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OZET

Giris: Holoprozensefali (HPE), siklig1 yaklasik olarak 16.000 canli dogumda ve 250 gebelikte
bir olarak bildirilen, ii¢lincii ve dordiincii gestasyon haftalarinda 6n beynin basarisiz veya tam
olmayan boliinmesi ile meydana gelen, insanlarda 6n beynin en yaygin malformasyonudur.
HPE heterojen bir etiyolojiye sahip olup genetik ve cevresel faktorler etiyolojide yer alir.
Genetik etiyolojide HPE'li bireylerin yaklasik %25-50'sinde kromozom anormallileri,
%10'unda patojenik kopya sayis1 degisiklikleri, %18-25'inde tek bir gende patojenik bir varyant
ile iliskili en az 25 farkli antite ile iliskilendirilmis sendromik HPE yer alir. Genetik etiyolojide
yer alan diger grup, nonsendromik-izole HPE’lerdir. Bu grup genellikle eksik penetrans ve
degisken ekspresivite gosterir ve ¢ogunlukla otozomal dominant kalitim paternine sahiptir.
Nonsendromik HPE ile iliskilendirilmis en iyi bilinen 4 gen SHH, ZIC2, SIX3 ve TGIF olmakla
beraber literatiirde ¢ok sayida HPE ile iligkisi tanimlanmis gen mevcuttur, bu genler genellikle
erken embriyonik donemde 6n beyin gelisiminde etkili olan SHH, Nodal, TGF-3, BMP, FGF
ve Retinoid sinyal yolaklarindadirlar. Bu yolaklardaki genler basta olmak iizere etiyolojiyi
aciklamak i¢in arastirilan aday genler de mevcuttur. Son veriler ayn1 zamanda bu grubun
multigenik ve multi-hit (ilave ya da ek genetik mutasyonlar) bir kokeni olduguna da isaret
etmektedir. Teknolojik gelismeler ve yeni nesil dizileme yontemleri ile molekiiler ¢alismalar
HPE olgularinda yogunlagmis olup, aday genler ve bu genlerin klinik korelasyonu
aragtirtlmaktadir ancak halen ailevi HPE olgular1 da dahil molekiiler tan1 konulamayan olgular
mevcuttur. Molekiiler teshis etiyopatogenezin netlestirilmesi, 6zgiin genetik danigmanin

verilebilmesi ve tedavi se¢eneklerinin belirlenmesi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Yontemler: Bu calismada, 2011-2021 yillar1 arasinda prenatal donemde HPE saptanarak
intrauterin mort fetus (IUMF) veya tibbi tahliye ile kalp atimi kaybolan ve Istanbul Tip
Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal1 polikliniginde postmortem degerlendirilen; daha dnce
Tibbi Genetik AD polikliniginde hazirlanmis klinik dosyalarinin degerlendirilmesi ve
saklanmis DNA oOrnekleri ile yiiriitiildii. Tez kapsaminda 10 olgu ¢alismaya dahil edilerek tiim
ekzom dizileme (TED) yontemi ile solo analiz gergeklestirilmis; beklenen kalittim modeline ve
yolak genlerine uygun biyoinformatik yaklasimlarla genetik etiyoloji aragtirilmistir.

Sonuclar: TED analizi ACMG kriterleri baz alinarak degerlendirilen olgularimizda 6 farkl
olguda 8 farkli gende hastalik iligkili veya iligkili oldugu diisiiniilen 10 adet varyant saptandi.
Bu varyantlardan 6’s1 yanlis anlamli, 2’si anlamsiz, 2’si ise ¢ergeve kaymasi tipinde idi. Bu
varyantlar Sanger dizi analizi ile dogruland1 ve miimkiin olan ailelerde segregasyon analizleri

yapildi.



Tartisma: Bu calismada; prenatal donemde HPE saptanan olgularda mevcut klinige neden
olabilecek genlerin ve genlerdeki varyantlarin TED yontemi ile arastirilarak belirlenmesi
amaclanmistir. Calismamizdan elde edilen verilerin etiyopatogenezin netlestirilmesi ile
prenatal/preimplantasyon  genetik tam1  olanaklarina, genotip-fenotip korelasyonunun

detaylandirilmasina ve tedavi seceneklerinin gelistirilmesine katki saglamasi beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: holoprozensefali, prenatal holoprozensefali, tiim ekzom dizileme, TED



ABSTRACT

Introduction: HPE is the most common malformation of the forebrain in humans, occurring
with failed or incomplete division of the forebrain during the third and fourth weeks of
gestation, with a frequency of approximately 1 in 16,000 live births and 250 pregnancies. HPE
has a heterogeneous etiology, and genetic and environmental factors are involved.
Approximately 25-50% of individuals with HPE have chromosomal abnormalities, 10% have
pathogenic copy number variation and 18-25% have syndromic HPE associated with at least
25 different entities associated with a pathogenic variant in a single gene. The other group with
genetic etiology was non-syndromic-isolated HPEs. This group usually shows incomplete
penetrance and variable expressivity, and mostly has an autosomal dominant inheritance
pattern. Although the four best-known genes associated with non-syndromic HPE are SHH,
ZIC2, SIX3, and TGIF, there are many genes in the literature that have been associated with
HPE. These genes are usually involved in the SHH, Nodal, TGF-B, BMP, FGF and Retinoid
signalling pathways that are effective in forebrain development during the early embryonic
period. Many candidate genes have been investigated to explain the etiology, especially those
involved in these pathways. Recent data have also indicated that this group has a multigenic
and multihit origin. Technological developments, next-generation sequencing methods, and
molecular studies have focused on HPE cases, and candidate genes and clinical correlations of
these genes are being investigated, but there are still cases where no molecular diagnosis can
be made, including familial HPE cases. Molecular diagnosis is of great importance in terms of
clarifying etiopathogenesis, providing specific genetic counselling, and determining treatment
options.

Methods: In this study, we evaluated the clinical files of patients with HPE detected during the
prenatal period between 2011 and 2021, whose heartbeat was lost by ITUMF or medical
evacuation, and who were evaluated postmortem in the outpatient clinic of the Department of
Medical Genetics, Istanbul Medical Faculty, and evaluated their clinical files previously
prepared in the outpatient clinic of the Department of Medical Genetics and preserved DNA
samples. Within the scope of this thesis, 10 cases were included in the study and a solo analysis
was performed with the whole exome sequencing (WES) method; genetic etiology was
investigated using bioinformatic approaches appropriate to the expected inheritance model and
pathway genes.

Results: In our cases evaluated on the basis of WES analysis ACMG criteria, 10 variants were
detected in eight different genes in six different cases, which were associated or thought to be

associated with the disease. Of these variants, 6 were missense, 2 were nonsense, and 2 were
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frameshift types. These variants were confirmed by Sanger sequencing, and segregation
analyses were performed on possible families.

Discussion: In this study, it was aimed to determine the genes and variants in the genes that
may cause the current clinic in cases with holoprosencephaly detected in the prenatal period by
investigating them by WES method. It is expected that the data obtained from our study will
contribute to the clarification of the etiopathogenesis, possibilities of prenatal/preimplantation
genetic diagnosis, elaboration of the genotype-phenotype correlation, and development of
treatment options.

Keywords: holoprosencephaly, prenatal holoprosencephaly, whole exome sequencing, WES



GIRIS VE AMAC

HPE, tigiincii ve dordiincii gestasyon haftalarinda 6n beynin basarisiz ve tam olmayan
bdliinmesi ile meydana gelen, insanlarda 6n beynin en yaygin malformasyonudur. Siklig1 250
gebelikte 1 veya 16.000 canli dogumda 1 olarak bildirilmistir. Intrauterin insidans ile canli
dogumlarda insidans farki olmasinin nedeni fetal donemde yiiksek gebelik kayiplar ile
aciklanir. Bu anomalide 6n beyin sag ve sol hemisferlere, derin beyin yapilarina, olfaktor ve
optik bulbus ve yollara tam olarak bdliinmez. HPE, serebral hemisferlerin ayrismasindaki
yetersizligin derecesine gore klasik olarak siddeti ¢goktan aza dogru; alobar, semilobar ve lobar
olarak siniflandirilir (1, 2). Ayrica ek olarak orta interhemisferik fiizyon varyant (MIHV) HPE,

septopreoptik HPE ve mikroform HPE varyantlar1 da ilerleyen siireclerde tanimlanmistir (3).

HPE oldukca heterojen bir etiyolojiye sahip olup genetik ve ¢evresel faktorler etiyolojide
yer alir. Genetik olmayan nedenler arasinda maternal hastaliklar, maternal terapotik madde
kullanimi, maternal non-terapotik madde kullanimi, nutrisyonel nedenler, gebelik 6zellikleri,
tireme hikayesi ve sosyodemografik faktorler literatiirde tartisilmis ve HPEmin ¢ok sayida
cevresel ve teratojenik nedeni One siiriilmiistiir. Ancak maternal diyabet kesin bir nedensel
baglantiya sahip oldugu yaygin olarak kabul edilen ve iyi bilinen bir risk faktoriidiir (2, 4, 5).
Genetik etiyolojide, kromozom anomalileri yaklasik %25-50 kadar olguda, patojenik kopya
sayis1 degisiklikleri %10 kadarinda yer alir. Olgularin %18-25 kadarinda ise tek bir gende
patojenik bir varyant ile iligkili farkli antiteler ile iliskilendirilmis sendromik HPE grubu yer
alir (6, 7). Genetik etiyolojide yer alan diger grubu non-sendromik izole HPE olusturur. Bu son
grup eksik penetrans ve degisken ekspresivite gosterir ve otozomal dominant kalitim paternine
sahiptir. Non-sendromik HPE etiyolojisinde basta SHH, ZIC2, SIX3 ve TGIF'1 genleri olmak
iizere pek ¢cok gende patojenik varyant tanimlanmistir. Bu genler, beyin gelisiminde etkili olan
SHH, BMP, FGF, WNT, Nodal ve Retinoid sinyal yolaklarinda yer almaktadir ve bu yolaklar
aday genler agisindan giincel bilgiler 1s181inda degerlendirilmektedir. Son veriler ayrica bu
grubun digenik / multigenik ve ¢oklu vurus kdkeni olduguna isaret etmektedir (7, 8, 9).

Insan genom projesinin tamamlanmas: ile birlikte yeni nesil dizileme (YND) olarak
adlandirilan masif paralel dizileme yontemleri gelistirilmeye baslanmistir. YND yonteminde
kullanilan ilk Next Generation Sequencing (NGS) cihazi 2005°te kullanima sunulmus ve 2009
yilinda tim diinyada kullanilmaya baslanan ve ilerleyen yillarda kullanimi artan YND
teknolojisi yiiksek kapasitesi ve hizi ile bir¢ok hasta ve genin es zamanli olarak dizilenmesinin
yani sira insan genomundaki yaklagik 20.000 genin, klinik bulgularla iliskili gen/genlerin

bilinmedigi ya da bir¢ok genin iliskili olabildigi durumlarda tiim ekzomun ya da genomun tek
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bir test ile incelebilmesine olanak saglayarak molekiiler genetik analizlere ¢ok 6nemli katkilar
saglamigtir. Molekiiler etiyopatogenezin aydinlatilmasinda TED analizlerinin 6zellikle ekzonik
mutasyonlarin saptanmasindaki 6nemli etkinligi artik bilinmektedir. HPE olgularinda,
teknolojik gelismeler ve YND yontemleri ile molekiiler calismalar yogunlagmustir (9, 10). YND
teknolojisinin gelismesi ve daha erisilebilir hale gelmesi ile TED artik HPE hastalarini
arastirmak i¢in rutin olarak kullanilmaya baslanmistir. Dizileme teknolojisindeki gelismelere
ve HPE ile iliskili genlerin sayisinin artmasina ragmen, pozitif molekiiler tan1 yiizdesinde artig
HPE vakalarinda beklenen oranda olmamustir. Cogu olguda eksik penetrans ve fenotipik
degiskenligin gozlenmesi digenik/oligogenik kalitim ve multihit mekanizmalarinin bu grupta
on planda oldugunu diisiindiirmiistiir. Bu karmasik genetik mimari, ¢ozilmemis HPE
vakalarinda yiizlerce genin YND teknikleri ile analizi ile daha 1yi anlasilmaktadir (11).

Bu ¢alisma kapsaminda prenatal donemde HPE saptanan ve postmortem fizik muayenesi
yapilan fetal olgularda mevcut klinige neden olabilecek genlerin ve genlerdeki varyantlarin
TED yontemi ile arastirilarak belirlenmesi amaglanmistir. Calisma sonuglarinin, patogenezde
rol oynayan genlerin ve varyantlarin belirlenmesi ile bilimsel literatiire katki saglamasi
beklenmektedir. Molekiiler genetik tan1 ile etiyopatogenezin aydinlatilmasi ve 6zgiin genetik

danismanin verilebilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Santral Sinir Sistemi (SSS) Embriyolojisi

Sinir sisteminin normal gelisiminin karmasik diizenlemesi, yalnizca normal pluripotent
dokularin varli§ina degil, ayn1 zamanda bu dokularin belirli zamanlarda belirli bir farklilagmis
durumlarda bulunmasini gerektirir. Ayrica, hassas bir sekilde zamanlanmis bu siireg, belirli
yerlerde ve zamanlarda bulunmasi gereken ¢ok sayida morfogeni igerir. Nihayetinde, belirli bir
malformasyonun neden ve nasil gelistiginin anlasilmasi ancak normal embriyolojik gelisimin

anlasilmasiyla miimkiindiir.

Gelisimin erken asamalarinda, tiim omurgali embriyolarinda, fetustaki tiim doku ve
organlar ii¢ hiicre tabakasindan olusur. En distaki veya dorsaldeki katman olan ektoderm,
epidermisi, ndral dokular1 ve basin baz1 iskelet ve bag dokularini olusturur. En derin ve en icteki
katman olan endoderm, gastrointestinal ve solunum sistemi ile ilgili organlarin zarini ve
karaciger, pankreas ve mesane gibi karin i¢i organlar1 olusturur. Bu iki tabaka arasinda kalan
mezoderm, kaslarin, iskelet dokularinin, tirogenital sistemin, kalp ve kan damarlarinin ¢cogunu

olusturur (12).

Merkezi sinir sistemi, ilk olarak ektodermin kalinlagmasi ile gelisen noral plaka adini
alan tiibiiler bir yapidan geligir. Bu noral plak, notokord adi verilen mezodermal hiicrelerin
dorsalinde yer alan siitundan gelisir. Notokord, embriyonik ilkel ¢izgiden kaynaklanan ve
embriyonun uzun eksenini olusturan longitudinal bir mezodermal hiicre kolonudur. Bu néral
plak, uzun ekseni boyunca invajine olur, baglangigta bir noral oluk olusturur, ardindan bu
orijinal ndral plagin lateral uglarinda bir yiikselme olur ve bdylece noral kivrimlar meydana
gelir. Bu kivrimlar, noral oluk {izerinde bir noral tiip ve noral kanal olusturmak i¢in merkezde
birlesirler. Noral tiip olustukca, orta hat boyunca kaynasmak i¢in tiiplin dorsumu iizerinde
biiyliyen ve noral olmayan ektodermden ayrilir. Ektodermal katmanlarin bu fiizyonu ve
ayrilmas1 meydana geldiginde, noral olmayan ve noral ektodermin birlesiminden ektodermal
epitel hiicrelerinin longitudinal bir kolonu ortaya ¢ikar ve noral tiip olustugunda bu iki yapidan
ayrilir. Noral tiipiin tiim uzunlugu boyunca dorsolateralinde yer alan iki tarafli kolonlar, noral
krest hiicrelerinin kolonlaridir (12). Sekil 1°de noral tiiplin gelisiminin transvers kesiti

goriilmektedir.



Neural crest—Primordal ganglion

Neural tube

1.Sekil 1: Noral tiipiin gelisimi, transvers kesit (12).

Noral tiipiin kapanmasi, beynin en kaudal boliimii olan rombensefalonun (arka beyin)
gelisim bolgesi seviyesinden rostral ve kaudal olarak ilerler. Kaudal kapanma, omuriligin
¢ogunu olusturur. Noral tiipiin beyin kisminin kapanmasi, baslangigta birden fazla bolgede
meydana gelebilir ve rostral ve kaudal olarak ilerleyebilir. Bu bolgelerin yerleri tiirler arasinda
degisir. Tam kapanmadan Once, en rostral agiklik rostral noropordur. Benzer sekilde, noral
tiipiin kaudal acikligina kaudal néropor denir. Sekil 2°de néral tiipiin kapanisi dorsal kesitten

goriilmektedir.

Rostral
neuropore

1.Sekil 2: Noral tiipiin kapanisinin dorsal goriiniimii (12).



Omuriligin kaudal kismi, kapali noral tiipiin kaudal ucundan, notokord ve deri
ektodermi arasindaki orta hat iizerinde kaudal olarak biiyliyen bir noroepitelyal hiicre
kolonunun bir uzantisi olarak gelisir. Bu hiicre siitunu i¢indeki bir kavitasyon, ndral kanalin bir
uzantisini olusturur. Noral tiipiin bu kism1 sonunda kaudal, sakral ve degisken sayida lomber

omurilik segmentlerini olusturur (12).

Noral tiipiin rostral ucu hizla gelisir ve rostralden kaudala dogru vezikiiller iiretir; bu
vezikiiller, prozensefalon (6n beyin), mezensefalon (orta beyin), ve rombensefalon (arka
beyin)’dur. Sekil 3’te ndral tlipten gelisen beyin vezikiilleri ve bu vezikiillerin gelisimi

gosterilmektedir.

Sekil 3: Beyin vezikiillerinin gelisimi (12). (A) Ug vezikiil asamas1. (B — F) Bes vezikiil asamast.
III, IV: ventrikiiller.

Prozensefalon, sag ve sol on beyin yapilarini olusturmak i¢in sivi dolu noral tiipiin
rostral uzantisinin catallanmasini indiikleyen siire¢ler yoluyla 6n néroporun kapanmasindan

sonra gelisir. Gelisimin 5. ve 6. haftalarinda, 6n beyin, {i¢ ana diizlem boyunca boliinerek
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gelisimini tamamlar. Embriyo yaklasik 5 mm uzunluga ulastiginda, her iki ndropor da
kapanarak gelismekte olan ventrikiiler sistemi amniyotik sividan izole eder. Retina ve lens plak

kodlar1 da bu donemde gelisir (12).

Prozensefalon; telensefalon ve diensefalonu igeren gelecekteki 6n beyin anlamina gelir;
bu yapilar serebral hemisferleri ve talamus/hipotalamusu olusturur. Prozensefalonun noral
tiipiin rostral ucunda kalan kismi diensefalondur. Optik vezikiiller diensefalon ile iliskili kalir.
Diensefalon igindeki noral kanal ticlincii ventrikiildiir. Lateral ventrikiiller (birinci ve ikinci
ventrikiiller) her telensefalonun (serebral yarim kiire) ndral kanali ile rostrolateral olarak
iletisim kurar. Talamus ve hipotalamusun ¢ekirdekleri diensefalondan gelisir. Norohipofiz,
diensefalonun ventral biiyiimesi ile olusur. Serebral korteks ve bazal ¢ekirdeklerin ¢cogu ise

telensefalondan gelisir (13).

Gebeligin yaklasik 32. giiniinde, embriyo 5 ila 7 mm uzunlugundayken, 6n beyin sagital
diizlemde eslestirilmis yapilar1t meydana getirmek iizere boliiniir. Hipotalamik bolge, amigdala,
hipokampal bolge ve olfaktor bolgeler dahil olmak iizere belirli alanlar bu asamada
tanimlanabilir. On beyin gelisimindeki {iciincii biiyiik olay bundan kisa bir siire sonra &n beyin
koronal diizlemde boliindiigiinde meydana gelir. Bu olay telensefalonu diensefalondan ayirarak
epitalamus, subtalamus ve hipotalamusu meydana getirir. Gebeligin ikinci ve li¢lincii aylarinin
geri kalaninda, korpus kallozum, anterior ve hipokampal komissiirler, optik sinirler, optik

kiazma ve hipotalamus dahil olmak {izere ¢oklu orta hat yapilari olusur (13).

Rombensefalon, = metensefalon  ve  miyelensefalonu  olusturur. Rostral
rombensefalondan, serebellum gelisir. Kalan ventral metensefalondansa pons olusur. Kaudal

rombensefalon, miyelensefalon veya medulla oblongatay1 olusturur (12).
2.2. Prozensefalonun Gelisim Anomalileri

Prozensefalonun gelisimine yol acan ventral indiiksiyon siireci birbiriyle yakindan
baglantili {i¢ ardisik olaydan olusur: bunlar prozensefalik olusum, prozensefalik boliinme ve
prozensefalik orta hat gelisimidir. Prozensefalik olusum bozukluklari, aprozensefali ve
atelensefali ile temsil edilir ve olduk¢a nadirdir. HPE ise, iyi bilinen bir prozensefalik bliinme
bozuklugudur. Ge¢cmiste HPE, "arinensefali" ile karistiriliyordu, dolayisiyla koku alma
yapilarinin yoklugu vurgulaniyordu. Daha sonra DeMyer ve Zeman 1963°te, HPE’de ana
nedensel faktor olarak prozensefalonun boliinme ve farklilagma eksikligini daha agik bir sekilde
tanimladi (14, 15). Prozensefalik orta hat gelisim bozukluklar1 arasinda ise korpus kallozum

agenezisi (CCA), septum pellusidum agenezisi (ASP) ve septooptik displazi (SOD) yer alir
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(16). Sekil 4’te prozensefalik gelisim bozukluklar1 spektrumu sematik olarak gosterilmistir.

Tablo 1°de ise prozensefalonun gelisim anomalileri listelenmistir.

Aprosencephaly Holoprosencephaly Commissural plate agenesis

[ > _ e A
N o l( A

A\ A

Yoy Lot
‘R i R |

Septo-optic dysplasia Agenesis of septum pellucidum Agenesis of corpus callosum

o
i
A

Hypoplastic optic nerves
Normal optic nerves

Sekil 4: Prozensefalik gelisim bozukluklar: spektrumunun sematik tasviri (17).

Tablo 1: Prozensefalik Gelisim Bozukluklar1 (14). (Volpe ve ark., 2000 ¢alismasindan

uyarlanmistir.)

Prozensefalik Olusum

1. Aprozensefali

2. Atelensefali

Prozensefalik Boliinme

1. Holoprozensefali

Orta Hat Prozensefalik Gelisim

1. Korpus kallozum agenezisi

2. Septum pellusidum agenezisi (serebral yarik +/-)

3. Septo-optik displazi

2.2.1. Prozensefalik Olusum Bozukluklari

2.2.1.1. Aprozensefali ve Atelensefali

Aprozensefali ve atelensefali, prozensefalik gelisim bozukluklarinin en siddetlisidir.

Aprozensefalide, tiim siire¢ meydana gelmez ve sonug, gelismemis bir beyin sapinin rostral

11



ucunda yer alan bir prozensefalik kalint1 ile hem telensefalon hem de diensefalon olusumunun
olmamasidir. Atelensefalide, diensefalon nispeten korundugu i¢in anomali daha az siddetlidir.
Bu bozukluklarin kokeni muhtemelen gebeligin ikinci aymnin basglangicindaki prozensefalik

gelisimin baglangicidir (18).

Aprozensefali-atelensefali, supraorbital bolgenin iizerinde ¢ok az hacme sahip carpici
derecede kiigiik bir kafatas1 ile karakterizedir. Anensefaliden ayrim, dermal yapilar ile kapl
saglam kafatasina dayanmaktadir. HPE’lili olgularda karsimiza ¢ikan siklopi (goziin st
kisminda bir hortum igeren tek g6z veya kismen boliinmiis goz) gibi yliz anomalileri, atelensefaliden
cok aprozensefali olgular1 ile iligkilidir. Aprozensefali letal bir durumdur; ¢cogu 6rnek, fetal
ornekler veya yenidogan déneminde Olen hastalar1 icermektedir. Atelensefali olgularinda

solunum disinda ¢ok az ndrolojik fonksiyonla yaklasik bir yil hayatta kalma gozlenmistir (18).

2.2.2. Prozensefalik Boliinme Bozukluklar:

2.2.2.1. Holoprozensefali

Holoprozensefalik bozukluklar spektrumu, prozensefalik gelisimin 6zellikle gebeligin 18.
ila 28. giinleri arasinda meydana gelen prozensefalik boliinmenin bozuldugu siddetli bir
bozukluktur. Bu spektrumda, 6n beyin malformasyonu o kadar siddetli olabilir ki, hem
telensefalon hem de diensefalonun olusumunda belirgin bir bozukluk olabilir. Bununla birlikte,
genel olarak, holoprozensefali terimi, boliinme bozukluklarinin tiim spektrumu igin kullanilir

ve temelde bozukluk, prozensefalonun yatay, enine ve sagittal boliinmesinin basarisizligidir
(18).

2.2.3. Orta Hat Prozensefalik Gelisim Bozukluklari

Orta hat prozensefalik gelisim bozukluklari, komissural, kiazmatik ve hipotalamik
plakalar etrafinda gergeklesir. Orta hat prozensefalik gelisim anormallikleri, prozensefalik
gelisim anormallikleri spektrumunun en hafifi olarak kabul edilebilir. Orta hat bozukluklari en
iyi iki genis bozukluk olan korpus kallozum ve septum pellusidum anormallikleri agisindan

tartigilir.
2.2.3.1. Korpus Kallozum Agenezisi

Komissural agenezi, li¢ komissiiriin herhangi birini veya tiimiinii i¢erebilir ve klinik
acidan bakildiginda, korpus kallozumun agenezisi en 6nemlisidir. Kallozal agenezi gergek bir
agenezi degil, bir heterotopizm bi¢imidir, ¢linkii orta hattt gegemeyen aksonlar, Probst

demetleri gibi heterotopik yollar olusturmak iizere yeniden yonlendirilirler. Ancak, korpus

12



kallozum kendi basina olusmaz; bu nedenle korpus kallozum agenezisi makul bir tanimdir.
Kallozal agenezi, kismi veya tam; izole veya karmasik (diger merkezi sinir sistemi anomalileri,
dismorfik sendromlar, kromozomal veya genetik anomaliler, edinilmis enfeksiy6z veya
vaskiiler lezyonlarla iliskili) olarak siiflandirilabilir. Kallozal hipoplazi terimi, muhtemelen
kesigsen akson sayisinin azalmasi nedeniyle, rostrokaudal dl¢giide dolu ancak enine kesitte dar
veya ince bir korpus kallozumu tanimlamak i¢in kullanilir. Kallozal agenezin karmasik
formlari, iligkili beyin bulgular1 ve/veya sendromik, kromozomal veya genetik durumlara sahip
olanlardir. Bu iliskili durumlarin tanimlanmasi 6nemlidir, ¢iinkii bunlar genellikle daha kotii

bir prognoz ile iligkilidirler (18).

Kapsamli bir literatiir taramasinda, CCA olan olgularda eslik eden anomalilerin
vakalarin %46'sinda ve kromozomal anomalilerin vakalarin %18'inde varoldugu bildirilmistir
(19). Birgok izole kallozal agenezi vakasi gézden kacabilecegi i¢in bu rakamlar abartilmig

olabilir ve izole kallozal agenezi vakalarinda kromozomal anomaliler daha nadiren goriiliir.

Korpus kallozumun tam agenezisi, en ge¢ 12 haftalik gebelikte ortaya ¢ikar. Kismi
formlar, gebeligin 20. haftasinda ortaya cikabilir. Kismi veya tam korpus kallozum agenezisi
veya hipoplazisi ile iliskili yaklasik 190 farkli sendrom bildirilmistir (20). Korpus kallozumun
agenezisi manyetik rezonans goriintileme (MRG) ile tanimlanan secili serilerde, ¢cogu vaka
eslik eden diger beyin anomalileriyle iliskilendirilmistir; en sik iliskili anomaliler arasinda,
Chiari II malformasyonu, miyelomeningosel, serebellar vermian hipoplazisi ve nodronal
migrasyon bozukluklar1 (sizensefali, lizensefali, pakigiri, polimikrogri, belirgin ndronal

heterotopyalar) yer alir.
2.2.3.2. Septum Pellusidum Agenezisi

Kavum septum pellusidumun gelisimsel anomalileri, tam veya kismi yoklugu ve kalic1
genislemeyi icerir. Septum pellusidum, her ikisi de komissural plakadan tiiretilmis olan anterior
korpus kallozuma benzer embriyonik kokenlere sahiptir. Septal yaprakgiklar arasindaki bosluk,
foramen monronun 6niindeki kavum septi pellusidi ve arkasindaki kavum vergaye boliinmiis
bir bosluktur. Cogu durumda, septal yaprakciklar tek bir septumda birlesir ve dogumdan 6 ay
sonra kavumu kapatirlar. Bu zamandan Once, septal yaprakgiklarin kismen veya tamamen
yoklugu, kavum septi pellusidumun yoklugu terimine yol agar. Daha sonraki postnatal
asamalarda, septum pellusidumun yoklugu terimi daha uygundur. Septum pellusidum, limbik
sistem icinde kritik bir gec¢is yapist oldugundan, bu yapidaki anormallikler ndropsikiyatrik
bozukluklarla iliskilendirilmigtir (18).
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Korpus kallozumun agenezisi gibi, kavum septi pellusidumun (veya dogumdan sonra
septum pellusidumun) yoklugu, klinik olarak daha ciddi prozensefalik gelisim
anormalliklerinin veya eslik eden gelisimsel olaylarin varligima dair 6énemli bir ipucudur.
Kavum septi pellusidinin yoklugu, sizensefali hastalarinin yaklasik {igte ikisinde mevcuttur.
Korpus kallozumun agenezisinde oldugu gibi, septum pellusidum yoklugunun klinik 6zellikleri

ve uzun vadeli norogelisimsel sonucu, esas olarak iliskili bozukluklara baglidir.

Kavum septi pellusidinin yoklugu, o kadar genis bir 6n beyin anomalileri yelpazesi ile
iligkilidir ki, prenatal goriintiilemede tanimlama i¢in kardinal bir anatomik yap1 haline gelmistir.
Yoklugu, temel bir malformasyondan ziyade anormal 6n beyin gelisiminin bir belirteci olarak
kabul edilir. Fetal MRG, septal yaprakeiklardaki anormallikleri giivenilir sekilde saptar ve
vakalarin %52'sinde fetal ultrasonografide belirgin olmayan ek beyin anomalilerini saptamaya

yardimc1 olur (21).
2.2.3.3. Septo-Optik Displazi

Septo-optik displazi sendromu ilk olarak 1953'te De Morsier tarafindan kavum septi
pellusidi yoklugu ile optik sinir hipoplazisi arasindaki iliski olarak tanimlanmistir. Daha sonra
hipotalamus-hipofiz fonksiyonu bozukluklar1 da bir tanmi kriteri haline gelmistir. Septo-optik
displazi tanist kliniktir ve optik sinir hipoplazisi, hipofiz hormonu anormallikleri ve orta hat
beyin kusurlarindan (septum pellusidum ve/veya korpus kallozum agenezisi) olusan klasik ti¢
anomalinin iki veya daha fazlasinin var olmasi ile tan1 konulur (22). Nadir bir konjenital
anomali olup insidans1 10.000 canli dogumda 1°dir. Erkeklerde ve kadinlarda esit siklikta

goriiliir ve daha geng annelerden dogan bebeklerde daha sik izlenmektedir (23, 24).

Fetusta septal yaprakgiklarin olmamasi (ve muhtemelen optik sinir hipoplazisinin
saptanmasi) temelinde bu tanidan siiphelenilebilir, ancak hipotalamus-hipofiz fonksiyon
bozuklugunun dogrulanmasit ancak postnatal donemde miimkiindiir (18). Bir pediyatrik
oftalmoloji kliniginden bildirilen, optik sinir hipoplazisi olan genis bir se¢ilmis pediyatrik olgu
serisinde, olgularin yalnizca kiiclik bir boliimiinde septum pellusidum yoklugu olmasina
ragmen, tam %72'sinde endokrinopati, 6zellikle biliylime hormonu ile iliskili bozukluklar
bildirilmistir (25). Optik sinir hipoplazisi ve septo-optik displazi, heterojen bir orta hat gelisim

bozukluklar1 grubunda akilda tutulmasi gereken bir antitedir.
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2.3. Tarihce

Holoprozensefali mitolojisinin ¢ogu siklopiye odaklanir. Ancak bu mitlerin ¢ogu
oldukca hayalidir ve siklopik infant ve hayvanlarin gdzlemlenmesi sonucu ortaya ¢iktigi
diisiiniilmektedir. ingiliz miizesinde yer alan Babil Tabletleri’ nde iilkeye felaket getirecek tek
gozlii bir canavar oldugundan; Yunan mitolojisinde ise Arimaspi’nin Kuzeydogu Iskit'in Altay
daglarinda yasayan tek gozlii insan oldugundan bahsedilir (26). Yunan mitolojinde
holoprozensefali, siklopslarin yasami ve davraniglarini konu alan Homeros'un Odyssey
destanindaki siklop ¢oban Polyphemos figiirii aracihigiyla yaklasitk MO 800 yillarinda antik
caglardan beri bilinmektedir (27).

Sekil 5: HPE ve siklopi tarihinde sanatsal kaynaklar (26).

A: Johann Heinrich Wilhelm Tischbein, Polyphemus adli eseri (1802). Landesmuseum Oldenburg,
Oldenburg. B: Smiling Cyclops, 1883. Museum of Fine Arts, Boston. C: The Cyclops, 1914. Tuval
iizerine yagli boya, Museum Kroller-Mueller, Otterlo, Hollanda.

17. yiizyila kadar bir siklopik yenidogan insan veya hayvanlar mistik ve efsanevi
anlatilarla iliskiliydi. 18. yiizyilda HPE ve diger anomaliler, taninabilir konjenital durumlar
olarak kabul edildi ve HPE vakalar1 toplanarak bilimsel yontemlerle agiklanmaya baslandi (27).
19. yiizyilda Etienne Geoffroy Saint-Hilaire ve oglu Isidore Geoffroy Saint-Hilaire (1832),
Vrolik (1834), Hannover (1884), Taruffi (1891) ve digerlerinin katkilar1 ile birgok teratolojik
calisma HPE ile ilgili 6nemli bilgiler saglamistir. 19.yiizyi1lda Hannover (1884) tarafindan 368
ve Taruffi (1891) tarafindan 184 siklopi olgusu raporlanmistir. Dareste (1891) ise vernikli
yumurta, sogutma, elektrik, manyetizma ve c¢esitli kimyasallar ile siklopi ile beraber diger

malformasyonlari1 deneysel olarak tiretmeyi basarmistir. Kundrat 1882°de olfaktdr yollarin ve
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bulbun olmamasi durumunu tariflemek i¢in “arinensefali” terimini ortaya atmistir. 20. yiizyilin
basinda 1904’te Ballantyne'nin anomaliler {izerine ii¢ ciltlik Antenatal Patoloji ve Hijyen El
Kitabinda (Ballantyne’s Manual of Antenatal Pathology and Hygiene- Volume 2, The Embryo)
Isidore Geoffroy Saint-Hilaire (1832) siklopiyi etmosefali (birbirinden probosis ile ayrilmis
siddetli derecede yakin yerlesimli gozler) ve sebosefali (tek burun deligi bulunan burun ile ayrilmis
yakin yerlesimli gozler) kelimelerini icat ederek siklosefaliler adi altinda gruplamistir. Ayrica
siklopi ile beraber probosisi (genellikle yliziin orta hattinda veya orta hattin sadece bir tarafinda
bulunan burun kemigi igermeyen etli, tiip/hortum benzeri bir yapr) tanimlamak icin rinosefalus
kelimesini, siklopi ile birlikte kii¢iikk mandibula ve anormal agiz yapisini tanimlamak i¢in
stomasefali kelimesini bulmustur (26).

1959 yilinda Yakovlev Serebral Malformasyonlarin Patoarkitektonik Caligsmalari
(Pathoarchitectonic Studies of Cerebral Malformations) eserinde "holotelensefali" kavramini
prozensefalonun lateral ventrikiiller ile serebral hemisferlerin ayrigmasindaki basarisizlig
tanimlamak i¢in kullanmistir (26).

Daha sonra 1963 yilinda DeMyer ve Zeman bu malformasyon sekansini daha dogru bir
sekilde tanimlayan “holoprozensefali” terimini Onermistir. DeMyer ve Zeman (1963) bu
anomaliyi alobar, semilobar ve lobar olmak iizere siniflandirmistir. Probst (1979) en siddetli
malformasyonu tanimlamak icin dorsal keseyi kullanarak holoprozensefalik spektrumu farkli
bir sekilde gruplamistir. Dorsal sakin alobar ve semilobar HPE tiplerinde bulunmasi ile birlikte
Probst siniflandirmasi ile DeMyer ve Zeman siniflamasinin Ortiistiigii sonrasinda anlasilmistir.
Tablo 2’de bu iki siniflandirmanin karsilastirilmasi goriilmektedir (26).

Tablo 2: Holoprozensefalinin DeMyer ve Zeman (1963) ve Probst (1979) karsilastirmal

siniflandirmalar (26).

DeMyer and Zeman (1963) Probst (1979)

Alobar, kese ile birlikte 1. Dorsal kese A
Alobar, kese icermeyen 2. Orta siddet A
Semilobar, kese ile birlikte 3. Dorsal kese B

4. Dorsal kese C

Semilobar, kese igermeyen 5. Orta siddet B
6. Orta siddet C
Lobar 7.Ps6dohemisferik
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1963’te DeMyer ve Zeman tarafindan bu malformasyon sekansinin tanimlanmasindan
sonra etiyolojiyi agiklamaya yonelik pek ¢ok calisma yapilmistir. Glinlimiizde de bu konudaki

calismalar devam etmektedir.
2.4.Epidemiyoloji

HPE agisindan yapilan epidemiyolojik calismalar c¢esitli zorluklar igermektedir.
Serebral anomali ve yiiz fenotiplerindeki genis ¢esitlilik ve holoprozensefalinin etiyolojik
heterojenligi, gézlemlenen c¢aligmalar arasi heterojenlige katkida bulunmaktadir. Embriyonik
ve fetal gelisimin erken asamalarindaki ytiksek letalite, HPE tespitini yasa bagimli hale getirir.
Ayrica HPE hakkinda yayinlanmis epidemiyolojik caligmalar1 degerlendirmedeki ana zorluklar
arasinda, farkli tanimlarin uygulanmasi ve vaka se¢iminde farkli stratejiler kullanilarak

vakalarin tespitinde farklilara neden olmasi sayilabilir (28).

Matsunaga ve arkadaglarinin 1962'den 1974'e kadar olan donemde 36.380 gebelik
liriiniinii inceledigi ¢alismada 250 gebelikte 1 siklik gozlemlenmistir; bu calisma HPE agisindan
maksimum prevalansi veren ¢alismadir (29). Bununla birlikte, daha ileri gebelik yaslarinda

HPE hakkinda nispeten az sayida epidemiyolojik ¢alisma yapilmistir (28).

2004 yilinda, Japonya’da yapilan HPE ile ilgili genis bir embriyonik c¢aligmada;
embriyolara, karakteristik kraniyofasiyal oOzelliklerine gore klinik olarak HPE teshisi
konulmustur. Carnegie evre 13 ila 23 arasinda degisen ki bu da yaklagik olarak son adet
donemine gore 6 ila 10 gestasyon haftasina denk gelmektedir; 44.000 insan embriyosu arasinda
201 HPE vakas1 saptanmigtir. Bdylece bu embriyonik popiilasyonda siddetli HPE prevalansi
50:10.000 olarak bulunmustur (30). Gergek siklik muhtemelen daha yiiksektir, ¢linkii HPE'nin
hafif formlari, 6zellikle kraniyofasiyal gelisimin erken evrelerinde saptanamamis olabilir. Bu
calismada HPE tipi belirlenmemis ve olgularin karyotip anomalisi tasiyip tasimadigi
belirtilmemistir.

Kagan ve arkadaslarinin 2010’daki ¢alismasinda, 11-13. gestasyon haftasinda 57.119
gebelikte 44 adet alobar HPE saptanmis olup sikligin1 7,7:10,000 olarak bildirmislerdir. Bu
caligmada saptanan yiiksek prevalansin nedenleri arasinda HPE’li fetuslarda, 6zellikle olasi
oliimciil kromozom anomalileri ile iligkili fetuslarda erken gebelik kayiplarinin dogumda tespit
edilen serilerde goriilmemesi ve bu nedenle bu popiilasyonun se¢ilmis bir popiilasyon olmasi
sayilabilir (31).

Blaas ve arkadaslari, gebeligin 16. haftasindan biiyiik veya esit olan, tetkik i¢in sevk
edilmis bir popiilasyonda 17 HPE olgusu ve 119.411 dogumluk se¢ilmemis bir popiilasyonunda
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ise 13 HPE’li fetus bildirmistir. Bu popiilasyonda lobar HPE vakalar: tespit edilmemis olup;
secilmemis fetal poplilasyonda HPE prevalansi 10.000 1,26 olarak bulunmustur (32).
Tayvan'dan yapilan bir arastirmada, antenatal ultrasonografi (USG) ile anomali tespit edilen ve
fetal karyotipleme i¢in sevk edilen vakalar arasinda siklik 10.000°de 6 gibi yliksek saptanmuigtir
(33). Bunun nedeni risk altindaki gebeliklerin se¢im yanliliginin bir sonucu oldugu
diistiniilebilir.

Kaliforniya'dan bir perinatal calismada 20 haftalik gebelik yasindan biiylik veya ona esit
1.035.386 canl1 veya 6liim dogum olgusunda 121 HPE tanist konmus ve prevalans 10.000°de
1,2 olarak saptanmistir. Bu olgularin 56’s1 alobar (%46), 24’1 semilobar (%20), 11’1 lobar (%9)
olup 30 olguda (%25) ise tip belirlenmemistir. Bu ¢alismada segilen popiilasyonda dogum
sonrasi bir yasina kadar olan tanilarin dahil edilmesi yiiksek prevalans ve hafif HPE tiirlerinin
nispeten yiiksek siklikta saptanmis olmasini agiklamaktadir (34).

Gebeliklerin sonlandirilmasi, 6lii ve canli dogumlar dahil olmak iizere genis uluslararasi
calismalarda, nispeten yiiksek prevalanslar bulmustur (35, 36). 2000-2003 yillar1 arasinda
Giliney Amerika’da hastane iliskili popiilasyonda 179 vaka saptanarak prevalans 10,000’de
2,16 bulunmustur (28). Uluslararas1 Clearinghouse Birth Defects Surveillance Registry
kayitlarinda 2000-2004 yillar1 arasinda 963 HPE vakasi tanimlanarak siklik 10.000°de 1,31
bulunmustur. Benzer prevalans 2000-2008 yilar1 arasinda 6.218.000 dogumda 827 HPE veya
arinensefalili olgunun saptandigi European Surveillance of Congenital Anomalies
(EUROCAT) kayitlarinda da bildirilmistir (35).

HPE caligsma popiilasyonlari, 6rneklerin yasina, HPE'nin saptanma zamanina, drnek
sayisina, belirli alt gruplara (6rnegin, kromozomal, kromozomal olmayan, karyotipi
bilinmeyen) ve popiilasyon tiiriine (secilmis veya se¢ilmemis) bagl olarak farklilik gosterir.
Embriyonik ve erken fetal popiilasyonlar ile perinatal popiilasyonlar arasindaki tutarsizlik, ilk
trimesterin baslarinda HPE'li fetuslarda ytiksek bir gebelik kay1p oranina isaret eder. Ek olarak,
bazi HPE vakalarinin perinatal olarak taninmamasi ve/veya kaydedilmemis olmas1 da olasidir.
Ozellikle normal yiizleri olan HPE’li yenidoganlar ve hafif serebral HPE tiirleri gozden
kacirilmaya miisaittir. Sonug olarak, farkli epidemiyolojik calismalarda HPE siklig1 degismekle
beraber 250 gebelikte bir veya 8.000 ila 16.000 canli dogumda bir goriildiigii soylenebilir (37,
38).

2.5.Holoprozensefali Varyantlari

HPE ilk olarak 1987 yilinda DeMyer tarafindan alobar, semilobar ve lobar olmak tizere
klinik siddete gore ii¢ klasik sinifa ayrilmigtir. Bu klasik formlara ek olarak, daha hafif bir HPE
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alt tipi olan orta interhemisferik (MIH) varyant veya sentelensefali, septopreoptik HPE ve
mikroform HPE daha sonra tanimlanmustir (39,40).

HPE, prozensefalonun ayrilmama derecesine gore giiniimiizde klasik olarak dort alt tipe
ayrilir (15, 41). Bu tipler, artan kortikal ayrilma sirasina gore; diffiiz kortikal ayrilmama ile
karakterize edilen alobar form; 6n loblarin ayrilmamasi ile karakterize edilen semilobar form;
frontal loblarin bazal yoniiniin ayrilmamasi ile karakterize edilen lobar form ve posterior frontal
ve parietal loblarin ayrilmamasi ile karakterize edilen orta interhemisferik varyanttir (42).
HPE’li olgularin yaklasik iicte ikisinde en siddetli form olan alobar formu mevcuttur (43).

2.5.1.Alobar HPE

Tek bir "monoventrikiil"tiin oldugu ve serebral hemisferlerin ayrilmadigi; en siddetli
HPE formudur. Alobar HPE, serebral hemisferlerin ¢ok erken ayrilma hatalarindan
kaynaklanir. Karakteristik radyografik bulgular1 arasinda, ilkel bir monoventrikiil ile tek bir
orta hatta on beyindir. Daha da 6nemlisi, monoventrikiiliin iletisim kurdugu bir dorsal kist
olgularin neredeyse hepsinde mevcuttur (16). Korpus kallozum, interhemisferik fissiir ve falks,
septum pellusidum ve olfaktor bulbuslar ve yollar olgularda mevcut degildir (44). Bazal
ganglionlar, talamus ve hipotalamus dahil olmak iizere derin gri ¢ekirdeklerin ayrilmamasi
liciincii ventrikiiliin gelismemesine neden olur (2, 45). Talamik ayrilma olmamasinin bir sonucu
olarak, tiglincii ventrikiil gelismez, bu da serebral omurilik sivisinin “gikigini” etkiler ve boylece
dorsal kistin olusumuna katkida bulunur (46). Baz1 olgularda, diensefalik displazi daha
posteriora uzanabilir ve mezensefalonu da icine alabilir (47). Bu tipte silvian fissiir genellikle
yoktur. Serebral giruslar birka¢ sulkus iceren alisilmadik derecede genis giruslarla

hipoplastiktir.

Beyin omurilik sivis1 ¢ikis obstriiksiyonu varsa makrosefali veya olmamasi durumunda
mikrosefali dahil olmak iizere ciddi kraniyofasiyal malformasyonlar en sik alobar tipte goriiliir.
Ek olarak, siklopi, sinoftalmi, hipotelorizm veya hipertelorizm dahil olmak {izere bir dizi okiiler
bulgu; probosis, orta hat orofasiyal yarik ve tek bir iist orta kesici dis bulgular eslik edebilir
(48). Sekil 6’da HPE ana varyantlarinin MRG goriintiileri ve siddet spektrumu goriilmektedir.
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ALOBAR SEMILOBAR LOBAR MIHV

Sekil 6: HPE varyant tiplerinin MRG goriintiileri (43).
2.5.2.Semilobar HPE

Semilobar HPE, serebral hemisferlerin 6n yiiziiniin ayrilmamasindan kaynaklanirken,
arka hemisferlerin baz1 boliimleri ayrilma gdsterir. Sag ve sol frontal ve parietal loblar
kaynagmistir ve interhemisferik fissiir sadece posteriorda mevcuttur. Ventrikiillerin 6n
boynuzlar1 ve septum pellusidum yoktur (44, 49). Ugiincii ventrikiil normalden kiiciiktiir ve
bazi olgularda dorsal kist bulunur. Derin ¢ekirdekler ve talamus arasinda degisen derecelerde
ayrilma vardir; hipotalamus ayrilmaz veya kaynasmis goriiniir, alobar tipte oldugu gibi,
diensefalik displazi daha arkaya dogru uzanabilir ve mezensefalonu birlestirebilir (50).
Splenium ve korpus kallozumun arka gdvdesinin ¢esitli kisimlart mevcuttur, ancak rostrum,
genu ve on govde dahil olmak iizere diger ana kisimlar1 yoktur. Interhemisferik fissiir ve falks
anteriorda yoktur, ancak posteriorda mevcuttur. (16, 45, 50). Silviyan fisslirler 6ne, mediyale
dogru yer degistirir ve frontal loblarla kaynasir. Boliinmemis 6n loblar genellikle kiigiiktiir.
Serebral giruslar, alobar varyanttaki kadar genis degildir. Ayrica, eslik eden kraniyofasiyal
anomaliler semilobar HPE’de mevcut olabilir, ancak genellikle alobar varyanttan daha az
siddetlidir (42).

2.5.3.Lobar HPE

Alobar ve semilobar formlardan daha az ciddi anatomik beyin kusurlar ile karakterize
edilir. Sag ve sol serebral hemisferlerin ve lateral ventrikiillerin ¢ogu ayrilir, ancak
telensefalonun en rostral yonii olan frontal loblar, 6zellikle ventralde kaynasmistir. Pratik bir
kural olarak, frontal loblarin toplam hacminin yarisindan fazlasinin lobar HPE olarak
siiflandirilmast i¢in ayrilmast gerekir; frontal loblarin yarisindan azi ayrilmigsa semilobar

HPE tanis1 daha uygundur (51). interhemisferik fissiir ve falks orta hat boyunca bulunur, ancak
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genellikle anterior hipoplazi ile birliktedir (3). Korpus kallozumun rostrum ve genu parcalari
olgularda yokken, govde parcasi degisken derecelerde ve splenium kisminin tamami mevcuttur
(16, 42,44). Lateral ventrikiillerin 6n boynuzlar1 genellikle kiigiiktiir veya yoktur; septum
pellusidum ise displastiktir veya yoktur. Bazal gangliyonlar ve talamus genellikle ayrilmistir ve
bir dorsal kist yoktur. Hipotalamus siklikla kaynasmis goriiniir. Silvian fissiirler semilobar HPE
vakalarina gore 6ne dogru daha az yer degistirmistir. Nadiren lobar HPE, orta hat subkortikal
heterotopiler ile de iliskilendirilebilir (40, 42, 44, 45, 49, 50).
2.5.4.0rta Interhemisferik Fiizyon Varyant HPE (MIHF / MIHV / Sintelensefali)

Orta interhemisferik varyantta, frontal ve oksipital loblar normal olarak birbirinden
ayrilmistir. Ancak, frontal ve pariyetal loblarin daha arka boliimlerinin farkli kisimlarini igeren
prozensefalik bir boliinme eksikligi mevcuttur (51). Bu formda korpus kallozum govdesi yok
iken korpus kallozumun genu ve spleniumu genellikle mevcuttur. Lateral ventrikiillerin 6n
boynuzlar1 normal olabilir ancak septum pellusidum yoktur (42, 49). Ugiincii ventrikiil olusur
ancak bireylerin %25-40'inda dorsal kist bulunabilir (39). Diger HPE varyantlar1 gibi, talamus
ve kaudat cekirdekler tam olarak ayrilmamis olabilir, ancak hipotalamus ve lentiform
cekirdekler ayrilmistir. Silvian fissiirleri mevcuttur ancak vertikal olarak oryante olabilir ve
anormal sekilde orta hatta baglanabilir (40, 42). Interhemisferik fissiir ve falks posterior frontal
ve parietal bolgelerde genellikle yoktur. Bu varyantta olgularda kraniyofasiyal defektler
tanimlanmamustir (39).

2.5.5.Septopreoptik HPE

Cok hafif bir HPE formu olarak kabul edilen septopreoptik HPE, 2010 yilinda Hahn ve
arkadaslar tarafindan tanimlanmistir. Tam ayrilmamis septal ve preoptik bolgeler telensefalik
yapilar oldugundan, yazarlar septopreoptik HPE'min HPE spektrumuna ait oldugunu
diisinmektedirler (52). Ayrilmama septal ve/veya preoptik bolgelerle sinirhdir, frontal
neokorteks hi¢ veya ¢ok az flizyone haldedir (3). Korpus kallozumun 6n kismi anormal bir
sekilde geligsmistir, rostrum yoktur veya hipoplastiktir ve genu hipoplastiktir, fakat gévde ve
splenium normaldir. Bazal gangliyonlar tamamen ayrilmistir ancak talamusta kismi kaynasma
mevcuttur (52). Bu hafif HPE formuna sahip olgularda hafif orta hat yiiz malformasyonlari
izlenebilir (42).

2.5.6.HPE'nin Mikroformlari (Mikroform HPE)

Goriintlilemede yapisal beyin anomalileri olmaksizin HPE ile iliskili kraniyofasiyal

anomalilerin varligi ile tanimlanan HPE'nin klinik alt tipleridir. Bu olgular bir ailede tek bir
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HPE’li olguda olabilecegi gibi klasik HPE formlarina sahip indekslerin akrabalarinda ortaya
cikabilir (53). Tablo 3’te bahsedilen HPE varyantlarinin anatomik olarak siniflandirilmasi

goriilmektedir.
Tablo 3: HPE varyantlarinin anatomik siniflandirmasi (2).

Kiigiik tek 6n beyin ventrikiili
Hemisferler aras1 boliinme yok
ALOBAR Olfaktér ampul ve yollarimin yoklugu
Korpus kallozum yoklugu

Derin gri ¢ekirdeklerin ayrilmamasi

Ilkel serebral loblar

Eksik interhemisferik boliinme
SEMILOBAR | Olfaktér ampul ve yollarinin yoklugu veya hipoplazisi
Korpus kallozum yoklugu

Derin gri ¢ekirdeklerin degisken ayrilmamasi

Tam geligmis serebral loblar
LOBAR Belirgin interhemisferik boliinme
Korpus kallozum yoklugu/hipoplazisi/normal gelisimi

Derin gri ¢ekirdeklerin ayrilmasi

Posterior frontal ve parietal loblarin ayrilmasinda basarisizlik
Kallozal genu ve splenium normal olarak olusur
MIHF Korpus kallozumun yoklugu

Normal ayrilmis hipotalamus ve lentiform ¢ekirdekler

Heterotopik gri madde

2.6. Holoprozensefalinin Prenatal Donemde Tanisi

Normal néroembriyoloji hakkinda 1iyi bilgi sahibi olunarak, anomalinin erken
belirtegleri gebeligin erken doneminde goriilebilir ve bazi 6nemli anormallikler bu dénemde
teshis edilebilir veya en azindan ilk trimesterde anomaliden siliphelenilebilir. Fetal beyni
degerlendirmek icin hem transabdominal hem de transvajinal yaklagimlar tanimlanmistir.
Transabdominal yaklasim rutin taramada en sik kullanilan yontem olsa da bunu transvajinal
tarama ile tamamlamak genellikle erken gebelikte yararlidir (54, 55). Santral sinir sisteminin
konjenital malformasyonlari i¢in prenatal ultrason duyarliligt %68 ile %92 arasinda degisir,
ancak standart muayenede kusurun kapsamli bir sekilde degerlendirilmesi ve teshisi genellikle
zordur (56, 57). Ultrason teknolojisindeki gelismeler ve sonografi uzmanlarinin erken gebelikte

taramaya asina olmasi ile ¢cogu fetal malformasyon artik ilk trimesterde tespit edilebilir. Fetal
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merkezi sinir sisteminin ilk trimester degerlendirmesi zordur, ¢iinkii bu sistem gebelik boyunca
onemli dl¢iide gelismeye devam eder (58, 59, 60).

Santral sinir sisteminin fetal defektlerinden genellikle erken tarama ultrasonu
degerlendirmesinde siiphelenilir, ancak her bir beyin anomalisinin dogru teshisi ve
siiflandirilmast i¢in uzman tarafindan ayrintili bir muayene gereklidir. Hamilelik sirasinda,
SSS malformasyonlari i¢in ultrason taramasi esas olarak orta trimester anomali taramasi
sirasinda gerceklestirilir ve ii¢ eksenel diizlemin, yani transventrikiiler, transtalamik ve
transserebellar diizlemlerin degerlendirilmesine dayanmakla bereber fetal omurganin temel
degerlendirmesi de bu tarama prosediiriiniin bir parcasidir (61, 62) Erken anatomik
degerlendirmenin potansiyeli onemli Ol¢lide artmis olsa da, ¢ogu SSS anormalligi igin, 20.
gebelik haftasindan sonra nérosonografik muayene Onerilir. Dogrudan teshis konulan ve takip
taramasina ihtiya¢ duyulmayan onemli istisnalar, ekzensefali-anensefali, biiyiik sefalosel ve
HPE gibi dliimciil veya 6liime yakin anomalilerdir (63). Beyin anormalliklerinin ¢ogu aslinda
1. trimesterde de mevcuttur, ancak bunlardan sadece birkag¢1 bu kadar erken bir asamada tespit
edilir. Histolojik olarak holoprozensefaliye son adet tarihinden itibaren 6 hafta veya Carnegie
evre 13'ten sonra tani konulabilir (64). Alobar HPE, gelismekte olan embriyoda ultrasonografi
yardimiyla en kolay teshis edilebilen HPE tipidir. 10 haftalik menstriiel yastan 6nce US ile tani
alan en az iki vaka raporu ve anormal yiiz morfolojisi ve "kelebek" isaretinin yoklugu temelinde
10 ila 14 hafta arasinda tespit edilen sayisiz vaka raporu mevcuttur. ilk trimesterde, her iki
koroid pleksusun aksiyel diizlemde goriintiilenmesi "kelebek" isareti olarak tanimlanmistir ve
bu isaretin olmamas1 alobar holoprozensefali i¢in ¢ok yliksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahiptir
(65). Sekil 7°de normal fetal beyinde ‘kelebek isareti’ ve HPE’de kelebek isaretinin yoklugunun

prenatal ultrasonografik goriintiisii gériilmektedir.

Sekil 7: Normal fetal beyinde ‘kelebek isareti’ ve HPE’de kelebek isaretinin
yoklugu (66).
A: Fetal beynin aksiyel goriiniimii. B: Normal bir birinci trimester fetusunda ventrikiilleri

dolduran belirgin koroid pleksuslar ("kelebek" isareti). C-D: Birinci trimesterdeki iki farkli fetusta
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holoprosensefali. 'Kelebek' isaretinin olmamasi, orta hattin bulunmadig1 ve 6n beyinde monoventrikiiler
bosluk.

Farkli HPE tiirleri arasinda alobar tip, ultrasonografik taniya en uygun olanidir. Ancak
tim HPE formlarmin ayirt edici 6zelligi kavum septum pellusidumun olmamasidir ve bu yapiya
dikkat edilmesi, daha hafif formlarin saptanmasini saglamak i¢in hayati 6nem tasir. Yiiz normal
ise, normal bir kavum septum pellusidumun gosterilememesi ciddi beyin malformasyonunun
tek ipucu olabilir. Normal bir kavum septum pellusidum rutin obstetrik US goriintiilerinde
gosterilemiyorsa, mevcut uzmanliga bagh olarak endovajinal US, ii¢ boyutlu hacim elde etme
ve fetal MRG ile dikkatli takip esastir. Gebeligin ikinci trimesterinda alobar HPE™min
ultrasonografik bulgulari, tek bir ventrikiiler bosluk ve interhemisferik fissiir, falks serebri,
korpus kallozum ve CSP gibi orta hat yapilarinin olmamasini igerir. Ek olarak, talamus
kaynagmis goriiniir ve genellikle bir dorsal kist bulunur. Yiiz profilinde, gozler, burun ve
dudaklar da anomali saptanabilir; bunlar arasinda probosis ile beraber olan veya olmayan,
hipotelorizm ve orta hatta kaynagik tek orbita (siklopi) veya orta hatta dudak ve/veya damak
yariklari gibi 6zellikler dahil olmak iizere normal yiiz goriiniimiine kadar degisken derecelerde
olabilir. Semilobar HPE'nin ultrasonografik gériiniimii, alobar tip ile karsilastirilabilir. Lateral
ventrikiillerin 6n boynuzlar1 ve septum pellusidum yoktur, ancak lateral ventrikiillerin arka
boynuzlar iyi gelismistir (67). Lobar HPE'de ise, lateral ventrikiillerin 6n boynuzlar septi
pellusidi ile kaynagsmistir. Koronal bdliimde frontal boynuzlarin catisi diizdiir, forniksler
kaynagmustir. Orta hatta interhemisferik fissiir ve falks serebri bulunur. Korpus kallozum
mevcuttur ancak tam olarak gelismemistir. Arka boynuzlar iyi gelismistir. Kaynasmis 6n
boynuzlarin bir sonucu olarak, 6n serebral arter disa dogru itilir ve interhemisferik fissiir yerine
beynin ylizeyinde ilerler (67, 68).

MIHV hem alobar hem de lobar HPE ozelliklerine sahip bir ara durumdur. On
boynuzlar, alobar HPE'ye goére daha gelismistir, ancak arka boynuzlar zayif bir sekilde
gelismistir ve tek bir ventrikiiler bosluk olarak goriiniir (67). Septi pellusidi yoktur. Talamus
tam olarak ayrilmamistir ve posteriyorda interhemisferik fissiir ve falks yoktur. Tablo 4’te farkl

HPE varyantlarinin nérogoriintiilleme 6zellikleri gosterilmektedir.
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Tablo 4: HPE tiirlerinin norogoriintiileme o6zellikleri (42).

HPE Alobar Semilobar Lobar MIH
varyanti
Norogoriintiileme
ozellikleri
Kortikal ayrilmama | Yaygin (holosfer) | Frontal Bazal frontal Posteriyor frontal
ve pariyetal
Korpus kallozum Yok Rostrum, genu ve Rostrum ve genu Govde yok, genu

govde yok,
splenium var

anteriyor govde
degisken var;
splenium var

degisken var,
splenium var

IHF and falks Onde ve arkada Sadece posteriorda | Onde hipoplastik Posteriyor frontal
tamamen yok mevcut ve arkada mevcut ve pariyetal
bolgede yok

Ventrikiiller Dorsal kist ile On boynuzlar yok; | ilkel én boynuzlar; | Normal veya

genis bir sekilde | arka boynuzlar ticlincii ventrikiil hipoplastik 6n
iletisim kuran mevcut, kiiciik olusur boynuzlar, ti¢iincii
monoventrikiil ticiincii ventrikiil ventrikiil olusur

Dorsal kist Genellikle Degisken olarak Yok Ya’linde var

mevcut mevcut

Septum pellusidum | Yok Yok Yok veya displastik | Yok

Talamus Genellikle Kismi fiizyon Genellikle V5- Y2’sinde

kaynagmig tamamen ayrilmig kaynagmig

Bazal ganglion Genellikle Kismi flizyon Degisken fiizyon Ayrilmig

kaynagmis (6zellikle kaudatin | derecesi
(talami ile tek bast)
kiitle
olusturabilir)
Hipotalamus Her zaman bir Cok sik olarak bir Genellikle bir Ayrilmig
dereceye kadar dereceye kadar dereceye kadar
kaynagmis kaynasmis (%98) kaynasmis (%83)
(%100)

Silvian fissiir Genellikle yok Kaynasmis frontal | Anterior ve Genellikle tepe
lob ile anterior ve mediyal olarak yer | noktasi iizerinden
mediyal olarak yer | degistirmis (genis orta hat boyunca
degistirmis (genis sylvian fissiir) ve anormal sekilde
silvian fissiir) ve kiiciik frontal loblar | baglanir
kii¢iik frontal loblar

Kortikal displazi ve | Cok az sulkus Nadiren ¢ok az On bolgelerde Cok yaygin

heterotopik gri iceren yaygin sulkus i¢eren genis | nadir orta hat

madde genis giruslarin giruslar subkortikal

sik varligi heterotopyalar

Serebral damar
sistemi

I¢ serebral
arterlerden
dallanan
damarlarin agi

Azigos On serebral
arter

Azigos On serebral
arter

Azigos On serebral
arter

[HF, Interhemisferik fissiir; MIH, holoprozensefalinin orta interhemisferik varyantt.

Son zamanlarda lobar HPE ve SOD'u ayirt etmek i¢in ek bir sonografik isaret
kullanilmaktadir. Lobar HPE'de, anterior serebral arter, iki frontal girus arasindaki anormal bir
kortikal doku kopriisii tarafindan genellikle frontal kemigin yaninda 6ne dogru itilir. Bu

‘kafatasinin altindaki yilan’ (snake under the skull) isareti olarak adlandirilir ve fetal beynin
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midsagittal goriinimiinde goriilebilmektedir (68). Sekil 8’de bu isaret ultrasonografik olarak

goriilmektedir.

A B

Sekil 8: "Kafatasinin altinda bir yilan" isaretinin ultrosonografik gosterimi (16).

A: 24. GH’da normal bir fetusta dallanan ve perikallozal artere (PA) yol agan anterior serebral arterin
(ACA) renkli Doppler gosterimi. B: 25 haftalik bir fetusta lobar holoprozensefali. Anterior serebral arter
dallanmasi (oklar), iki frontal girus (ok baslar1) arasindaki anormal kortikal doku kopriisii tarafindan
frontal kemigin yaninda ("kafatasinin altinda bir yilan" isareti) distan itilir.

MRG’nin fetal nérogoriintillemede yiiksek yumusak doku kontrasti, beynin her iki
tarafinin goriintiillenmesi ve genis goriis alan1 gibi pek ¢ok avantaji vardir (69). US o6zellikleri
kafa karistirict oldugunda ileri degerlendirme i¢in veya kavum septum pellusidum olmadiginda
ndroanatomiyi daha iyi tanimlamak i¢in fetal kraniyal MRG faydali bir aractir. Bununla birlikte,
MRG, egitimli operatdr tarafindan ilgili bir tanisal veya klinik sorguyu ele almak i¢in endike
oldugundan, yalnizca bir nérosonografik incelemeden sonra ve onu tamamlamak igin
yapilmalidir. Yaymlanmis kanitlar, deneyimli bir operator tarafindan, Uluslararasi1 Obstetrik ve
Jinekolojik Ultrasonografi Derneginin (/nternational Society of Ultrasound in Obstetrics and
Gynecology, ISUOGQG) fetal merkezi sinir siteminin ultrasonografik degerlendirilmesi giincel
kilavuzunda belirtilen kriterlere gore yeterli bir noérosonografik inceleme yapildiginda,
vakalarin yalnizca %7-15'inde bir MRG incelemesinin gerekli oldugunu gostermistir (70, 71,
72).

Hedefli nérosonografide, 6zellikle iyi bir iki boyutlu goriintiiniin elde edilmesinin zor
oldugu durumlarda, hem gelistirilmis ¢oziiniirliikten hem de ¢ok diizlemli goriintiileme
korelasyonu gergeklestirme olasiligindan yararlanmak i¢in ii¢ boyutlu ultrason yaklagiminin
kullanilmas1 énerilir (63). Ug boyutlu USG'nin ortaya ¢ikmasiyla, ventrikiiler sistemi dogrudan
degerlendirmek i¢in iic boyutlu hacimlerin kullanilmasi gibi ek teknikler tanida yarar

saglayabilir. Bu teknik, yiiksek riskli hastalarda erken teshis i¢in yardimer olabilir (73).
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Stashinko ve arkadaslarinin HPE'li yasayan 104 cocukla yaptigi ¢alismada, sadece
%22'sine dogum o6ncesi tan1 konulmustur (74). Farkli bir ¢alisma da dogum 6ncesi USG'nin
siddetli HPE'nin yiiz ve merkezi sinir sistemi anormalliklerini ilk trimester kadar erken
donemde gdsterebilecegini, ancak spektrumun daha az siddetli ucuna dogru ¢ok daha az duyarh
oldugunu belirtmektedir (75). Ultrason temelli tani ile postmortem otopsi bulgularini
karsilastiran yakin tarihli bir caligmada, otopsi 21 vakadan 17’sinde dogum 6ncesi HPE tanisini
dogrularken; iki olguda agir malformasyonlar nedeniyle kesin bir patolojik tan1 alinamamis ve
iki olguda HPE disinda ciddi karmasik beyin ve yiliz malformasyonlar1 saptanmigtir. Ultrason
ayni zamanda HPE tipini belirlemede tam olarak dogru sonug¢ vermeyebilmektedir; baska bir
calismada 17 vakanin yedisinde, prenatal tani ile belirlenen HPE tipi, postmortem otopsi ile
belirlenenden farkli saptanmistir (76).

2.7. Holoporozensefalide Klinik Ozellikler

HPE agsindan teshis stireci tipik olarak anormal dogum Oncesi beyin goriintiileme,
pozitif fizik muayene bulgular1 ve/veya pozitif aile dykiisii ile baslatilir. Miimkiin oldugunda,
kapsamli bir dismorfolojik degerlendirme, risk faktorlerinin belirlemesi ve aile dykiisiiniliniin
detaylandirilmas1 6nemlidir. Her olguda 6zgiil norolojik bulgularin ve HPE tipinin beyin
goriintiileme yoluyla belirlenmesi, prognoz tizerindeki etkileri goz 6niine alindiginda, hasta ve
ailesine uygun danismanlik verilebilmesi i¢in esastir. MRG, bu amag icin en yiiksek kalitede
verileri saglar ve kortikal beyaz cevherin ve derin gri ¢ekirdeklerin yapisal anormalliklerinin
ayrintili analizine izin verir (42). MRG yapilamiyorsa, fontaneller agikken yapilabilen US ve
radyasyon maruziyeti ile iligkili riskler tasiyan bilgisayarli tomografi goriintiileme diger
secenekler arasindadir. Prenatal olarak, erken tani saglamak hem bilimsel hem de psikolojik
acidan 6nemlidir, ¢linkii malformasyonlarin ciddiyeti aile iiyeleri arasinda duygusal etkilere yol
acar ve gebeligin sonlandirilmasina neden olabilir (76, 77).

Klinik yaklasim ve norogoriintileme sonrasinda olguda eslik eden sendromik
ozelliklerin varliginda 6n tanida diisliniilen hastaliga 6zgii testlerin planlanmasi; sendromik
HPE diisiiniilmeyen olgularda sitogenetik ve molekiiler testlerin planlanmasi ve sonuglara gore
genetik danismanin planlanmasi 6nerilmektedir. Sekil 9°de Raam ve arkadaslarinin 2011°deki

calismalarindaki HPE hastalarinda klinik ve molekiiler tan1 yaklasimi gosterilmistir.
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/—| Klinik Tam | _'/—} Norogoriintiilleme | — | Sendromik tam | — | Sitogenetik | —'| Genetik damisma

Prenatal segenekler Smith-Lemli-Opitz

Dismorfolojik send. . I, .
— N . Yitksek gozanarlikla karyoti
degerlendirme Ultrasonografi 7-dehidrokolesterol ¢ yeup
test1

Bilinen lokalizasyonlar igin
Cevresel risk ’—| Fetal MR Pallister-Hall send. FISH

faktorlerin belirlenmesi GLI3 molekuler test
Postnatal secenekler

— Molekiiler testler

P Meckel-Gruber send.
’—; Aile dykasi | US (fontaneller e e Ivi tanimlanmis
kapanmamis ise) lr;kallzasyonlarln

Diger sendromik dizilenmesi(SHH, SIX3.ZIC2)

'—i BT (radyosyon riski) antiteler Daha oz sik Iokalizasyonlarm

dizilenmesi
(TGIF,GLI2 digerleri)

MR(daha vavas,
sedasyon riski)

Mikroarray analizi

Kalittm modelini belirlemek igin test
sonuglarimn parental konfirmasyonu

Sekil 9:HPE hastalarinda klinik ve molekiiler tani icin onerilen bir protokol (37). Raam &
Solomon, 2011 ¢alismasindan uyarlanmistir. Hastalarda holoprozensefalinin nedenlerini teshis etmek

ve aydinlatmak i¢in 6nerilen klinik protokol.
2.7.1.Sagkalim

Genel olarak, HPE'li yenidoganlar i¢in 8liim orani yiiksektir, ancak bazi hastalar
yenidogan doneminin 6tesinde hayatta kalir ve daha az sayida hasta ise uzun yillar boyunca
hayatta kalir (78). 1985 ile 1998 yillar1 arasinda Kuzey Ingiltere'de HPE'li 24 canli dogan
bebegin; %33"i ilk 24 saat iginde, %581 ilk ay i¢inde oliirken, %29'u ilk bir y1l hayatta kalmigtir
(79). Mortalite, beyin malformasyonunun ciddiyeti, yliz malformasyonunun ciddiyeti,
kromozomal anormalliklerin varlig1 ve ¢oklu konjenital anomali sendromunun veya diger organ
tutulumunun varhig dahil olmak iizere gesitli faktorlerle iliskilidir (79, 80, 81). Izole HPE'li
(kromozomal anomalili ve sendromik olmayan) ¢ocuklar en uzun siire hayatta kalma egiliminde
olan grubu olusturur. Alobar HPE'li ¢ocuklar en yiiksek 6liim oranina sahipken, HPE'nin daha
hafif formlarina, yani lobar HPE ve MIH tip HPE'ye sahip ¢ocuklarin uzun yillar yasamasi
beklenmektedir. Hayatta kalma, beyin malformasyonunun ciddiyeti ile iliskili olsa da, her bir
HPE tipinde hayatta kalma konusunda hala énemli farkliliklar mevcuttur. izole alobar HPE'ye
sahip bazi ¢ocuklar ergenlige ve hatta yetiskinlige kadar hayatta kalmaktadir (78).
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2.7.2 Kraniyofasiyal Anomaliler

HPE'li olgularin %80 kadarina kraniyofasiyal anomaliler eslik eder. Yiiz ve okiiler
malformasyonlar, HPE'nin fenotipik spektrumunun ayrilmaz bir parcasidir. Beyin
malformasyonlarina tipik olarak bir kraniyofasiyal fenotipik spektrum eslik eder. Kafatasi
gelisiminin erken agamalarinda beynin biiyiimesi, yiiziin morfogenezi iizerinde dogrudan bir
etkiye sahiptir. Beyin malformasyonlar1 gibi, fasiyal anomaliler de farkli siddet dereceleri
gosterir ve hem iist hem de alt yiiz yarimin etkileyebilir.

Birkag sinyal yolu, yani Sonic HedgeHog (SHH), Bone Morphogenetic Protein (BMP),
Fibroblast Growth Factor (FGF) ve Nodal sinyali, beyin ve yiiz gelisimini kontrol ve koordine
eder. Beyindeki SHH sinyali, ayn1 zamanda yliz gelisimini de diizenleyen bir sinyallesme
merkezi olan Frontonasal Ektodermal Zonun indiiksiyonunu ve mekansal organizasyonunu
kontrol ederek yiiz gelisimini dogrudan etkiler (82, §83).

HPE'deki ana yiiz fenotipleri arasinda siklopi, anoftalmi veya mikroftalmi, probosis, tek
burun deligi, etmosefali, sebosefali, hipotelorizm, median yarik damak-dudak yer alir. HPE’lili
olgularda kraniyofasiyal bulgular siddetli ucta siklopi, sinoftalmi veya probosis iken hafif
olgularda normal yiiz 6zelliklerine kadar degisen bir fenotip gosterir.

Yiiz 6zellikleri genellikle beyin malformasyonunun ciddiyeti ile iligkilidir. DeMyers ve
arkadaglarinin 1964 yilindaki ¢alismasinda "Yiiz beyni tahmin eder" climlesi vakalarin
%80'inde dogrulanmustir (52, 84, 85, 86). Siklopi ve etmosefali gibi agir bulgular her zaman
alobar HPE ile iliskilidir (85). Bununla birlikte, vakalarin %19'unda yiiziin tanisal olmadigi
bulunmustur (88). Bu vakalarda, orta yiiz hipoplazisinin derecesi, prozensefalon tutulumunun

ciddiyetiyle orantil1 degildir. Tablo 5’te yiiz ve beyin fenotiplerinin paralelligi gosterilmektedir.
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Tablo 5: "Yiiz genellikle beyni tahmin eder". Yiiz ve beyin fenotiplerinin paralelligi (2).

Grup Morfoloji HPE derecesi
Tek veya ¢ift goz

(I) Siklopi . Alobar
Probosis

Ayr orbitalar
(IT) Etmosefali Asir okiiler hipotelorizm Alobar

Probosis

Okiiler hipotelorizm
(IIT) Sebosefali Alobar
Probosis, tek burun deligi ile

Okiiler hipotelorizm

Alobar veya Semilobar
(IVA) Orta hat yarik dudak

Diiz burun

Okiiler hipotelorizm

Semilobar veya Lobar
(IVB) Orta hat yarik dudak (tam veya kismi)

Diiz burun

Burnun anomalileri arasinda burnun tam yoklugu, nazal kikirdagin agenezisi ve
probosis  bulunur. Damak anomalileri arasinda ¢esitli mediyan veya lateral yariklar, bifid
uvula, yiiksek damak ve iist labiyal frenulumun olmamasi yer alir (89).

Hafif derecede etkilenmis aile iiyelerindeki minimal yiiz anomalileri kolayca gézden
kacabilir Belirgin kraniyofasiyal bulgular1 olmayan bireylerde yaygin kraniyofasiyal 6zellikler
arasinda mikrosefali (hidrosefali makrosefali ile sonuglanabilmesine ragmen), hipotelorizm,
basik burun sirt1 ve yarik dudak ve/veya damak yer alir. Tek bir iist orta kesici dis mevcut
olabilir; bu bulgu spesifik olmayan bir bulgu olmasina ragmen, otozomal dominant mikroform
HPE'de ayirt edici bir 6zellik olabilir (90, 91, 92).

2.7.3.Gelisimsel Kusurlar

Gelisimsel yetersizlikler, HPE'li hemen hemen tiim ¢ocuklarda mevcuttur. Gelisimsel
yetersizligin derecesi genellikle ndrogoriintilemede beyin malformasyonunun ciddiyeti ile
iligkilidir (78).

Alobar HPE'li ¢cocuklar minimal gelisimsel ilerleme gosterir ve genellikle agir global
gelisimsel bozukluklara sahiptirler (78). Alobar HPE'li ¢ocuklarda yapilan bir ¢aligmada
olgularin higbirinin bagimsiz oturamadigi, nesnelere uzanip ulasamadigr ya da sdzcik

sOyleyemedigi gozlenmistir (86).
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Semilobar HPE'li ¢ocuklar i¢in gelisimsel sonuglarin araligi ise ¢ok genistir. Semilobar
HPE'li baz1 ¢gocuklar ¢ok az gelisimsel ilerleme kaydederken, digerleri 6zellikle alict dil olmak
iizere biligsel beceriler ve dil becerilerinde 6nemli gelisme gosterir (78).

Lobar HPE'li ¢ocuklarin motor becerileri ¢ok daha iyi gelisir. Yaklasik yarisinda normal
el islevinde hafif bozulma vardir, bagimsiz olarak veya yardimla yiiriiyebilir ve tek kelimelerle
veya birden fazla kelimeden olusan cilimlelerle konusabilir (86). Lobar HPE ile
karsilastirildiginda, MIH tip HPE'ye sahip ¢ocuklar biraz daha 1yi el/kol islevine ve konusma
ve benzer hareketlilige sahiptirler (39).

2.7.4.Hidrosefali

Bir dorsal kistin varligi ve/veya talamusun ayrilmamasi hidrosefali gelisimi ile
yakindan iligkilidir. Talamik ayrilmamanin iigiincii ventrikiilden BOS ¢ikisini bloke ettigi ve
bu nedenle hidrosefaliye yol actigi varsayilmaktadir (46). Ventrikiiloperitoneal sant bu
olgularda artmis intrakranial basin¢ semptomlarini hafifletebilir. Hidrosefali olmayan HPE'li
olgularin hemen hepsinde mikrosefali beklenir. Alobar HPE'li ¢ocuklarin sant ihtiyaci olma
olasilig1, diger HPE tiirlerine sahip ¢ocuklara gore daha fazladir (78).

2.7.5.Nobetler ve Epilepsi

HPE'li ¢ocuklarin yaklasik yarist en az bir kez ndbet gegirmistir ve Carter Center veri
tabanina kayitlh HPE'li cocuklarin yalnizca yaklasik %40'inda (182 olgunun 73’iinde)
antiepileptik ilaclarla tedavi gerektiren epilepsi goriilmiistiir (78, 86). Bu olgularda nobetler
ayrica hipernatremi veya hipoglisemi gibi endokrinolojik anormallikler tarafindan da
tetiklenebilir. Nobetlerin baglangici genellikle bebeklik donemindedir. Bu c¢ocuklar1 gesitli
nobet tipleri etkilerken, en sik goriilen tip %43 oran ile karmasik parsiyel nobetler olarak
bildirilmistir. Inat¢1 ndbetler, epilepsisi olan HPE hastalarmin yaklasik iigte birinde goriiliir ve
daha belirgin kortikal malformasyonu olan olgularda daha sik izlenir (78).

2.7.6.Motor Bozukluklar

Anormal kas tonusu ve bozulmus koordinasyon, HPE'li hemen hemen tiim ¢ocuklarda
bir dereceye kadar goriiliir, ancak MIH ve lobar HPE'si olan bazi ¢ocuklarin minimal motor
bozuklugu ile seyrettigi goriilmiistiir. Cogu ¢cocukta trunkal hipotoni, iist ekstremitelerde distoni
ve alt ekstremitelerde daha fazla spastisite goriilen karisik paternler yaygindir. Bebeklik
donemindeki hipotoni, ¢gocuk biiyiiyiip gelistikge spastisite ve/veya distoniye ilerleyebilir (78).

2.7.7.0romotor Disfonksiyon ve Beslenme

Agir motor bozuklugu olan ¢ocuklarda daha ¢ok yutma bozuklugu gériiliir. Bu nedenle,
alobar ve semilobar HPE'si olan hemen hemen tiim ¢ocuklarda bazi yutma sorunlar1 goriiliir.

Bu ¢ocuklarin yaklasik tigte ikisi, aspirasyon riski veya yetersiz oral alim nedeniyle gastrostomi
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tiipli ile beslenmektedir. Yutma bozuklugu olan ¢ocuklar akut aspirasyon pnémonisi ve kronik
akciger hastalig1 gelisimi icin risk altindadirlar. Tekrarlayan mikroaspirasyon, akut aspirasyon
Oykiisii olmadan kronik akciger hastaligina yol acgabilir. Oromotor disfonksiyonun yani sira
yarik dudak/damak gibi yiiz anomalileri ve konjenital nazal piriform agiklik darlig1 da beslenme
sorunlarina katkida bulunur. HPE'li ¢ocuklar, beslenme ve hormonal nedenler dahil olmak
iizere ¢esitli nedenlerle yasitlarindan boy ve kilo olarak geri olma egilimindedirler. (78).
2.7.8.Akciger Sorunlari
HPE ve oromotor disfonksiyonu olan g¢ocuklar aspirasyon ve tekrarlayan solunum
problemleri ve/veya kronik akciger hastaligi gelistirme riski altindadir. HPE'li ¢ocuklarda
ayrica yiiz anomalileri nedeniyle iist solunum yolu tikaniklig1 da olabilir. Santral apne, daha
agir etkilenen olgularda mevcut olabilir ve alobar HPE'li ¢ocuklarda, yagsamin ilk birkag
aymdaki yiiksek mortalite oranina muhtemelen 6nemli 6l¢iide katkida bulunmaktadir (78).
2.7.9.Gastrointestinal Problemler
Serebral palsili ve diger ndrogelisimsel engelli ¢ocuklarda oldugu gibi, mide-bagirsak
sorunlar1 bu ¢ocuklarda da yaygindir. Genel olarak, gastrointestinal sistem normaldir, ancak
hastalarda, muhtemelen sinir sistemi tarafindan anormal regiilasyona bagl olarak zayif gastrik
bosalma, gastrodzofageal reflil ve kabizlik gibi fonksiyonel bozukluklar vardir (78).
2.7.10.Hipotalamik Disfonksiyon
Hipotalamik ¢ekirdekler, homeostaz, uyku, sicaklik, istah ve susama gibi 6nemli viicut
fonksiyonlarinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Goriintiileme yoluyla tespit edilmis
hipotalamik ayrilmama, HPE'li cocuklarda hipotalamik iglev bozuklugu ile iliskilendirilmistir
(86). HPE'li cocuklarda anormal uyku-uyaniklik dongiileri, sicaklik istikrarsizligi ve bozulmus
susama mekanizmalar1 yaygindir. HPE'li ¢ocuklarda degisen ve diizensiz uyku-uyaniklik
dongiileri yaygindir; glindiiz-gece tersine donmesi, ¢ocuklarin her seferinde yalnizca birkag saat
uyudugu pargalanmis uyku diizenleri, azalan uyku ihtiyaci ve artan uyku ihtiyaci dahil olmak
iizere cesitli paternler gézlenir. HPE'li baz1 ¢ocuklarin viicut sicakliklar: baslangigta normalden
daha diistikken, bazilar1 enfeksiyonun eslik etmedigi durumlarda da normalden daha yiiksek
viicut sicakliklarina sahiptir ve bazilar1 her iki u¢ noktaya da gidebilmektedir (78).
2.7.11.Endokrin Disfonksiyon
Diger orta hat beyin anomalilerinde oldugu gibi, endokrinolojik anormallikler HPE’li
olgularda da oldukc¢a yaygindir. HPE'li 117 hastay1 iceren bir ¢alismada, klasik HPE'li
hastalarin yaklasik %70'inde merkezi diyabetes insipidus, %11’inde hipotiroidizm, %7’sinde

hipoadrenokortisizm ve %5’inde biiylime hormonu eksikligi gibi 6n hipofiz hormonu
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eksiklikleri saptanmistir (93). Bu endokrin anormallikler yenidogan doneminde olmayip zaman
icinde gelisebilir ve bu nedenle bu agidan bu olgularin periyodik izlemini gerektirir.

2.8. HPE Etiyolojisi

HPE etiyolojik olarak olduk¢a heterojendir ve bir dizi hem ¢evresel hem de genetik

neden tanimlanmistir. Sekil 10°da HPE etiyolojisinin dagilimi sekilsel olarak gosterilmistir.

Ana HPE genlerindeki Diger genlerdeki
mutasyonlar (SHH, ZIC2, mutasyonlar

SIX3, TGIF)

Submikroskopik
kromozomal
degisiklikler (mikroarray
ile tespit edilir)

Sitogenetik anomaliler
(trizomi 13, triploidi
vb.)

Bilinmeyen/muhtemel
¢evresel etkiler (maternal
diyabette artmis risk vb.)

Sendromik (SLOS vb.)

Sekil 10: HPE etiyolojisi (94).

2.8.1.Genetik Dis1 iliskili Durumlar

Genetik olmayan nedenler arasinda maternal hastaliklar, maternal terapotik madde
kullanimi, maternal non-terapotik madde kullanimi, nutrisyonel nedenler, gebelik 6zellikleri,
iireme hikayesi ve sosyodemografik faktorler sayilabilir. HPE i¢in genetik olmayan risk
faktorlerinin degerlendirilmesi i¢in dort ana vaka-kontrol ¢aligsmas1 mevcuttur. Bu dort calisma;
Teratolojik Calismalar icin insan Embriyo Merkezi- Kyoto Embriyo Caligmasi (Human
Embryo Center for Teratological Studie, Kyoto Embryo Study), Kaliforniya Dogum Kusurlari
Izleme Programu (California Birth Defects Monitoring Program, CBDMP), Latin Amerika
Konjenital Malformasyon Calismasi (Latin American Study of Congenital Malformations,
ECLAMC) ve Ulusal Dogum Kusurlarin1 Onleme Calismasi (National Birth Defects Prevention
Study (NBDPS)’dir. Bu c¢aligmalara ek olarak, diyabet ve obezite gibi belirli risk faktorlerine
iliskin birkag¢ farkli epidemiyolojik calisma da mevcuttur. Asagida genetik olmayan iliskili
durumlar bu ¢alismalar ve ek ¢aligmalar kapsaminda tek tek degerlendirilmistir.

Bugiine kadar HPE icin ¢ok az sayida genetik olmayan risk faktorii kesin olarak

tanimlanmistir; diyabet bunlar arasinda en yaygin olarak c¢alisilan ve calismalar arasinda
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oldukea tutarli sonuglarla en giiclii iliskilerle sonuglanan risk faktoriidiir. Daha fazla ¢alisma
gerektirebilecek diger potansiyel risk faktorleri arasinda salisilat kullanimi, solunum yolu ve
cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar ve epidemiyolojik ¢alismalarda muhtemelen iligkili olarak
tanimlanan yardimci iireme teknolojilerinin kullanimi yer almaktadir. Diyet kalitesi ve
multivitamin takviyelerinin kullanimu ise riskin azalmasiyla iliskili olabilir.

Genetik etiyolojiye sahip HPE olgularinin ¢alismalarda dislanmasi, HPE i¢in genetik
olmayan risk faktorlerini incelemek acisindan onemlidir. Etiyolojik olarak heterojen vaka
gruplarin1 kullanan ¢aligmalar, potansiyel genetik olmayan risk faktdrlerinin tanimlanmasini
engelleyebilir. Ornegin, kromozomal anomalileri olan farkli oranlarda vakalarmn dahil edilmesi,
anne yast ile HPE arasindaki iligkiyle ilgili caligmalarda goriilen degiskenlikten sorumlu
olabilir. Bu calismalardaki bir diger énemli faktor, tiim olgularin gercekten HPE'ye sahip
olmasin1 saglamaktir. Baz1 ¢alismalarda HPE tanisi yiiz fenotipine dayandirilmaktadir ve bu
durum HPE’liye sahip ancak anormal yiiz 6zelliklerine sahip olmayan olgularin kacirilmasina
neden olmaktadir. Gelecekteki calismalar, HPE i¢in genetik olmayan risk faktorlerini
belirlemeye yetecek kadar biiyiik bir 6rneklem boyutuna ulagmak i¢in muhtemelen birden ¢ok
arastirmact arasinda is birligi gerektirecektir. Bu calismalar HPE’nin genetik olmayan
nedenlerini aydinlatma agisindan oldukga kiymetli olacaktir.

2.8.1.1.Maternal Hastaliklar

2.8.1.1.1. Diyabetes Mellitus

Genetik olmayan nedenler arasinda diyabet en yaygin olarak g¢alisilan ve c¢aligsmalar
arasinda oldukga tutarli sonuglarla en gii¢lii iliskinin tanimlandig: risk faktoriidiir. Maternal
diyabet, HPE de dahil olmak iizere ¢ok sayida dogum kusuru i¢in bir risk faktoriidiir (95). Hem
gestasyonel hem de pregestasyonel diyabette HPE i¢in artmis bir risk mevcut olmakla birlikte;
insiilin gerektiren pregestasyonel diyabet yaklasik 10 kat artmis risk ile en yliksek non-genetik
HPE risk faktoriidiir (96, 97). Artmus oksidatif stres, hipoksi, apoptoz ve epigenetik
degisiklikler de dahil olmak iizere maternal hipergliseminin dogum kusurlarinin bir nedeni
olarak etkilerini ac¢iklamak icin ¢esitli mekanizmalar Onerilmistir (98). Multivitamin
takviyeleri, diyabetle iliskili baz1 dogum kusurlar riskini azaltabilir; ancak diyabet, folik asit
iceren takviyeler alan kadinlar arasinda bile HPE i¢in giiglii bir risk faktoriidiir (99, 100). Fare
modelinden elde edilen sonuclar, vaka serilerinden elde edilen gozlemlerle tutarlidir. Bir fare
calismasinda, diyabeti indiiklemek i¢cin hamile farelere gebeligin 2. giliniinde intraperitoneal
olarak streptozotosin verilmis ve yavrular arasinda HPE dahil ¢esitli konjenital anomalilerin
orani gozlenmistir. Diyabetik farelerin HPE yavru verme riski daha yiiksek iken; bu risk, insiilin

ile tedavi edilen fareler arasinda azalmistir. Onceden var olan diyabetle ilgili dort
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epidemiyolojik calisma ve gestasyonel diyabet ile ilgili dort caligmadan {i¢ii HPE'li bebeklerin
anneleri arasinda diyabet prevalansinin kontrol annelerine gore en az iki kat daha yiiksek
oldugunu gozlemlemistir (4, 34, 101, 102, 103 104).

2.8.1.1.2. Enfeksiyonlar

HPE'li bebeklerin anneleri arasinda ¢esitli enfeksiyonlar bildirilmistir (105). Konjenital
sitomegaloviriis (CMV) enfeksiyonu, cesitli vaka raporlar1 ve vaka serilerinde HPE'in olasi
bir nedeni olarak tanimlanmistir (106, 107, 108, 109). Ancak, bu vakalarin birgogunda
konjenital CMV dokiimantasyonu eksikti. HPE'li ¢ocugu olan annelerde bildirilen diger
enfeksiyonlar arasinda, fetal gelisimin ilk haftalarinda dokiintii ve yiiksek ates ile prezente olan
bir annede kizamikgik siiphesi ile herpes simpleks ve konjenital sifiliz kanit1 gosteren trizomi
13 olan HPE’li iki olgudur (108, 110). CMV'de oldugu gibi, bu konjenital enfeksiyonlarin
dokiimantasyonu eksiktir. Farkli epidemiyolojik ¢aligmalar, hamilelik sirasinda solunum yolu
hastaliklari, solunum yolu enfeksiyonlar1 veya grip geciren anneler arasinda HPE riskini
arastirmistir. Bu ¢alismalardan ECLAMC c¢alismasinda, influenzali anneler ve solunum yolu
hastalig1 olan annelerde risk artis1 rapor edilmisken NBDPS ¢alismasinda gebelik sirasinda
solunum yolu enfeksiyonu veya ates ile HPE arasinda bir iligki bulunamamustir (4, 102, 111).

2.8.1.1.3. Yiiksek Kan Basinci

HPE ile maternal yliksek kan basinci arasindaki iligkiler, epidemiyolojik calismalarda
arastirilmistir, bunlarda HPE ile yiiksek kan basinci arasinda iligki tanimlanmamustir (4, 111)

2.8.1.1.4. Anemi

2000’de Croen ve arkadaslarmin ¢alismasinda, anemisi olan annelerde HPE riskinin
arttigr rapor edilmistir, ancak sonraki bir calismada bdyle bir iligki bulunmamistir. Ayni
calismada HPE ve hamilelik sirasinda demir takviyesi kullanimi da incelenmis ve bir iliski
goriilmemistir (4, 102).

2.8.1.1.5. Diger Maternal Hastaliklar

Arastirmacilar, HPE ile cilt sorunlari, alerjiler, idrar yolu enfeksiyonu ve yaralanma
arasindaki iliskileri aragtirmak icin CBMDP caligmasinin verilerini kullanmis ve hicbir iliski
tespit edilmemistir (4).

Gebeligin ilk 8-10 haftasi boyunca fenilalanin seviyeleri yiiksek olan fenilketontirili bir
anneden dogan tek bir lobar HPE vakasi bildirilmistir ancak maternal yiiksek fenilalanin

seviyeleri ile HPE iligkisini kanitlayacak baska veri mevcut degildir (112).
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2.8.1.2. Hamilelik Ozellikleri ve Ureme Hikayesi

Ikiz gebelikler, HPE de dahil olmak {izere birka¢ farkli dogum kusuru tiiriiyle
iliskilendirilmistir (113). Monozigotik ikizlerdeki HPE gibi erken yapisal kusurlarin orta hat
alanindaki boliinme bozukluklarini temsil edebilecegi varsayilmistir (114, 115). Calismalar
tutarli bir sekilde HPE vakalarinin yaklasik %6'sinin ikizlerin veya ¢ogul dogumlarin bir tiyesi
oldugunu bulmustur; bu yiizde beklenenden daha yiiksek bir yiizdedir. Bu nedenle c¢ogul
gebelikler HPE agisindan bir risk olarak tanimlanabilir (79, 111, 116).

2.8.1.2.1. Cinsiyet oram

Cinsiyet orani, HPE i¢in potansiyel bir risk faktorii olabilir, ¢linkii literatiirde HPE'li disi
olgularin fazlalig1 stirekli olarak rapor edilmistir (108, 111, 117) HPE vakalar1 arasinda disilerin
baskin olmasinin nedeni belirsizdir. Disi embriyolar, HPE'ye neden olan bozulmalara kars1 daha
duyarl olabilir veya erkek embriyolarin spontan diisiik yoluyla kaybolma olasilig1 daha yiiksek
olabilir. HPE'li embriyolarin biiyiik bir kism1 dogum o6ncesi kaybedilir; ancak, dogum Oncesi
olarak 16-36. gebelik haftalarinda tanimlanan fetuslar arasinda esit bir cinsiyet orani, gebeligin
bu sonraki asamasindaki kayiplarin erkeklerde daha sik goriilmedigini géstermektedir (29,118).
Cinsiyet oran1 diger dogum kusurlarinin varligina veya yokluguna ve HPE'nin alt tiplerine gore
degisir (80, 102,116,119) HPE vakalar1 arasinda ve alt tiirler icinde degisen cinsiyet oraninin
nedenlerini belirlemek i¢in daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ vardir.

2.8.1.2.2. Hamilelikte Vajinal Kanama

Hamilelikte vajinal kanama ile HPE iliskisi ECLAMC ve Kyoto Embriyo
Calismasindaki verilerde iliskili olarak tanimlanmistir. Kyoto ¢alismasinda, HPE’li ¢ocugu
olan annelerin %70’inde vajinal kanama bildirilmigken, bu oran kontrol grubu i¢in %26’dir. Bu
caligmalar vajinal kanama ile HPE nin iliskili olabilecegini destekler niteliktedir (29, 102).

2.8.1.2.3. Adet Dongiileri

Kyoto embriyo ¢aligmasinda vaka ve kontrol anneleri arasinda adet dongiisii
diizensizligi agisindan fark gézlenmemistir (29). Ancak CBMDP tarafindan yapilan ¢calismada,
11 yasin altinda menars olan annelerin, 12-14 yas arasinda menars olan annelerle

karsilastirildiginda HPE i¢in artmis 2 kat riske sahip oldugu saptanmistir (4).
2.8.1.2.4. Parite

CBMDP ve Kyoto embriyo calismasindaki verilerle yapilan calismalarda HPE ile
onceki canli dogumlarin sayis1 arasinda bir iligki gozlenmemis, ancak Kyoto embriyo
caligmasinda parite siirekli bir degisken yerine kategorik olarak ele alindiginda daha diisiik

parite ile artan risk saptanmistir (4, 29).
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2.8.1.2.5. Fertilite Tedavileri

Annenin hamilelik sirasinda salisilat ve diger ilaglarin kullanim1 gibi baska potansiyel
risk faktorleri olmasina ragmen, bir HPE vakasinda inseminasyon islemi kullanimi
bildirilmigtir. NBDPS'den elde edilen veriler, yardime1 iireme teknolojilerinden gecen anneler
arasinda HPE riskinin arttigini, ancak genel olarak bu durumun dogurganlik tedavileri i¢in
gecerli olmadigini gostermektedir (111).
2.8.1.3. Sosyodemografik Faktorler

2.8.1.3.1. Yas

Anne yas1 tutarsiz bir sekilde HPE ile iliskilendirilmistir, baz1 arastirmalar geng anneler
arasinda daha diisiik riskler ve daha yagh anneler arasinda daha yiiksek riskler bulurken,
digerleri hem genc hem de daha yasli anneler arasinda artmis risk bulurken farkli arastirmalar
yasla hicbir iliski bulmaz (102, 108, 111, 117, 120). Bu varyasyonun bir kismi, bazi HPE
arastirmalarina kromozom anormallikleri (trizomiler dahil) olan bebeklerin dahil edilmesinden
kaynaklaniyor olabilir. HPE ile baba yas1 arasindaki iliskiyi arastiran ¢alismalarda ise higbir
iligki gézlenmemistir (29, 34, 102).

2.8.1.3.2. Irk / Etnisite

Amerika Birlesik Devletleri ve Birlesik Krallik'ta yiriitiilen dort calismada, beyaz
olmayan anneler arasinda beyaz olan annelere gore daha yiiksek HPE riskleri gbzlemlenirken,
Hawaii'de yapilan bir ¢aligmada Pasifik Adalilara kiyasla Uzak Dogu Asyalilar arasinda daha
bliylik bir risk goriilmiistiir (108, 120, 121). Baba irki/etnisite ile HPE arasindaki iligkiyi
arastiran bir ¢alismadaysa higbir iligki tespit edilmemistir (4).

2.8.1.3.3. Sosyo-Ekonomik Durum

Liseden daha az egitime sahip annelerin HPE riski, lise egitimi olan annelere kiyasla
daha yiiksek saptanmistir (4,111). Diisiik gelirli anneler icin riskin biraz arttigin1 gosteren
calismalara ek olarak bagka caligmalarda, HPE ile sosyoekonomik durum arasinda bir iligki
bulamamistir (102, 111).
2.8.1.4. Maternal Terapotik Kullanim

2.8.1.4.1. Salisilat

Hamileligin erken doneminde yiiksek dozda aspirin alan anneler arasinda HPE'li
cocuklara iligkin {i¢ vaka raporu tanimlanmistir ve sodyum salisilat ve siilfasalazin alan
annelerden dogan iki ek vaka tanimlanmistir. Bu vakalarda, ebeveynler arasinda akrabalik,
annelerin sigara icme ve diger ilaglar1 kullanma gibi ek potansiyel risk faktorleri bildirilmistir

(110, 112, 123, 124, 125). Salisilat kullanimi, tutarsiz sonuglar veren ii¢ epidemiyolojik
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calismada arastirilmistir. CBMDP ve NBDPS ¢alismalarindaki verilerden elde edilen bulgular,
HPE'li ¢ocugu olan annelerin hamileligin erken doneminde aspirin veya salisilat alma
thtimalinin iki kattan fazla oldugunu gosterirken, ECLAMC ¢alismasindaki verilerde higbir
iliski gosterilememistir (102). ila¢ kullamimi ile dogum kusurlari arasindaki iliskiyi gdsteren
tiim ¢alismalarda oldugu gibi, baz1 arastirmalarda gozlemlenen salisilatlar ile HPE arasinda
gozlenen iliskinin ilacin kendisiyle mi yoksa ilacin hangi amacla kullanildigiyla mu 1ilgili
oldugunu dikkate almak 6nemlidir.

2.8.1.4.2. Diger Analjezikler

Bir vaka raporu, hamileliginin ikinci ii¢ aylik doneminde asetaminofen alan bir anneden
dogan bir bebekte HPE tanimlamistir, ancak anne ayni1 zamanda ilk ti¢ aylik donemde aspirin
almis ve gebelik boyunca sigara igmistir (122).

NBDPS'den elde edilen sonuglar, hamilelik sirasinda asetaminofen kullanimi ile HPE
arasinda zayif bir iligki bulmustur, ancak ibuprofen kullanimu ile iliski saptamamstir (111).

2.8.1.4.3. Antiepileptik flaclar

Kotzot ve arkadaslarinin 1993°teki calismasinda, annesi fenitoin ve primidon ile tedavi
edilen HPE'li bir bebek bildirmistir. HPE'ye ek olarak, bebekte hipertelorizm, orta yiiz
hipoplazisi ve hipoplastik distal falankslar ve el ve ayak parmaklarinin tirnaklarinda hipoplazi
dahil olmak iizere fetal hidantoin sendromu 6zellikleri bildirilmistir (126).

Bu olasi iligkiyi ele almak i¢in, Boston bolge hastanelerinde dogan ve antiepileptik
ilaglara maruz kalan bebeklerin bir incelemesi yapilmis ve antiepileptiklere maruz kalan 112
gebelik arasinda bir HPE vakas1 kaydedilmistir. Bununla birlikte, antiepileptiklere maruz kalan
453 gebeligin analizinde, HPE'li hi¢bir vaka tespit edilmemistir (127).

1995°teki Rosa’nin ¢alismasinda ABD Gida ve Ilag Idaresine (FDA) gonderilen yan
etki raporlarin1 gdzden gegirilmistir. Hamilelik sirasinda karbamazepin, valproat, fenitoin ve
primidon olmak {izere (tek basina veya kombinasyon halinde) antiepileptik kullanan annelerde
Kotzot ve arkadaslar tarafindan bildirilen vaka da dahil olmak iizere yedi stipheli HPE vakasi
belirledi (126, 128). Sonug olarak farkli ¢alismalarda HPE'li bebeklerin orani, antiepileptik
kullananlar arasinda, antikonviilsan disindaki ilaglara maruz kalan annelere gore daha yiiksek
saptanmuistir.

2.8.1.4.4. Retinoik asit

Siddetli akne tedavisinde kullanilan bir retinoik asit tiirevi olan izotretinoine dogum
oncesi maruz kalan 154 anneden olusan bir seride, 21'inde dogumsal anomaliler ve bu
olgulardan birinde de HPE saptanmistir (129). 1969 ve 1993 yillar1 arasinda akne tedavisinde

kullanilan all-trans-retinoik asit iceren kremlerin gebeligin ilk 3 aylik doneminde kullanimi
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sonrast FDA’ya 25 konjenital anomali bildirilmistir, bunlarin da 5’inde HPE mevcuttur. Bu
rakam farkli bir ¢alismada retinoik asit kullanimi1 olan 8700 vakanin 19’unda HPE vakasi
saptanmasina kiyasla ytiksektir (129). Ayrica hayvan modelleri dogum Oncesi retinoik asit
maruziyeti ile HPE arasinda olast bir iligkiyi destekler niteliktedir. All-trans-retinoik asitin
gebeligin erken donemlerinde farelere oral olarak verilmesi sonucu HPE ve fenotip ile uyumlu
kraniyofasiyal anomalili fareler bildirilmistir (130, 131).

2.8.1.4.5. Hormonlar

HPE'li ¢ocugu olan anneler arasinda hamileligin erken déneminde alilloestrenol ve
dihidrogesteron, oral kontraseptifler ve kortizon dahil olmak iizere birka¢ farkli hormonun
kullanildig1 bildirilmistir, ancak bu hormonlar1 alan annelerin ¢ogu baska ilaglar da
kullanmaktaydi (132, 133). ECLAMC verilerinin kullanildig1 ¢alismada seks hormonlarinin
kullanimi artmis HPE riski ile iliskilendirilmistir (102). NBDPS calismasinda gebeligin ilk ii¢
ayimda progesteron kullanan anneler arasinda yiiksek bir risk de goriilmiistiir ancak istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (111). Kyoto embriyo calismasinda, vaka annelerinin %23"i
erken doneminde progestajen almisken; kontrol annelerinin %15'1 kullanmistir. CBDMP'den
arastirmacilar HPE ve dogum kontrol haplarinin kullanimi1 arasinda higbir iliski bulamamustir
(4, 29). Sonug olarak hormon kullanimi ile HPE arasindaki iliski i¢in farkli ¢alismalar da farkli
sonuclar bulunmutur ve daha ¢ok ¢alismaya gerek vardir.

2.8.1.4.6. Tiroid Hormonu

NBDPS calismasindan elde edilen verilerde gézlemlenen tiroid hormonu kullanima ile
HPE arasinda iligki saptanmistir. Bu iligkinin baska ¢aligmalarda tekrarlanmasi gerekmektedir.
Gozlenen iligkinin tiroid hormonu kullanimiyla mi, yoksa tiroid hormonu tedavisinin
kullanildig: altta yatan durumla mi, yoksa sansa m1 bagli oldugu bilinmemektedir. Bununla
birlikte, fetal sinir sisteminin gelisimi i¢in tiroid hormonu gereklidir, bu nedenle iliski biyolojik
olarak makul olabilir (134).

2.8.1.4.7. Statinler

Birkag kanit, annenin kolesterol diizeylerini diisiirmek i¢in kullanilan statinlere maruz
kalmasinin HPE riskini artirabilecegine dair endiselere yol agmistir. HPE’ye sebep olabilecek
faktorler arasinda, kolesterol metabolizmasi bozukluklari olan baz1 genetik antiteler mevcuttur.
Kolesterol biyosentezinin inhibisyonunun daha o©nce hayvan calismalarinda HPE ile
sonuglandig1 ve kolesteroliin embriyonik gelisimde kritik olan Hedgehog sinyal yolunun islevi
icin gerekli oldugu ve HPE ile iliskili oldugu gosterilmistir (135, 136, 137, 138, 139, 140).

FDA'ya rapor edilen statine maruz kalan 52 gebeligi iceren bir rapor, 1't HPE'li olmak

lizere major malformasyonlu ¢ocugu olan 20 anne tanimlamistir (140, 141, 142). Hamilelik
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sirasinda statinlere maruz kalma siklig1 diisiik oldugundan, vaka kontrol tasarimi kullanan
analizler bu durumda miimkiin olmamistir ve daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.
2.8.1.5. Maternal Non-Terapotik Kullanimi

2.8.1.5.1. Alkol

Rapor edilen annelerin ¢ogunun sigara ve ila¢ kullanimi1 gibi baska potansiyel risk
faktorleri olmasina ragmen, birka¢ vaka raporu, HPE'nin bir nedeni olarak gebeligin ilk ti¢
ayinda asir1 alkol tiiketimini gostermistir (108, 133, 143, 144). Hayvan g¢alismalar1 HPE
etiyolojisinde annenin alkol maruziyetinin roliinii desteklemektedir. Farelerde embriyonik
gelisimin erken bir agsamasinda (gastrulasyon) akut maternal etanole maruz kalmanin, HPE ve
fenotip ile uyumlu kraniyofasiyal anormaliler spektrumunu indiikledigi gosterilmistir (145,
146). Hayvan modelleri, alkoliin hayvanlarda bu anormallikleri iiretme mekanizmas1 hakkinda
bilgi saglamak i¢in kullanilmistir. Bu caligmalar, etanole maruz kalmanin, gelisimin kritik bir
doneminde belirli gelisimsel genlerin ekspresyonunun bozulmasina yol agtigini géstermektedir
(147, 148). Bununla birlikte, hamilelik sirasinda maternal alkol kullaniminin epidemiyolojik
caligmalarinin sonuclarinda tutarsizliklar mevcuttur. CBDMP verileri kullanilan ¢alismada
yiiksek bir risk goriilmiistiir ancak NBDPS ve Kyoto Embriyo ¢alismasindan elde edilen verileri
kullanan arastirmacilar, alkol kullanimi1 ve HPE arasinda bir iliski bulamamistir (29, 111).

2.8.1.5.2. Sigara

Cogu annenin alkol alim1 ve ila¢ kullanim1 gibi diger potansiyel risk faktorlerine sahip
olmasina ragmen, ¢esitli vaka raporlari, HPE'li ¢ocuklar1 olan anneler arasinda hamilelik
sirasinda yogun sigara kullanmmi tanimlamustir (122, 133, 149). Ug epidemiyolojik galisma,
celiskili sonuglar vermekle bereber sigara icmenin HPE i¢in potansiyel bir risk faktorii olarak
roliinii arastirmistir. CBDMP aragtirmacilari riskin dort kat arttigini tespit ederken, NBDPS ve
Kyoto embriyo ¢alismasindan arastirmacilar HPE ile sigara kullanimi arasinda higbir iligki
tespit etmemistir (4, 29, 111).
2.8.1.6. Nutrisyonel Faktroler

2.8.1.6.1. Folik Asit ve Multivitamin Kullanimi

NBDPS elde edilen verilere gore, hamilelik sirasinda folik asit veya multivitamin
kullanan kadinlarin HPE'li bebek sahibi olma riski daha diisiiktii; ancak, bu iliski CBDMP
calismasindan alinan verilerin analizinde gézlenmemistir (4, 111).

2.8.1.6.2.Diyet

Erken gebelik sirasinda diisiik kalorili bir diyete bagli olan bir annede meydana gelen
bir HPE olgusu bildirilmistir, ancak bu caligmada annenin hamilelik sirasinda antibiyotik

kullanimi1 gibi bagka potansiyel risk faktorleri de vardir (150). NBDPS arastirmacilari, diyet
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kalitesinin HPE ile iligkili olabilecegini, yiiksek yagsiz veya az yaglh siit, yogurt, tereyagi,
fasulye, brokoli, tavuk ve balik tiketimi olan anneler i¢in daha diisiik riskler
gozlemlenebilecegini belirtmistir (111).

2.8.1.6.3.Viicut Kitle Iindeksi (BMI)

Viicut kitle indeksi ile HPE arasindaki iliskiyi arastiran ii¢ ¢calismada; CBDMP ve Texas
Dogum defektleri kayit sistemi (7exas Birth Defects Registry) verileri kullanilarak yapilan
calismalarda BMI>29 kg/m? icin artmis risk gdsterirken; NBDPS calismas1 bu iliskiyi
desteklememistir. Ayrica Texas ¢aligmasinda gebe kadinlarda obezite ve gestasyonel diyabet
arasindaki etkilesim incelenmistir ve obezite yalniz basina HPE riskini arttirmazken,
gestasyonel diyabeti olan obez kadinlarin HPE riskinin alt1 kat arttig1 gortiilmiistiir (4, 101, 111).
2.8.1.7. Diger Tibbi Riskler

NBDPS veya CBDMP arastirmacilari tarafindan hamilelik sirasinda HPE ile X-1s1inlar1
arasinda iliski gozlemlenmemistir. CBDMP c¢alismasindan elde edilen veriler, HPEnin
hamilelik sirasinda ameliyatla iliskili olup olmadigini arastirmak i¢in de kullanilmis ve
herhangi bir iliski saptanmamustir (4, 111).
2.8.2.Genetik Nedenler

HPE’nin genetik etiyolojisinde sayisal ve yapisal kromozom anomalileri, kopya sayis1
degisiklikleri (CNV), monogenik sendromik bozukluklar, non-sendromik (izole) monogenik
boukluklar yer alir. 127 fetusu igeren HPE etiyolojisinde rol oynayan faktorleri arastiran bir
calismada olgularin 64 (%50,39)’linde bir kromozom anomalisi saptanmistir. Bu ¢alismada
ensik goriilen kromozom anomalisi trizomi 13 (n=38) olup bunu sirasiyla trizomi 18 (n=8) ve
triploidi (n=5) izlenmistir. Yapisal kromozom anomalilerinden terminal 7q delesyonu en sik
goriilen anomali iken bir olguda 18. Kromozomun p kolunda delesyon saptanmistir (151).
2.8.2.1.Kromozom Anomalileri

Kromozom analizi, 6zellikle SSS malformasyonlar1 olmak iizere genetik sendromlarin
nedenini belirlemek i¢in mitkemmel bir yaklasim olusturur (152). HPE'de bildirilen ilk
sitogenetik anomaliler, trizomi 13, trizomi 18 ve triploidlerdir (153, 154, 155). Daha sonra,
sitogenetik tekniklerdeki gelismeler, HPE'li hastalardan olusan serilerde farkli kromozomal
anomalilerin tanimlanmasini saglamistir. HPE'li bireylerin yaklasik %25-50'sinde kromozom
anormalligi saptanmaktadir. HPE’lili olgularda kromozom anomalileri spesifik degildir ve
sayisal veya yapisaldir ve herhangi bir kromozomu igerebilir (156, 157). Bu heterojenlige
ragmen, beyin malformasyonlar1 olan hastalarda kapsamli calismalar ve dort ana bolgede
otozomal delesyonlarin HPE ile iliskili oldugunu gostermistir (158, 159). Bu dort tekrarlayan

kromozomal bolgelerin molekiiler ¢aligmalari, kritik bolgelerin tanimlanmasina ve nihai olarak
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HPE'ye 6zgii genlerin tanimlanmasina yol agmigtir. Tekrar eden bu sitogenetik bolgeler, SHH
(7936), ZIC2 (13q32), SIX3 (2p21) ve TGIF (18pll.3) genlerinde spesifik nokta
mutasyonlarinin veya delesyonlarinin HPE ile iligskinin saptanmasini saglamistir (160, 161, 162,
163, 164, 165). Bu ¢aligmalardan elde edilen veriler ile karyotip analizlerinde tespit edilen
tekrarlayan kromozomal delesyonlarin analizi, 12 aday HPE lokusunun tanimlanmasina yol
acmistir (153, 154).

Kromozomal anormallikler {izerine daha ileri calismalar daha fazla aday HPE
lokusunun ortaya ¢ikmasina yardimci oldu ve HPE patojenitesinde ayirt edici olarak SHH sinyal
yolunun 6neminin fark edilmesine yol act1 ve bu yoldaki PTCH1 (9922), GLI2 (2q14) ve DISP1
(1g41) genleriyle HPE iliskisinin kurulmasini saglamistir (157, 166, 167, 168). Bu kesiflerle
ayn1 zamana denk gelen, NODAL/TGF-B yolunda katkida bulunan 7DGFI (3p21.31) ve
FOXHI (8q24.3) olmak tizere iki yeni gen tanimlanmstir (169).

Kraniyofasiyal anormallikler veya HPE alt tipi kromozom anomalisi olan ve olmayan
olgularda ayirt edilemez; bununla birlikte, bir kromozom anormalliginin neden oldugu HPE'li
bireylerin bagka organ sistemi tutulumuna sahip olma olasilig1 daha yiiksektir ve bu da olgularin
cogunda daha siddetli bir klinik seyirle sonuglanir (11).

2.8.2.1.1.Sayisal Kromozom Anomalileri

HPE'nin en yaygin nedeni olan trizomi 13, tiim nedenlerin %40-60"inda ve kromozom

anormalliklerinin neden oldugu HPE'nin yaklasik %75'inde goriiliir. Trizomi 13'{in dogum

prevalansi 1:5000'dir. Trizomi 13'lii bireylerin yaklasik %70'inde arinensefali goriiliir.

HPE ile iligkili diger yaygin andploidiler arasinda trizomi 18 ve triploidi bulunur. HPE
vakalarinda diger ¢esitli andploidiler de bildirilmistir (31, 155, 170, 171, 172).

Trizomi 13

Trizomi 13, HPE'nin en yaygin nedenidir. trizomi 13'te ¢oklu organ sistemleri
etkilenebilir ve yaygin fizik muayene bulgular1 arasinda mikroftalmi/anoftalmi, yarik damak ve
dudak, postaksiyel polidaktili ve firlak topuk yer alir. Trizomi 13'lii bireylerin %8 ila 39'unda
HPE bildirilmistir (173, 174, 175, 176). HPE ile iliskilendirilen trizomi 13 olgularinin ¢ogu
dogum oOncesi testlerden elde edilmistir. 50.000'den fazla gebeligi iceren Kagan ve
arkadaglarinin ¢aligmasinda HPE’si olan fetuslarin 9%65,9'unun anormal karyotiplere sahip
oldugu ve bu anormal karyotip saptananlarin %86’smin trizomi 13 oldugu bulunmustur (31).
Trizomi 13"in HPE ile iligkisinin mekanizmas1 net olarak anlagilamamistir. Yaygin olarak HPE
ile iligkili bir gen olan ZIC2, 13932.3 bdlgesinde bulunur, ancak ZIC2 varyantlar1 fonksiyon
kaybr ile gitmektedir.
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Diger anoploidiler

Trizomi 13'ten sonra HPE ile iliskili en yaygin anoploidiler trizomi 18, trizomi 21 ve
trizomi 22'dir. Trizomi 18'de goriilen merkezi sinir sistemi anomalileri arasinda korpus
kallozum agenezisi, spina bifida ve serebellar hipoplazi yer alirken HPE daha nadir goriilen
SSS anomalisidir (177). Petracchi ve arkadaslarinin 13.883 prenatal HPE tanis1 alan 28 fetusta
2 trizomi 18 vakas1 saptamistir (170).

HPE ile iliskilendirilen genlerden biri olan TGIF, 18pl1.31'de yer almaktadir ve
monozomi 18p'ye sahip olgularin %10-15'inde HPE saptanmustir (178, 179).

HPE’si olan en az 5 trizomi 21vakasi bildirilmistir (6, 180, 181, 182). Aym sekilde {i¢
trizomi 22 olgusunda HPE vakasi, bir trizomi 16 olguda da HPE bildirilmistir (183, 184, 185).

Triploidi

Triploidide yaygin bulgular arasinda letalite, mikrosefali, ekstremite anomalileri ve
nadiren de HPE yer alir. Boston'daki Brigham and Women's Hospital (Brigham and Women's
Hospital/Boston)'da 54 triploidi fetus tlizerinde yapilan bir calismada, 3 fetusta HPE
saptanirken; Kagan ve arkadaslarinin yaptig1 calismada anormal karyotipli 29 HPE’li vakadan
3'liniin triploidi oldugu saptanmustir (31, 171).

2.8.2.1.2.Yapisal Kromozom Anomalileri

HPE ile iliskili yapisal kromozom anormallikleri neredeyse tiim kromozomlarda rapor
edilmigtir. En sik goriilen delesyon veya duplikasyonlar, 13q ve del(18p), del(7)(q36),
dup(3)(p24-pter), del(2)(p21) ve del(21)(q22.3) bolgelerinde saptanmistir (186). Bu bolgelerin
cogu, otozomal dominant sendromik olmayan HPE ile iliskili oldugu bilinen genleri
icermektedir. HPE icin potansiyel aday genler igerebilecek diger anomaliler arasinda 1pter, 3q
ve Spter'de anomaliler tanimlanmigtir (187, 188, 189). Ayrica, belirli genlerin bulunmadig:
ama en olas1 HPE lokuslar1 olarak kabul edilen ii¢ tekrarlayan HPE bdlgesi de tanimlanmustir.
Bu bolgeler OMIM’de HPE1 (MIM# 236100) (21¢22), HPE6 (MIM# 605934) (2¢37) ve HPES
(MIM# 609408) (14q13) olarak listelenmistir (165). Sekil 11°de Bendavid ve arkadaslarinin
2010°daki ¢aligmlarindan alinmig HPE delesyonlarinin ve genlerinin G bantli kromozomlar

iizerindeki lokalizasyonlarinin gosterimi mevcuttur.
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Sekil 11: HPE delesyonlarimin ve genlerinin G banth kromozomlar iizerindeki

lokalizasyonlarinin sematik gosterimi (165).
2.8.2.1.3.Kopya Sayis1 Degisiklikleri (CNV)

Array-CGH gibi yeni genomik teknolojiler, genomik kopya sayis1 degisikliklerinin
mikroskop alt1 seviyelerde haritalanmasina izin verdi. 2018’de Hu ve arkadaglarinin
calismasinda, kromozomal mikroarray ile degerlendirilen HPE’1i 222 olguda 6 HPE lokusunda
CNV bulunmustur. Bunlar SIX3, SHH, TGIF1, ZIC2, GLI2 ve DISPI genlerinin bulundugu
lokuslardir (186). Roessler ve arkadaglarinin 2018 yilindaki caligmasinda saptadigi gibi
TGIFI'in yani sira SHH, ZIC2 ve SIX3'teki fonksiyon kayb1 varyantlar1t HPE'nin yaygin goriilen
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nedenleridir ve 2018’de Hu ve arkadaslarinin ¢alismast da bunu destekler niteliktedir (186,
190). HPE ile GLI2 ve DISPI'deki delesyonlar arasindaki iligkiyi destekleyecek daha az veri
mevcuttur. GLI2'deki varyantlarin, HPE'den ayr1 olarak, hipofiz anomalileri, polidaktili ve ince
yiiz Ozelliklerinin baskin oldugu bir dizi fenotipe yol ac¢tigina dair artan veriler mevcuttur
(6,191). GLI2 ile DISPI genleri ile HPE arasindaki iligkiyi destekler nitelikte yayinlarsa
artmaktadir (186).

HPE'li tiim bireylerin yaklasik %10'unda patojenik CNV'leri (HPE ile iliskili oldugu
bilinen lokuslar dahil) tanimlamigtir. CNV saptama oranlarinin test laboratuvarina ve

metodolojiye gore degisebilecegi akilda tutulmalidir (11, 186).
2.8.2.2.Holoprozensefalinin Eslik Ettigi Monogenik Sendromlar

HPE’si olan bireylerin %18-25'inde Smith-Lemli-Opitz sendromu (SLOS) gibi
taninabilir bir monogenik sendrom vardir (6). HPE'nin nadiren de olsa eslik ettigi en az 25
sendrom tanimlanmigtir; bu antitelerin ¢ogu olduk¢a nadirdir. Son otuz yilda genomik
teknolojideki gelismeler, HPE bulgusunu iceren sendromlarin c¢oguna molekiiler tani
konulmasini saglamistir. Sendromik HPE’li olgularda HPE’ye diger organ ve sistemlerde eslik
eden major malformasyonlarin olmasi tanmmin konulmasini kolaylastirir (6). Prenatal
ultrasonografik degerlendirmede HPE’ye eslik edebilecek anomaliler saptanamayabilir bu
nedenle HPE’ nin ¢ogu sendromik nedeninin tek basina dogum 6ncesi ultrasonografide teshis
edilmesi ¢ok zordur ve dogum sonrasi bir dismorfolojik inceleme gerektirir (192). Tablo 6’da
HPE’nin eslik ettigi monogenik sendromlarin genetik ve klinik 6zellikleri gosterilmistir.
Tablo 6: Holoprozensefalinin kromozomal olmayan sendromik nedenlerinde genetik ve

Klinik (192).

Etiyoloji Gen/Kalitim modeli Ana Kklinik 6zellikler

Pallister-Hall sendromu GLI3 /0D Hipotalamik hamartom, bifid epiglottis,
mezoaksiyel polidaktili.

Kallmann sendromu 2 FGFRI/0OD Konjenital hipogonadotropik hipogonadizm,
anosmi/ or hiposmi.

Steinfeld sendromu CDON/OD Radiyal ray anomalisi, kardiyak anomaliler,
renal anomaliler, safra kesesi agenezisi.

Hartsfield sendromu FGFRI/0OD Ektrodaktili.

Psodotrizomil3 sendromu | Bilinmiyor Normal karyotip ile HPE ve polidaktili.

Smith-Lemli-Opitz DHCR7/OR Fasiyal dismorfizm, mikrocefali, boy kisaligi,

sendromu polidaktili, 2-3 ayakparmkalarida
sindaktili,yarik damak, kardiyak anomaliler,
biligsel gerilik.

Genoa sendromu Bilinmiyor Kraniyosinostoz.

Lambotte sendromu Bilinmiyor Serebral ~ malformasyonlar,  mikrosefali,
intrauterin biiyiime geriligi (IUGR), letal.
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Hidrolethalus sendromu HYLS1, KIF7 /OR Kraniyofasiyal  dismorfizm, hidrosefali,
SSS/kardiyak/ akciger anomalileri.

Brakiyal ameli, dudak Bilinmiyor Brakiyal ameli, dudak yarigi.

yarigl1 ve HPE

Agnati-Otosefali PRRXI1 /0D, OR Mandibular hipoplazi/agnati, ventromediyal

Kompleksi aurikiiler malpozisyon (meloti), aurikiiler
fizyon (sinoti), hipoglossi / aglossi,
mikrostomi.

Kaudal disgenezis VANGL1 /0D Bel ve ekstremiteler dahil kaudal kutbun

sendromu degisken  anomalileri,  genitoiiriner  /
gastrointestinal anomaliler.

Stromme sendromu CENPF /| OR Mikrosefali, intestinal atrezi, gz anomalileri.

OD, otozomal dominant kalitim; OR, otozomal resesif kalitim.

2.8.2.3.Non-Sendromik, Non-kromozomal (izole) HPE’de Tek Gen Bozukluklar

Tekrarlayan kromozomal anomalilerin karyotip ile saptanmasi, sonunda 12 HPE aday
lokusunun tanimlanmasina yol agt1 (154). Bu bdlgelerin molekiiler ¢calismalari, 7q36'da SHH
(OMIM 600725), 13g32'de ZIC2 (OMIM 603073), 18pl1.3'te TGIF1 (OMIM 602630) ve
2p21'de SIX3 (OMIM 603714) dahil olmak ftizere HPE'de dort ana nedensel genin
tanimlanmasina yardimci oldu (160, 161, 164, 178, 193). Kromozomal anomaliler harig¢
tutulduktan sonra genetik HPE vakalarinin yaklasik %25'inden bu dort ana gendeki varyantlar
sorumludur (2). Tablo 7°de HPE agisindan yerlesik ve onerilen lokuslar listelenmistir. Yeni

genler degerlendirildikge HPE lokuslarinin sayisinin artmasi muhtemeldir.

Tablo 7: HPE lokuslar: ve genleri (194).

Adlandirilmis hastalik lokuslar: Kromozomal lokasyon Gen

HPE1 21q22.3 -
HPE2 2p21 SIX3
HPE3 7936 SHH
HPE4 18pl1.3 TGIF
HPES5 13932 zic2
HPE6 2q37.1-q37.3 -
HPE7 9q22.3 PTCHI
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HPES 14q13 )
HPE9 2q14 GLI2
HPE10 1q41-q42 ;
; 1942 DISP
- 10q NODAL
; 8q24.2 FOXH]I

Molekiiler genetik diizeyde 1y1 anlasilan sendromik olmayan HPE formlari, otozomal
dominant bir sekilde kalitilir. Sendromik olmayan HPE ile iliskili genlerde patojenik
varyantlara sahip bireylerin fenotipi, siklopinin eslik ettigi alobar HPE'den klinik olarak
normale kadar degisir ve ayni aile icinde bile son derece degiskendir. HPE'li bireylerin cogunda,
yliz anomalileri ile etiyolojide rol oynayan gen ve/veya patojenik varyantin tipi arasinda bir
korelasyon mevcuttur. Ancak, bir¢ok durumda bu korelasyon net olarak kurulamaz (11,
195,196). Bahsedildigi gibi tekrarlayan kromozomal anomalilerin analizi, Sonic hedgehog
(SHH), kemik morfogenetik proteini (bone morphogenetic protein, BMP), fibroblast biiyiime
faktori (fibroblast growth factor, FGF), wingless/integrated (WNT), Nodal ve retinoid gibi
temel gelisimsel sinyal yolaklarina katilan HPE'ye neden olan ilk genlerin tanimlanmasini

saglamistir.
2.9. HPE lliskili Sinyal Yollar1

Beyin ve yiiz gelisimi sirasindaki morfogenetik olaylar, SHH, BMP, FGF, WNT, Nodal
ve retinoid sinyali gibi yalnizca bir avug hiicre dis1 sinyal ag1 tarafindan koordine edilir. Tiim
bu sinyal yollari, sadece beyin ve yiiz gelisimi sirasinda degil, ayn1 zamanda bir biitlin olarak
embriyonik gelisim sirasinda tekrar tekrar kullanilir. Sinyal verme faaliyetinin yeri, zamani ve
stiresi 6nemlidir. Sinyal giliciiniin ince ayar1 genellikle yardimecr molekiiller (koreseptorler,
agonistler ve antagonistler) tarafindan yapilir. Telensefalonun dogru spesifikasyonu i¢in SHH,
FGF ve BMP sinyalleri arasindaki denge kritiktir. SHH ventral sinyal merkezinde, BMP/WNT
dorsal sinyal merkezinde ve FGF8 ise septumda ifade edilir. Sekil 12°de telensefalonun

gelisimini etkileyen sinyal merkezleri ve telensefalondaki konumlaniglar1 gosterilmistir.
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Sekil 12: Telensefalonu diizenleyen sinyal merkezleri (83). Diger gelismekte olan bag yapilarina
gore bolgesel farklilagma i¢in 6nemli olan farkli sinyal merkezlerini gosteren telensefalonun én-yandan
goriinimii: SHH (kirmizi) salgilayan ventral merkez, FGF8 (mavi) salgilayan rostral merkez; BMP'ler
ve Wnt (yesil) salgilayan dorsal merkez. Rostral, dorsal ve ventral sinyal merkezleri arasindaki ¢apraz

diizenleme, erken telensefalonun modellenmesinde 6énemli bir rol oynar.
2.9.1. Nodal Sinyal Yolu

Zebra baligi ve fare lizerinde yapilan caligmalar, doniistiiriicii biiyiime faktori-fS
(Transforming growth factor beta,TGF-f) st aile iiyesi olan Nodal sinyali tarafindan yapilan
sinyalin, prekordal plakanin ilk spesifikasyonu icin kritik oldugunu gdstermistir (197, 198).
Nodal sinyaller tip I serin-treonin kinaz [aktivin reseptorii benzeri kinaz (Alk)4/Actrlb/Acvrlb
veya Alk7] ve tip II reseptorlerinden (ActRIIA ve ActRIIB) olusan bir reseptér kompleksi
aracilifiyla islev gorlir (83). Bu reseptorlerin aktivasyonlart Smad2 ve Smad3'iin
fosforilasyonuna yol agar, daha sonra Smad4'e baglanarak niikleusa tasinir. Bu kompleks
FoxH1/FAST196 gibi transkripsiyon regiilatorleriyle 6zel genlerin transkripsiynunu aktive
eder. Nodal sinyali, membran bagli ekstraseliiler kofaktorler olan Tdgfl (Cripto) ve Cfcl
(Cryptic) tarafindan diizenlenir. Nodal sinyal yolagi, gastrulasyonun baslangicinda mezoderm
olusumu i¢in kritiktir ve mutant farelerde, beyin gelisiminin baslangicinda 6liim goézlenmistir.
ActRITA, Smad2 veya FoxH1 eksikliginde fareler, prekordal mezendodermi diizgiin sekilde
olusturamamalar1 nedeniyle oldukca siddetli HPE formlar1 gosterirler. Insan HPE vakalarinda,
Nodal sinyal yolu veya asag1 akis hedefleri olan TDGF1, TGIF ve FASTI’de mutasyonlar
tanimlanmistir. Tiim bu mutasyonlarda ortak olan 6zellik, Shh ifadesinin azalmasi veya eksik
olmasidir (199). Nodal genindeki patojenik varyantlar HPE ile sonuglanabilir, ancak daha
yaygin olarak kardiyak defekt ve lateralite kusurlari ile iliskilendirilmistir (200). Benzer sekilde
NODAL sinyal yolunun bir pargasi olan FOXHI genindeki patojenik varyantlar kardiyak
kusurlara veya belirgin HPE'ye neden olabilir (169). Bu yolaktaki TDGF1'de (CRIPTO)
mutasyonlara sahip biri orta hat beyin anomalisine digeri HPE’ye sahip iki hasta bildirilmistir

(201).
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Sekil 13: Nodal sinyal yolunun sematik gosterimi (7). Gdf1 dahil homodimerik Nodal ailesi
ligandlar, TGFb reseptor ailesinin dimerize iiyeleri olan ActRIB ve ActRIIA/B ile birlikte
Cripto/TDGF1 koreseptoriine baglanir. Bu baglanti, Smad2 ve Smad3'i (Smad2/3) fosforile
eder. Fosforlanmis Smad2/3, Smad4 ile niikleusa girer. Niikleusta FoxH]1 gibi ek transkripsiyon
faktorleri ile etkilesime girerek hedef gen ekspresyonunu uyarir.

2.9.2. Hedgehog Sinyal Yolu

Hedgehog (HH) sinyal yolu, insan gelisimi sirasinda hiicre modellemesini,
farklilagsmasin1 ve cogalmasini kontrol eden ana yollardan biridir. Hedgehog (HH) sinyali,
ventral 6n beyin gelisimi igin esastir (202). Bu yoldaki sinyallesme normalde aktive edici
ligandlar olarak hareket eden HH proteinleri tarafindan baslatilir (203). HH ailesinin proteinleri,
aktif sinyal molekiillerine donlismeden oOnce kapsamli posttranslasyonel modifikasyona
ugrarlar. Coziinmeyen ve inaktif 6ncii molekiil, otokatalitik olarak bdliiniir ve iki kovalent lipid
modifikasyonuna ugrar. ilk olarak, N-terminaline bir kolesterol, ardindan C-terminaline bir
palmitat eklenir, bu da lipitlerin birlesmesine ve hiicre yiizeyine taginmasina izin verir (204,
205). Her iki lipit modifikasyonundaki bozukluklar, insanlarda (DHCR7'daki mutasyonlar)
veya farelerde (palmitoilasyon i¢in gerekli Hedgehog asiltransferazda (Hhat) fonksiyon kaybr)
HPE ile iliskilendirilmistir (206, 207) Ayica SHH'deki kolesterol parcasinin eksikligi, ektopik
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SHH sinyaline yol acarak dogru 6n beyin gelisimini bozar (208). Sekil 14’te SHH {iretimi,
modifikasyonlari ve salgilanmasi gosterilmistir.
RN

NS 'LH; [ %HSH"’H‘\—(

:F‘f . I15P1 Recycled
A A

i
it i
SRRVANIC BRI

S ER— —
W S

_ N SHH )
'—-_—._\_\ —
i sk g
Cholesteral -
= "*\/ Palmitate 1
Cholesterol SHH = W
_— po S A A
A / Extracellular vesicle
— Palmitate
Sm——
- —m N L c
NSHH _ ©  gircamory Golgi
SHH full length terminus

Endoplagmic reticulum
Multivesicular body

Sekil 14: SHH iiretimi ve salgilanmasi (203). SHH polipeptitleri, endoplazmik retikuluma ve
golgi'ye tasinir ve buralarda sinyal verme islevine sahip amino-terminal alani ve otomatik islem
diizenlemesi islevine sahip karboksil-terminal alani olarak bdliiniirler. Amino-terminal u¢ HHAT
tarafindan palmitat ile modifiye edilirken,karboksil-terminal ug¢ ise kolesterol ile modifiye edilir.
SHH'in aktif kismi, bir sitoneme tagmir veya DISP1'e baglanir. Halihazirda salgilanmis olan SHH,
hiicreye geri donebilir ve salgilanmak {izere hiicre dis1 vezikiiller halinde paketlenebilecekleri
mikrovezikiiler cisimlere taginabilir.

Bu modifikasyonlardan sonra aktif olan multimerik HH proteini, hiicre zarinda lipit ile
sabitlenir ve hiicre disina salinmasi i¢in gonderilen transmembran proteinine Dispatchedl’e
(DISP1I) ihtiyag duyar. HH reseptorii Patched (PTCH), Smoothened (SMO) inhibitorii olarak
islev goriir. HH'nin PTCH'ye baglanmas1 SMO'yu serbest birakir ve SMO sinyal hiicre i¢inde
iletilebilir. SHH'deki kolesterol parcasinin eksikligi, ektopik SHH sinyaline yol acar ve bu da
dogru 6n beyin gelisimini bozar (209).

Farelerde Displ kaybinin, siklopi dahil olmak iizere HPE'ye yol agtig1 gosterilmistir.
Benzer bir fenotip, Smo eksikligi olan farelerde de goriiliir. Oysa Ptch eksikligi olan farelerde,
yapisal bir HH yolunun siirekli aktivasyonu ve Shh ifade alaninin dorsal genislemesi goriiliir
(210, 211).

HH sinyal yolagi oldukca karmasiktir ve islevsel primer siliya gerektiren kanonik bir
yolak ve modifiye ediciler ve ortak reseptorler igeren kanonik olmayan yollaklari mevcuttur.
Kanonik HH sinyal yolu, glioblastoma gen {iriinleri (glioblastoma gene products, GLI) ailesi
transkripsiyon faktorleri (GLII, GLI2 ve GLI3) araciligiyla gergeklesir. Bu faktorler
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Drosophila cubitus interruptus'un ortologlaridir ve transkripsiyonel aktivator veya baskilayici
olarak hareket ederler. Kanonik olmayan GLI'den bagimsiz sinyal yollar1 da mevcuttur (212).
Gli2 kaybi, HH'ye bagliml transkripsiyon yanitin ¢ogundan sorumlu gibi diisiiniilmektedir.
Erken beyin ve omurilik gelisim kusurlar1 olan fare ve HPE vakalarinda GLI2'de ¢esitli
mutasyonlar bildirilmistir (167, 213, 214).

Gli3 eksikligi, HH'nin yoklugunda transkripsiyonu bir baskilayicisi olarak proteolitik
stirecle islenir, boylece HH yolu antagonisti olarak hareket eder. Bu ventralize bir 6n beyin ve
ekzensefaliye yol acar. Tgifl ve Tgif2 homologu eksikligi olan farelerde Gli3'te bir artis
gozlenir ve bu da Shh kaybina benzer 6zelliklere sahip HPE ile sonuglanir (215).

PTCHI ile birlikte calisan ve koreseptor olarak islev gorebilen CDO, BOC ve GASI,
HH baglanma proteinleri olarak bu yolda islev goriir. Bu proteinlerin kaybi, genetik arka plana
bagli olarak HH sinyalinin azalmasina ve degisken siddette HPE'ye yol agar (216, 217, 218).
Shh haployetersiz farelere (Gasl—/—; Shh+/— ve Cdo—/—; Shh+/—) yapilan ¢aprazlamalar, bu

molekiiller arasinda genetik bir etkilesim oldugunu ve SHH ligandinin miktarinin ve

konumunun ventral 6n beyin modellemesi i¢in 6nemli oldugu gostermektedir (219, 220).
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Sekil 15: Sonic hedgehog sinyal yolunun sematik gosterimi (7). Sonic hedgehog, onciil (pre)
olarak iiretilir ve Skinny hedgehog (Skn) tarafindan katalizlenen otokatalitik proteoliz, kolesterol
ekleme ve palmitasyon ile olgunlagan sinyal molekiilii ShhNp’ye doniigiir. ShhNp, Displ araciligiyla
iiretilen hiicrelerden salinir. ShhNp'ye maruz kalmayan hiicrelerde (sag hiicre), Ptch1, Smo aktivitesini

inhibe eder ve sinyalizasyonu bloke eder. Transkripsiyon faktorleri Gli2 ve Gli3, reseptdr formlarina
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(Gli2R ve GIli3R) proteolitik olarak islenir ve nukleusa taginir. Yol hedef genlerini baskilar. ShhNp'nin
Ptch1'e baglanmas1 muhtemelen Gasl veya Cdo ile birlikte, Smo'nun inhibisyonunu azaltir; Smo aracili
sinyalleme, dogrudan veya aktivator formlar (Gli2A ve Gli3A) iiretmek igin ek adimlar yoluyla
cekirdege yer degistirebilen ve yol hedef genlerini aktive edebilen Gli faktorlerinin islenmesini 6nler.
2.9.3. Retinoid Sinyal Yolu

TGIF, {i¢ amino asitli dongli uzantis1 (three-amino-acid loop extension, TALE)
homeodomain proteinlerinin iist ailesinin bir tiyesidir. TGIF, fare hiicresel retinol baglayici
protein Il (cellular retinol binding protein, Crbpll) geninden bir retinoid tepki elemanina
(retinoid response element, RXRE) bitisik baglanma kabiliyeti sayesinde izole edilmistir.
Fonsiyonel analizler TGIF'in CtBP, mSin3 ve histon deasetilazlar dahil olmak iizere genel
koruyucu proteinlerle etkilesime giren bir transkripsiyonel baskilayici oldugunu gostermistir.
TGIF, hem transforme edici biliylime faktorii beta (transforming growth factor beta, TGF-beta)
yolunun koruyucu baskilayicist hem de retinoik asit yolunun bir rakibi olarak islev gérmektedir.
TG-etkilesimli faktor (7G-interacting factor, TGIF) genindeki haployetersizlikler, daha 6nce
HPE olgularinda tanimlanmustir (83).

Retinoik asit, retinoid X reseptorleri (retinoid X receptors, RXRs) adli reseptor ailesi
tiyelerine baglanir. RXR’leri sadece 9-cis retinoik aside baglanirken, retinoik asit reseptorleri
(retinoic acid receptors, RARSs) ¢esitli retinoik asit formlarina baglanir. Retinoik asidin RAR
veya RXR'ye baglanmasi, reseptorlerde bir konformasyonel degisiklige neden olur ve bu da
yardimci aktivator ve yardimer baskilayici etkilesimleri arasindaki dengeyi degistirerek hedef
gen ekspresyonunun baskilanmasindan aktivasyonuna gecis yapilmasini saglar.

TGIF'in bu spesifik RXRE'ye baglanmasi, gen ekspresyonunun aktivasyonunu
azaltmaktadir. TGF-B, hiicre ylizeyindeki bir reseptor kompleksi ile baglanir ve TGF-
sinyallesmesinin hiicre i¢i aracilarin1 Smad proteinlerini fosforile ederek aktive eder. Smad4 ile
reseptOr tarafindan aktive edilen Smad’lar kompleksi, ¢ekirdege girer ve dogrudan veya diger
faktorlerle etkilesim yoluyla DNA'ya baglanir. TGIF, TGF-p ile aktive olan Smad’lar i¢in bir
transkripsiyonel ¢ekirdek baskilayicidir (221).

Retinoik asit, yalnizca diyet yoluyla saglanan A vitamininin aktif tiirevidir ve merkezi
sinir sisteminin On-arka modellenmesinde kritik bir rol oynar. Retinoik asit, A vitaminini
biyolojik olarak aktif ana metabolit olan all-trans retinoik aside doniistiiren retinal
dehidrojenazlar tarafindan fiiretilir. All-trans retinoik asit, g¢ekirdege hareket eder ve
transkripsiyon faktorleri olarak hareket eden niikleer retinoik asit reseptorlerine baglanir.
Retinoik asit seviyeleri siki bir diizenleme altindadir. A vitamini her yerde bulunan alkol

dehidrojenazlar tarafindan hidrolize edilse de retinaldehit dehidrojenazlar tarafindan katalize
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edilen geri doniisiimsiiz all-trans retinoik aside doniisim hiz smirlayict basamaktir. Ayni
zamanda, sitokrom gibi retinoik asidi parcalayan enzimler P450 ailesi tiyesi CYP26A 1, retinoik
asit seviyelerini siki bir sekilde kontrol eder. TGIF hem retinoik asit sentezini hem de yikimini
kontrol eden genlerin ifadesini diizenler (222).

2.9.4. Fibroblast Biiyiime Faktorii Sinyali (Fibroblast Growth Factor Signaling)

Memelilerdeki Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF) ailesinin sinyal bileseni 18 sekrete
edilen protein ve dort sinyal tirozin kiraz FGF reseptorii (FGFR) ile etkilesir. Aktive olan
FGFR’ler 6zgiil tirozin kalintilarin1 fosforile ederek sitozolik adaptor proteinleri ve RAS-
MAPK, PI3K-AKT, PLCy ve STAT intraseliiler sinyal yollar1 ile etkilesimini saglar. FGF
ailesinin iiyeleri, embriyonik gelisimin erken asamalarinda ve organogenez sirasinda;
progenitor hiicrelerin korunmasi, biiyiimesi, farklilagsmasi, hayatta kalmasi ve modellenmesini
diizenlemede gorev alir.

FGFS, FGF ailesinin bir liyesidir. FGF reseptorleri, ¢esitli sinyal kaskadlarini, 6zellikle
de anahtar transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonuna ve aktivasyonuna yol acabilen
Ras/Raf/Erk yoluyla MAP kinaz yolunu aktive edebilen reseptdr tirozin kinazlardir (223).
Farede Fgf8'deki azalma, azalan hiicre proliferasyonu, artan hiicre 6liimii ve orta hat anomalileri
nedeniyle gelismekte olan 6n beyin hipoplazisi ile sonuglanir (224). Fgf8, dorsal sinyal
merkezinde Zic2 ekspresyonunu indiikleyebilir. ZIC2 ve FGF8'deki mutasyonlar insanlarda
HPE'ye neden olabilir (225, 226, 227).

2.9.5. Kemik Morfogenetik Protein Sinyali (Bone Morphogenetic Protein, BMP)

BMP, TGF-§ iist ailesinin {iyeleridir ve gelismekte olan telensefalonun mediyal-lateral
ekseninin organizasyonunda yer alir ve morfolojik olarak tanimlanmis bir dorsal orta hattin
olusumu i¢in gereklidir. BMP'ler, tip I serin-treonin kinaz reseptorleri [Alkl, Alk2, Alk3
(Bmprla) veya Alk6 (Bmprlb)] ve tip II reseptorlerinden (BmprIl veya Bmprll veya ActRII)
olusan bir kompleks ile Nodal sinyale benzer bir sinyal olusturur (228). Sinyalin iletimi, ya
BMP'ye 6zgii SMADI, 5 ve 8 efektor proteinler yoluyla ya da MAPK/PI3K/Akt.1 gibi BMP'ye
0zgll olmayan sinyal iletim yollar1 ile yapilir.

In vivo BMP sinyal aktivitesi, yolun gesitli seviyelerinde yiiksek oranda diizenlenir.
Hiicre i¢i alanda SMADI1, BMP, WNT ve FGF sinyallerini entegre eden bir sinyal merkezi
olarak hizmet ederken; hiicre dis1 alanda NOGGIN, CHORDIN, TWISTED GASTRULATION
(TWSG1) veya GREMLIN gibi BMP baglayici proteinler BMP aktivitesini kontrol eder (229,
230). BMP sinyalinin dozaj1 ve zamanlamasi 6nemlidir. Bmprla: Bmpr1b ¢ift mutant farelerde
goriilen BMP sinyalindeki azalma ya da Chordin/Noggin mutant farelerde veya Noggin mutant

farelerde gorildigl gibi sinyaldeki artis, on beyin ve kraniyofasiyal gelisimi etkileyebilir.
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Chordin ve Noggin, Bmp sinyalinin Fgf8 ve Shh ifade alanlar1 iizerindeki inhibitér etkilerini
antagonize etmeye c¢aligir. Mutant fareler, insan HPE'sinde goriilen ¢ok ¢esitli
malformasyonlara olduk¢a benzer fenotipler sergiler. Buna karsilik, Bmprla: Bmprlb cift
mutant farelerde BMP sinyalinin azalmasi, koroid pleksus ve kortikal hemisferler de dahil
olmak iizere dorsal orta hattin gelisimini etkiler (231, 232, 233). Bu fenotip, diger HPE
tirlerinden daha nadir ve genellikle daha hafif olan HPE'nin orta hat interhemisferik (MIH) alt
siifina benzer.

TWSGI1, bir BMP agonisti veya antagonisti olarak hareket edebilir. Farelerde Twsgl
eksikligi, insan HPE'ne benzeyen bir dizi 6n beyin kusuruna neden olur (230). Bu mutant farede
Bmp aktivitesinin artisina benzer bir duruma yol acgar. Bu calismanin aksine, Zakin ve De
Robertis, Bmp4'iin bir kopyasinin, fenotipi net olmayan Twsgl eksikligi olan bir farede tek
basina c¢ikarilmasinin, HPE'de anoftalmi ile sonuglandigi gostermislerdir. Bu durum BMP
sinyalizasyonun bir modiilatorii olarak TWSG1’in roliinii destekler (234). insan TWSG1',
kromozom 18pl1.3’te HPE4 lokusunda haritalanmistir (235). TGIF'teki mutasyonlar
tanimlanmis olsa da insanlarda TWSG1'deki degisikliklere dair ¢ok az kanit bulunmustur; bu
da TWSG1'in sekans degisikliklerinin insan HPE'sinin yaygin bir dogrudan nedeni olmadigini
da diisiindiirmektedir (236). Sekil 16°da 6n beyin gelisimi ve HPE ile iligkili temel sinyal yollar

ve ortaya ¢ikan HPE varyantlar1 gosterilmistir.
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Sekil 16: On beyin gelisimi ve HPE ile ilgili temel sinyal yollarin sematik gosterimi (83).

Kirmizi renkle gosterilmis klasik HPE ile ilgili yollar, ventral orta hatta sinyal gonderir. Mavi renkle
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gosterilmis kemik morfogenetik protein (BMP) yolu, genellikle dorsal orta hatta sinyal gdsterilir ve

interhemisferik (MIH) HPE'de etkilidir.
2.10. Holoprozensefalinin Molekiiler Genetigi

Cogu arastirma, HPE'nin en az 13 farkli otozomal dominant lokustan herhangi birinin
genetik kaybindan veya mutasyonel islev bozuklugundan kaynaklandigini diistinmektedir. Bu
lokuslarin varligina ve konumuna iliskin ilk ipucu, kritik kromozomal boélgelerin kayb1 veya
kazanimiyla sonuglanan sitogenetik degisikliklere sahip HPE hastalarinin sistematik olarak
toplanmasindan elde edildi (237). Bu sitogenetik yeniden diizenlemeler tarafindan tanimlanan
kritik bolgelerin, 7q36'da SHH, 2p21'de SIX3, 13q32'de ZIC2 ve 18pll.3'te TGIF yeni
mutasyonlar i¢in anahtar bolgeler olarak gosterildi. Bu dort gen simdiye kadar, tespit edilen
yiizlerce ailede HPE duyarliligina neden olan yeni mutasyonlarin hedefi olmustur (2, 237).

Incelenen tiim etnik popiilasyonlardan olas1t HPE vakalarinin en az %25'inde bir genetik
stirlicii mutasyon (veya delesyon) tanimlanabilir. En yaygin mutasyonlar, az sayida anahtar rol
oynayan ZIC2, SHH, SIX3, FGFRI ve/veya FGF8 genleri arasindadir. Daha az yaygin olarak
dahil edilen genler, HPE ile iliski diizeyi genellikle sorgulanan PTCH1, TGIF'1, DLLI ve STIL
genleridir. Bu liste daha da uzatilabilir ve 6nemli sayida vaka ile iyi tanimlanmis sendromik
formlar; belirli FGFRI varyantlar1 veya fonksiyon kaybi1 GLI2 mutasyonlar1 bu listede yer
alabilir (162, 190).

2022’de Drissi ve arkadaslar1 akraba olmayan iki farkli ailde homozigot PLCHI geninde
varyant tanimlamistir. Bu ¢alismada birinci ailede iki kardeste konjenital hidrosefali, belirgin
gelisimsel gecikme, monoventrikiil ve kaynasmis talamus; ikinci ailede iki kardeste alobar HPE
ve siklopi tanimlanmistir. Insan embriyo immiinohistokimyasi, PLCH1'in notorkordda, gelisen
omurilikte, dorsal kok gangliyonlarinda, serebellumda ve dermatomiyozomda, SHH iireten
veya buna yanit veren tiim dokularda eksprese edildigini gostermistir. Bu c¢alisma verileri,
PLCH!'in dogum oncesi memeli ndrogelisiminde bir rolii oldugu ve patojenik varyantlarin
klinik olarak degisken otozomal resesif kalitim modeline sahip bir HPE spektrum fenotipine
neden oldugunu gostermistir. Bu gen ile iliskili fenotipler HPE 14 (MIM#619895) olarak
tanimlanarak literatiire girmistir (238).

De Franco ve arkadaslari akraba olmayan 3 farkli ailde pankreas agenezi ve HPE
anormal 6n beyin gelisimi olan 3 olguda CNOT1 heterozigot de novo varyant tanimlamustir.
CNOT]1, embriyonik kok hiicrelerin pluripotent bir durumda tutulmasi i¢in kritik oldugu 6ne
stiriilen bir transkripsiyonel baskilayicidir. Bu bulgular, CNOT1'in pankreas ve norolojik

gelisimde kritik bir rol oynadigini ve pankreatik agenezi ve holoprosensefalinin yeni bir genetik
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sendromunu tanimladigini gostertirmistir (239). Kruszka ve arkadaslar1 akraba olmayan
semilobar HPE saptanan 2 farkli olguda CNOTI geninde heterozigot de novo varyant
tanimlamistir. Ayni ¢alismada fare embriyolariin in situ hibridizasyon analizlerinde, Cnotl'in
on beyin boliinmesi igin kritik donem boyunca prosensefalik ndral kivrimlarda eksprese
edildigini gostermis ve bdylece insan ve fare verileri birlestirerek, CNOT1'in eksik 6n beyin
boliinmesi ile iliskili oldugu gosterilmistir (240). Bu veriler 1s5181nda CNOT1 genindeki mono-
allelik patojenik varyantlar Pankreatik agenezinin eslik ettigi veya eslik etmedigi,
Holoprosensefali 12 (#MIM 618500) fenotipi ile iliskilendirilmistir.

Kruszka ve arkadaslar1 X'e bagh kohezin kompleksi geni STAG2 varyantlarla iligkili
HPE fenotipini, 6 olguda bildirmistir. Bu olgulardan dordiiniin fenotipleri, HPE'in en siddetli
formlar1 olan siklopili alobar HPE, siklopisiz alobar ve semilobar HPE olarak tariflenmistir.
Diger iki olgudaysa daha hafif HPE formlari; orta hat yariklanmasi, hipotelorizm ve beyin
anomalileri olmaksizin ¢okiik burun kopriisii ile karakterize edilen mikroform HPE ve optik
sinir hipoplazisi ve hafif derecede norohipofizin anormal MRG bulgulariyla septo-optik
displazi tipi HPE seklinde siniflandirilmistir. Tiim mount in situ hibridizasyonu (Whole-mount
in situ hybridization) kullanarak, STAG2 ve SMC1A'nin, farede birincil nériilasyon sirasinda
prosensefalik noral kivrimlarda eksprese edildigini, 6n beyin morfogenezi ve holoprosensefali
patogenezi ile tutarli oldugunu gostermistir. Ayrica STAG2 ve SMC1A'nin shRNA yikiminin,
insan noral kok hiicrelerinde HPE ile iligkili genler ZIC2, GLI2, SMAD3 ve FGFR1'in anormal
ifadesine neden oldugu ve bu bulgular 1s1¢inda kohesin kompleksinin holoprosensefalide
medyan 6n beyin gelisiminin ve X'e bagli kalitm modellerinin 6nemli bir diizenleyicisi
oldugunu gostermistir (241). Bu bilgiler 1s18inda STAG2 genindeki heterozigot patojenik
varyantlar X'e baghh HPE 13 (#MIM 301043) fenotipi ile iligskilendirilmistir.

HPE’de degisken ekspresyon, klasik HPE'nin géze ¢arpan bir 6zelligi olmasina ragmen,
sendromik formlardaki bulgularin paterni tipik olarak ¢ok daha tutarlidir ve dogrudan spesifik
gen testine yol agabilir. Degisken ekspresyonun temeli biiylik dl¢lide bilinmemektedir, ancak
genetik veya cevresel degistiriciler tarafindan degistirilen genetik duyarliliklarla ilgili
oldugundan siliphelenilmektedir. HPE ayrica eksik penetrasyon ve genis aile i¢i degiskenlik
gosterir. Bu degisken ifade en iyi sekilde, ortak bir modifiye edici genetik veya ¢evresel faktorle
birlestirilmis bir otozomal dominant siiriicii mutasyon tarafindan modellenir. Coklu vurus
(multiple hit) hipotezinin (iki veya daha fazla siiriicti mutasyon) oérnekleri son derece nadirdir
(157, 242). Gergek digenik kalitim (genellikle her bir ebeveynden gelen iki esik alti mutasyon
arasindaki sinerji) nadiren tespit edilir. Yeni nesil dizileme, artik daha iyi anlasilan HPE siiriicii

genleri kiimesi arasindaki potansiyel genetik degistiricilerin envanterini ¢ikarmaya baglamay1

56



ve bu modellerin her birini ampirik bir teste tabi tutmayr miimkiin kiliyor (190). Tablo 8’de

HPE lokuslar1 ve bunlarla iligkili genlerin 6zeti goriillmektedir.

Tablo 8: HPE lokuslarinin ve bunlarla iliskili genlerin ozeti (194, 239, 240, 241).

MIM # Kromozomal bélge Gen Su anki durum Yorum
236100 Chr21q22.3 (HPE1) Bilinmiyor Bilinmiyor Bilinmiyor
157170 Chr2p21 (HPE2) SIX3 Aktif (Major gen) De novo ya da tercihli olarak
kalitilir
142945 Chr7q36.3 (HPE3) SHH Aktif (Major gen) De novo ya da tercihli olarak
kalitilir
142946 Chr18p11.31 (HPE4) | TGIF1 Aktif (Minor gen) De novo ya da tercihli olarak
kalitilir
609637 Chr13q32.3 (HPES) ZIC2 Aktif (Major gen) De novo ya da tercihli olarak
kalitilir
605934 Chr2q37.1-q37.3 Bilinmiyor Bilinmiyor Bilinmiyor
delesyon sendromu
610828 Chr9q22.3 (HPE7) PTCHI Muhtemel  modifiye | Ayn1 sekilde kalitilir veya
edici kalitilmaz
610829 Chr2q14.2 (HPE9) GLI2 Sendromik HPE Culler—Jones sendromu
615465 Chr8p11.23 FGFR1 Sendromik HPE Hartsfield sendromu
(FGFS)
612702 Chr10q24.32 FGF8 Sendromik IHH; HPE | Kallmann sendromu
612530 Chrlq42 delesyon | DISPI Muhtemel  modifiye | Ayn1 sekilde kalitilir veya
sendromu (HPE10) edici kalitilmaz
608707 Chrl1q24.2(HPEI11) CDON Aktif (Minor gen) Nadir, tercihli olarak kalitilir
618500 Chr16q21(HPE12) CNOT1 Aktif (Minor gen) De novo
301043 ChrXg25(X'e  bagh | STAG2 Aktif (Minor gen) De novo
HPE 13)
619895 Chr3q25.31(HPE14) PLCHI1 Aktif (Minor gen) OR kalitim
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608708 Chr3 BOC Muhtemel  modifiye | Ayn1 sekilde kalitilir veya
edici kalitilmaz

606582 Chr6q27 DLLI Nadir potansiyel | Nadir. Ayni sekilde kalhtilir
stirticii veya kalitilmaz

181590 Chrlp33 STIL Nadir OR  primer | Cok nadir. Akrabalik olan
mikrosefali 7 ailelerde goriiliir

Kromozomal ve sendromik olmayan HPE, klasik olarak eksik penetrasyon ve oldukga
degisken ekspresyona sahip otozomal dominant bir durum olarak kabul edilir. Tek bir
mutasyonun etkilerinin tek bir akraba iginde bile genis spektrumunu agiklamaya c¢alisan
caligmalar hala beklemededir, ancak hayvan modellerinden yapilan tahminler de dahil olmak
lizere bircok analiz hatti, etkilesim halindeki ¢oklu genetik ve cevresel faktorleri birlestiren
karmagik bir kalitm modeline isaret etmektedir (194, 195). Bir mutasyonun tanimlanmast
heniiz klinik sonucun tahminini yapmaya izin vermez. HPE spektrumu bozukluklarinin
molekiiler temellerine iliskin bilgi birikimimiz, fonksiyonel analizlerin de dahil edildigi
caligmalar ile HPE iligkili genlerdeki degisikliklerin biyolojik etkilerinin aydinlatiimasi ile
miimkiin olacaktir. Bu spektrumu daha iyi anlamak indeks ve aile liyelerini i¢eren detayli tanisal
yaklasimlarla saglanabilir. Burada ayrintili aile Oykiisii, HPE spektrumunun bir pargasi
olabilecek 6zelliklerin ailede dikkatli muayenesi hem ebeveynleri hem de diger aile iiyelerini
iceren molekiiler analizler, ndrogoriintiileme ve néropsikiyatrik degerlendirme verilerin dogru

degerlendirilmesi ile dogru yaklagimlar tanimlanacaktir.
2.11. Holoprozensefalide Coklu Vurus ve Digenik Kalitim

Insan kalitsal hastaliklarmin molekiiler genetik temellerinin belirlenmesinde son yirmi
yilda muazzam ilerlemeler kaydedilmistir. Cok sayida gendeki varyantlar, spesifik klinik
durumlarla iliskilendirilmistir. Bu ¢alismalarin ¢ogu, Mendel kalitimin1 gosteren bozukluklarla
iligkili genlerin aydinlatilmasina odaklanmigtir. Mendel kalitim1 olan bozukluklar, tanimlari
geregi "tek gen" bozukluklaridir. Bununla birlikte, bu Mendel kosullarinin ¢ogu i¢in, genotip-
fenotip korelasyonlarinin belirsiz oldugu kanitlanmistir (243, 244).

Digenik kaliim (DI) genetik olarak karmasik hastaliklar i¢in Onerilmis bir kalitim
seklidir. Tek genlerdeki mutasyonlarin insan hastaliklarina neden olduguna dair binlerce
raporun aksine, bazi soyagaclarinda digenik kalittima dair kanit bulunan diizinelerce insan
hastalig1 fenotipi vardir. Son on yilda yeni nesil dizileme teknolojilerinin ortaya c¢ikisi,

kacinilmaz olarak daha 6nce bulamayacagimiz, fenotip i¢in 6nemi veya etkisi olabilecek veya
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olmayabilecek varyantlarin bulunmasina yol agti. Semptomlart tanimlamak ve taniy1
dogrulamak i¢in bir degil iki veya daha fazla DNA varyantini1 dahil ettigimizde isler daha
karmasik hale gelir; digenik kalitim ve genoimk diizenleyicilerin devreye girdigi yer burasidir
(245).

Bir insan hastaliginda ilk digenik kalitim raporu 1994 yilinda retinitis pigmentoza i¢indi
(246). Bu rapor inandirictyd: ¢iinkii birden ¢ok soy agacindan veri iceriyordu ve iki genin
protein iirlinleri bilinen bir etkilesime sahipti. 1994'ten sonra, 2001'e kadar bir miktar ek DI
iligkili ¢alisma yaymlanmistir. Bardet-Biedl sendromu, sagirlik ve diger baska fenotiplerde DI
raporlar bildirilmistir (247, 248).

Tek genli otozomal dominant bir hastalik olarak gdriinmesine ragmen, HPE'nin aslinda
cok faktorlii bir durum oldugunu ve herhangi bir bireyde ortaya ¢ikan fenotipin, ¢oklu genetik
ve cevresel etkilerin kiimiilatif sonucu oldugunu varsayan ¢aligmalar mevcuttur. 2002’de Ming
ve arkadaslarinin calismasinda siddetli fenotip i¢in ¢coklu genetik degisikliklerin ve/veya dogum
oncesi teratojen maruziyetinin gerekli oldugu; yalnizca bir anormal genin kalitiminin, hafif bir
belirtiye veya hi¢bir klinik anormallige yol agmayabilecegi tartisilmistir (157). Bazi fare
mutasyonlar, HPE'nin iki farkli genin mutasyonlarinin es zamanli olusumundan
kaynaklanabilecegini gostermektedir. Iki genin her ikisi de mutant olan fareler HPE
gosterebilirken, sadece bir genin etkiledigi bir fare genellikle normal goriiniir ve HPE
gostermez. Ornegin, nodal +/-; HNF3b +/- ve Otx2 +/-; HNF3b +/- ikili heterozigotlar siklopi
ve HPE gosterir (249, 250). Siklopi ve 6n kafa yapilarinin kiigiilmesi bir Smad2 +/-; nodal +/-
ikili heterozigotunda ve bir ActRIIA (aktivin reseptdrii II)-/-; nodal +/- ikili mutaninda
mevcuttu (251, 252). Ayrica, Noggin +/-; Chordin +/- ve Noggin +/-; Chordin-/- ikili mutanlar
HPE ile uyumlu bozukluklar gosterir (231, 253). Genel olarak, bu veriler fare modellerinde
digenik miras yoluyla HPE'nin olusabilecegini gostermektedir.

Otozomal dominant HPEin fenotipik spektrumu olduk¢a degiskendir ve herhangi bir
bireyin fenotipinin, o kiside bulunan HPE gen mutasyonlarimin sayisina ve tiiriine baglh
oldugunu varsayan yayinlar mevcuttur. Nanni ve arkadaglarinin 1999’daki ¢alismasindaki hem
SHH geninde hem de ikinci bir HPE geninde varyanti olan hasta tanimlanmistir. Bu HPE'li
hasta, TGIF geni dahil olmak tizere 18pl11 delesyonuna ve SHH geninde de bir mutasyona
sahipti. Bu olgunun fenotipik olarak normal olan annesi ayn1 SHH mutasyonuna sahiptir ancak
18p, t(1;18)(q43;p11.3) iceren dengeli bir translokasyon tasimaktadir. Boylece, annenin iki
TGIF kopyast vardir, ancak kizin yalnizca tek bir aleli vardir (254). HPE'li diger bir hastada
hem 7GIF hem de SHH genlerinde bir mutasyon tanimlanmistir. Bu olgunun klinik olarak

normal annesinde SHH mutasyonu varken iki normal TGIF aleli saptanmistir. Ancak bu
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olgunun babastyla ilgili veri yoktur (157, 254). HPE'li {igiincii bir hastada ise hem Z/C2 hem de
SHH genlerinde mutasyon saptanmistir. Bu olgunun aile ¢alismasi yoktur. Bu hastalarin iki
HPE geninde mutasyonlara sahip olmas1 gergegi, iki mutasyonun tek bagina tek mutasyona gore
daha ciddi bir fenotipe yol agacak sekilde birlesmesi olasiligini destekleyici niteliktedir. Ayrica
bu test i¢in uygun olan klinik olarak normal ebeveynlerin mutasyonlardan yalnizca birini
tasidig1 bulgusu da digenik kalitim1 destekler niteliktedir (157, 254).

Hem SHH hem de TGIF mutasyonlari olan iki vaka; SHH ve ZIC2; PTCHI ve GLI2
mutasyonlar1 olan birer HPE vakalar1 daha 6énce tanimlanmistir. Ornek sayist literatiirde az
olmasina ragmen, digenik kalittimin HPE ile sonuglanabilecegi, buna karsin tek haplo
yetmezliginin yetersiz olabilecegi dngdriilmektedir (7, 254, 255). Cok sayida HPE ile iliskili
gen olmas1 ve bugiine kadar HPE'li hastalarin yalnizca %20'sinde bu genlerde mutasyonlarin
tanimlanmis oldugu gercegi goz Oniine alindiginda HPE genetigi ile ilgili spekiilasyonlarin
yapilmasi dogaldir. HPE'li bazi1 hastalarda iki mutasyonun tespit edildigi bulgusu, SHH i¢in doz
duyarliliginin insanlar ve fareler arasinda neden farkli goriindiigline dair fikir verebilir. Yani,
Shh mutant homozigot fare, HPE ve siklopi 6zelliklerine sahiptir ve genellikle embriyonik
gelisim sirasinda Oliirken, heterozigot fare normal goriiniir. Bu, SHH icin haployetersizliginin
HPE ile iliskili oldugu insanlarin aksinedir. Bu, SHH'nin iki mutasyona ugramis aleline sahip
insanlarin erken gebelikten sonra hayatta kalma ihtimalinin diisiik oldugu ve incelenen
hastalarin neredeyse tamaminin canli dogmus bebekler oldugu ger¢egini yansitiyor olabilir. Bir
SHH mutasyonu i¢in heterozigot olan ve HPE genlerinde baska higbir genetik anormallik
olmayan hastalarda HPE kliniginin olmayacagini ve HPE'li hastalarin ayrica farkli bir gende

ikinci bir mutasyona sahip oldugunu varsayan literatiirler de mevcuttur (157, 202).

3.MATERYAL-METOD
3.1.0lgu Grubu ve Klinik Degerlendirme

Bu c¢alisma, 2011-2021 yillar1 arasinda prenatal USG’de HPE saptanarak [UMF veya
tibbi termine edilen ve Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali polikliniginde
postmortem degerlendirilen; daha once Tibbi Genetik AD polikliniginde hazirlanmis klinik
dosyalarinin degerlendirilmesi ve saklanmis DNA 6rnekleri ile yiiriitiildii.

Olgularin Tibbi Genetik Anabilim Dalina ait hasta dosya bilgileri; oyki, ii¢ kusak aile
agaci, laboratuvar- muayene bulgulari, fotograflari, mevcut ise otopsi verileri ve ek tetkikleri
ile klinik olarak degerlendirildi. Olgu se¢im kriterleri arasinda antenatal donemde HPE
saptanmis olmasi, normal karyotip saptanmasi, ileri incelemeler i¢in olgulara ait prenatal veya

postmortem siiregte alinan fetal doku orneklerinden DNA’sinin izole edilerek bankalanmig
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olmasi, ailelerin etkilenmis fetuslarinda gerekli molekiiler genetik incelemeye onam vermis
olmasi yer alir. Tez kapsaminda 10 olgu calismaya dahil edilerek TED yontemi ile ‘solo’ analiz
gerceklestirilmis; beklenen kalitim modeline ve yolak genlerine uygun biyoinformatik
yaklasimlarla genetik etiyoloji arastirilmistir.

Aile i¢i segregasyon analizi i¢in olgularin aile iiyelerinden alinan periferik kan
orneginden elde edilen DNA 6rnegi kullanilmastir.

3.2.Molekiiler Yontemler
3.2.1. DNA izolasyonu ve DNA Kkalitesinin degerlendirilmesi

2011-2021 yillar1 arasinda prenatal invazif girisimler (CVS, AS, KS, kardiyosentez)
veya postmortem fetal deriden izole edilen DNA 6zgiin kitler (DNA Isolation Kit for
Mammalian Blood, Rochell667327001/Magnapure Large Volume KIT, Roche03730972001
ve EZI DNA Isolation Kit for Mammalian Blood, Qiagen 951054) ile firma protokollerine
uygun sekilde izole edildi ve bankalanan DNA 6rnekleri -20°C’de saklandi.

Segregasyon amactyla indeksin aile bireylerine ait DNA izolasyonlari, steril 2 ml
KGEDTA’I periferik vendz kan orneklerinden soliisyon/manyetik boncuk bazli sistemlere
Ozgiin kitler (MagPurix Blood DNA Extraction Kit 200, Cat.Op02001-48) kullanilarak iiriin
protokollerine uygun olarak gergeklestirildi.

Caligmaya dahil edilen olgulara ait genomik DNA’larin izolasyonunun ardindan, her
biri i¢cin Thermo Scientific™ NanoDrop 2000c cihazi aracigiyla spektrofometrik olarak
yogunluk (ng/pl) ve saflik derecesi olgiilerek gerceklestirildi. Ol¢iim sonuglarma gére DNA
konsantrasyonlarinin gerekli olan >50 ng/ul iizerinde ve A260/A280 oranlarinin da 1,8-2,0
arasinda oldugu tespit edildi. DNA 6rnekleri, YND ve PZR islemleri ger¢eklestirilinceye kadar
-20°C’de saklandx.

3.2.2. Tiim ekzom dizileme

10 olgudan elde edilen genomik DNA’larin kaliteleri degerlendirilip yeni nesil dizileme
islemleri i¢in uygun olduklari tespit edildikten sonra materyaller tiim ekzom dizileme 1slak
laboratuvar caligsmalar1 i¢in hizmet alimi kapsaminda Genetiks Genetik Hastaliklar Tani
Merkezi ve Laboratuvarlarina goénderildi.

Hizmet alimi1 kapsaminda Genetiks Genetik Hastaliklar Tant Merkezi ve
Laboratuvarlarinda yapilan 1slak laboratuvar c¢aligmalart kapsaminda; dizileme Oncesi
kiitiphane hazirlanmasi basamaginda insan genomunun 37Mb biiyiikliigiindeki ekzonik
bolgelerini hedef alan Qiagen firmasina ait QIAseq Human Exome Kiti kullanildi. Dizileme
islemi Illumina Novaseq 6000 cihazi ile akabinde bcl’den fastq doniisiimii, kalite

degerlendirmeleri, referans genoma haritalama, diisiik kalitedeki okuma ve varyantlarin
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filtrelenmesi ve vcf dosyast olusturma Qiagen CLC Genomics Workbench 12.0.3 iizerinde
gergeklestirilmistir.
3.2.2.1.Islak laboratuar calismalari

YND teknigiyle genomik DNA’y1 dizilemek iizere, QIAseq FX DNA Library Kit
kullanilarak ekzom kiitiiphaneleri hazirlandi.
Fragmantasyon, U¢ onarimi ve A-ekleme

50 ng giris DNA’s1 su, 10 mM Tris, Buffer EB i¢inde hazirlandi. Hazirlanan 6rnek buz
lizerinde eritildi. Bu 6rnekler, dnce vortekslenip kisaca santrifiij edildi ve Tablo 9’da gosterilen
termal dongii kosullarinda inkiibe edildi.

Tablo 9: Parcalanma, son-onarim ve A-ekleme termal dongii kosullari.

Basamaklar Sicakhik Siire
1 4°C 1
2 32°C 22
3 65°C 30
4 4°C -

Termal dongii blogu 4°C'ye ulastifinda program duraklatildi. FX reaksiyon karigimi
Tablo 10’da gosterildigi sekilde buz tlizerinde bir PCR tiipiinde hazirlandi. Her reaksiyona 10
ul FX enzim karisimi 6-8 kez asag1 yukari pipetlenerek iyice karistirilarak eklendi. PCR tiipleri
kisaca santrifiije edildi ve hemen 6nceden sogutulmus termal dogii cihazina (4°C) aktarilarak
dongii programina devam edildi. Termal dongiileyici programi tamamlandiginda ve numune
blogu 4°C'ye dondiigiinde numuneler ¢ikarildi ve buzun iizerine konularak adaptdr ligasyon
asamasina gecildi.

Tablo 10: Numune basina FX reaksiyon karisimi.

Icerik Hacim(ul)
FX tampon, 10x 5
Saflagtirilmig DNA (50 ng) Degisken
Niikleaz icermeyen su Degisken
FX Enzim miksi olmadan toplam 40
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Adaptorlerin Ligasyonu
Ornek basina ligasyon miksi Tablo 11°de gosterildigi gibi ayr1 bir PCR tiipiinde buz
iizerinde hazirlandi. Toplam 100 pl i¢in her numuneye 45 pl ligasyon miksi eklendi ve ligasyon
reaksiyonu i¢in 20°C'de 15 dakika inkiibe edildi.
Tablo 11: Ornek basina ligasyon miksi.

Bilesen Hacim(ul)
DNA Ligase Buffer, 5x 20
DNA ligase 10
Niikleaz icermeyen su 15
Total 45

Sonrasinda 0,8x (80 pul) Agencourt AMPure XP boncuklar1 kullanarak adaptor ligasyon
temizligine ge¢ildi ve her numuneye 80 ul yeniden siispanse edilmis Agencourt AMPure XP
boncuk eklendi. Karisim oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Boncuklar manyetik bir stand
tizerinde 2 dakika boyunca peletlendi ardindan siipernatanti dikkatlice alinip atildi. Boncuklar
200 pl %80 etanol eklenerek yikanip tekrar manyetik stand iizerinde pelletlenip siipernatanti
atildi. Bu etanol yikamasi 1 kez daha tekrarlandi. Boncuklar manyetik stand {izerinde 5-10
dakika boncuklar kuruyana kadar inkiibe edildi. Uriin manyetik standdan almarak 52.5 pl
Buffer EB, pH 8.0 i¢cinde yeniden siispanse edilerek elute edildi. Boncuklar pelletlendi ve 50 ul
slipernatant yeni bir tiipe aktarildi. Yeniden siispanse edilmis Agencourt AMPure XP
boncuklarindan 1,0x (50ul) eklendi ve pipetlenerek iyice karistirildi. Karisim oda sicaklifinda
5 dakika inkiibe edilip boncuklar manyetik bir stand iizerinde 2 dakika boyunca peletlenerek,
siipernatant1 dikkatlice atildi. Boncuklar 200 pl %80 etanol eklenerek tekrar yikandi ve
manyetik stand tizerinde pelletlenip siipernatanti atildi. Bu etanol ile yikama islemi birkez daha
tekrarlandi. Sonrasinda miimkiin oldugunca fazla etanol uzaklastirip boncuklar manyetik stand
iizerinde 5-10 dakika boncuklar kuruyana kadar inkiibe edildi. Manyetik standdan alinan
orneklere 26 pl Buffer EB i¢inde yeniden siispanse ederek elute edildi. Boncuklar peletlenip
kiitliphane amplifikasyonu icin 23,5 pl saflagtirllmis DNA 6rnegi dikkatlice yeni bir PCR
tiipiine aktarildu.

Kiitiiphane Amplifikasyonu

QIAseq HiFi PCR Master Mix ve Primer Mix buz iizerinde ¢ozdiiriildiikten sonra lokal
konsantrasyonlari dnlemek i¢in hizli vorteksleme ile iyice karistirildi. Buz {izerinde Tablo
12°de gosterildigi sekilde reaksiyon karigimi bir PCR tiiptinde hazirlanarak Tablo 13’teki termal
dongii kosullarinda PZR gerceklestirildi.
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Tablo12: Kiitiiphane zenginlestirme reaksiyon miksi.

Bilesen Hacim (ul)
QIAseq HiFi PCR Master Miks 2x 25
Primer Miksi (her biri 10 pM) 1.5
Kiitiiphane DNA's1 23.5
Total reaksiyon hacmi 50

Tablo 13: Kiitiiphane amplifikasyon dongii kosullari.

Zaman Sicakhik Dongii sayisi
2 dakika 98°C 1
30 saniye 60°C 7
1 dakika 72°C 1
00 1 4°C Tutun

PZR tamamlandiktan sonra, her bir tiipe 50 ul yeniden siispanse edilmis Agencourt
AMPure XP boncuk karistirmak i¢in iyice yukari asagi pipetlenerek eklendi. Karisim oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Boncuklar manyetik bir stand iizerinde pelletlenip
stipernatant1 dikkatlice atildi. Boncuklar 200 pl %80 etanol ekleyerek yikandi ve boncuklar
manyetik stand iizerinde pelletlenerek siipernatant atildi. Toplamda 2 kez bu etanol yikamasi
tekrarlandi ve miimkiin oldugunca fazla etanol uzaklastirildi. Manyetik stand {izerinde 5-10
dakika boncuklar kuruyana kadar inkiibe edildi. Manyetik standdan ¢ikarilan tirtinler 25 pl
Buffer EB icinde yeniden siispanse ederek elute edildi. Boncuklar manyetik stand {izerinde
pelletlenip slipernatantin 23 pl'si dikkatlice yeni bir tiipe aktarildi. Kapiler elektroforez cihazi
kullanarak kiittiphane kalitesi ve miktar1 degerlendirildi.

Havuz Olusturma

Her yakalama havuzu i¢in, Tablo 14°te gosterildigi sekilde istenen havuz boyutuna gore
kiitiiphane basina miktar1 (ng) belirlendi. Yakalama havuzu bagina 3200 ng toplam girdiyi
asmadigindan emin olundu.

Tablo 14: Hibridizasyon yakalama icin havuz olusturma.

Havuz olusturma

Yakalama havuzu basina dnerilen kitaplik sayisi 8
Yakalama havuzu basina maksimum toplam girdi 3200 ng
Kiitiiphane bagina minimum girdi 200 ng
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Havuzlama i¢in gereken her bir ¢ogaltilmis kitapligin hacmi (pl) hesaplandi. Her kiitiiphane
icin hesaplanan hacimler 1,5 ml'lik bir LoBind tiipiine aktarildi. Human Exome Probe Set ve
bloklama reaktifleri Tablo 15°te gosterildigi sekilde her bir kitaplik havuzuna eklendi.

Tablo 15: Kiitiiphane havuzunun problar ve bloklama reaktifleri ile olusturulmasi.

Bilesen Hacim (ul)
Dizinlenmis kiitiiphaneler havuzu Degisken
Man Exome Probe Set 4
One-4-All Blocking Oligos 8
One-4-All Blocking Solution 5

Tamamlanmis kiitiphane havuzu vortekslendi, ardindan buharlastirici cihaz
kullanilarak tamamlanmig kiitiiphane havuzunun tiim sivi igerigi tamamen buharlagtirildi.
Buharlastirilma tamamlandiginda, kurutulmus kiitiiphane havuzu buz {izerine alinarak
hibridizasyon yakalama protokoliine gegildi.

Hibridizasyon Yakalama

Vapor-Lock reaktifi oda sicakliginda ¢oziildii. Fast Hybridization Solution bir 1sitma
blogunda 10 dakika boyunca 65°C'ye 1sitild1 ve vortekslenerek tiim ¢okeltinin ¢oziindiigiinden
emin olundu. Tablo 16’da verildigi sekilde 1sitmali kapakli bir termal dongii cihazinda
inkiibasyona baglandi.

Tablo 16: Hibridizasyon yakalama termal dongiisii.

Adim Inkiibasyon sicakhgi Inkiibasyon siiresi
1 95°C 1 dakika
2 95°C 5 dakika
3 60°C 30 dakika-4 saat
4 60°C Tut

Termal dongii blogu 95°C'ye ulastiginda, program adim 1'de duraklatilarak 65°C Fast
Hybridization Solution vortekslenerek 20 pl kurutulmus tamamlanmis kiitiiphane havuzunu
iceren tiipe aktarildi. Tiip 5 saniye boyunca vorteksleyip, ardindan 65°C'de 2 dakika inkiibe
edildi. Vortekleme ve sonrasinda 65°C'de 2 dakika inkiibasyon adimlar1 2 kez daha tekrarlandi.
Cozeltinin tamami 0,2 ml'lik PCR tiipine aktarildi ve pulse spin yapildi. Kabarcik
kalmadigindan emin olunup 30 pl Vapor-Lock reaktifi eklendi. Tiim sivinin tiipiin dibinde
oldugundan emin olmak i¢in pulse spin yapildi. Tip termal dongli cihazina aktarildi ve
programa 95°C'de devam edildi. Termal dongili tamanlanarak hibridize hedefleri streptavidin

boncuklara baglama islemlerine gegildi.
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Hibridize Hedefleri Streptavidin Boncuklara Baglama

Reaksiyon basina 450 pl Wash Buffer A alkalize edilip 70°C'ye 1sitildi. Reaksiyon
basina 700 pl Wash Buffer B ayirilip 48°C'ye 1sitildi. Streptavidin Baglama Boncuklari
(Streptavidin  Binding Beads) vortekslenerek homojenize edildi. 100 pl homojenize
Streptavidin Baglayic1 Boncuklari yeni bir 1,5 ml LoBind tiiptine aktarildi. Her hibridizasyon
reaksiyonu i¢in 1 tlip hazirlanarak 200 pl Post Capture Binding Buffer pipetlenerek karistirildi.
Boncuklar manyetik bir stand iizerinde 1 dakika ¢o6zelti berraklasana kadar inkiibe edildi,
ardindan berrak siipernatanti peleti bozulmadan atildi. Ornekler manyetik standdan alindi. 200
ul Post Capture Binding Buffer eklenerek manyetik bir stand {izerinde 1 dakika inkiibe edilme
ve ardindan berrak siipernatanti peleti bozulmadan atilma islemi 2 kez daha tekrarland. Ugiincii
yikamadan siipernatanti1 ¢ikardiktan sonra, son bir 200 pl Post Capture Binding Buffer eklenip
boncuklar vortekslenerek homojenize edildi. Homojenize edilmis boncuklar oda sicakliginda
tutuldu. Hibridizasyon reaksiyonu tamamlandiktan sonra termal dongii cihazindan alian tiip
acilarak Vapor-Lock dahil tiim hacim oda sicakligindaki homojenize boncuk igeren tiipe hizlica
aktarildi ve karisim pipetlenerek iyice karistirildi. Boncuklarin ¢okmesini 6nlemek i¢in karigim
oda sicakliginda 30 dakika boyunca bir dondiiriicli cihaz iizerinde inkiibe edildi. Tiim sivinin
tiiplin dibinde oldugundan emin olmak i¢in tlipe pulse spin yapildi. Boncuklar manyetik bir
stand tlizerinde 1 dakika ¢ozelti berraklasana kadar inkiibe edilip ardindan pelleti bozmadan
Vapor-Lock igeren berrak siipernatant ¢ikarilip atildi. Tiip manyetik standdan ¢ikarildi ve 200
ul onceden 1sitilmis 70°C Wash Buffer A eklendi. 70°C'de 5 dakika inkiibe edildikten sonra tiip
1 dakika boyunca ¢ozelti berraklasana kadar manyetik bir stand iizerinde bekletildi, ardindan
berrak silipernatant peleti bozmadan ¢ikarildi ve atildi. Tiipli manyetik standdan ¢ikarilip
onceden 1sitilmig 70°C Wash Buffer A 'dan 200 ul daha ekleyip 70°C'de 5 dakika inkiibe edildi.
Tip pulse spin olarak dondiiriildii ve boncuklar da dahil olmak iizere tiim hacim yeni bir 1,5 ml
LoBind tiipiine aktarildi. Tiip 1 dakika boyunca ¢ozelti berraklasana kadar manyetik bir stand
iizerine yerlestirildi, ardindan berrak siipernatanti1 peleti bozmadan ¢ikarildi ve atildi. Tiip
manyetik standdan alinip 200 pl dnceden 1sitilmis 48°C Wash Buffer B eklendi. Tiipe pulse spin
yapildi, ardindan 48°C'de 5 dakika inkiibe edilip tekrar tiip 1 dakika boyunca c¢ozelti
berraklasana kadar manyetik bir stand {izerine konulup siipernatant peleti bozmadan atildi. Bu
yikama islemi 2 kez daha tekrarlandi. Son yikamadan sonra, kalan tiim siipernatant 10 pl'lik bir
pipet kullanilarak ¢ikarildi. Tiip manyetik standdan alinip 45 ul RNaz icermeyen su eklendi,
pipetlenerek homojenize edildi ve buz lizerinde yakalama sonras1 amplifikasyon asamasinda

gecildi.
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Yakalama Sonras1 Amplifikasyon
Reaksiyon karisimi Tablo 17 gosterildigi sekilde buz iizerinde bir PCR tiiplinde
hazirlandi.

Tablo 17: Yakalama sonrasi amplifikasyon i¢in reaksiyon karisimi.

Bilesen Hacim (nl)
Yakalanan hedefleri iceren boncuk iiriinii 22.5
Hibrit Yakalama Sonrasi PCR Karigimi 25
Primer Karigimi [llumina Kiitiiphane Amplifikasyonu 2.5
Toplam reaksiyon hacmi 50

Tablo 18°de verilen kosullara gore PZR gerceklestirildi. PZR tamamlandiktan sonra, her
bir reaksiyona 75 pl yeniden siispanse edilmis Agencourt AMPure XP Boncuk yukar1 asagi
pipetlenerek eklendi. Karigim oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Boncuklar manyetik bir
stand tizerinde peletlenip siipernatanti dikkatlice atildi. Boncuklar 200 pl %80 etanol ekleyerek
yikandi, manyetik stand lizerinde pelletlenip siipernatant atildi. Yikama bir kez daha tekrarland1
ve etanol uzaklastirildi. Manyetik stand iizerinde 5-10 dakika boncuklar kuruyana kadar inkiibe
edildikten sonra manyetik standdan alindi. RNaz icermeyen su i¢inde yeniden siispanse ederek
elute edilerek oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi. Boncuklar tekrar manyetik stand
iizerinde peletlenip berrak silipernatantin 30 pl'si dikkatlice yeni bir tlipe aktarildi. Kapiler
elektroforez cihazi kullanarak kiitiiphanenin kalitesi ve boyut dagilimi degerlendirildi.
Sekanslama islemi i¢in kiitliphaneleri havuzlama ve denatiire etme basamagina geg¢ildi.

Tablo 18: Yakalama sonrasi amplifikasyon termal dongii kosullari.

Zaman Sicakhik Dongii sayisi
2 dakika 98°C 1
20s 98°C
30 s 60°C 7 dongii
30s 72°C
1 dakika 72°C 1
0 4°C Tutun
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Sekanslama i¢in Kiitiiphaneleri Havuzlama ve Denatiire Etme

Istenen nihai yiikleme konsantrasyonuna bagl olarak gerekli havuzlanmis kitaplik
konsantrasyonlar1 Tablo 19°da gosterilen sekilde belirlendi ve kitapliklar 10 mM Tris-HCI, pH
8,5 kullanilarak istenen havuzlanmis kitaplik konsantrasyonu normallestirildi.

Tablo 19: Nihai yiikleme konsantrasyonuna bagh olarak gerekli havuzlanmis kitaphk

konsantrasyonlari.
Nihai Yiikleme Konsantrasyonu (pM) Havuzlanmis Kiitiiphane Konsantrasyonu (nM)

100 0.50
150 0.75
200 1

250 1.25
300 1.50
350 1.75
400 2

450 2.25
500 2.50

Denatiire edilmemis kiitiiphane havuzu tiipiine 0,2 N NaOH eklendi ve vortekslendi.
280xg ile 1 dakika santrifiij edildi. Sonrasinda denatiirasyonu saglamak icin 8 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Notralize etmek amaciyla 400 mM Tris-HCI, pH 8.0 ilave edildi.
Vorteklenen liriin 1dakika 280xg santrifiij edildi.

Kitapliklar denatiire edilip seyreltildikten sonra Illumina Novaseq 6000 cihazina
yiiklenerek dizileme islemi gergeklestirildi. Elde edilen sekans verilerinden bcl formatindan
fastq formatina doniistim, vef dosyasi olusturma, kalite degerlendirmeleri, referans genoma
haritalama, diistiik kalitedeki okuma ve varyantlarin filtrelenmesini igeren biyoinformatik is
akist Qiagen CLC Genomics Workbench 12.0.3 ile yapilarak varyant listesi ¢ikarildi.
3.2.2.2.Ekzom verilerinin biyoinformatik analizi

YND islemleri sonucunda elde edilen veriler ham data halinde (.fastq, .bam, .bai) temin
edildi ve filtreleme ylizii ile excel formatinda incelemeye alindi. Biyoinformatik analizlere
baslamadan once literatiir taramas1 ve veri madenciligi yapilarak HPE ile iligkisi bildirilmis
veya olas1 iliskili oldugu diisiiniilen 775 geni igeren bir liste olusturuldu. Ilk filtrelemede
calismadaki olgularin, bu listede yer alan genler agisindan TED verileri analiz edildi. Bu
analizde, UCSC’de bulunan yaygin tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) dislandi (UCSC
Genome Browser, 1000 Genom, vb), mindr allel frekansi (MAF) <0.001 olarak belirlendi ve
varyant tipleri ve zigosite gibi parametreler degerlendirmeye alindi. Ayrica varyantlar ‘in-house
data’ olarak adlandirilan kurum i¢inde olusturulmus varyant verileri ile karsilastirilarak sik
goriilen degisimlerin dislanmas1 saglandi. Saptanan varyantlar; protein lizerindeki tahmini

etkisi, ekspresyon paternleri, tiirler arasi korunmusluk gibi farkli parametreler gz oniine
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alinarak yorumlandi. Mutasyon tiplerine gore varyantlar anlamsiz, ¢erceve kaymasi, kirpilma
hatasi ve yanlis anlamli olmak tizere dncelik sirasina gore degerlendirildi. Saptanan varyantlarin
patojenitesi The American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) kriterlerine
gore simiflandirildr (256, 257). Ikinci filtrelemede aday varyantlar in silico tahmin araglarina
(SIFT,MutationTaster, Human Splicing Finder, PROVEAN vb.) gore patojenik veya olasi
patojenik Ozellik tasiyan tiim genlerdeki degisimler degerlendirmeye alindi (258, 259, 260,
261). Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), Human Gene Mutation Database
(HGMD), Ensembl, Exome Aggregation Consortium (ExAC), Genecards, ClinVar, Franklin,
Varsome ve UCSC Genome gibi portal ve veritabanlar1 araciligi ile incelendi (262, 263, 264,
265, 266, 267, 268, 269). Biitiin aday varyantlarin okuma derinliginin en az 20X olmasina
dikkat edildi ve ham okuma verileri Integrative Genomics Viewer (IGV) programi lizerinden
degerlendirildi (270). Varyant sikliklar1 icin GnomAD (v2.1.1) ve Allele Frequency Aggregator
(ALFA) veri tabanlarindan yararlanildi (271, 272). Fenotip ve kalitim paterni ile uyumlu oldugu
diistintilen varyantlar i¢in Sanger dizi analizi ile dogrulama ve ailevi segregasyon ¢alismalari
planlandi.

3.2.2.2.1.Varyantlarin siniflandirilmasi

Saptanan varyantlarin degerlendirilmesinde ACMG’nin varyant degerlendirmelerinde
kullandig1 siniflandirmalar dikkate alindi (273). ACMG standartlarina gore varyant etkilerinin
belirlenmesinde kullanilan degerlendirme kriterleri Tablo 20, Tablo 21 ve Tablo 22’de

gosterilmistir.
Tablo 20: ACMG varyant puanlama tablosu (273).
Patojenik 1. 1 ¢ok giiclii (PVS1) ve
a. >1 giiclii (PS1-PS4) veya
b. >2 orta (PM1-PM6) veya
¢. 1 orta (PM1-PM6) ve 1 destekleyici (PP1-PP5) veya
d. >2 destekleyici (PP1-PP5)
2.>2 giiclii (PS1-PS4)
3. 1 giiglii (PS1-PS4) ve
a. >3 orta (PM1-PM6) veya
b. 2 orta (PM1-PM6) ve >2 destekleyici (PP1-PP5) veya
c. 1 orta (PM1-PM6) ve >4 destekleyici (PP1-PP5)
Olasi patojenik 1. 1 ¢ok gii¢lii (PVS1) ve 1 orta (PM1-PM6) veya
2. 1 giiglii (PS1-PS4) ve 1-2 orta (PM1-PM6) veya
3. 1 giiglii (PS1-PS4) ve >2 destekleyici (PP1-PP5) veya
4. >3 orta (PM1-PM6) veya
5. 2 orta (PM1-PM6) ve >2 destekleyici (PP1-PP5) veya
6. 1 Orta (PM1-PM6) ve >4 Destekleyici (PP1-PP5)
Onemi bilinmeyen 1.Diger kriterleri karsilamama veya
2. Zararsiz ve patojenik kriterlerin ¢eliskili olmasi
Olasi zararsiz 1. 1 giiclii (BS1-BS4) ve 1 destekleyici (BP1-BP7) veya
2. >2 destekleyici (BP1-BP7)
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Zararsiz

1. 1 tek basina (BA1) veya
2. >2 giiclii (BS1-BS4)

PVS, pathogenic very strong,; PS, pathogenic strong, PM, pathogenic moderate; PP,

pathogenic supporting, BA, benign stand-alone; BS, benign strong; BP, benign supporting

Tablo 21: Patojenik varyantlar1 simiflandirma kriterleri (273).

Kanit niteligi

Patojenite kriterleri

Patojeniteye dair
cok giiclii kamitlar

PSV1: Fonksiyon kaybmin hastalik mekanizmasinda yer aldigi bilinen
genlerde lokalize null varyant varligi (anlamsiz mutasyon, gergeve kaymasi,
+1 veya 2 kirpilma bolgesi, baslangic kodonu, tek ya da ¢oklu ekzon

delesyonlar)
Giiclii patojenite | PS1: Niikleotid degisiminden bagimsiz olarak daha Once bildirilmis bir
kanitlar: patojenik varyant ile ayni aminoasit degisimi
PS2: Aile Oykiisii olmayan hastada saptanan ve parental konfirmasyonu
yapilmis olan de novo degisim
PS3: Gen veya gen lirlinliniin olas1 zararl etkisini destekleyen in vitro / in vivo
fonksiyonel ¢alismalarin varligi
PS4: Etkilenmis bireylerdeki varyant sikliginin kontrol gruplarina gore
anlamli derecede yiiksek olmasi
Orta derecede | PM1: Mutasyonel Aotspot noktada ve/veya kritik ve iyi bilinen fonksiyonel
patojenite alanda lokalize zararsiz olmayan degisim
kanitlar PM2: 1000 Genom Projesi, Ekzom Toplama Konsorsiyumu, Ekzom Dizileme

Projesi gibi biiyiik calismalarda kontrol gruplarinda bulunmamasi veya
homozigot frekansinin ¢ok diisiik olmasi

PM3: Resesif hastaliklarda patojenik bir varyantin trans allelde gdsterilmesi
PM4: Tekrarlamayan bolgelerdeki cerceve icindeki delesyon/insersiyon ya da
dur kodonu kaybinin proteininin uzunlugunda degisime neden olmasi

PMS5: Yeni bir yanlis anlamli degisimin, daha 6nce patojenik oldugu taniml
amino asit rezidiisiinde goriilmesi

PM6: De novo oldugu varsayilan fakat ailede segregasyon caligmasi ile
dogrulanmamis degisim

Patojeniteye dair
destekleyici
kanitlar

PP1: Hastaliga neden oldugu bilinen bir gende lokalize varyantin birden fazla
etkilenmis aile iiyesinde gosterilmesi

PP2: Zararsiz yanlis anlamli varyasyonlarin diisiik siklikta goriildigi ve
hastalik etiyolojisinde yanlis anlamli varyantlarin sik yer aldigi genlerde
lokalize degisimler

PP3: Gen ya da gen iriiniinde zararl etkiye yol agabilecegi (korunmusluk,
evrimsel, kirpilma etkisi vb.) cesitli istatistiksel hesaplamalar ile desteklenmis
varyantlar

PP4: Hastanin fenotipinin veya aile dykiisiiniin yiiksek oranda tek bir genetik
etiyolojiye isaret etmesi

PP5: Laboratuvar ortaminda bagimsiz olarak patojenitesi kanitlanmamis bir
varyantin saygin bir kaynak tarafindan patojenik olarak rapor edilmis olmasi

PVS, pathogenic very strong,; PS, pathogenic strong, PM, pathogenic moderate; PP,

pathogenic supporting.
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Tablo 22: Zararsiz varyantlar: simflandirma kriterleri (273).

Kamit niteligi Zararsiz degisim lehine olan Kriterler

Zararsiz etkinin tek | BA1: 1000 Genom Projesi, Ekzom Toplama Konsorsiyumu, Ekzom
basina kaniti Dizileme Projesi gibi biiyilik ¢aligmalarda allel frekansiin >%35 olmasi
Zararsiz etkinin | BS1: Allel frekansinin hastalik i¢in beklenenden daha yiiksek olmasi

giiclii kanitlar BS2: Saglikh bir yetigskin bireyde, erken yasta tam penetrans beklenen bir

hastalik i¢in (resesifler icin homozigot, dominant i¢in heterozigot ve X’e bagt
kalitim i¢in hemizigot) gozlenen degisimler

BS3: lyi tanimlanmus in vitro veya in vivo fonksiyonel galismalar ile protein
fonksiyonunda ya da kirpilma etkisinde zararli etkinin bulunmadiginin

gosterilmesi

BS4: Degisimin ailedeki benzer etkilenmis bireylerde segrege olmamasi
Zararsiz etkinin | BP1: Hastalik mekanizmasinda esas olarak trunke edici varyantlarin yer
destekleyici aldig1 genlerdeki yanlis anlamli varyantlar
kanitlar: BP2: Tam penetrans gosteren dominant bir gen/hastalikta, patojenik bir

varyant ile trans konumda bulunmasi veya herhangi bir kaliim paterni
durumunda patojenik bir varyant ile cis konumda bulunmasi

BP3: Fonksiyonu bilinmeyen tekrar bdlgelerinde yer alan cerceve igci
delesyon/insersiyonlarin varlig

BP4: Gen veya gen iriiniinde zararli etkiye yol agmadigi (korunmusluk,
evrimsel, kirpilma etkisi vb.) c¢esitli istatistiksel hesaplamalar ile
desteklenmis olan varyantlar

BPS5: Hastalik i¢in alternatif molekiiler temeli saptanmig bir vakada bulunan
varyant

BP6: Laboratuvar ortaminda bagimsiz olarak kanitlanmamis ancak saygin
bir kaynak tarafindan varyantin zararsiz olarak rapor edilmesi

BP7: Kirpilma hatasma yol agmayan ya da yeni kirpilma bdlgesi
olusturmayan ve yiiksek korunmus bolgede yer almayan sinonim degisimler

BA, benign stand-alone; BS, benign strong, BP, benign supporting.

3.3.Saptanan Varyantlarin Sanger Dizileme ile Dogrulanmasi

3.3.1. Sanger Dizileme I¢in Primerlerin Tasarlanmasi

Saptanan her aday varyant icin gen-spesifik primerler saptanan varyant1 kapsayacak

sekilde; secilen bolgelerin NCBI veri tabaninda varyantin tespit edildigi transkriptin NM kodu
baz aliarak ileri ve geri primerler tasarlanmistir. Primerler tasarlanirken primerlerdeki
oligoniikleotidlerin tekrarlayan dizi bdlgesinde olmamasina, herhangi bir polimorfizm
icermemesine ve icermesi kaginilmaz ise toplum sikliginin %1’in altinda olmasina, primerlerin
DNA’ya baglanma 1silarinin birbirine yakin olmasina, A-T ve G-C niikleotit dagilimlarinin
esite yakin olmasina dikkat edildi. Ensembl veri tabanindan alinan veriler ile tasarlanan
primerler, USCS Genome Browser in silico PZR araci ile baglanma 1silar1, dizi uzunluklar: ve
spesifiteleri acisindan kontrol edildi. Calisma kapsaminda tasarlanan ve kullanilan primer

dizilerine ait tablo Tablo 23’te verilmistir.
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Tablo 23: Primer dizileri.

Olgu Gen NM kodu Primer F/R Fragman ™
no sembolii uzunlugu O
(be)
(NM_007129.5) 5’-CGC AAC TCC ACA ACC AGT-3’ 600 58-57
1 ez 5’-GCT GCT GGC TCT TTC GT-3’
(NM_000264.5) 5’-GCC TAC CTT TGA CTC CTG T-3’ 463 54-53
PTCHI 5’-CCA GTA GCA TCC TAG TGG A-3’
(NM_000193.4) 5’-GAC GTG CTC CTC CAC GCT-3” 539 62-64
2 SHH 5’-GCC GAG GTG CGC CAA T-3’
(NM_005413.3) 5’-GAT TGC GGT GGA ATC GCT GA-3’ 1232 66-62
3 SIA3 5’-CTA GCC CCA TCT CAA CCCCT -3’
(NM_005270.5) 5’-GAC AAC CCC AGA CTA CCC A-3° 966 60-58
GLIZ 5’-CAC AGC CTC TGC TGT TTC CT-3’
(NM_015202.4) 5’-CAG ATG GAG AGA CTG AGA CCC T-3’ 472 62-60
(Klfjjé\g]; c1461G=A 5’-GAG CCT CTG TAC CTG GCC A-3’
4 (NM_015202.4) 5’-GTG GAC CAG TGT CCG CTG TA-3’ 464 62-60
- C 5°-CGG AAT GTA CAT CAG AGC AAC T-3’
(NM_003865.3) 5’-GAG TTC CTG AAA CTA CCT CTA-3’ 894 60-58
S HESXI 5°-CCA CTG ATT CTT CAT GCT CT-3’
5’-GGC AAG GCG TGT GTC AGA-3° 669 62-63
6 DHCR7 (NM_001360.3) 5’-GTT GGA GCT GGG ATG CCA-3’

3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Primer tasarlanan olgulara ait DNA’lar ve tasarlanan primerler ile termal dongii cihazi

kullanilarak PZR ¢alismas1 yapildi. Her bir PZR reaksiyonu i¢in 25 mM MgCl2 (Thermo
Scientific), 1X tampon soliisyonu [10X (NH4)2SO04] (Thermo Scientific), %0-10 DMSO
(Biomatik Coorporation), 200 uM dNTP (Thermo Scientific), 0,2 — 0,5 uM ileri ve geri

primerler (Sentebiolab), 0.5 U Taq polimeraz enzimi (Hibrigen) ve 150-200 ng gDNA

kullanildi. Karigim, distile su (dH20) ile son hacim 25 pl’ye tamamlanarak hazirlandi. Tim

calismalar soguk blok tlizerinde gerceklestirildi. Her PZR ¢alismasinda amplifiye edilen her bir
bolge, DNA icermeyen negatif kontrol PZR ile birlikte olacak sekilde, Tablo 24'te verilen PZR

dongiisel kosullar altinda termal dongii cihazinda (MJ Research PTC-200 ve DNA Engine-
BIORAD-T100) ¢alisildi.

Tablo 24: PZR dongii kosullari.

Islem Sicaklik Siire Dongii
Denatiirasyon 94°C 5 dakika x1 dongii
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Baglanma Primer baglanma 1si1s1 30 saniye x10 dongii
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Uzama 72°C 45 saniye-1,5 dakika

Denatiirasyon 94°C 30 saniye

Baglanma Primer baglanma 1s1s1 30 saniye x30 dongii
Uzama 72°C 45 saniye-1,5 dakika

Uzama 72°C 10 dakika x1 dongi
Bekleme 4°C 1 saat x1 dongii
Duraklama 10°C 00 x1 dongi

Amplifikasyon sonrasinda g¢ogaltilan gen bdlgelerinin, hedeflenen bolge oldugunun
validasyonu ve deneyin kontamine olup olmadigini tespit etmek amaciyla 5 pl PZR iiriinii ile 2
ul Gel Red boyasi karistirilarak agaroz jel elektroforezi uygulandi. 50 b¢’lik merdiven markorii
(Sigma) paralelinde 1X TBE tamponu i¢indeki %1,2’lik agaroz (Sigma) jelde, 160 Voltta 30
dakika ytiriitiilerek PZR firlinleri boyutlarina gore ayrildi. Elektroforez islemi sonrasinda
bantlar ultraviyole 151k altinda gortintiilenerek kaydedildi.

3.3.2.1.PZR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Ozgiinliigii dogrulanmis PZR iiriinlerinin saflastirilmas1 enzimatik yol ile yapildi.
Bunun i¢in Ekzontikleaz-1 (Lot:00716871-Thermo Scientific) enzimi ve Rapid Alkalin Fosfataz
(04898141001-Roche) enzimleri kullanildi. Termal dongii cihazinda 37°C’de 30 dakika,
85°C’de 15 dakika protokolii uygulandi. Saflastirilmis tirtinler +4°C’de bir sonraki islem icin
saklandi.

3.3.3. Dizi PZR Calismasi

PZR igin gerekli kimyasallar1 iceren 5X tampon soliisyonu BigDye buffer, ddNTP ve
AmpliTag DNA polimeraz iceren BigDye v3.1, tek yon primer, saflastirilmis PZR {riinii ve
distile su ilavesiyle, final hacim 10ul olacak sekilde karisim hazirlandi. 96 6rneklik MicroAmp
Optical 96-Well Reaction Plate iizerinde bir kuyucuga bir {iriin gelecek sekilde aktarildi. Tablo
25te gosterildigi sekilde termal dongii cihazinda PZR islemi gerceklestirildi.

Tablo 25: Dizi PZR termal dongii kosullari.

Islem Derece Siire Dongii
Denatiirasyon 96 10 saniye

Baglanma 50 5 saniye x25
Uzama 60 4 dakika

Sonlanma 4 o0 x1
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3.3.3.1.Dizi PZR Reaksiyonu Uriinlerinin Saflagtiriimasi

Uriinler 4°C’ye gelen cihazdan dizi PZR reaksiyonu tamamlandiktan sonra alindi. Arta
kalan primer ve diger reaktiflerin uzaklastirilmasi amaciyla alkolle ¢oktiirme yontemi ile
saflagtirildi. Her kuyucuk basia 1’er pl 125 mM EDTA ve 3M sodyum asetat ve 25 ul %100
etanol eklendi. Plate, aliminyum koruyucu yapiskan bant ile kapatildi ve 15 dakika oda 1sisinda
bekletildikten sonra 3.810 rpm’de 45 dk santrifiij islemi yapildi. Ardindan koruyucu bant
cikarilip plate ters gevrildi ve 1.100 rpm’de 30 saniye kisa santrifiij yapildi. Her kuyucuga 35
ul %70’lik soguk etanol eklenerek koruyucu bantla tekrar kapatildi ve 3460 rpm’de 15 dk
santrifiij edildi. Koruyucu yapiskan bant tekrar agilip plate ters g¢evrilerek 1170 rpm’de 60
saniye kisa santrifiij yapildi. Her bir kuyucuga 10 pl HiDi formamid (Highly Deionized
Formamid) eklendi. Ornekler, termal dongii cihazinda 97 °C’de 5 dakika denatiire edildikten
sonra 2 dk soguk blok iizerinde bekletildi.
3.3.3.2. Elektroforez Cihazina Yiikleme

Plate ABI3500 otomatik sekiz kapillerli elektroforez cihazina yerlestirilerek yiirtitme
islemine gecildi. Yiirlitme isleminde daha onceden kalibre edilmis dizileme boya seti Dyeset
kullanildi. On yiiriitme voltaji 15 kVolt, yiiriitme voltaji 13,4 kVolt, injeksiyon voltaj1 1,6
kVolt; 6n yiiriitme siiresi 180 saniye, yiirlitme siiresi 2.520 saniye, injeksiyon zamani 8 saniye
ve veri gecikmesi (data delay) 250 saniye olacak sekilde tirtinler yiirtitiildii.
3.3.3.3. Elektroforez Sonu¢larimin Degerlendirilmesi

Kapiller elektroforezden alinan dosya, ABI Sequencing Analysis v5.4 yazilim ve SeqScape

v3.0 analiz programlarinda degerlendirildi. SeqScape v.3.0 programinda analiz asamasindan
once referans dizi bu programa yiiklenerek transkriptin ekzonik ve intronik bdlgeleri programa
tanitildi. Sonrasinda Fasta formatina alinan olgu dizisi programa ylikenerek degerlendirildi.
Olgu dizisinin hedef gen bdlgesindeki yeri, dizilendigi primerin yoniiniin dogrulugu,
saflagtirma kalitesi, goriintiilenen pik kalitesi, dizilenen baz sayisi, pik yliksekligi ve arka alan
kirliligi kontrol edildi. Bu kontrollerde istenilen sonucun alinamadigi durumlarda dizileme
protokolii PZR asamasindan, ya da yeterli 6rnek mevcut ise saflastirma asamasindan itibaren

tekrarlandi. Sonuclar elde edilmis YND sonuglari ile karsilastirildi.
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4. BULGULAR
4.1.Antenatal USG Bulgulan
Bes olguda (%50) alobar HPE, iki olguda lobar HPE (%20), bir olguda MIHV HPE
(%10) saptandu. iki olguda ise (%20) prenatal donemde HPE siiphesi olusmustu ve postmortem
muayeneleri fenotipik olarak HPE sekansi ile uyumlu idi. Tablo 26°da ¢alisma grubumuzda yer
alan olgularin patolojik US bulgular1 goriilmektedir.

Tablo 26: Calisma grubumuzda saptanan patolojik USG bulgular.

Olgu Prenatal US Bulgular
Olgu 1 Alobar HPE
Olgu 2 Lobar HPE, hipoplazik korpus kallozum, hipoplazik CSP, mikrosefali, hipotelorizm

Olgu 3 Alobar HPE, mikrosefali, lens izlenmemesi, hipotelorizm, arini, YDD

Olgu 4 MIHV HPE, CCA, bilateral anoftalmi/mikroftalmi, tek nostril

Olgu 5 HPE siiphesi, ventrikiilomegali, serebellar hipoplazi, agir hipotelorizm, proboscis, arini
Olgu 6 | Alobar HPE, arini, orta hatta genis yarik dudak, malaligment VSD, elde polidaktili
Olgu7 | Alobar HPE, ileri derecede basik alin, firlak gozler

Olgu 8 Lobar HPE, CCA

Olgu 9 | Alobar HPE, tek tarafli anoftalmi, orta hattaYDD, sag kulakta preaurikular skin tag

Olgu 10 | HPE siiphesi, CCA, mikrosefali, mikroftalmi (anoftalmi?), orta hatta YDD
CSP,Kavum septi pellisidum, CCA,Koprus Kallozum agenezisi, VSD, Ventrikiiloseptal defekt,

YDD, Yaritk damak dudak.

4.2.Invazif islemler
Antenatal donemde olgularin tamamma invazif girisim yapildi. Girisimlerin %30’u

(n=3) amniyosentez (AS), %?20’si (n=2) koryon villus biyopsisi (CVS) ve %50’si (n=5)

kardiyosentezdi.

6

5

4 %50

3

) %30
0

Kardiyosentez CVS AS

m Kardiyosentez mCVS  AS

Sekil 17: Prenatal invazif girisimlerin dagilimi (n=10).
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4.3.Postmortem Fetal Degerlendirme ve Fetal Otopsi

Olgu grubumuzda gebeligin terminasyonu ve postmortem fetal degerlendirme ortalama
25. GH’nda gergeklestirildi. USG’de saptanan malformasyonlara ek olarak tiim olgularimizda
eslik eden fasiyal bulgular mevcuttu. Bes olguda (%50) postmortem degerlendirmede US
bulgularina eslik eden fasiyal dismorfik bulgular disinda ek anomali saptanmadi. ki olguda
(%20) ek olarak yarik damak/dudak, bir olguda (%10) mikroftalmi/anoftalmi, bir olguda (%10)
radiyal ve ulnar kemiklerde bowing, bir olguda (%10) aplazik/hipoplazik frenulum ve bir
olgada (%10) belirgin klitoris saptandi.

Serimizdeki 10 olgudan yalnizca biri (Olgu 8) fetal otopsi ile histopatolojik olarak
degerlendirildi. 26. GH’nda termine edilen bu olguda prenatal USG bulgusu olarak lobar HPE
ve CCA saptanmist1 ek olarak otopsi ile histopatolojik tanida olguda lizensefali saptandi.
4.4.Molekiiler Bulgular

Calismamizda alti olguda sekiz farkli gende hastalik iliskili veya iliskili oldugu
diistintilen 10 varyant saptandi. Bu varyantlardan altis1 yanlis anlamli, ikisi anlamsiz, ikisi ise
cerceve kaymasi tipinde idi. Saptanan 10 varyantin yedisi ilk kez bu ¢calismada tanimlanan novel
nitelikte degisimlerdi. Tablo 27°de calismamizda saptanan varyantlar ve bu varyantlara ait

ozellikler listelenmistir. Saptanan biitiin degisimler Sanger dizi analizi ile dogrulandi.
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Tablo 27: TED analizi ile saptanan varyantlar ve iliskili fenotipler.

Olgu Gen . . . . . Allel frekansi Iliskili fenotip
o Transkript Niikleotid Lokasyon Peptid Varyant tipi (gnomAD) ACMG (OMIM numarast)
ZIC2 " LP HPES
) (NM_007129.5) c.906C>A Ekzon 1 p-(Cys302%) Anlamsiz - PVSI, PM2 (MIM#609637)
PTCHI Yanlis anlamlt VUS HPE7
(NM_000264.5) P pecon 10 p-(Gly470Val) - PM2, PP3, PM1 (MIM#610828)
SHH Yanlis anlamlt LP HPE3
2 (NM_000193.4) prosa-g Ekzon2 | p.(Lys103Arg) - PM2, PM1, PP3, PP2 (MIM#142945)
SIX3 . LP HPE2
(NM_005413 4) ¢.305_306insTCTC Ekzon 1 p.(Gly103fs) Cerceve kaymasi - PM2, PVSI (MIM#157170)
3 GLI2 ¢.3839A>G Yanlis anlamli VUS HPE9
(NM._005270.5) Ekzon 14 p-(Asn1280Ser ) 0.0000131 PM2, BP4 (MIM#610829)
c.1461G>A LP Joubert sendromu 26
KIAA0556 Ekzon 13 p-(Trp487%*) Anlamsiz 0.0024% PVS1. PM2 (MIM#616784)
) (R 4035delC b d 26
(NM_015202.5) c.4035de % i LP Joubert sendromu
Ekzon 29 | p.(Ile1346Serfs*36) Cerceve kaymasi PVSI, PM2 (MIM#616784)
HESXI Yanlis anlamli VUS SOD
5 (NM_003865.3) c.385G>A Ekzon 3 p.(Val1291le) 0.000664 PP2, BSI (MIM#182230)
Yanlis anlamli P
c.1351T>C Ekzon 9 p-(Cys451Arg) 0.00000402
DHCR7 PP5, PP3, Pl\l/DIZ, PM1, PP2 SLOS
6 (NM_001360.3) (MIM#270400)
¢.976G>T Ekzon 9 p.(Val326Leu) Yanhs anlaml - PP5, PM2, PMS5, PMI,
PP3, PP2
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4.5.0lgular
4.5.1.0Igu 1

Aralarinda akrabalik olmayan 27 yasinda saglikli anne ve 31 yasinda saglikli babanin 1.
gebelik {iriinii fetus calismamiza dahil edildi (G2 P1 TT1). Aile dykiisiinde benzer etkilenmis
olgu, bilinen maternal hastalik, enfeksiyon/yiiksek ates Oykiisii, ilag kullanimi, radyasyon

maruziyeti ykiisii olmadig1 6grenildi.
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Sekil 18: Olgu 1’e ait aile agac.

/

4.5.1.1.Postmortem degerlendirme bulgulari

24 haftalik erkek fetusun postmortem degerlendirilmesinde boyu 31,5 cm (-0,06 SD),
tartis1 620 g (-0,64 SD) bas ¢evresi 20 cm (-1,76 SD) ve kulag uzunlugu 30 cm olarak ol¢iildii.
Mikrosefali, diiz ve geriye egimli alin, diiz oksiput, hafif hipertelorizm, periorbital dolgunluk,
belirgin infraorbital ¢izgiler, basik burun kokii, genis ve basik burun ucu, uzun filtrum, ince
dudaklar, ¢enede horizontal ¢izgilenme ve bilateral kulaklarda diiz heliksler izlendi. Yarik
damak ve dudak saptanmadi. Uvula net degerlendirilemedi. Sag el 5. parmakta klinodaktili,
bilateral el parmaklarinda uca dogru incelme tappering finger gorinimii ve
psddokamptodaktili gozlendi. Karyotip ve array-CGH analizi normal sonu¢lanmis olan olguda

on planda HPE sekansi diistintildii.
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Sekil 19: Olgu 1’in klinik muayene bulgular1. 24 haftalik erkek fetus. (A-B) Mikrosefali, diiz ve
geriye egimli alin, diiz oksiput, hafif hipertelorizm, periorbital dolgunluk, belirgin infraorbital ¢izgiler,
basik burun kokii, genis ve basik burun ucu, uzun filtrum, ince dudaklar, ¢enede horizontal ¢izgilenme,
bilateral kulaklarda diiz heliksler. (C-D) Sag el 5. parmakta klinodaktili, bilateral el parmaklarinda

tappering finger gorinimii ve psddokamptodaktili.
4.5.1.2.Molekiiler Bulgular

Indeks olgumuza yapilan TED analizinde ZIC2 geni (13q32.3, zinc finger protein of
cerebellum 2, NM_007129.5) ekzon 1°de heterozigot c.906C>A/p.(Cys302*) ve PTCHI geni
(9922.32, patched 1, NM_000264.5) ekzon 10°da heterozigot
c.1409G>T/p.(Gly470Val) degisimleri saptandi ve bu varyantlar Sanger dizi analizi ile
dogrulandi. Ailede segregasyon analizinde her iki varyanti da anne ve babanin tasimadigi
saptanarak varyantlarin de novo olustugu gosterildi. ZIC2, 6zellikle serebellumda yiiksek
diizeyde eksprese edilen ¢inko parmak proteinlerinin bir iiyesini kodlar. Bu gendeki heterozigot
patojenik varyantlar Holoprozensefali 5 (HPES) (MIM#609637) fenotipi ile iliskilendirilmistir.
Olguda gosterilen bu varyant daha Once veri tabanlarinda bildirilmemis olup ACMG
siiflandirmasina gore olasi patojenik niteliktedir; PTCHI, patched ailesinin bir {liyesini ve
hedgehog sinyal yolunun bir bilesenini kodlar. Bu gendeki heterozigot patojenik degisimler ise
Holoprozensefali 7 (HPE7) (MIM#610828) fenotipi ile iliskilendirilmistir. Olguda gosterilen
bu varyant daha 6nce veri tabanlarinda bildirilmemis olup ACMG siniflandirmasina gore 6nemi

bilinmeyen niteliktedir.
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Tablo 28: Olgu 1°de saptanan ZIC2 ve PTCH1 varyantlarina ait bilgiler.

Gen Varyant dbSNP ACMG In-silico Referans
(Transkript) Nucleotid D
Peptit MT SIFT GERP
(score) (score) | (score)
ZIC2 c.906C>A - LP D - U Novel
(NM_007129.5) p-(Cys302%) PVS1, (1.0) (2.95)
PM2
PTCHI ¢.1409G>T - VUuS D U U Novel
(NM_000264.5) | p.(Gly470Val) PM2, PP3, (1.0) (0.001) (5.06)
PM1

LP, Likely pathogenic; VUS, Variant of uncertain significance; MT, MutationTaster; D, Damaging /
Deleterious; U, Uncertain; SIFT, Sorting intolerant from tolerant; GERP, Genomic Evolutionary Rate

Profiling.
- - - - - - - - - - - - -
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Sekil 20: Olgu 1’e ait molekiiler analiz sonuclari. (A) Indeks olguda (IV-1) ZIC2 geninde
saptanan degisimin IGV goriintiisii izlenmektedir. (B) Sanger dizileme ile fetal olgunun (IV-1)
¢.906C>A degisimi icin heterozigot oldugu; anne (I11-2) ve babanin (I111-3) ise homozigot normal oldugu
goriilmektedir. (C) Indeks olguda (IV-1) PTCHI geninde saptanan degisimin IGV goriintiisii
izlenmektedir. (D) Sanger dizileme ile fetal olgunun (IV-1) c.1409G>T degisimi i¢in heterozigot

oldugu; anne (I1I-2) ve babanin (III-3) ise homozigot normal oldugu gériilmektedir.

4.5.2.0lgu 2

Aralarinda akrabalik olmayan 24 yasinda saglikli anne ve 30 yasinda saglikli babanin 1.
gebelik iirlinii fetus ¢alismamiza dahil edildi (G2 P1 TT1). Aile dykiisiinde benzer etkilenmis
olgu, bilinen maternal hastalik, enfeksiyon/yiiksek ates Oykiisii, ila¢ kullanimi, radyasyon

maruziyeti dykiisii olmadig1 6grenildi.

I ] \_/ O
1 2 3 4 5
. 0O O T O
1 2 3 4 5-6 7 8 ?

m Etiyolojisi Etiyolojisi

bilinmeyen bilinmeyen
f 1 2 neonatal 7 aylik

eksitus eksitus

Sekil 21: Olgu 2’ye ait aile agaci.
4.5.2.1.Postmortem degerlendirme bulgular:

24 GH‘lik erkek fetusun postmortem degerlendirilmesinde boyu 34 cm (1,16 SD),
tartis1 760 g (0,55 SD) ve bascevresi 18 cm (-3,33 SD) 6lciildii. Fizik muayenesinde geriye
mikrosefalik goriiniim, egilimli alin, bilateral belirgin proptotik gozler, yukari ¢ekik palpebral
fissiirler, basik burun kokii, belirgin burun kemeri, uzun ve diizlesmis filtrum, asag1 doniik agiz
komissiirleri, mikrognati izlendi. Oral muayanesinde yarik damak-dudak gézlenmedi. Bilateral
el 5. parmaklarda klinodaktili, sol ayakta pes ekinovarus (PEV) mevcuttu. Ayak tirnaklar
hipoplazik goriiniimdeydi. Grafisinde bilateral 11 adet kot disinda 6zellik izlenmedi.
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Sekil 22: Olgu 2’nin fizik muayene bulgulari. 24 haftalik erkek fetus. (A-B) Mikrosefalik
goriiniim, geriye egilimli alin, bilateral belirgin proptotik gdzler, yukari ¢ekik palpebral fissiirler, basik
burun kokii, belirgin burun kemeri, uzun ve diizlesmis filtrum, asagi doniik agiz komissiirleri,

mikrognati. (C) Bilateral el 5. parmaklarda klinodaktili. (D) Hipoplazik ayak tirnaklari.
4.5.2.2.Molekiiler Bulgular

Indeks olgumuza yapilan TED analizinde SHH geni (7q36.3, sonic hedgehog signaling
molecule, NM_000193.4) ekzon 2°de heterozigot ¢c.308A>G/p.(Lys103Arg) varyant1 saptandi
ve bu varyant Sanger dizi analizi ile dogrulandi. Ailede segregasyon analizi gerc¢eklestirilemedi.
SHH geni, gelisim sirasinda c¢esitli noktalarda hiicre kaderinin belirlenmesinde rol oynayan
salgilanmis bir protein olan sonic hedgehog’u kodlar. Bu gendeki heterozigot patojenik
varyantlar Holoprozensefali 3 (HPE3) (MIM#142945), Kolobom ile bereber mikroftalmi 5
(MIM#611638), Sizensefali (MIM#269160), Soliter mediyan maksiller santral kesici
(MIM#147250) fenotipleri ile iliskilendirilmistir. Olguda gosterilen bu varyant daha once veri

tabanlarinda bildirilmemis olup ACMG simiflandirmasina gore olasi patojenik niteliktedir.

Tablo 29: Olgu 2’de saptanan SHH varyantina ait bilgiler.

Varyant In-silico
Gen Nucleotit | dbSNPID | ACMG Referans
(Transkript) Peptit MT SIFT | GERP
(score) (score) (score)
LP
SHH &f?&fr ) ) PM2, D U U Novel
(NM_000193.4) | PHY & PMI,PP3, | (1.0) | (0.027) | (3.37)
PP2

LP: Likely pathogenic, MT, MutationTaster; D, Damaging/Deleterious,; U,Uncertain.
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Human DRLMTQRCKDKLNALAISVM

~ indeks DRLMTQRCRDKLNALAISVM
Mouse (Mus musculus) DRLMTQOQRCKDKLNALAISVM

Chicken (Gallus gallus) DRLMTQRCKDKLNALAISVM

c

—~ Zebrafish (Daniorerio) DRLMTORCKDKLNSLAISVM
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?‘Ratmattusnorvegicus) DRLMTQRCKDKLNALAISVM

Sekil 23: Olgu 2’ye ait molekiiler analiz sonuclar1 ve amino asit dizisinin evrimsel

korunumu. (A) indeks olguda (I1I-1) SHH geninde saptanan heterozigot ¢.308A>G degisimin IGV
goriintiisii. (B) Sanger dizileme ile fetusta (III-1) bu degisim gosterilmistir. (C) Degisimin bulundugu

bolgedeki amino asit dizisinin tiirler arasinda evrimsel olarak korunmus oldugu goriilmektedir.
4.5.3.01gu 3

Aralarinda akrabalik olmayan 31 yasinda saglikli anne ve 30 yasinda saglikli babanin 2.
gebelik iirlinli fetus ¢alismamiza dahil edildi (G3 P2 TTI1). Ailenin ilk gebeliginden 2017
dogumlu saglikli kiz cocuklar1 oldugu 6grenildi. Aile Gykiisiinde benzer etkilenmis olgu,
bilinen maternal hastalik, enfeksiyon/yiiksek ates 6ykiisii, ilag kullanimi, radyasyon maruziyeti

Oykiisii olmadigi 6grenildi.

O O O

1 2 3 4 5

2 3 1 5 9-10-11
Noral tiip
I . defekti

Sekil 24: Olgu 3’e ait aile agaci.
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Postmortem degerlendirme bulgular:

23 haftalik erkek fetusun postmortem degerlendirilmesinde boyu 30,5 cm (0,15 SD),
tartis1 580 g (-0,14 SD) ve basgevresi 17 cm (-3,46 SD / 19. GH ile uyumlu) olgiildi.
Mikrosefalik gorliniim, hipotelorizm, proptozis, yukar: ¢ekik palpebral fissiirler, arini? (dudak
yariginin hemen iistiinde burun deligi ile uyumlu tek agiklik) izlendi. Ust dudak orta hatta burun
deligine uzanan yarik dudak ve bu bolge seviyesinde orta hatta alveolar ¢entik saptandi.
Bilateral el 5. parmaklarinda klinodaktili, sol ayak basparmagi mediyale deviye ve sol ayakta

sandal aralik izlendi. Sag ayakta pes kavus, bilateral firlak topuklar mevcuttu.

Sekil 25: Olgu 3’iin klinik muayene bulgulari. 23 haftalik erkek fetus. A-B: Mikrosefalik
goriiniim, hipotelorizm, proptozis, yukar1 cekik palpebral fissiirler, arini? (dudak yariginin hemen
iistlinde burun deligi ile uyumlu tek agiklik), tist dudak orta hatta burun deligine uzanan yarik dudak. C:
Sol ayakta sandal agiklik D: Sag ayakta pes kavus.

Molekiiler Bulgular

Indeks olgumuza yapilan TED analizinde SIX3 geni (2p21, SIX homeobox 3,
NM 005413.4) ekzon 1’de heterozigot ¢.305 306insTCTC/p.(Gly103fs ) varyant1 ve GLI2
geni (2q14.2, GLI family zinc finger 2, NM_005270.5) ) ekzon 14’te heterozigot c.3839A>G
(p.Asn1280Ser )varyant1 saptandi. Bu varyantlar Sanger dizi analizi ile dogrulandi.
Segregasyon amactyla yapilan incelemeye, indeksin anne ve iki saglikli kiz kardesi dahil edildi.
Baba da segregasyon ¢alismasi yapilamadi. SZX3 genindeki varyant anne (I1-4) ve iki saglikli
kiz kardeste (I11-1,3) saptamazken, GLI2’deki varyant anne ve saglikli kiz kardes 2°de (II1-3)

de saptandi. SIX3 geni, sine oculis homeobox transkripsiyon faktorii ailesinin bir tiyesini kodlar.
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Kodlanan protein, géz gelisiminde rol oynar. Bu gendeki heterozigot patojenik varyantlar

Holoprozensefali 2 (HPE2) (MIM#157170) ve Sizensefali (MIM#269160) fenotipleri ile

iliskilendirilmistir. Olguda gosterilen bu varyant daha dnce veri tabanlarinda bildirilmemis olup

ACMG simiflandirimasina gore olasi patojenik niteliktetir. GLI2 geni, Gli ailesinin C2H2 tipi

cinko parmak proteini alt sinifina ait bir proteini kodlar. Bu alt sinifin iiyeleri, DNA'y1 ¢inko

parmak motifleri araciligiyla baglayan transkripsiyon faktorleri olarak karakterize edilir. Gli

ailesi ¢inko parmak proteinleri, Shh sinyalinin aracilaridir ve embriyonal karsinom hiicresinde

giiclii onkogenler olarak yer alirlar. Bu gendeki heterozigot patojenik varyantlar, Culler-Jones

sendromu (MIM#615849) ve Holoprozensefali 9 (HPE9) (MIM#610829) fenotipleri ile

iligkilendirilmistir. Olguda gosterilen bu varyant daha 6nce veri tabanlarinda bildirilmemis olup

ACMG siniflandirmasina gore 6nemi bilinmeyen niteliktedir.

Tablo 30: Olgu 3’te saptanan SIX3 ve GLI2 varyantlarina ait bilgiler.

Gen Varyant dbSNPID | ACMG In-silico Referans
(Transkript) Niikleotit
Peptit MT SIFT GERP
(score) (score) (score)
SIX3 ¢.305 306insTCT - LP - - - Novel
(NM_005413.4) C (p.Gly103fs) PM2,
PVSI
GLI2 c.3890A>G 1s749812469 | VUS B (0) B B Novel
(NM_005270.5) p-(Asn1280Ser ) PM2, (0,573) | (0.37)
BP4

LP, Likely pathogenic,, VUS. Variant of uncertain significance,; B, Bening.
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Sekil 26: Olgu 3’e ait molekiiler analiz sonuclari. (A) indeks olguda (I1I-2) SIX3 geninde

saptanan degisimin IGV goriintiisii izlenmektedir. (B)

Sanger dizileme ile fetal olgunun (III-2)

¢.305_306insTCTC degisimini heterozigot tasidigi; anne (I1I-4), saglikli kiz kardes 1 (III-1) ve saglikli
kiz kardes 2’nin (I1I-3) ise homozigot normal oldugu goriilmektedir. (C) indeks olguda (I1I-2) GLI2

geninde saptanan degisimin IGV goriintiisii izlenmektedir. (D) Sanger dizileme ile fetal olgu (I1I-2),

anne (II-4) ve saglikli kiz kardes 2’nin (I1I-3) ¢.3839A>G degisimini heterozigot tasidigi; saglikli kiz

kardes 1 (III-1) ise homozigot normal oldugu goriilmektedir.
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4.5.4.0lgu 4

Aralarinda akrabalik olmayan 27 yasinda saglikli anne ve 32 yasinda saglikli babanin 2.
gebelik iirlinli fetus ¢alismamiza dahil edildi (G3 P2 TTI1). Ailenin ilk gebeliginden 2016
dogumlu saglikli kiz ¢ocuklari oldugu 6grenildi. Ailenin iiglincii gebeliginden olan ii¢ yasindaki
erkek ¢cocugunda hipotiroidi, biiylime hormon eksikligi, hafif ndromotor gerilik ve MRG’nde
bos sella, ektopik norohipofiz ve serebellar ektopi bulgular1 olan oldugu 6grenildi. Aile
Oykiisiinde benzer etkilenmis olgu, bilinen maternal hastalik, enfeksiyon/yliksek ates oykiisii,

ila¢ kullanimi, radyasyon maruziyeti, abdominal travma &ykiisii olmadig1 6grenildi.

1
I
5L O '
111 O
1 2 3 4 5 6
e N T
o IS &
1 2 3 4 5-6 7 8-9 10 11 12 13

| 20 ganlik Yag?  Yag?
\Y gualil
A Etyo? Kaza  Kaza
1 /‘ 2 3

3 yas. Hipotiroidi, bityiime hormon 2 s yas. GH tedavisi alyor.

eksikligi, hafif néromotor gerilik, bog S
sella, ektopik nérohipofiz, serebellar
ektopi.

N
\\ 20 yas. Boy kisalig1 (140 cm)+hidrosefali.

B

Sekil 27: Olgu 4’e ait aile agaci.

Postmortem degerlendirme bulgular

35 haftalik disi fetusun postmortem degerlendirilmesinde boyu 44 cm (-0,73 SD), tartist
2210 gr (-0,64 SD) ve bas cevresi 31 cm (-0,59 SD) o6lciildii. Hipotelorizm, bilateral
anoftalmi/mikroftalmi, belirgin burun kemeri ve kokii, tek nostril, kiigiik agiz, asagi ¢cekik agiz
komisstirleri, sekonder alveolar kemer, mikrognati izlendi. Lingual ve superiyor labiyogingival
frenulum izlenmedi ve inferiyor labiyogingival frenulum hipoplazik izlendi. Heliksleri
katlantili, antitraguslari belirgin ve diisiik yerlesimli kulaklar mevcuttu. Bilateral ¢entikli simian
cizgisi, bilateral el 5. parmakta klinodaktili saptandi. Klitoris ve labium minuslar hipoplazik

izlendi ve tek iirogenital agiklik saptandi.
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Sekil 28: Olgu 4’iin klinik muayene bulgulari. 35 haftalik disi fetus. A-B: Hipotelorizm, bilateral
anoftalmi/mikroftalmi, belirgin burun kemeri ve koki, tek nostril, kiiglik agiz, asagi ¢ekik agiz
komissiirleri, sekonder alveolar ridge, mikrognati. Heliksleri katlantili, antitraguslar1 belirgin ve diisiik
yerlesimli kulaklar. C: Centikli Simian ¢izgisi. D: Klitoris ve hipoplazik labiyum minuslar ve tek

iirogenital aciklik.
Molekiiler Bulgular

Indeks olgumuza yapilan TED analizinde KATNIP (KIAA0556) geninde (16pl2.1,
katanin-interacting protein, NM_015202.5) ekzon 13’te heterozigot ¢.1461G>A (p.Trp487*)
ve ekzon 21°de heterozigot ¢.4035delC/p.(Ile1346Serfs*36) varyantlari saptandi. Bu varyantlar
Sanger dizi analizi ile dogrulandi. Segregasyon amaciyla ebeveynlerde ve bulgulari olan erkek
cocuklarinda (V-3) yapilan incelemede, annede ekzon 21’deki, babada ise ekzon 13’teki
varyantlar heterozigot formda ve V-3’te birlesik heterozigot formda saptandi. KATNIP geni,
evrimsel olarak korunmus yeni bir siliyer protein kodlar. Insanda bu protein, silia tabaninda
bulunur ve siliyer ucta zenginlestirilir. Protein in vitro olarak mikrotiibiillere baglanir ve asir1
ifade edildiginde stabilitelerini diizenler. Bu gendeki null bir patojenik varyant, ayirt edici bir
orta arka beyin ve serebellar malformasyon ile karakterize edilen ve ayrica siklikla daha genis
siliyopati semptomlariyla iliskilendirilen resesif bir hastalik olan Joubert sendromu 26
(MIM#616784) ile iliskilendirilmistir.

Tablo 31: Olgu 4’te saptanan K1440556 (KATNIP) varyantlarina ait bilgiler.

Gen Varyant dbSNP ID ACMG In-silico Referans
(Transkript) Niikleotit
peptit MT SIFT GERP
(score) (score) (score)
KI440556 c.1461G>A rs14884924 LP D - U Novel
(KATNIP) p-(Trp487%) 76 PVSI, (1.0) (5.49)
(NM_015202.5) PM2
KIAA0556 ¢.4035delC - LP - - - Novel
(KATNIP) p-(Ile13468Serfs*36) PVSI,
(NM_015202.5) PM2
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LP,Likel pathogenic, MT, MutationTaster; D, Damaging/Deleterious; U, Uncertain.
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Sekil 29: Olgu 4’e ait molekiiler analiz sonuglari. (A) indeks olguda (V-2) KATNIP (KIAA0556)

geninde saptanan ¢.1461G>A degisiminin IGV goriintiisii izlenmektedir. (B) Sanger dizileme ile fetal
olgunun (V-2), baba (IV-4) ve etkilenmis erkek kardesin (V-3) c.1461G>A degisimini heterozigot
tasidig1, annenin (IV-3) homozigot normal oldugu gériilmektedir. (C) indeks olguda (V-2) KATNIP
(KI440556) geninde saptanan c.4035delC degisiminin IGV goriintiisii izlenmektedir. (D) Sanger
dizileme ile fetal olgu (V-2), anne (IV-3) ve etkilenmis erkek kardesin (V-3) ¢.4035delC degisimini

heterozigot tagidigi; babanin (IV-4) ise homozigot normal oldugu goriilmektedir.
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4.5.5.0lgu 5

Aralarinda akrabalik olmayan 31 yasinda saglikli anne ve 28 yasinda saglikli babanin 4.
gebelik triinii fetus calismamiza dahil edildi (G4 P1 A2 TT1). Ailenin ilk gebeliginin ektopik
gebelik oldugu, 2. gebeliginden 2008 dogumlu saglikli kiz ¢ocuklart oldugu ve 3. gebeliginin
8. GH’sinda spontan abortus olarak sonlandigi oldugu 6grenildi. Aile Oykiisiinde benzer
etkilenmis olgu, bilinen maternal hastalik, enfeksiyon/yiiksek ates Oykiisi, ila¢ kullanima,

radyasyon maruziyeti 0ykiisii olmadig1 6grenildi.

1 2 3 y 3
DO O O L
1-2 3-4-5 6 7 8-9-10 11-12-13

Jo

%Ilag kullanim gerektiren psikiyatrik bozukluk.
Sekil 30: Olgu 5’e ait aile agac.
Postmortem degerlendirme bulgular:

17 haftalik disi fetusun postmortem degerlendirilmesinde boyu 16,5 cm, tartis1t 270 g,
bas c¢evresi 12 cm ve kulag uzunlugu 14 cm olarak o6l¢iildii. Fetusun ileri derecede masere
olmas1 nedeniyle postmortem degerlendirme suboptimal olarak yapilabildi. Glabella {izerinde
tek deligi goriinen burun benzeri yap1 (probosis?), belirgin hipotelorizm, sagda mikroftalmi,
solda anoftalmi, ileri derecede kii¢iik ag1z (mikrostomi) ve orta hatta yarik dudak izlendi. Oral
degerlendirme yapilamadi. Sol 6nkolda bowing, alt bacaklar ve on kollar goreceli olarak kisa
izlendi. Bilateral ayaklarda bagparmaklar1 geri yerlesimliydi. Grafisinde sol 6n kolda belirgin

radiyal ve ulnar bowing, sag on kolda hafif radiyal ve ulnar bowing saptandi.
Molekiiler Bulgular

Indeks olgumuza yapilan TED analizinde HESXI geni (3p14.3, HESX homeobox 1,
NM 003865.3) ekzon 3’te ¢.385G>A/p.(Vall29lle) heterozigot varyanti saptandi ve bu
varyant Sanger dizi analizi ile dogrulandi. Segregasyon amaciyla ebeveynlerde yapilan

incelemede, indekste saptanan varyant saptanmadi ve varyantin de novo olustugu gosterildi. Bu
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gen, gelismekte olan 6n beyin ve hipofiz bezinde transkripsiyonel bir baskilayici olan korunmus
bir homeobox proteinini kodlar. Bu gendeki heterozigot patojenik varyantlar Hipofiz
anomalileri ile birlikte biiyiime hormonu eksikligi (MIM#182230), Kombine hipofiz hormonu
eksikligi (MIM#182230) ve Septo-Optik displazi (MIM#182230) fenotipleri ile
iliskilendirilmistir. Olguda gosterilen bu varyant daha once veri tabanlarinda hipotalamik

amenore olan olguda bildirilmistir.

Tablo 32: Olgu 5’te saptanan HESX1 varyantlarina ait bilgiler.

Gen Varyant dbSNPID | ACMG In-silico Referans
(Transkript) Ngklegtit MT SIFT GERP
eptit (score) (score) (score)
HESX1 c.385G>A rs143057250 | VUS D U U 274
(NM_003865.3) | p.(Vall291le) PP2, (1.0) (0.07) (3.81)
BS1

VUS, Variant of uncertain significance; MT, MutationTaster;, D, Damaging/Deleterious,

U, Uncertain.
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Sekil 31: Olgu 5’e ait molekiiler analiz sonuclari. Sekil 23: Olgu 2’ye ait molekiiler analiz

sonuglari ve amino asit dizisinin evrimsel korunumu. (A) indeks olguda (I111-4) HESX geninde
saptanan heterozigot ¢.385G>A degisimin IGV goriintiisii. (B) Sanger dizileme ile fetal olgunun (III-
14) HESXI geninde ¢.385G>A degisimini heterozigot tasidigi; anne (II-6) ve babanin (II-7) ise

homozigot normal oldugu goriilmektedir.
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4.5.6.01gu 6

Aralarinda akrabalik olmayan 25 yasinda saglikli anne ve 26 yasinda saglikli babanin 1.
gebelik tiriinii fetus calismamiza dahil edildi (G1TT1). Aile dykiisiinde benzer etkilenmis olgu,
bilinen maternal hastalik, enfeksiyon/yiiksek ates dykiisii, ilag kullanimi, radyasyon maruziyeti

Oykiisii olmadig1 6grenildi.

O O

1 2 3 4
II L
1 2 3-4 5 6 7
III

/4 1
Sekil 32: Olgu 6’ya ait aile agaci.

Postmortem degerlendirme bulgulari

22 haftalik disi fetusun postmortem degelendirilmesinde boyu 25 cm, tartis1 340 gr,
bascevresi 16,5 cm olgiildil. Bilateral proptozis, hipotelorizm, arini, orta hatta genis yarik
dudak, eslik eden komplet yarik damak ve bilateral diisiik kulaklar izlendi. Bilateral ¢entikli
simian ¢izgisi, sol elde metakarpafalengeal eklem hizasindan ¢ikan, tirnak yapisi bulunan
postaksiyel polidaktili ve proksimal yerlesimli hafif hipoplazik basparmak izlendi. Bilateral
ellerde 2-5. parmaklar arasinda proksimal interfalengeal eklemlerde hafif ekstansiyon kisitliligi,

ayaklarda bilateral pes valgus ve firlak topuk izlendi. Grafisinde nazal kemik izlenmedi.
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Sekil 33: Olgu 6’min klinik muayene bulgulari. 22 haftalik disi fetus. A-B: Bilateral proptozis,
hipotelorizm, arini, orta hatta genis yarik dudak, eslik eden komplet yarik damak ve bilateral diisiik
kulaklar. C: Sol elde metakarpafalengeal eklem hizasindan ¢ikan, tirnak yapist bulunan postaksiyel

polidaktili. D: Bilateral firlak topuk.
Molekiiler Bulgular

Indeks olgumuza yapilan TED analizinde DHCR?7 geni (11q13.4, 7-dehydrocholesterol
reductase, NM_001360.3) ekzon 9°da heterozigot ¢.1351T>C/p.(Cys451Arg) ve heterozigot
c.976G>T/p.(Val326Leu) varyantlari saptandi. Bu varyantlar Sanger dizi analizi ile dogruland.
Segregasyon amaciyla ebeveynlerde yapilan incelemede, annede (II-5) ¢.976G>T varyanti,
babada ise ¢.1351T>C varyant1 saptanarak indekste varyantlarin birlesik heterozigot formda
oldugu gosterildi. DHCR?7 geni, 7-dehidrokolesterolii (7-DHC) kolesterole doniistiiren memeli
sterol biyosentezinin sondan bir dnceki enzimi olan delta-7-sterol rediiktaz1 kodlar. Bu gen her
yerde eksprese edilir ve transmembran proteini endoplazmik retikulum membranina ve niikleer
dis membrana lokalize olur. Bu gendeki bi-allelik patojenik varyantlar Smith-Lemli-Opitz
sendromu (SLOS) (MIM#270400) ile iliskilendirilmistir. Olguda gosterilen bu varyantlar daha

once veri tabanlarinda bildirilmisti.

Tablo 33: Olgu 6’da saptanan DHCR?7 varyantlarina ait bilgiler.

Gen Varyant dbSNP ID ACMG In-silico Referans
(Transkript) Nﬁkle?tit MT SIFT GERP
Peptit (score) | (score) | (score)
DHCR7 c.976G>T rs80338859 P D D U 275
(NM_001360.3) | p.(Val326Leu) PPS, PM2, (1.0) (0) (5.08)
PMS, PM1,
PP3, PP2
DHCR7 c.1351T>C rs761458977 P D U U 276
(NM_001360.3) | p.(Cys451Arg) PP5, PP3, (1.0) (0.001) | (5.12)
PM2, PM1,
PP2

P, Pathogenic, D, Damaging/Deleterious, U,Uncertain
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Sekil 34: Olgu 6’ya ait molekiiler analiz sonuclari. (A) Indeks olguda (I1I-1) DHCR7 geninde
saptanan ¢.976G>T degisiminin IGV goriintiisii izlenmektedir. (B) Sanger dizileme ile fetal olgunun
(ITI-1) ve annenin (II-5) ¢.976G>T degisimini heterozigot tagidigi, babanin (II-6) homozigot normal
oldugu goriilmektedir. (C) indeks olguda (I1I-1) DHCR7 geninde saptanan ¢.1351T>C degisiminin IGV
goriintiisii izlenmektedir. (D) Sanger dizileme ile fetal olgu (I11-1), babanin (II-6) ¢.1351T>C degisimini

heterozigot tasidigi; annenin (II-5) ise homozigot normal oldugu goriilmektedir.
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4.5.7.01gu 7

Aralarinda 2° kuzen evliligi bulunan 27 yasinda koroner arter hastalig1 ykiisii olan anne
ve 32 yasinda saglikli babanin 4. gebelik {iriinii fetus ¢alismamiza dahil edildi (G4 P2 ITUMF1
TT1). Ailenin 1. gebeliginden 2004 yilinda prematiir (32 haftalik) dogum, RDS ve IKK 6ykiisii
olan 14 giinliikken eks olan olgu, 2. gebeliginden 2005 dogumlu saglikli kiz ¢ocugu, 3.
gebeliginde 32.GH’sinda ITUMF oldugu 6grenildi. Aile dykiisiinde benzer etkilenmis olgu,
enfeksiyon/yiiksek ates Oykiisii, radyasyon maruziyeti Oykiisii olmadig1 6grenildi. Annede
bilinen romatizmal mitral kapak ve hafif mitral yetmezlik 6ykiisii oldugu ve 18-24. GH’lar
arasinda diisiik molekiiler agirlikli heparin kullandig1 6grenildi. Ayrica annenin 2. gebeliginden

sonra akut miyokard infarktiisii 6ykiisii oldugu 6grenildi.

II

1 | 2 3 ‘
III 65 vasg 50 yag
Prostat Ca. Pankreas Ca.
3 4
é) é% Nele
! 3 3 vas. Yabanci
cisimle hava yolu
v @éﬁk .

Prematiir dogum (34. GH)
14 giinliik solunum
yetmezligi, RSDJKK. |

% Hafif mental retardasyon.

Sekil 35: Olgu 7’ye ait aile agaci.

Postmortem degerlendirme bulgular:

26 haftalik erkek fetusun postmortem degerlendirmesinde boyu 28 cm (-2,3 SD), tartist
640 g (-1,02 SD) basgevresi 23 cm (-0,16 SD) 6l¢iildii. Diisiik frontal sa¢ ¢izgisi, lateralde
kaglarla birlesmis saglar izlendi. Diiz yliz profili, hipotelorizm, proptozis, diiz ve basik burun
kokii, hipoplazik ve kisa kolumella, diiz ve uzun filtrum izlendi. Labial frenulumlar izlenmedi.
Sekonder alveoler ridge, dar ve yiiksek damak saptandi. Kisa ve kalin boyun yapist izlendi. Sol

ayakta sandal gap saptandi.
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Sekil 36: Olgu 7’nin klinik muayene bulgulari. 26 haftalik erkek fetus. A-B: Diiz yiiz profili,
hipotelorizm, proptozis, diiz ve basik burun kokii, hipoplazik ve kisa kolumella, diiz ve uzun filtrum

C: Labial frenulumlarin izlenmemesi. D: Sol ayakta sandal aciklik
4.5.8.0Igu 8

Aralarinda akrabalik olmayan 28 yasinda saglikli anne ve 30 yasinda saglikli babanin 1.
gebelik iiriinii fetus ¢galigmamiza dahil edildi (G1 TT1). Aile 6ykiisiinde benzer etkilenmis olgu,
bilinen maternal hastalik, enfeksiyon/yiiksek ates dykiisi, ila¢ kullanimi, radyasyon maruziyeti

Oykiisii olmadig1 6grenildi.

-

Sekil 37: Olgu 8’e ait aile agac.
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Postmortem degerlendirme bulgular:

26 haftalik disi fetusun postmortem degerlendirmesinde boyu 33 cm (-0,29 SD), tartist
780 g (-0,36 SD), basgevresi 21,5 cm (-1,64 SD) o6l¢iildii. Yukar1 ¢ekik palpebral fissiirler,
hipertelorizm, uzun filtrum izlendi. El parmaklar patiiloz sonlanmaktayd: ve bilateral el 5.
parmaklarda klinodaktili izlendi. Sag ayakta parmaklar laterale deviye, solda hafif pes ekinus

saptandi. El ve ayak tirnaklar1 hipoplazik izlendi.

Sekil 38: Olgu 8’in klinik muayene bulgulari. 26 haftalik disi fetus. A-B: Yukari ¢ekik palpebral
fissiirler, hipertelorizm, uzun filtrum. C: Patiiloz sonlanan el parmaklar1 ve 5. parmakta klinodaktili. D:

Hafif pes ekinus deformitesi.
4.5.9.0lgu 9

Aralarinda akrabalik olmayan 21 yasinda saglikli anne ve 25 yasinda saglikli babanin 1.
gebelik iiriinii fetus ¢calismamiza dahil edildi (G1 T1). Aile dykiisiinde benzer etkilenmis olgu,
bilinen maternal hastalik, enfeksiyon/ytiksek ates 6ykiisii, ilag¢ kullanimi, radyasyon maruziyeti,

abdominal travma Gykiisti olmadig1 6grenildi.
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Sekil 39: Olgu 9’a ait aile agaci.

Postmortem degerlendirme bulgular:

31 haftalik erkek fetusun postmortem degerlendirmesinde boyu 40 cm (-0,51 SD), tartist
1400 g (-0,79 SD) ve basgevresi 28 cm (-0,63 SD) 6l¢iildii. Belirgin metopik siitur, yukari ¢ekik
palpebral fissiirler, sagda mikroftami, basik ve genis burun kokii, burun deliklerinden damaga
uzanan orta hatta yarik dudak ve damak izlendi. Burun {izerinde skin tag mevcuttu. Sagda
preaurikiiler yaklasik 1x0,5cm boyutunda dolgun deri katlantis1 (skin tag), solda preaurikuler
kikirdak yapisinda 1,5 x1 cm boyutunda iki adet kapali siniis (mirror ear?) saptandi. Bilateral

ayak bagparmaklar1 genis izlendi. Sakral bolgede hipertrikozis ve skin tag izlendi.

Sekil 40: Olgu 9’un klinik muayene bulgulari. 31 haftalik erkek fetus. A: Belirgin metopik situr,
yukari ¢ekik palpebral fissiirler, sagda mikroftami, basik ve genis burun kokii, burun deliklerinden
damaga uzanan orta hatta yarik dudak ve damak, burun iizerinde skin tag. B-C: Sagda preaurikiiler

yaklasik 1x0,5¢cm boyutunda dolgun deri katlantisi (skin tag), solda preaurikuler kikirdak yapisinda 1,5
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xl cm boyutunda iki adet kapali siniis (mirror ear?). D-E: Genis ayak

bagparmaklari.
4.5.10.0lgu 10

Aralarinda akrabalik olmayan 35 yasinda saglikli anne ve 43 yasinda saglikli babanin
IVF ile olusan 2. gebelik iirlinii fetus ¢alismamiza dahil edildi (G2 Al TTI1). Ailenin ilk
gebeliginin biyokimyasal gebelik oldugu 6grenildi. Aile dykiisiinde benzer etkilenmis olgu,
bilinen maternal hastalik, enfeksiyon/yliksek ates oykiisti, ilag¢ kullanimi, radyasyon maruziyeti,

abdominal travma Sykiisii olmadig1 6grenildi.

O O

1

H AN s
i

III

fz

Sekil 41: Olgu 10°a ait aile agaci.

Postmortem degerlendirme bulgular:

21 haftalik disi fetusun postmortem degerlendirmesinde boyu 26 cm, tartis1 380 g (25-
50 p.) ve bascevresi 15,5 cm (<2,5 p.) olgiildii. Mikrosefal goriinlim, hipotelorizm, kisa
palpebral fissiirler, mikroftalmi/anoftalmi? izlendi. Arini benzeri goriiniim mevcuttu ancak
burun kanatlar1 ve septumun anterior kismi korunmustu. Agiz kommissiirlerinden burun
deliklerinin lateraline uzanan orta hatta yarik dudak ve komplet yarik damak saptandi. Sol elde
sydney ¢izgisi, 5. parmakta klinodaktili izlendi. Fetus haricen disiydi ve belirgin klitorise

sahipti.
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Sekil 42: Olgu 10’un klinik muayene bulgulari. 21 haftalik disi fetus. A-B: Hipotelorizm, kisa
palpebral fissiirler, mikroftalmi/anoftalmi?, arini benzeri goriiniim (burun kanatlari ve septumun

anterior kismi korunmus). C: Komplet yarik damak. D: Belirgin klitoris
5. TARTISMA

HPE, prozensefalonun basarisiz ve tam olmayan boliinmesi ile meydana gelen, insanlarda
on beynin en yaygin malformasyonudur. HPE genellikle ilk olarak dogum Oncesi
ultrasonografik muayenede tanimlanirken, yenidogan déneminde en sik anormal yiiz bulgulari
ve/veya norolojik bulgularin ileri degerlendirme gerektirmesi ile norogdriintiileme ile teshis
edilir. Hastaligin etiyopatogenezi oldukca heterojen olup hem genetik hem de cevresel
nedenleri igerir. Hastaligin genetik etiyopatogenezinde kromozomal anomaliler, kopya sayis1
degisiklikleri, monogenik sendromlar, sendromik olmayan-izole monogenik degisiklikler ve

yakin zamanda tarif edilen multiple vurug ve digenik kalitim yer alir.

1996'da HPE iliskili SHH geninin kesfini diger genler ZIC2, SIX3, TGIFI ve GLI2 genleri
takip etmistir. Bu genleri igeren yollarin sonraki ¢alismalari, ek HPE genlerinin tanimlanmasina
katkida bulunmustur. Bazt HPE hastalarinda SHH sinyal yolunda yer alan farkli genlerdeki
varyantlar (PTCHI, DISP1, CDON, GAS1, BOC) tanimlanmistir. Nodal/TGF-beta yolagina ait
proteinleri kodlayan NODAL, TDGF'1, FOXH genlerinde iliskili birka¢ varyant bildirilmistir.
Fibroblast biiylime faktorii yolunun HPE’deki 6nemi, FGF§ ve FGF8’in reseptorii FGFR1'de
tanimlanan varyantlar aracilifiyla gosterilmistir. Daha yakin zamanlarda, primer siliya
olusumunda yer alan bir gen olan STIL genindeki varyantlar da HPE ailelerinde bildirilmistir

(11). Yakin tarihlerde yapilan farkli calismalarda PLCHI genindeki bi-allelik patojenik
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varyantlar, CNOTI genindeki mono-allelik patojenik varyantlar ve X’e baglh kalitilan STAG?2
genindeki patojenik varyantlar HPE fenotipleri ile iligkilendirilmistir (238, 239, 240, 241).

Olgularda belirgin ekspresivite degiskenligi, genotipik ve fenotipik heterojenitenin yaninda
genetik dis1 faktorlerin de etkin olmasi bu grupta molekiiler etiyolojinin belirlenmesini
zorlagtirmaktadir. TED analizlerinin yayginlasmas1 ile HPE’nin genetik temellerinin
anlagilmas1 hizlanmistir. Calismamiz kapsaminda, prenatal takipleri ve postmortem
muayeneleri merkezimizde yapilmis olan HPE grubunda degerlendirilen 10 fetusta genetik
etiyopatogenezin aydinlatilmast planlanmis ve bu fetal olgulara solo-TED analizi yapilarak
veriler incelenmistir. Alt1 olguda fenotip ile iliskili olabilecek genlerde 10 varyant tespit
edilmistir. Dort olgumuzda ise klinik ile iliskili olabilecek varyant saptanmamistir. Genetik
iliski gosterilen olgularin dordiince saptanan varyantlar heterozigot formda iken, ikisinde
birlesik heterozigot formda bulunmustur. ZIC2, PTCHI, SHH, SIX3, GLI2 ve KATNIP geninde
saptanan yedi varyant literatiirde daha 6nce bildirilmemistir. ACMG kriterlerine gore novel

nitelikteki yedi varyanttan besi olasi patojenik, ikisi VUS olarak siniflandirilmastir.

Prenatal donemde USG’de alobar HPE saptanarak termine edilen, postmortem
degerlendirmede ek olarak fasiyal dismorfik bulgular saptanan, karyotip ve array-CGH
analizleri normal sonuglanan Olgu 1°de 6n planda monogenik-nonsendromik HPE
diistiniilmistii. Olgu 1’e ait TED analizinde ZIC?2 (zinc finger protein of cerebellum 2) geninde
heterozigot ¢.906C>A/p.(Cys302*) ve PTCHI (patched 1) geninde heterozigot
c.1409G>T/p.(Gly470Val) degisimleri saptandi ve bu varyantlar Sanger dizi analizi ile
dogrulandi. Ebeveynlere yapilan segregasyon analizinde her iki varyantin indekste de novo

olustugu goriildii.

ZIC2 (MIM*603073), 13q32.3 bolgesinde yer alan ZIC ailesinin bir {iyesi olan C2H2 tipi
cinko parmak proteinlerini kodlar. Bu protein, transkripsiyonel bir baskilayici olarak islev gortir
ve dopamin reseptorii D1'in dokuya 6zgii ifadesini diizenleyebilir. Bu gen Drosophila odd-
paired (opa) geninin ve zebra bali§1 odd-paired-like (opl) geninin bir homologudur. Zic gen
ailesi, Gli proteinlerine bazi benzerlikler tasiyan ¢inko parmak proteinlerinden olusur ve Zic2,
ndroepitelyumda ifade edilir. Bu transkripsiyon faktorii geninin 6n beyin bozukluguna neden
oldugu, 13g-delesyonlarint igeren HPE vakalarinda belirlenen 13g32 kritik bolgesi i¢inde

haritalanan aday genlerin mutasyonel taramasiyla ortaya konmustur (163, 277).
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Drosophila Opa ve insan Zic protein domainleri korunmustur. Zic ailesindeki proteinlerin
tiimti, bes Cys2His2 tipi ¢inko parmaktan olusan korunmus ¢inko parmak domaini (zing finger
domain, ZFD) igerir. Cinko parmak bolgesi, diziye 6zgii bir DNA baglama domaini olarak islev
goriir. Cinko parmak alanlar1 disinda, iki korumus bolge daha mevcuttur. Bunlar N-terminal
flanking bolgesi (ZF-NC) ve ZOC (Zic opa conserved motif) alanidir. ZF-NC'nin islevi
bilinmemekle beraber, ZOC domaininin transkripsiyonel aktivasyona dahil oldugu ileri
stiriilmiistiir. ZFD'ler ¢ok sayida okaryotik proteinde bulunur ve Zic ailesi proteinleri, art arda
tekrarlanan bes adet ZFD igerir (278, 279). C2H2-ZF birimleri, amino terminalinden karboksi
terminaline kadar ZF1, ZF2, ZF3, ZF4 ve ZF5 olarak belirtilir. Sekans korumas1 ZF2-ZF5'te
ZF1'den daha yiiksektir (280). ZF 1, iki sistein kalintis1 arasindaki aminoasit dizilerinin sayisinin
degisken sekilde arttig1 dikkate deger bir 6zellige sahiptir. ZF1 ve ZF2, ilk sistein kalintisindan
itibaren +2 pozisyonlarinda kesinlikle korunmus triptofan kalintilar1 igerir. Bu dizi 6zelligi
tandem CWCH2 (tCWCH2) olarak adlandirilmistir ve ZF1 ile ZF2 arasindaki etkilesime
aracilik ettigi tahmin edilmektedir (281). ZF2-5, kesinlikle korunmus ek aminoasit dizileri
icerir. Zic ZFD'ye DNA baglama, protein baglama, transkripsiyonel aktivasyon ve niikleer
lokalizasyon dahil olmak tizere ¢esitli islevler atanmustir. (280, 282). ZOC alani, ZFD'den uzak
olan amino terminal ucunda bulunur. ZOC ilk olarak fare Zic ve sinek Odd-paired arasinda
korunmusg bir alan olarak tanimlanmistir (283). ZOC alani, I-mfa proteini ve Pax3 ile

etkilesimde gorev alir (282, 284).

ZIC2, HPE ile iliskili saptanabilir genetik varyasyonlarin en az %3"linii olusturur ve yeni
sporadik veya ailesel vakalarin molekiiler degerlendirmesinin bir parcasi olarak klinik
laboratuvarlarda yaygin olarak taranan SHH, SIX3 ve TGIF olmak iizere dort ana genden biridir.
Bu gendeki mono-allelik patojenik degisiklikler Holoprozensefali 5 (MIM#609637) fenotipi ile
iligkilendirilmistir. HPE’ye neden olan ZIC2 mutasyonlarinin bazilari ¢inko parmak alanlarinda
veya cerceve kaymalarinin bir sonucu olarak onlar1 bozarak tanimlanmigken, digerleri poli-
alanin yollarim kodlayan ZIC2 boélgesindedir (285). Sekil 43°te Zic proteinin yapist ve

indeksteki varyantin protein lizerindeki konumu sematik olarak gdsterilmistir.
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Sekil 43: Zic proteinin yapis1 ve indeksteki varyantin protein iizerindeki konumunun
sematik gosterimi (286).

Olgumuzda saptanan varyant ZFD2 bolgesinde yer almaktadir. Mutasyon tipt ve
lokasyonunun analizleri, ¢inko parmak bolgesinin (ZFD) fonksiyonel Oneminin altim
cizmektedir ve tliim ZIC2 mutasyonlarinin %45,71'1 ZFD'de meydana geldigi saptanmustir.
Ayrica, bu gendeki hi¢bir anlamsiz mutasyon ve ¢ogu cergeve kaymasi mutasyonu proteine
cevrildiginde tam bir ZFD iiretilemez (287). Literatiirde bu bodlgede alobar, semilobar ve
bilinmeyen tipte HPE vakalar bildirilmistir 288). ZIC2 geninde su ana kadar 150’ye yakin
degisim tanimlanmis olup bunlarin biiyiik kismini yanlis anlamli, anlamsiz ve kiigiik delesyon
tipi varyantlar olusturur (2, 226).

Farede Zic2 ortologunun gelisimsel rolleri {izerine yapilan son ¢aligmalar, normal gelisim
sirasinda bu transkripsiyon faktoriiniin farkli rollerini aydinlatmistir. Bu roller, erken bir
donemde Zic2 null alelli tarafindan ortaya konan aksiyal orta hattin gelisimi ile iligkili rol ve
daha sonra dorsal telensefalik gelisimde bir hipomorfik alellin karakteristigi olarak kabul edilen
HPE'nin anatomik olarak farkli bir varyant1 olan MIHV olarak fenotipe yansiyan diger roldiir
(289, 290, 291). Farelerde yapilan ¢aligmalarda, bir homozigot hipomorfik Zic2 mutant hatti
normal gastrulasyon ve daha sonraki asamalarda dorsal 6n beyin malformasyonlar
gostermisken; Zic2 null alelleri i¢in heterozigotlukta fenotip normal goriilmiistiir (292). Bu
nedenle, farelerde her iki alelin kaybini takip eden siklopi ve 6n beyin anomalilerinde, Sonic
hedgehog gibi 6n beyin modelleme aktiviteleri {izerinde daha sonraki asamada ikincil etkilerle
fenotipin belirlenebilecegi one siiriilmiistiir. Ancak Zic2 ve Shh bilesik mutantlar1 arasindaki
genetik etkilesimlerde herhangi bir sinerji gosterilememistir, bu durum bu faktorlerin paralel
olarak hareket ettigini, ancak dogrudan baglantili molekiiler yollarda olmadigin
diistindiirmektedir. Zic ve Gli faktdrlerinin ¢inko parmak alanlar1 ayni hedef dizilere baglanir
ve bu gergekler Zic2'nin hedgehog sinyallerinin muhtemel bir asag1 akis efektorii oldugunu
gostermektedir (293, 294, 295). Fare modelinde HPE fenotipi liretmek i¢in Zic2’nin her iki

kopyasinin kaybinin bir 6n kosul oldugunu net bir sekilde anlamamiza ragmen, insanda ZIC2
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geninin her iki kopyasinin ayni anda kaybinin hi¢bir 6rnegi bugiine kadar bildirilmemistir. HPE
ile iligkili diger genler ile ZIC2’de eszamanli genetik varyasyonu olan vakalar da literatiirde
oldukca nadir bildirilmistir. Bu nedenle bu olgulardaki genis fenotipik bulgular1 agiklamak i¢in
onerilen ikinci vurus ve cevresel faktorlerin etkisi hipotezleri patogenezi anlamlandirmak
acisindan one siiriilmektedir (226).

PTCH1, Drosophila patched-1 geninin insan homologu ve Shh sinyal aginin bir pargasidir.
Ekzon 1'de transkripsiyonel baslangi¢ bolgesi ve ekzon 23'te sonlandirma bolgesi ile 24 ekzon
icerir ve Hh yolunun bir parcasi olan 1447-amino asitlik bir transmembran glikoproteinini
kodlar. 9922.3 bolgesinde yer alan PTCH 1, SHH'nin ligand oldugu 12 gegisli bir transmembran
proteindir. Hh yolu, hiicre farklilagsmasini, doku polaritesini ve hiicre proliferasyonunu kontrol
eden embriyonik gelisim ve timor olusumunda anahtar bir diizenleyicidir (296). 1447 amino
asitten olusan tam uzunluktaki insan Ptchl'in (hPtchl) 12 transmembran domain (TMD), iki
ekstraseliiler domain (ECD) ve iki intraseliiler domain (ICD) icerdigi tahmin edilmektedir
(297). ECD, Hh proteininin PTCHI proteinine baglanma bdélgeleridir (298). TMD, 12
transmembran heliksten olusur ve bunlarin besi bir sterol algilayici alan (sterol-sensing domain,
SSD) igerir. SSD, vezikiil trafigi ve protein lokalizasyonu ile kolesterol homeostazi, hiicre
sinyali ve sitokinez gibi ¢esitli islemler arasinda baglanti kurmada yer alan diizenleyici bir alan
olarak islev goriiyor gibi goriinse de tam etki sekli net degildir. Olgumuzda saptanan varyant
PTCHI proteininin SSD’de yiiksek diizeyde korunmus bir amino asidi etkiler, bu da bu
konumdaki bir genetik varyantin muhtemelen zararli oldugunu diistindiiriir (299). Literatiirde
lobar HPE klinigi ile SSD’inde bdlgesinde degisim bildirilmis bir olgu olup intraseliiler veya
ekstraseliiler domainde yer alan PTCHI1 geninde HPE ile iliskili az sayida varyant
tanimlanmistir (300). Sekil 44’te Ptchl proteinin yapist ve indeksteki varyantin protein

tizerindeki konumu gosterilmistir.

104



Hicre disi

Hucre igci

p.Gly470Val
1 TM1 ™7 1,447

[ | | ECD1 [—ssp [ ico [ ] ECD2  [TM8-TM12] ICD

Sekil 44: Ptchl proteinin yapisi ve indeksteki varyantin protein iizerindeki konumunun
sematik gosterimi (301).

ECD, Ekstraseliiler domain, ICD, intraseliiler domain, TM, transmembran heliks, SS, sterol algilayict
domain.

PTCHI geni Bazal hiicreli karsinom, somatik (#MIM 605462), Bazal hiicreli neviis
sendromu 1 (#MIM 109400), Holoprozensefali 7 (#MIM 610828) fenotipleri ile iliskilidir.
Ayrica bu gendeki varyantlar literatiirde nevoid bazal hiicreli karsinom sendromu, izole bazal
hiicreli karsinom, medulloblastom, menenjiyom, noroektodermal tiimér, meme karsinomu,
0zofagus skuamoz hiicreli karsinom ve trikoepitelyoma klinikleri olan olgularda da
bildirilmistir. PTCHI geninde 600’iin {izerinde varyant tanimlanmis olup bunlarin biiyiik
kismini yanlis anlamli, anlamsiz ve kii¢iik delesyon tipi varyantlar olusturur. Bu varyantlarin
biiylik ¢ogunlugu nevoid bazal hiicreli karsinom sendromu, ile iliskilendirilmistir. PTCHI
genindeki delesyon veya islev kayb1 mutasyonlar1 nevoid bazal hiicreli karsinom sendromu ile
iligkilendirilmisken, HPE, mikrosefali ve gelisimsel gecikme gibi merkezi sinir sistemi
anomalileri, bu geni iceren islev kazanimi1 mutasyonlarina veya duplikasyonlarina atfedilmistir
(302).

PTCHI1 proteininin islevi, transmembran protein Smoothened (SMO)'nun inhibisyonudur.
Hiicre dis1 Hh ligandlari, PTCHI reseptoriine baglanarak bu inhibisyonu serbest birakabilir ve
SMO'nun asag1 yonde sinyal vermesine ve GLI transkripsiyon faktorlerini aktive etmesine izin
verir. Hh sinyal kaskadi, Hh'nin Ptch1 proteinine baglanmasiyla aktive olur (303). Ptch kayb1
ise, artan Shh sinyal aktivitesine yol agar (166). Sekil 45’te SHH sinyal yolu ile PTCHI1 iligkisi

gosterilmistir.
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1. ACIK — 2. KAPALI
SHH E Lt ‘ ‘
|||||||||||| ||||||| /T |||||||||||| ..... | [[]] g /

PTCH1 1 smo PTCH1 SMO
Cytoptasm q : Cytoplasm am

DNA NNZEN _ = nes

Sekil 45: SHH sinyal yolu ile PTCH1 iliskisi (304). (1) ACIK durum: SHH proteini, hiicre ylizeyi

seviyesinde PTCH1 reseptoriine baglanir. Bu olay, SUFU ayrilmasi yoluyla GLI aktivasyonunu
indiiklemek icin primer siliyalara hareket edebilen SMO inhibisyonunu ortadan kaldirir. Ardindan,
GLI2A ve GLI3A, hedef genlerin transkripsiyonunu desteklemek i¢in ¢ekirdege dogru yer degistirir;
GLI2A, ana etkinlestirici olarak gorev yapar. (2) KAPALI durumu: SHH ligandinin yoklugunda,
PTCH1 SMOQ'yu inhibe eder ve GLI'ler, PKA/CK1/GSK3 kompleksi tarafindan fosforile edilir. GLI2R
ve GLI3R olusur ve iki olas1 hedefi takip edebilir: hedef genlerin transkripsiyonunu baskilamak i¢in
proteazom bozulmasi veya ¢ekirdege translokasyon. Bu durumda, GLI3R ana baskilayicidir.

Literatiirde ¢cok sayida SHH geni ile iliskili HPE tanimlanmis olmasina ragmen daha nadiren
PTCH]I varyantlar1 insan HPE vakalarinda tanimlanmistir. Bu vakalarin fenotipi oldukga
degiskendir. Ming ve arkadaslar1 2002’deki ¢alismalarinda, biiyiik ekstraseliiler dongiilerdeki
PTCH mutasyonlarinin, PTCH'nin SHH'ye baglanma yetenegini etkileyebilecegini ve
intraseliiler dongiilerdeki mutasyonlarinin, PTCH'in SMO ile etkilesimini bozabilecegini 6ne
stirmiistiir (166).

Daha once literatiirde ZIC2 ve PTCH]I patojenik varyant birliktegi bildirilen olgu yoktur.
Ancak SHH genindeki mutasyonlara ek olarak TGIF ve ZIC2'yi igeren ikinci bir HPE iliskili
gen mutasyonu olan hastalarin yani sira GLI2 ve PTCHI mutasyonlari olan hastalar da
literatiirde tanimlanmigstir; HPE ile iligkili iki gende mutasyon varliginda dahi bile, fenotip daha
siddeti artmadan degisken kalmistir. Bizim olgumuz, iki farkli gendeki varyanta sahip olup
alobar HPE ile siddetli bir fenotip gostermistir. Fenotipik degiskenlik, HPE vakalarinda bir
sorun olmaya devam etmekte ve gelisimsel sinyal yollarinin zamanlamasi ve giiciiniin yaninda
genetik cesitlilik ve cevresel ajanlara maruz kalma arasindaki karmasik etkilesim de bu

senaryoda belirleyici rol oynuyor gibi goziikmektedir (286).
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Calismamizda Olgu 2’de prenatal donemde USG’de lobar HPE, hipoplazik CC, hipoplazik
CSP, hipotelorizm, mikrosefali saptanmisti. Postmortem muayenede olguda ek olarak fasiyal
dismorfik bulgular disinda majoér anomali saptanmamisti. Karyotip ve array-CGH analizi
normal sonuglanan olgu ©n planda nonsendromik-izole monogenik HPE olarak
degerlendirilmisti. Bu olguda HPE klinigini agikladig1 diistiniilen SHH geninde heterozigot
¢.308A>G/p.(Lys103Arg) varyantt saptandi. Bu degisim Sanger dizileme yontemi ile
dogrulanmis olup, anne babada segregasyon analizi yapilamamistir. Olgumuzda saptanan
varyant novel bir varyanttr. Varyantin olgumuzun klinigi ile uyumlu olmasi, ACMG
siiflandirmasina gére muhtemel patojenik olmasi, evrimsel diizeyde korunmusg bir bolgede yer

almasi1 nedeniyle klinikle iliskili oldugu diisiiniildii.

SHH 7q36.3 bolgesinde lokalize, gelisim sirasinda birka¢ noktada hiicre kaderlerinin
olusturulmasinda yer alan sonic hedgehogu kodlar. Bu gendeki patojenik varyantlar
Holoprozensefali 3 (MIM#142945) fenotipi ile iliskilidir. SHH, embriyogenez sirasinda
indiikleyici sinyalleri kodlayan Drosophila geni 'hedgehog' (hh) ile ilgili bir omurgali gen
ailesine aittir (306, 307). Bu gendeki degisiklikler, insan HPE’sinde bulunan ilk genetik
etmendir ve sendromik olmayan HPE spektrumuna sahip hastalarda sik¢a saptanir. Bu gen HPE
ile iligkili major gendir; total HPE vakalarinin %12,7's1, nokta mutasyonu olan olgularin %50's1

ve bliylik delesyon saptanan olgularin %38'ini bu gendeki patojenik degisimler olusturur (2).

Shh'nin ventral omurilik modelinin kurulmasinda, bazal plakanin indiiklenmesinde ve
motor ndron olusumunda 6nemli rol oynadig1 ve erken embriyonik gelisimde pek cok islevi
oldugu gosterilmistir. SHH varyanti saptanan ailelerde, eksik penetrans ve son derece genis
fenotipik degiskenlik gozlenir. Bu degiskenlik, HPE’de ¢evresel faktorler, ¢coklu vurus ve
digenik kalitim gibi durumlarla agiklanmaya calisilmaktadir. Bu gende bugiine kadar literatiirde
300°e yakin degisim bildirilmis olup bunlarin ¢ogunu olgumuzdaki gibi yanlis anlamlh
varyantlar olusturmaktadir. Olgumuzdaki varyant novel bir varyanttir ancak literatiirde
olgumuzda saptanan ¢.308 A>G/p.(Lys103Arg) varyantina yakin konumda yer alan anlamsiz
Lys105Ter varyantina sahip ¢ok kusakli biiyiik bir aile tanimlamistir (161). Yine Bizim
varyantin konumuna yakin olgumuzdaki gibi yanlis anlamli ¢.300G>C/p.(GIn100His) degisimi
de novo olarak HPE spektrumuna sahip bir olguda bildirilmistir (310).

Hedgehog proteinleri iki ana alandan olusur; bunlar N-terminal ve C-terminal alanlaridir.
Genetik degisiklikler, SHH-N ve SHH-C'nin yani sira sinyal peptidinde bulunan kalintilart
etkiler. SHH-N ve SHH-C'deki yanlis anlamli varyantlarin, SHH nin otokatalitik iglenmesinde

bir rolii oldugu diisiiniilmekle beraber bu mekanizma tam olarak anlagilamamstir (308).
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SHH iglevleri, ilk olarak Drosophila’da olmak tizere kirk yil1 agkin bir siiredir kapsamli bir
sekilde aragtirilmistir (309). SHH yolu, insanlar ve bir¢ok deneysel model arasinda benzerlikler
gostermektedir. Farelerde ve insanlarda %92,4 oraninda SHH homolojisi oldugu ve kanonik
HH sinyal yolaginin ana bilesenlerinin evrimsel olarak korundugu bildirilmistir (310).
Insanlarda, bir SHH alelinin kayb1, HPE’ye neden olmak icin yeterlidir, oysa farelerde, her iki
alelin de kayb1 benzer bir fenotip olusturmak i¢in gereklidir (162). Bunun nedeni muhtemelen
SHH ekspresyonunun fare korteksine kiyasla daha biiyiik ve daha karmasik insan serebral
korteksinde daha yaygin olmasidir, bu da insanda SHH fonksiyonlarinin mutasyonlardan
nispeten daha fazla etkilendigi anlamma gelir (311). Insan olgularda yapilan genis bir
calismada, SHH'nin N-terminalini igceren fruncated mutasyonlarin, diger mutasyon tiplerine
gore HPE’ye neden olma olasiliginin daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, SHH
varyant1 saptanan olgular karsilastirildiginda HPE olan hastalara kiyasla HPE saptanmayan
olgularin da daha fazla oldugu gosterilmistir (312). Bu durum i¢in muhtemel agiklama, HPE'min
farkli genleri ve ¢evresel faktorleri iceren iki veya daha fazla olay1 gerektiren, ¢cok vuruslu ve
cok genli bir patolojiyi igermesidir (157). Bizim olgumuzda saptanan varyant N-terminal
domaininde yer alan yanlig anlamli bir varyanttir. Dubourg ve arkadaglarinin ¢alismasinda
SHH'de ii¢ anlamsiz; ii¢ delesyon ve 11 yanlis anlamli olmak iizere toplam 17 mutasyon
saptanmustir (237). Sekil 46°da SHH proteininin yapist ve indeksteki varyantin protein

iizerindeki konumu sematik olarak gosterilmistir.

Sinyal domain Otokatalitik domain

I 24 197 462

SP SHH-N — SHH-C

p.Lyle.’aArgJ

Sekil 46: SHH proteininin yapis1 ve indeksteki varyantin protein iizerindeki

konumunun sematik gosterimi (313). Sinyal peptidinde (SP, amino asit 1-23) ve sinyallesme
(SHH-N, amino asitler 24-197) ve otokatalitik (SHH-C, amino asitler 198-462) alanlar.

Prenatal USG’de mikrosefali, alobar HPE, arini, hipotelorizm, lens izlenmemesi, yarik
damak-dudak saptanarak termine edilen indeks Olgu 3’te postmortem degerlendirmede ek HPE

ile uyumlu fasiyal dismorfik bulgular saptanmisti. Kromozom analizi ve array-CGH analizi
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normal sonuglanan indeks olgumuzda ayiric1 tanida non-sendromik izole monogenik HPE
disiiniilmiigti. Olgumuza yapilan TED analizinde SIX3 geninde heterozigot
¢.305 306insTCTC p.(Gly103fs ) ve GLI2 geninde heterozigot c.3890A>G/p.(Asn1280Ser )
varyantlar1 saptandi. Bu varyantlar Sanger dizileme ile indeks olgumuzda konfirme edildi.
Segregasyon amaciyla yapilan incelemeye, indeksin anne ve iki saglikli kiz kardesi dahil edildi.
Baba da segregasyon calismasi yapilamadi. SZX3 genindeki varyant anne (I1-4) ve iki saglikli
kiz kardeste (III-1,3) saptamazken, GLI2’deki varyant anne ve bir saglikli kiz kardeste (I1I-3)
de saptandu.

SIX3, 2p21 bolgesinde yer alan 2 ekzon, 4.4 kb genomik DNA igeren bir gendir. Bu gen,
SHH ifadesinin diizenlenmesi, BMP, Wnt ve Nodal hedeflerinin transkripsiyonel baskis1 ve 6n
beyin gelisimi sirasinda hiicre kaderini belirlemek i¢in Geminin ile etkilesim dahil olmak {izere
birgok biyolojik siiregte yer alan bir transkripsiyon faktoriidiir. Bu gendeki mono-allelik
patojenik varyantlar insanda HPE 2 (#MIM 157170) fenotipi ile iligkilidir.

Vertebralilardaki SIX genleri, 6zellikle sinegin gelisen gorsel sisteminde ifade edilen
Drosophila 'sine oculis' (so) geninin homologlaridir. Six protein ailesinin tiim {iyeleri,
homeobox alanina ek olarak, SIX alan1 olarak adlandirilan yiiksek oranda korunmus bir bolge
icerirler (314). SIX gen ailesinin tiyeleri hem DNA baglanma 6zgiilliiglinlin belirlenmesinde
hem de protein-protein etkilesimlerine aracilik etmede yer alabilen, farkli bir DNA-baglanma
homeodomaini ve bir yukari akig SIX domaini ile karakterize edilen proteinleri kodlar. SIX
ailesindeki genlerin vertebra gelisiminde rol oynadig1 veya dokularin farklilasmis durumunun

korunmasinda rol oynadigi gosterilmistir (315).

—p.Gly103fs

N-terminal SIX domain Homeodomain C-terminal

Sekil 47: SIX3 proteininin yapisi ve indeksteki varyantin protein iizerindeki
konumunun sematik gosterimi (90).

SIX3 genindeki patojenik varyantlar, tiim insan HPE vakalarinin %1,3 {inii olusturmaktadir
(316). Insanlarda, SIX3 genindeki varyantlar inkomplet penetransa sahiptir ve aym varyanta
sahip aileler i¢cinde bile degisken ekspresyon gosterir (317). Lacbawan ve arkadaslarinin
2009’daki HPE'li 800 proband ve akrabalarini igceren ¢alismasinda, olgularin %4,7'sinde SIX3
geninde patojenik varyant tespit edilmistir. SIX3'teki patojenik varyantlar ile iligskili HPE, diger
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kromozomal ve/veya sendromik olmayan HPE vakalarma gore daha siddetli bir fenotip ile
sonuclanmistir ve bu olgularda genis bir aile i¢i klinik 6zellik araligi tanimlanmistir. Bu
calismada SIX3 genindeki patojenik varyantlarin nispeten siddetli HPE'ye yol agtigi, ancak
fenotipik degiskenligin ¢oklu vurus mekanizmasina bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir (90).

Zebra baligi ile yiriitilen in vivo ¢aligmalarda, HPE ile iliskili Six3 mutant proteinlerinin
hipomorf olarak islev gordiigii belirlenmistir. Fare modellerinin analizinde ise, Six3'lin
haployetersizliginin HPE'ye neden oldugu ve Six3 ile Shh'nin HPE patogenezinde is birligi
yaptig1 ortaya konmustur; yani, bir hipomorfik Six3 mutasyonu varliginda ek olarak Shh'nin bir
kopyasinin kaybi, HPE fenotipine sahip embriyolarin yiizdesini dnemli 6lgiide artirmistir. Bu
bulgular, HPE'nin patogenezi i¢in Onerilen ¢oklu vurus hipotezini destekler nitelikte kanitlar
sunmaktadir (157). SIX3'teki hipomorfik degisimler, SHH sinyalini bozan farkli genlerdeki
degisimlerle birlestirildiginde haployetersiz hale gelmektedir. Six3'iin Shh'nin dogrudan yukar1
yonlii bir aktivatorii oldugu ve Six3 aktivitesinin ventral 6n beyinde Shh ifadesi icin gerekli
oldugu gosterilmistir (316). Shh sinyali, 6n beyin gelisimi sirasinda ventral orta hattin
olusturulmasi, gz alaninin ayrilmasi ve telensefalonun biiyiimesi ve sekillenmesi dahil olmak
iizere birgok rol oynar (208, 318). HPE fenotipinin siddetinin Shh sinyal yolundaki
bozukluklarin meydana geldigi asama ile yakindan iligkili oldugunu yani, degisiklik ne kadar
erken olursa, ortaya ¢ikan HPE fenotipinin de o kadar siddetli oldugunu dogrular nitelikte
caligmalar mevcuttur (319). Six3, Shh ifadesinin dogrudan yukar1 akis diizenleyicisi olarak
tanimlanmis ve prekordal plaktan gelen Six3 ve Shh sinyalinin rostral diensefalon ventral orta
hatta Shh ifadesini sinerjik olarak aktive ettigi gosterilmistir. Ancak, Shh'nin Six3
transkripsiyonel aktivitesini nasil diizenledigi heniiz agiklanamamustir. insandaki SIX3
mutasyonlart hafif (mikroform) ile siddetli (siklopi) arasinda degisen HPE fenotipleri ile
iligkilidir. Bu fenotipik varyasyonlara muhtemelen ek genetik modifiye edicilerin neden oldugu
diisiiniilmiigtir  (316). Farelerde, Shh'nin bir kopyasmnin tek basina ¢ikarilmasi
malformasyonlara neden olmazken, ek olarak Six3'in bir kopyasi da silinirse, semilobar
HPE’ye neden oldugu gosterilmistir (38). Hastalarda, SHH'nin bir kopyasinin veya S/X3’iin bir
kopyasinin kaybi1 HPE’ye neden olabilir, ancak SHH ve SIX3 mutasyonlar1 birlikte
bildirilmemistir (91).

GLI2,2ql14.2 bolgesinde yer alan, 14 ekzon igeren ve 1.586 amino asit igeren GLI2 proteini
kodlayan gendir. Gli proteinleri, transkripsiyonel aktivite icin gerekli bir karboksi-terminal
alan1 ve diziye 6zgii bir sekilde DNA'y1 baglayan bir ¢inko parmak alani igerir. Cinko parmak
iceren Gli proteinleri, Hedgehog sinyaline yanit vermeye aracilik eder ve Gli2, farelerde SHH

sinyal yolaginda ana transkripsiyonel aktivator gorevi goriir. Roessler ve arkadaslari, GLI2-
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delta-N'nin in vivo giiclii transkripsiyonel aktivite sergiledigini gostermistir. Tam uzunluktaki
GLI2'nin in vitro transkripsiyonel aktivitesi, daha once tiim GLI2 proteinini temsil ettigi
diistiniilen GLI2-delta-N'ninkinden 30 kata kadar daha diistiktiir 4 ekzon tarafindan kodlanan
bir N-terminal represor alan1 (GLI2-delta-N) 1.258 amino asit igerir ve N-terminal baskilayici
alanindan yoksundur (320). GLI2’deki patojenik varyantlar Culler-Jones sendromu
(MIM#615849) ve Holoprozensefali 9 (MIM#610829) fenotipleri ile iligskilendirilmistir.
Culler-Jones sendromu GLI2’deki patojenik varyantlarin neden oldugu hipofiz anomalileri,
polidaktili ve HPE ile tutarl yiiz 6zellikleri ile karakterizedir (320, 321).

GLI2, SHH sinyal iletiminin zorunlu aracilari olarak gosterilen {i¢ omurgali transkripsiyon
faktoriinden biridir yani SHH sinyal aginda ii¢ Gli proteini yer alir. Etkilesen bu molekiiller,
cinko-parmak transkripsiyon faktorlerini kodlar. Glil ve Gli2, Shh yolagi aktivitesi tlizerinde
baskilayic1 bir etkiye sahip olan Gli3'iin aksine aktive edici etkilere sahiptir. Gli2—/—fare
embriyolarinin arka beyinde siddetli ventral modelleme kusurlar1 gosterdigi gosterilmistir.
GLI2 aktivator fonksiyonunun, ventral ndral tiipte motor noéronlar ve interndronlar haline
gelecek spesifik progenitor hiicreleri kodlayan bir gen sinifinin ekspresyonu icin gerekli oldugu
distintilmektedir. Gli2 eksikligi olan hayvan modellerinde normal hipofiz gelisiminin degisken
kaybiyla birlikte, Gli2’nin gebeligin erken doneminde hipofiz gelisiminde 6zel bir rol oynadig:
gosterilmistir (191). GLI2°deki tanimlanan patojenik varyantlarin ¢ogu heterozigottur ve eksik
penetrans ve ekspresivite gosterir. Gercek HPE, tek alel GLI2 patojenik varyantlar1 olan birkag
kiside tanimlanmis olsa da ¢cogu durumda hipofiz yetmezligi ve/veya yiiz dismorfolojisi gibi
daha ince anormalliklerde tanimlanmistir (322). 2003°te Roessler ve arkadaslar1 tarafindan
Onerilen aciklama, HPE'nin GLI2 haployetersizligi durumuna eklenen ek c¢evresel ve genetik
etkilerden kaynaklandigidir (167). Bu, HPE etiyolojisinin genis capta kabul géren kapsayici
bir Onermesi haline gelmistir ve bazi etiyolojik faktorler tanimlanmis olmasina ragmen,
vakalarin ¢ogu acgiklanamaktadir (322). N-terminal baski alani, yiliksek oranda korunmus bir
DNA baglama alani, niikleer lokalizasyon ve eksportu sinyaller alanlar1 ve C-terminal

aktivasyon alan1 sahiptir (323).
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Sekil 48: GLI2 proteininin yapisi ve indeksteki varyantin protein iizerindeki
konumunun sematik gosterimi (323).

Literatiirde, bizim olgumuzdaki gibi birden fazla genetik faktoriin (bizim olgumuzda SIX3
ve GLI2) bir hastalik fenotipi olusturmak i¢in birlikte hareket ettigi HPE olgular1 bildirilmistir
(324). Literatiirde SIX3 ve GLI2’de beraber heterozigot varyant saptanan; anozmi, olfaktor
bulbus agenezisi, bilateral hipoplastik olfaktor sulkuslar, hipogonadotropik hipogonadizm,
bilateral kriptorsidizm ve mikropenis bulgular1 olan, ancak eslik eden orta hat anomalileri,
postaksiyal polidaktili, santral kesici dis ve anormal MRG'si olmayan bir olgu tariflenmistir
(325). Konjenital hipogonadotropik hipogonadizmde varyantlarin ve/veya di/oligojenik
kalitimin aditif etkileri literatiirde daha Once gosterilmistir. SIX3'te yeni bir yanlis anlaml
degisiklik ve GLI2'de baska bir nadir yanlis anlamli varyant saptanan bu olgu, Kallmann
sendromu ve HPE arasinda genetik bir ortiisme olasiligint gosterir niteliktedir. Bununla birlikte,
HPE'deki fenotip degiskenligine birden fazla gendeki mutasyonlardan daha c¢ok genetik ve
cevresel etkilesimlerin katkida bulunma olasiliginin daha yiiksek oldugu bu yayinda o6ne
stiriilmiistiir (326). Olgumuzda saptanan GLI2 varyantinin anne (II-4) ve saglikli kardeste (III-
3) saptanmasi ile bu varyantin maternal kokenli kalitildig1 gdsterilmistir. Baba da segregasyon
analizi yapilamadigi i¢in SZX3 varyantinin kalitim kokeni netlestirilememistir. Ancak her iki
gendeki degisimler degisken fenotip 6zellikleri, eksik penetrans ve degisken ekspresivite ile
yakindan iliskilidir. Bu agidan GL/2’de varyant saptanan anne (I11-4) ve saglikli kardeste (II1-3)
klinik muayenede bulgu saptanmamasi varyantin “tesadiifi”’ olmasin1 diglamamakla birlikte
eksik penetrans niteligini de géz ardi edilemez. Son yayimlar HPE etiyolojinde digenik kalitimin
diisiiniildiigii kadar nadir olmadigin1 ve YND teknikleri sayesinde bu gibi 6rneklerin arttigini
gosterir niteliktedir (9). Indeksteki agir HPE fenotipi ve eslik eden bulgular: bu iki gendeki
degisimlere sekonder olustugu ve GLI2’deki degisimin maternal kalitildig1 multigenik kalitima
bir 6rnek oldugu da sdylenebilir.

Prenatal donemde MIHV HPE, CCA, bilateral anoftalmi/mikroftalmi, tek nostril

saptanan Olgu 4’te, postmortem degerlendirmede ek olarak HPE ile uyumlu orta hat
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anomalileri, dismorfik bulgular, hipoplazik klitoris ve labium minuslar ve tek tirogenital agiklik
saptanmisti. Yapilan karyotip ve array-CGH analizi normal sonuglanan olguda bu bulgular ile
ayirici tanida non-sendromik-izole monogenik HPE formlar1 diisiiniilmiistii. Olgumuzun TED
analizinde KATNIP (KIAA0556) geninde heterozigot c.1461G>A/p.(Trp487*) ve heterozigot
c.4035delC/ p.(Ile1346fs) varyantlari birlesik heterozigot formda saptandi. Ailenin hipotiroidi,
biiylime hormon eksikligi, hafif néromotor gerilik ve MRG’nde bos sella, ektopik norohipofiz
ve serebellar ektopi bulgulari olan 3 yas erkek ¢ocugunda (V-3) da indekste var olan varyantlar
birlesik heterozigot formda saptandi. Annede c¢.4035delC/p.(Ile1346Serfs*36), babada
c.1461G>A/p.(Trp487*) varyantlar1 heterozigot formda saptanarak aile segregasyonunun

otozomal resesif kalitim modeli ile uyumlu oldugu gdsterildi.

KATNIP (KIAA0556) genindeki bi-allelik patojenik varyantlar Joubert sendromu 26 (MIM#
616784) ile iliskilendirilmistir. Serebellar hipoplazi ile iliskili global gelisimsel gecikme,
hipotoni ve hipofiz anormallikleri dahil degisken ek anormallikler ile karakterize otozomal
resesif kalitim paterni gosteren bu klinik bir siliyopati sendromudur. Joubert sendromunun ayirt
edici Ozelligi, serebellar vermis hipoplazisi, superior serebellar pedinkiillerin uzamasi ve
kalinlagmasi ile derin bir interpedinkiiler fossadan kaynaklanan 'molar dis isareti' olarak
adlandirilan MRG ile tanimlanmis bir orta beyin anomalisidir. Siliyopati grubunda yer alan
Joubert sendromu ve siliyer temelli bu bozuklukta siklikla fenotip goz, bobrek, iskelet ve
kraniyofasiyal yapilar gibi pek cok sistemle iliskili bulgulari icerecek sekilde genistir. Beyin,
goz, bobrek ve diger bircok sistemi, ilgili genlere bagli olarak farkli kombinasyonlarda
etkileyen oldukca heterojen bir hastalik grubu olan siliopatilerde digenik veya oligogenik
nedenlerin varligi 6ne siiriilmiistiir (327). Joubert sendromunda gozlenen genis aile i¢i fenotipik
degiskenlige dayanarak, oligogenik katkinin varligi ve/veya genetik diizenleyici etkilerin
varligi ile ortaya c¢iktigi varsayilmistir ve literatlirde klinik vaka raporlart ile bu durum
tartisilmistir (328). Literatiirde bu gende ¢.222 232del, p.(Asn74GlufsTerl1l) degisimi
olgumuzdaki c.1461G>A/p.(Trp487*) ayn1 bolgede yer almakta olup bu degisimin protein
fonksiyonunu ya proteinin erken sonlanmasi yoluyla ya da anlamsiz degisime sekonder
transkriptin tamamen kayb1 yoluyla etkileyecegi tahmin edilmis ve her iki durumda da bilinen
tiim islevsel alanlar kayboldugundan, bu mutasyonun null bir alel iiretecegi ongdriilmiistiir

(329).
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p.(Trp487%) p.(Ile1346f5)
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[FT88-interacting region Katanin-interacting region

Sekil 49: KATNIP proteininin yapisi ve indeksteki varyantin protein iizerindeki konumunun

sematik gosterimi (329).

Siliyalar, ¢cogu Okaryotik hiicrenin ylizeyinden uzanan, hiicre ve sivi motilitesinde ve
duyusal algida 6nemli rollere hizmet eden mikrotiibiil tabanli yapilardir. Bu organeller ayrica
gelisim sirasinda Shh, trombosit tlirevi biiylime faktori (platelet-derived growth factor) ve
Wingless gibi hiicre-hiicre iletisiminde yer alan ligandlardan ipuglarini ileterek kritik sinyal
merkezleri olarak islev goriirler (330). Shh sinyal yolu, hemen hemen her hiicrede bulunan ve
cesitli kimyasal, mekanik veya 1sik sinyalleri almak ve iletmek icin hiicresel antenler olarak
hareket eden fonksiyonel birincil siliyalar ve mikrotiiblil tabanli organeller gerektirir.
Insanlarda siliyalarin islev bozuklugu, cogu orgam etkileyen ve en siddetli bigimleri én beyin
malformasyonlari da dahil olmak iizere cesitli bulgular gosteren siliyopatiler adi verilen
hastaliklara yol acar. HPE'ye siliyopatilerde ¢cok nadiren rastlanmaktadir. Siliyopati genlerinin
fare modellerinde, gelisimin erken asamalarinda iki telensefalik hemisferin eksik veya
gecikmeli olarak ayrilmasiyla karakterize edilen hafif bir HPE fenotipi bildirilmistir (331, 332,
333). Literatiirde, siliyopati ile iliskili STK36, IFT172, B9DI, MKSI, TCTN3 ve TULP3

genlerinde tanimlanmig varyantlarin nadiren HPE'de modifiye edici oldugu da 6ne siirtilmiistiir
9.

KATNIP genindeki patojenik varyantlar, ilk olarak Sanders ve arkadaslar1 tarafindan
2015’te Suudi Arabistanli ebeveynlerden dogan ve hafif bir Joubert sendromu formuna sahip 3
cocukta bildirilmistir. Bu olgularda degisken derecelerde hipotoni, yenidogan doneminde gecici
tasipne, tekrarlayan enfeksiyonlar, global gelisimsel gecikmeye ek olarak hipotiroidizm ve
biliylime hormonu eksikligi ile birlikte panhipopitiiitarizm, degisken serebellar hipoplazi, 6n
hipofizde hipoplazi/aplazi ve ektopik arka hipofiz bulgular1 bildirilmistir. Bu olgularda eslik
eden bobrek anomallisi tariflenmemistir (328). Yakin zamanda literatiirde dismorfik

ozelliklerle birlikte biiyiime hormonu eksikligi, merkezi hipotiroidizm, kraniyal MRG'sinde
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Arnold Chiari tip I, ektopik ndrohipofiz ve klasik molar dis bulgusu olmaksizin hafif vermis
hipoplazisi olan olgularda da KATNIP geninde birlesik heterozigot patojenik varyantlar
tanimlanmistir. Indeks olgumuzda postmortem degerlendirmede saptanan lingual ve superiyor
labiyogingival frenulum izlenmemesi ve hipoplazik inferiyor labiyogingival frenulum ve
hipoplazik klitoris ve labium minuslar ile tek {lirogenital aciklik bulgulart siliyopati grubu
hastaliklarin genis klinik prezentasyonuna 6rnek olarak verilebilir. Joubert spektrumunda eslik
edebilen orta hat anomalileri HPE ile arasinda iligkiyi akla getirir. Sanders ve arkadaslarinin
caligmasinda bildirilen olguda eslik eden mikropenis bulgusu bizim olgumuzda daha agir bir
klinik olarak hipoplazik klitoris ve labium minuslar ile tek iirogenital agiklik bulgular ile

karsimiza gelmis olabilir (333).

KATNIP, siliyalarin bazal govdesinde lokalize olan bir siliyer proteini kodlar ve
KATNIP varyantlarina sahip Joubert sendromlu bireylerin fibroblastlari, daha az sayida siliyer
hiicre gosterir. KATNIP ve Shh sinyal yolu arasindaki iliski dogrudan kanitlanmamis olsa da
insan hiicreleri ve nematodlar kullanilarak yapilan deneyler, bu genin siliyer mikrotiibiil
stabilitesini ve dinamiklerini diizenledigini gostermistir. KATNIP geninin fonksiyon kaybi
varyantlari, siliyalarin temel yapisal bileseninin yokluguna neden olur, bu da muhtemelen
siliyogenezi bozar ve sonug olarak Shh sinyalinin asagi regiilasyonuna yol acar. V-3’e ait klinik
bulgular literatiir bilgileri 1s181nda indeks olgumuzda saptanan bi-allelik patojenik varyantlar
ile agiklanmaktadir. Her ne kadar literatiirde farkili siliyopati genlerinin HPE agisindan
modifiye edici oldugu ve KATNIP geninin Shh sinyal yolu ile iligkili oldugunu tartisan yayinlar
mevcut olsa da KATNIP genindeki varyantlar acisindan V-3 ile aynm1 genotipe sahip indeks
olgumuzdaki agir fenotipik bulgular1 aciklamak icin yetersizdir. Kromozom ve array-CGH
analizleri normal sonuglanarak kromozom anomalileri ve patojenik kopya sayis1 degisikleri
dislanan olgumuzda agir fenotipik bulgular1 agiklamak acisinda digenik kalitim, ek baska
modifiye edici genler ve non-genetik faktorlerin fenotipi etkiledigi diisiiniilebilir. Bu gen ve
fenotipik yansimalar1 agisindan ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Olgumuzda var olan siddetli
fenotipi agiklayabilecek ikinci bir patojenik varyant TED analizinde saptanmamakla beraber

TED analizinin kisithiliklar1 nedeniyle ek derin bir intronik varyant esligi diglanamamistir

Calismamizda Olgu 5’te prenatal donemde HPE siiphesi, ventrikiilomegali, serebellar
hipoplazi, probosis, arini, agir hipotelorizm gosterilmisti. Postmortem muayenede ek olarak
sagda mikroftalmi, solda anoftalmi, mikrostomi, orta hatta yarik dudak, sagda radiyal ve ulnar
bowing saptanmisti. Karyotip analizi normal sonuglanan olgunun postmortem degerlendirme

bulgular1 ile ayirici tanida monogenik nonsendromik-izole HPE diislinlilmiistii. Bu olgumuza
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yapilan TED analizinde HESX! geninde heterozigot c¢.385G>A/p.(Vall29lle) varyanti
saptandi. Olgumuzda saptanan bu varyant daha dnce literatiirde hipotalamik amenoresi olan bir
olguda bildirilmistir. Bu gendeki degisiklikler Hipofiz anomalileri ile birlikte bliyiime hormonu
eksikligi (MIM#182230), Kombine hipofiz hormonu eksikligi (MIM #182230) ve Septo Optik
displazi (MIM#182230) fenotipleri ile iligkilidir. Hipofiz bezinin gelisimi, transkripsiyon
faktorlerinin ve sinyal molekiillerinin sirali zamansal ve uzaysal ifadesine baglidir. HESX1,
PROPI1, POUIFI1, LHX3, LHX4, PITXI1, PITX2, OTX2, SOX2 ve SOX3 transkripsiyon
faktorleri konjenital hipopitiiitarizmin etiyolojisinde yer alir. Hipofiz gelisiminde yer alan
genlerin herhangi birindeki mutasyonlar, bir veya daha fazla hipofiz hormonunda eksiklik
olarak ortaya ¢ikan konjenital hipopitiiitarizm ile sonuglanabilir. Bu genlerdeki degisimlerde
fenotip oldukca degisken olabilir ve izole hipopitiiitarizm, SOD veya HPE gibi daha karmasik
bozukluklara neden olabilir (334). Hesx!I, paired-like class of homeobox gen smifinin bir
tiyesidir ve ilk olarak fare embriyogenezi sirasinda gastrulasyon bagslarken anterior orta hat
visseral endodermdeki kiigiik bir hiicre parcasinda eksprese edilmistir. Visseral endodermden
gelen kritik bir sinyalin ardindan, komsu ektodermde ventral prozensefalonun ortaya ¢ikmasina
yonelik bir alanda ekspresyon indiiklenir ve bu da 6n beyni olusturacaktir. Farelerde Hesx1'i
hedefleyen bozulmalar, SOD'yi animsatan anoftalmi veya mikroftalmi ve orta hatta norolojik
kusurlara neden olmaktadir (335).

HESXI proteinleri, DNA baglanmasindan sorumlu bir homeoalan ve biri N-terminalde (ehl
ve HRPW motifleri) ve biri C-terminal homeodomainde olmak iizere iki baskilayici alan igerir.
N-terminalindeki ehl ve HPRW alanlari, HESX1'in TLE/Groucho ailesinin ortak
baskilayicilart ile etkilesimi, C-terminalindeki homeodomain ise DNA baglanmasi ve niikleer
ortak baskilayict ile etkilesime aracilik eder. Olgumuzdaki degisim, cekirdek baglama
bolgelerinin taninmast i¢in gerekli olan yliksek oranda korunmus homeodomain iginde yer alir.
Literatiirde ayn1 bolgede yer alan degisimler SOD gibi agir fenotipli olgulara ek hipofiz

anomalileri ile biiyiime hormonu eksikligi fenotipleri ile bildirilmistir (336).

— p.(Val1291le)
21 28 42 45 108 167 185

echl HRPW homeodomain

Sekil 50: HESX1 proteininin yapisi ve indeksteki varyantin protein iizerindeki

konumunun sematik gosterimi (336).
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Literatiirde pek ¢ok olguda homozigot ve heterozigot HESX! patojenik degisimleri
tanimlanmistir. Bu olgularda net bir genotip-fenotip korelasyonu yoktur ve klinik 6zellikler
idiyopatik biiytime hormon eksikliginden kombine hipofiz hormon eksikliklerine kadar degisir
ve bazi vakalarda SOD, hipofiz malformasyonlar1 ve diger 6n beyin gelisim kusurlart gibi
anomalilerle iligkilendirilmistir (314). Bugiine kadar bu gende bildirilmis 33 varyant mevcuttur
ve bunlarin ¢ogu olgumuzdaki gibi yanlis anlamli varyantlardir. Literatiirde bu gendeki
varyantlar bizim olgumuzdan daha hafif fenotiplerle iliskilendirilmistir ancak biliyoruz ki
HESX]I geni embriyonal donemde 6n beyin gelisiminde aktif bir rol oynamaktadir (334, 335).
Bu nedenle saptanan varyant olgumuzdaki fenotip ile iliskili olabilir. Ancak olgumuzdaki agir
fenotipin bu varyant ile agiklanmasi yetersizdir. Bu agidan incelendiginde digenik kalitim veya
coklu vurus acisindan olgumuzda TED analizde ek bir varyant saptanmadi. Ancak yontemin
teknik kisithiliklarr nedeniyle ek derin bir intronik varyant ya da promoter bolgesindeki olasi
degisimlerin esligi dislanamamistir. Agir fenotipik bulgular bu gendeki degisime ek olarak
oykiide teratolojik bir etken tariflenmemesine ragmen non-genetik etkenlerin klinigi
etkiyeleyerek daha agir bir fenotip olugsmasina da neden olmus olabilir.

Calismamizda prenatal donemde USG’de alobar HPE, orta hatta genis yarik dudak, arini,
elde polidaktili, malaligment VSD olan ve postmortem muayenede ek olarak komplet yarik
damak ve fasiyal dismorfik bulgular saptanarak monogenik HPE spektrumunda degerlendirilen
Olgu 6’da DHCR7 geninde c.1351T>C/p.(Cys451Arg) ve ¢.976G>T/p.(Val326Leu)
degisimleri heterozigot olarak saptandi. Segregasyon amaciyla ebeveynlerde yapilan
incelemede, annede (II-5) c.976G>T varyanti, babada ise ¢.1351T>C varyant1 saptanarak
indekste varyantlarin  birlesik  heterozigot formda oldugu gosterilmistir. DHCR7
(MIM*602858) geni otozomal resesif kalitim modeline sahip SLOS ile iliskilidir. SLOS, 7-
dehidrokolesterol rediiktaz enziminin eksikliginden kaynaklanan  kolesterol
metabolizmasindaki bozuklugun neden oldugu bir multipl konjenital anomali / zihinsel
yetersizlik sendromudur. Prenatal ve postnatal biiylime geriligi, mikrosefali, zihinsel yetersizlik
ve ¢ok sayida major ve mindr malformasyonlar ile karakterizedir. Malformasyonlar arasinda
karakteristik fasiyal dismorfik bulgular, yarik damak, kardiyak anomaliler, erkeklerde az
gelismis dis genital organlar, postaksiyal polidaktili ve ayak parmaklarinda 2-3 sindaktili
bulunur. Prenatal donemde, SLOS bulgular1 arasinda ense ddemi, intrauterin gelisme geriligi,
yarik damak, polidaktili, belirsiz cinsel organlar ve boébreklerin, kalbin ve beynin yapisal
malformasyonlar1 yer alabilir. Bununla birlikte, bu bulgular SLOS'a 6zgii degildir ve diger

cesitli konjenital malformasyon sendromlarinda da gézlenebilir (192).
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SLOS vakalarinda plazma kolesterol ve kolesterol prekiirsorii dezmosterol diizeyi diisiik
veya alt sinirda, 7-DHC ve spontan izomeri olan 8-DHC diizeyi ise yiiksektir. Etkilenmig
gebeliklerde steroid yapim defektinin bir gostergesi olarak konjuge olmamis serum E3 (uE3)
diizeyi diisiiktiir. Uglii tarama testinde saptanabilen uE3 diisiikliigiine ek patolojik US
bulgularinin eslik etmesi halinde, nadir goriilen bu sendrom prenatal donemde bile taninabilir.
SLOS’unda klinik spektrum genistir ve normal gelisim gosteren ve yalnizca mindr
malformasyonlara sahip olgular da tanimlanmistir (337). Olgularda kesin bir genotip-fenotip
korelasyonu kurulmasi zordur ¢linkii ¢ogu birey bilesik heterozigot formda varyantlara sahiptir
(338). Literatiirde farkli veya ayni ailelerde ayn1 DHCR?7 genotipine sahip olgularda, hastaligin
siddeti ve plazma 7-DHC seviyeleri agisindan belirgin sekilde farkli fenotipler bildirilmistir
(337, 339). Bu nedenle literatiirde SLOS un, diger genetik, epigenetik ve ¢evresel faktorlerden
onemli 6l¢iide etkilenen Mendeliyan bir bozukluk oldugu tartigilmistir (340, 341, 342). Gebelik
sirasinda maternal-fetal kolesterol transferi maternal diyete, maternal apolipoprotein
seviyelerine ve muhtemelen diger bazi faktorlere baglidir ve bu durumun SLOS fenotipi
iizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu varsayan yayinlar mevcuttur (343).

11q13.4 bolgesinde bulunan DHCR?7 geni, dokuz ekzon igerir ve ekzon 3’ten 9’a kadar
olan kisim 7-dehidrokolesterol rediiktazi kodlar. 7-dehidrokolesterol rediiktaz enzimi kolesterol
biyosentezinde 7-dehidrokolesterolin C7-C8 ¢ift bagmin indirgenmesi ile kolesterole
doniismesini katalize eder. 7-dehidrokolesterol rediiktaz, dokuz trans-membran sarmalindan ve
bir sterol algilama alanindan olusur. Bu gendeki varyantlar DHCR7 proteininin transmembran
alani, dordiincii sitoplazmik dongii ve C-terminal alaninda kiimelenme gostermektedir.
Olgumuzda saptanan ¢.976G>T/p.(Val326Leu) degisimi dokuz trans-membran sarmalindan
yedincisinde yani sterol algilama alaninda, c.1351T>C/p.(Cys451Arg) degisikligi ise C-
terminal domaininde yer almaktadir. Mutasyon bolgesi ve kodlama sekansi iizerindeki etki,
klinik ve biyokimyasal ciddiyet i¢cin sadece kismen Ongoriicii olup bizim olgumuzdaki
c.976G>T (p.(Val326Leu) degisimi gibi DHCR?7 proteininin sterol algilama alanini degistiren,
buna miidahale eden veya kesen mutasyonlarin daha ciddi bir klinik ve biyokimyasal SLOS
fenotipine neden olmasi muhtemel olarak bildirilmistir (344). Literatirde DHCR7
mutasyonlarinin HPE patogenezinde yer alip almadigini belirlemek amaciyla transmembran
domainde ¢.1031G>A/ G344D degisimine sahip HPE’lili olgunun enzim aktivite ¢alismasinda
mutant G344D, kontrol ile karsilagtirlldiginda enzim aktivitesinin %50'den daha az oldugu
bulunmustur (328). cDNA 1425 baz ciftlik bir acik okuma ¢ercevesine sahiptir, 475 amino

asitlik bir polipeptit iiretir ve alternatif splicing tanimlanmamustir (344).
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Sekil 51: DHCR?7 proteininin 6ngoriilen yapisi ve membran topolojisi ile olgumuzdaki
varyantlarin protein iizerindeki konumu (339). Dokuz transmembran sarmali ve bir sterol
algilama alan1 goriilmekte. CL, Sitozolik loop; CT, C-terminal alani; LL, ER liimen;, NT, N-terminal

alani; TM, transmembran alan.

Bu gendeki patojenik degisimler tiim gen boyunca belirgin hotspot noktalar olmaksizin
meydana gelir. Bu gende 200’{in tizerinde patojenik varyant tanimlanmistir ve bunlarin cogunu
yanlis anlamli varyantlar olusturur. SLOS hastalarinin ¢ogunda bir yanlis anlamli ve bir
anlamsiz varyant kombinasyonu ve yaklasitk %30'unda iki yanlis anlamli varyant
bulunmaktadir (337). Memeli hiicrelerinde DHCR7 mutasyonlarinda p.(Arg450Leu); C-
terminus) hari¢ tiim yanlis anlamli patojenik varyantlarin kararsiz proteinle sonuglandigi
gosterilmistir (343).

SLOS'lu bireylerin sadece yaklasik %5'inde HPE vardir ve bu sendromun en siddetli
formunu temsil eder (344, 345). SLOS’nda HPE fenotipini aciklamak acgisindan g¢esitli
hipotezler 6ne siiriilmiis ve sterol ara {iriinlerinin birikiminin bir rolii olabilecegi diisiiniilmiis
olsa da net olarak hangi mekanizma ile ortaya ciktig1 kesin olarak bilinmemektedir. Bazi
teoriler, diisiik kolesterol ve/veya yiiksek 7-DHC'iin SHH, PTCH-1 ve PTCH-2 dahil olmak
iizere bir veya daha fazla sinyal proteininin veya reseptorlerinin islevini etkiledigini ileri
stirmektedir (135, 346). Spesifik bir DHCR7 genotip-fenotip korelasyonu tanimlanmamistir
ancak HPE bildirilen SLOS vakalarinin ¢ogu iki null varyant tasimaktadir (346). Ancak,
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literatiirde DHCR7 geninde homozigot null varyantlarin rapor edildigi ve HPE bildirilmeyen
vakalar da mevcuttur (347). Transmembran alaninda patojenik varyant tagtyan SLOS olgulari,
null varyantlari olan olgulardan daha az ciddi sekilde etkilenmistir.

Olgumuzda saptanan c.1351T>C/p.(Cys451Arg) varyanti literatiirde prenatal USG’de
anhidramnios, hekzadaktili ve higroma bulgular1 saptanarak 18. GH’nda termine edilen fetusta
diger heterozigot c¢.452G>A/p. (Trpl51*) varyanti olarak bildirilmistir. Bu olgunun
postmortem degerlendirmesinde fasiyal dismorfik bulgular1t SLOS sendromu ile uyumlu olarak
belirtilmistir. Olguda major beyin anomalisi olarak Dandy-Walker kisti izlenmigstir. Bilateral
ellerde polidaktili, ayak 2-3. parmaklar arasinda sindaktili saptanmigtir. Ayrica bu olguda
atriyoventrikiiler septal defekt, bilateral renal agenezi, psédovajinal perineoskrotal hipospadias,
bifid uvula/epiglottis, katarakt, sakral gamze bulgularinin eslik ettigi bildirilmistir
(276). Olgumuzda saptanan diger varyant olan ¢.976G>T (p.Val326Leu) varyanti literatiirde
SLOS klinigi ile uyumlu pek ¢ok olguda bildirilmistir ve bu gende sik rastlanan varyantlardan
biridir (348). Yanlis anlamli ¢.976G>T varyant1 transmembran domaininde, yanlis anlamli
c.1351T>C varyanti ise C-terminal domaininde yer alir. Inaktif 6ncii bir protein olarak
salgilanan SHH proteini aktif bir protein olusturmak iizere N-terminal ve C-terminal olmak
lizere otokatalitik boliinmeye ugrar ve N-terminaline bir kolesterol eklenir. Bu nedenle, HPE'de
DHCR?7 genindeki patojenik degisimler, kolesteroliin SHH'yi degistirememesine ve islevini
ortadan kaldirmasina neden olabilir. Bu durum, Dhcr7 inhibitorii verilen farelerde yiiksek bir
HPE frekans1 gozlemlenmesiyle desteklenmektedir (349). Bizim olgumuzdaki HPE, anormal
kolesterol metabolizmasina sekonder Sonic Hedgehog sinyalinin ciddi sekilde bozulmasindan
kaynaklanmis olabilir. Prenatal donemde HPE saptanan olgularda SLOS ayirici tanida yer
almalidir. HPE ‘ye eslik eden patolojiler agisindan prenatal US ile degerlendirme ve
postmortem degerlendirme oldukga kiymetlidir. Olgumuzda da agir HPE disindaki bulgular da
bu sendromun komponenti olarak aciklanmaktadir. Olgumuzda saptanan alobar HPE
varyantinin siddetli bir form olmasi nedeniyle SLOS'ta HPEin ciddiyetine katkida bulunan
heniiz belirlenmemis baska faktorler de oldugu diisiintilebilir.

Calismamizda prenatal donemde HPE saptanan olgulara yapilan TED analizinde alt1 olguda
sekiz farkli gende hastalik iligkili veya iliskili oldugu diisiiniilen 10 varyant saptandi. Bu
varyantlardan altis1 yanlis anlamli, ikisi anlamsiz, ikisi ise ¢ergeve kaymasi tipinde idi.
Saptanan 10 varyantin yedisi ilk kez bu calismada tanimlanan novel nitelikte degisimlerdi.
Literatiirde SIX3 ve GLI2’de beraber heterozigot varyant saptanan bir olguya agir HPE fenotipi
olan olgumuzda da bu iki gende degisim saptanarak bu iki gen ile iliskili HPE fenotipi ve

multigenik kalittma bir 6rnek eklenmis oldugu diistiniildi. Agir HPE fenotipi olan bir
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olgumuzda ZIC2 ve PTCHI genlerinde patojenik varyant birlikteligi saptanarak bu genlerdeki
varyant birlikteligi HPE fenotipinde ilk kez gosterilmis oldu. KATNIP geninde saptanan
degisimler ile HPE fenotipi ile siliyopati grubu hastaliklar arasinda iliskili olabilecegi
gosterildi.

Kisith 6rnek sayisi ile yapilan ¢alismamizda, TED analizinin tanidaki rolii %60 (6/10)
olarak bulundu. 4 olguda hastaligin molekiiler etiyopatogenezi TED analizi ile
aydinlatilamamustir. Literatiirde HPE etiyolojisi agisindan TED verimliligi ile ilgili bir ¢alisma
yoktur. HPE etiyolojisi agisindan klinik genetik testler teknolojik gelismelerle iyilesmistir
ancak halen familyal vakalarin %70'inde halen net bir molekiiler tan1 konulamamaktadir (9).
HPE olgularinin genis klinik spektrumunun yani sira HPE varyantlarinin eksik penetrans ve
degisken ekspresyonu goz oniline alindiginda, HPE’de diisiik tanisal verimin kismen HPE'nin
karmasik etiyolojisinden kaynaklandig: literatiirde sikca tartisilmistir. Molekiiler tanida TED,
en son kesfedilenler de dahil olmak iizere hemen hemen tiim genleri ve klinisyenin ayirici
tanilariyla hem iligkili hem de bunlarin diginda olan genleri ayn1 anda aragtirma firsat1 verir.
Bu nedenle, HPE gibi heterojen fenotipleri, atipik ve inkomplet prezentasyonlar1 olan genetik
hastalaliklarin teshisinde 6zellikle yararlidir. Literatiirde Yahudi kokenli 18'inde pozitif ilgili
aile oykiisii olan 45 ailede tek (yalnizca fetiis), liclii (fetus ve ebeveynler) veya dortlii (iki fetiis
ve ebeveyn) tasarim ile sonlandirilmis ve devam eden gebeliklerden fetal olgulara yapilan TED
analizinde genel tanisal verim %28,9 (13/45), fetal US anomalileri olan ailelerde %31,7 (13/41)
ve prenatal US anomalileri ve ilgili aile Oykiisii olan ailelerde %55,6 (10/18,) olarak
bulunmustur. Ayni1 yayinda spesifik organ/viicut sistemi tutulumuna bakildiginda, beyin (%60),
bobrek (%42,9) ve kas-iskelet sisteminde (%55,6) fetal US anomalileri olan ailelerde kardiyak
US anormallikleri (%16,7) veya artmis NT/6dem/hidrops belirtileri (%27,3) olanlara gore daha
yiiksek tani oranlar1 saptanmustir (350). Bununla birlikte bu oran, yakin zamanlarda yapilan iki
biiytik 6lcekli fetal TED ¢alismasinda bulunan %38,5 ve %10,3 oranlarindan ciddi oranda daha
yiiksektir (351, 352).

Calismamizda TED analizi ile molekiiler etiyopatogenezi aydinlatilamayan 4 olguda
fenotipten sorumlu gen heniiz tanimlanmamistir. Bunun nedeni iiskili genlerde mozaisizm
olasiligi, heniiz fenotipi tanimlanmaig genlerin HPE etiyolojisine yol agmasi, kopya sayisi
degisiklikleri veya sorumlu varyantin TED ile saptanamayacak bdlgelerde yer almasi
(promoter, derin intronik bolgeler vb.) gibi durumlar sayilabilir. Yaklasik 1.500 gendeki nadir
varyantlar, beyin gelisimini veya embriyonik gelisimi etkileyen hastaliklarla iliskilendirilmistir
ve bu genlerin birgcogunun gelecekte HPE ile baglantili olacagini 6ngdren yayinlar mevcuttur

(353, 354). HPE etiyolojisi daha fazla anlasildik¢a, genetik tani hastalarimiz ve aileleri igin
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prognoz, tedavi ve genetik danismanlik konularinda fayda saglayacaktir. Sonraki asamada
array-CGH analizleri yapilamayan {i¢ olgumuzun (Olgu 5, 6, 7) CNV degisilikleri ag¢isindan
array-CGH analizlerinin tamanlanmasi ve molekiiler tan1 konulamayan doért olgunun (Olgu 7,
8, 9, 10) tiim genom dizi analizi agisindan degerlendirilmesi planlanmistir. HPE saptanan
olgularda gerceklestirilen YND arastirmalari, yeni HPE iligkili genlerin ve digenik kalitim
orneklerinin artarak tanimlanmasina olanak saglamistir. Bu bilgiler 1s1ginda, ¢alismamiza
benzer arastirmalarin artist1 ile HPE iligkili daha bircok aday genin, yolaklarin ve
mekanizmalarin kesfedilecegi ongoriilebilir.

Bu tez caligmasi ile prenatal donemde tan1 alan HPE olgularinda molekiiler tan1 konularak
HPE etiyopatogenezinin aydinlatilmasi hem ailelere uygun genetik danismanlik saglanmis hem
de literatiire katki sunulmustur.

Umuyoruz ki ¢aligmamizdan ¢ikan yeni varyantlar, genotip-fenotip iliskilerini incelemek

ve kompleks HPE etiyolojisini agiklamak i¢in mevcut modellere ve verilere de katki saglar.
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GEN LIiSTESI

SHH, SIX3, ZIC2, GLI2, PTCHI1, TGIF1, CDON, FOXHI, FGF8, FGFR1, NODAL, DISPI,
HPE1, STAG2, CNOTI, GASI1, DLLI, HPES, HPE6, TDGF1, STIL, LOC110008580,
PLCHI, SMCIA, LOC100507346, PRRX1, OTX2, DHCR7, SUFU, GLI3, SEC31A, RAD21,
GPKOW, PPPIR12A, TRAPPC10, WDR81, SMO, SMC3, FGFR3, LSS, MNX1, EMX2,
LHX4, HESX1, PROP1, CHRD, POU1F1, BOC, SBE2, MATN4, TGIF2, ZRSR2, PPP2R3C,
EAPP, SIM2, VIPR2, ZIC4, ZIC1, KMT2D, NPAS3, NOG, LRP2, CTBP1, DKK1, EYA4,
NR4A3, IGBP1P1, APOE, NOTCHI, DHH, FGFR2, TWSG1, APOB, ZIC5, HDAC1, BMP6,
HHIP, TWIST1, FOXG1, ICAMS5, GLI4, SMAD2, WIF1, CUBN, FBXW11, VIPRI, NPY,
RAC3, VIP, ADCYAPI, HCRT, GDFI, KAZALDI, PRDMI5, LOC110599567,
DEL1Q41Q42, GLI1, TXNDC15, HUWEI, IHH, SOX3, LHX3, CHD7, LMBR1, PWP2,
PAX6, FKRP, FKTN, ZBTB14, CHML, ESX1, KIFC2, NSD1, FHL3, G6PD, CSTB, HCFC1,
IL16, MORC1, MT-CO1, ARX, ALDHIA2, BCL11A, HOXD13, TMEM107, TMEM216,
DYNC2I1, ATXN10, SOX2, HPCAL4, KLHLS, PNRC2, PRICKLE4, PPP2R2B, ATNI,
XYLTI, JPH3, POLE2, HOXA13, RAB23, TET3, GSDME, MUCI13, ZNF2, PRSS58,
ATXNSOS, MIR130A, NUTM2B-AS1, MIR1271, POMGNT1, GMPPB, POMTI, SALLI,
POMT2, B3GALNT2, LARGE1, CC2D2A, VANGL2, C2CD3, CEP290, TCTN3, MKSI,
RPGRIP1, RPGRIP1L, TCTN2, TMEM67, B9D2, CSPP1, TCTN1, TMEM231, TMEM237,
B9D1, RTTN, BMP4, CREBBP, CDH2, TUBA 1A, DCC, ERCC2, SETD2, ARID1B, MED12,
STXBP1, IFT80, BUB1, BUBIB, RB1, LICAM, MTHFR, BUB3, FOXA2, SEMA3E, CEP57,
CILK1, HOXA2, TRIP13, DLX5, TRIM59-IFT80, DEL3Q13.31, DLX6, SIX6, DYNC2HI,
GNAI3, PRICKLEI, PGAPI, EXOSCS, PIGN, PIGV, OTX1, DDHDI, KRT86, MPPEI,
ABI3BP, PIGW, PRRX2, TMEM260, AADACL2, TEX30, PGAP4, AADACL4, ERICH2,
RALGAPALI, SNX6, IFT122, TTC21B, EVC2, PALS1, WDR19, COL4A1, NEK1, ADRB2,
CYP3A4, CALCR, DHFR, CD8A, CFC1, TNFRSF1A, LMNA, GPHN, FLII, ETS1, TP63,
CLCN1, TSPANT1, C120rf29, MCF2L2, SOX2-OT, BUB1B-PAKS6, EEC1, JBS, DEL13Q14,
DELI8P, ZIC3, LAMAS, KIF7, RAD51C, MNX1-AS2, ZRS, WDR26, TP53BP2, HERCI,
NVL, FBX028, SUSD4, GATA4, TBX5, NKX2-5, DCAF8, CDKSRAP2, NOSIP, AFP,
AGO2, PAPPA, PGF, HLCS, TBX1, RHCE, PLAC4, IFT27, PPP2CA, PPP2R1A, PPP2CB,
UBE2D3, PPP2R2A, PCNT, ADNP, AUTS2, BORCS5, HDACS, DAG1, DMD, LAMA2,
NIPBL, SGCA, FOXF1, SGOI, POMGNT2, POMK, RXYLTI, CRPPA, KIAA0586,
MTHFSD, MN1, RHO, PITX2, MSX2, TGFA, NPC1, SMCHDI, DYNC2I2, CPLANEI,
ITGA7, ATP6VI1A, EXT1, AGRN, SOX9, DPM1, RDH12, TRPS1, USHIC, CD5, IFTSS,
TCOF1, B3GNT2, CCP110, DPM3, IFT140, LIMS1, WDR35, CEP120, DOLK, ESCO2,
IMPG2, IQCE, KIF3A, ZP2, ARLI13B, IFT57, PKHDI, TAARI, TRAF3IP1, CEP152,
EGFLAM, EVC, IFT74, LARGE2, MED22, DPM2, MED30, CEP89, CEP97, CNTLN,
EPPIN, IFT52, KIF24, ZBTB11, IFT20, CCDC138, IFT46, TMEM218, ZNF141, ZNF518A,
BBIP1, IFT22, MEDI11, RAD21L1, ANKUBI, IGHV4-38-2, SPRY2, GPC5, SCUBE2,
AMERI1, COL26A1, KRBOX4, FLT3, HERC2, ASXLI1, U2AF1, DHX30, HACE1, RHD,
SRSF2, UBE3B, HYLS1 ,STOX1 ,KLHL15 ,RNF170, WDR62, ASB10, FBXO31, FBXO038,
LUC7L2, DGCR5, HDAC6, TP53, ATM, CBL, EP300, PIK3CA, PTEN, ZAP70, LDLR,
PLK1, SMARCA4, PHGDH, PIK3R1, TACR3, DRD2, KCNMAI, MSTIR, SMARCA2,
ABCAI1, CYP17A1, CYP19A1, KDM6A, LIPA, MALTI, PON1, PRKCE, ADSL, CYP11A1,
GNRHR, GP1BA, PKD2, PLK4, PSATI1, PTK6, ATRX, BIRC3, CD38, CDK9, CHDI,
CYP27A1, GP9, HMGCR, HMGCS2, KISSIR, MYCN, NECTINI, PAX2, SEMA3A,
AKRIC2, ARID1A, BCL6, CFL1, DHCR24, ERCC6, LAMAI, NEK9, ORC1, PKDI,
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PRODH, SOX10, SSTR3, STS, ARL3, BCL10, CENPE, CGA, CHD4, EBP, EYA1, FDFTI,
FGF3, I L11RA, INVS, LEFTY?2, LGRS, MAD2L1, MSMO1, NSDHL, PDE6D, RSPOI,
SQLE, STAR, CDC20, CDT1, CHD3, DNAH11, GCNT2, GDF6, GNB4, GP1BB, HS6STI,
IRF6, JAM3, KIF2A, KIRREL3, KRT13, MAK, MGATI1, NPHP1, ORC4, PROK2, PTPA,
SREBF2, TAC3, BANFI, CDK20, CYP7A1, EFTUD2, HTR6, NLRP7, NSD2, OFDI,
POU3F2, PPP2R5C, PROKR2, PUF60, RERE, SCAP, SERPINBS5, SLC26A4, STRAG,
AFDN, AFF2, AHI1, ALMS1, APCDDI, BBS4, CEP164, CHDS, CHGB, DSCAM, EFHCI,
GJD2, HCCS, HPGDS, IQCB1, KDM4C, MCHR1, NBEAL2, NDE1, NEDD9, NEKS, NIN,
NTM, POGZ, RAD52, SC5D, SDCCAGS, SMARCAS, TBX20, TUBGCP6, TULP3, BBSI0,
BBS2, CDH7, CEP41, CHAMPI, CYP46A1, DHRS9, DNAII, EXOC4, EXOC5, GNRHI,
HEPACAM, IFT172, LARP7, NKX2-2, NPHP4, NSMF, PAEP, RFX2, RPGR, SMOCI,
SOX11, TTCS, ANAPC2, ANOS1, ARHGAP32, BAZIA, BAZ2A, BBS5, BBS9, BLOC1S6,
CEP63, DNAHS5, DYNC2LI1, FANCB, GBX?2, GFIIB, GPR161, HPS4, IFT43, INSIGI,
KIF3B, LCAS, MKKS, ORC6, RABSA, RGS12, SEPTIN4, SFXN4, SIX2, SMARCAI,
SNTB2, TECTA, TMEM138, UGT3A1, VSX2, WDPCP, ALG12, ALX4, BBS1, BBS7,
CDH19, DSCAMLI, NFRKB, NPHP3, RAB3D, ACSS3, AMELX, CDH20,
CHD6CTNNALI, DANDS, DCHS1, FEZ1, FOXJ1, GALNTLS, IGDCC3, INTU, KIF17,
KNLI, LGALS4, NRGN, ODF2, PSMG2, RAB3IP, SHROOM3, SOXS8, TTC26, TTLLI12,
ARHGAP28, CEP83, CHD9, DYNLT2B, FAM172A, FOXE3, GEMIN6, MOK, MRPS2,
PATJ, SLC25A33, SNX19, SPAG16, VAX1, ANKS3, B4AGAT1, BARX1, BBS12, CCNB3,
DEFA3, ENOSF1, EXOC1, FOXL1, FRA10AC1, HIVEP3, MED9, SARNP, TMEM115,
TTC30B, TXNDC2, ZWILCH, BARX2, CDH26, CLUL1, TBCC, THYNI, ZG16, ALX3,
C2CD2, CEP19, FAM124B, FAM76B, IFT25, SCLT1, SLIRP, TMEM17, EXOC3L2,
KHDC3L, L3MBTL4, ZNF778, ZNF786, BSX, CC2D2B, CGB7, FBF1, HTN1, MORNI,
NYAPI1, TCAF2, ARL13A, NKX1-1, TMEMI85A, CIPC, PWWP2B, TMEMS0, ZNFS862,
FOXI3, H2ACI8, OR10S1, PIFO, FAMI8OB, AKAINI1, C7orf33, CLLUI, LCE4A,
ZBEDIOP, CMAHP, EP400P1, IQCAIL, RNU4ATAC, MIR432, DLGAPI-AS2,
RNU6ATAC, SENCR, MIR15A, LINC01003, MIR767, PTPRD-DT, LINC00550, HS6ST2-
AS1, LOC101928861, FRA11B, KMT2C, ACVR2B, ADIPOQ, IL23R, IFNL3, SMAD3,
GHI1, MTA1, RHEB, PAFAHIB1, TRPM2, KATNBI, SLC19A1, DCX, RELN, RLBPI,
RBBPS, RBP3, GHRHR, CENPF, CRX, DHX9, NRL, PORCN, SIX4, ZNF526, AKT1, XIAP,
PRKDC, RPS6KB1, PDK1, COL18A1, IRS1, CNTNAP2, SIN3A, SKI, ADARBI1, HHAT,
HTRS5A, SKIL, ENI, SYVNI, TBX19, WDRII, LHX2, EVI5L, CLRN3, RTP3,
LOC102724159
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MOLEKULER ARASTIRMALAR ICIN BiLGILENDIRILMIS GONULLU ONAM FORMU

Proje Adi: Prenatal Donemde Holoprozensefali Saptanan Olgularda Genetik Etyopatogenezin Yeni Nesil
Dizileme Yéntemi ile Arastirilmasi

Bu proje kapsaminda, kromozom anomalileri ve submikroskobik delesyon/duplikasyon sendromlari
dislanmuis, prenatal ultrasonografide holoprozensefali saptananarak postmortem klinik degerlendirmesi yapilmis
fetal olgularda tiim ekzom dizileme yontemi ile patogenezde rol oynayan genlerin ve mutasyonlarin belirlenmesi
hedeflenmektedir.

Holoprozensefali etyopatogenezinde ¢ok sayida gen yer almakta olup etkilenmis olgularda sorumlu gen ve
mutasyonlarin belirlenmesi, ailelerin olast ileri gebeliklerinde benzer etkilenmis gebelik iriinii riskinin
netlestirilmesi ve bu yonde prenatal/preimplantasyon genetik tani olanaklarina katki saglamasi agisindan
onemlidir. Bu amagla, calismamiz kapsaminda, holoprozensefali saptanan fetuslara ait dokulardan ve anne baba
adaylarindan almacak periferik kan 6rneklerinden DNA eldesi yapilarak genetik tetkikler yapmay1 planliyoruz.
Size ve ailenize yardime1 olmak amaciyla bu hastaliklarin tanisinda kullanilan ileri agama laboratuar tetkiklerini
kendi laboratuarimizda yaparak caligmaya katilan ailelere kolaylikla uygulanmasini saglamak istiyoruz.

Bu ¢aligmaya katilmaya davet edildiniz; ancak karar vermeden once caligmanin riskleri ve yararlart konusunda
sizleri bilgilendirmek istiyoruz. Molekiiler Arastirmalar icin Bilgilendirilmis Goniilli Onam Formunu
okuduktan sonra katilmay1 kabul ediyorsaniz formu imzalamaniz gerekmektedir.

1. Projeye Katilim icin Gerekli Kriterler:

Projemize prenetal donemde holoprozensefali saptananarak postmortem klinik muayeneleri yapilan ve
etyopatogenezde gros ve submikroskobik kromozom anomalilerin diglanmig oldugu gebelik iiriinlerinin dahil
edilmesi planlanmustir.

2. Yapilacak islemin tanimi:

Prenatal dénemde holoprozensefali saptanarak tarafimizca postmortem fetal klinik genetik degerlendirmesi
yapilan olgularimizdan, 4mm capinda fetal deri 6rneklerinden DNA bankalama prosediirii daha 6nce
onaminiz dahilinde gerceklestirilmisti. TED yapilabilmesi amaciyla biyolojik 6rnek olarak fetal deri
orneklerinin kullanilmasi planlanmigtir. Molekiiler analizlerde indekste bir varyant saptanmasi durumunda, aile igi
segregasyon analizlerinin yapilabilmesi amaciyla, sizlerden 2 ml kan 6rnegi alinmasi gerekecektir. Bu caligmaya
katilmaniz i¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir ve goniillii katilim esastir

3. Ornek Aliminin Olasi riskleri:

Kan Ornegi alim sirasinda olusabilecek riskler; Kan ornekleri alinirken KsEDTA 11 mor kapakli tiipe alinan 6rnek
bu ¢alisma amaciyla kullanilacaktir. Bu igleme bagli; (1) Igne-batmasi sirasinda hafif bir ac1 duyulabilir, (2) igne
batmasi sonrasinda ¢ok nadiren de olsa enfeksiyon gelisebilir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler:

Yapilacak testler, sizin ve ailenizdeki diger bireylerin, olas1 gebeliklerinde bu genetik hastalik agisindan
tekrar riski oldugunu ortaya ¢ikarabilir ve bu bilgi sizde psikolojik sorun yaratabilir. Elde edilen sonuglar sizinle
paylasilacaktir. Bu bilgiyi 6grenmeyi tamamen reddedebilirsiniz. Bu ¢alisma ile elde edilecek genetik bilgiler
kesinlikle gizli kalacaktir ve baskalar1 ile paylasiimayacaktir, bilginin paylasimi sadece sizin izninize bagh
olacaktir.

Size ve gebelik {irlinlerinize ait kan ve doku drnekleri sadece bu c¢alisma i¢in kullanilacaktir.

Bu tip calismalarda, polimorfizm veya nadir genetik varyantlar ya da teknik sorunlar gibi yanlis taniya
yol acabilecek potansiyel tani hatalarinin olabilecegi daima g6z dniinde tutulmalidir. Ailelerin, biitiin bu nedenlerle
nadir de olsa tan1 hatalarinin olabileceginin bilincinde olmalar1 6nemlidir.

Olas1 yararlar: Bu calismanin esas amaci, ailenizde goriilen hastaliga neden olan genetik faktorlerin
arastirilmasidir. Biz bu asamada heniiz yapilacak testlerin, size ve ailenize dogrudan ya da dolayli bir yararinin
olup olmayacagini bilmiyoruz. Fakat bu caligmalar tamamlandiginda, testlerde sonug¢ elde edilebilmesi
durumunda, olas1 gebeliklerinizde tekrar riski ve ydnde prenatal/preimplantasyon genetik tani segeneklerinin
sunulabilme ihtimali oldugunu belirtmek istiyoruz. Ayrica, kesin olan bir diger nokta da aragtirma tamamlandiktan
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sonra bu klinik tablonun nedenleri konusunda daha ¢ok sey 6grenebilecegimiz ve bdylece hem sizlere hem de
gelecekte bu tiir hastalara daha ¢ok yardimci olabilecegimizdir.

Diger secenekler: Bu ¢aligmaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege baglidir ve
reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide bir degisiklik olmayacaktir. Yine c¢aligmanin herhangi bir
asamasinda onayiizi ¢cekme hakkina da sahipsiniz.

Hastanin/Katimcimnin Beyani

Saymn D) U tarafindan...........ccoeeeeeeeiecienieieeennn, (kurum
A1) e (anabilim dal1 ad1, Ginite ad1 vb.)’da tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek
bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilimer”
(denek) olarak davet edildim. Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da biiylik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin
egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin 6zenle korunacagi konusunda bana yeterli
giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan ¢ekilebilirim (ancak
aragtirmacilar1 zor durumda birakmamak i¢in aragtirmadan cekilecegimi dnceden bildirmemim uygun olacaginin
bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla aragtirmaci tarafindan aragtirma
dis1 da tutulabilirim.

Aragtirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum. Bana da
bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle olusabilecek
herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi girisimin saglanacagi konusunda gerekli
giivence verildi (bu tibbi girisimler ile ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; mesai saatleri i¢inde, +902124142000/32564 nolu
telefon ve 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali’ndan arayabilecegimi biliyorum. Bu
aragtirmaya katilmak zorunda olmadigimi biliyorum. Aragtirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranisla
kargilagmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi
bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima belli bir diisiinme
stiresi sonunda ad1 gecen bu arastirma projesinde “katilime1” olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan
daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik i¢erisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.

GONULLU ONAM FORMU
Yapilacak testlerin 6nerilme nedenleri, riskleri, testlerin anlami ve dogruluk oranlar1 hakkinda ayrintil
bilgi verildi.
Yapilmasi 6nerilen testler ile ilgili bilgileri okudum ve anladim.
m] Testlerin yapilmasina izin veriyorum.
| Sonuglarimin............oooeiiiiiiiii e ile paylasilmasina izin veriyorum.
] Sonuglarin isim belirtilmeden bilimsel yayinlarda kullanilmasina izin veriyorum.

Hastaligimla ilgili yapilacak arastirma kapsaminda alinan biyolojik 6rneklerimin;

| Biyolojik 6rneklerimin sadece yukarida bahsi gegen ¢aligmada kullanilmasina izin veriyorum

| Biyolojik 6rneklerimin saklanarak, ileride yapilacak tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum
o Biyolojik 6rneklerimin hicbir kosulda saklanmasina ve kullanilmasina izin vermiyorum

Tarih:

Genetik Danismanin ad1 ve imzasi
Incelenecek kisi/kisilerin ad(lan) ve imza(lar)1:
Incelenecek kisinin (18 yas alt1 ise) velisinin ad1 ve imzas:

Aciklamalart yapan arastirmacinin Adi-soyadi

* Aragtirma amagli DNA i¢in kan alinan hastalara imzalatilmalidir.
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i.U. istanbul Tip Fakiiltesi

Tibbi Genetik Anabilim Dali

Prenatal Donemde Holoprozensefali Saptanan Olgularda Genetik Etyopatogenezin Yeni Nesil
Dizileme Yoéntemi ile Arastirilmasi

Hasta Takip Formu

T.C.Kimlik No: Tarih:

Olgu No:

Ad Soyad: Protokol No:
Gestasyon Haftasi: DNA No:

Anne Adi Soyadi:
Cinsiyet: Adres bilgileri:

Tel:

Akrabalik:

Prenatal Oykii

Perinatoloji- Tibbi Genetik konsey degerlendirmesi / Il. Diizey US

Aile agacr:

Postmortem fetal fizik muayene:
Postmortem radyolojik bulgular:
Fetal karyotip ve array analizi:

Ek genetik tetkikler:
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