiktir ve olgularin %50-90’1mnda gozlenir. HSCR’li olgularin biiyiik
cogunlugu beslenme intoleransi, kusma ve abdominal distansiyon ile karakterize
obstriiksiyon bulgular1 gosterir. Bazi olgularda cekal- apendiksiyal perforasyon
ilk bulgu olabilir (15).

[lk 24 saatte mekonyum g¢ikisinin olmadigi durumlarda tami ve tedavi
stratejisi  HSCR’den  farkli olan HSCR disi medikal problemlerin de
degerlendirilmesi gerekir. Mekonyum cikisinin olmadigi olgularda Hirschsprung
hastaliginin 6n tanida diisiiniilmesi i¢in maternal enfeksiyon, intrauterin alkol-toksin
maruziyeti gibi cevresel faktorler ile konjenital hipotiroidi, GIS malformasyonlari
(atrezi, malrotasyon, duplikasyon), kistik fibrozise sekonder mekonyum ileusu,
noronal intestinal displazi gibi diger konjenital nedenler de dislanmis olmalidir
(15,22-25).

2. Konstipasyon: HSCR’li olgularin bir boliimii ge¢ cocukluk hatta erigkin
donemde, daha Once tetkik edilmemis kronik konstipasyon ile basvurabilir. Geg
bulgu veren bu olgular siklikla anne siitii ile beslenme siirecinde belirti
gostermez ancak siitten kesilme donemini takiben ciddi kabizlik sikayetleri
basglar. Cocukluk doneminde konstipasyon sik goriildiiglinden, ileri tetkik
edilmesi gereken olgular ile basit konstipasyonlu olgularin ayirt edilmesi
gerekir. Basit olgular siklikla diyet, laksatif ve davranig modifikasyonu ile tedavi
edilebilir. HSCR’li olgularda ise mekonyum c¢ikisinin ilk 48 saatte olmamasi,
biiylime geriligi, abdominal distansiyon veya enema bagimli diskilama gibi eslik
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eden oOzellikler saptanir. Eriskin doneme kadar tetkik edilmemis kronik
konstipasyon sikayeti olan olgular, HSCR a¢isindan degerlendirilmelidir.

3. Enterokolit: HSCR’nin mortalite oran1 en yiiksek klinigidir. Olgularin %10’u
ates, septisemi, ciddi abdominal distansiyon ve diyarenin gorildiigic HSCR-
iliskili enterokolit tablosu ile basvurur. HSCR, siklikla konstipasyon ile
seyrettiginden, diareli olgularda HSCR tanis1 gecikebilir ve bu nedenle mortalite
orani yiikselebilir. HSCR’li olgularin taninmasi amaciyla hastalar, mekonyum
cikist  ve  gecici-tekrarlayict  obstriiktif  epizodlar agisindan  dikkatli
sorgulanmalidir (25,26).

2.3.TANI

2.3.1. KLINIK VE RADYOLOJIK TANI

HSCR’nin tanis1 farkli yontemlerle konulabilir. Direk grafide, rektal gazin
izlenmedigi bos rektum ve proksimal dilate bagirsak segmentleri HSCR i¢in tipiktir
(15). Obstriiksiyon derecesine gore hava-sivi seviyeleri eslik edebilir (27). Anorektal
manometride rektal distansiyona bagli olarak internal anal sfinkterde relaksasyonun
olmamasi Onemlidir. Ancak testin gilivenilirligi, rektoenterik refleksin olgunlagmasi
nedeni ile postnatal 12.giinde en iyi sonucu vermektedir (15). Kontrastli enemada
gecikmis bosalma siiresi ve dilate gangliyonik bagirsak segmenti ile dar agangliyonik
segment arasindaki gecis zonunun (transition zone) goériilmesi tanida 6nemlidir. Gegis
zonu tiim HSCR’li olgularin %70-90’1nda izlenir (28-30).

2.3.2. HISTOPATOLOJIK TANI

HSCR tanisinda altin standart yontem rektal biyopsidir. Histopatolojik
incelemede dentat cizginin 1.5 cm proksimalinde, aperistaltik bolgeden alinmig
orneklerde, submukozal ve myenterik pleksuslarda ganglion hiicrelerin total yoklugu ve
hipertrofik sinir demetlerinin izlenmesi tanmiyr kesinlestirir (Dentat ¢izginin 1.5 cm
izerinde fizyolojik olarak gangliyon hiicreleri bulunmaz) (31). Rektal biyopsiye gore
daha az invaziv olmasi, genel anestezi gerektirmemesi, komplikasyon riskinin diigiik
olmasi, duyarlilik ve 0Ozgiilliigliniin yliksek olmasi nedeni ile bazi merkezlerde
submukozal rektal suction biyopsi, tam kat rektal biyopsi yerine tercih edilmektedir
(32). Baz1 yazarlar, HSCR tanisinda asetilkolinesteraz (AchE) boyamas: ile birlikte
degerlendirilen suction biyopsiyi HSCR tanisinda altin standart olarak kabul etmektedir
(32,33). Ancak frozen kesitlerde basar1 kisitlamalari olmasi nedeni ile AchE yerine
farkli teknikler gelistirilmistir (34).

Cerrahi sirasinda agangliyonik bolgenin tamamen rezeksiyonunu saglamak igin
coklu seromuskiiler biyopsi gerekebilir. Frozen yorumu, cerrahi basar1 sansini
etkilemektedir (35).

Hematoksilen&eozin boyast (H&E) yaninda HSCR tanisinda kullanilan ek
boyama yontemleri de mevcuttur. Kalretinin ve noron spesifik enolaz, H&E’ye ek
olarak kullanilan boya cesitleridir. H&E’nin immatiir gangliyon hiicrelerini
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gosteriminde ve submokazal bolgede yetersiz kaldigr olgularda bu teknikler tanida
yardimci olmaktadir (36).

24.TEDAVI

Hirschsprung hastaliginin kesin tedavisi cerrahidir ancak cerrahi oncesi ve
sonrasinda olgularin genel durumunun iyilesmesi, dekompresyonun saglanmasi, olasi
komplikasyonlarin dnlenmesi amaciyla ek medikal destek ve tedavi gereklidir. Cerrahi
yapilmayan olgularda mortalite orani %80 civarindadir (37). Sivi-besin desteginin
saglanmasi, rektal irigasyon, profilaktik ve/veya tedavi amacli antibiyotik kullanimi gibi
destekler ile eslik eden hastaliklarin tedavisi (konjenital kalp hastaligi, hipotiroidi gibi)
yaptlmalidir. Cerrahi miidahalede, agangliyonik segmentin ve gecis zonunun
rezeksiyonu, normal innervasyona sahip proksimal ucun aniise anastomozu ve normal
sfinkter fonksiyonunun korunmasi tedavide altin standarttir (5). Bu ameliyatin Swenson,
Duhamel, Soave gibi farkli yontemleri olmakla birlikte bu yontemlerden herhangi
birinin digerlerinden daha iyi oldugu kanitlanmamistir (38). Son gelismelerle beraber,
daha az invaziv yontemler de gelistirilmistir. Laparaskopik ya da trans-anal pull through
yontemleri ile (secilmis olgularda) neredeyse skarsiz cerrahi girisim miimkiindiir
(39,40). Ancak karsilastirmali  uzun donem  sonuglar  heniiz  kesinlik
kazanmamistir(38,41,42).

Erken tani alan, kisa segment HSCR’li olgularda tek basamakli cerrahi genellikle
kiiratiftir. Uzun segmentli olgularda, TCA’da, komplikasyon gelismis olgularda
kolostomi agilmasi giindeme gelebilir.

Anastomoz boélgesinin fistiilii veya stenozu ile enterokolit, cerrahi girisimin en
stk erken komplikasyonlaridir (43). %10-15’lik oranla en sik rastlanan uzun doénem
komplikasyonu kronik konstipasyondur. Yasam kalitesinin diisiiren ciddi komplikasyon
ise enkoprezisdir (fekal inkontinans). Bazi olgularda lekelenme seklinde bulgu verirken,
ozellikle TCA’l1 olgularda ciddi inkontinans goriilebilir. Cerrahi mortalite riski %6 nin
altindadir ve siklikla kisa donem komplikasyonlara ya da eslik eden hastaliklara baglidir
(44).

Noronal prekiirsor hiicrelerin izolasyonu ile yapilan kok hiicre tedavileri halen
arastirma asamasindadir (45,46).
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3. ETYOLOJIi

HSCR multifaktoriyel bir hastaliktir; genetik ve c¢evresel etmenler hastaligin
ortaya ¢ikisinda ve klinik agirligin degiskenliginde rol oynar(47). Daha sonra detayli
olarak tartisilacagi lizere, HSCR etyolojisinde genetik faktorler onemli yer tutmaktadir.
Ancak HSCR’li tim olgular degerlendirildiginde mevcut bilgilerle, genetik faktorler
HSCR fenotipinin ortaya cikisini tek basma acgiklamamaktadir (10). Ornegin izole
HSCR’li olgularda en sik saptanan ve en c¢ok c¢alisilan RET geni varyantlari, ailevi
olgularin  %50’sinde, sporadik olgularin  %10-35’inde saptanmaktadir (48-50).
Mendelyen kalitim kaliplarina uyan sendromik olgularda da HSCR fenotipi farklilik
gosterebilmektedir. Ornegin dismorfik bulgulart ve klinik bulgular1 ile ayirt edici
fenotipe sahip Mowat-Wilson’lu olgularda HSCR saptanma oran1 %41-71°dir(51,52).
Olgular, ayn1 patojenik varyanti tagimalarina ragmen yaklagik 1:2-2:3’tinde HSCR
ortaya ¢ikmaktadir. Bazi olgular ise HSCR tani kriterlerini karsilamadigi halde kronik
kabizlik sikdyeti bildirmektedir. Bunun yaninda herhangi GIS semptom-bulgusu
olmayan olgular da mevcuttur. Bu farklilik, patojenik mutasyonun farkli olmasi
(genotip-fenotip korelasyonu), heniiz saptanmamis gen ve/veya varyantla iligkili olmasi,
bilinen mutasyona ek olarak olasi diizenleyici (modifier) genlerde varyant taginmasi,
hastalikla iliskili benign varyantlarin etkisi (disease associated polymorphism) yaninda
cevresel faktorlerin de yer aldigir diisiiniilmektedir. Tek yumurta ikizlerinde HSCR
goriilme yoniinden farkliliklar saptanmasi, HSCR etyolojisinin kompleks oldugunu ve
cevresel nedenlerin rol alabilecegini diisiindlirmektedir(47,53). Etyopatogenezde etkili
tim faktorler net olarak ortaya konmamistir ancak baglanti (association) ¢alismalari
halen stirmektedir.

3.1.CEVRESEL NEDENLER

HSCR etyolojisinde suglanan ¢evresel etkiler tam kesinlik kazanmamaigtir. Ancak
bazi prenatal-perinatal ozellikler ile ilag-madde maruziyenin HSCR gelisimi agisindan
risk faktorii olabilecegi bildirilmistir(54). Ornegin tek merkezde dogan HSCR’li olgular
ile kontrol grubu saglikli bireylerin ileriye doniik (prospektif) olarak perinatal-prenatal
olasi risk faktorleri agisindan karsilastirilmasina dayanan detaylh bir caligmada anlaml
sonuglar elde edilmistir. Bu ¢alismada HSCR’li olgularin (600 olgu) kontol grubuna
(3000 birey) gore daha erken haftada dogma egiliminde oldugu saptanmistir (OR: 1.6
kat). Ayrica 3 ya da daha fazla sayida gebeligi olan kadinlarin da (parite) HSCR’li
cocuk sahibi olma riskleri, 1-2 gebeligi olan kadinlardan 1.25 kat daha yliksek
bulunmustur. Bu ¢calismada maternal obezitenin HSCR’li ¢ocuk sahibi olmada 1.74 kat
risk olusturdugu da bildirilmistir. Annede tedavi edilmemis hipotirodi varliginin da
HSCR iizerindeki etkisi, obeziteye yol agmasi olarak yorumlanmistir. Bir diger yorum
da, obezitede yetersiz beslenmenin neden oldugu vitamin eksikleri ile maternal ilag
kullaniminin olas1 etkileridir. Bu calismada tek yumurta ikizleri arasindaki diskordans
tekrar gosterilmistir (53).

Bir bagka karsilagtirmali ¢alismada birinci trimester maternal hiperterminin
HSCR i¢in risk faktorii olabilecegi bildirilmistir. Maternal hiperterminin, embiyolojik

16



gelisimde gangliyon hiicrelerinin bagirsaklara gocii iizerindeki olumsuz etkileri nedeni
ile iliskili olabilecegi diistiniilmiistiir (55).

Vitamin A ve aktif formu olan retinoik asit, embriyonik gelisimde 6nemli rol
almaktadir. Retinoik asitin hem yetersizligi hem asir1 alimi, konjenital anomalilere ve
perinatal Oliime neden olabilir. ENCC kolonizasyonunda retinoik asitin rol
oynayabilecegi, bu nedenle vitamin A eksikliginin HSCR ekspresyonunu degistiren bir
etken olabilecegi bildirilmistir (56).

Maternal ila¢ kullanimimin pek c¢ok konjenital anomaliye neden oldugu
bilinmektedir. Gebeler {iizerinde ila¢ deneyleri yapilmadigindan (etik nedenlerle),
bilgiler, zorunlu maruziyet sonrast olgu sunumu olarak bildirilen olgulardan
ogrenilmektedir. Ornegin bir selektif seratonin geri alim inhibitdrii (SSRI) tiirii
antidepresan olan sitalopram ile tedavi edilmis bir annenin, HSCR’li ¢ocuk sahibi
oldugu bildirilmistir(57).

Noronal gelisim kusuru olarak siniflandirilabilecek HSCR’nin de 6zellikle sinir
sistemi gelisimde rol oynayan yolaklarla iliskili olabilecek ilac, toksin ve kimyasal
maddelerden etkilenebilecegi belirtilmektedir(54,58). Ornegin bir agr1 kesici (analjezik)
olan ibuprofenin hayvan modellerinde ENCC kolonizasyonunu inhibe ettigi, néronal
gocli  yavaglattigi saptanmistir(58). Bir baska ¢alismada bagisiklik baskilayic
(immunsupresan) etkili mikofenolik asitin GMP sentezi iizerinden ENCC
kolonizasyonunu baskiladigi ve boylece HSCR olusumunda kolaylastirict  rol
oynayabilecegi belirtilmistir(54).

3.2.GENETIK NEDENLER

Hirschsprung hastaligi multigenik, kompleks mekanizmaya sahip bir hastaliktir.
Sporadik kromozomal nedenler, Mendelyen kalitim kaliplari (otozomal dominant,
otozomal resesif, X’e bagli), azalmis penetrans, degisken ekspresyon, kopya sayisi
degisiklikleri (copy number variation, CNV), tek niikleotid polimorfizmleri (single
nucleotid polymorphism, SNP), modifiye edici faktorler gibi genetik nedenler ile DNA
modifikasyonu (epigenetik mekanizmalar) HSCR patogenezinde etkilidir. Ailevi
olgularin yarisinda, sporadik olgularin ise %15-20’sinde etyolojik genetik neden
bulunmakla birlikte, HSCR genetiginde halen agikliga kavusmamis pek cok yon
bulunmaktadir (15,59).

3.2.1. KROMOZOMAL NEDENLER

HSCR’li olgularin yaklasik %12’sinde kromozomal anomali saptanmaktadir.
HSCR ile iliskilendirilmis en sik goriilen kromozom anomalisi Trizomi 21 yani Down
sendromu olmakla birlikte c¢esitli parsiyel trizomi ve monozomiler ile
mikrodelesyon/duplikasyonlar gibi ¢esitli kromozomal degisiklikler saptanmistir. Down
sendromu  disgindaki  kromozomal anomalilerin HSCR’li  olgularda  siklig1
bilinememektedir.

HSCR iligkili oldugu bildirilen degisikliklerin yer aldigi kromozomal bolgeler
genellikle HSCR ile iliskilendirilmis genleri igeren lokuslardir. Ornegin RET genini
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iceren 10ql1 bolge delesyonlar: biligsel gerilik, hipotoni ve HSCR fenotipi ile ortaya
cikabilir. Benzer sekilde 13q delesyonu EDNRB genini, 10q23 delesyonu NRG3
bolgesini igermekte ve diger konjenital anomalilere ek olarak HSCR fenotipini
olusturmaktadir (12).

Down sendromu (Trizomi 21): Tim HSCR’li olgularin %2-10unu,
kromozomal anomalili HSCR’li olgularin %901 Down sendromlu olgular
olusturmaktadir. Ote yandan Down sendromlu olgularin %0.6-3’iinde HSCR ortaya
cikmaktadir (15,25). Bu yiiksek siklik g6z oniine alinarak, konstipasyonlu her Down
sendromlu olgu potansiyel HSCR adayr olarak degerlendirilmelidir (60). Down
sendromlu olgularda HSCR riski, popiilasyona gore 300 kat artmistir. Artmis riskin
nedeni tam olarak ortaya konmamis olmakla birlikte HSCR-Down iliskisini
aciklayabilmek igin c¢esitli ¢alismalar yapilmistir. 21. kromozomda yerlesik DSCAM
geni intronik SNP’lerin doz bagimli iliskisi oldugu disiiniilmiistiir. Noral hiicre
adezyonunda rol alan bu gen, hem merkezi sinir sisteminde hem enterik sinir sisteminde
yiiksek diizeyde eksprese olmaktadir. Down sendromundaki biligsel gerilikten ve
intestinal atrezi, HSCR gibi visseral anomalilerden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir
(1,61). Down sendromunda dikkati ceken bir 6zellik de erkek-disi olgular arasinda
HSCR goriilme siklig1 agisindan fark olmamasidir (1).

10q11 Delesyonu (10q11Del): RET genini iceren bu kromozomal bdolgenin
delesyonunda HSCR meydana gelebildigi ilk kez 1994 yilinda Fewtrell ve ark
tarafindan bildirilmistir. Olguda total kolonik agangliyonoz, SGA dogum ve 30.ayda
yapilan degerlendirmede motor gerilik saptandigi bildirilmistir. Ancak yazarlar, uzun
siireli hastane yatisinin motor geriligi agiklayabilecegini diisiinmiis ve olguyu non-
sendromik olarak degerlendirmistir (62). 2010 yilinda yaymlanan bir ¢alismada ise
kromozomal ve molekiiler anomaliler agisindan arastirilan 21 HSCR’li olgunun
altisinda 10q delesyonu saptanmistir (37). 10gDel sendromunun, HSCR icerisindeki
siklig1 bilinmemektedir (25).

10923 Delesyonu (10g23Del): Bu bolgede yerlesik olan NRG3 geni, izole
HSCR etyolojisinde rol alan NRGI geninin parologudur (Noroglin ailesinin bir iiyesi).
2012 yilinda yayinlanan bir ¢alismada, 10q23.1 bolgesi ile HSCR arasinda iligki oldugu
ilk kez bildirilmistir. Bu calismada 3 izole ve 2 sendromik HSCR’li olguda 1023
delesyonu saptanmis, kontrol grubundaki hi¢bir bireyde delesyon gdzlenmemistir (63).
Tiim HSCR’li olgularin %1’inden azinda etyolojiden sorumlu oldugu diisiiniilen 10q23
delesyonunun kesin siklig1 bilinmemektedir (25).

13q Delesyon Sendromu (Orbeli Sendromu,13qDel): HSCR’nin siklikla eslik
ettigi, fenotipik yelpazesi genis olan 13q delesyonu psikomotor gerilik, biiytime geriligi,
fasial dismorfizm (yiizde asimetri, genis burun kopriisii, hipertelorizm, mikrognati,
diisiik ve malforme kulaklar) ve g6z bulgulart (mikroftalmi, epikantus, pitozis, iris
kolobomu, retinitis pigmentosa, retinoblastoma) ile karakterizedir (64,65). 13q
delesyonunda bildirilen konjenital anomaliler ¢esitlidir (66). Santral sinir sistemi yapisal
anomalileri (Dandy-Walker malformasyonu, ensefalosel, mikrosefali, korpus kallozum
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agenezisi, hemilobar holoprozensefali, hidrosefali), kardiyovaskiiler malformasyonlar
(hipoplastik sol kalp, pulmoner sekestrasyon), anogenital malformasyonlar (imperfore
aniis, hipospadyas, epispadyas, inmemis testis, bifid skrotum), GIS anomalileri
(duodenal atrezi, jejunal atrezi, malrotasyon, Meckel divertikiiliimii), distal ekstremite
anomalileri (4.-5.parmak kisaligi, bagparmak yoklugu) bildirilmistir (64-67). 13gDel
olgularda HSCR sikliginin yiiksek olmasinda 13q22.2°de yerlesik EDNRB geni
suclanmistir. EDNRB geni patojenik varyantlarinin Waardenburg-Shah ya da izole
HSCR’ye neden oldugu bilinmektedir ancak EDNRB genini icermeyen distal delesyone
olgularda da HSCR bildirilmis olmasi, EDNRB disinda HSCR iliskili ek kritik bolge
oldugunu diistindiirmektedir (65,68,69).

2q22-q23 Delesyonu: Ciddi norolojik bulgular (mikrosefali, bilissel gerilik,
epilepsi) ile birlikte biiylime geriligi, dismorfizm ve HSCR’nin eslik ettigi nadir bir
delesyon sendromudur (15). 2q23.1 bolgesinde yerlesik ZEB2 (SIP1, SMADIPI) geni
patojenik varyantlarinin neden oldugu Mowat-Wilson sendromundan (MWS) farkl1 bir
klinik olup ardisik gen sendromu olarak kabul edilmektedir (70). Giinilimiize degin
2q22-q23 delesyonlu 10’dan fazla olguda HSCR birlikteligi bildirilmistir. Etyolojiden,
MWS’de etkilenmis olan ZEB2 geni delesyonu sorumlu tutulmustur (71,72).

20p Delesyon Sendromu (20pDel): Nadir bir delesyon sendromu olan 20pDel’li
35’e yakin olgu bildirilmistir (73,74). Siklikla Alagille sendromu ile iliskili olan bu
kromozomal boélgede, Alagille klinigine uymayan ancak HSCR ve ek konjenital
anomalili olgular bildirilmistir. HSCR bildirilen ilk 20p interstisyel delesyonu 1994
yilina aittir ve paternal UPD saptanan olguda saptanmistir (75). 1997 yilinda ise otizmin
eslik ettigi dismorfik bir olguda isitme kayb1 ve HSCR saptandigi bildirilmistir (76).
2009 yilinda 20pDel’li 21 olgunun klinik o6zellikleri ve SNP array analizlerinin
yayinlandigi bir ¢alismada iki olguda Hirschsprung oldugu bildirilmistir (74).

Chr22 Anomalisi: 22.kromozom anomalileri komplet non mozaik trizomi 22,
ekstra derivatif 22.kromozom sendromu (Emanuel sendromu), 22ql1 parsiyel
tetrazomisi (Cat eye sendromu), 22ql1 delesyon sendromu ve mozaik trizomi 22
durumlarim1  kapsayan, canli dogumlarda nadir goriilen degisikliklerdir (60,77).
Genellikle ¢oklu konjenital anomalilerle karakterize bu sendromlarda, HSCR eslik eden
olgular bildirilmistir. Rastlantidan daha sik HSCR birlikteligi oldugu diisiiniilen bu
sendromlardaki HSCR etyolojisi kesinlik kazanmamistir (77). Ekstra derivatif
22 kromozom (Emanuel) sendromu prenatal ve postnatal biiylime geriligi, norolojik
bulgular (mikrosefali, hipotoni), kulak anomalileri (preauricular pit, preauricular tag,
kiigiik kulaklar), yarik damak-dudak, konjenital kalp hastalig1 ve iirogenital anomalilerle
karakterizedir (78). Emanuel sendromlu olgularda GIS anomalileri de gozlenmektedir
ve 2 farkli olguda HSCR bildirilmistir (79,80). Benzer sekilde ¢oklu anomalilerle
karakterize Cat eye sendromunda, mozaik trizomi 22’de ve 22ql1 delesyonunda HSCR
ve diger anorektal malformasyonlarin birlikteligi bildirilmis, ancak patogenezden
sorumlu gen tanimlanamamistir (15,77,81,82).
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UPD (Uniparental Dizomi): UPD mekanizmasi Prader-Willi, Angelman,
Russel-Silver gibi genetik sendromlarla iliskilendirildigi bilinmektedir. HSCR
etyolojisindeki etkisi tam olarak bilinmeyen bu mekanizma, kompleks kromozomal
anomaliye eslik eden bir olguda bildirilmistir. Venditti ve ark, tarafindan 2004 yilinda
yayinlanan makalede iiggen yliz, mikrognati, mikrostomi, bilateral mikroti/anoti gibi
dismorfik bulgularla birlikte konjenital kalp hastaligi, gelisim geriligi ve HSCR (total
kolonik agangliyonoz) tesbit edilen, postmortem incelemede oksipital lob
formasyonunda gerilik, subepandimal noronal heterotopi ve yaygin gliozis saptanan bir
erkek olgu sunulmustur(83).  Kemik iligi ve periferik kanda 45, XX,psu dic
(20;20)(p13;p13) karyotip kurulusuna sahip olgunun 20.kromozom agisindan sadece
parental kopyayr (2 adet) tasidigi bildirilmistir. Fibroblast kiiltiiriinde ise mozaik
karyotip tastyan olgunun 20.kromozom agisindan mozaik trizomik (2 psédodisentrik, 1
normal) oldugu saptanmistir. Yazarlar, translokasyon olusumunda 20.kromozom
distalinde bir kaybin veya 20.kromozom UPD’sinin ya da mozaik trizomi 20’nin
anomalilerden sorumlu olabilecegini diislinmiistiir.

Bahsedilen kromozomal anomaliler disinda olgu sunumu olarak yayinlanan pek
cok kromozom anomalisinde de HSCR birlikteligi bildirilmistir. 4p12 delesyonu (84),
4q triplikasyonu (85), mozaik trizomi 2 (86), 18p delesyonu (87,88), parsiyel 4q27
trizomisi (89) gibi pek cok kromozomal anomalide, siklikla MKA-MR’ye eslik eden
HSCR tanimlannmustir. Ilgili lokuslardaki kesin etyolojinin belirlenebilmesi igin, ileri
calismalar ihtiya¢ duyulmaktadir.

3.2.2. TEK GEN HASTALIKLARI

HSCR etyolojisinde monogenik nedenler onemli yer tutmaktadir. Olgularda
etkilenmis gene bagl olarak OD, OR ya da X’e bagl kalitim paterni izlenebilir (25).
Monogenik nedenler sendromik ya da non sendromik HSCR ile ortaya ¢ikabilmektedir.
Olgularin %70’inde ¢ogunlugunda RET gibi tek gen varyantlarinin neden oldugu non
sendromik HSCR, %]18’inde ise eslik eden konjenital anomalilerin izlendigi HSCR
izlenmektedir. Non sendromik olgularda erkek baskinliginin belirgin oldugu, degisken
ekspresyon ve eksik penetransin izlendigi kalitim kalibi izlenmektedir. Eslik eden
anomalilere, ailevi olgularda sporadik olgulardan belirgin derecede daha sik
rastlanmaktadir (%39-%?21) ve olas1t Mendelyen kalitim1 diisiindiirmektedir. Bu nedenle
eslik eden anomali varliginda, olgular olasi tek gen sendromlar1 ve dismorfoloji
acisindan Tibbi Genetik uzmanlarinca dikkatle degerlendirilmelidir (25).

A. SENDROMIK HSCR

Tiim HSCR’li olgular igerisindeki sikliklar1 diisiik olan, ancak dikkatli dismorfi
ve detayl degerlendirme ile klinik olarak kolaylikla taninabilecek sendromik HSCR’de
etyoloji degiskendir. Olgulara sendromik tanimin konmasi énemlidir ¢ilinkii ancak bu
sekilde tam genetik danigma vermek miimkiin olacaktir. Olgularin olasi komorbid
durumlar agisindan izlemi ve/veya tedavisi de planlanabilecektir.

Waardenburg Sendromu Tip 4 (WS4, Waardenburg- Shah Sendromu):
WS4, piebaldizm (beyaz percem) ve iris heterokromatisi gibi pigmenter anomaliler ve
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sensorindral isitme kaybi ile karakterize jeneralize kristopatidir. Olgularin hemen
tamaminda HSCR eslik eder. RET geninin WS4 ile iliskisi gosterilmemistir (25). Ancak
EDN3, EDNRB ve SOX10 gen varyantlarinin WS4’e neden oldugu bilinmektedir. EDN3
ve EDNRB varyantlar1 homozigot durumda WS4 fenotipine neden olurken heterozigot
varyantlar siklikla izole HSCR’ye yol agar, yani diger sendromik- sistemik bulgular
eslik etmez. Ancak bu korelasyon her zaman dogru olmayabilir (90-92). Patojenik
SOX10 varyantlar1 ise otozomal dominant kalittm kalibina uyar. Bildirilen olgularin
tamaminda ek nérolojik bulgular saptanmustir. Izole HSCR’li olgularda ise SOXI10
varyanti bildirilmemistir (93).

Mowat- Wilson Sendromu (MWS): Hipertelorizm, genis daginik kaslar, eyer
sekilli burun kemeri, kiiglik ve kalkik kulak loblar1 ve belirgin ¢ene ile karakterize
dismorfik olgulardir. Mikrosefali, biligsel gerilik ve ndbet saptanabilir (94). Olgularin
%41-71°inde HSCR eslik etmektedir. MWS etyolojisinde heterozigot ZEB2 varyantlari
ile 2q22 delesyonlari rol almaktadir (12,94).

Konjenital Santral Hipoventilasyon Sendromu (CCHS): Olgularda uyaniklik
doneminde yeterli ventilasyona ragmen uyku sirasinda ylizeyel solunumla karakterize
hipoventilasyonun izlendigi norolojik-genetik bir tablodur. Agir olgularda uyaniklik
doneminde de hipoventilasyon saptanabilir. CCHS’li olgularin %90’inda de novo
heterozigot PHOX2B (PMX2B) varyantlarinin sorumlu oldugu saptanmistir (95). Daha
az sayida CCHS’li olguda ise GDNF, BDNF, EDN3 ve RET gibi izole HSCR
etyolojisinde rol alan genlerde mutasyon saptanmistir. CCHS’li olgularin %20’sinde
HSCR eslik etmekte ve bu klinik tablo Haddad sendromu olarak isimlendirilmektedir
(25). ASCLI geninin heterozigot mutasyonlarinin Haddad sendromuna yol actigi
bildirilmistir (96).

Berdet-Biedl Sendromu (BBS): Obezite, ilerleyici pigmenter retinopati,
postaksiyal polidaktili, renal anomaliler ve hipogenitalizm ile karakterize, nadir goriilen
otozomal resesif ve/veya digenik genetik bir hastaliktir. Olgularin %2-10’unda HSCR
eslik etmektedir (97). OMIM’de BBS’ye neden oldugu bilinen 24 gen ve 21 BBS tipi
tanimlanmistir ancak bu BBS-HSCR birlikteligi ile ilgili genotip-fenotip korelasyonu
yapilamamistir(25).

Kikirdak-Sa¢ Hipoplazisi: Otozomal resesif kalitilan bir iskelet displazisi olan
Kikirdak-sa¢ hipoplazisinde ciddi boy ve ekstremite kisaligina ince-daginik saclar ile
hipoplastik anemi ve immiin defetkler eslik eder. Olgularin yaklasik %7-9’unda
sendroma HSCR eslik eder ve bu olgularda sendroma 6zgili bulgular genellikle daha
ciddi seyreder (25). Olgularin hemen tamaminda dizi analizi ile gosterilebilen RMRP
mutasyonlart sorumludur.

Goldberg-Shprintzen Sendromu: Mikrosefali, fasial dismorfik bulgular,
biligsel gerilik ve eslik eden HSCR nedeni ile Mowat-Wilson sendromuyla benzerlik
gosteren, ancak otozomal resesif kalitilan bir sendromdur. Bu sendromda ek olarak
polimikrogri, kolobom, megalokornea, yarik damak gibi bulgular saptanabilir (98).
Goldberg-Shprintzen sendromu KIAA 1279 homozigot varyantlar: nedeni ile olusur (99).
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Bu sendrom, isim olarak benzerlik gosteren fakat farkli klinik oOzelliklere sahip
Shprintzen-Goldberg kraniyosinostoz sendromundan ayirt edilmelidir.

L1 Sendromu: HSAS (Akuaduktus Slyvius Stenozu ve Hidrosefali), MASA
(Mental retardasyon, Afazi, Spastik parapleji ve Adduksiyon pozisyonunda bagparmak),
SPG1 (X’e baghh komplike herediter Spastik Parapleji tip 1) ve X’e bagh parsiyel
korpus kallozum agenezisi gibi norolojik tablolalar ile HSCR’nin birlikte goriildigi
genetik hastaliktir. HSCR etyolojisinde X’e bagli kalitilan, bilinen, tek sendromdur.
Noronal adezyonda onemli rol oynayan ve bagirsak gangliyon hiicreleri i¢cin onemli
oldugu diisiiniilen L/CAM geni patojenik varyantlar1 patogenezde sorumludur (100-
102).

Fryns Sendromu: Kalitim kalib1 otozomal resesif modele uyan bu sendromun
genetik etyolojisi tam olarak saptanamamistir. Tan1 kaba yliz, hipertelorizm,
makrozomi, mikrognati gibi dismorfik 6zelliklerin eslik ettigi diyafragmatik defekt ve
distal falangeal hipoplazi yardimi ile klinik olarak konur (103). Olgularin ¢ogunlugu
yeni dogan doneminde kaybedildiginden, ileri yaslara ait yeterli veri bulunmamaktadir.
Ancak Fryns sendromlu olgularda HSCR birlikteligi 9’dan fazla olguda bildirilmistir
(104,105).

Pitt-Hopkins Sendromu: Hiperventilasyon-nefes tutma epizodlar1 gibi solunum
problemleri yaninda biligsel gerilik, dismorfik bulgular ve nobetlerin izlendigi otozomal
dominant bir hastaliktir. Etyolojiden sorumlu gen PHOX-RET yolaginda gorev alan
TCF4 genidir. HSCR bildirilen Pitt-Hopkinsli olgu sayis1 sinirlidir ancak RET yolagi
iliskisi ve c¢ogu olguda ciddi kabizlik saptanmasi olasi etyopatogenez i¢in ipucu
vermektedir (106).

Smith-Lemli-Opitz Sendromu (SLOS): Ayirt edici yliz bulgulari ile ayak 2. ve
3. parmak sindaktilisi varliginda klinik olarak taninabilen, mikrosefali ve bilissel
geriligin eslik ettigi otozomal resesif bir sendromdur. Daha hafif fenotipe sahip
SLOS’lu olgular ile HSCR arasinda iliski olabilecegi bildirilmistir (107). Ancak 2003
oncesi yayinlarda, tersine, HSCR’nin genellikle agir klinik 6zellik gosteren SLOS’lu
olgularda bildirildigi bilinmektedir (108,109).

iktiyozis Folikiilaris, Atrisi, Fotofobi Sendromu / Beyin Anomalisi,
Retardasyon, Ektodermal Displazi, Iskelet Anomalileri, Hirschsprung, Goz-Kulak
Anomalileri, Yank Damak, Kriptoorsidizm ve Renal Displazi
(IFAP/BRESHECK): Coklu konjenital anomaliler yaninda cilt bulgularinin da
izlendigi bu nadir X’e bagli resesif sendromda, bazi olgularda Hirschsprung
saptanmaktadir (110).

Yukarida bahsedilen sendromlar disinda Hirschsprung hastaligi ile birliktelik
gosteren pek ¢ok klinik durum vardir. Ornegin Hirschsprung’a eslik eden iskelet
anomalileri tanimlanmis-bilinen sendromlar olabilecegi gibi (Werner mezomelik
displazi), polidaktili, brakidaktili, distal falank hipoplazisi ile saptanan ancak heniiz
genetik etyolojisi tantmlanmamis olgular da (Hirschsprung, polidaktili, renal anomali ve
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sagirlik, OMIM:235740) olabilir. Hirschsprung’un eslik ettigi diger bazi genetik
hastaliklar McKusick-Kauffman sendromu, Clayton-Smith sendromu, Pallister-Hall
sendromu, Aarskog sendromu, Frontonazal displazi, Goldenhar sendromu, Rubinstein
Taybi sendromu ve Toriello-Carey sendromudur (15).

B. NON SENDROMIK HSCR

Izole HSCR, eslik eden herediter ya da konjenital ek anomalinin olmadig,
olgularin biliylime ve gelisme diizeylerinin yaslariyla uyumlu oldugu, kristopatinin
sadece ince barsagin belirli bir alana sinirli oldugu olgulardir. Agangliyonik segment
uzunluguna ve cinsiyete bagimli diisilk penetrans ve degisken ekspresyonun izlendigi,
non-Mendelyen kalitilan multigenik bir durumdur. Tiim olgularin %70’inde HSCR
izoledir (13,16,21,111-113)

RET Sinyal Yolagi: Bir proto-onkogen olan RET geni (Rearranged during
Transfection), 10q11.2 bolgesinde yer alir ve bir tirozin kinaz reseptoriinii kodlar.
HSCR etyolojisinde en ¢ok suclanan gen olan RET geni ve bu reseptoriin ligandi olan
GDNF-GFRal  kompleksi (glial cell line derived neurotrophic factor-
glycosyphoshatidylinositol-linked receptor), enterik sinir sistemi gelisiminde enterik
noral krest hiicrelerinin (ENCC) hiicre devamliliginin saglanmasinda, ¢ogalmasinda,
farklilagmasinda, migrasyon ve apoptozunda 6nemli rol oynar (8,114-116). GDNF-
RET-GFRal kompleksindeki formasyon bozuklugu, mutasyon olmasa bile,
agangliyonoza neden olur (117-119). NRTN (neurturin) proteini, GFRa2’ye baglanarak
RET aktivasyonunu ve bazi enterik ndron aksonlarinin projeksiyonunu saglayan bir
diger liganddir. NRTN homozigot mutant farelerde, myenterik ganglion hiicrelerinin
kiigiik oldugu, noron dansitesinde azalma ve GIS motilitesinde anormallik saptanmigtir
(120,121). Insanlarda, HSCR’li olgularda NRTN mutasyonlar: bildirilmistir ancak
olgularin tamaminda RET ya da baska HSCR iliskili gende de mutasyon saptanmaistir.
Bu nedenle HSCR etyolojisinde, NRTN’nin modifiye edici olarak rol aldig
distiniilmektedir (23,122-124).

Sporadik HSCR’li olgularin %3-10"undan, ailevi olgularin %50’sinden RET
sinyal yolagindaki mutasyonlar sorumludur (25). RET varyantlar1 hem kisa hem uzun
segment HSCR’de saptanabilir (125,126). RET varyantlarinda penetransin %50-70
arasinda oldugu, cinsiyet farkliligi ve HSCR’li segment uzunlugunda farklar olabilecegi
saptanmistir (127). RET geninde biiyiik delesyonlar, insersiyonlar, anlamsiz yanlis
anlamli ya da splicing mutasyonlar ve mikrodelesyonlarin olusturdugu 100’den fazla

mutasyon bildirilmistir (48,49,128,129).

Enterik noéronlarin hiicre devamliligi, RET dozajina da duyarhdir. Diisik RET
dozajinin, ENCC’lerde non-apoptotik hiicre 6liimiinii arttirdig1 saptanmistir (130). Bazi
yazarlar, izole HSCR etyolojisinde ENCC migrasyon anomalisinden ziyade, hiicre
6liimiiniin sorumlu oldugunu savunmaktadir (131).

RET geninin kodlamayan mutasyonlari da HSCR etyolojisinde rol alir.
Regulatuar (diizenleyici) elementlere etki ederek veya transkripsiyon, translasyon gibi
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hiicresel mekanizmalar1 degistirerek gen ekspresyonunuda degisiklige yol agabilirler
(11,122,132). Genellikle diger RET mutasyonlar ile sinerjistik etki gostererek fenotip
lizerine etki ederler (124). Intron 1°de yerlesik olan tek niikleotid polimorfizmlerin
enhanceri etkileyerek HSCR icin kolaylastirici etmen oldugu bilinmektedir [SNP1
(rs2506004), SNP2 (2435357)] (133,134). Sik gorillen 3°’'UTR varyantinin, mRNA
transkripsiyonunda gecikmeye neden oldugu, bodylece HSCR’den koruyucu etki
gosterdigi bildirilmistir (132).

Ailevi HSCR olgularinda 9q31 lokusunun, kodlamayan RET varyantlar ile
segrege oldugunu ve HSCR fenotipine yol a¢tigini gosteren g¢alismalar mevcuttur
(122,127).

RET geninin sadece germline mutasyonlar1 degil, somatik mutasyonlar1 da
HSCR fenotipinde etkilidir (135). RET somatik mutasyonlarinin tiroid ve paratiroid
karsinomlar1 ile multipl endokrin neoplazilerde kotii prognozla iliskili oldugu
bilinmektedir (136). Benzer sekilde HSCR’li olgu ve kontrol grubu ile yapilan bir
calismada agangliyonik bagirsak segmentlerinde SNP1 ve SNP2 homozigot
varyantlariin anlamli derecede varligi saptanmistir (135). Bu nedenle dokuya 6zgii
genetik varyasyonlarin da patogenezde etkili olabilecegi géz oniine alinmalidir.

e Multiple Endokrin Neoplazi-2A (MEN2A), mediiller tiroid kanseri, paratiroid
hiperplazisi ve adrenal mediiller tiimorle karakterize otozomal dominant
kalitilan kanser birlikteligi sendromudur. MEN2A’nin diger tutulumlari
olmadan, en az 4 kusakta mediiller tiroid kanseri goriilmesi olarak bilinen
Familyal Mediiller Tiroid Kanseri (FMTC) ile benzer genetik etyolojiye
sahiptir. Etyolojide, izole HSCR’de en sik suglanan RET geni mutasyonlari
sorumludur. Ayni genden kaynaklanan HSCR ve MEN2/FMTC, birbiri ile
kismen iligkilidir. HSCR’de RET geninde genellikle fonksiyon kaybettiren
varyantlar saptanirken, MEN2’de siklikla fonksiyon kazandiran varyantlar
sorumludur. MEN2’li olgu ve ailelerin ¢ogunda sistein rezidiilerini etkileyerek
reseptOr aktivitesini degistiren varyantlar saptanmaktadir. MEN2A’l1 olgularin
cogunun agangliyonik kolona sahip olmadiklart ve HSCR’li olgularda
MEN2A’nin ¢ok sik goriilmedigi bilinmekler birlikte, RET geni 609, 611, 618
ve 620 numarali sistein kodonlarinda meydana gelen mutasyonlarin, MEN2 ve
FMTC’li olgularda HSCR ile iligkili oldugu saptanmistir (115,137,138).
HSCR’li olgularin %2.5-5’inin MEN2A iligkili RET varyanti tagidigi tahmin
edilmektedir (12,139).

e MEN2B, GiS’te diffiiz gangliyonéromlar, marfanoid iskelet anomalileri,
mediiller tiroid kanseri ve feokromasitoma ile karakterizedir. Olgularin %90’dan
fazlasinda RET geni p.Met918Thr varyanti saptanmaktadir. Bazi olgularda
diffiz gangliyondromatéz nedeni ile yeni dogan doneminde intestinal
obstriiksiyon olusabilir (140). Bu durum klinik olarak HSCR ile karisabilir
ancak olgularda agangliyonoz goriilmez. HSCR ve MEN2B’nin birlikte
gorildiigi bir olgu bildirilmis olmasina ragmen bu iki klinik antite arasinda bir
iliski olmadig1 (artmis risk beklenmedigi) diistiniilmektedir (141).
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Endotelin Yolagi: Endotelin sinyal yolagi, hem enterik progenitor hiicrelerin
proliferasyonunu saglar hem de enterik noral krest hiicrelerinin migrasyonunda ve
mikro ¢evrenin permabilitesinin  saglanmasinda  gereklidir (124). Bagirsak
mezensiminden peptid olarak salinan EDN3 (Endothelin 3, ET3), bir G protein kenetli
reseptor olan EDNRB’ye baglanir. inaktif olarak salman EDN3’ii aktif hale geviren
enzim ECE1 (Endothelin Converting Enzyme 1)’dir. EDN3’{in bir diger etkisi, néronal
hiicre farklilasmasini inhibe etmesi-geciktirmesi ve bdylece ENCC kolonizasyonu
saglamasidir (124,142).

Farelerde, endotelin yolagini etkileyen mutasyonlarin, agangliyonoz ve pigment
bozukluklarina neden oldugu gosterilmistir (143,144). insanda da benzer etkiler
gozlenmekte ve EDN3-EDNRB mutasyonlarinin pigmentasyon bozuklugu, isitme kayb1
ve HSCR’nin goriildiigii Waardenburg-Shah fenotipine yol agtig1 bilinmektedir (91). Bu
yolak sadece sendromik degil, non-sendromik HSCR ile de iliskilidir. Tiim HSCR’li
olgularin %5’inde EDN3-EDNRB yolaginin sorumlu oldugu saptanmistir (12).
HSCR’nin eslik ettigi otonomik disfonksiyon, kraniyofasiyal anomali ve kardiyak
defektli bir olguda, heterozigot ECEI mutasyonu saptandig: bildirilmistir (145).

NRG Sinyal Yolagi: Noroglin ailesi iiyelerini bulunduran bu grup, epidermal
biliylime faktorii iligkili biiyiime ve farklilasma faktorleridir. Epitelyal, noronal, gliyal,
hiicrelerin biiyiimesinde ve hiicre-hiicre etkilesiminde 6nemli rol oynar (146). Bu sinyal
yolaginda NRGI ve NRG3 genleri ile HSCR arasinda iliski kurulmustur. NRG/ geni
8p12 bolgesinde yerlesiktir ve patojenik varyantlarimin izole HSCR etyolojisinde rol
aldig1 saptanmistir (147). Ayni genin benign varyantlarinin ise 6zellikle RET iliskili
izole HSCR’de kiimiilatif etkisinin oldugu gosterilmistir (148). NRG3 geni 10g23
bolgesinde yerlesiktir ve 10g23 delesyonlu olgularda etyopatogenezden sorumlu oldugu
diistiniilmektedir (63). NRG3 geni delesyone olan olgularda hem sendromik hem izole
HSCR tanimlanmuistir.

SEMA Sinyal Yolagi: Semaphorin 3 sinifi genler (SEMA3), enterik sinir sisteminde
ifade edilen, ndronal migrasyon, cogalim ve aksonal yonelimde 6nemli islevler tistlenen
proteinleri kodlar. SEMA3C ve SEMA3D tanimlanan olasi patojenik varyantlarin,
HSCR’li olgularda kontrol grubuna gore arttigi saptanmistir. SEMA3 genlerindeki
benign varyantlarin da, RET benign varyant tasiyan olgularda HSCR gelisimini
indiikledigi bilinmektedir (149).

3.2.3. NEDENI BILINMEYEN HSCR

HSCR etyolojisinde yukarida tanimlanan sendromik ve izole olgular disinda
‘nedeni bilinmeyen’ grup da yer almaktadir (25). Tanimlanan- bilinen monogenik
sendromlara uymayan, ancak eslik eden konjenital anomalilere sahip bu grup, etyolojisi
tam olarak aydinlatilamamis veya neden-sonug iliskisi i¢in daha fazla bilgi-kanit
gereken olgulardir. Bu olgular, tiim HSCR olgularinin %5-30’unu olusturmaktadir (12).

HSCR’ye eslik eden konjenital anomaliler ¢esitlidir. Olgularin yaklagik %5’inde
kardiyak anomaliler (ASD, VSD), %4’iinde GIS malformasyonlar1 (Meckel
divertikiiliimii, malrotasyon, imperfore aniis, inguinal herni), %7’sinde genitoliriner
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malformasyonlar (renal agenezi-displazi, iirolitiyazis, inmemis testis, hipospadyas)
saptanmustir. Biligsel gerilik, yapisal beyin anomalileri ve fasiyal dismorfik bulgular da
sik saptanan degisikliklerdir (14,15,23,150,151).

Bu olgulara yaklasimda dnerilen tan1 semasi kesinlik kazanmamistir ancak genel
yaklasim HSCR’ye eslik eden en az bir anomali varliginda, sendromik nedenler
dislanmigsa, kromozom analizi ve/veya molekiiler karyotipleme yapilmasidir (15).
Ayrica tiim olgularin direk grafi ve EKO ile degerlendirmesi gerektigi diisiiniilmektedir.
Bu gruptaki olgularda dismorfik bulgular olduk¢a siktir ve mutlaka Tibbi Genetik
uzmanlarinca degerlendirme gerekmektedir (12)
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4. MIKROARRAY YONTEMI

Hizl1 gelisen teknoloji ile genetik hastaliklarin tanisinda kullanilan klasik
yontemler yerini daha hizli, daha ucuz ve daha etkin yontemlere birakmaya baslamistir.
Hem kromozomal anomalilerde hem tek gen hastaliklarinda ve hatta epigenetik
analizlerde, proteomik caligmalarinda yeni nesil yontemler siklikla kullanilmaktadir.
Ozellikle 1990°1u yillardan itibaren kromozomal anomalilerin tanisinda kullanilan etkin
bir yontem de kromozomal mikroarraydir (152). Temel olarak referans DNA ile olgu
DNA’sinin eslesmesine (hibritlesme) ve karsilastirilmasina dayanan bu sistem, klasik
kromozom analizlerinin saptayamadig1 degisikliklerin saptanmasinda, kirik noktalarinin
belirlenmesinde ve populasyondaki polimorfizmlerin saptanmasinda oldukca basarilidir
(74,152). Mikrodelesyon, mikroduplikasyon gibi submikroskobik anomalilerin
tanisinda; ozellikle konjenital anomalili biligsel geriligi olan olgularda (MKA-MR
grubu) cogu merkez tarafindan ilk basamak test olarak uygulanmaktadir (153) ve tam
basaris1 %15-20°dir (154).

Daha 6nce bahsedildigi iizere HSCR’li olgularin tamaminda genetik etyoloji
aydinlatilmamistir. Bu sakli genetik etyolojiden yapisal varyantlarin sorumlu oldugu
ancak calismalarin yetersiz olmast nedeni insersiyon, delesyon, inversiyon,
translokasyon ve kopya sayist degisikliklerinin saptanamadig diisiiniilmiistiir (155).

Literatirde, HSCR’li olgulardaki kromozomal anomalilerin arastirildigi
calismalar mevcuttur. Ornegin daha &nce bahsedilen ve Broasca ve ark, tarafindan
yayinlanan bir ¢alismada 21 olgu HSCR iliskili kromozomal ve tek gen hastaliklari
acisindan incelenmistir. Ancak bu calismanin kisitliligi, kromozomal anomalilerin
sadece G bantlama ile arastirilmis olmasidir (37). Olas1 submikroskobik degisiklikler
atlanmis olabileceginden olgularin array ile de analiz edilmesinin uygun olacagi
diistiniildii. Ayrica bahsedilen calismada olgularin detayli klinikleri belirtilmemis
oldugundan, anomali saptanan olgularin izole HSCR mi yoksa c¢oklu konjenital
anomalili olgular m1 oldugu anlasilamamistir. Bu iki nokta, ¢alismanin eksik yonleri
olarak degerlendirilmistir.

2010 yilinda yayinlanan bir ¢aligmada ise renal ve iiriner anomalilere eslik eden
HSCR’li olgularin SNP array analizi ile degerlendirildigi ve 16pl11.2 bolgesinde
mikrodelesyon saptandig bildirilmistir (156). Bu olgularda fenotipten delesyone olan
SH2B]I geninin (RET baglayici proteine kopya verir) sorumlu tutuldugu saptanmuistir.

Jiang ve ark tarafindan yayinlanan ¢alismada ise 18 olgudan olusan ve heterojen
HSCR izlenen (izole, eslik eden anomalili) grup CNV array ile taranmis ve ii¢ lokus ile
HSCR iligkisi anlamli bulunmustur (MAPK10, ZFHX1B, SOX2) (155).

27



5. AMAC

Hirschsprung hastaligi, multifaktdriyel, multigenik, kompleks etyolojiye sahip
konjenital bir anomalidir. Bu ¢alismanin amaci, bilinen sendromik monogenik HSCR
fenotipine uymayan ancak HSCR’ye eslik eden ek anomaliler nedeniyle izole HSCR
olarak kabul edilemeyen multipl konjenital anomalili HSCR’li olgularin olasi
kromozomal degisiklikler acisindan kromozomal mikroarray yontemi ile
arastiritlmasidir. Boylece olgularin sonuglart HSCR agisindan detayli tartisilmasi ve
HSCR etyolojisinin aydinlatilmasma katki saglamak hedeflenmistir. Bu calisma ile
HSCR iligkili yeni lokuslar saptanmasi ve/veya mevcut literatlir bilgilerinin yeni
olgularla desteklenmesi miimkiin olacaktir.
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6. MATERYAL-METOD

6.1.0LGU GRUBU

Bu calismaya Inonii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi Cocuk Cerrahisi
boliimiince HSCR tanisi ile takip edilen ve eslik eden anomaliler nedeniyle 2013-2017
yillar1 arasinda IU TOTM Tibbi Genetik Poliklinigi'ne konsiilte edilen olgular
alinmistir. Calismaya histopatolojik olarak HSCR tanist kesinlesmis olgular dahil
edilmistir. Histopatolojik tanis1 olmayan veya patoloji sonucu atipik HSCR ile uyumlu
olgular caligmaya dahil edilmemistir. HSCR ile iliskilendirilmis bilinen Mendelyen
kalittma uyan olgular (Down sendromu, Mowat Wilson sendromu, Waardenburglu
olgular) da caligmaya alinmamustir.

Coklu konjenital anomali nedeni ile ilk olarak 550 bant seviyesinde kromozom
analizi yapilan, sonrasinda olast submikroskobik kromozomal degisiklikler agisindan
kromozomal mikroarray ile degerlendirilen HSCR’li olgular retrospektif (geriye doniik)
olarak incelenmistir. Olgular pedigri, ayrintilt sistem sorgusu, ayrintili fizik muayene ve
goriintiileme&laboratuvar  sonuglar1 ile degerlendirilerek derlenmistir. Belirtilen
stirelerde tarafimiza konsiilte edilen 43 HSCR’li olgu incelenmis, mikroarray
endikasyonu olan ve sonucuna ulagilabilen 13 olgu ¢aligmaya alinmistir.

Bu ¢aligma Inonii Universitesi Saglik Bilimleri Bilimsel Arastirma ve Yaym Etik
Kurulu tarafindan onaylanmistir (Oturum tarihi:06.06.2017, Karar say1s1:2017/12-10).

6.2.LENFOSIT KULTURU VE G BANTLAMA ILE KROMOZOM ANALIZi

1. 10 ml Sodyum Heparinli tiiplere Sml periferik ven6z kan 6rnegi alinmasi

2. RPMI-1640 Medium 100 ml icerisine Fetal Bovine Serum (25 ml),
Fitohemaglutinin (2 ml), L-Glutamin (2 ml), Gentamisin (0,2 ml) eklenerek oda
sicakligina getirilmesi ve medyumunun konik tabanli kiiltiir tiiplerine 10’ar cc
konmast

3. Her tiipe olgulara ait 0,6-0,8 cc (3-4 damla) kan 6rnegi damlatilmas: ve 37
santigrat derecelik etiivde 45 derecelik ac1 ile 72 saat liremeye birakilmasi

4. 70.5 saat sonra mitoz boliinmenin durdurulmasi ve ig ipliklerinin yok olmasi
icin 100 pl kolsisin eklenmesi

5. 72 saat sonunda 2500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmesi. Siipernatanin tiipiin
altindaki cizgiye kadar atilmasi. Pipetaj yapilmasi ve hiicre lizisi i¢in 5-6 cc
hipotonik soliisyon (10 ml KCl) eklenmesi ve sonrasinda 15 dakika 37 santigrat
derecelik etiivde bekletilmesi

6. 3 birim metanole 1 birim asetik asit oraniyla fiksatif hazirlanmasi. Her tiipe 7-8
damla fiksatif eklenmesi. 1000 rpm de 8 dakika santrifiij edilmesi. Siipernatanin
tiipiin altindaki ¢izgiye kadar atilmasi. Pipetaj yapilmasi ve tekrar 5-6 cc kadar
fiksatif eklenmesi. 1000 rpm de 8 dakika santrifiij edilmesi. Ayni1 islemin 3 kez
tekrarlanmasi

7. Saf soguk su igeren salede bekletilen lamlar iizerine damlatma/ piiskiirtme
yontemi ile yayma yapilmasi

8. Preparatlarin hot platede 90 dakika bekletilmesi
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9. 75 cc serum fizyolojik igersine 1,5 cc tripsin eklenmesi ve tripsin c¢ozeltisi
hazirlanmasi1 ve preparatlarin 45 saniye siireyle tripsin ¢ozeltisi igeren salede
birakilmasi. Preparatlarin fosfat tampon ¢ozeltisi igerisine batirilip ¢ikarilmasi
ve sonrasinda Giemsa boyasinda 7 dakika bekletilmesi

10. Kuruyan preparatlarin bant kalitesinin 151k mikroskobuyla kontrol edilmesi

11. Preparatlar kuruduktan sonra, iizerine birka¢ damla Entellan damlatilarak lamel
ile kapatilip, yapistirilmasi.

12. Isik mikroskobunda her olguya ait 20-50 metafaz alanimin farkli zamanlarda
farkli 2 arastirmaci tarafindan degerlendirilmesi.

6.3.MOLEKULER KARYOTIPLEME iLE GENOM ANALIZi

Calismaya dahil edilen olgularda, tim genomun analizini saglayan, molekiiler
karyotipleme olarak da isimlendirilen mikroarray analizi yapilmistir. Analiz edilen
olgularin tamaminda, polimorfizm gosteren tek niikleotid (single nucleotide
polymorphism; SNP) degisikliklerini tarama temeline dayanan Affymetrix® CytoScan
Optima Array Kit ve Sarf Kitleri kullanilmistir. Bu ¢iple genomda dnceden tanimlanmis
250.000 tek niikleotid degisikligi taranabilmektedir. Array analizinde Affymetrix
sirketinin sagladig1 ve asagida ayrintili anlatilan protokol takip edilmistir.

Array Analizinde Kullanilan Cihaz Isimleri ve Model
e Scanner 3000 7G
e Fluidics Station 450
e Hybridization Oven 645

Yazilim Adi ve Versiyonu
e Chromosome Analysis Suite (ChAS) Version 3.1.0.15

6.3.1. DNA IZOLASYONU

Periferik kan oOrneklerinden DNA elde edilmesinde Qiagen® Ekstraksiyon Kiti
kullanilmistir. DNA izolasyonu icin {iretici firmanin Onerdigi protokol aynen
uygulanmistir (157):

1. Su banyosunun 56 °C'ye getirilmesi, kan ornekleri ve diger malzemelerin oda
sicakligina getirilmesi

2. 1,5 ml ependorf tiiplerin strafora konulmasi, olgu etiketinin saglanmasi

3. 20 pl proteinaz K’ nin ependorf tiipleri dibine konmasi

4. 100 pl olgu kan 6rneklerinin ependorf tiipiine eklenmesi

5. PBS tamponunun c¢alkalanip karistirilmasi, her ependorf tiptine 120 pl
eklenmesi. Karigimin vortkeslenmesi

6. Karisimin 56 °C'de 10 dk. inkiibe edilmesi

7. Inkiibasyon sonras1 1 dk santrifiij yapilmasi

8. %96-100’liik etanolden 200 pl 6rnege eklenip 15 sn. vortekslenmesi

9. Filtreli tiiplerin olgulara gore etiketlenmesi

10. Ependorf tiiptindeki karigim dikkatlice filtreli tiipe aktarilmasi
11. 8000 rpm’del dk santrifiij yapilmasi
12. Filtreli tiiplerin yeni toplama tiiplerine konulmasi, filtratli tiipiin atilmasi
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13.
14.
15.
16.
17.

18.

19.
20.

6.3.2.

500 Buffer AW1 filtreli tiipe konulmas1 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmesi
Filtreli tiipiin ikinci yeni toplama tiipiine konulmasi ve filtreli tilipiin atilmas1
Filtreli tiipe 500 pl Buffer AW2 konulmasi

14.000 rpm’de 3 dk santrifiij edilip filtratl: tiip atilmas1

Filtreli tiipiin yeni ependorf tiiplerine aktarilmasi, tam devirde 1 dk
santrifiijlenmesi, ependorf tiipiiniin atilmasi

Filtreli tiipin yeni ependorf tiipline aktarilmasi, iizerine 200 ul Buffer AE
eklenmesi

5 dk oda sicakliginda bekletilip 8000 rpm’de 1 dk santrifiijlenmesi

Filtreli tiiptin atilp DNA igeren sivinin ependorf tiipiinealinmasi.DNA
orneklerinin -20 °C'de saklanmasi

CytoScan OPTIMA ARRAY CALISMA PROTOKOLU

Genel Kurallar

l.

98]

Karigimlar (Master mix) hazirlanirken pipetaj kayiplarinin géz oniine alinmasi
%10 fazla hazirlanmast

Enzimler harig tiim bilesenlerin Spin/Vortex/Spin yapilarak ¢alisilmasi

Tek 6rnek galisilacak olsa bile karisim (master mix) hazirlanmasi

Inkiibasyon  islemlerinin  tamaminin  Thermal  cycler  kullanilarak
gerceklestirilmesi

Protokol asagida listelenmis 9 ana asamadan olugmaktadir:

1. Giin

A.
B.
C.

2. Giin
. PCR piirifikasyon

E.
F.
G.
H.

3.Giin

L.

Restriksiyon enzim kesimi
Ligasyon
PCR

PCR fiiriinlerinin dl¢timii
Fragmentasyon
Isaretleme
Hibridizasyon

Yikama, Boyama, Tarama

A. Restriksiyon enzim kesimi (Digestion) (2 saat 20 dakika)

1.

Calisilacak DNA oOrneklerinin 5 pL igerisinde 250-300 ng olacak sekilde diliie
edilmesi ve hazirlanan 6rneklerin buz lizerinde bekletilmesi

Tampon, enzim ve BSA ile Digestion karisiminin tablodaki olciilere gore buz
tizerinde hazirlanmasi
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Tablo 6.1: Digestion karigimi hazirlanmast

BILESENLER (1 Ornek) -

pL
Nuclease free- 11.55
water
Nsp Buffer 2
BSA 0.2
Nsp Enzyme 1
Total 14.75

3. Her 5uL DNA 0rnegi lizerine Digestion karisimindan 14.75 pL eklenmesi
(Toplam hacim 19.75uL).
4. Inkiibasyon

Tablo 6.2: Digestion sonrasi inkiibasyon siire-sicaklik degerleri

Sicakhik Siire
37°C 2 saat
65°C 20 dakika
4°C 5 dakika
4°C Hold

5. Inkiibasyon sonrasi digestion iiriinlerinin buz {izerine alinmasi, beklemeden
ligasyon basamagina gecilmesi

B. Ligasyon (3 saat 20 dakika)

1. Tablodaki dl¢iilere gére tampon, enzim ve adaptor ile Ligasyon Karigiminin buz
tizerinde hazirlanmasi

Tablo 6.3: Ligasyon karigiminin hazirlanmast

BILESENLER (1 Ornek) - pL

T4 DNA Ligase 2.5
Buffer

Adaptor Nsp I 0.75
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T4 DNA Ligase 2

Total 5.25

2. Hazirlanan Ligasyon karigimindan her Digestion iiriinii (19.75uL) iizerine 5.25
uL eklenmesi (Toplam hacim 25uL).
3. Tabloda belirtilen siire ve sicaklik degerlerine gore inkiibasyon yapilmasi

Tablo 6.4: Ligasyon sonrasi inkiibasyon siire-sicaklik degerleri

Sicakhik Siire

16°C (Pre-heat) 3 saat

70°C 20 dakika
4°C 5 dakika
4°C Hold

4. Inkiibasyon sonrasi ligasyon iiriinleri buz iizerine alinmasi ve 75uL nuclease
free-water eklenerek diliie edilmesi. Inkiibasyon sonrasi beklemeden PCR
basamagina gecilmesi

C.PCR

1. Her 6rnek igin 2 PCR reaksiyonu kurulacagindan her 6rnek i¢in buz tizerine 2
adet PCR tiipii (0.2mL) yerlestirilmesi

2. PCR tiipleri igerisine diliie edilmis ligasyon iiriiniinden 10’ar pLL konulmasi

3. Tablodaki degerlere gore PCR karigimi hazirlanmasi

Tablo 6.5: PCR karisiminin hazirlanmasi

BILESENLER (1 Ornek) - pL

Nuclease free- 50.3

water

(Sogutulmus)
CytoScan Taq 10
Buffer

5M Betaine 20
dNTP 3.5
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PCR Primer 4.2

CytoScan Taq 2

DNA Polymerase
Total 90
4. Hazirlanan PCR karistmindan her Ligasyon (diliie) liriinii (10puL) tizerine 90 uL

5.

eklenmesi (Toplam hacim 100uL).
Tabloda belirtilen kosullara gére PCR yapilmasi

Tablo 6.6: PCR kosullar1

Sicakhik Siire Cycle
95°C 1 dakika 1X
95°C 30 saniye 30X
60°C 45 saniye
68°C 60 saniye
68°C 7 dakika 1X
4°C Hold
6. PCR fiiriinleri %2’lik agaroz jelde kosturularak (3uL PCR f{iriinii) kontrol edilir.

150-2200 bp araliginda iirtin gozlemlenmelidir.

D. PCR piirifikasyonu

1.

Oda sicakliginda her Ornege ait 2 PCR f{irlinlinlin tek bir tlipte toplanmasi
(2mL’lik yuvarlak dipli tiip)

Piirifikasyon Bead’in dolaptan ¢ikarilarak oda sicakligina gelmesinin saglanmasi
360 uL Piirifikasyon Bead Soliisyonunun PCR fiiriinii iizerine eklenmesi. Birkag
kez yavasca pipetaj yapilarak karigsmasi saglanmasi. Oda sicakliginda 10 dakika
bekletilmesi

16000xg’de 3 dakika santrifiij yapilmasi

Santrifiij sonunda Manyetik Stand iizerine alinarak, Bead’e degmeden siv1 faz
pipet ile ¢ekilerek atilimasi

Piirifikasyon Wash Buffer’dan 800pL Beadler iizerine eklenmesi

Pellet seklinde Kalan DNA’ya baglanmis haldeki bead dagilana kadar vorteks
yapilmast

16000xg’de 3 dakika santrifiij yapilmasi
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10.

11.

12.

13.
14.

15.

Santrifiij sonunda Manyetik Stand iizerine alinarak, Bead’e degmeden sivi faz
pipet ile ¢ekilerek atilmasi

Tiiplerin Manyetik Stand iizerinde, oda sicaklifinda kapaklar1 acik sekilde 5
dakika kurumaya birakilmasi

27uL Elution Buffer tam olarak Beadlerin iizerine eklenerek, 2 dakika oda
kosullarinda inkiibasyona birakilmasi

Vorteks yapilarak Beadlerin Elution Buffer ig¢inde tamamen dagilmasi
saglanmasi

16000xg’de 3 dakika santrifiij yapilmasi

Santrifiij sonunda tiipler Manyetik Stand iizerine yerlestirilerek 5 dakika
bekletilmesi

Tiipleri manyetik stand iizerinden almadan, siv1 (seffaf) kisim dikkatlice pipetle
cekilerek yeni tiipe aktarilmasi

(Bu asamada elde edilen piirifiye haldeki PCR iiriinii hemen kullanilmayacaksa -
20°C’de saklanabilir.)

E. PCR iiriinlerinin ol¢iimii

l.

Her 6rnek i¢in 1 adet yeni tiip hazirlanmasi, her tiipe 18uL nuclease free-water
ve 2uL piirifiye PCR iiriinii eklenmesi

NanoFotometrede 6l¢iim yapilmasi, elde edilen sayinin 10 ile ¢arpilmasi (¢ikan
sonucun 2500ng ve iistii olmas1 beklenmektedir)

0D260/0D280 oraninin 1.7 — 2.1 araliginda, OD320 < 0.1 olmasi
beklenmektedir.

F. Fragmentasyon (55 dakika)

1.

2.
3.

Fragmentasyon basamagi zamana ve sicaklifa asir1 duyarli bir basamak
oldugundan ¢alisma buz tlizerinde ve hizli sekilde gergeklestirilmelidir.

Her 6rnek i¢in yenti bir tiip alinarak 23uL piirifiye PCR iirlinti eklenmesi
Tabloya gore fragmentasyon karigimi (master mix) hazirlanmasi

Tablo 6.7: Fragmentasyon karisiminin hazirlanmasi

BILESENLER (1-8 Ornek) - pL

Sogutulmus 21.5
Nuclease free

water

Fragmentation 27.5
Buffer

Fragmentation 1
Reagent

Total 50
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4. Hazirlanan fragmentasyon karigiminin her piirifiye PCR {iriinii (23puL) {lizerine
SuL olacak sekilde eklenmesi (Toplam hacim 28uL).
5. Tablodaki degerlere gore inkiibasyon agsamast

Tablo 6.8: Fragmentasyon inkiibasyonu siire-sicaklik degerleri

Sicakhik Siire

37°C (Pre-heat) 35 dakika

95°C 15 dakika
4°C 5 dakika
4°C Hold

6. Inkiibasyon sonrasi1 rneklerin buz iizerine alinmasi

7. 2 pL Fragmentasyon lriinii kullanilarak fragmentlerin %4’liikk agaroz jelde
kosturulmasi. Elde edilen fragmentlerin 25-125bp aralifinda olmasi
beklenmektedir.

8. Beklemeden bir sonraki agamaya gecilmesi

G. Labeling-isaretleme

1. Tablodaki degerlere gore ve buz iizerinde Isaretleme karisiminin (labeling
master mix) hazirlanmasi

Tablo 6.9: Isaretleme karisiminin hazirlanmasi

BILESENLER (1 Ornek) - puL

TdT Buffer 7

DNA Labeling 1

Reagent
TdT Enzyme 1.8
Total 9.8

2. Hazirlanan isaretleme karisimindan her fragmentasyon {iriinii (26uL) iizerine
9.8uL olacak sekilde eklenmesi (Toplam hacim 35.8 )
3. Tablodaki degerlere gore inkiibasyonun saglanmasi
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Tablo 6.10: isaretleme basamag: inkiibasyon siire-sicaklik degerleri

Sicakhik Siire
37°C 4 saat
95°C 15 dakika
4°C 5 dakika
4°C Hold

4. Labeling basamaginin bitimine 1 saat kala, hibridizasyon firininin 50°C 60rpm
olarak ayarlanmasi ve ¢alistirilmasi
5. Beklenmeden bir sonraki basamaga gecilmesi

H. Hibridizasyon

1. Hibridizasyon basamagi i¢in oda sicakligi kosullarinin saglanmasi, Arraylerin
dolaptan ¢ikarilarak oda sicakligina gelmesinin beklenmesi

2. Arrayler lizerine gerekli bilgilerin yazilmasi ve sisteme tanitilmast

3. Tablodaki degerlere gore hibridizasyon karigiminin hazirlanmasi

Tablo 6.11: Hibridizasyon karisiminin hazirlanmasi

BILESENLER (1 Ornek) - puL

Hyb Buffer Part1 82.5

Hyb Buffer Part2 7.5

Hyb Buffer Part3 3.5

Hyb Buffer Part4 0.5

OCR 1

Total 95

4. Hazirlanan karisimdan her 6rnek (35.8 pL) lizerine 95 puL eklenmesi
5. Tablodaki degerlere gore inkiibasyonun saglanmasi
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Tablo 6.12: Hibridizasyon asamas1 inkiibasyon siire-sicaklik degerleri

Sicakhik Siire
95°C 10 dakika
49°C 3 dakika
49°C Hold

6. Inkiibasyon sonunda drneklerin thermal cycler’dan ¢ikarilmadan, her arraye 100
uL olacak sekilde yiikleme yapilmasi

7. Yiklemenin yapildig1 arraylerin arkasindaki deliklerin tough-spot ile
kapatilmasi ve beklenmeden hizlica hibridizasyon firinina yerlestirilmesi.

I. Yikama-Boyama-Tarama

l.
2.

[lk olarak Fluidics System’in a¢ilmas1 “Prime” islemi yapilmas1
Tablodaki degerlere gore yikama-boyama isleminin yapilmasi

Tablo 6.13: Yikama-boyama

TUP BILESENLER (1 Ornek) - uL

1 Stain Buffer 1 500

2 Stain Buffer2 500

3 Array Holding 800

Buffer

3. Daha oOnce sisteme tanitilan Orneklerin isimlerinin secilmesi, bdylece otomatik
olarak array ile uyumlu scriptlerin aktive olmasi

4. Ciplerin GENEChip Scanner 3000 7G tarayicisina yerlestirilmesi.

5. “.CEL” formatinda otomatik olarak dosyalanmig sonuglarin veri dosyalarmin
Genotyping Console yazilimina aktarilmasi ve “.CHP” dosyasi haline ¢evrilmesi.

6. Tarama sonucunda mikrodizin elde edilen SNP sinyal alimi ylizdesinin

hesaplanmasi. SNP call rate degerleri %80’in {izerindeyse analiz basarili sonug
vermistir ve yorumlanmaya hazirdir.

6.3.3. YORUMLAMA VE ANALIZ

XXX
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7. BULGULAR

Calismaya alinan olgularin ti¢ii disi, 10’u erkekti ve Tibbi Genetik konsiiltasyon
yas ortalamasi 6,3 idi (en kiigiik 1 yas 11 ay, en biiyiik 18 yas). Olgularin 10’unda S-
HSCR, 2’sinde L-HSCR, 1 olguda ise TCA varlig1 belirlendi. Olgularin ¢ogunlugunda
(11:13) ilk 24 saatte mekonyum c¢ikisinin olmamasi, emmeme, kusma gibi tipik
belirtiler mevcutken iki olguda cekum peforasyonu ilk bulgu olarak saptandi. Olgulara
ait demografik ve klinik 6zellikler Tablo7.1 ve Tablo 7.2°de gosterilmistir.

Tablo 7.1: Olgularin demografik 6zellikleri

Cinsiyet Say1 Yiizde
Disi 3 %23,07

Erkek 10 %76,92
Toplam 13 %100

Tablo 7.2: Olgularin pre-op, operasyon ve post-op ozellikleri

Olgu  HSCR Alt i1k Bulgu Ameliyat Ameliyat Komplikasyon
No Tipi Yasi Prosediirii
1 Total kolonik Cekum 3.giin Ileostomi agilmasi + Anal dilatasyon
agangliyonoz? Perforasyonu ¢ekum perforasyon ihtiyaci
primer onarim+ 20
cm segmental
rezeksiyon pull
through
2 S-HSCR Emme giicliigi, 1.5 yas Transanal Alt ekstremite
mekonyum endorektal pull kateterizasyonuna
cikisimin through, 19 cm bagh DVT
olmamasi rezeksiyon
3 S-HSCR Kusma, 6.ay 6.ayda anal -
mekonyum 1.5yas dilatasyon, 1.5yasta
¢ikiginin transanal pull
olmamasi through
4 S-HSCR Kusma, 2.ay Transanal -
mekonyum endorektal pull
¢ikisinin through, 5.5cm
olmamasi rezeksiyon
5 L-HSCR Skrotal ddem ve 4.giin 4.giin Laparatomi, Enkoprezis
morarma, 8.ay kolostomi agilmasi
mekonyum 8.ay Abdominal
¢ikisinin yardimli transanal
olmamasi pull through
6 S-HSCR Emmeme, safrali 40.giin Transanal -
kusma, endorektal pull
abdominal through
distansiyon
7 L-HSCR Mekonyum 3.giin 3.giin Laparatomi, Opere ¢cekum
¢ikist olmamasi, 6.ay kolostomi agilmasi perforasyonu,
Cekum 15.ay 15.ay Abdominal roperasyon ihtiyaci
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perforasyonu yardiml1 transanal
pull through
8 S-HSCR Emmeme, 2.5 yas Transanal Lekelenme
mekonyum endorektal pull
¢ikiginin through
olmamasi
9 S-HSCR Mekonyum l.ay Abdominal yardimh -
¢ikiginin transanal pull
olmamasi, through
hipertermi
10 S-HSCR Mekonyum l.ay Transanal -
¢ikisinin endorektal pull
olmamasi through
11 S-HSCR Mekonyum 14 yas Abdominal yardimli ~ Enkoprezis, sosyal
¢ikisimin transanal pull sorun olusturuyor.
olmamasi, through Rektokutanoz fistiil
kabizlik ataklari
12 S-HSCR Kusma, 25.giin Transanal Anastomozda darlik,
mekonyum endorektal pull kabizlik ataklar
¢ikiginin through
olmamasi
13 S-HSCR Mekonyum 20.giin Transanal Reoperasyon,
¢ikiginin 3 yas endorektal pull kabizlik ataklari
olmamasi, through
kabizlik ataklari Reoperasyon

OLGULARIN KLIiNiK OZELLIKLERIi

anomaliler ile genetik test sonucglar1 Tablo 7.3’te gosterilmistir.

Tablo 7.3: Olgulara ait klinik ve genetik 6zellikler

Olgulara ait ayritili HSCR tanimi, dismorfik bulgular, eslik eden konjenital

Olgu Yas HSCR tipi Eslik Eden  Kromozom Array Analizi
No Cinsiyet Konjenital Analizi
Anomali(ler)
1 4yag9  Total kolonik  SGA dogum, 46, XY Normal
ay agangliyonoz?  mikrosefali,
Erkek hafif
dismorfizm,
gelisim
geriligi
(belirgin dil
geriligi).
Febril konv+
2 6 yas 2 S-HSCR Biiylime 46, XX Normal
ay geriligi, boy
Disi kisalig1
3 6yas 1 UltraS-HSCR  Dismorfizm 46,XY Normal
ay (hafif
Erkek downslanting,
uptilted
tistdudak,
kulaklar diigiik
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ve kalin, kulak

kivrimlari
azalmus.
Bilateral el
5.parmakta
klinodaktili).
Dil geriligi
4 3yas 9 S-HSCR Bilateral el 46, XY Normal
ay 5.parmaklarda
Erkek klinodaktili,
govdede 3
adet cafe au
lait
5 7 yas L-HSCR Nefrolitiyazis,  Kiiltiirde  arr[hg19]17q12(834,461,488-
Erkek pektus iireme 36,300,466)x3
ekskavatum, olmadi
biligsel gerilik,
hafif
dismorfizm
(prominent
kulaklar)
6 7 yas 6 S-HSCR Nefrolitiyazis, 46,XY Normal
ay DEHB
Erkek
7 6 yas 4 L-HSCR Hafif 46, XY Normal
ay dismorfizm
Erkek
8 7 yas 4 S-HSCR Unilateral 46, XY Normal
ay renal agenezi
Erkek
9 2 yas S-HSCR Frontal 46,XX Normal
Disi bossing,
badem sekilli
gozler
10 2 yas 1 S-HSCR Hipertrikoz, 46, XY Normal
ay lingual
Erkek frenulum,
unilateral
renal kist ve
dilatasyon
11 18 yas S-HSCR Unilateral 46, XY Normal
Erkek igitme
kaybi(SN?
fletim?),
pektus
deformitesi
12 lyasll S-HSCR Hafif 46,XY arrhg19]1Xq21.31q21.32
ay dismorfizm, (91,662,749-92,412,507)x2
Erkek dil geriligi
13 7 yas 9 S-HSCR Biiyiime Kiiltiirde arr[hg19]2q22.3q23.3
ay geriligi, iireme (146,779,242-
Disi mikrosefali, olmadi 152,741,984)x1
sik gecirilmis
IYE,
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splenomagali,
gelisim
geriligi,

hipoaljezi, sa¢

cekme- agzina
sa¢ alma
davranisi

7.2. OLGULARIN MIKROARRAY SONUCLARI
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8. TARTISMA

Kromozomal mikroarray, delesyon ve duplikasyonlar basta olmak {izere
submikroskobik dengesiz kromozomal anomalilerin tanisinda yaygin kullanilan
avantajli bir yontemdir. Mikroarrayin yaygin kullanimi ile hem bilinen kromozomal
anomalilerde fenotip-genotip korelasyonu yapabilmek hem de yeni mikrodelesyon-
mikroduplikasyon sendromlarini tanimlamak miimkiin olmustur (153). Ayrica
polimorfizm olarak degerlendirilen degisiklikler ile multifaktoriyel hastaliklar
arasindaki iliskiler de saptanabilmektedir.

Mikroarray yontemi giinlimiizde 6zellikle coklu konjenital anomalili olgularda,
biligsel geriliklerde pek ¢ok merkez tarafindan ilk basamak test olarak uygulanmaktadir
(154). Ayrica mikroskobik kromozomal anomalilerin konfirmasyonu, kirik bdlgelerinin
(etkilenmis genlerin) daha net anlagilmasi, yeni nesil dizileme secenekleri Oncesi
uygulanmasi gibi yaygin kullanim alani bulunmaktadir. Endikasyona gore tani basarisi
farklilik gostermekle birlikte ortalama tani basaris1 %10-20 arasindadir (158,159).

Calismamizda, glinlimiize degin pek ¢ok genotip-fenotip arastirmalarina konu
olmus Hirschsprung hastalig1 tasiyan ¢oklu konjenital anomalili olgularda mikroarrayin
rolii aragtirilmaya calisilmistir. Calismaya alinan 13 olgunun 2’sinde submikroskobik
kromozomal anomali, 1 erkek olguda X kromozomunda O©nemi bilinmeyen
mikroduplikasyon saptanmistir. Saptanan kromozomal degisiklikler ve literatiir
karsilastirmasi asagida tartisilmistir.

8.1. OLGU 5 (A.D)/ 17q12 DUPLIKASYONU SAPTANAN OLGUNUN
KLINIK OZELLIKLERI

Olguya ait gebeligin diizenli antenatal izleminin saglanamadig1 ancak annenin
jinekolojik hikayesinde uterin miyom varligr 6grenildi. Ayrintili sorgulamaya ragmen
perinatal oykiiye net olarak ulasilamadi ancak gebeli§in miadinda tamamlandig1 ve
dogum tartisinin 2000 gr oldugu o6grenildi (<3 p). Dogumun hastane disinda
gerceklestigi, dogum boyu ve bas ¢evresinin bilinmedigi, olast dogum komplikasyonlari
hakkinda ailenin bilgisi olmadig goriildii. Olgunun postnatal 1. glinde mekonyum c¢ikisi
olmamas1 ve skrotal sislik nedeni ile degerlendirildigi, HSCR tanis1 aldig1 ve abdominal
pull through uygulandigi G6g8renildi. Ayrica bu donemde ileri tetkiklerde bilateral
nefrolitiyazis saptandigi ancak ailenin izlemlere diizenli devam etmedigi anlasildi.
Olgunun kaba ve ince motor becerileri ile dil gelisimi agsamalarinin kazanim zamani tam
olarak bilinmediginden olasi néromotor retardasyon siiphesinin giderilemedigi goriildii.
Soy ge¢miste anne-babanin ayni kiiciik yerlesim biriminden oldugu ancak bilinen
akrabalik iligkisi olmadig1 6grenildi. Babanin 7 yasindaki erkek kuzeninde agir bilissel
gerilik, agir norolojik hastalik oldugu; 35 yasindaki disi kuzeninde ise nedeni
bilinmeyen non-sendromik isitme kayb1 oldugu 6grenildi. Olgunun birimimizde ilk kez
7 yasinda degerlendirildigi, bu dénemde boy, tartt ve bas c¢evresinin yasiyla uyumlu
oldugu saptandi. Hafif dismorfizm (genis burun kemeri, ince iist dudak, biiytik kulaklar)
saptandig1 ancak spesifik fenotipe benzetilemedigi anlasildi. Bilateral el 5. parmaklarda
klinodaktili, bilateral ayak 1. 2. parmak aras1 mesafede artis saptandig1 ayrica belirgin
pektus ekskavatum saptandigi goriildii. Olgunun muayene sirasinda komutlara uydugu,
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sorulara kismen uyumlu cevaplar verdigi not edilmistir. Cekingen davranig paterni
nedeniyle psiko-sosyo-motor becerilerin net degerlendirilemedigi anlagildi. Ancak 1.
smifta okudugu, 1.donem sonunda okuma yazmayi tam olarak 6grenemedigi saptandigi
ve olas1 gelisim geriligi ile uyumlu olabilecgi diisiiniildii. Detayli sorgulamada olgunun
giindiiz ve gece idrar kontinansin1 tam olarak saglayamadigi 6grenildi.

Olgunun tam kan sayimi, temel biyokimya testleri, tam idrar tetkiki ve idrar
kiiltiiriiniin normal olarak degerlendirildigi anlasildi. Pektus ekskavatuma eslik eden
kardiyo- pulmoner anomali saptanmadig1 belirlendi. Uriner USG’de bilateral hafif renal
hiperekojenite saptandigindan Cocuk Nefroloji Birimince izleme alindig1 goriildii.

Olgunun klinik o6zelliklerinin bilinen monogenik HSCR iligkili sendromlara
uymamasi nedeni ile kromozom analizi ve mikroarray analizi ile degerlendirildigi
goriildii. Mikroarray analizinde 17ql12 bdlgesinde yaklasik 1,8 MB’lik bir kazanim
saptandig1 belirlendi. Aileye sonug¢ hakkinda genetik danigmanlik i¢in randevu verildigi
ancak ailenin gelmedigi saptandi. Bu nedenle ebeveynlere onerilecek kromozom analizi,
gerekirse array ile dengeli veya dengesiz degisiklikler agisindan taramanin yapilamadigi
belirlendi.

8.1.1. 17q12 BOLGESI VE ILISKIiLI HASTALIKLAR

Cesitli olgularda array analizi ile delesyon ve duplikasyon saptanan bu bolgede
yerlesik genlerin tiim fonksiyonlar1 hakkinda yeterli bilgi mevcut degildir. Ancak bu
bolgenin kayip ve kazanimlarinda (delesyon-duplikasyon) OMIM’de tanimlanmig 2
sendrom vardir. 17q12 Delesyon Sendromu 1:14.500 siklikta goriilen bir ardigik gen
sendromudur (160). Renal ve iriner malformasyonlar, miillerien aplazi, endokrin
patoloji (MODY), norobilissel ve psikiyatrik bulgular (biligsel gerilik, otizm spektrum
bozuklugu, sizofreni, anksiyete, bipolar bozukluk) saptanabilir. Olgularin %70’1 de
novo meydana gelirken %30 olguda delesyon ebeveynlerden kalitilmaktadir (161).
Sendromun penetranst yliksektir ancak ekspresivite degiskendir. Delesyon boyutu
ebeveyn ile cocuklarda ayni olmasinda ragmen klinik bulgular farklilik gosterebilir
(162).

Ardisik gen sendromlarindan olan 17q12 Duplikasyonu ilk kez 2006 yilinda
Sharp ve ark. tarafindan biligsel gerilik nedeni ile array yapilan 290 olguluk seride 1
olguda bildirilmistir. Olgunun benzer etkilenmis kardesinde de ayni bdlgenin duplike
oldugu saptanmistir (163). Giinlimiize degin 17q12 bdlgesini igeren duplikasyonlu 100
civarinda olgu bildirilmistir (164). Aym1 genomik bolge etkilenmis olmasina ragmen
olgular arasinda (ayni aile bireyleri arasinda dahi) klinik farkliliklar goriilebilir. Azalmis
penetrans ve degisken ekspresiviteye sahip bu sendromda olgular asemptomatikten
ciddi norolojik hastalik tablosuna kadar degisen klinik yelpazede prezente olabilir.
Degisken derecede Ogrenme giicliigii, motor becerilerde ve dil gelisiminde gerilik,
yapisal beyin anomalileri, epilepsi, sizofreni, davranmis problemleri, otizm spektrum
bozuklugu goriilebilir. Renal anomaliler, endokrin problemler, 6zefagial atrezi- anal
atrezi gibi gastrointestinal patolojiler eslik edebilir. Olgularda degisken derecede fasiyal
dismorfizm de bildirilmistir (165-171). Olgularin duplikasyonu siklikla etkilenmemis ya
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da minimal klinik bulgular tasiyan ebeveynlerden kalittiklar1 saptanmistir. 17q12
duplikasyonunda penetrans, %21 olarak tahmin edilmistir (172).

17q12 Duplikasyon Sendromu duplikasyonlar1 genellikle 1.4-1.8 Mb boyutunda
olup 20 civar1 gen icermektedir. Ancak degisken ekspresyon ve gen fonksiyonlarinin
tam olarak anlagilamamis olmasi nedeni ile klinik bulgular i¢in genotip-fenotip
korelasyonu yapilamamastir.

Olgumuzda duplike olan bu bolgede yerlesik olan genler TBCID3B, CCL3L3,
CCL3LI, CCIA4AL2, CCL4Ll, TBCID3C, TBCID3H, TBCID3G, ZNHIT3,PIGW,
GGNBP2, LHXI, AATF, ACACA, TADA2A, DUSPI4, SYNRG, DDX52 HNFIB,
TBCID3F, TBC1D3 olup asagida detayl tartisilmistir.

HNFIB (TCF2): Hepatosit Niikleer Faktor 1 Beta geni bir transkripsiyon faktoriinii
kodlar ve bobrek, karaciger, timiis, genitoliriner sistem ve bagirsakta eksprese olur.
Insiilin Bagimsiz Diabet (OMIM:125853) ile iliskili olan bu gen ayn1 zamanda Renal
Kist ve Diyabet Sendromundan (OMIM:137920) da sorumludur. Cocuklarda
hiperekojenik/ kistik bobrek olgularinin {igte birinde (1:3) etyolojide HNF B geni nokta
mutasyonlarinin  sorumlu oldugu saptanmistir (173). Renal anomaliler ile 17q12
delesyon sendromu arasinda belirgin iliski yaninda, 17q12 duplikasyonlu olgularda,
HNFIB geni duplike olgularda renal anomali goriilme riskinin daha yiiksek oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica bu genin otizmle iligkili olabilecegi, 6zefagiyal atrezi nedeni
olabilecegi bildirilmistir (167,173). Olgumuzda saptanan renal hiperekojeniteden
HNFIB geni duplikasyonunun sorumlu olabilecegi diisiiniildii.

LHXI: insanda beyin, timiis ve tonsil dokularinda eksprese olan bu gen, noral ve
lenfoid hiicrelerde transkripsiyon regiilasyonundan sorumludur. Erken mezodermal
gelisim ve ge¢ donem lateral mezoderm diferansiasyon (farklilasma) ve ndrogenezde
etkili oldugu disiiniilmektedir. 17q12 duplikasyon sendromundaki noro-biligsel
bulgulardan sorumlu oldugu sanilmaktadir (166).

ZNHIT3: Protein, metal iyonu ve tiroid hormon reseptdr baglayici fonksiyonlar1 olan
bu gen iiriinii, preribozomal RNA siirecinde etkin rol alir (174). Homozigot patojenik
varyantlar1 sonucu PEHO Sendromu (Progresif Ensefalopati, Odem, Hipsaritmi, Optik
Atrofi) meydana gelmektedir (175). Otozomal resesif kalitildigindan, heterozigot
mutasyonlu kisiler asemptomatik tasityicidirlar. ZNHIT3 gen duplikasyonunun
olgumuzda fenotipik etkisi olmadig1 diistiniilm{istiir.

AATF: Apoptozis Antagonize edici Transkripsiyon Faktorii olarak bilinen bu genin,
histon deasetilaz icin genel inhibe edici 6zellik gosterdigi diisiiniilmektedir. Hiicre
siklusu inhibisyonu yapmaktadir (176). Alzheimer hastaligi, plasenta previa ve
ensefalit ile de iliskili oldugu bilinmektedir (177). Bu gen duplikasyonunun, olgumuz
tizerindeki fenotipik etkisi bilinmemektedir.

PIGW: Glikozil fosfatidil inozitol (GPI) biyosentezi iiclincii basamaginda gorev alir.
Homozigot- birlesik heterozigot mutasyonlarinda ciddi hipotoni, epileptik nobetler,
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psikomotor gerilik, kardiyak, liriner ve gastrointestinal ¢oklu konjenital anomalilerle
seyreden Biligsel Geriligin Eslik Ettigi Hipofosfatazya Tip 5 (OMIM:616025) meydana
gelir (178). Heterozigot varyasyon durumunda bilinen fenotipik etkisi yoktur. Bu gen
duplikasyonu ile olgumuz arasinda fenotipik iliski kurulamamastir.

GGNBP2 (LCRG-1): Gametogenin Baglayici Protein 2’yi kodlayan bu genin
ekspresyonu primer laringeal karsinomda belirgin derecede artmaktadir. Timor
bliylimesini siliprese ettigi (baskiladigl) diistiniilmektedir. Ancak 30 primer laringeal
karsinomlu olguda dizi analizi ile herhangi patojenik varyant saptanmamuistir (179). Bu

gen duplikasyonunun bilinen fenotipik etkisi yoktur. Ancak spermatogenezde rol aldig
sanilmaktadir (180).

ACACA: Uzun zincirli yag asidi biyosentezinde gorevli Asetil KoA Karboksilaz enzimi
alfa formunu kodlayan bu gen, beyinde yiiksek diizeyde eksprese olmaktadir.
Homozigot mutasyonlarinda metabolik hastalik tablosu olan Asetil KoA Karboksilaz
Eksikligi meydana gelmektedir. 1981 yilinda bildirilmis olan bu gen-hastalik iliskisi
hakkinda detayli bilgi mevcut degildir (181). Hayvan modellerinde heterozigot
tastyicilarin normal oldugu bildirilmistir. Bu gen duplikasyonunun olgumuz iizerinde
etkisi olmadig1 diisiiniilmiistiir.

TADAZ2A: Histon asetil transferaz kompleksinin (ATAC) alt iinitesi olan bu protein
transkripsiyon diizenleyicisi olarak rol almaktadir (182). Bu gen duplikasyonunun
bildirilmis fenotipik etkisi yoktur. Olgumuz iizerindeki etkisi bilinmemektedir.

DDX52: Bu gen fonksiyonu hakkinda yeterli bilgi bulunmamakla birlikte niikleik asit
baglayici, RNA baglayic1 gorevleri oldugu sanilmaktadir (183). Bu gen ile bilinen
fenotip korelasyonu yoktur. DDX52 gen duplikasyonun olgumuz iizerindeki etkisi
bilinmemektedir.

DUSPI14: MAP Kinaz yolaginda inaktive edici rol oynayan bu gen iiriinii ayn1 zamanda
RNA ve protein baglayici 6zellige de sahiptir (184). Inflamasyon yolaginda etkileri
nedeni ile DUSPI4 polimorfizminin tiiberkiilozla iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir
(185).

SYNRG: AP1 Kklatrin-adaptor kompleksi gama alt iinitesi ile iliskili bir proteini
kodlamaktadir. Bu nedenle endositoz, trans-Golgi trafiginde rol aldig1 diisiiniilmektedir.
Gen duplikasyon {iriiniiniin bildirilmis fenotipik etkisi yoktur. Olgumuz iizerindeki
etkisi bilinmemektedir.

CCL Ailesi (CCL3L3, CCL3L1, CCL4L2, CCLA4LI): Lenfosit ve monositler icin
kemoatraktan (kemotaksi indiikleyicisi) olarak gorev yaparlar. HIV enfeksiyonunda
CCRS5 salimmmu ile viral replikasyonu azaltma potansiyelleri vardir. Bu genlerin bir
kisminda febril enfeksiyonlarla iliski kurulmus olsa da, 17ql2 duplikasyon
sendromunda bildirilen etkileri yoktur (186). Olgumuzda, bu gen duplikasyonlarinin
fenotipe etkisi olmadig1 diistiniilmiistiir.
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TBC1 Ailesi (TBC1D3B, TBCID3C, TBCID3H, TBCID3G, TBCID3F, TBC1D3):
RABS icin GTP aktive edici protein olarak gorev alan bu gen {irlinleri ile hastalik
iligkisi kurulmamigtir (187). Bu gen duplikasyonlarinin olgumuzda fenotipik etkiye
neden oldugu disiiniillmemistir.

8.2. OLGU 13 (C.Y.) /2q22.3q23.3 DELESYONU SAPTANAN OLGUNUN
KLINIK OZELLIKLERI
Prenatal ve perinatal dykiide 6zellik bildirilmeyen olgunun postnatal mekonyum
cikisinin olmadigi, klinik tan1 ve histopatolojik incelemenin HSCR ile uyumlu olmasi
nedeni transanal pull through uygulandigi 6grenildi. Olgunun ameliyat sonrast donemde
febril nobet gecirdigi ve pediatrik noroloji birimince ilagsiz izlendigi saptandi. Olgunun
2.5-3 yasinda, pediatri hekimi tarafindan motor becerilerde gerilik saptandigi 6grenildi.
Erken ¢ocukluk doneminde 5 kez idrar yolu enfeksiyonu (IYE) nedeni ile hastane yatist
onerildigi ancak ailenin izlemlere devam etmedigi 6grenildi. Olgunun soy ge¢cmisinde
anne-baba arasinda 1.derece kuzen evliligi oldugu (teyze ¢ocuklari) goriildii. Olgunun
birimimizde ilk kez 7 yas 9 aylikken degerlendirildigi, disi olgunun birimimizde yapilan
muayenesinde ciddi biiyiime geriligi (boy:-4,-5 SD; tarti:-3,-4 SD), mikrosefali (BC:-4.-
5 SD), alopesi areata, dismorfizm (sinofiri, uzun kirpikler, yiiksek ve dar damak, ¢iiriik
disler, makroglossi) saptandig: goriildii. Olgunun ekstremitelerinde ve sirtta hipertrikoz
dikkat cektipi saptandi. Bilateral ayaklarin ice doniik oldugu (Pes Ekino Varus) ve 1.2
ayak parmaklar1 arasi mesafede artigin not edildigi goriildii. Motor ve dil gelisiminde
belirgin gerilik saptandigi belirlendi (Olguda siralama ve yiirlimenin olmadigi ancak
desteksiz oturabildigi goriilmiistii. Anlanmli kelime kullaniminin olmadigi, anlamsiz
sesler cikardig1 saptandi. Komutlara kismen uydugu saptanmisti). Olgunun davranis
paterni dikkatli sorgulandiginda aciya-agriya karsi azalmis duyarlilik, sa¢ ¢ekme ve
agza sa¢ alma davranisi, ¢evresindeki insanlara sarilmaya egilimli oldugu 6grenildi.
Olgu halen haftada iki giin fizik tedavi destegi ve 6zel egitim almaktaydi.

Olgunun tam kan sayimi, temel biyokimya testleri, abdominopelvik USG
incelemesinin normal olarak degerlendirildigi saptandi. 3 yas civarinda degerlendirilen
kraniyal MR goriintiilemesinde yapisal anomali saptanmadigi belirlendi.

Olgunun dismorfik bulgular ile diger klinik 6zelliklerinin bilinen HSCR iligkili
monogenik sendromlara uymamasi nedeni ile kromozom analizi ve mikroarray analizi
ile degerlendirildigi goriildii. Mikroarray analizinde 2q22.3q23.3 bolgesinde yaklasik
5,96 MB’lik bir kayip saptandigi ve aileye anne- babak romozom analizi, gerekirse
array ile dengeli veya dengesiz degisiklikler acisindan tarama 6nerildigi goriildii. Ancak
ailenin izlem Onerilerine kompliyansiin diisiik oldugu ve Tibbi Genetik kontrollerine
gelmedigi bilgisine ulagildi.

8.2.1. 2q22.3q23.3 BOLGESI VE ILISKIiLi HASTALIKLAR
Bu bolge, hem kromozom analizi hem array testi ile MKA-MR grubu fenotiple
iliskilendirilmis bir kromozom bélgesidir (188). Bu bolgenin 6zellikle 2q23.1 band, iyi
tanimlanmis bir sendromla (2q23.1 Mikrodelesyon Sendromu) iliskilidir. 2q23.1
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bolgesini iceren delesyonlar 2009 yilindan itibaren literatiirde yer almig ve giiniimiize
degin 100’1 agkin olgu bildirilmistir (Kaynak). Bu mikrodelesyon sendromu Angelman
sendromu, Smith-Magenis sendromu ve Rett sendromu ile benzer bazi bulgulara
sahiptir. Bildirilmis olgularda, olgumuza benzer sekilde belirgin psikomotor gerilik,
ozellikle ifade edici dil alaninda gerilik, biiylime geriligi ve nobetler izlenmistir.
Olgulara degisken derecede fasiyal dismorfizm eslik edebildigi saptanmistir. Olgularda
uygunsuz mutlu yiiz ifadesi bildirilmis ve bu nedenle psddo-Angelman sendromu olarak
da isimlendirilmistir. Detayli bildirilen olgularda ataksi, uyku problemleri, hipotoni,
agresif tutum, dis gicirdatma (bruksizm) tanimlanmistir. Bu genis klinik yelpazeye
ragmen 2013 yilina kadar bildirilen higbir olguda 2q22.3-q23.3 delesyonu ile HSCR
birlikteligi bildirilmemistir. 2013 yilinda Bravo-Oro ve ark tarafindan, olgumuzla ¢ok
benzer klinik o6zellikler gdsteren erkek bir olgu bildirilmistir. 2q22.3g23.3 bolgesi
delesyona ugrayan bu olguda 18 genin etkilendigi saptanmustir. Gelisim geriligi,
hipotoni, epileptik ndbetler ve dismorfik bulgular yoniinden olgumuzla benzesen bu
olguda da HSCR saptandigi bildirilmistir. Yazarlar, chr2:146,509,221-146,510,330
(hg19) bolgesinde yer alan ZEB2 potansiyel diizenleyici bolgesinin (regulatory region,
RRI) delesyondan etkilendigini ve HSCR patogenezinde muhtemel etkileri oldugu
yorumunu yapmistir. Ancak bizim olgumuzda delesyone olan bolge chr2:146,779,242-
152,741,984 (hgl9) bolgesi olup literatiirdeki olgudan daha kiiciik delesyona sahiptir.
Ayrica ilgili ZEB2 diizenleyici bolgesi olgumuzda delesyone olmamasina ragmen
olgumuzda HSCR ortaya ¢ikmasi, bu bdlgede HSCR iligkili olast yeni lokuslarin
olabilecegini diisiindlirmiistiir. Ayrica bu olguda farkli olarak kirmizi hiicre aplazisi
saptandigt ve RIFI geni delesyonunun patogenezden sorumlu olabilecegi yorumu
yapilmustir (153). Olgumuzda RIFI geni delesyonu saptanmis, ancak herhangi periferik
kan hiicre etkilenmesi goriilmemistir.

Olgumuzda delesyone olan bu kromozomal bdlgede 14 gen yer almaktadir.
Bunlar; ACVR2A (102581), ORC4 (603056), MBD5 (611472), EPC2 (611000), KIF5C
(604593), LYPD6 (613359), MMADHC (611935), RND3 (602924), NMI (603525),
TNFAIP6 (600410), RIF1 (608952), NEB (161650), ARL5A (608960), CACNB4
(601949) olup asagida irdelenmistir.

MBDS5 (KIAA1461): 2q23.1 bolgesinde yerlesik olan bu gen, metil-CpG
baglayici gen ailesinin bir iiyesidir. Rett sendromundan sorumlu MECP2 geni ile yakin
iliskilidir ve kromatin modifikasyonunda rol almaktadir. Ayrica gen ekspresyon
diizenlenmesinde de onemlidir (189). MBDS5, eriskin beyin dokusundan en yiiksek
ekpresyon diizeyine sahiptir. Serebellumda degisik diizeylerde eksprese olan bu gen
fetal beyinde ve spinal kordda da diisiik oranli eksprese olmaktadir. MBD5 geni, 2q23.1
mikrodelesyon sendromunda olgularin hemen tamaminda ortak delesyone olan gendir.
Ayrica MBD5 geninde nokta mutasyonu saptanan olgularda, 2q23.1 mikrodelesyonu ile
fenotipik bulgularin benzerligi de MBD5’in 2q23.1 mikrodelesyonu sendromunda esas
sorumlu gen(master gene) oldugu fikrini giiclendirmektedir (189,190). Williams ve ark,
tarafindan bildirilen 2 olguda 2q23.1 delesyon bdlgesi detayli incelenmis, minimal
critical region’in MBD5 gen bolgesi oldugu saptanmistir (191). MBDS5 genini iceren
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delesyonlu olgularda ciddi gelisim geriligi, ciddi dil geriligi (6zellikle ifade edici dil
alaninda gerilik belirgindir), davramig problemleri (otizm spektrum bozuklugu,
uygunsuz giilme-mutlu ifade, dis gicirdatma), mikrosefali, epileptik nobetler, biiyiime
geriligi ve degisken derecelerde fasiyal dismorfizm eslik etmektedir (192-195). MBD5
geni, Otozomal Dominant Bilissel Gerilik (OMIM: 156200)’ ten sorumludur. Farkli
olgularda MBDS5 cerceve kaymasit mutasyonuna sahip (frameshift) ya da delesyonlu
olgularda sosyal becerilerde kisithlik, biligssel gerilik, epilepsi, uyku ve davranis
problemleri bildirilmistir (190,196,197). Olgumuzda saptanan biiylime geriligi, gelisim
geriligi, mikrosefali, ndbet Oykiisii ile agza sa¢ alma, cevredeki insanlara sarilma,
uygunsuz mutlu yiiz ifadesi, agriya duyarsizlik gibi davranig paterninin MBD5 geni
iligkili oldugu diisiiniildii. Daha ©once bildirilen olgular gibi Angelman sendromu ve
Smith-Magenis sendromu ile benzer bulgulara sahipti. Olgumuzun 7 yas 9 aylik
olmasina ragmen tek kelime kullanma yetisinin olmamas1 da, literatiirle uyumlu olup
MBD)5 geni fenotipine uymaktaydi.

EPC2: MBD5 ile komsu olan ve benzer fenotipik etkileri olan bu gen
heterokromatin formasyonunda gorev alir. Transkripsiyon aktivasyonunda diizenleyici
ve bazi represe edici (baskilayici) fonksiyonlar1 da bilinmekle birlikte DNA tamir
mekanizmasinda da rol almaktadir. Williams ve ark, tarafindan bildirilen olgularda,
MBD5 ve EPC2 gen ekspresyonunun, kontrol grubuna gore %50 daha az oldugu
bildirilmigtir (191). MBDS5’in neden oldugu 2qg23.1 mikrodelesyonu sendromlu
olgularda, bulgularin giddetini agirlastirdigt  diistiniilmektedir.  Genotip-fenotip
korelasyonu yapabilmek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

KIF5C: (NKHC2): Noron Spesifik Kinezin Agir Zincir 2): Mikrotiibiil iligkili
hiicre i¢i taginimda rol alan Kinezin ailesine ait proteini kodlayan bu gen, insanda en
cok beyinde eksprese olmaktadir. Prostat, testis, ovaryum, bobrek ve ince bagirsaklarda
da ifade edildigi bilinmektedir. 2013 yilindan itibaren KIF5C iliskili fenotipler
bildirilmis, bu genin kompleks kortikal displazilerle iliskili oldugu saptanmigtir (198).
KIF5C heterozigot patojenik varyant tasiyan bazi olgularda erken baslangich epilepsi,
mikrosefali, sapastik tetrapleji, artrogripoz gibi agir ndrolojik bulgular saptanmis olup
erken yasta (neonatal donemde) 6liimle sonuglanmistir. Neonatal 6liime neden olmayan
olgularda ciddi dil gelisim geriligi, mikrosefali, hipertoni, stereotipik el hareketleri ve
kendine zarar verme davraniglari bildirilmistir (199,200). Olgumuzda saptanan
mikrosefali ve sarilma davraniginin hem MBDS5 geni hem KIF5C iliskili olabilecegi
diisiiniildii. Ancak kraniyal MR goriintiilemesinin normal olmas1 nedeni ile olgumuzda
kortikal displazi dislanmastir.

CACNB4: Volta) kapili kalsiyum kanali genlerinden biridir. Serebellumda,
bobrek, testis, retina ve lenfoblastlarda eksprese olmaktadir. Merkezi sinir sisteminde
onemli gorevleri vardir. CACNB4 geni inaktive edilmis farelerde absans epilepsi, letarji,
ataksi gibi ¢ok ¢esitli ndrolojik tablo ortaya ¢ikmistir . Bu genin heterozigot patojenik
mutasyonlar1 insanda Epizodik Ataksi Tip 5 (OMIM:613855) ve Juvenil Myoklonik
Epilepsi Tip 6 (OMIM:607682) tablolarina neden olur. Bildirilen olgularda bilissel
gerilik ve/veya motor retardasyon saptanmamistir. Bu gen delesyonunun olgumuzdaki
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erken baslangicli epilepsiye neden oldugu ya da MBDS5 geni birlikteligi ile epileptik
tabloyu kotiilestirmis olabilecegi diisiiniilmiistiir. Fonksiyonel c¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir.

LYPD6: Sempanze ve insanda %100 benzerlik gosteren bu gen, insanda pek ¢ok
dokuda ekpsrese olmaktadir. En ¢ok ifade edildigi dokular beyin ve kalptir (201). Gen
fonksiyonu ve olas1 patojenik varyantlarin fenotipik etkileri bilinememektedir ve
belirleyebilmek i¢in daha fazla ¢caligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

ORC4: Origin Recognition Complex (ORC) ailesinin bir iiyesi olan bu gen,
mayalarda, fare ve insanlarda homoloji gostermektedir (202). Diger ORC grubu
proteinleriyle yakin iligkilidir ve 6zellikle ORC2 ile G1 faz1 ve DNA replikasyonu
gecisinde rol aldigi disiliniilmektedir (203). Olgumuzun fenotipik bulgularini
aciklayacak islevi bilinmemektedir.

RND3 (RHOE): RAS iliskili Rho ailesinin bir iiyesi olan bu gen, aktin hiicre
iskeletinin, hiicre dis1 biiylime faktorlerine (ekstracelular growth factors) verecegi
yanit1 organize etmektedir. RND3 geni iliskili (bilinen) hastalik yoktur. Bu gen
delesyonunun olgumuz iizerinde fenotipik etkisi oldugu diistiniilmemistir.

NMI (N-Myc and STAT Interactor):Hiicre biiyiime sinyalleri, 6zellikle MYC ve
N-MYC iligkili olan bu gen hakkinda bilgilerimiz kisithidir. Ancak beyin dokusu harig
hemen tiim fetal ve erigskin dokularda eksprese oldugu bilinmektedir. Ozellikle MYC
ekspresyonunun arttigt myeloid losemilerde, NMI ekspresyonu da artmis oldugu
saptanmistir (204). Bu gen delesyonunun olgumuz iizerinde fenotipik etkiye yol actigi
diistiniilmemistir. Ancak yeni ¢alismalar ile yeni bilgiler eklenmesi durumunda olgunun
olas1 myeloid maligniteler acisindan takibe alinmasi gerekli olabilir.

TNFAIP6 (TNFa Indiikleyici Protein 6): TNF Stimiile Edici Gen 6 (TSG6)
olarak da bilinen bu gen, Hyaliironat baglayici protein ailesinin bir iiyesidir (205).
Normal fibroblastlarda ve sinoviyal sivida bulunmustur ve bu nedenle romatoid artrit
gibi bag doku hastaliklarinda olasi rolii olabilecegi diigiiniilmektedir. Ayrica tularemide,
kronik aktif EBV enfeksiyonunda da etkilidir (206). OMIM’de tanimlanmis fenotip
iligkisi olmayan bu gen delesyonunun olgumuz iizerinde fenotipik etkisi oldugu
diistiniilmemistir.

RIF1: Maya, fare ve insan arasinda homoloji gosteren bu gen, telomerler ve
telomer uzunlugu ile iligkilidir (207). 2004 yilinda yayainlanan bir ¢calismaya gore, RIF1
normal fonksiyon gosteren telomerlerden ziyade disfonksiyone telomerlerde aktiftir. Bu
nedenle RIF1 aktivitesinin DNA hasarina bir cevap oldugu diisiintilmiistiir (208). Ayrica
hiicre boliinmesinin S fazinda, replikasyon zamanlamasinda da anahtar rol aldig:
bilinmektedir (208,209). Bu gen delesyonunun olgumuz iizerinde fenotipik etkisi olup
olmadig1 bilinmemektedir. Nitekim giiniimiize degin RIF] iligkili hastalik ya da fenotip
bildirilmemistir. Ancak yukarida bahsedilen 2q22.3923q3 delesyonlu olgu sunumunda,
saf kirmiz1 hiicre aplazisi gelistigi ve bunun RIFI geni iliskili olabilecegi yorumu
yapilmustir (153).
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NEB: Hiicre iskeletinde ¢cok 6nemli gorevler iistlenen Nebulin proteinini kodlar.
Sarkomer ve miyofibrillerin integrasyonunu saglar. F-Aktine baglanarak
stabilizasyonunda gorev alir (210). Bu genin homozigot ya da birlesik heterozigot
mutasyonlarinda Nemalin miyopatisi (OMIM: 256030) olusur. Heterozigot tasiyicilar
etkilenmemistir ve bilinen fenotipik etki yoktur. Bu gen delesyonunun olgumuz
tizerinde etkisi oldugu diisiiniilmemistir.

ARLS5A: Vezikiiler trasnportta gorev alan niikleotit baglayict ADP-Ribozilasyon
Baglayici Protein ailesindendir. En yiiksek ekspresyon diizeyi kalptedir. Ayrica hepatik
timoral dokularda bu gen ifadesinin 5-12 kat arttig1 saptanmistir (211). Bilinen gen-
fenotip iligskisi  yoktur. Olgumuzda fenotipi aciklayacak Ozelligi  oldugu
disiiniilmemistir.

ACVR2A: 1k kez 1991 yilinda tanimlanan ve 1992°de ¢cDNA’s1 belirlenen bu
gen Tip 2 Aktivin A reseptoriinii kodlamaktadir (212,213). Insan trofoblast
hiicrelerinden izole edilen bu genin plasentada otokrin/parakrin etki ile regulatuar
(diizenleyici) rol aldig1 saptanmigtir. Ayrica insan beyninde ve ovaryumda da ekprese
oldugu bilinmektedir. 2005 yilinda yayinlanan calismada ise miyostatin gibi bazi
ligandlar aracilig1 ile in vivo ortamda kas biliylimesi iizerine 6nemli etkileri oldugu
saptanmustir (214). Olgumuz tizerindeki etkisi heniiz bilinmemektedir.

MMADHC (C20RF25): Kobalamin (vitamin B12) metabolizmast erken
basamaklarinda gorevli bir proteine kopya verir. Bu genin heterozigot mutasyon
tagiyiciliginda bilinene fenotipik etki beklenmez. Ancak homozigot patojenik varyant
durumunda Homosistiniiri ve Metilmalonik asidiiri cbID Tipi olusur. Bu gen
delesyonunun olgumuz iizerinde fenotipik etkisi oldugu diisliniilmemistir.

8.3. OLGU 12 (H.M.S) /Xq21.31q21.32 DUPLIKASYONU SAPTANAN
OLGUNUN KLIiNiK OZELLIKLERI

Antenatal izlemi yapilmadigi 68renilen olgunun perinatal ve erken postnatal
bulgular1 hakkinda da net bilgiye ulasilamadi. Ancak gebeligin miadinda tamamlandig:
ve dogum tartisinin 3500 gr oldugu 6grenildi. Dogum evde gergeklestiginden dogum
boyu ve bas cevresinin bilinmedigi saptandi. Olgunun postnatal 1.giinde mekonyum
cikisinin olmamasi ve kusma nedeni ile tetkik edildigi, 9. giinde HSCR tanis1 aldig1 ve
yeni dogan doneminde transanal pull through uygulandig bilgisine ulasildi.

Olgunun kaba-ince motor ve dil becerileri kazanma zamani tam olarak
Ogrenilemedi. Soy ge¢miste anne-babanin ayni kiiciik yerlesim biriminden oldugu ancak
bilinen akrabalik iliskisi olmadigi O6grenildi. Babanin akraba evliligi yapmis olan
teyzesinin 4 c¢ocugunda ve etkilenmis kizindan olan 3 torununda sinir-kas hastaligi
oldugu Ogrenildi. Hastaligin adina ulagilamadigindan ve bu olgular tarafimizca
degerlendirilemediginden SMA ve DMD/BMD grubu hastaliklar dislanamadigi ve
olgunun bu hastalik yoniinden (tasiticilik agisindan) taranamadigi anlasildi.

Olgu ilk kez 2 yasinda birimimizde degerlendirildiginde fizik muayenede boy,
tarti ve bas cevresinin yasiyla uyumlu oldugu saptandi. Hafif fasiyal dismorfizm ile
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motor becerilerde gerilik saptandigi anlasildi. Olgunun anneyi tanidigi, goz kontagi
kurdugu, bas kontroliinii saglayabildigi ve destekle oturabildigi belirlendi. Ancak
adimlama-siralama olmadig1 saptandigi anlasildi. Olgunun heceleme yapabildigi ancak
tek kelime kullanamadigi, climle yapist olusturamadigr belirlenmisti. Olgunun
Gelisimsel Pediatri ya da Cocuk Noroloji hekimlerince gelisim geriligi acisindan
degerlendirilmedigi 6grenildigi, ailenin ilgili branslara konstilte edildigi ancak ailenin
Onerilere uymadigi anlasildi.

Olgunun tam kan sayimi, temel biyokimya testleri, tam idrar tetkiki normal
olarak degerlendirilmisti.

Olgunun klinik o6zelliklerinin bilinen monogenik HSCR iligkili sendromlara
uymamasi nedeni ile kromozom analizi ve mikroarray analizi ile degerlendirildigi,
mikroarray analizinde Xq21.31921.32 bdlgesinde yaklasik 0,74 MB’lik bir kazanim
saptandig1 anlasildi. Anne-babaya 6nerilen kromozom analizi ve mikroarray analizinin,
aile kompliyansinin diisiik olmasi nedeni ile yapilamadigi goriildii.

8.3.1. Xq21.31q21.32 BOLGESI VE ILISKiLI HASTALIKLAR
Olgumuzda duplike olan bu bdlgede OMIM’de tanimlanmis PCDH11X geni yer
almaktadir.

PCDHI11X (X’e Bagh Protokaderin 11): Bu gen X ve Y kromozomlari lizerinde
bulunan homolog genlerden biridir. Xq21.2/Yp11.2 bolgelerinde yerlesiktir. PCDHI1X
ve PCDHIIY genleri kaderin siiper ailesi iiyesidir ve kalsiyum bagimli hiicre
adezyonunda potansiyel rolleri vardir. Hiicreler arasi iletisimde, aksonal yonelimde ve
serebral korteks iletisiminde rol alan PCDHI1X geni ayn1 zamanda dil gelisiminde ve
serebral asimetride de etkilidir (215,216). 2010 yilinda PCDHI11X gen duplikasyonun
biligsel gerilik nedeni ile tetkik edilen bir ailede segrege oldugu ancak patojenik
etkisinin tam olarak bilinmedigi bildirilmistir (217). 2013 yilinda disleksi nedeni ile
aragtirtlan 11 aile lizerinde yapilan bir ¢aligsmada, etkilenmis bireylerde PCDH11X geni
parsiyel duplikasyon ve delesyonunun saptandigi ve bu genin disleksi agisindan yeni
aday gen olabilecegi diisiinlilmiistiir (218). Olgumuzda saptanan néromotor geriligin
ozellikle dil geriliginin bu gen duplikasyonu ile iligkili olabilecegi diisiiniildii. Ek olarak
bu genin néronal migrasyonda da olas: etkileri olabilecegi ve bu nedenle Hirschsprung
hastaligt ve motor gelisim ile iliskili olabilecegi diisiiniildii. Ancak bu bolge
duplikasyonunun Tiirk popiilasyonunda polimorfik olarak izlendigini belirten bir
calismanmn da oldugu géz oniine almmasi gerektigi diisiiniildii. Ozyillmaz ve ark,
tarafindan 2017°de yayinlanan bu ¢aligmada gelisim geriligi, otizm spektrum bozuklugu
ve konjenital anomalili 9710lgu ile 301 ebeveyn mikroarray ile degerlendirilmistir. Bu
calismada 12 kiside Xq21.31921.32 bolgesinde kazanim (duplikasyon) saptandigi ve bu
degisikligin polimorfizm olarak degerlendirildigi bildirilmistir (219). Tiim bu ¢alismalar
bir arada degerlendirildiginde bu duplikasyonun patojenik etkisinin net anlasilabilmesi
icin daha fazla olgu ¢alismasi gerektigi diisiiniildii.
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9. SONUC ve ONERILER

Bu calismada multifaktoriyel ve multigenik bir norokristopati olan Hirschsprung
hastaligina eslik eden konjenital anomalili olgularda, mikroarray analizi ile saptanan ve
etyolojide rol aldig1 diisliniilen kromozomal degisikliklerin degerlendirilmesi
planlanmisti. Boylece HSCR etyolojisinde rol alan ve morbiditeye neden olabilecek
yeni lokuslarin saptanmasi ve/veya literatiirdeki olgularla benzer sonuglari olan
olgularin klinik 6zelliklerinin karsilagtirilmas1 amaglanmisti. Olgu grubu gorece kiigiik
olmasina ragmen (13 olgu), olgularin dahil edilme kriteri icinde HSCR’ye eslik eden ek
anomali olmasi1 gerekliligi, calismanin giiciinii ve array basarisini artirdigi goriilmiistiir.
Bu yontem ile HSCR’nin eslik ettigi ¢oklu konjenital anomalili 13 olgunun 3’iinde
(%23) kromozomal degisiklik saptanmistir. Oranin, literatiirde bildirilen %15-20
oranina yakin oldugu goriilmiistiir. Calismamizda HSCR etyolojisinde olgu sunumu
olarak bilinen bildirilmis submikroskobik kromozomal anomaliler yaninda (2q22
delesyonu,17q12 duplikasyonu) daha énce HSCR iligkisi olabilecegi bildirilmemis yeni
lokus saptandi (Xq21 duplikasyonu). Bu kromozomal bolgelerin HSCR ile iligkisinin
kesinlik kazanmasi icin ek fonksiyonel calismalarin gerekliligi ve/veya benzer klinik
bulgulara sahip bagimsiz olgularda ayni degisikliklerin tekrar gosterilmesi gerektigi
diistintildii. Calismamizin bir kisithligr da, iki bagimsiz genetik nedenin ayni anda
goriilmiis olma ihtimalini g6z ard1 etmemizdir. Olgularda eslik eden bilissel gerilik ve
diger konjenital anomalilere yol agan submikroskobik degisiklikler yaninda, HSCR
etyolojisinde rol alan tek gen hastaliklar1 da eslik etmis olabilir. Ancak RET gibi
monogenik HSCR nedenleri arastirilmadigindan, bias olarak HSCR ile delesyon-
duplikasyon arasinda iligski kurulmus olabilir.

Array analizi normal sonuglanan 10 olgu icin ise tani konma gerekliliginin
stirdiigii goriilmiis olup ek degerlendirme gerektigi disiiniilmiistiir. Olgularda
monogenik sendromik nedenler klinik olarak dislanmistir ancak HSCR ile iliskisi kesin
olarak bilinmeyen monogenik nedenlerin arastirilmasi, ya da bagimsiz iki genetik
etyolojinin saptanabilecegi (OR monogenik sendrom ve eslik eden patojenik RET
mutasyonu gibi) diisliniilerek yeni nesil dizileme yoOntemleri (Next generation
sequencing, NGS) ile degerlendirilmesi planlanmstir. Ileri calisma olarak olgularn tiim
ekzon dizileme (Whole Exome Sequencing, WES) analizi ile degerlendirilmesi, boylece
hem sendromik hem izole HSCR genlerinin analizi hedeflenmistir. 167 HSCR’li olgu
ve ebeveynleri ile 900 kisilik kontrol grubunda yapilan ekzom boyu iliski ¢aligmasinda
(exome-wide association study) HSCR iligkili yeni lokuslar tanimlanmistir (220). Ancak
bu c¢aligmada HSCR’li olgularin izole mi ek konjenital anomalili mi oldugu
belirtilmemistir. NGS yonteminin HSCR’li olgularda kullanildig bir diger calisma ise
2014 yilinda yaymnlanan ve 20 HSCR’li olgu ile 20 kisilik kontrol grubunu, ENS
gelisimi ile ilgili oldugu bilinen 62 gen agisindan analiz eden arastirmadir (221).

Calismamizin sonug ve yorumlari su sekilde 6zetlenebilir:

Hirschsprung hastaligi, klinik ve genetik olarak heterojen, kompleks konjenital
bir anomalidir. Erken ve hizli tani, morbidite ve mortalitenin azaltilmas1 i¢in hayati
Oneme sahiptir.
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Hizli tan1 ve erken tedaviye ek olarak, HSCR etyolojisinin aydinlatilmasi,
komorbid durumlarin tan1 ve tedavisi igin gereklidir.

HSCR baz1 olgularda bir tanidan ziyade bulgudur. Bu nedenle HSCR’li tiim
olgular eslik edebilecek olasi anomaliler agisindan detayli degerlendirilmelidir.
Ozellikle HSCR’li olgularla sik karsilasan Cocuk Saghgi-Hastaliklart ve Cocuk
Cerrahisi hekimleri olast komorbid durumlar1 sorgulamali, ve hemen her zaman Tibbi
Genetik kosiiltasyonu istemelidir.

Konsiiltasyon nedeni GIS bulgular1 olmasa da, konjenital anomali nedeni ile
Tibbi Genetik hekimlerine konsiilte edilen her olgu, HSCR agisindan ek olarak
sorgulanmalidir. Boylece HSCR’nin eslik etti§i sendrom ve durumlar spesifiye
edilebilir ve daha hizli tan1 konmasi saglanabilir.

HSCR etyolojisinde bilinen ve bilinmeyen kromozomal anomalileri saptamak ve
olgu yonetimini bagariyla yapmak amaciyla array yontemi her Tibbi Genetik hekiminin
giindeminde olmalidir. Ancak kromozom analizi ve array sonrasi halen tan1 konulmamis
olgular olacagi da goz 6niine alinmalidir.

Tiim ailelere ayrintili genetik danigsma verilmesinin amaglandig ancak ailelerin
kompliyansinin diisiik oldugu, izlemlere diizenli olarak katilmadiklar1 saptanmistir. Bu
nedenle birim i¢i etkili genetik danigma konusuna egilme gerekliligi goriilmiistiir

HSCR’ye klinik genetik yaklagim heniiz standardize edilmemis ve guideline
diizenlenmemistir. Pratisyen hekimlere ve ilgili brans hekimlerine yol gostermek, Tibbi
Genetik konsiiltasyonlarinin dogru ve etkin yapilmas: saglamak, Tibbi Genetik
Hekimlerinin HSCR tani ve izlemine yardimec1 olmak amaciyla asagidaki akis semast
hazirlanmistir. Bu sema Oneri niteliginde olup tartisma ve Onerilere agiktir. Bu akis,
genel olarak enterik sinir sistemi patolojilerine yonelik 2012 yilinda Panza ve ark,
tarafindan hazirlanan rehber ile Amiel ve ark, derleme ¢alismalar1 temel alinarak
hazirlanmastir.

Histopatolojik

Cerrahi tedavi
tant

HSCR siiphesi Destek tedavi Klinik tan1

Sekil 9.1: HSCR tan1 ve tedavi algoritmasi
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