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SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

aa: aminoasit

ApoER2 proteini: Apolipoprotein E reseptor 2 proteini
ARX geni: X’e bagh “Aristaless-Related homeobox™ geni
ATP: Adenozin trifosfat

b¢: baz ¢ifti

BSA: “Bovine” serum alblimin

c-abl: c- Abelson miirin 16semi viral onkogen homolog 1
CCA: Korpus kallozum agenezisi

CdkS: “Cyclin-dependent” kinaz 5

c¢DNA: komplementer deoksiriboniikleik asit

CGH: “Comparative Genomic Hybridisation”

CNR: Kaderin iligkili ndronal reseptor

CP: Kortikal plak

Dabl1: “Disabled” homolog 1

DCLKNI1 proteini: “Doublecortin-like” kinaz 1 proteini
DCLKN?2 proteini: “Doublecortin-like” kinaz 2 proteini
DCX geni: “Double Cortex” geni

Decx proteini: “Doublecortin” proteini

Dlis1 proteini: “Drosophila” lizensefali 1 proteini
DMSO: Dimetil siilfoksid

DNA: Deoksiriboniikleik asit

dNTP: Deoksiriboniikleozid trifosfat
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GH: Gebelik haftasi
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OZET

NORONAL MiGRASYON ANOMALILERINDE

GENOTIP-FENOTIP ILISKiSi

Kortikal gelisim malformasyonlari; mikrosefali, psiko-sosyal-motor gelisme
geriligi, epilepsi ve diger bircok norolojik bulgunun etiyopatogenezinde yer almaktadir.
Bu malformasyonlar; néronal proliferasyon anomalileri, néronal migrasyon anomalileri
ve noronal organizasyon anomalileri olmak iizere 3 grupta incelenmektedir.

Noronal migrasyon anomalileri; agiri (girus yoklugu), pakigiri (giruslarin
sayisinda azalma/giruslarin kabalagmasi) ve subkortikal band heterotopisini (SBH)
iceren “Lizensefali Spektrumu” i¢inde degerlendirilmektedir. Lizensefali ile iligkili
hastaliklar; Miller-Dieker Sendromu (MDS), Izole Lizensefali Sekansi (ILS), SBH,
serebellar hipoplazi ile birlikte lizensefali (LCH; Lissencephaly with cerebellar
hypoplasia) ve X’e bagli kuskulu genitalya ile birlikte lizensefali (XLAG; X linked
lissencephaly with ambigious genitalia)’dir. Giiniimiizde insanlarda Lizensefali
Spektrumu’na yol actigi bilinen 5 farkli gen bilinmektedir. Bunlar; LIS1, DCX, RELN,
ARX ve TUBA1A’drwr. MDS’de 17pl13.3°’de LIS] genini de iceren biiyiikk delesyonlar
saptanmaktayken, ILS’de DCX, LISI ve TUBAIA; SBH’de DCX ve LISI; XLAG’de
ARX; LCH’de LIS1, DCX ve RELN genlerindeki mutasyonlar sorumlu tutulmaktadir.

Bu ¢alismada Lizensefali Spektrumu tanisi kesinlesen 10 aile (11 etkilenmis olgu)
yer almaktadir. MDS tanili iki olguda (LO1-L02), lizensefaliye eslik eden ek konjenital
anomalileri olan bir olguda (L03), ILS’li dort olguda (L04-L05-L06-L07), SBH’li iki
olguda (LO8-L09) ve LCH’11 iki olguda (L10) genotip-fenotip iligkisi dikkate alinarak
laboratuvar calismalar1 planlanmistir. 10 ailenin 7’sinde (LO1-L02-L03-L06-L07-L09-

L10) sitogenetik ve molekiiler veriler ile etiyopatogenez aydinlatilmistir.

Aslanger, Ayca Dilruba (2010). Néronal migrasyon anomalilerinde genotip-fenotip iliskisi Istanbul
Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik AD Uzmanlik Tezi

Anahtar Kelimeler: lizensefali, migrasyon, mikrosefali, serebrum, mutasyon
Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

GENOTYPE/PHENOTYPE CORRELATION
IN NEURONAL MIGRATION DISORDERS

Malformations of cortical development are recognized as an important cause of
microcephaly, developmental delay, epilepy and other neurological disorders. These
cortical malformations are abnormal proliferation of neurons, abnormal migration of

neurons and abnormal organization of neurons.

Malformations of neuronal migration encompass a spectrum of cortical
malformations from complete agyria (absent gyri) to regional pachygyria (broad gyri)
and merges with subcortical band heterotopia (SBH). The disorders of neuronal
migration anomalies are; Miller-Dieker Syndrome (MDS), Isolated lissencephaly
sequence (ILS), Subcortical Band Heterotopia (SBH), Lissencephaly with cerebellar
hypoplasia (LCH) and X linked lissencephaly with ambigius genitalia (XLAG).To date,
six genes have been identified that cause to malformations of neuronal migration in
humans,; LISI, DCX, RELN, VLDLR, ARX and TUBA1A. Gros deletion including LIS!

could result in Miller-Dieker Syndrome.

This study includes ten families (11 affecteds) with confirmed diagnosis of the
lissencephaly spectrum. Further laboratory studies were planned in two families with
MDS (L01-L02), in one subject with additional congenital abnormalities (L03), in four
subjects with ILS (L04-L05-L06-L07), in two subjects with SBH (L08-L09), and in two
subjects with LCH (L01) in view of the climnical and radiological findings. Phenotype-
genotype correlation has been discussed in view of the literature and four families with
established phenotype-genotype data will give further insight to the mechanisms. The
clinical and radilogical diagnosis has been confirmed in seven out of ten families by
cytogenetic and molecular testing. The laboratory data will lead to genetic counselling

and prenatal diagnosis.

Aslanger, Ayga Dilruba (2010). Genotype/phenotype correlation in neuronal migration disorders Istanbul
University, Istanbul Medical Faculty Medical Genetics Department. Istanbul. 2010.

Key words:Lissencephaly, migration, microcephaly, cerebrum, mutation
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1. GIRIS VE AMAC

Kortikal malformasyonlarm smiflandirmasi, beyin goriintiilemeleri ile birlikte ilgili
genleri de icerecek sekilde yapilmaktadir. Bu siniflandirmada, kortikal yapinin olusumundaki
i¢c onemli agama dikkate alinmistir. Bunlar; (1) ndronlarin proliferasyonu, (2) ndronlarin
migrasyonu ve (3) noronlarm kortikal organizasyonudur.

Noronal migrasyon anomalileri; agiri (girus yoklugu), pakigiri (giruslarin sayisinda
azalma/giruslarin kabalasmasi) ve subkortikal band heterotopisini (SBH) iceren “Lizensefali
Spektrumu” i¢cinde degerlendirilmektedir. Lizensefali ile iligkili hastaliklar; Miller-Dieker
Sendromu (MDS), izole Lizensefali Sekansi (ILS), SBH, serebellar hipoplazi ile birlikte
lizensefali (LCH; Lissencephaly with cerebellar hypoplasia) ve X’e bagli kuskulu genitalya
ile birlikte lizensefali (XLAG; X linked lissencephaly with ambigious genitalia)’dir.
Gilinlimiizde insanlarda Lizensefali Spektrumu’na yol ac¢tig1 bilinen 5 farkli gen bilinmektedir.
Bunlar; LISI, DCX, RELN, ARX ve TUBA1A’dw. MDS’de 17p13.3’de LIS genini de iceren
biiyiik delesyonlar saptanmaktayken, ILS’de DCX, LISI ve TUBAIA; SBH’de DCX ve LISI;
XLAG’de ARX; LCH’de LISI, DCX ve RELN genlerindeki mutasyonlar sorumlu
tutulmaktadir.

Lizensefali ile iligkili hastaliklarda laboratuvar testleri planlanirken genotip-fenotip
iliskisi g6z Oniine almmalidir. Genotip-fenotip iliskisi kurulurken klinik ve radyolojik
bulgulardan yararlanilir. Radyolojik bulgular klinik bulgulardan daha belirleyicidir.
Radyolojik degerlendirmede kullanilan 6nemli radyolojik bulgular Grade ve Gradient
ozelligidir. Grade; Lizensefali Spektrumu’nun kraniyal MR goriintiilerine gére 6 derecede
siniflandirilmasidir (Sekil 2-11). Grade 1; diffiiz agiri, Grade 2; anteriyor veya posteriyorda
az sayida kivrim disinda diffiiz agiri, Grade 3; anteriyor pakigiri ve posteriyor agiri, Grade 4;
diffiiz pakigiri, Grade 5; pakigiri ve SBH ve Grade 6; SBH’dir. Gradient; giral
malformasyonun agirligmin beynin farkli blgelerine degiskenlik gostermesidir. On-anteriyor
(A) ve arka-posteriyor (P) etkilenmenin agirligina gore, genotip-fenotip iliskisi kurulabilir.
DCX ve RELN genleri ile iliskili mutasyonlarda korteksin anteriyor boliimii posteriyora (a>p)
gore, LIS ve ARX geni ile iligkili mutasyonlarda korteksin posteriyor boliimii anteriyora gore

(p>a) daha fazla etkilenmistir.



Bu calisma kortikal gelisim malformasyonu 6n tanisi ile klinigimizde degerlendirilen
olgulardan Lizensefali Spektrumu tanisi alanlar1 kapsamaktadir. Calismaya katilmay1 kabul
eden ailelerin genetik testler i¢in izinleri alinarak onam formlar1 imzalatilmistir. Lizensefali
Spektrumu tanisi kesinlesen ve genotip-fenotip iliskisi kurulan 10 ailede (11 etkilenmis olgu)
laboratuvar testleri planlanmistir. MDS tanili iki olguda (LO1-L02), lizensefaliye eslik eden
ek konjenital anomalileri olan bir olguda (L03), ILS’li dort olguda (L04-L05-L06-L07),
SBH’li iki olguda (L08-L09) ve LCH’li iki olguda (L10) genotip-fenotip iliskisi dikkate
almarak sitogenetik ve molekiiler yontemler ile laboratuvar testleri yapilmistir. Calismamizda
kullanilan laboratuvar testleri; HRBT ile kromozom analizi, FISH analizi, MLPA analizi,
haplotip analizi ve dizi analizidir. Ayrica bir digs merkezde yapilan SNP-array analiz verileri
kullanilmistir. 10 ailenin 7’sinde (LO1-L02-L03-L06-L07-L09-L10) sitogenetik ve molekiiler
veriler ile etiyopatogenez aydmlatilmistir ve bu ailelere 6zgiin genetik danisma verilmistir. 7
ailenin 2’sinde (LO1, LO7) olusan yeni gebeliklerde 6zgiin prenatal tan1 yapilmis ve her iki
gebeligin de saglikli oldugu belirlenmistir.

Bu calisma Tiirk toplumunda ilk kez yapilan Lizensefali Spektrumu ile iligkili
klinik/radyolojik/molekiiler verilerin irdelendigi bir ¢alismadir. Farkli klinik/radyolojik alt
gruplarda ileri molekiiler incelemeler i¢in akis semasi 6nerilmistir.

ITF Tibbi Genetik AD Molekiiler Laboratuvari’nda Lizensefali ile iliskili hastaliklar
icin  “molekiiler incelemele paneli” olusturulmus ve rutin olarak Molekiiler

Laboratuvari’mizda kullanilmaya baslanmstir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. INSAN EMBRIYOLOJiSi

Insan disi ve erkek gametlerinin birlestigi fertilizasyon asamasi sonrasinda, her iki
gametin proniikleusu kendi DNA’sm1 replike eder. DNA sentezlendikten sonra mitotik
bolinmeye hazirlanan anneden ve babadan gelen 23 kromozom ¢ifti, sentromerde
uzunlamasina dizilirler ve zigotun her hiicresinde normal diploid sayida kromozom olacak
sekilde kars1 kutuplara ayrilirlar (1).

Yavru kromatidlerin bu hareketi swrasinda hiicrenin yiizeyinde sitoplazmay1 ikiye
ayiran derin bir yarik (cleavage) olusur. Zigotun iki hiicreli evresi olarak isimlendirilen bu
donemde zigot bir seri mitotik bdliinmeye girer. Ikinci yariklanmanin ardindan, zigot
blastomer denilen sekiz hiicreli gevsek bir hiicre kiimesi halindedir. Ugiincii yariklanmanin
ardindan ise blastomerler birbirine daha saglam baglarla tutunan kompakt hiicreler halindedir.
Zigotun 16 hiicreli hali olan morula uterusa ulastiginda uterus boslugundaki sivi i¢ hiicre
kitlesinin hiicrelerarasi bosluguna sizip toplanmaya baslayarak blastosel denen tek bir boslugu
olusturur. Bu donemde embriyo blastosist olarak adlandirilir. Blastosistin i¢ hiicre kitlesi
embriyoblast dis hiicre kitlesi de trofoblast olarak adlandirilir.

Insan gelisiminin birinci haftasinda zigot, morula ve blastosist evrelerini tamamlamis
ve uterus mukozasina implante olmustur. Implantasyondan sonra embriyoblast tabakasindan
epiblast ve hipoblast olmak iizere iki tabaka olusur. Epiblast tabakasindan embriyonik
epiblast, hipoblast tabakasindan ise yolk kesesi gelisir. Embriyonik epiblasttan endoderm,
mezoderm ve ektoderm olmak iizere 3 germ yapragi gelisir, implantasyondan 15. giin sonra

primitif ¢izginin olusmasiyla baslayan bu doneme gastrulasyon dénemi denir (1).

0.glin I.glin
)-()-
Zigot 2 hiicreli donem  Morula  Blastokist Implantasyon

Sekil 2-1 Zigottan blastomere (6)’dan




Gastrulasyon doneminden sonra embriyonik donem veya organogenez donemi olarak
bilinen 3. ve 8. haftalarda, her li¢ germ yapragindan bazi 6zel doku ve organlar gelisir.
Gastrointestinal kanal, solunum sistemi, tiroid, paratiroid, karaciger, pankreas endodermal
germ yapragindan; vicutta tim destek dokusunu olusturacak miyotom (kas dokusu),
skleretom (kikirdak ve kemik) ile dermatom (dermis), vaskiiler sistem, iirogenital sistem,
dalak ve bobrek iistii bezleri mezodermal germ yapragindan; santral sinir sistemi, periferik
sinir sistemi, kulak, burun ve goziin duyu epiteli, deri, sa¢ ve tirnaklar, hipofiz, meme, ter

bezleri ve dis minesi ise ektodermal germ yapragindan olusur (1).
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Sekil 2-2 Embriyogenez (7)’den



2.2. SANTRAL SiNiR SISTEMi EMBRIYOLOJiSi

Insan gelisiminin yaklasik 15. giiniinde embriyonun vyiizeyindeki ektodermal
hiicrelerin ¢ogalmasi ile primitif ¢izgi denilen bir doku plagi olusur. Primitif ¢izgi primitif
¢ukur ile sonlanir. Primitif cukurdan invajine olan hiicreler notokordiyal plak halinde
endoderme karisirlar. Gelisimin daha ileri evrelerinde notokordiyal plak endodermden ayrilir
ve solid bir kordon goriiniimiinde orta hatta aksiyal iskeletin ana ¢atisini olusturan notokordu,

notokordun iizerinde bulunan ektoderm kalmlasip noral plagi olusturur (1).

Insan sinir sistemi noral plaktan kokenini alir (2). Gelisimin 3. haftasinda noral plagin
lateral katlantilar1 kalinlagsmaya baglar ve kaynasirlar. Noral tiiplin olustugu bu siirece
noriilasyon denir. Kaynasma servikal bolgeden baslar; kaudal ve sefalik yonlere dogru ilerler.
Kraniyal noroporlar 25. giinde, kaudal ndéroporlar ise 27. giinde kapanirlar. Kapanan noral
tiipiin duvarlarinda ¢ogalan ndroepitelyal hiicreler kalin bir psddostrafiye (yalanci ¢ok katli)

epiteli olustururlar, bu hiicre topluluguna noroepitelyum veya néroepitelyal tabaka denir

(1,2).

Telensefalon

Prozensefalon Noral tiipiin sefalik ucunda prozensefalon
Diensefalon (6n beyin), mezensefalon (orta beyin) ve
rombensefalon (arka beyin) olmak {izere
Mezensefalon primer beyin vezikiilleri ad1 verilen g
Metensefalon dilatasyon ortaya ¢ikar (Sekil 2-3) (5).
Rombensefalon

Miyelensefalon

Sekil 2-3 Primer beyin vezikiilleri

Spinal kord
(5)’den

Gelisimin 4. ila 8. haftalar1 arasinda bir tiip seklinde olan beyin dokusu ii¢ bolgede
fleksiir ad1 verilen ventral biikiilmeler gosterir (1). Bunlar orta beyin bolgesinde sefalik, arka
beyin ve spinal kordun birlesim yerinde servikal ve metensefalon ve miyelensefalon arasinda

olan pontin biikiilmedir.




Prozensefalon gelisimin 5. haftasinda primitif serebral hemisferlerin olusturdugu
telensefalon ve optik vezikiillerin digsa biikiilmesi ile olusan diensefalon olmak tizere iki
sekonder beyin vezikiiliinden olusur. Diensefalonun yan duvarlarini olusturan alar tabakadan
talamus, hipotalamus ve epitalamus meydana gelir. Diensefalon tavan plaginin en kaudal
kismi1 olan epitalamusun divertikiil olusturacak sekilde invajinasyonu ile pineal bez (epifiz)
gelisir. Pineal bezin endokrin ve davranis ritmi ile ilgili pek ¢ok gorevi vardir. Diensefalonun
tavan plagmin lizerinde bulunan pia tabakasi ile tavan plaginin bir araya gelmesi ile
3.ventrikiiliin koroid pleksusu olusur. Hipofiz bezi ise diensefalonun taban plaginin asagi
dogru uzantist olan infundibulum ile stomodeumun bukkofaringeal membranim hemen 6niinde
meydana getirdigi Rathke posu olarak bilinen ektodermal ¢ikintinin birlesmesinden olusur (1,
3).

Serebral hemisferler; gelisimin 35. giinlinde foramen Monrodan telensefalona dogru
uzanan bilateral c¢ikintilar seklinde olusur (1). Serebral hemisferler, gelisimin erken
haftalarinda diiz goriiniirler. Sulkuslar kronolojik olarak filogenetik bir sira ile olugsmaya

baglarlar (Sekil 2- 4).

Ik olusan sulkus silvian sulkustur. Gelisimin
4.ayinda goriintiilenebilir. Daha sonra sirasiyla
gelisimin 5. aymda (20-22.GH) kalkarin,
pariyetooksipital ve singulat sulkus; 6. aym
sonlarmma dogru (25.GH) rolandik, interpariyetal,
superiyor temporal sulkus; 7. ayda (24-28.GH)
presantral, postsantral, superiyor frontal, orta
temporal; 8. aymda (30-33.GH) sekonder singulat,
oksipitotemporal, inferiyor temporal sulkus gelisir

(Sekil 2-4) (4).

Sekil 2-4 Sulkuslarin olusumu (4)’den

Gelisimin ge¢ haftalarina kadar stiren bu durum 34. GH’da sekonder oksipital ve
insular sulkusun olusumu ile devam eder. Kortikal sulkuslar1 degerlendirirken, 6zellikle
preterm yenidoganlarda, gebelik haftasinin dogru bilinmesi ileri gebelik haftasina kadar
devam eden sulkuslarin gelisimleri nedeniyle cok onemlidir, aksi halde yanliglikla lizensefali

tanist konabilir (4).




Mezensefalon beyin vezikiillerinin en ilkel olanidir. Mezensefalonun alar plaklar:
birbirinden orta hat c¢cokiikliigii ile ayrilan iki yiikselti seklinde belirirler. Her yiikselti
transvers bir oluk ile anteriyor (superiyor) ve posteriyor (inferiyor) kollikulus olmak iizere
ayrilirlar ve boylece toplam dort biiyiik néron grubu olusur. Posteriyor kollikuluslar igitme,

anteriyor kollikuluslar gérme refleksleri ile iliskilidir (2).

Rombensefalon en kaudaldeki beyin vezikiiliidiir. Miyelensefalon ve metensefalon
olmak tizere iki boliimden olusur. Miyelensefalon omurilik ve korteks arasinda iletim merkezi
olarak gorev yapan medulla oblongata bulunur. Metensefalonda ise denge ve hareket
koordinasyon merkezi sayilan serebellum ile spinal kord ile serebral ve serebellar korteksler

arasinda uzanan bilgi aligverisini saglayan sinir liflerinin bulundugu pons bulunur (2,3).

Metensefalonda mezensefalon gibi alar ve
bazal plaklardan olusur. Pontin fleksiiriin
ventrale dogru biikiilmesi ile
rombensefalonda  néral tiplin  tam
kapanmamis acik kalan dorsal bir bolgesi
olugur. Noral tiipiin rostrokaudal aksi bu
biikiilme nedeniyle mediolateral aksa
dontislir ve alar plaklardan olusan rombik

dudaklar1 olusur (Sekil 2.5) (8).

Sekil 2-5 Rombik dudaklarin olusumu  (8)’den

Rombik dudaklarm olusturdugu serebellar primordiyumlarin, 4.ventrikiil iizerinde
birlesmesi ile orta hatta serebellar vermis ve her iki tarafta lateralde serebellar hemisferler
olusur. Kisa bir siire sonra ortaya cikan transvers fissiir, serebellumu pons ve medullo
oblongatadan ayrran vermisin nodiiliinii ve serebellumun filogenetik olarak en eski pargasi
olan hemisferlerin flokkonodiiler lobunu olusturur (1,3). Rombik dudaklardan kdken alan
hiicreler serebellar plagim tistiinden tegetsel olarak go¢ ederek dis grantiler tabakay1 olusturur.
Ventrikiil komsulugundaki ventrikiiler zondan koken alan hiicreler ise, purkinje hiicreleri
olusturur ve burada cogaldiktan sonra dis graniiler tabakaya dogru serebellar taslagin

yukarisina 1ginsal olarak goc¢ ederler.




2.3. SEREBRAL KORTEKSIN OLUSUMU

Insan serebral korteksinin kompleks yapismin olusumu icin, hiicrelerin farkls
zamanlarda farkli yerlerde cogalmasi, uygun kortikal tabakaya go¢ etmesi ve diger hiicreler
ile baglantilarinin olusmasi gerekir. Kortikal noronlarin migrasyon siireci, serebral korteksin
alt1 tabakali yapisinin olusumunda ndronlarin prolifere olduklar1 yerden nihai yerlerine go¢
etmelerini tanimlayan 6nemli bir siirectir. Evrimsel olarak insan beyni ile diger memeliler
karsilastirildiginda; alt grup memelilerde sulkus, girus ve serebral korteks katlantilarinin daha

az olmasi, insan korteksinin olusumunda 6zgiin genetik mekanizmalarin varligina igaret eder.

Noral tiip kapandiktan sonra sefalik ucunda prozensefalon, mezensefalon ve
rombensefalon olmak iizere primer beyin vezikiilleri bulunur. Beyin vezikiil ltimenleri her iki
hemisfer igindeki lateral ventrikiil; diensefalon boslugu olan 3. Ventrikiil ve rombensefalon
boslugu olan 4. Ventrikiil’diir. Beyin vezikiil liimenleri noral tiipiin kaudal ucunda spinal
kanal olarak devam eder. Noral tiipli ¢evreleyen noroepitelyal tabakadaki hiicreler ¢ogalarak
ventrikiiler tabakayir olusturur. Noral tiipiin noroepitelyal tabakasi serebral hemisferin
noroepitelyal tabakasi ile ayni karakterde olmasina ragmen, serebral korteksin gelisimi daha

farkl siiregler igerir.

Insan gelisiminin 7. haftasinda, lateral ventrikiiliin subependimal tabakasinda
noroblast proliferasyonu olusur. Germinal tabaka da denilen bu ventrikiiler tabaka, insan
beyninin néron ve glial hiicrelerinin ¢ogunun koken aldigi proliferatif tabakadir. Mitoz
boliinme sonrasi, hiicrelerin bir kismi ventrikiiler tabakada kalarak boliinmeye devam

ederken, bir kismu ventrikiiler tabakadan nihai yerlerine gb¢ edecektir.

Aslinda insan serebral korteksini olusturan iki proliferatif tabaka vardir (Sekil 2-6).
Birinci proliferatif tabaka, korteksin pek ¢ok hiicresinin kdken aldig1 ventrikiiler tabaka ve
bu tabakanin hemen iistiindeki subventrikiiler tabakadir. Burada olusan ndronlar, eksitator
glutamaterjik projeksiyon ndronlardir. Somal translokasyon veya serebral kortekste uzanan
radial glial hiicreler araciligiyla, kortikal tabakaya dogru 1smnsal olarak go¢ ederler. Bu olaya

noronal migrasyonun tsinsal (radial) migrasyonu denir (9, 10) .



Ikinci proliferatif tabaka, mediyan gangliyonik eminenstir ve buradan inhibitdr
GABAerjik internoronlar olusur. Bu ndronlar, ventrikiiler tabakadan kdken alan hiicrelere dik
olarak go¢ eden subkortikal néronlardir. Bu olaya néronal migrasyonun tegetsel (tangential)

migrasyonu denir (Sekil 2-5)(11-14).

(a) (b) (c)

(a) LV, MGE, Cx ve kortikal tabakalar
(b) Korteks boyunca uzanan RGC

(¢) Go¢ eden bir néronun morfolojisi

Sekil 2-6 Kortikal tabakalarin olusumu

LV: Lateral ventrikiil Cx: Korteks MGE: Mediyan gangliyonik eminens MZ: Marjinal tabaka
(zone) CP: Kortikal plak (plate) 1Z: intermediate tabaka (zone) SVZ: Subventrikiiler tabaka
(zone) VZ: Ventrikiiler tabaka (zone) RGC: Radial glial hiicre  (13)’den

Kortikal noronal migrasyonda; ilk olusan noronlar korteksin alt tabakalarinda, daha
sonra olusan noronlar korteksin {ist tabakalarinda bulunur. Bu nedenle kortikal tabakalar i¢cten

disa dogru olusmus olur.

Isinsal ndron migrasyonun somal translokasyon ve radial glial hiicre aracili migrasyon
olmak tizere iki asamas1 vardir. Noronal migrasyonun erken asamalarinda, ndronlar somal
translokasyon yoluyla go¢ eder. Somal translokasyon, noronlar uzadik¢a hiicrenin ventrikiiler
zondan en uzak yerine niikleusun mikrotiibiil araciligiyla hareket etmesi ve hiicrenin geri

kalan kisminin niikkleusu izlemesi ile olur.
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Serebral hemisferler biiylidiikce hiicrelerin gé¢ edecegi uzakliklar artar ve ndron
migrasyonunda daha kompleks mekanizmalar kullanilir. Noronal migrasyonun ileri
asamalarinda ventrikiiler tabakadan pia tabakasma kadar uzanan ozellesmis radial glial
hiicrelere tutunan noronlar 1gmnsal olarak go¢ ederler. Radial glial hiicrelerden salinan “reelin”

ad1 verilen bir glikoprotein, néronlarm goglerini tamamlamasinda 6nemli rol oynarlar (Sekil

2-7) (15).

Sekil 2-7 Kortikal néronlarin 1s1nsal ve tegetsel migrasyonu (15)’den

Isinsal olarak gb¢ eden noronlar (kirmizi) ya somal
translokasyon ya da radial glial hiicre (mavi) aracilifiyla

go¢ ederler.

__l«, . Tegetsel migrasyonu kullanan noronlar radial glial
/b

| hiicreden bagimsiz hareket ederler.
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2.4. NORONAL MiGRASYON ANOMALILERINDE ROL OYNADIGI DUSUNULEN
SINYAL YOLAKLARI

Noronal migrasyon anomalileri; kortikal ndron migrasyonunun kesintiye ugramasi
sonucu olusur. Noronal migrasyon anomalisi olan lizensefali Yunanca diiz anlamma gelen
“lissos” ve beyin anlamina gelen “encephalos” kelimelerinin birlesmesinden olusur.
Lizensefalide beyin kivrimlarinin sayisinda azalma ile birlikte kortikal kalinlik artmistir.

Normalde beyin kivrimlarit denen giruslar ortalama 1,5 cm araliklarla olusur. Ancak
lizensefalili olgularda giruslar ya tamamen yok olmustur ya da aralarindaki mesafe normale
gore artmustir. Giruslarim yokluguna agiri, giruslar arast mesafenin arttigi, kivrimlarin
sayisinin azaldigi ve kabalagsmis beyin ylizeyinin goriindiigli duruma ise pakigiri denir.
Agiride giruslar 3cm’den daha biyiik araliklarla, pakigiride ise giruslar 1,5 ila 3 cm
araliklarla olusur.

Normalde korteks kalinlig1 yaklagik 2,5 ila 4 mm’dir. Lizensefalide kortikal kalinlik 5
mm’den 20 ila 40 mm arasinda degisir. Noropatolojik caligmalarda lizensefalide alt1 tabakali
normal kortikal yapinin yerini alisilmadik multipolar ve farkl sekillerde goriilen néronlarin
olusturdugu dort tabakali diizensiz bir yapinin aldig1 gosterilmistir (16).

Klasik lizensefali; agiri ve pakigirinin birlikte oldugu c¢ok agir bir konjenital beyin
malformasyonudur. Bu boliimde klasik lizensefali, serebellar hipoplazi ile birlikte lizensefali
(LCH) ve X’e bagl kuskulu genitalya ile birlikte lizensefali (XLAG) ile iligkili genlerin yer
ald1g1 yolaklar anlatilmaya calisilacaktir.

Sekil 2-8’de organizasyonu bozulmus dort tabakali kortikal yapimin gosterildigi klasik

lizensefali ile alt1 tabakali normal kortikal yapinin karsilastirilmas: gosterilmistir.

A-Klasik Lizensefali B-Normal korteks

(A) Klasik  lizensefalide  organizasyonu

------------------------------------ bozulmus dort tabakali kortikal yap1

— A A A
I Vvﬁf&vp atakat,t
- CaA i AAAAAAAA (B) Normal alt1 tabakal1 kortikal yap1
o — O ®- ’.'"‘ A"AA A vap
— 0 —@ ° ® e ® 0
e 8 v ‘.. : o Sekil 2-8 Klasik lizensefali ve normal
A < o0 o0 .
> A w AA A A kortikal yapimin karsilastirilmasi
dprA A~ v CAAAA
IV “¢ a= > b A A A
Veoh A > VI So=s
-V Ty 2z —m =
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Glinlimiize kadar klasik lizensefali fenotipinden sorumlu {i¢ farkli gen tanimlanmistir.
Mikrotiibiil ile iliskili proteinleri kodlayan; PAFAHIBI1 (LIS1), DCX ve TUBAIA genlerinin
fonksiyon kaybma yol agcan mutasyonlari klasik lizensefali ile iliskilendirilmektedir.

17p13.3’¢e lokalize LIS1 genini igeren kiiclik delesyonlar izole klasik lizensefaliye neden
olurken bu gene komsu genleri (6rnegin YWHAE genini) de iceren daha biiylik delesyonlar
daha agir lizensefali ve yliz dismorfizminin de gézlendigi Miller-Dieker Sendromu’na (MDS)
neden olmaktadir. Bu nedenle MDS ardisik gen sendromlar1 (contiguous gene syndrome)
arasinda yer almaktadwr (17). LISI geninde haplo-yetersizligin (haploinsufficiency) klasik
lizensefaliyi olusturmak i¢in yeterli oldugu, ancak komsusundaki genlerin, fenotipi modifiye
edici etkisinin oldugu diisiiniilmektedir (18).

LISI geni, primer olarak gd¢ eden nodronlarin sentrozomunda lokalize mikrotiibiil ile
iliskili LIS1 proteinini kodlamaktadir. Bu protein evrimsel olarak korunmustur. LIS1
ortologlarina Aspegillus nidulans’ta NudF, Saccharomyces cerevisiae’de Pacl ve Drosophila
melanogaster’de Dlis1 6rnek olarak verilebilir. LIS1 ortologlarmin sitoplazmik mikrotiibiiliin
negatif u¢ proteini olan “Dinein” ile iligkili oldugu gosterilmistir (19, 20, 21). Dinein proteini,
ATP’nin i¢cindeki kimyasal enerjiyi hareket enerjisine ¢eviren hiicre icindeki bir motor
proteinidir. LIS1 proteininin, niikleer migrasyon kontroliinde gorevli oldugu ve bu proteinin
kaybmin Dinein fonksiyonunda azalmaya yol agtig1 diisiiniilmektedir.

Lizensefali ile iliskili olarak tanimlanmis ikinci gen, erkeklerde klasik lizensefaliye,
kizlarda subkortikal band heterotopisi (SBH) olarak bilinen ¢ift kortekse neden olan X
q22.3’e lokalize DCX genidir. Cift korteks (double cortex) goriinimiinde, dis kortikal tabaka
normal goziikmekteyken, subkortikal ak madde icinde ndronlardan olusan heterotopik bir
band dikkati ¢ekmektedir. Bu bantlarmm bilissel fonksiyonlar ile iliskisi net olarak
aciklanamamistir. Ancak fonksiyonel MR calismalarinda bu ndéron gruplarmm fonksiyonel

olarak aktif olmasi, biligsel fonksiyonlarda etkili olabilecegini gostermistir (22, 23).

DCX proteini, LIS1 proteini gibi mikrotiibiil ile iligkili bir proteindir. In vitro galismalar,
mikrotiibiillerin paketlenmesi ve stabilizasyonunda, LIS1’den daha aktif bir rol oynadigini
gostermistir. DCX geninde simdiye kadar tanimlanan mutasyonlarm biiylik bir kismi, DCX
proteininin mikrotiibiil iizerindeki etkisini inaktive eden tekrarlayan tubulin baglayici

domaininde bulunmustur (24, 25).

DCX benzeri iki protein olan DCLK1 ve DCLK2’in (doublecortin-like kinase 1 ve 2) N-

terminal domainleri DCX proteinine benzer, C-terminal domainlerinde ise ek olarak serin-
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treonin kinaz domaini bulunur. Bu iki proteininde mikrotiibiil aktivasyonunda gorevli oldugu
gosterilmistir, ancak su ana kadar lizensefalili olgularda bu genlerde mutasyon

bildirilmemistir (26).

Farelerdeki ortologunun lizensefaliye yol agtigmim gosterilmesi iizerine lizensefalili
olgularin taranmasi ile a-tubulin genlerinden TUBAIA geninde mutasyonlar saptanmigtir
(27). Alfa ve beta tubulin heterodimerleri néronal migrasyon, norit uzanimi ve niikleokinezis
icin ¢ok Onemli olan mikrotiibiilleri olusturmak i¢in bir araya gelirler. TUBAIA nin
ekspresyon paterni beyin gelisiminde erken olusan postmitotik go¢ eden ndronlarda

gosterilmistir (28).

Noronal migrasyonda bu genlerin etkilerinin anlagilmast i¢in yapilan hayvan ve shRNA

calismalari ile One siiriilen genetik mekanizmalar Sekil 2-9’de 6zetlenmistir (13).

Spn — Pp1
14-3-3¢ ‘
| = Jnk
Dex . <«—— Cdk5
Mark
Ndelt —— List O Dclk!
N /) Dck2
Dinein -+ Tubia “
ATPaz aktivitesi Polimerizasyon

Stabilizasyon

Baglanma

Mikrotiibuller

Sekil 2-9 Noronal migrasyonda hiicre iskeletinin olusumunda rol oynayan lizensefali ile

iliskili genlerin fonksiyonu (13)’den

Lisl ve Ndell, Dinein motor kompleksinin (sar1 oval) bilesenleridir. Dinein motor
kompleksi mikrotiibiiliin negatif ucunda bulunur. Bu kompleks ile birlesmis olan tasman yiik

(mavi yuvarlak) Dinein-aracilt ATP hidrolizini kullanarak mikrotiibiilin pozitif ucundan
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negatif ucuna [MTOC (MicroTubule-Organizing Center) hareket eder. LIS1 proteininin
Dinein’in ATPaz aktivitesini dogrudan etkileyebildigi (okla gdsterilmis) ve tasman yiikiin
hareket hizin1 kontrol edebilecegi One siiriilmistiir. YWHAE, Ndell’in fosforilasyon
bolgesini korur, ancak heniiz bu islemdeki diger gorevleri tam olarak belirlenmemistir (13,
14).

Dcx, Dclkl ve Dclk2 proteinleri mikrotiibiil polimerizasyonu ve paketlemede gorevlidir.
Dcx proteininin mikrotiibiil paketlemedeki bu gorevi Dcx’in fosforilasyonu ile inaktive
olurken, defosforilasyonunu (kirmizi ile gosterilmis) ile aktive olur. Proteinleri fosforilleyen
Jnk, Cdk5 ve Mark gibi protein kinazlar ile Dcx, Dclkl ve Dclk2 proteinleri fosforillenir.
Boylece Dcx, Dclkl ve Dclk2 proteinlerinin fonksiyonlar1 inhibe olur. Spinofilin Dcx’in
defosforilasyonunu saglayan Ppl i¢in adaptér gorevini iistlenir. Dcx’in defosforilasyonu ile

Dcx proteinin tekrar aktivasyonu saglanir.

Tubulin dimerleri o ve B alt iinitelerinden olusur. Mikrotiibiiliin pozitif ucuna eklenir.

Tubala tubulin a alt tinitelerinden biridir (13).

Serebellar hipoplazi ile birlikte gozlenen Lizensefali RELN ve VLDLR genlerindeki
mutasyonlartyla iliskilendirilmesinden sonra altta yatan mekanizmalar aydimnlatilmaya

calisimastir.

Otozomal resesif serebellar hipoplazi ile birlikte lizensefali (LCH) RELN genindeki
mutasyonlar ile iliskilendirilmistir (29, 30). RELN 388 kDa agirliginda “Reelin” adi verilen
biiyiik bir hiicre dis1 matriks proteinini kodlamaktadir. Bu proteinin {i¢ reseptorii vardir.
Bunlar; diistik molekiil agirlikli lipoprotein [very low density lipoprotein receptor (VLDLR)],
alp3integrin ve kaderin ile iliskili reseptoridiir [cadherins-related receptor (CNR)]. Bu
reseptorlere baglanarak kortikal ndronlarin migrasyonunda gorev alir (31). Farelerde Reln
mutasyonu serebellar hipoplazi, anormal serebral kortikal migrasyon ve anormal aksonal
baglantiya neden olmaktadir (32). Bu nedenle Reln’in hiicre yerlesiminde hiicre-hiicre
iligkisini kontrol ettigi diisiinlilmektedir. Reln’in a3p1 integrine baglanmasinin ndronal
migrasyonu durdurucu etkisi olduguna inanilmaktadir. Ancak hiicre icinde migrasyonu

durdurucu diger sinyal elemanlar1 heniiz bilinmemektedir (33).

Noronal migrasyonda rol oynayan LIS/ ve RELN genlerinin sinyal yolaklarinda birbiri ile

iligkisi ayrintili olarak Sekil 2-10’de 6zetlenmistir (16).
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Dinein .

Sekil 2-10 Noronal migrasyonda LIS ve RELN genlerinin sinyal yolaklan (16)’dan

Hiicre disinda bulunan Reln; Cnr, VIdlr/ApoER2 ve alp3integrin olmak iizere ii¢
reseptor ile kompleks olusturur. Reln bunlardan birine baglanir. Bu baglanma Cdk5/p35°i
aktive edebilen mDabl’i aktive eder. Cdk5, Nudel gibi hiicre i¢i pek c¢ok hedefi
fosforilasyona ugratabilir. Fosforile olan Nudel; Lis1, mNudE, Dinein ve mikrotiibiiller ile bir
kompleks olusturur. Bu kompleks hiicre gdgiinde ve niikleer yerlesimde onemlidir. Dex’in
Lisl ile iliskili oldugu ve mikrotiibiil fonksiyonunda gorev aldig1 diisiiniilmektedir. Reln’in
VIidlr ve ApoER2’e¢ baglanmasi, src-kinaz ailesinin (SFK) aktivasyonuna ve Dabl
fosforilasyonuna neden olur (16).

Reelin stimiilasyonu ile fosforile olan Dabl, Lisl ile iligki kurar. Lis1 sitoplazmik Dinein

komplekslerinden biri olan Pafah1b kompleksinin alt {initelerine (al ve a2) baglanir. al ve a2
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alt tUniteleri VIdlr’e de baglanir ve Dabl ile reseptore baglanmak i¢in yarisir. Katalitik
Pafahlb alt tinitesinin VLDLR’e baglanmas1 P-Dabl’i gorevinden uzaklastirir ve Lisl ile

iligkisini artirmasima neden olur (16).

X’e bagli CCA ve kuskulu genitalya ile birlikte lizensefali (XLAG) simdiye kadar sadece
erkeklerde gozlenmis olan bir fenotiptir (34). Kortikal kalinlik orta derecede artmistir (6-7
mm) ve beynin arka ylizleri daha fazla etkilenmistir. Postnatal mikrosefali, yenidogan
baslangicli ndbetler, hipotalamik fonksiyon bozuklugu, erken ¢ocukluk déneminde 6liimler
gozlenebilir (35). ARX genindeki mutasyonlar erkek olgularda tanimlanmistir. Disi
tastyicilarda ise korpus kallozum hipoplazisi veya agenezisine normal veya hafif zeka

geriliginin eslik ettigi gosterilmistir (36).

Fare Arx ve insan ARX geni, ventrikiiler tabaka ve mediyan gangliyonik eminens dahil
hem dorsal hem de ventral telensefalonda eksprese olmaktadir. Miirin Arx geninin gelisim
srrasinda ve eriskin beyninde 0Ozellikle GABAerjik noron serisinde eksprese oldugu
gosterilmistir. ARX proteininin mediyan gangliyonik eminenste ve neokortekste GABAerjik
interndronlarin tegetsel migrasyonunu ve farklilasmasmi kontrol ettigi, ayrica neokortikal
ventrikiiler tabakadan isinsal migrasyonu tetikledigi diisiiniilmektedir (37,38). Farkli ARX
mutasyonlart GABAerjik sistemin tiim fonksiyonlarimi etkileyebilmektedir. XLAG ile
iligkilendirilmis ARX mutasyonlarinin ¢ofu erken terminasyon kodonuna neden olan
mutasyonlardir. Homeodomain i¢indeki konservatif olmayan yanlis anlamli mutasyonlar:
daha hafif XLAG olgularinda gozlenirken, homeodomaindeki konservatif degisiklikler Proud
sendromu (kuskulu genitalya ile birlikte CCA) ile iliskilendirilmistir. Homeobox disinda ve
Poli-A artisina neden olan yanlis anlamli mutasyonlar, malformasyona neden olmayan

fenotipler ile iligskilendirilmistir (39, 40).
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2.5. KORTIKAL ANOMALILERIN TANIMI VE SINIFLANDIRILMASI

Kortikal gelisim malformasyonlar1; mikrosefali, psiko-sosyal-motor gelisme geriligi,
epilepsi ve diger bir¢ok norolojik bulgunun etiyopatogenezinde yer almaktadir (42). Kortikal
malformasyonlari, goriintiilleme yontemleri ve otopsi ile elde edilen histopatolojik inceleme

sonuclarina gore ii¢ ana grupta siniflandirilmislardir (Tablo 2-1) (43).

Ik grup glial ve néronal proliferasyon anomalilerini ilgilendiren gelisimin
norogenezis basamagimnda goriilen anomalileri icermektedir. Bu grup icinde gercek
mikrosefali [(Microcephaly Vera (MV)], hemimegalensefali ve fokal kortikal displaziler
bulunmaktadir. Basit giral paternli mikrosefali [Microcephaly with Simplified Gyral pattern
(MSG)] de bu grup i¢inde degerlendirilmektedir (41). MV’da ve MSG’ de korteksin normal

6 tabakal1 yapis1 korunmustur.

MV’da, néronlarin sayisinda azalma nedeniyle beyin ¢ok kiigiiktiir, giral patern ve
korteks kalinligi korunmustur ve gros bir patolojik anomali gozlenmez. Olgularda mental
retardasyon orta derecede olup, cogu olgunun nérolojik problemleri ve ndbetleri yoktur. MV
ile iliskili oldugu belirlenen otozomal resesif 7 lokusta (MCPHI1-7), heniiz 5 gen
tanimlanabilmistir. Bunlar 8p23°’de MCPHI geni (MCPHI; MIM*607117), 9q33.3’de
CDK5RAP2 geni (MCPH3; MIM*608201), 1q31°de ASPM geni (MCPHS5; MIM*605481),
13q12.2°de CENPJ geni (MCPH6; MIM*609279) ve 1p32°de STIL geni (MCPH7;
MIM*181590)°dir (44, 45, 46, 47). 19q13.1-19q13.2’deki MCPH2 (MIM%604317) ve
15q15-g21°deki MCPH4 (MIM %604321) lokuslarinda heniiz iligkili gen tanimlanmamustir
(48,49).

MSG’de ise giral patern anormaldir, girus say1 ve derinliginde azalma mevcuttur ve
normal-ince korteks tabakas1 (2,5-4 mm) ile karakterizedir. Klinik olarak 5 tipe ayrilir. Tip 1
hafif-orta mental retardasyonu olan olgular1 icerir. Diger tipler ise agir mental retardasyon,
erken baslangicli nobetler ve agir prognoz ile iliskilidir. Heniiz MSG ile iliskili gen veya

lokus bulunamamistir. Kalitiminin OR ile uyumlu oldugu diistiniilmektedir (41).

Ikinci grup néronal migrasyon anomalileridir. Bu grup icinde “ Tip 1 Klasik

lizensefali, SBH ve Tip 2 Kaldirim tas1 lizensefalisi (cobblestone) yer alir.
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Tip I klasik lizensefali agiri ve pakigirinin birlikte goriildiigii durumdur. “Lizensefali
Spektrumu”; agiri, pakigiri ve subkortikal band heterotopisini (SBH) igeren bir terim olarak
kullanilmaktadir. Agiri; giruslarin yoklugu, pakigiri; giruslarin sayismnin azalmasi ve SBH;
korteks ile lateral ventrikiil ylizeyi arasindaki ak maddenin i¢inde gri maddenin bilateral ve
simetrik bir band olusturmasidir. SBH; “Agiri-Pakigiri-SBH Spektrumu’nun” en hafif
seklidir. OMIM veritabaninda lizensefalinin otozomal formlar1 LIS1 (MIM#607432), LIS2
(MIM#257320), LIS3 (MIM#61160), X’e bagh formlar1 ise LISX1 (MIM#300067) ve
LISX2 (MIM #300215) olarak adlandmrilmistir. Bu hastaliklarla iliskili genler; 17p13.3’de
LISI geni (MIM*601545), Xq22.3’de DCX geni (MIM*300121), 12ql12°de TUBAIA geni
(MIM*602529), serebellar hipoplazi ve lizensefali ile iliskili 7q22.1°de RELN geni
(MIM*600515) ve X’e bagh kuskulu genitalya ile birlikte lizensefali fenotipine neden olan
ARX geni (MIM*300215) dir.

Tip 2 Lizensefali, asir1 noronal migrasyonun yol actigi kortekste kaldirim tasi
goriiniimiine yol acan bir lizensefali grubudur. Fukuyama Konjenital Muskiiler Distrofi
(MIM #253800), Muscle-Eye-Brain hastaligi (MIM #253280) ve Walker-Warburg Sendromu
(MIM#236670) bu grupta yer alir. Bu hastaliklar ile 9q31°de FKTN geni (MIM *607440),
9q34’de POMTI geni (MIM *607423), 14q24°de POMT?2 geni (MIM *607439), 19q13°de
FKRP geni (MIM*606596), 22q12°de LARGE geni (MIM*603590), 13p34°’de POMGNT1
geni (MIM*606822) iliskilendirilmistir.

Son giincel smiflandirmaya gore, noronal migrasyonun ventrikiiler tabakadan
basladig1 ilk asamasindaki bozuklugun yol actig1 “Periventrikiiler Heterotopi” de ndronal
migrasyon anomalileri i¢inde degerlendirmeye almmistir (42, 43). Otozomal resesif formu
(MIM#608097) 20ql3°’de ARFGEF2 geni (MIM*605371) ve X’e baglh formu
(MIM#300049) Xq28’de FLNA geni (MIM*300017) ile iligskilendirilmistir.

Ugiincii grup noronal organizasyon anomalileridir. Bilateral frontopariyetal
polimikrogiri (MIM#606854) ve Sizensefali (MIM#269160) bu grupta yer alir. Bilateral
frontopariyetal polimikrogiri ile 16q13’de GPR56 geni (MIM*604110) ve Sizensefali ile
EMX2 geni (MIM*600035) iliskilendirilmistir.
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Tablo 2-1: Kortikal gelisim malformasyonlarinin klinik bulgulan ve ilgili genleri

Geligim evresi Kortikal Sorumlu Kalitim Klinik bulgular
Malformasyon Gen
ASPM; OR MR, epilepsi +/-
Anormal norogenez | Mikrosefali MCPH]I;
CDK5RAP2;
CENPJ
Hemimegalensefali bilinmiyor ? MR,erken baslangicli direngli epilepsi,
norokutandz sendromlar +/-
Fokal kortikal | Bilinmiyor ? Fokal ve generalize epilepsi
displazi
Anormal  néronal | Periventrikiiler FLNA X’e bagh Normal zeka  gelisimi, adolesan
migrasyon heterotopiler baslangich nobetler, erkek letal,
ARFGEF2 OR MR, mikrosefali,
SBH DCX X’e bagh Kizlarda SBH, MR, epilepsi,
Lizensefali LIS OD Miller Dieker Sendromu (MDS)
DCX X’e bagh Erkeklerde X’e bagh lizensefali
TUBAIA OD Lizensefali
ARX X’e bagh Kuskulu genitalya, hipotalamik
disfonksiyon, neonatal epilepsi
RELN OR Serebellar hipoplazi ile birlikte epilepsi
Aberan noronal | Kaldirim tasi, | Fukutin OR Fukuyama konjenital muskiiler distrofi
migrasyon lizensefalisi
POMGnTI OR Muscle-eye-brain hastalig1
POMTI OR Walker-Warburg sendromu
Anormal  néronal | Polimikrogiri GPR56 OR Bilateral frontoparietal polimikrogiri,
organizasyon epilepsi
Sizensefali EMX2 OD Tip I (acik)

Tablo 2-1 Kortikal gelisim malformasyonlarimin klinik bulgulan ve ilgili genleri

(42)’den degistirilerek
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2.6. LIZENSEFALI MALFORMASYONU SPEKTRUMU

2.6.1. AGIRI-PAKIGIRI-SUBKORTIKAL BAND SPEKTRUMU

Lizensefali ¢ok agir bir néronal migrasyon anomalisidir. Insidans1 100.000°de 1°dir
(50). Kortikal noronlarin normal ulasmalar1 gereken yerlerinden daha yakma go¢ etmesi
nedeniyle olusan bu kortikal anomali belirgin mental retardasyon ve nobetlere neden

olmaktadir.

Lizensefali, agiri (giruslarm yoklugu), pakigiri (giruslarin sayisinda azalma) ve
subkortikal band heterotopisini (SBH) igceren “Lizensefali Spektrumu” olarak
adlandirilmaktadir.  Lizensefalinin ~ Agiri-Pakigiri-SBH  derecesi  olgulardaki  mental

retardasyon ve epilepsinin agirligi ile genelde korelasyon gostermektedir (51).

Bu spektrum, kraniyal MR goriintiilerine gore 6 derecede siniflandirilmistir (Sekil 2-

11) (52).

Lizensefalinin derecelendirilmesi (Grade)

[.  Grade I; diffiiz agiri

II. Grade 2; anteriyor veya posteriyorda az sayida kivrim disinda diffiiz agiri
III. Grade 3; anteriyor pakigiri ve posteriyor agiri

IV. Grade 4; diffiiz pakigiri

V. Grade 5; pakigiri ve SBH

VI. Grade 6; SBH
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Sekil 2-11: Lizensefalinin derecelendirilmesi (52)’den

ILS, grade 1 ILS, grade 4 LCHb, grade 4 SBH, grade 6
(DCX) (DCX) (RELN?) (DCX)

MDS, qgrade 1 ILS, grade 3 XLAG, grade 3 Normal
(LIS 14-3-3¢) (LIST) (ARX)

Grade
1 2 3 4 6 (SBH)

Sekil 2-11 Lizensefalinin derecelendirilmesi (52,100) ’den
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2.7. LIZENSEFALI iLE ILISKiLi HASTALIKLAR

Lizensefali ile iligkili hastaliklar; Miller-Dieker Sendromu (MDS), Izole Lizensefali
Sekans1 (ILS), Subkortikal Band Heterotopisi (SBH), Serebellar hipoplazi ile birlikte
lizensefali (LCH) ve X’e bagl kuskulu genitalya ile birlikte lizensefali (XLAG) dir.

2.7.1. MILLER-DIEKER SENDROMU (MDS)

Miller-Dieker Sendromu (MDS); karakteristik yiiz bulgularmin eslik ettigi klasik
lizensefali sendromudur. 17. kromozomun kisa kolunun terminal bolgesinde LIS / ve komsu

genlerini igeren mikrodelesyonu ile ortaya ¢ikar.

1963 yilinda Miller ve 1969 yilinda Dieker tarafindan dismorfik yiiz bulgular1 ve agir
noromotor gelisme geriligi olan olgular bildirilmistir (53, 54). Dobyns ve arkadaslari
tarafindan 1983 yilinda MDS’1i olgularin BT (Bilgisayarli Tomografi) incelemelerinde frontal
ve temporal loblarin operkiilizasyon yoklugu ve 1984 yilinda kortikal incelemelerinde 4
tabakali kalin korteks yapisnin oldugu gosterilmistir (55, 56). Dobyns ve arkadaslarinin
(1983), bir olguda 17p13 parsiyel monozomisine neden olan ring 17 anomalisi saptamasi
iizerine 17p monozomisinin MDS’ye neden oldugu belirlenmistir (55). 1993 yilinda
haritalama caligmalar1 sonucunda, Reiner ve arkadaglar1 tarafindan PAFAHIBI veya LISI
olarak adlandirilan 17p13.3 bdlgesine lokalize gen klonlanmis ve MDS’ye bu gendeki
delesyonlarin sebep oldugu gosterilmistir (57).

MDS’li olgularin belirgin alin, bitemporal ¢okiiklik, disa doniik burun deliklerinin
oldugu kiiciik bir burun, ince vermillion smirinin oldugu yukar: kalkik bir iist dudak ve kiigiik
cenenin oldugu tipik bir yiiz goriiniimleri vardr (58) (Sekil 2-12). Olgularin bir kisminda

konjenital kalp hastaliklar1 (KKH), duodenal atrezi ve bobrek anomalileri goriilebilmektedir.
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Olgularin antenatal doneminde amniyos sivilari artmis olabilir. Etkilenmis olgularda
yenidogan doneminde apne, hipotoni ve emme giicliigii goriilebilir. Tonuslar1 normal veya
hafif/orta azalmistir. Beslenme giicliigiine bagl gecici bilirubin yiiksekligi gorilebilir (59).
Dogum bas cevreleri genelde normaldir (ortalama ile -2SD arasinda). Postnatal bas cevresi

gelisimi yavastir. Cogu olguda 1 yasinda agir mikrosefali belirginlesir.

Olgularda infantil spazmi iceren direncli ndbetler goriliir. Olgularmn %90’indan
fazlasnda nobetler 6 aydan Once baslar. Infantil spazmlarm baslamasi ndromotor

fonksiyonlarda ani gerilige neden olur (60, 61).

Noromotor gelisim geridir. Uygun nobet kontroliinde dahi olgularin néromotor
gelisimi 3 ila 5 aylik gocugun gelisim basamagindan ileri degildir. IIk bir yil i¢inde ndrolojik
muayenede kisith g6z kontag1 ve sese tepki, aksiyal hipotoni ve hafif distal spastisite goriiliir.
Opistotonus postiiriine rastlanabilir. Ilerleyen yillarda olgularda halen hipotoni olmasina
ragmen, distal spastisite daha belirgin hale gelir. Nadiren olgularda spastik kuadripleji ve
skolyoz gelisir. Beslenmede yasanan giicliikler ndbetlerle birlikte artar. Zayif havayolu
kontrolii aspirasyon pnomonisine yol agar. MDS’li cocuklarm c¢ogu ilk iki yil i¢inde

kaybedilirler. Az sayida olgu 10’lu yaslara ulasir (52).

Klinik izlemde biiylime-gelisme, beslenme, solunum, ndromotor gelisim ve ndbetlerin
izlemi gereklidir. Nobet tariflenmese bile EEG yapilmalidir. Beslenme giicliigii nedeniyle
yenidogan doneminde nazogastrik tiip ileri yaslarda gastrostomi tiipii gerekebilir. Yasam
kalitesinin ve ndromotor gelisimin daha fazla etkilenmemesi i¢in nobet kontroliiniin acil ve

agresif yapilmasi gerekmektedir (60, 61).

Kraniyal MR bulgular1 anormal derecede kalinlasmis korteksin oldugu diffiiz agiri ve
pakigiridir (Grade 1 ve 2) Korpus kallozum agenezisi/hipogenezisi eslik edebilir (58).
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Olgularin yaklasik tigte ikisinde HRBT (High Resolution Banding Technique ) ile
kromozom analizinde 17. kromozomdaki delesyon goriilebilir. Geri kalaninda FISH yontemi
ile delesyon gosterilir (58, 63, 18). MDS’li olgularmn yaklasik %80’inde, 17p13.3’1i igeren de

novo delesyonlar bulunurken; %20°’si parental translokasyonlarin dengesiz iiriiniidiir (52).

Miller-Dieker Sendromu’nun klinik tanisi, dismorfik yiiz bulgularina eslik eden
kraniyal MR goriintiilemelerinin degerlendirilmesi ile konur. Kesin tani i¢in >500 band

diizeyinde kromozom analizi ve MDS’ye 6zgiin problarla FISH analizi yapilmalidir.

Delesyonun saptanmasi halinde; anne ve babaya kromozom analizi ve MDS’ye 6zgiin
FISH testi planlanmalidir. Ebeveynlerde dengeli translokasyon saptanmasi halinde ailede
tastyicilik riski olanlarm ileri genetik testleri planlanmali ve prenatal tani segenekleri
sunulmalidir. De novo delesyonu olan olgularin ailelerine gonadal mozaisizm riski nedeniyle
sonraki gebeliklerinde fetal kromozom ve/veya MDS’ye 06zgiin prob ile FISH analizi

Onerilmelidir.

Lizensefali i¢in riskli gebeliklerin izleminde II. diizey ultrasonografi, intrauterin geg

haftalara kadar beyin yilizeyi gelisimini tamamlayamadig i¢in Onerilen bir yontem degildir.

Sekil 2-12 Miller-Dieker Sendromu tanih olgularda yiiz dismorfizmi (52, 109, 110)’dan
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2.7.2. iZOLE LiZENSEFALI SEKANSI (ILS)

Izole lizensefali sekansi (ILS), klasik lizensefalinin izole olarak gériildiigii ve belirgin
bir dismorfizmin eslik etmedigi durumdur. Klasik lizensefali; agiri ve/veya pakigirinin oldugu

cok agir bir konjenital beyin malformasyonudur. Tip 1 lizensefali olarak da bilinir.

Miller-Dieker Sendromu’nun tanimlanmasinin ardindan, belirgin dismorfizmi
olmayan ve klasik lizensefalisi olan olgular izole lizensefali sekansi (ILS) olarak

tanimlanmiglardir (59).

Olgularin antenatal donemde MDS’li olgularda goriildiigii gibi amniyos sivilar1 artmis
olabilir. Yenidogan doneminde tonus normal veya hafif/orta azalmistir. Dogum bag ¢evreleri
genelde normal sinirlardadir (ortalama ile -2SD arasinda). Postnatal bas cevresi gelisimi

yavastir. Cogu olguda 1 yasinda agir mikrosefali belirginlesir.

MDS’li olgulardaki gibi karakteristik yiiz dismorfizmleri olmamasma ragmen, hafif
dismorfik yiiz bulgular1 olabilir. MSS anomalilerine eslik eden konjenital anomaliler

(konjenital kalp hastaliklar1) nadiren gozlenir.

Klasik lizensefalili cocuklarm apne, hipotoni, emme giicliigii gibi bulgular1 vardir.
%80’ninde hayatin ilk yillarinda baslayan infantil spazmlar mevcuttur (60). EEG’de
hipsaritmi goriilebilir. Tipik olarak nobetler miyoklonik, tonik ve tonik-klonik karakterdedir,

cogu Lennaux-Gastaut Sendromu kriterlerini igerir.

Belirgin mental retardasyon, hipotoni ve spastisite goriilebilir. Klinik izlemde
biiylime-gelisme, beslenme, solunum, noromotor gelisim ve ndbetlerin izlemi gereklidir.
Epileptik nobetler i¢in antiepileptik ilaglar, emme giigliigii olan yenidoganlarda 6zel beslenme
stratejileri, kontraktiirlerin 6nlenmesi ve hareketin saglanmasi i¢in fizik tedavi, ince motor ve

oramotor kontrol i¢in 6zel egitim Onerilir.

Diizenli norolojik muayene, nobetlerin izlenmesi icin EEG, boy, kilo, bas cevresi
Olgtimleri ve skolyoz, ayak deformiteleri gibi ortopedik komplikasyonlar i¢in izlem gerekir

(52).
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ILS’li olgularda kraniyal MR’da beyin ylizeyi diizlesmistir ve genelde Grade 2-4
lizensefali ile uyumludur. Anormal 4 tabakanin oldugu 20-40 mm’lik ¢ok kalin bir korteks
vardir (59). Korteksin kalin olmasi ile basitlesmis giral yap1 ile olusan mikrosefaliden (MSG)
ayrilir. Genislemis lateral ventrikiiller (6zellikle posteriyorda), korpus kallozumda hafif
hipoplazi (6n boliimi siklikla yassilagsmis) bazi olgularda hafif vermis hipoplazisi disinda

normal beyin sap1 ve serebellum goriiliir.

Grade 4 lizensefalisi olan olgularin néromotor gelismeleri Grade 2 lizensefalisi
olanlara gore daha 1yidir (63). Lizensefali derecesi agirlastikca olgularin daha agir néromotor
retardasyonu oldugu gozlenmistir. Genelde ILS’li olgularin yarist 10°lu yaslara, ¢cok az1 ise
20’11 yaslara ulasir. Leventer ve arkadaslar1 tarafindan (2001) LIS/ geninde mutasyonu olan
Grade 4 Lizensefalili bir ILS olgusunun normal 1Q’ya sahip oldugu bildirilmistir. Bu olgu,
cok agir bir beyin anomalisi olarak bilinen bu sendromda simdiye kadar bildirilen en hafif

fenotipi gosteren olgudur (63).

Simdiye kadar klasik lizensefali ile iligkili bildirilen genler; LISI, DCX ve
TUBAI1A’drr. izole Lizensefali Sekansi (ILS) olan olgularin %75’inden, LIS ve DCX genleri
sorumludur (62, 65, 66). LISI genindeki mutasyonlarm, DCX ve TUBAIA genlerindeki
mutasyonlara oranla daha ¢ok klasik lizensefaliye neden oldugu belirlenmistir. LIS/ ve DCX
ile iligkili ILS’li olgulardaki giral patern farklilik gosterir (62,64). LIS1 ile iliskili lizensefali
(Bakmiz 2.8.1.1) olgularinda beynin posteriyorunun (pariyetooksipital bdlge) anteriyora
(frontotemporal bolge) gore daha fazla etkilendigi belirlenmistir. DCX ile iliskili lizensefalide
(Bakmiz 2.8.3.1) ise beynin anteriyor korteksinin posteriyora gore daha fazla etkilendigi

saptanmistir (64).

Haverfield ve arkadaslar1 (2009), LISI ve DCX genlerinin dizi ve MLPA yOntemi ile
birlikte incelendiginde ILS’lilerin %85 ne tan1 konabilece§ini gostermislerdir (67, 68).

ILS’li olgularda beynin posteriyoru daha belirgin etkilenirse LIS/ ile iligkili ILS,
beynin anteriyoru daha belirgin etkilenirse DCX ile iligkili ILS olarak degerlendirilip

molekiiler calismalarin dncelikle iliskili gen ile baslatilmasi 6nerilmektedir (52).
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Eger ILS’de beynin posteriyoru daha belirgin etkilenirse, LIS/ geni incelenmesi
oncelikle yapilmalidir. Bu olgularm %54’tinde 17p13.3’e 6zgii FISH analizi ile tani
konabilmektedir. Test akis semas1 17p13.3’e 6zgiin FISH analizi ve/veya MLPA yontemi ile

delesyonlarin saptanmasi ve LIS] geninin dizilenmesi ile mutasyonlarin belirlenmesidir.

ILS’de beynin anteriyorunun veya posteriyorunun belirgin etkilenip etkilenmedigine
bakilmaksizin molekiiler testler planlanacak ise; dncelikle MLPA testi ardindan LIS, DCX ve
TUBAIA genlerinin dizilenmesi oOnerilmektedir (52). MLPA testi FISH yontemi ile

saptanamayacak delesyon ve duplikasyonlar1 gosterebilir.

LIS1 mutasyonuna sahip ILS’li olgularda mutasyon tipi ve yer aldig1 domain g6z 6niine
almarak genotip-fenotip korelasyon kurulmaya calisilmaktadir. Grade 1-2 lizensefalili
17p13.3’de biiyiik delesyonu olan Miller-Dieker Sendromu’ndan etkilenen olgular, Grade 2-4
lizensefalili LISI geninde kiiciik gen i¢i delesyon ve duplikasyonu olan ILS’li olgulara gore
daha agirdir. Yanlis anlamli mutasyonlarin daha agir lizensefali derecelerine neden oldugu
Oone siirilmesine ragmen (63), giincel c¢alismalarda bununla uyumlu olmayan olgular

bildirilmistir (69) (Bakiniz “LIS1 ve DCX ile iliskili hastaliklar’).

Eger ILS’de beynin anteriyoru daha belirgin etkilenirse, DCX geni incelenmesi
oncelikle baglatilmalidir. ILS’li erkek olgularm yaklasik %38’inde DCX geninde mutasyonlar
saptanirken, ILS’li disi olgularin ¢ok azinda DCX mutasyonu gosterilmistir (52, 59, 62, 65,
68, 70, 71).

LISI veya DCX geninde mutasyon bulunmasi halinde, her iki ebeveynde mutasyonun
arastirilmas1 oOnerilmektedir. De novo mutasyon varliginda, gonadal mozaisizm riski
nedeniyle fetal sitogenetik, molekiiler sitogenetik veya molekiiler testler sonraki gebeliklerde
onerilebilir. 22-23.GH’da pariyetooksipital ve kalkarin fissiir, 26-27.GH’da santral sulkus ve
28-29.GH’da singulat sulkusun antenatal ultrasonografide kesinlikle goriilmesi gerekir. Bu
kivrimlarin olusmamasi, lizensefali i¢in uyarici olabilir, ancak riskli gebelik izlemi icin II.

diizey ultrasonografi izlemi 6nerilen bir yontem degildir (83).
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2.7.3. SUBKORTIKAL BAND HETEROTOPISI

Subkortikal band heterotopisi (SBH), korteks ile lateral ventrikiil ylizeyi arasindaki ak
maddenin i¢inde gri maddenin bilateral ve simetrik bir band olusturmasidir. Kortikal
noronlarm  migrasyonundaki  bir  bozukluktan kaynaklanan  “Agiri-Pakigiri-SBH
Spektrumu’nun” en hafif seklidir (51, 72, 73). Ak madde i¢inde goriilen band seklinde gri
madde, tamamen gercek bir kortekse benzememesine ragmen SBH’si double cortex sendromu
olarak da adlandirilir (74). Bu bantlarin biligsel fonksiyonlar ile iligkisi net olarak
aydmnlatilamamistir. Ancak fonksiyonel MR caligmalarinda bu néron gruplarmm fonksiyonel

olarak aktif olmasi, biligsel fonksiyonlarda etkili olabilecegini gostermistir (22, 23).

SBH’li olgularin onemli bir kismmnin disi olgulardan olusmasi, SBH’nin X
kromozomunda lokalize bir gen ile iliskili olabilecegini diisiindiirmiistiir. Dobyns ve
arkadaslar1 tarafindan (1992) diffiiz agirisi ve CCA’si olan bir kizda Xp22 ve 2p25 kirik
noktalarini igeren de novo translokasyonun bildirmesinin ardindan, Srivastava 1996’da iliskili
geni Xq22.3-g23’e haritalamistir. LISX1 olarak da adlandirilan DCX geni 1998 yilinda es

zamanli olarak des Portes ve Gleeson tarafindan klonlanmistir (59, 70, 74, 75).

Noronal heterotopiler erigkin ve ¢ocukluk ¢agi epilepsilerinin yaklasik %25’inde altta
yatan neden olarak gosterilebilir (61). Etkilenen disi olgularin yaklasik %50’sinde fokal
nobetler, geri kalan %50’sinde ise generalize nobetler vardir. Olgularm %65’inde direncli

epilepsi gézlenir. Nobetlerin baslangic yas1 degiskendir (76).

Biligsel performans, normalden hafif 6grenme giicliigiine ve agir mental retardasyona
kadar degisir. Ayni ailede bile, etkilenenler arasinda genis bir fenotipik degiskenlik oldugu
bildirilmistir (77,78). Davranis problemleri goriilebilir. SBH’de epilepsi ve mental
retardasyonun agirligi subkortikal bantlarin kalinlig1 ve uzanimina gore degisir. Fokal SBH’li
olgularda mental retardasyon veya epilepsinin olmadigi normale yakin fenotip goriilebilir

(79).

Klinik izlemde biliyiime-gelisme, beslenme, solunum, néromotor gelisim ve ndbetlerin

izlemi gereklidir. Norolojik muayene, EEG ve kraniyal MR yapilmaldir. Fizik tedavi,
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bireysel egitim ve konusma terapisine ihtiya¢ duyulabilir. Oftalmolojik muayene

Onerilmelidir.

DCX ile iligkili SBH daha ¢ok frontopariyetal korteksi tutar. Giinlimiizde bu paternde

tutuluma neden oldugu bilinen tek gen X kromozomuna lokalize DCX geni’dir.

DCX ile iliskili SBH’de kraniyal MR’da frontopariyetal bolgenin daha ¢ok etkilendigi
Grade 6 (komplet subkortikal band heterotopisi) ve frontotemporalde pakigiri
pariyetooksipital pakigirinin goriildiigti Grade 5 lizensefali goézlenir. DCX ile iliskili
mutasyonlar erkeklerde klasik lizensefali (lizensefali tip 1), disilerde SBH/double korteks
sendromu gibi ndéronal migrasyon anomalilerini olusturur (Bakmiz “DCX ile iligkili

hastaliklar”).

Etkilenmis disilerde SBH ve etkilenmis erkeklerde klasik lizensefali bildirilen X’e
bagl kalitim ile uyumlu ailevi olgularin hepsinde DCX geninde mutasyon gosterilmistir (70,
80). Bu ailevi olgular Lyonizasyon Hipotezi ile agiklanmaktadir. Bu hipoteze gore disi
bireylerde normal alleli tasiyan X aktive olursa hiicrelerin kortekse kadar olan migrasyon
siireglerini tamamlayabildikleri, mutant alleli tasiyan X aktif oldugunda ise, hiicrelerin
migrasyonunu tamamlayamadiklar1 ve ak maddede subkortikal bandin olusmasma neden
olduklar1 diistiniilmektedir. Fokal SBH’li fenotipi normale yakin olan disi etkilenmislerde ve
klasik lizensefali yerine SBH’si olan erkek etkilenmislerde mozaik DCX mutasyonu
bildirilmesi bu hipotezi desteklemektedir (52, 64). SBH’1i disilerin %85 inde, erkeklerin ise
%29’unda DCX geninde nokta mutasyonlar1 gosterilmistir (59, 62, 68, 71, 79). Haverfield ve
arkadaslar1 (2009) SBH’si olan disilerde DCX geninin dizileme ve MLPA yontemi ile

arastirilmasi halinde %90’1na tani konulacagini bildirmislerdir (68).

X’e bagl kalitilan DCX ile iliskili hastaliklarda de novo mutasyon sikligi
bilinmemektedir. DCX mutasyonlu c¢ocuklar1 olan etkilenmemis annelerin somatik veya
germline mozaisizmi olma olasiligt %15°tir (81). Bir disi bireyde DCX mutasyonu
saptanmissa, olas1t her gebelikte DCX mutasyonunu ¢ocuklarina aktarma riski %50°dir.
Mutasyon tasiyan erkekler DCX ile iliskili klasik lizensefali gdstereceklerdir. Mutasyonu
tastyan disiler ise tastyict olabilir veya SBH ile iliskili degisken fenotipe sahip olabilirler.
Mutasyon saptanan ailelerde prenatal tani 6nerilmelidir ve riskli aile bireylerinde tasiyicilik

testleri planlanmalidir.
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LIS1 ile iliskili SBH nadiren goriiliir. Beynin oksipitotemporalinde SBH’si belirgin olan
olgularda LISI geninde mutasyonlar tanimlanmigtir. SBH’de LIS/ geninde mutasyon simdiye
kadar {i¢ii mozaik olmak tiizere dort olguda bildirilmistir. LIS/ geninde somatik mozaisizmin

SBH’nin hafif fenotipine yol a¢tig1 diisiiniilmektedir (69, 71, 79, 82).

Lizensefali ve/veya SBH i¢in riskli gebeliklerin izleminde II. diizey ultrasonografi,
intrauterin ge¢ haftalara kadar beyin yiizeyi gelisimini tamamlayamadigi i¢in Onerilen bir

yontem degildir.

(80)’den

Sekil 2-13 Subkortikal band heterotopisi
(a) diffiiz kalm SBH (b) diffiiz ince SBH (c) frontalde belirgin ince SBH
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2.7.4. SEREBELLAR HiPOPLAZI iLE BiRLIKTE LiZENSEFALI

Miller-Dieker Sendromu ile uyumlu olmayan dismortfik bulgular1 ve lizensefalisi olan
otozomal resesif kalitim 6zelligine uyan olgularin bildirilmesinin ardindan lizensefalinin

heterojen bir hastalik oldugu diisiintilmiistiir (56, 84).

Ik kez Hourihane ve arkadaslari tarafindan (1993) Ingiliz kokenli 1,5.° kuzen evliligi
yapmuis bir ailenin 3 erkek ¢ocugunda lizensefaliye belirgin serebellar hipoplazinin eslik ettigi
bildirilmistir (85). Sonraki yillarda serebellar hipoplazinin eslik ettigi lizensefalili olgularin

sayis1 artmustir (86, 87, 88).

Hong ve arkadaslar1 (2001) Hourihane’nin yaymindaki etkilenmis bireyleri ile Arap
kokenli 1.° kuzen evliligi yapmis bir ailenin etkilenmis (1 kiz, 2 erkek) ve etkilenmemis
bireylerini dahil ettigi baglant1 c¢alismasit sonucunda bu fenotipin 7. kromozomun 22

bolgesine lokalize RELN geni ile iligkili oldugunu gostermistir (29).

Ross ve arkadaglar1 (2001), Lizensefali Arastirma Projesi (Lissencephaly Research
Project) isbirligi ile serebellar hipoplazinin eslik ettigi lizensefalili 34 olgunun klinik ve
radyolojik  degerlendirilmeleri  ile bu  hastaligi 6 grupta  (LCHa/LCH
b/LCHc/LCHA/LCHe/LCHY/LCHg) smiflandirdilar (30).

Gilintimiizde gegerliligini koruyan “Serebellar hipoplazi ile birlikte lizensefali
(Lissencephaly with cerebellar hypoplasia) LCH” smiflandirmasi asagida klinik ve/veya

radyolojik bulgularinin 6zelliklerine gore 6zetlenmistir.

o LCH (a); 10-20 mm kalmhginda korteksi olan, belli bir lizensefali derecesi
ongoriilemeyen (agiri veya pakigiri) gruptur. Beynin frontotemporali etkilenmis ise DCX,
pariyetooksipital etkilendiyse LIS! genindeki mutasyonlarla iligkilendirilmistir. Dogum basg
cevreleri genelde ortalamani altinda (-1;-2SD) olmasina ragmen postnatal bas ¢evreleri ( =-
2SD) kiiciiktiir. Ancak agir mikrosefali goézlenmez. Bu gruptaki hastalarin serebellar
hipoplazileri 6zellikle serebellar vermiste belirgindir. Bazen serebellar hemisferlerde de
hipoplazi gozlenebilir. LCH (a) orta hat serebellar hipoplazinin birlikte goriildiigi izole
lizensefali sekansi olarak kabul edilmektedir. LIS/ ve DCX genleri ile iligskilendirilen olgular

vardir.
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o LCH (b); orta derecede (4-10 mm) kortikal kalinligin goriildiigii, pakigiri ile
birlikte tiim serebellumun agir etkilendigi ve serebellar folyalarin se¢ilemedigi RELN geni
ile iligkilendirilen gruptur.

o LCH (c); kraniyal MR incelemelerine gore degil klinik bulgulara gore
belirlenmistir. Kerner ve arkadaslarinin (1999) yaymladigi agir mikrosefali, yarik damak,
agir serebellar ve beyin sap1 atrofisinin oldugu olgu bu grupta degerlendirilmistir.

o LCH (d); en sik rastlanilan gruptur. 34 olgunun 15’1 bu grupta toplanmaistir.
Agiriden pakigiriye kadar degisen derecelerde lizensefalisi olan olgularin kortikal kalmnlig1
10-20 mm olarak 6l¢iilmiistiir. Serebellar hipoplazi agir veya orta derecededir. LCH (a)’dan
serebellumun vermis ve hemisferleri ile birlikte agir derecede etkilenmesi, belirgin
mikrosefalileri olmasi (>-3SD) ve orta derecede beyin sapinim etkilenmesi ile ayrilir. Iligkili
gen heniiz tanimlanmamustir.

o LCH (e); frontalde kortikal kalmligm 10-20 mm oldugu agirinin ve
temporooksipitalde kortikal kalinligin normal oldugu basitlesmis giral paternin bir arada
izlendigi gruptur. Bu grup olgular otoriteler tarafindan beynin 6n bolgesi ile arka bolgesinin
farkli derecelerde etkilenmesi nedeniyle, ilgi cekici olarak degerlendirilmistir. Serebellar
hipoplazi 6zellikle vermis orta hatta gézlenir. Beyin sap1 volimii normaldir.

o LCH (f); kalin korteksli agir lizensefaliye CCA’nin eslik ettigi gruptur.

LCH’nin klinik ve radyolojik smiflandirilmasi, her grup i¢in etiyopatogenezde rol oynayan
LCH ile iliskili aday genlerin belirlenmesi i¢in ¢ok dnemlidir. Boliim 2.4’de de 6zetlendigi
gibi lizensefali etiyopatogenezindeki genler birbirleri ile yakindan iliskilidir.

e LCH (a); grubunda simdiye kadar degerlendirilen dort olgunun birinde LIS ve
birinde DCX genlerinde mutasyonlar gosterilmistir. LCH (a)’ya neden olan baska genlerin
oldugu diisiiniilmektedir. Bu grup i¢inde degerlendirilen olgularda aday gen calismalar1 LIS/
ve DCX ile iliskili genler (NUDE, NUDEL gibi) iizerine yogunlastirilmistur.

e LCH (b); grubunda degerlendirilen simdiye kadar Hong’un bildirdigi biri Ingiliz
digeri Suudi Arabistan’li toplam 1ki aile, RELN genindeki nokta mutasyonlar1 ile
iliskilendirilmis 6rneklerdir. RELN, 7q22.1°e lokalize 65 ekzonlu bir gendir. Beyin gelisimi
ve ndronal migrasyonda hiicre-hiicre iletisiminde rol oynayan biiylik bir hiicre dis1 matriks
proteinini kodlamaktadir (29, 30). Genin biiyiik olmasi1 nedeniyle 6ncesinde RELN genine

Ozgiin markorlerle baglant1 ¢calismalar1 yapilmasi, baglant1 varliginda, Western Blot analizi
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gerekmektedir. Dizileme ydntemi genin c¢ok biiyiik olmasi nedeniyle yaygmn kullanilan bir
yontem degildir.

Literatiirde kromozomal yeniden diizenlenmeler nedeniyle RELN proteininin
saptanamadigi néromotor retardasyonu ve epilepsisi olan ve kraniyal MR’larm LCH (b)
grubunda degerlendirildigi olgular bildirilmistir. Bu olgulardan biri Chang ve arkadaslari
tarafindan 2007 yilinda bildirilen akraba evliligi yapmis bir Tiirk ailenin g¢ocugudur.
Kromozom  analizinde 7. kromozomda  homozigot  perisentrik  inversiyon
46,XX,inv(7)(p11.2q22) saptanmistir (89).

Bildirilen diger olgular ise; Zaki ve arkadaslar1 tarafindan (2007) bildirilen akraba
evliligi yapmis olan Misir’li bir ailenin iki ¢ocugudur. Kromozom analizinde homozigot
dengeli resiprokal translokasyon t(7;12)(q22;p13) saptanmustir. Bu olgularda kromozomal
degisikligi nedeniyle RELN geninin fonksiyon kaybina ugradigi ve RELN proteinin eksprese
olmadig1 gosterilmistir (90).

RELN geni disinda bu grup i¢cin aday gen ¢aligmalar1 fare modellerinde Reln mutant
fareler ile benzer 6zellik gosteren Dabl geni ve Reelin proteininin reseptorleri (VLDLR,
ApoER?2 ve a3B1-integrin subiiniti) lizerine yogunlagtirilmistir.

Boycott ve arkadaslar1 (2005), serebral hipoplazi, basitlesmis giral yap1, serebral ataksi
ve mental retardasyonu olan “Dysequilibriume” Sendromu tamili Hutterit ailelerinin
etkilenmis c¢ocuklarmda RELN’in reseptorii VLDLR geninde homozigot mutasyon
gostermislerdir. Bu olgularin kraniyal MR’lar1 LCH (b) ile tam olarak uyumlu bulunmamastir.
Giral kalinlik artis1 belirgin degildir, basitlesmis giral patern 6n plandadir. Ancak serebellar
etkilenmenin olmasi nedeniyle, LCH spektrumunda degerlendirilmesi ve VLDLR ile iliskili

serebellar hipoplazi (VLDLR-CH) olarak adlandirilmas1 6nerilmistir (91).

VLDLR ile iliskili bir hastalik olan “Dysequilibriume” Sendromu (MIM #224050),
kuadripedal yiiriiylis ile birlikte olan veya olmayan mental retardasyon ve serebellar ataksi ile
karakterize otozomal resesif kalitilan bir hastahiktir. ilk kez 1972 yilinda Hagberg ve
arkadaslar1 tarafindan bildirilmistir (92). Tan tarafindan (2008), belirgin mental retardasyonu
olan ve 4 ekstremite Tlzerinde yiirliyen Tiirk ailelerin bildirilmesinin ardindan,
“Dysequilibriume Sendromu” ile iligskili genin haritalama caligmalar1 baglamistir. 2008
yilinda Ozgelik ve Tiirkmen, 4 ekstremite iizerinde (kuadripedal) yiiriiyen farkli Tiirk
ailelerinde bu gende homozigot mutasyonlar gostermistir. 2010 yilinda ise kuadripedal
yliriiylis yerine bipedal yiiriiyen konjenital ataksili serebellar hipoplazisi olan Tirkiye’den
olgular bildirilmistir. VLDLR ile 1ilgili hem bipedal hem de kuadripedal yiiriiylisii olan
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olgularin bildirilmesi ile Tan ve arkadaslar1 tarafindan daha 6nceden savunulan bu genin
evrimsel siirecte kuadripedal yiirliylisten bipedal yiiriiylise gecgiste onemli olabilecegi
teorisinden uzaklagilmistir. Bu olgularin kraniyal MR’nda diizlesmis serebral korteks ve
serebellar hipoplazi olmasi, VLDLR genin hem serebral hem de serebellar gelisimde rol

oynadigini ve migrasyonda gorev aldigini géstermektedir (93, 94, 95, 96).

e LCH (c); Kerner ve arkadaslar1 (1999) tarafindan bildirilen lizensefali, serebellar
hipoplazi ve yarik damak gibi kraniyofasiyal bulgular1 olan yenidogan déneminde kaybedilen
olgu bu grup icinde degerlendirilmistir. Noroektodermal ve mezenkimal yapilar1 etkileyen
genlerin etiyopatogenezde yer aldigi diisiiniilmektedir. BMP (Bone Morphogenetic Factor)
ailesine ait genlerin uygun aday genler olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (87).

o LCH (d); serebellum ve serebral korteks etkilenmesinin agir oldugu bir gruptur.
Genelde bu grup olgularda diffiiz agiri goziikiir, kortikal etkilenme beynin belirli bir
bolgesinde gradient gostermez. Bu gruptaki olgularin etiyopatogenezinde yer alan aday
genlerin hem serebral korteks, hem de serebrumdaki noronlarin migrasyonunda gorevli
oldugu diistiniilmiistiir (97). Bu grup i¢in aday genlerden biri olan Cdk5, hem LISI ile iliski
kuran hem de Dcx proteinini fosforilleyen NUDE homologlarint fosforiller bu nedenle
kortikal etkilenmede belirgin bir gradient olusturmayacagi diistiniilmiistiir.

o LCH (e); frontopariyetal bolgede agiri, oksipitotemporal bdlgede basitlesmis giral
patern ile karakterize en ilgi ¢ekici beyin goriintiilemeleri olan gruptur. Kortikal yapida
boylesine farkli etkilenmeye neden olacak genler heniiz tespit edilmemistir.

o LCH (f); CCA, agrr serebellar hipoplazi ve lizensefalinin birlikte goriildiigii gruptur.
Bu fenotipe neden olan genlerin, néronal migrasyonda, norit biliylimesinde ve akson

uzaniminda gorevli oldugu diistiniilmektedir.
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2.7.5. : KUSKULU GENITALYA iLE BiRLIKTE LiZENSEFALI

X’e bagl kugkulu genitalya ile birlikte Lizensefali (XLAG) Sendromu ARX geni ile
iligkilendirilmistir. Korteks orta derecede (4-10 mm) kalindir. CCA, kuskulu genitalya ve

neonatal baslangi¢h nobetler goriiliir (34).

Ik kez 1999 yilinda, Dobyns ve arkadaslar tarafindan ebeveynleri arasinda akrabalik
iligkisi olmayan dort ailede benzer bulgulari olan bes olgu bildirilmistir (34). Bu olgularda
lizensefali beynin pariyetooksipital bolgesinde frontotemporal bdlgeye gore daha belirgin,
korteks orta derecede kalin ve CCA mevcuttu. Olgularin yenido§an déneminde baslayan
epilepsisi, hipotalamik fonksiyon bozuklugu ve kuskulu genitalyasi vardi. Dobyns bu
olgularin, kraniyal MR’larmin posteriyorda belli bir gradient gostermesi ve olgularin hepsinin
erkek olmasi nedeniyle bu hastaliin anteriyorda gradient gdsteren DCX geninin neden
oldugu LISX1’den farkli oldugunu, izole lizensefali sekansinin X’e bagh kalitilan yeni bir
formu oldugunu 6ne siirmiis ve XLAG (X’e baglh kuskulu genitalya) olarak adlandirilmastir.

Izleyen yillarda benzer olgular farkli yazarlar tarafindan bildirilmistir (35, 98)

Kitamura ve arkadaslar1 (2002) XLAG sendromunun klinik bulgularmi 6zetlemistir.
Olgularda agir konjenital veya postnatal mikrosefali, lizensefali, CCA, yenidogan doneminde
baslayan direngli epilepsi, 1s1 kontrol bozuklugu, kronik diyare, kuskulu veya gelismemis
genital yap1 mevcuttu (99). Kato ve arkadaglar1 (2004), beyin ve genital anomalisi olan 20
olgunun 15’inde 4RX geninde mutasyonlar saptamistir. Olgularin biiylik bir kismi XLAG

fenotipindeyken, iki olguda hidransefali ve kuskulu genitalya tanimlanmistir (36).

ARX geni, DCX geninden sonra lizensefali ile iliskilendirilen ve X kromozomuna

lokalize olan ikinci gen olup LISX2 olarak adlandirilmaktadir.
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2.8. LIZENSEFALI iLE ILISKiLi GENLER

Lizensefali ile iligkili hastaliklar; Bolim 2.7°de anlatilan Miller-Dieker Sendromu
(MDS); Izole LIS sekansi (ILS); Subkortikal Band Heterotopisi (SBH), Serebellar Hipoplazi
ile birlikte Lizensefali (LCH) ve X’e bagli kuskulu genitalya ile birlikte Lizensefali
(XLAG)’dir.

Lizensefali ile iliskili bugiine kadar tanimlanmis genler ise; LIS1, DCX, TUBAIA, RELN, ve
ARX’tir. Bu genler Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) veritabaninda
LISI(PAFAHIBI), LIS2 (RELN), LIS3 (TUBAIA), X’e bagl formlar1 ise LISXI(DCX) ve
LISX2(ARX) olarak da adlandirilmistir.

Klinik bulgular ile kraniyal MR goriintiilemeleri birlikte degerlendirilerek, genotip-
fenotip iliskisi kurulmaya calisilmistir. Lizensefali sendromlarinda klinikte uygulanabilecek

akis semasi Sekil 2-14’de gosterilmistir (100).

Giral malformasyonun agirligi beynin farkli bolgelerinde degisebilir. On-anteriyor (A)
ve arka-posteriyor (P) etkilenmenin agirligina gore genotip ve fenotip iligskisi kurulabilir.
DCX ve RELN ile iligkili mutasyonlarda serebral korteksin anteriyor bolimii posteriyora
(a>p) gore daha c¢ok etkilenmis, LIS1, 14-3-3¢ ve ARX geni ile iligkili mutasyonlarda serebral

korteksin posteriyor boliimii anteriyora gore (p>a) etkilenmis oldugu gosterilmistir.

Miller-Dieker Sendromu’ndan 17p13.3°de LISI genini de igeren biiyiik delesyonlar,
Izole Lizensefali Sekansi’ndan DCX, LIS1, 14-3-3e, TUBAIA genleri; SBH den DCX ve LISI
genleri; X’e bagli kuskulu genitalya ile birlikte lizensefali Sendromu’ndan (XLAG) ARX
geni; Serebellar hipoplazi ile birlikte lizensefali (LCH) LIS I, DCX ve RELN geni

mutasyonlarmin sorumlu oldugu gdsterilmistir.



Lizensefali Derecesi
1 2-4 516
| l
Dismorfik Bulgular Anterior /Posterior Anterior/Posterior

+ - a>p p>a a>p p>a
| |

LI+S1 DCX Kortikal Kalinhk Kortikal Kalinhk DCX LIS1

o 10-20mm | 4-10 mm 1020mm | 4-10mm
| I

DCX Agir serebellar LIST  Korpus kallozum agenezi

hipoplazi + .
+ -

ARX ?

RELN 7

Sekil 2-14: Lizensefalide akis semasi (100)’den

37



38

2.8.1. LIS1 geni

LIS geni (Lissencephaly-1), 17. kromozomun kisa kolunun 13.3 bdlgesine lokalize 11
ekzonlu bir gendir. Bu genin diger bir ad1 Platelet aktive edici faktor asetilhidrolaz izoform
1B alfa subiiniti (PAFAHIBI)’dir. 11 ekzonlu bir gendir ve 92 kilobaz uzunlugundadir.
Ekzon 2’de yer alan AUG baslangi¢c kodonu ile birlikte en uzun transkriptin kodladigi bolge
1230 baz ciftidir (NM_000430,2). UniProtKB/Swiss-Prot veritabanina goére 2 isoformu ve
Ensembl veritabanina gore 4 farkli transkripti mevcuttur (102,103). PAFAHI1BI;
heterotimerik platelet aktive edici faktor asetilhidrolaz (PAFAH) enziminin katalitik olmayan
komponentini olusturur. PAFAH; beyinde platelet aktive edici faktoriin (PAF) seviyesini
diizenler. PAF seviyeleri noroblastlarin glial hiicre veya ndritler araciligiyla migrasyonunu
etkiler (104).

LISI geni tiirler arasinda bir hayli korunmus olan 45kD’lik bir proteini kodlar. insan
LIS1 proteini ile fare Lis1 proteini arasinda bir aminoasitlik, sigir ortologu ile ii¢ aminoasitlik
fark vardir. Drosophila melanogaster’de ortolog protein insan LIS1 proteini ile %70 benzerlik
gosterir. Aspegillus nidulans’ta, niikleer migrasyon proteini NudF ile %42 homoloji gosterir
(104, 105, 106, 107).

LIS1 proteininin N terminalinde, LisH ve coiled-coil domaini, C terminalinde ise WD-40
domaininin 7 adet tekrar1 bulunur. WD-40 domaini tiirler arasinda pek ¢ok proteinde bulunan
bir motiftir. N-terminalinde glisin/histidin ile baglar; C-terminalinde triptofan/aspartat ile
sonlanr. LISI proteininde bulunan bu yedi WD-40 domaini proteinin katlanmasimi ve 3
boyutlu yapisinin dogru olmasimi saglar (110). Ayrica 7. WD-40 tekrarinin DCX proteini ile
4.ve 5. WD-40 tekrarlarinin sitoiskelet proteinleri dinamin ve B-selektin ile iligkili oldugu
distiniilmiistiir (13).

Ik kodlayan ekzon olan ekzon 2 LisH domaini, ekzon 4’iin tamami ve ekzon 5’in bir
kismi coiled-coil domaini ve genin ekzon 5’ten sonrasi ise ard arda gelen yedi WD-40
domaini kodlar. Bu li¢ domain proteinin ana fonksiyonel domainleridir. LisH domaini; coiled-
coil domaini ve WD-40 tekrarlar1 dimerizasyon i¢in dnemli bolgelerdir ve protein/protein
etkilesiminde ve LIS1’in fonksiyonu i¢in gereklidir (Sekil 2-15)(52).

LIS1 proteininin (PAFAH1B1) iki ana fonksiyonlar1 vardir.

(1) PAFAH1B2 ve PAFAH1B3 proteinleri ile beyinde platelet aktive edici faktor diizeyini

kontrol eden trimerik kompleksi olusturur.

(2) Tubulin, sentrozom ile iligkili proteinler ve mikrotiibiil dinamiklerini (sitoplazmik

Dinein, Dinaktin, NUDE ve NUDEL) iceren proteinler ile ilgili sitoiskeletin
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organizasyonunda ve sirastyla noronal proliferasyon ve noronal migrasyonda merkezi

rol ustlenir.

LIS1 proteininin Reelin sinyal yolaginin internal bir komponenti oldugu diistiniilmektedir
(Sekil 2-10).

LIS genindeki mutasyonlar, diizglin katlanmis LIS1 proteinin miktarinin azalmasina
neden olur. LIS/ geninin mutasyonlarmin model calismalarinda protein partnerleri -
PAFAHIB2, PAFAHIB3, NUDE veya NUDEL- ile LIS1’in baglanmasinda azalma oldugu
gosterilmistir. Bu durum noronal proliferasyon ve migrasyon gibi fonksiyonlara zarar verir.
LIS1 RNA interference galigmalari, anormal LIS1 iirlinlinlin gelisen beyinde noronal iiretimin
ve ayni zamanda migrasyonun kesintiye ugrattigini gostermistir. Hem tegetsel hiicre gociiniin
(inhibitdr interndron) hem de 1smsal hiicre gogiiniin (eksitator projeksiyon noronlari)

etkilenmis oldugu gosterilmistir.

Human mutation database veritabanindan LIS] geninde belirlenen anlamsiz ve yanlis
anlamli [33], kirpilma [9], kiicilik delesyon [11], kii¢lik insersiyon [7], kiiclik indel [1], bliyiik
delesyon [42], biiyiik insersiyon tipi mutasyon [7] ve kompleks yeniden diizenlenmelere [6]

ait yayinlara ulasilabilir (101).
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ekzon 4’iin tamami1 ve ekzon 5’in bir kismi1 coiled-coil domaini kodlar.

ekzon 5’ten sonrasi ise ard arda gelen yedi WD-40 domaini kodlar.

Sekil 2-15 LIS1 geninin domainleri (68) den
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2.8.1.1. LIS1 geni ile iliskili hastahklar

LIST geni ile iliskili hastaliklar, bu gendeki mutasyonlarin neden oldugu Miller-Dieker
Sendromu (MDS), 1zole Lizensefali Sekansi (ILS) ve Subkortikal Band Heterotopisidir.

Miller-Dieker Sendromu (MDS); sitogenetik olarak goziiken veya FISH ile
saptanabilen 17p13.3’de LIS] genini ve komsu telomerik genleri kapsayan mikrodelesyonlar
sonucu olusur. Olgularm %70’inde HRBT ile 450-500 band diizeyinde sitogenetik olarak
goriilen delesyon veya 17p13.3’de yeniden diizenlenmeler gézlenir. Olgularin geri kalanina

FISH yontemi ile tan1 konabilir (18, 52, 58, 63).

Izole Lizensefali Sekanst (ILS); LISI geninin kiiciik submikroskopik delesyonlari,
gen i¢i delesyon/duplikasyonlar1 veya nokta mutasyonlari nedeniyle olur. Beynin posteriyoru
(pariyetooksipital bolge) anteriyora (frontotemporal bolge) gore daha fazla etkilenmistir
(p>a).

LIS gent ile iliskili ILS’lerin %68’ inde kiigiik submikroskopik delesyonlar veya gen
ici delesyon/duplikasyonlar, %32’sinde LIS/ geninin nokta mutasyonlar1 bulunur.
Delesyonlarin %54°i FISH teknigi ile gosterilebilen kiiclik submikroskopik delesyonlardir.
%]14’i ise MLPA yoOntemi ile saptanabilen gen i¢i bir ve/veya birden fazla ekzon delesyon
veya duplikasyonlardir. LIS7 geninin dizilenmesi ile olgularin %32’sinde nokta mutasyonlari
saptanabilir. HRBT ile yapilan kromozom analizinde delesyon goriilmez, ancak bazi
olgularda LISI geninde bozukluga yol agan dengeli translokasyonlar gosterilebilir (52)

Nadiren mozaik mutasyonlar bildirilmistir.

Grade 2-4 lizensefalili LIS] geninde kiigiik gen ici delesyon ve duplikasyonu olan
ILS’1i olgular; Grade 1-2 lizensefalili 17p13.3’de biiyiik delesyonu olan MDS’1i olgulara gore
daha hafif klinige sahiptir.

Haverfield ve arkadaslar1 tarafindan, LIS/ geninin gen i¢i delesyon veya
duplikasyonlarma sahip olgularin ¢ogunda Grade 3 lizensefali gésterilmistir (68).

LISI geninin 5’ ucunun telomerik delesyonuna sahip olgularda Grade 2-3 lizensefali,
3’ ucunun delesyonlarinda ise Grade 3-4 lizensefali bildirilmistir (113). LIS1 proteininde
erken sonlanmaya neden olan gen i¢i mutasyonlar, LIS! geninin yanlis anlamli

mutasyonlarindan daha agir lizensefaliye neden olur (66, 63, 114). LISI geninin
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baslangicindaki coiled-coil domainine yakin mutasyonlar, genin diger downstream bolgesinde
olusan mutasyonlardan daha agir bir lizensefaliye neden olur (66, 114).

Giincel yaymlarm ¢ogunda LISI geni ve lizensefalinin derecelendirilmesi ile ilgili
genotip-fenotip korelasyonu konusunda tam bir fikir birligine varilamadigir gézlenmektedir.
Benzer mutasyon tipi ve lokalizasyonu olan olgularda lizensefalinin farkli dereceleri
bildirilmistir. Daha once bildirilen olgular ile uyumlu olmayan olgular bildirilmistir. Daha
hafif dereceli lizensefaliye yol ac¢tigi diisliniilen yanlis anlamli mutasyonlara sahip agir
lizensefalili olgular veya tam tersine hafif dereceli lizensefaliye neden oldugu diisiiniilen LS/
geninin 3’ ucundaki coiled coil domaininde erken sonlanim veya delesyon tipi mutasyonu
olan agir lizensefalili olgular bildirilmistir (113). Bu durum, LIS/ geni ile iliskili hastaliklarda
daha fazla olgunun katildig1 genotip-fenotip korelasyon g¢alismalarinin yapilmasina halen
ithtiya¢ oldugunu gostermektedir (69).

Subkortikal band heterotopisi (SBH): SBH; frontal loblara sinirli ise tipik olarak
DCX genindeki mutasyonlar ile iligkilidir. Nadiren posteriyor loblara smirli SBH’de LIS]
genindeki mutasyonlar gosterilmistir. SBH’li disi olgularin yaklasik %85’inde, DCX geninde
nokta mutasyonlar1 saptanmistir. DCX geninin dizilenmesi ve MLPA yOnteminin beraber
kullanilmas1 halinde SBH’si olan disilerin %90’ ma molekiiler tan1 konulacagi bildirilmistir.
SBH olan olgularda, nadiren sitogenetik olarak mozaik 17p13.3 delesyonlar1 bildirilmistir.
Beynin oksipitotemporalinde, SBH’si belirgin olan olgularda LIS/ geninde mutasyonlar
tanimlanmistir. SBH’de LIS/ geninde mutasyon simdiye kadar ti¢li mozaik olmak tizere dort
olguda bildirilmistir. LIS/ genindeki somatik mozaisizmlerin SBH’nin hafif fenotipine yol

actig1 diisiintilmektedir (69, 71, 79, 82).

LISI geni mutasyonlart MDS’den ILS’ye (¢ok nadiren SBH’ye) kadar uzanan genis bir

yelpazeye neden olan ekspresivite degiskenligi gostermektedir.
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2.8.2. LIS genine komsu olan genler

17. kromozomun kisa kolunun 13.3 bolgesinde LIS! (PAFAHIB) genini de igeren
biiyiik delesyonlar Miller-Dieker Sendromu olarak adlandirilan mikrodelesyon sendromuna
neden olmaktadir. LIS/ geninde haplo-yetersizligin (haploinsufficiency) klasik lizensefaliyi
olusturmak i¢in yeterli oldugu ancak komsusundaki genlerin, fenotipi modifiye edici etkisi
bulundugu diistiniilmektedir (126). MLPA (Multiple Ligation Probe Amplification) yontemi
ile bu gene komsu genlerdeki delesyon veya duplikasyonlar (MLPA P-061 Lissencephaly kit1)

incelenebilir.

Lizensefaliye 6zgilin olarak tasarlanmis MLPA P-061 problar1 LIS/ geninin 5’ucuna
komsu; MGC3329 (METT10), HICI ve YWHAE (14-3-3epsilon) genlerini ve 3’ ucuna komsu;
KIAA0664 ve KIAA1039 (GARNL4) genlerini igermektedir (Sekil 2-6) (118).

2.8.2.1. LIS1 genine komsu genler ile iliskili hastahklar

Mei 2008°de, LISI geninde dizi analizi ile herhangi bir mutasyon saptanmayan 25 ILS
olgusunun 18’inde LIS! ve/veya komsu genleri igeren bolgede delesyon ve bir olguda
duplikasyon saptamistir (67). Bu ¢alisma,17p13.3’e 6zgiin FISH problar1 ile herhangi bir
delesyon ve duplikasyon saptanamayan ILS’li olgularda, (LIS7)/komsu gen icinde kiigiik

delesyon veya duplikasyon varligmin arastirilmasinin 6nemli oldugunu gostermistir.

Haverfield ve arkadaslar1 tarafindan 2009 yilinda MLPA P-061 kiti ile yapilan bir
calismada da, LIS/ geninde dizi analizi ile mutasyon saptanmayan 52 ILS olgusunun 12’sinde
LISI genini iceren delesyon ve altisinda duplikasyon saptanmustir. LIS7’in kodlayan ve
kodlamayan bolgesinin diginda duplikasyonlarin ILS’ye neden oldugunun belirlenmesi LIS/
geninin hem 5’ hem de 3’ ucundaki genlerin LIS/ geninin ekspresyonu i¢in dnemli regiilator

bolgeler igerdigini diistindiirtmiistiir (67, 68).
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Sekil 2-16 USCS Genome Browser veri bankasinda 17p13.3 lokalizasyonu (67.126) ‘dan

UCSC Genome Browser on Human Mar. 2006 Assembly (hg18)
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2.8.3. DCX geni

DCX geni, X kromozomu iizerinde ~118kb biiyiikliigiinde 7 ekzonu olan bir gendir.
Transkripti 9405 b¢ uzunlugunda (NM_178153.1) olup 441 aa uzunlugunda doublecortin
proteinini kodlamaktadir. DCX geninin olagandis1 bir yapist vardir. Gen dizisinin sadece
%16’s1 kodlamakta ve 7. ekzonun i¢inde olan 3> UTR 7,9 kb uzunlugundadir (MIM
*300121). Protein Knowledgebase (116) veri bankasmna gore bes farkli isoformu
bulunmaktadir. Farkli transkriptlerinin ekzon numaralandirilmasindan kaynaklanacak
karigikliklar1 6nlemek i¢in bildirilen mutasyonlar doublecortin proteininin domainlerindeki
yerlesimlerine gore sunulacaktir.

Doublecortin proteini; fosforilasyon ve protein etkilesimi ile kontrol edilen 6nemli
bolgeler igeren sitozolik bir proteindir. Yaklasik 80 aminoasitlik tekrarlayan bolge igeren iki
onemli “doublecortin” DC domaini vardir. C-DC (171-275 aa) ve Abl fosforilasyon bdlgesini
(66-73 aa) iceren N-DC (42-150 aa) olmak iizere iki 6nemli domaini vardir (Sekil 2-17). C-
terminal ucunun serin ve prolin rezidiilerinden zengin olmasi serin fosforilasyonunun
doublecortin fonksiyonu i¢in 6nemli oldugunu ve prolin rezidiilerinin proteinin tersiyer

yapisiyla ve fonksiyonel 6zellikleri ile iliskili oldugunu diistindiirmiistiir (65).

DCX proteini, mikrotiibiil baglayici bir proteindir. Daha 6nce mikrotiibiil baglayan
proteinlerde tanimlanmamis iki mikrotiibiil baglayict domain igerir. Mikrotiibiiller hiicre
boliinmesi, hiicre migrasyonu ve hiicresel morfoloji i¢in ¢ok Onemli olan sitoiskeleti
olustururlar. In vitro calismalarda DCX proteininin mikrotiibiil polimerizasyonunu ve
mikrotiibiil stabilizasyonunu destekledigi gosterilmistir. Bu nedenle DCX proteininin gog
eden noroblastin mikrotiibiil aginin stabilizasyonunu ve uzamasini sagladigi disiintilmektedir
(13). Ayrica ndroblast proliferasyonunda ve néroblast migrasyonunda somal translokasyonda
gorevli olabilecegi sanilmaktadir. DCX bir fosfoproteindir. Proteinleri fosforilleyen JNK,
PKA, MARK, Cdk5 gibi protein kinazlar i¢in substrattir. DCX proteininin protein kinazlar ile
fosforillenmesi sonucunda, DCX’in mikrotiibiiller ile olan direkt polimerizasyon ve
paketleme gorevi inhibe olur. DCX genindeki mutasyonlarin, DCX proteinin anormal
iirlinlerinin mikrotiibiil formasyonunun diizgiin olmamasina neden oldugu diisiiniilmektedir
(13). Ancak henliz DCX genindeki mutasyonlarm protein fonksiyonunu nasil bozdugu
anlasilamamistir. Human mutation database veritabanindan DCX geninde belirlenen
anlamsiz ve yanlis anlamli [64], kirpilma [6], kii¢iik delesyon [9], kiigiik insersiyon [1],
kii¢iik indel [1], biiyiik delesyon [6] tipi mutasyon ve kompleks yeniden diizenlenmelere [1]
ait yayinlara ulasilabilir (117).



Sekil 2-17 DCX geninin domainleri (65, 115)’den
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DCX geninin iki 6nemli domaini
e N-DC (42-150 aa) [Abl fosforilasyon bélgesini (66-73 aa) igerir]
e (C-DC(171-275 aa)
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2.8.3.1. DCX geni ile iliskili hastahklar

DCX ile iliskili lizensefali, erkek olgularda klasik lizensefaliye, disi olgularda

SBH/¢ift korteks sendromuna neden olan bir ndronal migrasyon anomalisidir.

e Izole lizensefali Sekanst (ILS); DCX ile iliskili ILS’li erkek olgularda agir psiko-
sosyal-motor gelisme geriligi, erken baslangicli nobetler ve agir zeka geriligi goriiliir.
Kraniyal MR’da agiri ve pakigiri ile birlikte kalinlasmis bir korteks tabakasi gézlenir. Grade

2-5 lizensefali goriiliir.

e Subkortikal band heterotopisi; DCX ile iliskili SBH/¢ift korteks sendromunda normal
veya hafif 6grenme giigliigli veya agir mental retardasyon gozlenebilir. Olgularin %50°sinde
fokal, %50’sinde generalize nobetler vardir. Nobeti olan olgularin %65°1, antiepileptik
tedaviye direnclidir. Davranis problemlerine rastlanir. Semptomlarin agirlig: altta yatan beyin
malformasyonu ile iliskilidir. Kraniyal MR’da baskin olarak frontopariyetal loblarda

etkilenme goriiliir. Grade 5-6 lizensefali goriiliir.

SBH; frontal loblara smirh ise tipik olarak DCX genindeki mutasyonlar ile iliskilidir.
SBH’li disi olgularin yaklasik %85’inde DCX geninde nokta mutasyonlar1 gosterilmistir.
DCX geninin dizilenmesi ve MLPA yonteminin beraber kullanilmasi1 halinde SBH’si olan

disilerin %90 1na tan1 konulacagi bildirilmektedir (68).

SBH; nadiren posteriyor loblara sinirli olgular LIS/ genindeki mutasyonlar ile
iligkilendirilmistir. SBH olan olgularda, nadiren sitogenetik olarak mozaik 17p13.3
delesyonlar1 bildirilmistir. LIS/ ile iliskili SBH nadiren goriiliir. Beynin oksipitotemporalinde,
SBH’si belirgin olan olgularda LIS/ geninde mutasyonlar tanimlanmistir. SBH’de LIS/
geninde mutasyon simdiye kadar ii¢li mozaik olmak tizere dort olguda bildirilmistir. LIS/
geninde somatik mozaisizm SBH’nin hafif fenotipine yol actig1 diistiniilmektedir (69, 71, 79,
82).
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Matsumato; DCX mutasyonu ve SBH olan birbiri ile akraba olmayan 39 olgu/ailenin
yer aldig1 calismasinda DCX mutasyon lokalizasyonu ile fenotip arasinda zayif bir iligki
kurulabildigini bildirmistir. Bu makalede yanlis anlamli mutasyonlar generalize subkortikal
bantlar ile iligskilendirilirken, anlamsiz ve erken sonlanim mutasyonlar1 frontal band
heterotopisi ile iligkilendirilmistir. Ayrica anlamsiz/ erken sonlanim mutasyonlarin yalnizca
izole olgularda varligi gosterilmistir. Bu bulgu ailevi olgularda yalnizca yanlis anlaml
mutasyon bulan Gleeson ve arkadaslarini desteklemistir (70). Bunun aksine Aigner ve
arkadaslar1 bazi ailelerde somatik mozaisizmin oldugu ailevi olgularda anlamsiz mutasyonlar
bildirmistir (77). Tiim X’e bagl hastaliklarda oldugu gibi, disilerde X inaktivasyonu fenotip-
genotip korelasyonunu zorlastirmaktadir. Penetrans1 %90’dan fazladir. Ancak anlamsiz ve
yanlis anlamli mutasyonu olan heterozigot kadimnlarin nobetler veya belirgin beyin

malformasyonlar1 olmayabilir.

Leger 2008 yilinda DCX genindeki mutasyonlarin genotip-fenotip korelasyonunu
tanimlamak icin yaptig1 calismasinda 180 erkek XLIS olgusunun 33’{inde (17 ailedeki 24 aile
bireyinde ve 9 de novo olgu) DCX geninde mutasyon saptamistir (115). 17 ailedeki 24 aile
bireyinin 10’unda sadece SBH’si, 7’sinde Agiri-Pakigiri-SBH oldugu bildirilmistir. Bu
mutasyonlarmm  19’u  daha Once tamimlanmamis yeni mutasyonlardir. Mutasyonlarin
%79,2’sinin DCX geninin evrimsel olarak korunmus iki 6nemli domaininde; N-DC ve C-
DC’de; olusan yanlis anlamli mutasyonlar olduguna dikkat ¢ekmistir. En sik goziiken
nororadyolojik bulgunun %354,5 ile korteksin anteriyor bdlgesindeki etkilenmenin baskin
oldugu pakigiri ve agirinin oldugunu belirtmistir. Pakigiri-Agiri derecesi olgularin klinik

olarak psiko-sosyal-motor gelisim geriliginin agirlig1 ile uyumlu bulunmustur.

Bu calismada DCX geninde yanlis anlamli mutasyonlu olgular C-DC ve N-DC
domaininde mutasyonu olanlar olarak iki gruba ayrildiginda; C-DC domaininde mutasyonu
olanlarin %358,3’tiniin, N-DC domaininde mutasyonu olanlarin %36,3’iiniin Grade 4-5
lizensefalisi oldugu saptanmustir. Istatistiksel olarak anlamli olmamasma karsin (P=0,12)
calisma grubunda, C-DC domaininde mutasyonlar1 olanlarin daha hafif dereceli lizensefalileri
olmas1 N-DC ve C-DC domainleri ile ilgili genotip ve fenotip yaklagimlarmin klinigi
etkileyebilecegine dikkat ¢ekmistir. Ayrica 33 erkek olgunun 12’sinde (%36,4) Grade 4 ve
6’sinda (%18,2) Grade 3 lizensefali belirlenmistir.
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2.8.4. TUBAIA geni

TUBAIA geni, mikrotiibiilleri kodlayan alfa tubulin gen ailesinin kodladig1 klasik
lizensefali ile iliskilendirilen bir gendir.

Mikrotiibiiller 20-25 nm capinda silindirik yapidadirlar. Alfa ve beta tubulin
polimerlerinin oldugu protofilamentlerden olusmaktadir. Her mikrotiibiil alfa alt iinitesinin
ucu (-), beta alt iinitesinin ucu (+) yiiklii olacak sekilde kutuplanmustir. Mikrotiibiiller hiicre
iskeletini olusturan yapilardir. Mitozda, hiicre hareketinde ve diger biyolojik siire¢lerde rol
oynarlar ve hiicre organelleri i¢in adeta bir omurga olustururlar. Motor proteinlerin hareketi
icin gereklidir. Major mikrotiibiil motor proteinleri mikrotiibiiliin (+) ucuna dogru ilerleyen

“Kinesin” ve mikrotiibiiliin (-) ucuna dogru ilerleyen “Dinein” ‘dir.

Mikrotiibiilleri kodlayan genler, tubulin gen ailesinin iyeleridir. Alfa, beta, gama,
epsilon ve delta gibi tubulin gen aileleri vardir. Alfa veya beta tubulin gen aileleri baslica
tubulin gen aileleridir. Alfa ve beta tubulin gen aileleri tiirler arasi korunmustur. Insan
TUBAIA geni, alfa tubulin gen ailesinin kodladig1 bir gendir. Fare Tubal geni ile belirgin

homoloji gostertir.

TUBAIA geni, 20’ye yakm farkli genden olusan alfa tubulin gen ailesinin bir liyesidir.
TUBAIA geni 12.kromozomun uzun kolunun 13.1 bdlgesine lokalize 4 ekzonlu bir gendir
(NM_006009.2). Yaklasik 4 kilobaz uzunlugundadir. LIS3 geni olarak da adlandirilir.

Ensembl veritabanima gore 451 ve 182 aminoasitlik 2 farkli transkripti vardir (118)

Fetal hayatta insan beyninde yiiksek oranda eksprese edilir. Farelerdeki homologunun
lizensefaliye yol acmasi iizerine, lizensefalili olgularda TUBAIA geni taranmis ve
mutasyonlar saptanmistir (27). TUBAIA nm ekspresyon paterni beyin gelisiminde erken

olusan postmitotik gé¢ eden ndronlarda gosterilmistir (28).
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2.8.4.1. TUBAIA geni ile iliskili hastahklar

TUBAIA geninin insanda lizensefali ile iliskilendirilmesi, lizensefali ile iliskili diger
genlerin klonlanmasindan ¢ok farkli olmustur. LISI ve DCX genleri kromozomal yeniden
diizenlenmeler sayesinde bulunmustur. TUBA 14 geni ise ¢ok merkezli fare modeli ¢alismalar1

sonucunda tanimlanmustir.

Insan genom projesinin 2001 yilinda tamamlanmasinin ardindan, insandaki
hastaliklara benzer hastaliklarin fare modellerinin yapilmasina baglanmistir. Mutajen ajanlarin
kullanilmas1 ile mutant fare modelleri yaratildiktan sonra, mutant fareler davranigsal,
fizyolojik ve dismorfik 6zellikleri agisindan degerlendirilip gruplandirilmistir. Ozgiin bir
fenotipi olan farelerde haritalama calismalar1 ile aday genlere ulasilmis ve bu fenotipe yol

acan aday genlerin insanlardaki homologlarmin hastaliklarla iliskisi arastirilmastir.

TUBAIA geni, ilk kez Keays ve arkadaslar1 tarafindan 2007 yilinda yapilan fare
modeli calismalarinin ardindan insanlarda lizensefali ile iliskilendirilmistir (28). Fare
modellerinde uluslararasi bir merkez olan MRC Harwell Merkezi’nden elde edilen giiglii bir
mutajen olan ENU (N-ethyl-N-nitrosourea) ile indiiklenmis 9216 fare fenotiplerine gore
degerlendirilmistir. Lokomotor aktivitelerine gore 6zgiin fenotipteki fareler se¢ilmistir. Bu
fareler kendi aralarinda ciftlestirildikten sonra haritalama ¢alismalari ile fare Tubala geninde
S140G degisikligi saptanmustir. Immunohistokimyasal ¢alismalar ile Tubala geninin néronal
migrasyona yol agabilecegi anlasildiktan sonra DCX ve LIS geni i¢in daha 6nceden taranmius,
kortikal anomalili 40 hastada TUBA 1A geni dizilenmistir. Klasik lizensefalisi olan 2 olguda,
bu genin dordiincii ekzonunda p.R264C ve p.R402H mutasyonu saptanmistir.

Poirier ve arkadaslar1 (2007) ilk bildirilen bu iki olgu ile birlikte 8 olguyu kraniyal
MR’lar1 ve klinik bulgular1 tartigmistir. Kraniyal MR bulgularinin agiriden laminar
heterotopiye kadar genis bir yelpazede oldugunu ve serebellum, hipokampus, korpus
kallozum ve beyin sapinin etkilenebilecegini belirtmistir (27). Olgularin hepsinde diger klasik
lizensefalili olgulardaki gibi, psiko-sosyal-motor gelisme geriligi ve epilepsi mevcuttur, ancak
klasik lizensefalide rastlanmayan konjenital mikrosefalinin de olgularin hepsinde olduguna

dikkat ¢ekilmistir.
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Bahi-Buisson 2008 yilinda, 100 olguyu TUBAIA mutasyonu i¢in incelenmis, 6 olguda
TUBAIA geninde mutasyon saptanmistir. Olgularin kraniyal goriintiileri gradiente gore
degerlendirildiginde posteriyor bdlgenin daha agir etkilendigi gozlenmis ve klinik ortak
ozelliklerinin  konjenital mikrosefali, psiko-sosyal-motor gerilik, konugsma geriligi,

dipleji/tetrapleji oldugu gozlenmistir (119).

Morris-Rosendahl 2008 yilinda, 6 olguda TUBA 1A mutasyonu saptamustir. TUBAIA
ile iliskili lizensefalide pakigiri, komplet veya parsiyel CCA, inferior vermisin daha belirgin
etkilendigi serebellar hipoplazi, beyin sap1 hipoplazisi ve hipokampusun organizasyon
bozuklugunun gériilebilecegini belirtmistir. Internal kapsiiliin anteriyor bacagmin hipoplazisi
ve yoklugunun kaudat niikleusun putamenden tam ayrilamamasina yol actigma dikkat
cekmistir. Ayrica TUBA 1A mutasyonu tasityan erkek ve kadm olgularda SBH’si bildirilmistir.
Klasik lizensefaliden sorumlu LIS/ ve DCX genleri disinda TUBA 1A nn klasik lizensefalili
olgularm yaklasik % 4’iinden sorumlu olabilecegini, ancak TUBAI1A mutasyonlar1 ile iligkili

fenotiplerin belirlenmesinin gerekli oldugu belirtilmistir (120)
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2.8.5. RELN geni

Motor koordinasyon bozuklugu, tremor ve ataksisi oldugu i¢in ‘reeler mouse’ (sarsak
fare) olarak adlandirilan fenotipe neden olan bu gen D’Arcangelo ve arkadaslar: tarafindan
1998 yilinda ilk kez klonlanmis ve mutant fare fenotipi nedeniyle RELN (reelin) olarak

adlandirilmistr.

RELN geni, 7. kromozomun uzun kolunun 7q22 bélgesine lokalizedir. En uzun
transkripti 11565 b¢ uzunlugunda olup, 65 ekzon icerir (NM 005045.2). Ensembl veri
tabanina gore 10 farkli transkripti vardir (121) . Serin proteaz aktivitesi igeren bir hiicre dis1
matriks proteini olan Reelin’i kodlamaktadir. Reelin proteini 3461 aminoasit igerir ve
yaklagik 388kDa agirhigindadir. Serebrum ve serebellumda noronlarm migrasyonunda rol
oynamaktadir. Reelin proteini; Cajal-Retzius hiicreleri, kortikal ve hipokampal GABAerjik
hiicreler ve serebellumun eksternal graniil tabakasindaki graniil hiicreleri tarafindan
salgilanmaktadir. Fetal donemde belirgin yiiksek oranda serebellumda olmak {izere, fetal ve

postnatal donemde insan beyin ve karaciger dokusunda eksprese olmaktadir.

RELN geni serebellar hipoplazi ile birlikte olan lizensefali (LIS2) ile
iliskilendirilmistir. Beyin sap1 ve hipokampus da etkilenmistir. Etkilenen olgularda agir

ataksi, mental retardasyon ve epilepsi goriiliir.

Reelin proteinin N-terminal ucunda 27 aminoasit uzunlugunda bir sinyal peptidi
bulunur. Bu sinyal peptidinin ardindan, kisa hiicre dig1 matriks proteinlerinde bulunan BNR
(Bacterial neuraminidase repeat) tekrarlar1 gelir. Daha sonra proteinin 3 boyutlu yapisi i¢in
onemli olan, proteinin reseptorlerini ve diger molekiilleri tanimasinda yardimei 8 adet reelin
tekrar1 denen EGF-benzeri (Epidermal Growth Factor-like) tekrar yer alir. Proteinin C-
terminal ucunda ise, homopolimer yapinin olusmasinda gorevli Reelin-Reelin iletisimi i¢in

onemli CR-50 epitobu bulunur.

Reelin proteininin ApoER2, VLDL-R ve a3p1 integrin proteini gibi reseptorleri
vardir. Reelin’in bu proteinler ile etkilesime girmesiyle hiicre i¢i Dabl adaptor proteini aktive
olur. Boylece Lisl, mNudE, Cdk5, Nudel gibi hiicre i¢i pek ¢ok protein fosforile olur.
Fosforile olan proteinler, Dinein ve mikrotiibiiller ile bir kompleks olusturur. Reelin’in gorev

ald1g1 bu yolagin hiicre migrasyonu ve sinaptik plastisite i¢in dnemli oldugu diisiiniilmektedir.
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2.8.5.1. RELN geni ile iliskili hastahklar

RELN, 7q22.1’e lokalize 65 ekzonlu bir gendir. Beyin gelisimi ve noronal
migrasyonda hiicre-hiicre iletisiminde rol oynayan biiyiik bir hiicre dis1 matriks proteinini

kodlamaktadir (29, 30)

Serebellar hipoplazi ile birlikte lizensefali (LCH); belirgin serebellar hipoplazinin
eslik ettigi lizensefalidir. LCH, klinik ve radyolojik degerlendirilmeleri ile bu hastaligi 6
grupta (LCHa/LCH b/LCHc¢/LCHd/LCHe/LCHf/LCHg) toplamistir. LCH (b); orta derecede
(4-10 mm) kortikal kalmhgin gorildigl, pakigiri ile birlikte tiim serebellumun agir

etkilendigi ve serebellar folyalarin secilemedigi RELN geni ile iliskilendirilen gruptur.

Hong ve arkadaslarinin Ingiliz digeri Suudi Arabistan’li toplam iki aile, RELN geninde
gosterdikleri nokta mutasyonlar1 simdiye kadar bildirilmis o6rneklerdir. Literatiirde
kromozomal yeniden diizenlenmeler nedeniyle RELN proteininin saptanamadigi néromotor
retardasyonu ve epilepsisi olan ve kraniyal MR’larin LCH (b) grubunda degerlendirildigi
olgular bildirilmistir. Bu olgulardan biri Chang ve arkadaslari tarafindan 2007 yilinda
bildirilen akraba evliligi yapan bir Tiirk ailenin ¢ocugudur. Kromozom analizinde 7.

kromozomda homozigot perisentrik inversiyon 46,XX,inv(7)(p11.2q22) saptanmistir (89).

Diger bildirilen olgular ise; Zaki ve arkadaslar1 tarafindan 2007 yilinda bildirilen
akraba evliligi yapan Misir’li bir ailenin iki ¢ocugudur. Kromozom analizinde homozigot
dengeli resiprokal translokasyon t(7;12)(q22;p13) saptanmistir. Bu olgularda kromozomal
degisikligi nedeniyle RELN geninin fonksiyon kaybina ugradigi ve RELN proteinin eksprese
olmadig1 gosterilmistir (90).

Noropsikiyatrik bozukluklar; sizofreni, bipolar bozukluk ve otizmdir. Postmortem
insan beyin dokusunda ve heterozigot mutant farelerin davranissal caligmalarinda reelinin
cesitli noropsikiyatrik bozukluklar ile iligkili oldugu gosterilmistir (122, 123) Ancak halen

reelinin bu hastaliklar ile iliskisi net olarak anlasilamamuistir.
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2.8.6. ARX geni

Aristaless Related Homeobox (ARX) geni Xp22.13 bolgesinde, yaklasik 12.5 kb
biiytikligiinde, 5 ekzonlu bir gendir. Transkriptin kodladigi boélge 1686 baz ciftidir
(NM_139058.2). UniProtKB/Swiss-Prot veritabanina ve Ensembl (124) veritabanina gore bir
transkripti mevcuttur (www.uniprot.org) (125) ARX geni 562 aa olan ARX proteinini kodlar.

ARX proteinin Homeobox (328-387.aa) ve Aristaless (530-543.aa) domaini olmak tizere iki
onemli domaini bulunmaktadir. ARX geni fetal ve eriskin beyin hiicrelerinde eksprese

olmaktadir.

Fetal beyinde eksprese olmaya, noral plate doneminde baslar. Ozellikle germinal
matriks noral prekiirsorlerinde ve ventrikiiler zonda (subventrikiiler zon, kortikal plak, kaudat
niikleus, putamen, substanstia nigra, singulat ve hipokampus) eksprese olmaktadir. Ayrica
fetal testis, erigkin kalp, ¢izgili kas hiicresi ve karacigerde de eksprese olmaktadir. Merkezi ve
periferik sinir sisteminin gelismesi i¢in dnemli oldugu, aksonal migrasyonda ve GABAerjik

noron degisiminde rolii oldugu tanimlanmastir.

ARX geni, DCX geninden sonra lizensefali ile iligkilendirilen ikinci X kromozomuna

lokalize gendir, bu nedenle LISX2 olarak da adlandirilir.
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2.8.6.1. ARX geni ile iliskili hastahklar

ARX genindeki mutasyonlar farkli fenotiplere yol acabilmektedir. Bunlar, MRX, West
Sendromu, Partington Hastaligi, kuskulu genitalyaya eslik eden X e bagli lizensefali (XLAG),
hidranensefali ve otizmdir. ARX mutasyonlarmin fenotipe etkisi, mutasyonun tipine ve gen

icindeki pozisyonuna gore degismektedir (Tablo 2-6).

Homeobox bolgesinin korunmus rezidiilerindeki yanlis anlamli ve erken dur kodonu
mutasyonlar genelde XLAG ile iliskilendirilirken, genin diger bolgelerindeki yanlis anlamli
mutasyonlar ve ekzon 2’de bulunan -GCG- tekrarlarindaki artiglar genellikle, West sendromu,
Partington Sendromu ve MRX ile iligskili bulunmaktadir. ARX genindeki -GCG-
tekrarlarindaki artisin  proteinin agregasyonuna neden oldugu ve lokalizasyonunun
degismesine yol actig1 belirtilmektedir. En sik gdzlenen mutasyon ekzon 2’deki 24 bg’lik
duplikasyondur.

X’e bagh lizensefali ile birlikte kuskulu genitalya ve hidranensefali (XLAG; MIM
# 300215) XLAG, ARX’in fonksiyon kaybettiren mutasyonlar1 ile olusmaktadir. Bu
mutasyonlar ilk 4 ekzonda goézlenen biiyiik delesyonlar, ¢er¢ceve kaymasit mutasyonlar1 ve
transkripsiyonun erken sonlanmaya neden olan mutasyonlaridir. Homeobox ve Aristaless
domainindeki korunmamis yanlis anlamli mutasyonlarin da XLAG’a neden olabilecegi
bildirilmistir. Kato ve arkadaslar1 bir ailede ARX geni ¢erceve kaymasi mutasyonu gozlenen 4
ekilenmis erkek olguda fenotipik degiskenlik saptamuslardir. Iki olguda XLAG ve birinde
hidranensefali bulunmustur. Anlamsiz mutasyonu olan bir erkek olguda ise makrosefali,
kuskulu genitalya ve hidranensefali bildirilmistir. XLAG, hidranensefali ve kuskulu genitalya
ARX mutasyonlar1 ile iligkili olup, bu bulgular birlikte goriilebilecegi gibi aile ici
degisikliklerle de goriilebilmektedir.

Proud Sendromu: (MIM # 300004) Proud sendromu X’e bagli dominant gegisli
mental retardasyon, CCA ve kuskulu genitalyay1 icermektedir. Dort kusaklik bir ailede
etkilenmis alt1 erkek ve ii¢ kiz olgu tanmimlanmustir. Ug erkek olgu infantil donemde
kaybedilmis, yasayan 3 erkekte mikrosefali, kontraktiirler, skolyoz, dismorfizm, optik atrofi,
genis alveolar kemer, epilepsi, renal displazi, kriptorsidizm ve hipospadiyas saptanmistir.
Fenotip etkilenmis kizlarda degisken olmakla beraber, etkilenmis erkeklere benzer oldugu

belirtilmistir.
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Partington sendromu: (MIM # 309510) Partington sendromu, X’e bagl resesif
kalitim gosteren mental retardasyon sendromudur. Ilk kez 1988’de genis bir Avustralyali
ailede tanimlanmistir. Bu dort kusaklik ailede, on etkilenmis erkek ve alt1 tasiyic1 disi
bulunmaktadir. Etkilenmis erkeklerde hafif-orta MR, distonik el hareketleri, dizartri ve
koordinasyonsuz yiirlime bulgular1 varken, tasiyici disilerde bu bulgular yoktur. Distonik el
hareketleri 3-4 yaslarinda belirgin duruma gelir ve yavas ilerler (55). Bu fokal distoni
“Partington sign” olarak bilinir. Distoni yiiz ve konusma kaslarmi etkileyerek dizartriye
neden olabilir. Ekzon 2°de, 24 b¢ duplikasyon (c.428-451dup24) sonucu ARX proteininde 2.
polialanin siralamasinda artis gosterilmistir. Ayni mutasyonu tastyan farkli aileler bildirilmis

ve tasiyici disiler etkilenmemistir.

Infantil spazm: (West sendromu) (MIM # 308350) infantil spazm; ani ve genellikle
bilateral olan boyun, gdvde ve ekstremite kaslarinda tonik kontraksiyonlarla karakterize bir
epilepsi tiiriidiir. EEG’de hipsaritmi goriiliir. West sendromuna neden olan tek gen hastaliklar1
icinde Tuberoskleroz yer alir. Bildirilen ailevi olgularda ARX geninin ikinci ekzonunda 24 bg
duplikasyon saptanmistir. Bu mutasyon 1. polialanin dizisinde ekspansiyona neden

olmaktadir.

XMESID: X’e bagh miyoklonik epilepsi/spastisite/bilissel bozukluk (MIM
#308350) Scheffer ve arkadaslar1 iki kusak Avustralyali bir ailede alt1 etkilenmis erkek olguda
miyoklonik epilepsi, agir gelisim geriligi ve spastisite bildirmislerdir. Etkilenmis erkeklerin
antiepileptik tedaviye direngli epilepsileri 2 ila 18 aylikken baslamustir. Infantil spazm, tonik
epilepsi ile baslar ve miyoklonik tonik-klonik nobetler ile devam etmektedir. Bu ailenin {i¢
tastyici disi bireyinde hiperrefleksi ve birinde ilerleyici spastik ataksi oldugu belirtilmistir. Bu

ailede, ARX geninin homeobox bolgesinde yanlis anlamli mutasyon saptanmistir.

MRX: ARX mutasyonu, MRX ailelerinin % 10 undan fazlasinda saptanmaktadir. En
sik goriilen mutasyon, ekzon 2 de 24 b¢ duplikasyon mutasyonudur ve bu mutasyon tim ARX
gen mutasyonlarmin yaklasik % 40’mi1 olusturmaktadir. 4RX geni mutasyon sikligi, XLMR
ailelerinde yaklasik % 7,5 yalnizca etkilenmis iki erkek kardesin bulundugu ailelerde ise %
2,2 olarak bildirilmektedir. Bu veriler XLMR de, ARX in FMRI geni mutasyonlarindan sonra

ikinci siray1 aldigini vurgulamaktadir
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. CALISMA GRUBU

Calisma grubumuzu, 1996-2009 tarihleri arasinda Istanbul Universitesi, Istanbul Tip
Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda, mikrosefali, psiko-sosyal-motor gerilik ve
kortikal anomali nedeniyle incelenen; metabolik hastalik lehine laboratuvar ve klinik bulgusu
olmayan, MSS goriintiilemeleri ile Lizensefali Spektrumu igerisinde degerlendirilen 10 aile
(11 etkilenmis olgu) olusturmaktadir. . Calismamizda kullanilan molekiiler taniy1 yonlendirici

akis semasi1 Sekil 2-14 ve 3-1°de yer almaktadir.

Calismanin etik acidan uygunlugu, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir (Dosya no: 2008/2075). Calismaya katilan ailelerden bilgilendirilmis onam

alimustir.

3.2. YONTEMLER

3.2.1. KLINiK DEGERLENDIRMELER

Olgularin fizik muayenesi Tablo 3-1°de verilen muayene formu esas almarak
kaydedildi. Aile dykiilerine gore aile agaclar1 hazirlandi. Etkilenmis bireylerin fotograflar1 ve

kraniyal MR goriintiileri arsivlendi.



Tablo 3-1No6ronal migrasyon anomalileri muayene formu

58

Aile No: G.T:
Adi-Soyadz: Protokol No:
D.T/ yas1: DNA No:
Adres bilgileri: Tel:
Akrabalik: Ozgegmis: Soygecmis:

Antenatal/Natal/Postnatal:

Psiko-sosyal-motor gelisme:

Aile agaci

Fizik muayene:

Tart: cm Boy: cm  Basgevresi: cm(SD)
Dismorfik bulgular:

Sistem bulgulart:

Kraniyal goriintiileme:

Ek tetkikler (DMH, IOA, G6z ve KBB konsiiltasyonu, Denver II Gelisim Testi)

ON TANI

Miller-Dieker Sendromu (MDS)

Izole LIS sekansi (ILS)

Subkortikal Band Heterotopisi (SBH)

Serebellar hipoplazi ile birlikte lizensefali (LCH)

X’e bagh kuskulu genitalya ile birlikte Lizensefali (XLAG)

Sitogenetik /molekiiler sitogenetik incelemeler
Karyotip:

MDS FISH:

MLPA (P061- Lissencephaly) analizi:

Molekiiler analizler (dizi analizi)

LIS1: YWHAE: DCX: RELN: ARX:

TUBAIA:




Sekil 3-1 Molekiiler taniy1 yonlendirici akis semasi

1
l
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Lizensefali Derecesi Grade

Gradient

Dismorfizm

LIS1
+
14-3-3¢

MDS

./|._‘_x

DCX

LCH

a>p pP-a
[ |
Korteks Korteks
(mm) (mm)

Agir
serebellar
hipoplazi

LIS1

e

RELN 7

10-20 mm 4-10 mm
1

5,6

Gradient

a>p p>a
1

DCX LISt

SBH

CCA

—

ARX

2

ILS

Sekil 3-1 Molekiiler taniy1 yonlendirici akis semasi (100)’den degistirilerek
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3.2.2. SITOGENETIK ve MOLEKULER SITOGENETIK YONTEMLERI

3.2.2.1. HRBT teknigi ile kromozom analizi

Hiicrelerden kromozom eldesi ile elde edilen kromozomlar metafaz ve/veya
prometafaz evresinde >550 band diizeyinde HRBT (High Resolution Banding Technique) ile

incelendi.

3.2.2.2. FISH analizi

MDS klinik tanili olgular kromozomlarin belli bolgelerine 6zgiin DNA dizilerinin
problarla (enzimatik yolla florasan veren madde) isaretlenerek DNA ile hibrid olusturmasi ve
mikroskopta goriintiilenmesi esasma dayanan FISH teknigi (Floresan in Situ Hibridizasyon)
ile incelendi. Bu olgularda FISH analizi ile tan1 koymak i¢in LIS/ geninin 80kb’lik kismini
iceren 17p13.3 bolgesine baglanip 110kb uzunlugundaki DNA dizisini kirmizi renkli florasan
ile isaretleyen SMS/MDS/ILS prob kombinasyonu kullanildi (Cytocell/Aquarius Smith
Magenis/Miller-Dieker/ILS probe combination).

3.2.2.3. MLPA analizi

MLPA (Multiple ligation-dependent probe) yontemi gen i¢i delesyon veya
duplikasyonlarin analizleri i¢in tercih edilen bir yontemdir. Bu yontemle, analiz edilecek
bolgeye spesifik tasarlanmis ticari problar ile tek ekzon gibi kiicik DNA pargalarinin

delesyon veya duplikasyonlar1 saptanir.

Lizensefali ile iliskili hastaliklar1 inceledigimiz ¢alismamiz icin MRC-Holland SALSA
MLPA P061-BI-Lissencephaly kiti kullanildi. Bu kitin igerdigi problar sunlardir: izole
lizensefali sekansi ve Miller-Dieker Sendromu ile iligkili LIS/ geninin baslangic ve dur
kodonlar1, ekzonlar1 (1, 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11) ve intronlar1 (2, 4); Miller-Dieker
Sendromu’nda delesyona ugradigi gosterilen fenotipi modifiye edici etkisi olan LIS/ geninin
5> ucuna komsu MGC3329 geni, HICI’in 1 ve 2 ekzonlari, YWHAE nin 1 ve 4 ekzonlar1 ile
LIS geninin 3’ ucuna komsu olan KI440664 geni ve GARNL4 geni; DCX geninin baglangic

ve dur kodonlari, ekzonlar1 (1-7); periventrikiiler nodiiler heterotopi ile iliskilendirilen FLNA
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geninin baslangi¢c ve kodonlari, baz1 ekzonlar1 (3, 10, 21, 24, 28, 37, 44); konjenital muskiiler
distrofiler ile iliskili POMGnT1 geninin baslangi¢ ve dur kodonlari, ekzonlar1 (2, 6, 17, 20);
POMT1 geninin baslangi¢ ve dur kodonlari, ekzonlar1 (2, 5, 17, 19).

Her bir DNA 06rnegi 0,2 ml’lik PCR tiiplerinde MLPA reaksiyonu i¢in 5ul hacminde
50-200 ng gDNA olacak sekilde TE ile diliie edildi. 98°C’de 5 dakika termal dongii cihazinda
(MJ Research PTC-200) denatiire edildi. Prob hibridizasyonu i¢in her MLPA 6rnek tiipiine
1,5ul SALSA probemix ve 1,501 MLPA buffer eklendi ve 95°C’de 1 dakika inkiibasyon
sonrast 16 saat 60°C’de prob-DNA hibridizasyonu saglandi. Ligasyon reaksiyonu igin;
hibridizasyon asamasindan sonra 0,2 ml’lik tiipler termal dongii cihazinda 54 °C’de
bekletilirken 32 pl ligase-65 mix her bir ornek tiipline eklendi. 15 dakika 54 °C’de inkiibe
edildikten sonra, 98°C’de 5 dakika bekletildi [Ligase-65 mix: 3 ul Ligase-65 buffer A + 3 ul
Ligase-65 buffer B + 25 ul bidistile su (H,0) +1pul Ligase-65]. Ligasyon reaksiyonu sonrasi
yeni bir 0,2 ml’lik tiiplere aktarilan 10 pl ligasyon reaksiyonu 6rnegine 26 ul bidistile su
(H20) ve 4 pl SALSA PCR buffer ve 10 ul Polymerase mix termal dongii cihazi 60°C’de
bekletilirken eklendi ve PCR reaksiyonu baslatildi [ Polymerase mix: 2 ul SALSA PCR-primer
+ 2 ul SALSA Enzyme Dilution buffer + 5,5 ul bidistile su (H,0) + 0,5 ul SALSA Polymerase].
PCR reaksiyonu, 95°C’de 30 sn denatiirasyon, 60°C’den 30sn’lik baglanma 1silarinda ve
72°C’de 60 sn uzama basamaklarindan olusan toplam 35 dongii ve son olarak 72°C’de 20 dk
inkiibasyon periyodu termal dongii cithazi (MJ Research PTC-200) kullanilarak
gerceklestirildi.

Amplifikasyon iirlinlerinin elektroforez ile separasyonu i¢in firma protokoliine uygun
olarak Beckman-Coulter kapiller elektroforez cihazi kullanildi. Elde edilen veriler MRC-

Holland in (Microbiology Research Centre; www.mlpa.com/www.mlpa.com/coffalyser/

support. html) 6nerdigi Coffalyser yazilimi ile degerlendirildi.
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3.2.3. MOLEKULER YONTEMLER

3.2.3.1. DNA eldesi

DNA izolasyonlar1 Sml K3 EDTA’] tiiplere alinan periferik kandan, kit kullanilarak,
firma protokoliine uygun olarak elde edildi (DNA Isolation Kit for Mammalian Blood, Roche
Diagnostics/Elips-Istanbul ).

3.2.3.2. RELN geni icin homozigosite haritalanmasinda kullamlan polimorfik

markorlerin secimi

Polimorfik markérlerin toplumumuzdaki heterozigotluk oranmi bilinmediginden ikisi
gen ici ikisi ve gen disinda kalmak {izere en az 4 polimorfik markor se¢ilmesi amacglandi. Bu
say1, non informatik durumunu azaltma konusunda oldugu kadar, olas1 kompleks gen yapilari

nedeniyle caligmayan PCR reaksiyonlarina kars1 da bir tedbir olarak goriildii.

RELN genine ait polimorfik markor se¢imi i¢in ilk asamada UCSC (University of
California, Santa Cruz) Genome Browser’'daki veri bankasi tarandi. Genin 3’ucunda
(D7S2509), 2. intronda (D7S796), 3. intronda (D7S2504) ve 5’ucunda (D7S658) bulunan

polimorfik markorler segildi.

Homozigosite haritalamasinda informatiflik durumu haplotiplerin ayirt edici 6zellikte
bulunup bulunmamasima gore tanimlandi; anne ve babanin sahip oldugu alellerin birbirinden
farkli haplotipler géstermesi durumu “tam informatif”, bir ortak haplotip bulunmasi durumu
“vart informatif” ve birden fazla ortak haplotip bulunmasi durumu ise “non-informatif™

olarak degerlendirildi.
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3.2.3.3. Homozigosite haritalanmasinda kullamilan polimorfik markérlerin polimeraz

zincir reaksiyonu (PCR) ile cogaltilmasi

Polimorfik markoérler, kullanilan enzimin uygulama talimatlar1 modifiye edilerek PCR
yontemi ile ¢cogaltildi. Her bir PCR reaksiyonu i¢in 200-400 ng gDNA, 1 x tampon soliisyonu
[10x(NH4)2S04], 1,5 mM MgCl,, %4-10 DMSO (Sigma), 200 uM dNTP, 0.3-0.8 uM ileri ve
geri primerler ve 0,5 U Taq polimeraz enzimi (MBI Fermentas, Elips-Istanbul) kullanildi.
Reaksiyon karisimi, bidistile su (H,0) ile S50ul’ye tamamlandi. PCR, 94°C’de 5 dakika siiren
ilk denatiirasyon 1sisin1 takiben, 94°C’de 30 sn denatiirasyon, 62°C- 52°C’ye kadar kademeli
olarak diisiirilen 30sn’lik baglanma 1silarinda ve 70°C’de 70 sn uzama basamaklarmdan
olusan toplam 40 dongii ve son olarak 70°C’de 10 dk’lik uzama basamagi olacak sekilde,
touch-down PCR yontemi kullanilarak, termal dongii cihazinda (MJ Research PTC-200)
gerceklestirildi. Amplifikasyon sonrast PCR 6rneklerinden Sul almarak, 123 b¢’lik merdiven
markorii (Sigma) paralelinde 10pg/ml etidyum bromiir iceren %1,2’lik agaroz (Sigma) jelde,
IXTBE soliisyonunda 80 V’da 20-25 dk yiiriitiillerek boyutlarna gére ayrildi. Elde edilen
bantlar ultraviole (Omes, Fotodyne, ABD) 1sik altinda goriintiilenerek fotograflar1 kayit
edildi.

3.2.3.4. Poliakrilamid jel elektroforezi ve giimiis boyama ile haplotipleme

Cogaltilan markorler ayarlanabilir vertikal elektroforez cihazinda (24x16 cm
boyutundaki camlarda OWL ayarlanabilir # ADJ-1 vertikal elektroforez Cihazi ve 42x33cm
boyutundaki camlarda (C.B.S. SCIENTIFIC CO. #SG-400-33 Elektroforez cihazi), iiriin
boyutlarma gore (265 bg/178 bg/197bg/270-290 bg) %10°luk (19:1) denatiiran poliakrilamid
jel karigimi kullanilarak, on yiiriitme siiresinden hemen sonra (OWL’da 400 Voltta 30 dakika,
C.B.S.’de 1000 Voltta 1 saat) yiriitiildi. PCR {riinleri akrilamid jelin kuyucuklarina
yliklenmeden Once, On yiirlitme yapilan akrilamid jelin sicakligmin, denatiiran etkisini
gostermesi icin 50-55 °C’ye ulagmasi saglandi. 20 pl’lik PCR firiinlerinin iizerine 2:3
oraninda olacak sekilde formamid eklendi. 98°C’de 30 dk denatiire edilen PCR f{iriinii-
formamid karisimlarindan 8’er pl alinarak jelin kuyucuklarmma yiiklendi. PCR iirilinleri
boyutlarma gore kendi aralarinda gruplandirildi ve her bir grup i¢in yiiriitme siiresi ve voltaj

diizeyi degismekle birlikte C.B.S’de 700-1000Voltta 12-17 saat OWL’da, 400 Voltta 14-19
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saat yiirtildii. Jel yiritiildikten sonra 10dk fiksasyon soliisyonunda (%10 etanol, %0,5
asetik asit) fikse edildi. Daha sonra 30 dk %0,1 AgNo3 (Sigma) c¢ozeltisi ile boyandi. Son
olarak %1,5 NaOH (Sigma), %0,4 formaldehit (Sigma), %0,01 NaBH4 (Sigma) soliisyonunda
bantlar jel lizerinde belirene kadar bekletildi (108). Jel lizerindeki bantlar degerlendirilerek

genotiplendi.

3.2.3.5. Primerlerin tasarlanmasi

Genomik DNA ve/veya komplamenter DNA i¢in primer tasarlanirken segilen
oligoniikleotidlerin herhangi bir SNP (Single nucleotide polymorphism) iizerine
gelmemesine, tekrarlayan diziler {izerinde bulunmamasma, ileri geri niikleotidlerin
baglanma 1silarinin (Tm; melting temperature) birbiri ile aynm1 ya da en fazla +/-2 °C
farkli olmasina, icerdigi AT ve CG niikleotidlerinin oldugunca esit dagilimli olmasina,
18-22 niikleotid icermesine ve gen bolgesi i¢in 6zgilin olmasina 6zen gosterildi (112).

Ozgiinliik, UCSD Genome Browser’dan “in silico PCR” interaktif sistemi ile test edildi.

RELN lokusuna 6zgiin mikrosatellit markdrlerin primerleri standart olup, GDB.
org’da (Genome Database) tasarlanmis olarak sunuldugundan, diziler bu siteden elde
edildi (Ekler 8.1 bolimiinde sunulmustur). DCX, LISI, TUBAIA, YWHAE ve ARX
genlerinin tiim ekzonlarmi dizileyebilecek ve genomik DNA’nin intron-ekzon baglanti
bolgelerinden en az 100 baz ¢ifti introna girecek sekilde ve RELN geninin komplamenter
DNA’sinda ise tiim kodlanan ekzonlar1 dizileyecek sekilde birbiri ile Ortiisen primerler
tasarlandi. DCX, LISI, TUBAIA, ekzonik ve RELN geninin hem ekzonik hem de intronik

primerleri Ekler 8.1 boliimiinde sunulmaktadir.

3.2.3.6. Dizileme oncesi genlerin ekzon bélgelerinin genomik DNA’da ve komplamenter

DNA’da PCR yontemi ile ¢cogaltilmasi

RELN genine ait polimorfik markorler i¢in homozigot olan bireylerin ekzon
bolgelerinin dizilenebilmesi i¢in 3.2.25 bolimiinde belirtilen PCR reaksiyonu kosullarinda,
uygun baglanma 1silar1 ™ ve bu 1silar -/+2 °C’leri kullanilarak, ikili veya ii¢ asamali 1s1

dongiilerinde ¢ogaltildi.
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3.2.3.7. Saflastirma

PCR firiinleri ticari kit kullanilarak, firma protokoliine uygun olarak saflastirildi

(Genemark PCR Clean—Up Kit, Genomed-Istanbul)

3.2.3.8. DNA dizi analizi

PCR yontemi ile ¢ogaltilan ekzon bolgeleri ABI 3730 XL otomatik kapiller DNA
dizileyicisinde (Applied Biosystems, Macrogen Inc., Seul, Kore) hizmet alim1 olarak bir dig
laboratuvarda gergeklestirildi. Dizileme sonuglar1 Chromas 2.32

(www.technelysium.com.au/chromas.htlm) ve NCBI BLAST (Basic Local Asligment Search

Tool; www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) programlar1 kullanilarak bilgisayar ortaminda analiz

edildi. Dizi analizi sonucunda saptanan degisimlerin tanimlanmig SNP olup olmadiklari

“NCBI Entrez SNP” (www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP) ve “ENSEMBL, GeneSNPView”

(www.ensembl.org/genesnpview) veri tabanlari kullanilarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR
Klinik ve radyolojik bulgular ile Lizensefali Spektrumu i¢inde degerlendirilen 10 aile
(11 etkilenmis olgu) calisma grubuna katild1.

Bulgular baghigi altinda; klinik bulgular, genetik laboratuvar uygulamalarmin

sonuclar1 ve bulgularin yonlendirdigi genetik danigmanlik verileri yer almaktadir.

e Etkilenmis olgunun klinik bulgulan
Fizik muayene bulgular1
Aile agaci
Kraniyal MR goriintiileri

Fotograf

¢ Genetik laboratuvar uygulamalarinin sonuclan
HRBT teknigi ile kromozom analizi sonuglari
FISH analizi sonuglar1
MLPA analizi sonuglar1
SNP array analizi sonuglar1
Haplotip analizi sonuglar1

Dizi analizi sonuglari

¢ Kiinik ve laboratuvar bulgularinin 6zeti

¢ Genetik damisma
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4.1. Aile L01

4.1.1. Aile L01’de etkilenmis olgunun klinik bulgularn

Aralarinda akrabalik olmayan saglikli anne ile saglikli babanin ilk gebeliginden olan
kiz cocuklar1 4 yasinda psiko-sosyal-motor gelisme geriligi, mikrosefali, nobet Oykiisii
(generalize tonik-klonik) ve kortikal anomali nedeniyle poliklinigimizde degerlendirildi (G1
P1).

Aile Oykiisiinde olgunun amcasinin hafif mental retardasyonu oldugu ifade edildi
(Sekil 4.1).

Antenatal, natal, postnatal Oykiisiinde Ozellik yoktu. Gebelik zamaninda, normal
spontan dogum ile sonlanmisti. Dogum tartis1 3100 g ve boyu 52 cm, do§um bas cevresi
bilinmiyordu.

Fizik muayenesinde (4 yas) boyu 97,5 cm (25-50p), kilosu 11700 g (3p) ve bas
cevresi: 45 cm (<3p; -4; -5SD) idi. Mikrosefali, bitemporal darlik, dolgun yanaklarin oldugu
armut seklinde dismorfik yiiz goriniimii mevcuttu (Sekil 4-3). Dar damak yapis1 ve
retrognatisi, gomiik disleri vardi. Parmaklar1 uca dogru incelmekteydi ve fetal parmak
yastikciklar1 bulunmaktaydi. Genital muayenesinde labiyum majér ve minuslar hipoplastik
olarak gozlendi. Norolojik muayenesinde hipotonisitesi mevcuttu ve géz kontagi kurulamadi.
Derin tendon refleksleri azalmis. Klonus yok. Babinski (-) Diger sistem muayenelerinde
ozellik yok.

Denver II Gelisim Testi’'nde (kronolojik yas:7 yas 6 aylik); kaba devinsel 6 ay, ince
devinsel 3 ay, kisisel sosyal 3 ay ve dil 5 ay ile uyumluydu.

Kraniyal MR degerlendirmesinde sulkus yapilarinda silinme ve giruslarda diizlesme
izlenmekteydi (Sekil4-2). EEG incelemesinde bilateral frontotemporal bolgede keskin-yavas
dalga aktivitesinin generalize oldugu gozlendi.

Kraniyal MR goriintiiler1 beynin posteriyor bdlgesinin daha agir etkilendigi klasik
lizensefali (Grade 2) ile uyumlu bulundu (Dr. J. Gleeson). Agir psiko-sosyal- motor gerilik,
mikrosefali, nobet 6ykiisii, dismorfizm ve Grade 2 klasik lizensefali nedeniyle MDS 6n tanida
diisiiniildii ve ¢alisma grubuna dahil edildi.

MDS 6n tanisiyla kromozom analizi, MDS’ye 6zgiin prob ile FISH analizi (Sekil 4-4)
ve P061 kiti ile MLPA analizi (Sekil 4-5) planlanda.
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Sekil 4-1 Aile L01’in aile agaci

O
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Sekil 4-2: Aile L01°de etkilenmis olgunun
kraniyal MR goriintiisii

Beynin posteriyor bolgesinin daha agir
etkilendigi klasik lizensefali (Grade 2) ile

uyumlu bulundu.

Sekil 4-3 Aile L01’deki etkilenmis olgu (4 yas)
(ITF Tibbi Genetik AD arsivi)
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4.1.2. Aile L01’in genetik laboratuvar uygulamalarinin sonuclarn

Sekil 4-4 Aile L01’deki etkilenmis olgunun
FISH analizi

SMS/MDS/ILS 6zgiin prob (Aquarius-Cytocell)
ile yapilan FISH ¢alismasinda 17.
kromozomlardan birisinde MDS bdlgesinde

sinyal alimmadi.

| delesyon

YWHAE HIC1 MGC3229 exi ex 2 ex3ex4 5 ex6 ex7 ex8 ex9 ex10 exmn KIAAOGS4 KIAA1039
— b HH L H L -+
- —_— -—— f— .,— —
Td YWHAE HIC1 MGC3329 PAFAH1B1 (LIS1) KIAA0664 KIAA1039
e L | - - +t + + H-# L 1+ — _— + +# - en

Sekil 4-5 Aile L01°deki etkilenmis olgunun MLPA P061 (Lissencephaly) kit analiz sonuclari
PAFAHIBI (LISI) genine komsu genler [telomerik tarafta METTI0D (MGC3329)
sentromerik tarafta KIAA0664] aras1 yaklagik 183,423 bg¢’lik bir delesyon oldugu

saptandi.




70

4.1.3. Aile L01’in klinik ve laboratuvar bulgularinin 6zeti
v' Agir psiko-sosyal-motor gerilik, mikrosefali, nobet oykiisii, dismorfizm ve klasik
lizensefali (Grade 2) nedeniyle MDS 6n tanida diisiiniildi. Olgumuzun HRBT ile
yapilan kromozom analizi normal sonuglandi. MDS’ye 6zgiin prob ile yapilan FISH
analizinde 17p13.3’de delesyon saptandi. Klinik ve radyolojik olarak 6n tanida

diisiiniilen Miller-Dieker Sendromu tanis1 kesinlesti.

v' MLPA sonuglar1 ile METTI0D geninin (“-* zincirde) linci ekzonundan yukariya
dogru 5’promoter bolgesinde ilerleyen, PAFAHIBI (“+” zincirde) geninin tamamini
ve 25 ekzonlu KIAA0664 (“- zincirde) geninin 15-25 ekzonlar1 arasini kapsayan bir
delesyonun varligin1 ortaya koyarak olguda“Contiguineous gene syndrome”(ardigik

gen sendromu) tanisini kesinlik kazand1.

v' Anne ve babanin kromozom analizi ve MDS’ye Ozgiin prob ile yapilan FISH analizi

normal sonuglandi ve olgumuzun de novo ardisik gen sendromu oldugu belirlendi.

Karyotip 46,XX
FISH analizi sonucu (Sekil 4-4) 46,XX.ish del(17)(p13.3)(LIS1-)
MLPA analizi sonucu (Sekil 4-5) 46,XX.mlpa 17p13.3(P061)x1

4.1.4. Aile L01’in tamsi ve genetik danisma
¢ Olgumuzun de novo ardisik gen sendromu oldugunun belirlenmesi nedeniyle aileye
gonadal mozaisizm nedeniyle sonraki gebeliklerinde prenatal tanida fetal kromozom
analizi ve MDS’ye 0zgiin prob ile FISH analizi 6nerildi.

®,

% Aile olgumuza tami konulduktan sonra gebelik ile tarafimiza bagvurdu. Fetal
kromozom ve MDS’ye 6zgiin prob ile FISH analizinde herhangi bir sayisal veya
yapisal gros bir anomaliye rastlanmadi ve her iki 17.kromozomun p13.3 bolgesinde
normal sinyal alindi. Prenatal tanida MDS’ nin dislanmasinin ardindan gebelige devam

eden ailenin saglikli bir erkek ¢cocugu oldugu 6grenildi.
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4.2. Aile L02

4.2.1. Aile L02’de etkilenmis olgunun klinik bulgularn

Aralarinda akrabalik olmayan saglikli anne ve baba, ilk gebeliginde antenatal donemde

kortikal anomali ve kromozom anomalisi* saptanmasi lizerine tarafimiza gonderildi.

Laboratuvarimizda tekrarlanan fetal kromozom analizinde 17p13 delesyonu saptanan
gebelik, ailenin istegi lizerine 32.GH’da termine edildi. Gebeligin terminasyonu sonrasi

etkilenmis fetiis postnatal donemde poliklinigimizde degerlendirildi (G1 Tibbi Tahliye 1).

Aile oykiisiinde benzer oykii yoktu (Sekil 4-6). Antenatal donemde ilk kez 28.GH’da
MSS anomalisi saptanmis ve 32.GH’da II. diizey ultrasonografide Ventrikiilomegali,
3.Ventrikiil’de dilatasyon ve korpus kallozum agenezisi (CCA) saptanmisti. Singular girus,
pariyetooksipital ve kalkarin fissiirler izlenmemis ve insular operkiilinizasyon yoklugu
gozlenmisti. {leri degerlendirme icin yapilan fetal Kraniyal MR da (Sekil 4-7) lizensefali ve
CCA tanis1 dogrulanmasti.

32.GH’daki fetiisiin postmortem fizik muayenesinde boyu 37,5 cm, kilosu 1220g ve bas
cevresi 26 cm (<3p; -2SD ile -3SD) i1di. Mikrosefali, bitemporal darlik, hipertelorizm, basik
burun ucu, diiz filtrum ve dar damagm oldugu dismorfik yiiz goriiniimii mevcuttu (Sekil 4-8).

Bilateral klinodaktili ve hokey ¢izgisi vardi. Haricen erkek goriiniimiindeydi.

Antenatal fetal karyotip analizi (Sekil 4-9) ve MDS’ye 6zgiin prob ile FISH analizi
(Sekil 4-10) ile yapisal kromozom anomalisi (17p13 delesyonu) saptandi.

Mikrosefali, diffiiz agiri, CCA, dismorfik yiiz goriinimii ve 17pl13 delesyonu

saptanmasi lizerine MDS tanis1 kondu ve ¢alisma grubuna dahil edildi.

*19 Mayis Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik AD laboratuvari
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Sekil 4-7 Aile L02’deki etkilenmis fetusun
32.GH’daki kraniyal MR goriintiisii
Diffiiz agiri ve CCA ile uyumlu bulundu.

Sekil 4-8 Aile 1.02°deki etkilenmis fetus (32.GH)
(ITF T1bbi Genetik AD arsivi)
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4.2.2. Aile L02’nin genetik laboratuvar uygulamalarinin sonuglar

. "";':: ] WA ’» Sekil 4-9 Aile L02’de etkilenmis fetiisiin

w45 A QLS
) (> F Kkaryotip analizi
Kordosentez ile elde edilen fetal kanda yapilan

o & L P s oW F wip = .

TR E: W 7 L 1Y
h gt {' Fuh \' LI kromozom analizinde 450-550 band diizeyinde

i E id ,43' § o oy 17. kromozomda delesyon saptandi.
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Sekil 4-10 Aile L02°de etkilenmis fetiisiin
MDS FISH analizi

SMS/MDS/ILS 6zgiin prob (Aquarius-
Cytocell) ile yapilan FISH ¢aligmasinda 17.
kromozomlardan birinde MDS bélgesinde

sinyal alinmadi.
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4.2.3. Aile L02’nin klinik ve laboratuvar bulgularinin 6zeti

v" Olgumuz antenatal donemde kortikal anomali ve kromozom anomalisi saptanmasi

tizerine tarafimiza gonderilmisti.

v’ Laboratuvarmmizda tekrarlanan karyotip analizi (Sekil 4-9) ve MDS’ye 6zgiin FISH
analizi (Sekil 4-10) ile 17p13 delesyonu belirlendi. Diffiiz agiri, CCA, dismorfik yiiz

goriiniimii ve 17pl13 delesyonu saptanmasi lizerine MDS tanist kondu ve ¢alisma

grubuna dahil edildi.
Karyotip (Sekil 4-9) 46,XY,del(17)(p13.3p13.3?)
MDS’ye 6zgiin prob ile 46,XY,del(17)(p13.3p13.3?).ish

FISH analizi (Sekil 4-10) del(17)(p13.3p13.3)(LIS1-)

4.2.4. Aile L02’nin tanis1 ve genetik danisma
+ Olgumuzda 17p13 delesyonu saptanmisti. Anne ve babada olasi translokasyonu
diglamak i¢in parental kromozom analizi 6nerildi. Aile karyotip analizi i¢in tarafimiza

bagvurmadi.

+» Sonraki gebeliklerinde prenatal tanida fetal kromozom ve MDS’ye 6zgiin prob ile

FISH analizi 6nerildi.
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4.3. Aile L03

4.3.1. Aile L03’de etkilenmis olgunun klinik bulgulari

Aralarinda 2 ° kuzen evliligi bulan saglikli anne ve babanin ilk gebeliginden olan
erkek ¢ocuklar1 20 aylikken psiko-sosyal-motor gelisme geriligi, mikrosefali, kortikal
anomali, bilateral yarik el anomalisi, KKH, renal anomali ve dismorfik yliz goriinimi
nedeniyle poliklinigimizde degerlendirildi (G1P1). Ailede baba tarafinda ekstremite anomalisi
ve mental retardasyonu olan bireylerin oldugu belirtildi (Sekil 4-11). Antenatal, natal,
postnatal dykiisiinde 6zellik yoktu. Gebelik zamaninda sezaryen (prezantasyon anomalisi) ile
sonlanmist1. Dogum tartis1 3000 g ve boyu 47 cm, dogum bas ¢evresi bilinmiyordu.

Fizik muayenesinde (20 aylik) boyu 78 cm (3-10p), kilosu 8580 g (<3 p; 9 ay ile
uyumlu) ve bas c¢evresi 43,5 cm (<3 p; -3;-4SD) idi. Bitemporal darlik, glabella hizasinda
kapiller hemanjiyom, diiz kas yapisi, sagda minimal epikantus, hipertelorizm, mavi sklera,
kiigiik burun yapisi, basik burun ucu, kisa kolumella, diiz filtrum, kiigiik bir agiz yapisi,
yiiksek ve dar damak, kiiclik ve sik yerlesimli disler, 1. ve 2. dislerinin {istiinde ilave dis
yapist (meziodens), sol yiiz yarisinda hipertrofi, dolgun yanaklar, sivri ¢ene, diisik
belirgin/arkaya doniik kulaklarin oldugu dismorfik yiiz goriiniimii (Sekil 4-13) vardi. Bilateral
yarik el deformitesi, kriptorsidizm ve bilateral inguinal hernisi mevcuttu. Norolojik
muayenesinde hipotonisitesi vardi. Bas kontrolii yoktu. Stereotipik olarak ellerini, kollarini ve
bacaklarmi sallama hareketleri gozlendi. Diger sistem muayenelerinde 6zellik yoktu.

Kraniyal MR degerlendirmesinde frontal agiri/pakigiri saptanmustt (Sekil 4-12).
BAEP’te bilateral bulbopontin ileti yavaslamasi ve VEP’te on gorsel yollarda ileti
yavaslamasi, ekokardiyografi degerlendirmesinde sol ventrikiilde non-compaction, sol
ventrikiil arka duvarinda ve apekste trabekiilasyon artig saptanmisti. Renal USG’da sag
bobrek iri ve sol bobrekte rotasyon anomalisi izlenmisti ve kortikomediiller diferansiyasyon
azalmis olarak degerlendirilmisti. Kraniyal MR goriintiilemeleri frontal pakigiri ile uyumlu
bulundu. Lizensefali derecelendirilmesi yapilamadi (Dr. J. Gleeson). Denver II Gelisim
Testi’nde (kronolojik yas: 5 yas 6 aylik); kaba devinsel 5 ay, ince devinsel 3 ay, kisisel sosyal
3 ay ve dil 6 ay ile uyumluydu. Agir psiko-sosyal motor gelisme geriligi, mikrosefali ve
frontal pakigiriye dismorfizm, KKH, renal anomali ve bilateral yarik el anomalisi eslik etmesi
nedeniyle ¢alisma grubuna dahil edildi ve MKA/MR grubunda degerlendirildi. Oncelikle
submikroskobik yeniden diizenlenmelerin molekiiler sitogenetik yontemler [SNP-array (Sekil

4-14, 4-15) ve FISH analizi (Sekil 4-16, 4-17,4-18)] ile diglanmas1 planland.
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Sekil 4-11 Aile L03’iin aile agac1
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Sekil 4-12 Aile L03’de etkilenmis olgunun kraniyal
MR goriintiisii

Frontal pakigiri ile uyumlu bulundu.

Sekil 4-13 Aile L03’deki etkilenmis olgu (20 ayhk)
(ITF T1ibbi Genetik Anabilim Dal1 arsivi)




4.3.2. Aile L03’iin genetik laboratuvar uygulamalarinin sonuclari

3 Mb Deletion in 1p36.33-p36.32 (758,644-3,762,219)

H D8 1804_(OmemaeWile 3P _5) bic ONI CHOWP  Lagifates (-1, J

Sekil 4-14 Aile L03’de etkilenmis olgunun SNP-array analiz sonuclar (I)
1p36.33-p36.32°de 3 Mb delesyon

3 Mb Duplikation in 17p13.3 (514-3,082,573)

6 DmemdideD P 6 hoe CHS CNOM

Sekil 4-15 Aile L03’de etkilenmis olgunun SNP-array analiz sonuclan (II)

17p13.3’de 3 Mb duplikasyon
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Sekil 4-16 Aile L03’de etkilenmis
olgunun FISH analizi

l.ve 17. kromozomlarn p subtelomer
bolgelerine 6zgilin problar ile yapilan
FISH c¢alismasinda 1.kromozomun
subtelomer bolgesi icin parsiyel

monozomi ve

saptandi.

Sekil 4-17 Aile L03’de etkilenmis

olgunun annesinin FISH analizi

l.ve 17. kromozomlarm p subtelomer
bolgelerine 6zgiin problar ile yapilan
FISH calismasinda her iki
kromozomun subtelomer bdlgesinde

normal sinyal alind1.

Sekil 4-18 Aile L03’de etkilenmis

olgunun babasinmin FISH analizi

l.ve 17. kromozomlarm p subtelomer
bolgelerine 6zgiin problar ile yapilan
FISH calismasinda her iki
kromozomun subtelomer bdlgesinde

normal sinyal alind1.
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4.3.3. Aile L03’iin klinik ve laboratuvar bulgularimin 6zeti

v' Agir psiko-sosyal motor gelisme geriligi, mikrosefali, frontal pakigiri, dismorfizm,
KKH, renal anomali ve bilateral yarik el anomalisi olmasi nedeniyle MKA/MR
grubunda degerlendirildi ve Oncelikle submikroskobik yeniden diizenlenmelerin

molekiiler sitogenetik yontemler diglanmasi planlandi.

v Olgunun HRBT teknigi ile yapilan kromozom analizinde herhangi bir sayisal veya

yapisal gros bir anomaliye rastlanmadi.

v" MKA/MR grubunda degerlendirilen olguya Universitatsklinikum Schleswig
Holstein’de Affymetrix 6.0 Chip kullanilarak yapilan SNP-array calismasinda Aile
L03°de etkilenmis olgunun 1.kromozomunun p subtelomer bdlgesi icin 3 Mb
biiytikliglinde delesyon (Sekil 4-14) , 17.kromozomunun p subtelomer bolgesi i¢in ise

3 Mb biiyiikliigiinde bir duplikasyon (Sekil 4-15) saptand:.

v' SNP-array’de elde edilen bu sonucu konfirme etmek amaciyla 1. ve 17.
kromozomlarm p subtelomer bolgelerine 6zgiin problar kullanildi. FISH ¢alismasinda
l.kromozomun p subtelomer bolgesi i¢in parsiyel monozomi, 17.kromozomun p

subtelomer bdlgesi i¢in parsiyel trizomi saptandi (Sekil 4-16).

v' SNP-array’de ve subtelomer FISH c¢aligmalari ile olgumuzda 1p36.3 delesyon
sendromu ve LIS genini iceren 17p13.3 duplikasyonu kesinlesti.

v Anne ve babanin subtelomerik FISH ve HRBT teknigi ile yapilan kromozom analizleri
(Sekil 4-17) normal sonuclanarak olgumuzun de novo kromozom anomalisi oldugu

belirlendi.
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Karyotip 46,XY

SNP-array analizi 46,X/Y.ish der(1) t(1;17)(p36.3-,p13.3+)(CEB108-
,D17S2199+)dn.arr1p36.33-p36.32(758.644-
3.762.219)x1,17p13.3(514-3.082.573)x3

(Sekil 4-14 ve 4-15)

MDS’ye 6zgiin prob ile 46,XY.ish der(1) t(1;17)(p36.3-,p13.3+)(CEB108-

FISH analizi ,D1782199+)dn

(Sekil 4-16,4-17 ve 4-18)

4.3.4. Aile L03’iin tamsi ve genetik danisma

v Olgumuzdaki yiliz dismorfizmi (bitemporal darlik, diiz kas yapisi, kii¢iik burun yapisi,
basik burun ucu, kisa kolumella, diiz filtrum, kiiciik bir agiz yapisi, ylksek ve dar
damak, dolgun yanaklar, sivri ¢ene), KKH (sol ventrikiilde non-compaction) ve renal
anomali (rotasyon anomalisi) 1p36 delesyon sendromu ile frontal pakigiri 17p13
duplikasyonu ile iliskilendirildi.

v' Olgumuzdaki yarik el anomalisi 1p36 delesyonu ve 17p duplikasyonu ile
iliskilendirilememistir. 17p13 bolgesi otozomal dominant kalitilan Yarik El/Ayak
sendromu ile iligkilendirilmis olmasina ragmen etiyopatogenezden sorumlu gen heniiz
tanimlanmamistir.  Bu nedenle olgumuzdaki Yarik el anomalisinin etiyolojisi
aydinlatilamamustir.

v' Aileye olgunun de novo kromozom anomalisi oldugu anlatildi. Olas1 gebeliklerinde
gonadal mozaisizm riski nedeniyle fetal kromozom analizi ve subtelomerik FISH

onerildi. Aile 2. gebeliginde prenatal tanty1 reddettigi i¢in tarafimiza bagvurmadi.
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4.4. Aile L04

4.4.1. Aile L04’de etkilenmis olgunun klinik bulgulan

Aralarinda akrabalik olmayan saglikli anne ve babanm ilk gebeliginden olan erkek
cocuklar1 2 yas 2 aylikken psiko-sosyal-motor gerilik ve kortikal anomali nedeniyle

poliklinigimizde degerlendirildi (G1P1).

Ailede benzer 6ykii yoktu (Sekil 4-19).

Antenatal, natal ve postnatal dykiisiinde 6zellik yoktu. Gebelik zamaninda, normal
spontan dogum ile sonlanmisti. Dogum tartis1t 2900 g, dogum boyu ve bas cevresi

bilinmiyordu.

Fizik muayenesinde boyu 93 cm (90p), kilosu 13200 g (50-75p) ve bas c¢evresi 50,2
cm (50-75p) idi. Diiz alin yapisi, diiz oksiput diizlesme, minimal epikantus mevcuttu (Sekil 4-
21). Norolojik sistem muayenesinde goz kontagi ve yabanci yadirgamasi vardi. Piramidal ve

ekstrapiramidal sistem muayenesinde 6zellik yoktu. Diger sistem muayeneleri normaldi.

Noromotor gelisiminde basini 9 aylikken tutmus, 11 aylikken desteksiz oturmus, 1,5
yasinda siralamaya baslamis, 2 yasinda yiiriimiis. 2 yasinda hecelemeye baslamisti. Nobet
oykiisii yoktu. Denver II Gelisim Testi’'nde (kronolojik yas 2 yas 2 aylik); kaba devinsel 12
ay, ince devinsel 16 ay, dil 14 ay ve kisisel sosyal 14 ay ile uyumlu bulundu.

Kraniyal MR’nda korpus kallozum hipoplazisi ve posteriyor pakigiri saptandi (Sekil
4-20) .

Psiko-sosyal-motor gerilik, korpus kallozum hipoplazisi ve posteriyor pakigiri

nedeniyle ILS grubuna dahil edildi.

Izole Lizensefali Sekans1 (ILS) ve korpus kallozum hipoplazisi tanisiyla sirasiyla
kromozom analizi, MDS’ye 6zgiin prob ile FISH analizi, swrasiyla TUBAIA, ARX, LISI,
YWHAE ve DCX genlerinin incelenmesi planlandi.
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Aile L04 Sekil 4-19 Aile L04’iin aile agaci
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Sekil 4-20 Aile L.04’de etkilenmis olgunun
kraniyal MR goriintiisii

Korpus kallozum hipoplazisi ve posteriyor

pakigiri (Grade 4) ile uyumlu bulundu.

Sekil 4-21 Aile L04’de etkilenmis olgu (2
yas 2 ayhk)
(ITF Tibbi Genetik AD arsivi)
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4.4.2. Aile L04’iin genetik laboratuvar uygulamalarinin sonuglari

46,XY
Karyotip

46,XX ish 17p13.3(LIS1x2)
MDS’ye o6zgiin prob ile FISH analizi

MLPA analizi MRC-Holland SALSA Ilgili genlerde delesyon veya duplikasyon saptanmadi
MLPA P061-B1-Lissencephaly kiti

Degisiklik saptanmadi.
TUBAIA geni dizi analizi

Degisiklik saptanmadi.
ARX geni dizi analizi

3’ucunda homozigot polimorfizm (rs5943149)
DCX geni dizi analizi

intron 6’da homozigot polimorfizm (rs3213696).
LIS1 geni dizi analizi

intron 3’ de heterozigot polimorfizm (rs55734488)
YWHAE geni dizi analizi

4.4.3. Aile L04’iin klinik ve laboratuvar bulgularinin ézeti

v’ Psiko-sosyal-motor gerilik, korpus kallozum hipoplazisi ve posteriyor pakigiri
nedeniyle ILS grubuna dahil edildi.

v Olgumuzun kromozom analizi ve MDS’na 6zgiin FISH ¢alismasi normal sonuglandi.

v Kraniyal MR bulgularinda posteriyor pakigiriye eslik eden korpus kallozum agenezisi
(CCA) olmasi nedeniyle oncelikle TUBAIA geninin kodlayan bdlgeleri dizilendi.
Mutasyona neden olan patolojik bir degisiklik saptanmadi.

v" CCA olmasi nedeniyle ARX geni dizilendi. Mutasyona neden olan patolojik bir
degisiklik saptanmadi.
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v Daha sonra posteriyor bolgenin daha belirgin etkilenmesi goz oniine alinarak LIS/

geni dizilendi. Mutasyona neden olan patolojik bir degisiklik saptanmadi.

v" Erkek olgularda lizensefaliye neden oldugu igin DCX geni dizilendi. Mutasyona neden
olan patolojik bir degisiklik saptanmadi.

v’ MDS’de LISI geni ile birlikte delesyona ugrayan fenotip lizerinde modifiye edici
etkisi olan aday gen yaklasimi ile YWHAE geni dizilendi. Mutasyona neden olan
patolojik bir degisiklik saptanmadi.

v MLPA yontemi ile LISI geni, LISI genine komsu YWHAE, MGC3329, HICI,
KIAA0664 ve GARNL4 genleri, DCX geni delesyon ve duplikasyon amaciyla

incelendi. Ilgili genlerde delesyon ve duplikasyon saptanmadi.

4.4.4. Aile L04’iin tanis1 ve genetik damisma
+ Olgumuzda lizensefaliye neden olan etiyopatogenez aydinlatilamadi. Aileye antenatal
donemde ultrasonografi izlemi ile lizensefalinin ge¢ gebelik haftalarinda (28-32.GH)

ve kraniyal MR konfirmasyonu sonrasi tespit edilebilecegi anlatildi.
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4.5. Aile L05

4.5.1. Aile L05’de etkilenmis olgunun klinik bulgularn

Aralarinda akrabalik olmayan saglikli anne ve babanm ilk gebeliginden olan erkek
cocuklar1 19 aylikken psiko-sosyal-motor gerilik, mikrosefali, EEG anomalisi ve kortikal
anomali nedeniyle poliklinigimizde degerlendirildi (G1P1). Ailede benzer 6ykii yoktu (Sekil
4-22).

Antenatal 28. GH’da II. diizey ultrasonografide arka fossa anomalisi saptanarak ileri
test Onerilmis. Ancak aile gebelik izlemine devam etmemis. Gebelik zamaninda, normal
spontan dogum ile sonlanmisti. Dogum tartist 2900 g, dogum boyu ve bas cevresi

bilinmiyordu.

Fizik muayenesinde (19 aylik) boyu 81 cm (25-50p), kilosu 9760 g (10-25p) ve bas
cevresi 44 cm (<3p;-2;-3SD) idi. Plagiobrakisefali disinda belirgin bir dismorfizm yoktu
(Sekil 4-24). Hipoplastik skrotum disinda sistem muayenelerinde 6zellik yoktu. Norolojik
sistem muayenesinde hipotonisite saptandi. G6z kontagi mevcut idi. Bas kontrolii yok. Derin
tendon refleksleri alt ve list ekstremitelerde canli, klonus yoktu ve babinski negatifti. Diger

sistem muayenelerinde 6zellik yoktu.

Noromotor gelisiminde 19 aylikken basini halen tutamadigi gozlendi. Anlamli ses ve
heceleme yoktu. 1 yasinda orsiopeksi operasyonu Oykiisii mevcuttu. Denver II Gelisim
Testi’nde (kronolojik yas 11 ay); kaba devinsel 1 ay, ince devinsel 1 ay, dil 3 ay ve kisisel
sosyal 3 ay ile uyumluydu.

Kraniyal MR’nda korpus kallozum agenezisi ve anteriyor pakigiri saptandi (Sekil 4-
23). Psiko-sosyal-motor gerilik, mikrosefali, kriptorsidizm, korpus kallozum agenezisi ve

anteriyor pakigiri nedeniyle ILS grubuna dahil edildi.

Izole Lizensefali Sekansi korpus kallozum agenezisi ve kriptorsidizm olmasi
nedeniyle sirasiyla kromozom analizi, 17p13 MDS’ye 6zgiin prob ile FISH analizi ARX,
DCX, LIS1, YWHAE TUBAIA genlerinin dizilenmesi planlandi.
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Aile LO5 Sekil 4-22 Aile L05’in aile agaci
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Sekil 4-23 Aile L05’de etkilenmis olgunun
kraniyal MR goriintiisii

Korpus kallozum agenezisi ve anteriyor

pakigiri (Grade 4) ile uyumlu bulundu.

Sekil 4-24 Aile L05’de etkilenmis olgu (19 ayhk)

(ITF Tibbi Genetik AD arsivi)
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4.5.2. Aile L05’in genetik laboratuvar uygulamalarinin sonuclar

Karyotip 46,XY

MDS’ye ozgiin prob ile FISH analizi  46,XX ish 17p13.3(LIS1x2)

MLPA analizi MRC-Holland SALSA 1ilgili genlerde delesyon veya duplikasyon saptanmadi
MLPA P061-B1-Lissencephaly kiti

ARX geni dizi analizi Degisiklik saptanmadi

intron 6’da homozigot polimorfizm (rs3213696).
LIS1 geni dizi analizi

3’ucunda homozigot polimorfizm (rs5943149).
DCX geni dizi analizi

ekzon 1’de heterozigot polimorfizm (rs1039225);

TUBAIA geni dizi analizi ekzon 3’de heterozigot polimorfizm
(rs1056875A>G), ekzon 2’de heterozigot
polimorfizm (rs697624).

intron 3’de heterozigot polimorfizm (rs55734488).
YWHAE geni dizi analizi
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4.5.3. Aile L05’in klinik ve laboratuvar bulgularinin ézeti

v

Psiko-sosyal-motor gerilik, mikrosefali, kriptorsidizm, korpus kallozum agenezisi ve
anteriyor pakigiri nedeniyle ILS grubuna dahil edildi.

Olgumuzun kromozom analizi ve MDS’na 6zgiin FISH ¢aligmasi normal sonuglandi.
Kraniyal MR bulgularinda anteriyor pakigiriye eslik eden korpus kallozum agenezisi
(CCA) ve genital bulgular1 (kriptorsidizm) olmasi nedeniyle dncelikle ARX geninin
kodlayan bdlgeleri dizilendi. Mutasyona neden olan patolojik bir degisiklik
saptanmadi.

Daha sonra anteriyor bolgenin daha belirgin etkilenmesi olmasi ve olgunun erkek
olmas1 nedeniyle DCX geni dizilendi. Mutasyona neden olan patolojik bir degisiklik
saptanmadi.

Lizensefali ile iliskilendirilen diger genler -LISI ve TUBAIA- dizilendi. Mutasyona
neden olan patolojik bir degisiklik saptanmadi.

LIS geni ile birlikte delesyona ugrayan fenotip lizerinde modifiye edici etkisi olan
YWHAE geni aday gen yaklasimi ile dizilendi. Mutasyona neden olan patolojik bir
degisiklik saptanmadi.

MLPA PO061 kiti kullamilarak LIS geni, LISI genine komsu YWHAE, MGC3329,
HICI, KIAA0664 ve GARNL4 genleri, DCX geni delesyon ve duplikasyon amaciyla

incelendi. Ilgili genlerde delesyon ve duplikasyon saptanmadi.

4.5.4. Aile L05’in tanisi ve genetik damisma

R/
L X4

Olgumuzda lizensefaliye neden olan etiyopatogenez aydinlatilamamistir. Aileye
antenatal donemde ultrasonografi izlemi ile ile lizensefalinin ve CCA!’nin geg¢ gebelik
haftalarinda (28-32.GH) ve kraniyal MR konfirmasyonu sonrasi tespit edilebilecegi

anlatildi.
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4.6. Aile L06

4.6.1. Aile L06’da etkilenmis olgunun klinik bulgulan

Aralarinda akrabalik olmayan saglikli anne ve babanin ikinci gebeliginden olan kiz
cocuklari, 2 yasindayken psiko-sosyal-motor gelisme geriligi, mikrosefali, nobet Oykiisii
(generalize tonik-klonik)ve kortikal anomali nedeniyle poliklinigimizde degerlendirilmisti

(G4P4) .

Ailede benzer 6ykii yoktu (Sekil 4-25).

Antenatal, natal ve postnatal oykiisiinde 6zellik olmayan gebelik, zamaninda nosrmal
spontan dogum ile sonlanmisti. Dogum tartis1 2720g idi, dogum boyu ve bas c¢evresi

bilinmiyordu.

Fizik muayenesinde (2 yas) boyu 83 cm (3-10p), kilosu 10800g (3-10p) ve bas
cevresi: 43 cm (<3p; -4;-5SD) idi. Belirgin alin, midfasiyal hipoplazi, hipertelorizm, ince tist
dudak ve yiiksek damagin oldugu dismorfik yliz goriiniimii mevcuttu (Sekil 4-27). Sistem
muayenelerinde 6zellik saptanmadi. Norolojik sistem muayenesinde hipotonisitesi mevcuttu.

Desteksiz oturamiyordu. G6z kontagi, anlamli ses ¢ikarma ve heceleme yoktu.

Noromotor gelisiminde basmi 1 yasinda tuttugu, desteksiz oturmaya 5 yasinda
basladig1 6grenildi. Anlamli kelime sdylemiyor. Denver II Gelisim Testi’nde (kronolojik yas:
16 yas); kaba devinsel 8 ay, ince devinsel 5 ay, dil 6 ay ve kisisel sosyal 5 ay ile uyumlu

bulundu.

Kraniyal MR degerlendirmesinde posteriyor bdlgenin belirgin etkilendigi anteriyor
pakigiri/ posterior agiri (Grade 3) ile uyumlu bulundu (Dr.J.Gleeson) ve ILS grubuna dahil
edildi (Sekil 4-26).

Posteriyor tutulumun daha belirgin olmasi iizerine LIS/ geninin dizilenmesi planland1

(Sekil 4-28). Kromozom analizi ve MDS’ye 6zgiin prob ile FISH analizi yapild:.
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Aile L06
Sekil 4-25 Aile L06’un aile agaci
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Sekil 4-26 Aile L06’da etkilenmis olgunun
kraniyal MR goriintiisii

Anteriyor pakigiri/posteriyor agiri (Grade 3) ile

uyumlu bulundu.

Sekil 4-27Aile L06’da etkilenmis olgu (2 yas)

(ITF Tibbi Genetik AD arsivi)
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4.6.2. Aile L06’nmin genetik laboratuvar uygulamalarinin sonuglari

450
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Sekil 4-28 Aile L06’da etkilenmis olgunun LIS geni dizi analizi sonucu

r-

LIS1 geninin 5.ekzonunda heterozigot p.R113X mutasyonu saptandi.

Karyotip 46,XX
46,XX ish 17p13.3(LIS1x2)

MDS’ye o6zgiin prob ile FISH analizi

ekzon 5’de heterozigot ¢.C337T (p.R113X;
LIS1 geni dizi analizi (Sekil 4-28) CGA>TGA) mutasyonu

4.6.3. Aile L06’min klinik ve laboratuvar bulgularinin 6zeti
v Olgumuzda kromozom analizi ve MDS na 6zgiin FISH ¢alismasi1 normal sonug¢landi.
v Olgumuzun posteriyorda daha belirgin olan lizensefalisi olmas1 nedeniyle 6ncelikle
LISI geni dizilendi.
v’ LISI geninde 5.ekzonda heterozigot p.R113X mutasyonu saptandi (Sekil 4-28).

4.6.4. Aile L06’nin tanis1 ve genetik danisma

« LISI geninde heterozigot p.R113X mutasyonu saptanarak lizensefaliye neden olan
etiyopatogenez aydinlatildi.
+ Anne ve babanin da LIS/ geninde olgumuzda saptanan mutasyon i¢in dizilenmesi

planlandi.
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4.7. Aile L07

4.7.1. Aile L07’de etkilenmis bireyin klinik bulgularn

Aralarinda akrabalik olmayan saglikli anne ve babanm ilk gebeliginden olan erkek
cocuklar1 1 yasmdayken smir psiko-sosyal-motor gelisme geriligi, nobet dykiisii ve kortikal

anomali nedeniyle poliklinigimizde degerlendirildi (G1P1) .

Ailede benzer 6ykii yoktu (Sekil 4-29).

Antenatal, natal ve postnatal Oykiisiinde 6zellik olmayan gebelik zamaninda istege
bagli sezaryen ile sonlanmisti. Dogum tartis1 3850 g, dogum boyu 51cm ve dogum bas ¢evresi

36,5 cm.

Fizik muayenesinde boyu 80 cm (90-97p), kilosu 11170g (75-90p) ve bas c¢evresi:
46,2 cm (25-50p) idi. Yiizde belirgin dismorfizmi yoktu (Sekil 4-31). Sistem muayenelerinde
ozellik izlenmedi. Norolojik sistem muayenesinde tonus normaldi. G6z kontagi ve izlemi
mevcuttu. Sol gozde nistagmusu vardi. Kraniyal sinirler intaktti. Piramidal ve ekstrapiramidal

sistem muayenesinde 6zellik yoktu.

Noromotor gelisiminde basin1 3 aylikken tuttugu, desteksiz oturmaya 9 aylikken
basladigi, 11 aylikken tutunarak ayakta durdugu ve hecelemeye 12 aylikken basladigi
ogrenildi. Denver II Gelisim Testi’nde (kronolojik yas: 22ay); kaba devinsel 10 ay, ince
devinsel 11 ay, kisisel sosyal 12 ay ve dil 12 ay ile uyumluydu.

EKO incelemesinde VSD (ventrikiiler septal defekti, perimembrandz kii¢iik), VSA

(Ventrikiiler septal anevrizma) ve PFO (patent foramen ovale) saptandigi 6grenildi.

Kraniyal MR degerlendirmesinde beynin posteriyor bdlgesinin daha belirgin olarak
etkilendigi pakigiri izlendi (Dr.J.Gleeson) ve lizensefali ¢calisma grubuna dahil edildi (Sekil
4-30).

Posteriyor tutulumun daha belirgin olmasi iizerine LIS/ geninin 6ncelikle dizilenmesi

planland1 (Sekil 4-32). Kromozom analizi ve MDS’ye 6zgiin prob ile FISH analizi yapild:.
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Sekil 4-29 Aile L07’nin aile agaci
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Sekil 4-30 Aile L07°de etkilenmis olgunun
kraniyal MR goriintiisii

Posteriyorda daha belirgin pakigiri (Grade 4) ile

uyumlu bulundu.

Sekil 4-31 Aile L07°de etkilenmis olgu (1 yas)
(ITF T1ibbi Genetik AD arsivi)
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4.7.2. Aile L07’nin genetik laboratuvar uygulamalarinin sonuglari
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Sekil 4-32 Aile L07’de etkilenmis olgunun LIS gen dizi sonucu
LISI geninin 6.intronunda homozigot polimorfizm (rs3213696) ve 3° UTR bdlgesinde
heterozigot polimorfizm (rs6628), ayrica 9.ekzonda heterozigot yanlis anlamli tipine neden

olan bir nokta mutasyonu, ¢.G1517C (p.asp317his) saptandi.

Karyotip 46,XY

MDS’ye 6zgiin prob ile FISH analizi 46,XY ish 17p13.3(LIS1x2)

intron 6’da homozigot polimorfizm (rs3213696).
LIS1 geni dizi analizi (Sekil 4-39) ekzon 9’da heterozigot ¢.G1517C (p.asp317his)

mutasyonu
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4.7.3. Aile L07’nin klinik ve laboratuvar bulgularinin 6zeti
v Olgumuzda kromozom analizi ve MDS na 6zgiin FISH ¢alismas1 normal sonug¢landi.
v Olgumuzun posteriyorda daha belirgin olan lizensefalisi olmas1 nedeniyle 6ncelikle
LISI geni dizilendi.
v' LISI geninde 9.ekzonda heterozigot ¢.G1517C (p.asp317his) mutasyonu saptandi
(Sekil 4-32).
v Anne ve babanmn ayni mutasyonu tasimadig1 belirlenerek, olgumuzun de novo oldugu

belirlendi.

4.7.4. Aile L07’nin tanis1 ve genetik danisma
«» LISI geninde heterozigot ¢.G1517C (p.asp317his) mutasyonu saptanarak lizensefaliye
neden olan etiyopatogenez aydinlatildi.
s Aile gebelik ile tarafimiza basvurdu ve gonadal mozaisizm riski nedeniyle fetal
DNA’da LISI genine 6zgiin mutasyon analizi molekiiler analiz Onerildi. Fetiisiin

olgumuzla ayn1 mutasyonu tasimadigi belirlendi ve gebeligin devami 6nerildi.
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4.8. Aile L08

4.8.1. Aile L08’de etkilenmis olgunun klinik bulgular

Aralarinda akrabalik olmayan saglikli anne ile saglikli babanm ilk gebeliginden olan
kiz ¢ocuklar1 18 aylikken sag gozde nistagmus, psiko-sosyal-motor gelisme geriligi ve

kortikal anomali nedeniyle poliklinigimizde degerlendirildi (G1P1).

Ailede benzer oykii yoktu (Sekil 4-33). Antenatal, natal ve postnatal Oykiisiinde
Ozellik olmayan gebelik zamaninda istege bagh sezaryen ile sonlanmisti. Dogum tartis1 4020

g, dogum boyu 54cm ve dogum bas ¢evresi 35 cm (25-50p).

Fizik muayenesinde (18 aylik) boyu 82 cm (75p), kilosu 8900 g (3-10p) ve bas cevresi
46 cm (50p) idi. Yiizde belirgin bir dismorfizm yoktu (Sekil 4-35). Sag g6z sola gore kiiclik
olarak izlendi. Norolojik sistem muayenesinde goz kontagi kurabiliyordu. Sag gozde 1-2
atimlik horizontal nistagmusu vardi. Piramidal ve ekstrapiramidal sistem muayenesinde

ozellik yoktu.

Noromotor gelisiminde 10 aylikken desteksiz oturdugu ve 18 aylikken anlamli kelime
soyledigi 6grenildi. Kraniyal MR degerlendirmesinde supratentoriyal alanda sulkuslarin say1
ve derinligi azalmis olup, her iki serebellar hemisferde subkortikal beyaz cevherde en kalin
yerinde yaklasik 2 cm’ye ulasan lineer bant heterotopisi izlendi (Sekil 4-34). EEG
incelemesinde her iki hemisferin anteriyor bdlgelerinde hafif derecede, subkortikal
bolgelerden kdken alan paroksismal bir diizensizlik belirlenmisti.Kraniyal MR goriintiileri

kalin SBH (Grade 6) ile uyumlu bulundu (Dr. J. Gleeson).

Psiko-sosyal-motor gelisme geriligi, EEG anomalisi ve SBH’si nedeniyle SBH
grubuna dahil edildi. SBH tanisiyla kromozom analizi, MDS’ye 6zgiin prob ile FISH analizi,
oncelikle DCX genin, mutasyon bulunamamasi halinde LISI, TUBAIA ve YWHAE genlerinin

dizilenmesi ve ticari lizensefali kiti ile MLPA analizi planland:.
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Sekil 4-33 Aile L08’iin aile agaci

O

‘ ®

Sekil 4-34 Aile L08’de etkilenmis olgunun
kraniyal MR goriintiisii

Kalin SBH (Grade 6) ile uyumlu bulundu.

Sekil 4-35 Aile L08’deki etkilenmis olgu (18
ayhk)
(ITF Tibbi Genetik AD arsivi)
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4.8.2. Aile L08’in genetik laboratuvar uygulamalarinin sonuclar

Karyotip 46,XX

MDS’ye ozgiin prob ile FISH analizi  46,XX ish 17p13.3(LIS1x2)

MLPA analizi (MRC-Holland SALSA 1ilgili genlerde delesyon veya duplikasyon saptanmadi
MLPA P061-B1-Lissencephaly kiti)

DCX geni dizi analizi 3’ucunda homozigot polimorfizm (rs5943149)

LISI geni dizi analizi intron 6’da homozigot polimorfizm (rs3213696)

TUBAIA geni dizi analizi ekzon 1°de heterozigot g.-1G>A (NG_008966.1) ,

ekzon 3’de heterozigot rs1056875 ve ekzon 4 de

heterozigot rs697624 polimorfizmleri

YWHAE geni dizi analizi intron 3’de heterozigot polimorfizm (rs55734488)

4.8.3. Aile L08’in klinik ve laboratuvar bulgularinin ézeti

v" Olgumuzun hafif psiko-sosyal-motor gelisme geriligi, EEG anomalisi ve SBH’si

olmasi nedeniyle SBH nin etiyolojisine yonelik testler planlandi.
v" HRBT ile kromozom analizi ve MDS na 6zgiin FISH ¢alismasi normal sonuglandi.

v" Kiz olan olgumuzun SBH oldugu i¢in 6ncelikle DCX geni dizilendi. DCX geninde

mutasyona neden olan patolojik bir degisiklik saptanmadi.

v’ Literatiirde SBH’si olan az sayida olguda LIS/ geninde mutasyon gosterilmesi
nedeniyle LIS] geninin kodlayan bolgeleri dizilendi. LIS/ geninde mutasyona neden

olan patolojik bir degisiklik saptanmadi.

v' MLPA yontemi ile LISI geni, LISI genine komsu YWHAE, MGC3329, HICI,
KIAA0664 ve GARNL4 genleri, DCX geni gen i¢i delesyon ve duplikasyonlari

saptamak amaciyla incelendi. ilgili genlerde delesyon veya duplikasyon saptanmadi.
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v' Lizensefali ile iliskilendirilen bir gen olan TUBAIA geni ve Miller-Dieker
Sendromu’nda delesyona ugradigi1 gosterilen ve fenotipi modifiye edici etkisi bulunan
LISI genine komsu olan YWHAE geni SBH ile iligkilendirilmemesine ragmen aday
gen calismasit amaciyla dizilendi, mutasyona neden olan patolojik bir degisiklik

saptanmadi.

v 1lgili genlerde hastalikla iliskili olmayan polimorfizmler tabloda belirtildi.

4.8.4. Aile L08’in tamisi ve genetik danisma
+ SBH’si olan olgularm %90’ina DCX geninin dizilenmesi ve MLPA yontemi ile tani
konulabilecegi belirtilmistir. SBH’si olan olgumuzda laboratuvar ¢alismalar1 ile DCX
genindeki gen i¢i delesyon ve duplikasyonlar ve DCX geninin kodlayan bdlgesindeki

mutasyonlar diglanmistir.

* Olgumuzda SBH’ye neden olan etiyopatogenez aydinlatilamamistir. Bu ¢aligmalar ile
SBH’ye neden olan DCX mutasyonlarinin somatik mozaisizmi diglanamamustir.
Aileye antenatal donemde ultrasonografi izleminin SBH’nin tespit edemeyecegi

anlatildi.
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4.9. Aile L09

4.9.1. Aile L09’da etkilenmis olgunun klinik bulgularn

Aralarinda 1. derece kuzen evliligi olan saglikli anne ile saglikli babanin ilk
gebeliginden olan 6 yasindaki kiz ¢ocuklar1 psiko-sosyal-motor gelisme geriligi, ndobet oykiisii
(generalize tonik-klonik) ve kortikal anomali nedeniyle poliklinigimizde degerlendirildi
(G1P1).

Aile Oykiisiinde anneannenin erkek kardesinin 30 yasindaki oglunun mental
retardasyonu oldugu belirtildi (Sekil 4-36). Antenatal, natal ve postnatal dykiisiinde 6zellik
olmayan gebelik zamaninda normal spontan dogum ile sonlanmisti. Dogum tartis1 3450 g,
dogum boyu ve dogum bas ¢evresi bilinmiyordu.

Fizik muayenesinde (6 yas) boyu 110 cm (50p), kilosu 21 kg (50-75p) ve bas ¢evresi
49,5 cm (10p) idi. Yiizde belirgin bir dismorfizmi yoktu (Sekil 4-38). Sistem muayenelerinde
ozellik yoktu. Norolojik sistem muayenesinde goz kontagi mevcuttu. Sol gozde ice bakan
sasilig1 vardi. Sorulara yanit vermiyor, ancak basit emirleri yerine getiriyordu.

Noromotor gelisimde 3 yasinda yiiriidiigli, 2 yasinda hecelemeye basladigi ve 4
yasinda ilk kelimesini soyledigi 6grenildi. Halen 3 kelimeli cimle kuramiyordu. Denver II
Gelisim Testi’nde (8 yas); kaba devinsel 24 ay, ince devinsel 22 ay, dil 22 ay ve kigsel sosyal
22 ay ile uyumlu bulundu.

Kraniyal MR degerlendirmesinde supratentoriyal alanda serebral korteksler ile lateral
ventrikiiller arasinda konveksiteye dek tiim uzunlugu boyunca gri madde ile ayni intensitede
homojen bir bant gdzlenmekte idi (Sekil 4-37). Korteks kalinliklar1 normal ancak sulkuslar
siglasmist. Her iki lateral ventrikiil koruslar1 arasinda kavum vergae anomalisi
goriilmekteydi. EEG incelemesinde sol temporooksipital hiperekstabilite izlenmisti.

Kraniyal MR goriintiileri kalin SBH (Grade 6) ile uyumlu bulundu (Dr.J.Gleeson).

Psiko-sosyal-motor gelisme geriligi, sag gozde dis yana bakis kisithiligi, nobet oykiisii,
EEG anomalisi, SBH’si nedeniyle SBH grubuna dahil edildi.

SBH tanistyla kromozom analizi, MDS’ye 6zgiin prob ile FISH analizi, 6ncelikle DCX
geninin incelenmesi (Sekil 4-39), mutasyon bulunamamasi halinde LIS, TUBAIA ve YWHAE
genlerinin dizilenmesi ve MRC-Holland SALSA MLPA PO061-Bl-Lissencephaly kiti ile
MLPA analizi planlandu.
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Aile L09 Sekil 4-36 Aile L09’un aile agaci
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Sekil 4-37 Aile L09’daki etkilenmis olgunun
kraniyal MR goriintiisii

Kalin SBH (Grade 6) ile uyumlu bulundu.

Sekil 4-38 Aile L09°daki etkilenmis olgu (6 yas)
(ITF Tibbi Genetik AD arsivi)
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4.9.2. Aile L09’un genetik laboratuvar uygulamalarinin sonuclari
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Sekil 4-39 Aile L09’da etkilenmis olgunun DCX dizi analizi sonucu
Heterozigot ¢.605 607 delAGA degisikligi

Karyotip 46,XX

MDS’ye ozgiin prob ile FISH analizi  46,XX ish 17p13.3(LIS1x2)

DCX geni dizi analizi (Sekil 4-25) 3’ucunda homozigot polimorfizmi (rs5943149).

Ekzon 3’de heterozigot ¢.605 607 delAGA

mutasyonu
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4.9.3. Aile L09’un klinik ve laboratuvar bulgularinin ézeti
v’ Psiko-sosyal-motor gelisme geriligi, sag gozde dis yana bakis kisithiligi, nébet 6ykiisii,
EEG anomalisi ve SBH olmasit nedeniyle SBH’nin etiyolojisine yonelik testler

planlanda.
v" HRBT ile kromozom analizi ve MDS na 6zgiin FISH ¢alismasi normal sonuglandi.
v Kiz olan olgumuzun SBH oldugu igin 6ncelikle DCX geni dizilendi.

v' DCX geninin 3.ekzonunda heterozigot ¢.605 607 delAGA degisikligi saptandi (Sekil
4-39). Protein yapisii bozdugu i¢in bu degisiklik mutasyon olarak kabul edildi.

v Anne ve babanin ayni mutasyonu tagimadigi belirlenerek olgumuzun de novo DCX

gen mutasyonunu heterozigot tasidigi kesinlesti.
v 1lgili gende hastalikla iliskili olmayan polimorfizm tabloda belirtilmistir.
4.9.4. Aile L09’un tanis1 ve genetik damisma
¢ Olgumuzun de novo DCX gen mutasyonunu heterozigot tasidigi kesinlesti.

¢ Aileye olas1 gebeliklerinde gonadal mozaisizm riski nedeniyle fetal DNA’da DCX

genine 0zgiin mutasyon analizi 6nerildi.
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4.10. Aile L10

4.10.1. Aile L10°da etkilenmis olgularin klinik bulgularn

Olgu I: (indeks, V-I) Aralarinda 1 ° kuzen evliligi bulan saglikli anne ve babanin
(Sekil 4-40) ilk gebeliginden olan erkek cocuklar1 2 yas 4 aylikken psiko-sosyal-motor
gelisme geriligi, nobet Oykiisii, arka fossa ve kortikal anomali nedeniyle poliklinigimizde
degerlendirildi (G2P1A1). Antenatal, natal ve postnatal dykiisiinde 6zellik olmayan gebelik
zamaninda, normal spontan dogum ile sonlanmisti. Dogum tartis1 3000g, dogum boy ve bas
cevresi bilinmiyordu. Fizik muayenesinde (2 yas 4 aylik); tart1 11600 g (10p), boy 89 cm (25-
50p) ve bas cevresi 46 cm (<3p ;-2;-3SD) idi. Yiizde periorbital dolgunluk disinda 6zellik
yoktu. Norolojik muayenesinde santral hipotonisite, ekstremitelerde hipertonisite saptandi.
Kraniyal MR goriintiilemesinde lizensefali ve Dandy-Walker Varyant1 belirlendi. Denver 11
Gelisim Testi’nde (16 yas); kaba devinsel 5 ay, ince devinsel 5 ay, kisisel sosyal 5 ay ile dil 9
ay ile uyumlu bulundu.

Olgu 2: (benzer etkilenmis kuzen V-2) Aralarinda 1 ° kuzen evliligi bulan saglikli
anne ve babanin (Sekil 4-40) ilk gebeliginden olan ilk c¢ocuklar1 7 aylikken psiko-sosyal-
motor gelisme geriligi, arka fossa ve kortikal anomali nedeniyle poliklinigimizde
degerlendirildi (G1P1). Antenatal donemde benzer etkilenmis kuzeni olmasi nedeniyle
izlenen ancak gebeligin ge¢ haftalarmda (35.GH) lizensefali saptandigi icin
sonlandirilamayan gebelik zamaninda normal spontan dogum ile diinyaya gelmisti. Dogum
tartis1 3700g, dogum boyu 46 cm, dogum bas ¢evresi bilinmiyordu. Fizik muayenesinde (7
aylik); tart1 1000 g (97p), boy 70 cm (75p) ve bas cevresi 46 cm (90-97p) idi. Konjenital
glokomu mevcuttu. Yiizde dismorfik bulgusu yoktu. Norolojik muayenesinde hipotonisitesi
mevcuttu. Kraniyal MR goriintiilemesinde lizensefali ve Dandy-Walker Varyant1 belirlendi.
Denver I1 Gelisim Testi’'nde (10 yas); kaba devinsel 5 ay, ince devinsel 5 ay, kisisel sosyal 5
ay ve dil 11 ay ile uyumlu bulundu. Olgularin kraniyal MR’da orta derecede kalinlasmis
kortikal tabakanm oldugu frontal pakigiri, hafif posteriyor pakigiri, incelmis korpus kallozum,
hafif derecede beyin sap1 hipoplazisi ve agir derecede panserebellar hipoplazi saptandi [LCHb
(Sekil 4-41 ve 4-42] (Dr. J. Gleeson / Dr. Dobyns). Psiko-sosyal-motor gelisme geriligi, nobet
oykiisii (generalize tonik-klonik) ve benzer patolojik kraniyal MR goriintiileri ile olgular
serebellar hipoplazi ile birlikte lizensefali grubunda degerlendirildi.

LCH 6n tanistyla kromozom analizi, MDS’ye 6zgilin prob ile FISH analizi, indeks

olguda RELN, DCX, LISI, YWHAE genlerinin dizilenmesi planlandi1 (Sekil 4-45 ve 4-46)
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Sekil 4-40 Aile L10’un aile agaci

f‘?} Vo Abzans nobetlen
Digu I Clgu Il zeka Mormal

Sekil 4-42 Aile LL10’da etkilenmis olgu (8 yas)(V,2) ve kraniyal MR goriintiileri
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4.10.2. Aile L10’un genetik laboratuvar uygulamalarinin sonuclar

Sekil 4-43 Aile L10°da etkilenmis (V-1) olgunun RELN geni mutasyonu

Ekzon 1 de homozigot “dur” kodon mutasyonu. ¢.C204G (p.tyr68X; TAC>TAG)

Sekil 4-44 Aile L10°da etkilenmis olgunun annesinde (IV-18) RELN geni mutasyonu

Ekzon 1 de heterozigot “dur” kodon mutasyonu. ¢.C204G (p.tyr68X; TAC>TAG)
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Karyotip

(V-1) 46, XY

(V-2) 46, XY

MDS’ye o6zgiin prob ile FISH analizi

(V-1) 46,XY ish 17p13.3(LIS1x2)

(V-2) 46,XY ish 17p13.3(LIS1x2)

MLPA analizi

MRC-Holland SALSA MLPA P061-B1-
Lissencephaly kiti

(V-1 ve V-2)

I1gili genlerde delesyon veya duplikasyon saptanmadi

LIS1 geni dizi analizi (V-1)*

intron 6 da homozigot polimorfizm (rs3213696)

DCX geni dizi analizi (V-1)*

3’ gen yakininda polimorfizm (rs 5943149)

TUBAIA geni dizi analizi (V-1)*

Herhangi bir dizi degisimi saptanmadi

YWHAE geni dizi analizi (V-1)*

intron 3 de heterozigot polimorfizm (rs55734488)

RELN geni icin baglanti analizi ile

homozigotluk arastirmasi

Analiz informatif ¢ikt1 ve bolgenin etkilenmislerde

homozigot oldugu saptandi.

RELN ¢DNA
(NM_005045.2)

dizilenmesi

(IV-18°den aliman deri biyosisinden
iretilen fibroblastlardan elde edilen

total RNA dan sentezlenen cDNA)*

Ekzon 2-18, 20-38, 54-64 (toplam 43 ekzon)

dizilendi ve herhangi bir mutasyon saptanmadi

RELN genomik DNA dizilemesi (V-1)*
(Sekil 4-43) ve (Sekil 4-44)

Ekzon 1 de homozigot “dur” kodon mutasyonu.

¢.C204G (p.tyr68X; TAC>TAG)
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4.10.3. Aile L10’un Kklinik ve laboratuvar bulgularinin ézeti

v

Psiko-sosyal-motor gelisme geriligi, ndbet Oykiisii ve benzer patolojik kraniyal MR
gortntiileri ile olgular serebellar hipoplazi ile birlikte lizensefali (LCH) grubunda
degerlendirildi.

LCHb 6n tanisiyla kromozom analizi, MDS’ye 6zgiin prob ile FISH analizi, indeks
olguda RELN, DCX, LIS1, YWHAE genlerinin dizilenmesi planlandi.

Olgularm kromozom analizi ve MDS’ye 6zgiin FISH ¢aligmas1 normal sonuglandi.
Aile L06’da RELN geni ile iliskilendirilen LCH hastaliginin otozomal resesif
kalitilmas1 nedeniyle Aile L10’da etkilenmis olgular (V-1) ve (V-2) ve olgularin
ebeveynlerinde (IV-7), (IV-8), (IV-17) ve (IV-18) RELN geni i¢in baglant1 analizi ile
homozigotluk aragtirmasi yapildi ve RELN lokusuna baglant1 gosterildi.

RELN proteinin ve RELN geninin incelenmesi planlandu.

RELN geni 64 ekzonlu bir gen oldugu icin cDNA diizeyinde incelenmesi planlandi.
Fibroblastlarda yiiksek diizeyde eksprese olmasi nedeniyle fibroblast kiiltiirii
planlandi. Olgulardan deri biyopsisine izin alinamadigi i¢in anneden (IV-18) fibroblast
kiiltirii  yapilarak RELN geni cDNA diizeyinde dizilendi. c¢cDNA diizeyinde
dizilenemeyen bolgelerin genomik boyutta dizilenmesi planlanda.

IV-18 no’lu bireyden elde edilen cDNA materyalinde RELN geni dizilendi Mutasyona
neden olan patolojik bir degisiklik saptanmadi.

cDNA diizeyinde dizilenemeyen ekzon 1 gDNA diizeyinde incelendi.

IV-18 no’lu bireyden elde edilen gDNA materyalinde RELN geninin 1.ekzonu
dizilendi.

IV- 18 no’lu bireyde ekzon 1’de heterozigot “dur” kodon mutasyonu c¢.C204G
(p.tyr68X; TAC>TAG) saptandi.

Etkilenmis olgularda [V-1 ve V-2] ekzon 1 de homozigot “dur” kodon mutasyonu
c.C204G (p.tyr68X; TAC>TAQG) saptandi (Sekil 4-43).

Her iki olgunun anne ve babasinin ayni mutasyon i¢in heterozigot oldugu belirlendi

(Sekil 4-44).
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Aile L10’un tanisi ve genetik damisma

Aile L10°daki serebellar hipoplazi ile birlikte lizensefali tanili etkilenmis iki olgunun
hastaligina RELN genindeki homozigot ¢.C204G (p.tyr68X; TAC>TAG) mutasyonun

neden oldugu belirlenmistir.

Molekiiler tanmnin kesinlesmesi bu aileye 0Ozgilin genetik danisma verilmesini

saglamistir.

Otozomal resesif kalitilan Reelin ile iliskili serebellar hipoplazi ile birlikte
lizensefali i¢in tekrarlama riski %25 olmasi nedeniyle aileye tasiyicilik ve prenatal

tani segenekleri sunulmustur.
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5. TARTISMA

Tartisma

Kortikal gelisim malformasyonlari; mikrosefali, psiko-sosyal-motor gelisme geriligi,
epilepsi ve diger bir¢ok ndrolojik bulgunun etiyopatogenezinde yer almaktadir (42).

Kortikal gelisim malformasyonlar1 korteks olusumundaki siirecler -néronlarin
proliferasyonu, noronlarin goc¢ii (migrasyon) ve noronlarin organizasyonu- goz oOniine
almarak {i¢ ana grupta toplanmaktadir (Tablo 2-1) (43). Proliferasyon, migrasyon ve
organizasyon siirec¢leri farkli biyolojik yolaklar1 kullanir ve bu yolaklarda goérev alan genler
farklidir.

Noronal proliferasyon anomalileri grubu; norogenezis basamaginda goriilen
anomalileri icermektedir. Korteksin pek ¢ok hiicresinin kdken aldig1 ventrikiiler tabakadaki
hiicrelerin proliferasyonu major olarak etkilenmistir. Normalden daha az sayida olusan
hiicreler, proliferasyon asamasindan sonraki migrasyon ve organizasyon basamaklarmi
tamamlayabildikleri i¢cin korteksin alt1 tabakali yapist bozulmamistr. Bu grup icinde
konjenital mikrosefalili olgularm 6nemli bir kismin1 olusturan ve lizensefali ayirici tanisinda
ilk swrada yer alan “Mikrosefali vera” ve “Basitlesmis giral paternli mikrosefali”
bulunmaktadir. Her ikisinde de kortikal tabakanin yapisi bozulmadigi i¢in kortikal kalinlik
artmamistir. Mikrosefali vera’da giral yap1 korunmusken, basit giral paternli mikrosefalide
korteks lizensefalili olgulardaki gibi diiz goriinmektedir.

Noronal migrasyon anomalileri grubu; proliferasyondan sonra kortikal tabakayi
olusturmak i¢cin gdé¢ eden noronlarin migrasyon siirecindeki anomalilerini igerir. Eger
noronlar, normalde ulagmalar1 gereken yerlerine go¢ edemezlerse alt1 tabakali kortikal yap1
bozulur, kortikal tabaka kalinlasabilir, periventrikiiler/subkortikal heterotopiler olusabilir yada
pakigiri ve polimikrogirinin birlikte goriildiigii kaldirimtas: goriiniimii olusabilir. Ventrikiiler
tabakada prolifere olduktan hemen sonra, ndronlarin migrasyonu kesintiye ugrarsa, radyolojik
olarak Kraniyal MR’da periventrikiiler heterotopiler izlenir. Migrasyonun sonraki
asamalarinda sorun olursa, kortikal kalinlik artar ve agiri/pakigiri gozlenir. Bazi hiicreler
migrasyonunu tamamlayip, bazilar1 tamamlayamazlarsa subkortikal band heterotopileri
olusur. Eger aberan migrasyon olursa, pakigiri ve polimikrogirinin birlikte goriildiigii Tip 2

Lizensefali denilen kaldirimtasi lizensefalisi goriiliir.
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Bu nedenle; Lizensefali terim olarak diiz beyin anlamina gelmesine ragmen, tani i¢in
beyin kivrimlarinin diizlesmesi yeterli degildir, kortikal kalinligin artmasi, korteks yapisimnin
bozulmast ve/veya periventrikiiler/subkortikal heterotopilerin gozlenmesi gerekmektedir.
Agiri, pakigiri ve subkortikal band heterotopileri Lizensefali spektrumu icerisinde
degerlendirilir. Lizensefali Spektrumu ile iligkili hastaliklar; Miller-Dieker Sendromu (MDS),
Izole Lizensefali Sekansi (ILS), SBH, serebellar hipoplazi ile birlikte lizensefali (LCH) ve
X’e bagh kuskulu genitalya ile birlikte lizensefali (XLAG) dir.

Kortikal anomalili olgularin ¢ogunda agir mikrosefali (<-3SD), psiko-sosyal-motor
gelisme geriligi, epilepsi ve ek norolojik bulgular gézlenir. Ayirict tanida klinik (konjenital
mikrosefali, dismorfizm ve ekstraserebellar anomaliler) ve radyolojik bulgulardan (Grade,
yararlanilir.

Ayiricl tanida kullamilan klinik bulgular;

e Konjenital agir mikrosefali; ndronal proliferasyon ve ndronal migrasyon anomalilerini
klinik olarak ayirt etmede yardimci olabilir. MDS ve ILS’de olgularin dogum bas cevresi
genelde normal veya hafif kiigiiktiir (>-3SD), ancak olgularin postnatal bas ¢evresi gelisimi
yavastir. Cogu olguda 1 yasnda mikrosefali -3SD altina diiserek belirginlesir (52).
Konjenital agir mikrosefalinin olmamasi bu olgularin antenatal donemde tani1 konulmasini
zorlagtirmaktadir. Noronal migrasyon anomalilerinde genellikle mikrosefalinin dogum sonras1
hizla gelistigi; noronal proliferasyon anomalilerinde (MV ve MSG gibi) ise agir
mikrosefalinin (<-3SD) dogumda var oldugu dikkate alinmalidir. Bu farklilik migrasyonun
postnatal donemde devam etmesi ile agiklanabilir. Lizensefali Spektrumu’nun en hafif sekli
olan SBH’de mikrosefali hi¢ gozlenmeyebilir. Lizensefali ile iligkili diger bir hastalik olan
LCHj; serebrum, serebellum ve beyin sapmin etkilendigi agir bir hastaliktir, olgularin dogum

bas ¢evresi normal veya hafif kiiciik olabilir.

e Dismorfizm;, sendromik lizensefali 1ile iligkili hastaliklarda ve kromozom
anomalilerinin neden oldugu lizensefalilerde gozlenebilir. MDS; dismorfizmi en 1yi bilinen
lizensefali sendromudur. Olgularda belirgin alin, bitemporal ¢okiikliikk, disa doniik burun
deliklerinin oldugu kiigiik bir burun, ince vermilyon smirmin oldugu yukari kalkik bir iist
dudak ve kii¢iik cenenin oldugu tipik yiliz goriiniimii vardir (58) (Sekil 2-12). ILS ve SBH’de
belirgin dismorfizm gozlenmez. Kromozomal yeniden diizenlenmeler sonucu olusan

lizensefalilerde ise farkl dismorfik bulgular goriilebilir.
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¢ Konjenital ekstraserebral anomaliler; Lizensefali Spektrumu’nun ayirici tanisinda yer
alan hastaliklarda siklikla bulunur. Ozellikle Tip 2 Kaldirimtas: lizensefalisinde goz
problemleri (6n kamara anomalileri, katarakt, kolobom, retinal ayrigma, primer persistan
hiperplastik vitreus) goriiliir. MDS gibi kromozomal delesyonlarin oldugu durumlarda KKH,
omfalosel, duodenal atrezi ve bdbrek anomalileri goriilebilir. LISI geni ile iligkili

lizensefalide ise ekstraserebral anomalilere (KKH) nadiren de olsa rastlanabilir.

Kraniyal MR’larin uzman Pediyatrik Radyolog ve/veya Pediyatrik Norolog tarafindan
etiyopatogenezden  sorumlu  genler ile iliskilendirilmesi laboratuvar  testlerini
yonlendirmektedir. Kortikal anomalilerin radyolojik bulgulart (Grade ve Gradient),
Lizensefali ile iliskili hastaliklarin ayirici tanisi i¢in klinik bulgulardan daha belirleyicidir.

Ayiricl tanida kullanmilan radyolojik bulgular;

Grade; Lizensefali Spektrumu, Kraniyal MR goriintiilerine goére 6 derecede
siniflandirilmistic (Sekil 2-11) (52). Grade 1; diffiiz agiri, Grade 2; anteriyor veya
posteriyorda az sayida kivrim disinda diffiiz agiri, Grade 3; anteriyor pakigiri ve posteriyor
agiri, Grade 4; diffiz pakigiri, Grade 5; pakigiri ve SBH ve Grade 6; SBH’dir. Bu
spektrumunun derecesi; olgulardaki mental retardasyon ve epilepsinin agirhigi ile genelde
korelasyon gostermektedir (51). Lizensefali ile iliskili genler LISI, DCX, TUBAIA, RELN ve
ARXtir. Bu genler ile radyolojik bulgular arasinda giiglii bir iliski vardir. 17p13.3’de LIS1
geni (MIM*601545), Xq22.3’de DCX geni (MIM*300121), 12ql2’de TUBAIA geni
(MIM*602529), serebellar hipoplazi ve lizensefali ile iliskili 7q22.1°de RELN geni
(MIM*600515) ve X’e bagh kuskulu genitalya ile birlikte lizensefali fenotipine neden olan
ARX geni (MIM*300215)’dir.

Gradient; giral malformasyonun agrrliginin beynin farkli bolgelerine degiskenlik
gostermesidir. On-anteriyor (A) ve arka-posteriyor (P) etkilenmenin agirligma gére, genotip
ve fenotip iliskisi kurulabilir. DCX ve RELN ile iligkili mutasyonlarda serebral korteksin
anteriyor boliimii posteriyora (a>p) gore, LISI, 14-3-3¢ ve ARX geni ile iliskili mutasyonlarda
serebral korteksin posteriyor boliimiiniin anteriyora gore (p>a) daha fazla etkilenmis oldugu
gosterilmistir. MDS’den 17p13.3’de LIS genini de iceren biiyiik delesyonlar, ILS’den DCX,
LISI, 14-3-3e, TUBAIA genleri; SBH’den DCX ve LISI genleri; XLAG’dan ARX geni;
LCH’dan LISI, DCX ve RELN geni mutasyonlarmin sorumlu oldugu gosterilmistir.
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Bu calismada kortikal gelisim malformasyonu 6n tanisi ile klinigimize gonderilen
olgularin klinik ve Kraniyal MR bulgular1 genotip-fenotip iligkisi kurulmasi1 amaciyla detayl
olarak tekrar degerlendirilmis ve Pediyatrik Radyoloji/Pediyatrik Noroloji uzmanlar: ile
tartisilmistir. Lizensefali Spektrumu tanis1 kesinlesen 10 ailede etiyopatogenezde yer alan
tanimlanmis genler incelenmistir. Lizensefali Spektrumu i¢inde degerlendirilen MDS tanili iki
olguda (LO1-L02), lizensefaliye eslik eden ek konjenital anomalileri olan bir olguda (L03),
ILS’1i dort olguda (L04-L05-L06-L07), SBH’li iki olguda (L0O8-L09) ve LCH’1i iki olguda
(L10) genotip-fenotip iligkisi dikkate alimarak laboratuvar c¢aligmalar1 planlanmastir.
Calismamizda kullanilan molekiiler taniy1r yonlendirici akis semasi Sekil 3-1’de yer
almaktadir.

Miller-Dieker Sendromu (MDS); karakteristik yliz bulgularmin oldugu klasik
lizensefali sendromudur. 17. kromozomun kisa kolunun LIS I ve komsu genlerini igeren
delesyonu ile iligkilidir. Bu delesyonlarmm %60°1 HRBT ile sitogenetik olarak goriilebilir, geri
kalaninda FISH ile tan1 konur. MDS’li olgularin yaklasik %80’inde, 17p13.3’ii igeren de
novo delesyonlar bulunurken; %?20’sinde ebeveynlerden birinde dengeli translokasyonlarin
sonucu olusan delesyonlar goriiliir (52). Aile LO1 ve Aile L02’deki etkilenmis olgularin MDS
tanist klinik ve radyolojik bulgular ile akis semasi kullanmilarak konmus, sitogenetik ve
molekiiler sitogenetik analizler ile kesinlesmistir. Aile L03’deki etkilenmis olguda pakigiriye
dismorfizm, KKH, renal anomali ve bilateral yarik el anomalisi eslik etmesi nedeniyle
MKA/MR grubunda degerlendirilmis ve dncelikle submikroskobik yeniden diizenlenmelerin
dislanmasi planlanmastir.

Aile L01’de etkilenmis kiz olgu mikrosefali, psiko-sosyal-motor gelisme geriligi,
nobet Oykiisii ve kortikal anomali nedeniyle tarafimiza gonderilmisti. Kraniyal MR
goriintiilerinde posteriyor tutulumun (Grade 2) on planda oldugu “Klasik Lizensefali”
(agiri/pakigiri) saptandi1 ve LIS geni ile iliskili lizensefali ile uyumlu bulundu. Eslik eden
yiiz dismorfizmi (bitemporal darlik, dolgun yanaklarm oldugu armut seklinde yiiz) nedeniyle
MDS 6n tanida diisiiniildii. HRBT ile kromozom analizi normal saptanirken MDS’ye 6zgiin
FISH analizi ile 17p13.3 delesyonu belirlendi. P061 (Lissencephaly) MLPA Kkiti ile
PAFAHIBI (LISI) genine komsu genler (telomerik tarafta METTI0D sentromerik tarafta
KIAA0664) arasinda yaklasik 183,423 be¢’lik bir delesyon oldugu belirlenerek olgunun
“ardisik gen sendromu” tanis1 kesinlesti. Anne ve babada karyotip analizi ve MDS’ye 6zgiin

FISH analizi normal sonug¢landi ve olgumuzun de novo oldugu belirlendi.
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Aile L02’de etkilenmis erkek fetiis antenatal MR degerlendirmesi kortikal anomali ile
uyumlu bulundugu i¢in tibbi tahliye ile sonlandirildiktan sonra degerlendirilmisti. Fetusa ait
30.GH’daki Kraniyal MR goriintiilemeleri diffiiz pakigiri ile uyumlu bulunmustu. Gradient
ayrimi yapilamadigi i¢in, karyotip ve MDS’ye 0zgiin prob ile FISH analizi Onerildi.
Kordosentez ile elde edilen fetal kanda kromozom analizinde 450-550 band diizeyinde 17.
kromozomda delesyon saptandi. MDS’ye 6zgiin FISH ¢alismasinda 17. kromozomlardan
birinde MDS boélgesinde sinyal alinmadi. Anne ve babaya karyotip analizi Onerildi. Aile
kromozom analizi i¢in onay vermedi. Olgumuzda saptanan lizensefali 17p13 bolgesini i¢eren
delesyon ile uyumlu bulundu.

Literatiirde antenatal ultrasonografi ile saptanan az sayida MDS’li olgu mevcuttur. Bu
olgularin ¢cogunda ileri gebelik haftalarinda lizensefaliye ventrikiilomegali, [IUGG (intrauterin
gelisme geriligi) ve konjenital kalp hastaliklarmin eslik ettigi gozlenmistir. Taniya yonelik
incelemelerde 22q11 delesyon sendromunun dislanmasinin ardindan MDS’nin de yer almasi
gerektigi vurgulanmistir. Ventrikiilomegali ve ITUGG birlikteligi, MDS i¢in ultrasonografide
belirtec olarak degerlendirilmesi 6nerilmistir (127,128)

Antenatal donemde lizensefalinin saptanmasindaki zorluk fetal hayatta beynin
gebeligin gec haftalarina kadar diiz gortinmesinden kaynaklanmaktadir. Evrimsel olarak insan
beyni ile diger memeliler karsilastirildiginda; alt grup memelilerde sulkus, girus ve serebral
korteks katlantilarmin daha az olmasi, insan korteksinin olusumunda 6zgiin genetik
mekanizmalarin varligina isaret etmektedir.

Antenatal donemin 5. aymda (20-22.GH) kalkarin, pariyetooksipital ve singulat
sulkus; 6. ayin sonlarma dogru (25.GH) rolandik, interpariyetal, superiyor temporal sulkus; 7.
ayda (24-28.GH) presantral, postsantral, superiyor frontal, orta temporal; 8. ayinda (30-
33.GH) sekonder singulat, oksipitotemporal, inferiyor temporal sulkus gelisir (Sekil 2-4) (4).
Gelisimin ge¢ haftalarina kadar siiren bu durum 34. GH’da sekonder oksipital ve insular
sulkusun olusumu ile devam eder. Kortikal sulkuslar1 degerlendirirken, 6zellikle preterm
yenidoganlarda, gebelik haftasinin dogru bilinmesi ileri gebelik haftasina kadar devam eden
sulkuslarin gelisimleri nedeniyle ¢ok 6nemlidir, aksi halde yanlislikla pretermlerde lizensefali
tanist konabilir (4). Antenatal ultrasonografide 22-23.GH’da pariyetooksipital ve kalkarin
fisstiriin, 26-27.GH’da santral sulkusun ve 28-29.GH’da singulat sulkusun kesinlikle
goriilmesi gerekir. Bu kivrimlarin belirtilen zamanlarda olusmamasi lizensefali i¢in uyarici
olabilmektedir. Riskli gebelik izleminde 28.GH’dan sonra fetal MR ile radyolojik tani

konmaya ¢alisilmalidir.
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Aile L03’de etkilenmis erkek olgu agir psiko-sosyal-motor gelisme geriligi,
mikrosefali, nobet 0ykiisii, kortikal anomali, bilateral yarik el anomalisi, KKH, renal anomali
ve dismorfik yiiz gOrlinimii nedeniyle tarafimiza gonderildi. Kraniyal MR
degerlendirmesinde frontal agiri/pakigiri saptandi. MKA/MR grubunda degerlendirilen
olgunun Affymetrix 6.0 Chip kullanilarak yapilan SNP-array calismasinda 1.kromozomunun
p subtelomer bolgesi icin 3 Mb biiyiikliigiinde delesyon, 17.kromozomun p subtelomer
bolgesi icin ise 3 Mb biiyiikliigiinde bir duplikasyon saptandi. Konfirmasyon i¢in 1.ve 17.
kromozomlarm p subtelomer bdlgelerine 6zglin problar ile yapilan FISH c¢alismasinda,
1.kromozomun subtelomer boélgesi i¢cin parsiyel monozomi ve 17.kromozomun p subtelomer
bdlgesi i¢in parsiyel trizomi saptandi.

SNP-array’de ve subtelomer FISH c¢aligmalar1 ile olgumuzda 1 p36 delesyon
sendromu ve LISI genini iceren 17pl13.3 bdlgesinin duplikasyonu kesinlik kazandi.
Ebeveynlerde 1.ve 17. kromozomlarm p subtelomer bodlgelerine 6zgiin FISH ile yapilan
calismada herhangi bir anomali saptanmamis, olgumuzun de novo kromozom anomalisinin
oldugu belirlenmistir. Olgumuzdaki yiiz dismorfizmi (bitemporal darlik, diiz kas yapisi,
kiigiik burun yapisi, basik burun ucu, kisa kolumella, diiz filtrum, kiigiik bir agiz yapisi,
yiiksek ve dar damak, dolgun yanaklar, sivri cene), KKH (sol ventrikiilde non-compaction) ve

renal anomali (rotasyon anomalisi) 1 p36 delesyon sendromu ile uyumlu bulundu.

Lizensefalide LIS] genini igeren 17p13.3 bolgesinin duplikasyonu literatiirde simdiye
kadar ¢ok az sayida olguda gdosterilmistir. Haverfield ve arkadaslar1 PO61 lissencephaly kiti
ile yaptiklar1 MLPA analizinde ILS’li 52 olgunun 12’sinde LIS/ genini etkileyen delesyon ve
6’sinda duplikasyon saptamislardir. 6 duplikasyonun 5’1 LIS] geninin kodlayan ekzonlarinin
(ekzon 2-11) duplikasyonlarini i¢erirken, biri LIS7 geninin 3 ucuna komsu K/4AA40664 geninin
duplikasyonunu icermektedir. LIS/ genini i¢cermeyen bu duplikasyonun saptanmasi LIS/
genine komsu genlerin LIS/ geninin ekspresyonu i¢in 6nemli regiilatdr bolgeler icerdigini
disiindiirtmiistiir (67,68). Bu ¢alismada saptanan LISI genini igeren tiim duplikasyonlarin
Grade 3 lizensefaliye neden oldugu belirtilmistir. Mei ve arkadaslarinin PO61 lissencephaly
kiti ile yaptiklar1 diger bir MLPA c¢alismasinda ise, ILS’li 25 olgunun 18’inde LISI genini
etkileyen delesyon ve 1’inde duplikasyon saptamislardir. Duplikasyonu olan olgunun Grade 2
lizensefalisi oldugu ve LIS/ geninin kodlayan ekzonlarmin (ekzon 3-5) duplikasyonlarini

icerdigi bildirilmistir.
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Comparative Genomic Hybridisation (CGH) teknolojisinin gelismesinden sonra,
17p13 duplikasyonu olan daha fazla sayida olgu bildirilmeye baslanmistir. Roos ve
arkadaslari, 2009 yilinda 17p13°’de mikroduplikasyonu olan 3 olgunun klinik bulgularmi
Ozetlemislerdir. Bunlar hipotonik ve genis yiliz goriiniimii, hipertelorizm, asag1 ¢ekik palpebral
fissiirler, genis burun kokii, yiiksek damak ve tiggen ¢enedir. Bu olgularin hi¢gbirinde kortikal
anomali gézlenmemistir. Olgumuzda gozlenen hipertelorizm, {iggen ¢ene ve diisiik kulak
yapist bu sendrom ile uyumlu olmasma ragmen, diger dismorfik bulgular bu sendrom ile
iligkilendirilememistir.

Olgumuzdaki yiiz dismorfizmi (bitemporal darlik, diiz kas yapisi, kiigiik burun yapisi,
basik burun ucu, kisa kolumella, diiz filtrum, kiigiik bir agiz yapisi, yiiksek ve dar damak,
dolgun yanaklar, sivri ¢ene), sol ventrikiilde non-compaction ve renal anomaliler 1p36
delesyon sendromu ile lizensefalisi 17p13 duplikasyonu ile iliskilendirildi.

Olgumuzdaki yarik el anomalisi, literatiirde 1p36 delesyon veya 17p duplikasyon
olgularinda bildirilmemistir. 17p13 bolgesi otozomal dominant kalitilan Yarik El/Ayak
sendromu ile iliskilendirilmis olmasma ragmen etiyopatogenezden sorumlu gen heniiz
tanimlanmamistir. Olgumuzda saptanan de novo kromozom anomalisinin Yarik El/Ayak ile
iligkili aday gen caligmalari i¢in 6nemli rol oynayacagi 6ngoriilebilir.

Olgumuzda LISI genini iceren duplikasyon SNP-array ve telomerik FISH teknikleri
ile gosterilmistir. Lissencephaly kiti ille MLPA analizi planlanmistur.

Olgumuzun hem Yarik El/Ayak sendromu ile iligkili aday gen g¢alismalar1t hem de
lizensefali 1ile iligskili LIS/ geninin duplike olan bdlgelerinin fenotipe etkisinin

degerlendirilmesi i¢in bilimsel literatiire katki saglamasi amaciyla yayinlanmasi planlanmistir.
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izole lizensefali sekans1 (ILS); klasik lizensefalinin izole olarak goriildiigii belirgin
bir dismorfizmin eslik etmedigi durumdur. ILS’ye neden oldugu belirlenen genler; L1S1, DCX
ve TUBAIA’dir. ILS’si olan olgularm %75’inden LISI ve DCX genleri sorumludur (62, 65,
66). LISI geninde mutasyon saptama orani, DCX ve TUBA 1A genlerine oranla daha yiiksektir.
LISI ve DCX ile iliskili ILS’li olgulardaki giral patern farklilik gosterir (62, 64). LIS ile
iligkili lizensefali olgularinda beynin posteriyorunun (pariyetooksipital bolge) anteriyora
(frontotemporal bolge) gore daha ¢ok etkilendigi belirlenmistir. DCX ile iligkili lizensefalide
ise beynin anteriyor korteksinin posteriyora gore daha ¢ok etkilendigi saptanmistir (64).
Haverfield ve arkadaslari, 2009 yilinda LIS! ve DCX genlerinin dizi ve MLPA ydntemi ile
birlikte incelendiginde ILS’lilerin %85 ne tan1 konabilecegini gostermislerdir (67,68).

Beynin posteriyoru daha belirgin etkilenirse, LIS/ geni incelenmesi oOncelikle
yapilmalidir. Bu olgularin %54’iinde 17p13.3’e 6zgii FISH analizi ile tan1 konabilmektedir.
Test akis semast 17p13.3’e 6zglin FISH analizi ve/veya MLPA yontemi ile delesyonlarin
saptanmas1 ve LIS/ geninin dizilenmesi ile mutasyonlarm belirlenmesidir. L1S/ mutasyonuna
sahip ILS’li olgularda mutasyon tipi ve yer aldig1 domain gz oniine alinarak genotip-fenotip
korelasyon kurulmaya c¢alisilmaktadir. Grade 1-2 lizensefalili 17p13.3°de biiylik delesyonu
olan Miller-Dieker Sendromu’ndan etkilenen olgular, Grade 2-4 lizensefalili LIS! geninde
kii¢iik gen i¢i delesyon ve duplikasyonu olan ILS’1i olgulara gore daha agirdir. Yanlis anlamli
mutasyonlar daha agir lizensefali derecelerine neden oldugu 6ne siiriilmesine ragmen (63),
giincel caligmalarda bununla uyumlu olmayan da olgular bildirilmistir (69)

Beynin anteriyoru daha belirgin etkilenirse, DCX geni incelenmesi Oncelikle
baslatilmalidir. ILS’li erkek olgularin yaklasik %38’inde DCX geninde mutasyonlar
saptanirken, ILS’li disilerin ¢ok azinda DCX mutasyonu gosterilmistir (52,59,62,65,68,70,71).
LISI veya DCX geninde mutasyon bulunmasi halinde, her iki ebeveynde mutasyonun
varliginin arastirilmast Onerilmektedir. De novo mutasyon varliginda, gonadal mozaisizm
riski nedeniyle prenatal tan1 amagh sitogenetik, molekiiler sitogenetik ve/veya molekiiler

testler Onerilebilir.

Aile L04°de etkilenmis erkek olgu psiko-sosyal-motor gerilik ve kortikal anomali
nedeniyle tarafimiza gonderilmisti. Kraniyal MR’mda korpus kallozum hipoplazisi ve
posteriyor pakigiri (ILS) saptandi. MDS’1 dislamak amaciyla HRBT ile yapilan kromozom
analizi ve MDS’ye 6zgiin FISH analizi normal sonuglandi. Kraniyal MR bulgularinda
posteriyor pakigiriye eslik eden korpus kallozum agenezisi (CCA) olmasi nedeniyle 6ncelikle

TUBAIA geninin kodlayan bolgeleri dizilendi. Mutasyona neden olan patolojik bir degisiklik
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saptanmadi. CCA olmas1 nedeniyle ileri asamalarda ARX geni dizilendi. Mutasyona neden
olan patolojik bir degisiklik saptanmadi.

ILS tanili olgunun anteriyor etkilenmesi 6n planda olmamasina ragmen, olgunun erkek olmas1
nedeniyle DCX geni de dizilendi. Mutasyona neden olan patolojik bir degisiklik saptanmadi.
MDS’de LISI geni ile birlikte delesyona ugrayan fenotip lizerinde modifiye edici etkisi
oldugu bilinen YWHAE geni aday gen yaklasimi ile dizilendi, Mutasyona neden olan patolojik
bir degisiklik saptanmadi.

MLPA yontemi ile DCX geni, LIS] geni, LIS] genine komsu YWHAE, MGC3329, HICI,
KIAA0664 ve GARNL4 genleri, gen ici delesyon ve duplikasyonlar1 saptamak amaciyla

incelendi. ilgili genlerde delesyon ve duplikasyon saptanmadi.

Aile L05°de etkilenmis erkek olgu psiko-sosyal-motor gerilik, mikrosefali, EEG
anomalisi ve kortikal anomali nedeniyle tarafimiza gonderilmisti. Hipoplastik skrotum disinda
sistem muayenelerinde 6zellik yoktu. Kraniyal MR bulgularinda anteriyor pakigiriye eslik
eden korpus kallozum agenezisi (CCA) ve genital bulgular1 (kriptorsidizm) olmasi nedeniyle
oncelikle ARX geninin kodlayan bolgeleri dizilendi. Mutasyona neden olan patolojik bir
degisiklik saptanmadi. Daha sonra anteriyor bdlgenin daha belirgin etkilenmis olmasi ve
olgunun erkek olmasi nedeniyle DCX geni dizilendi. Mutasyona neden olan patolojik bir
degisiklik saptanmadi. Lizensefali ile iligkilendirilen LIS7 ve TUBAI1A genleri ile LISI geni
ile birlikte delesyona ugrayan fenotip iizerinde modifiye edici etkisi olan YWHAE geni aday
gen yaklasimi ile dizilendi. Mutasyona neden olan patolojik bir degisiklik saptanmadi. MLPA
P061-lissencephaly kiti kullanilarak yontemi ile DCX geni, LIS] geni, LIS] genine komsu
YWHAE, MGC3329, HICI, KIAA0664 ve GARNL4 genleri, gen i¢i delesyon ve
duplikasyonlar1 saptamak amaciyla incelendi. ilgili genlerde delesyon veya duplikasyon

saptanmadi.

LISI ve DCX genlerinin dizi ve MLPA yontemi ile birlikte incelendiginde ILS lilerin
%385’ne tani konabilecegi bildirilmesine ragmen, Aile L04 ve Aile L05’de etkilenmis
olgularda lizensefaliye neden olan etiyopatogenez aydimnlatilamamistir. Lizensefali ile iliskili
genlerin somatik mozaisizmi ve dizi analizi yontemiyle incelenmeyen diger bolgelerdeki
(regiilator, promotor, derin intronik) patolojik dizi degisimleri diglanamamistir. Bu olgular

aday gen calismalari i¢in ideal bir grup olusturmaktadir.
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Aile L06’da etkilenmis kiz olgu psiko-sosyal-motor gelisme geriligi, mikrosefali,
nobet Oykiisi ve kortikal anomali nedeniyle tarafimiza gonderilmisti. Kraniyal MR
goriintiileri beynin posteriyor bolgesinin daha c¢ok etkilendigi “Klasik Lizensefali” (pakigiri)
ile uyumlu bulundu. Posterior bdlgenin 6n planda etkilenmesi nedeniyle LIS ile iliskili
lizensefali 6n planda diisiiniildii. MDS’1 dislamak amaciyla yapilan HRBT ile kromozom
analizi ve MDS’ye 0Ozgiin FISH analizi normal sonuc¢landi. LIS/ geninin 5.ekzonunda
heterozigot p.R113X mutasyonu saptandi. Literatiirde L06’da etkilenmis olgumuzla ayni
mutasyonu tastyan olgunun mikrosefalisi oldugu, yardimla yiriiyebildigi, ancak dil
gelisiminin ¢ok geri oldugu belirtilmistir (129). Bu mutasyon LIS1 proteininin 1.WD-40

tekrarmda yer almaktadir.

Aile L07°de etkilenmis erkek olgu nobet Oykiisii ve kortikal anomali nedeniyle
tarafimiza gonderilmisti. Kraniyal MR goriintiileri beynin posteriyor daha cok etkilendigi
“Klasik Lizensefali” (pakigiri) ile uyumlu bulundu. Posterior bolgenin 6n planda etkilenmesi
nedeniyle LIS1 ile iliskili ILS 6n planda diisiiniildii. EKO incelemesinde VSD, VSA ve
PFO’su vardi. Mikrosefalinin eslik etmedigi ve orta derecede psiko-sosyal gelisme geriligi
oldugu gozlendi. Olgunun lizensefalik beyin goriintiilemesi olmasina ragmen ndbet
Oykiisiiniin olamamas1 nedeniyle antiepileptik tedavi ihtiyact olmadigi ve EEG incelemesinin
normal oldugu belirlendi. Aile LO7’de etkilenmis olgu ILS’li olgular arasinda ( L04,L.05, LO6,
LO07) en hafif klinik bulgular1 olan olgu oldugu anlasilmistir.

LIS geninin 6.intronunda homozigot polimorfizm (rs3213696) ve 3° UTR bolgesinde
heterozigot polimorfizm (rs6628), ayrica 9.ekzonda heterozigot yanlis anlamli tipine neden
olan bir nokta mutasyonu, ¢.G1517C (p.asp317his) saptandi. Olgunun belirgin psiko-sosyal-
motor gelisme geriligi yoktu.

LIST geni ile ilgili genotip-fenotip iligkisi halen kesin olarak kurulamamistir. LIS/
genini de igeren 17pl3 delesyonuna sahip olgularda Grade 1 ve Grade 2 lizensefali
bildirilmistir. Yanhs anlamli olmayan LIS/ mutasyonlar1 da ise Grade 2-4 lizensefali ile
birlikte yaymnlanmistir. Yanlis anlamli mutasyonlar protein yapisinda tek aminoasit
degisikligine neden olurken, yanlis anlamli olmayan mutasyonlar erken sonlanim veya
delesyona ugramis protienlere neden olurlar. LIS/ genindeki mutasyonlar gibi
haployetersizlik nedeniyle bozukluga yol acan hastaliklarda yanhis anlamli mutasyonlarin
kritik bir pozisyonda aminoasit degisikligine yol agmadiklar: taktirde diger mutasyonlara gore

daha hafif fenotiplere neden olduklar1 diisiintilmiistiir. Ayrica LIS! geninde hem simdiye
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kadar saptanan polimorfizmlerinin az olmasi hem de tiirler arasinda bir hayli korunmus

olmas1 nedeniyle optimal fonksiyonu i¢in varolan yapisinin énemli oldugu diistiniilmiistiir.

2007 yilinda Leventer ve arkadaglar1 normal 1Q’ya sahip bir olgunun da aralarinda
bulundugu LIS! geninde yanlis anlamli mutasyonu olan hafif lizensefali fenotipine sahip 5
olgunun klinik bulgularmni yaymlamislardir (63). Bu olgulardan Grade 4 lizensefalisi olan
orta/agir mental retardasyona sahip olgu ¢calismamizdaki Aile LO7’de etkilenmis birey ile ayn1
mutasyona sahiptir. Bu mutasyon LIS1 proteininin dogru katlanmasini saglayan 7 WD-40
tekrarmin 5. tekrarinda yer almaktadir. Bu nedenle proteinin yanlis katlanmasina ve B-selektin

ile iligkisinin bozulmasma yol actig1 diisiiniilmektedir.

Olgumuzun lizensefali ile iligkili hafif fenotiplerin etiyopatogenezinin aydinaltilmasi i¢in

bilimsel literatiirde yayinlanmasi planlanmaistir.

Subkortikal band heterotopisi (SBH); korteks ile lateral ventrikiil arasindaki ak
maddenin i¢cinde gri maddenin bilateral ve simetrik bir band olusturmasidir. Kortikal
noronlarm  migrasyonundaki  bir  bozukluktan kaynaklanan  “Agiri-Pakigiri-SBH
Spektrumu’nun” en hafif seklidir (51,72,73). Ak madde i¢cinde goriilen band seklinde gri
madde, tamamen gercek bir kortekse benzememesine ragmen SBH’si double cortex sendromu

olarak da adlandirilir (74).

Etkilenen disi olgularin yaklasik %50’sinde fokal ndbetler, geri kalan %50’sinde ise
generalize nobetler vardir. %65 olguda direngli epilepsi gozlenir. Biligsel performans
normalden hafif 6grenme giicliigiine ve agir mental retardasyona kadar degisir. SBH’de
epilepsi ve mental retardasyonun agirligi subkortikal bantlarin kalinligi ve uzanimma goére
degisir. Fokal SBH’li olgularda mental retardasyon veya epilepsinin olmadig1 normale yakin
fenotip gortilebilir (79).

DCX ile iligkili SBH daha ¢ok frontopariyetal korteksi tutar. Giintimiizde bu paternde
tutuluma neden oldugu bildirilen tek gen DCX’tir. DCX ile iligskili SBH’de Kraniyal MR’da
frontopariyetal bolgenin daha cok etkilendigi Grade 6 (SBH) ve Grade 5 (Pakigiri ve SBH)
lizensefali gézlenir. DCX ile iliskili mutasyonlar erkeklerde klasik lizensefali (Lizensefali tip
1), disilerde SBH/double korteks sendromu fenotipine neden olur.

SBH’l1 disilerin %85 inde, erkeklerin ise %29’unda DCX geninde nokta mutasyonlar1
gosterilmistir (59,62,68,71,79). Havertield ve arkadaslari, 2009 yilinda SBH’si olan disilerde

DCX geninin dizilenmesi ve MLPA yontemi ile arastirilmasi ile olgularm %90’ma tani
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konulacagini1 bildirmislerdir (68). LISI ile iliskili SBH nadiren bildirilmistir. Beynin
oksipitotemporalinde SBH’si belirgin olan olgularda LIS/ geni mutasyonlar1 tanimlanmistir.

Aile L08’de etkilenmis kiz olgu nistagmus, psiko-sosyal-motor gelisme geriligi ve
kortikal anomali nedeniyle tarafimiza gonderilmisti. Kraniyal MR goriintiileri kalin
subkortikal band heterotopisi (SBH) ile uyumlu bulundu. SBH tanisiyla yapilan kromozom
analizi ve MDS’ye 6zgilin FISH analizi normal sonug¢landi. DCX, LISI, TUBAIA ve YWHAE
genlerinde mutasyona neden olan patolojik bir degisiklik saptanmadi MLPA yontemi ile DCX
geni, LIS] geni, LISI genine komsu YWHAE, MGC3329, HICI, KIAA0664 ve GARNL4
genlerinin gen ici delesyon ve duplikasyonlar1 saptamak amaciyla incelendi. Ilgili genlerde
delesyon veya duplikasyon saptanmadi. SBH’si olan olgularin %90’ma DCX geninin
dizilenmesi ve MLPA yontemi ile tan1 konulabilecegi bildirilmesine ragmen, olgumuzda
SBH’ye neden olan etiyopatogenez aydmlatilamamis ve SBH’ye neden olan DCX
mutasyonlarmin somatik mozaisizmi, gende dizi analizi yontemiyle incelenmeyen diger
bolgelerde (regiilator, promotor, derin intronik) patolojik dizi degisimleri diglanamamaistir.
Ileri asamalarda farkli dokularda DCX mutasyonlar1 agisindan somatik mozaisizm ve/veya
olas1 diger aday genlerin arastirilmasi planlanabilir.

Aile L09’de etkilenmis kiz olgu psiko-sosyal-motor gelisme geriligi, nobet oykiisii ve
kortikal anomali nedeniyle tarafimiza gonderilmisti. Kraniyal MR goriintiileri kalin
subkortikal band heterotopisi (SBH) ile uyumlu bulundu. SBH tanisiyla yapilan karyotip
analizi ve MDS’e 6zgiin FISH analizi normal sonuglandi. Kiz olan olgumuzda SBH’si oldugu
icin ilk asamada DCX geni dizilendi. DCX geninin 3.ekzonunda heterozigot ¢.605 607
delAGA mutasyonu saptandi. Anne ve babanin ayni mutasyonu tasimadigi gosterilerek,
olgumuzun de novo DCX gen mutasyonunu heterozigot tasidigi kesinlesti.

Olgumuzda saptanan bu degisiklik protein yapisini bozdugu icin mutasyon olarak
kabul edildi. Olgumuzdaki mutasyon Human Mutation Database veritabaninda yer
almamaktadir.. De novo olan olgumuzun yanlis anlamli mutasyonu oldugu belirlenmistir.
Aigner ve arkadaslarinin de novo olgularda yanlis anlamli mutasyonlarin sik goriildiigiiniin
bildirilmesine karsin, birbirinden bagimsiz ¢alismalarda yanlis anlamli mutasyonlarin de novo

olgularda da gozlendigini bildirilmistir.

Serebellar Hipoplazi ile birlikte lizensefali (LCH); belirgin serebellar hipoplazinin
eslik ettigi lizensefalidir. LCH, klinik ve radyolojik degerlendirme ile 6 grupta (LCHa/LCH
b/LCHc/LCHd/LCHe/LCHY/LCHg) incelenmistir (30). LCH (a); 10-20 mm kalinhginda

korteksi olan, belli bir lizensefali derecesi Ongoriilemeyen (agiri veya pakigiri) gruptur.
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Beynin frontotemporali etkilendigi ise DCX, pariyetooksipital etkilendiyse LIS! geni
mutasyonlar ile iligkilendirilmistir. LCH (b); orta derecede (4-10 mm) kortikal kalinligin
goriildigil, pakigiri ile birlikte tim serebellumun agir etkilendigi ve serebellar folyalarin
secilemedigi RELN geni ile iligskilendirilen gruptur. LCH (c¢), LCH (d), LCH (e) ve LCH

(f)’nin molekiiler etiyopatogenezi belirlenememistir.

Aile L10’da etkilenmis 2 erkek olgu psiko-sosyal-motor gerilik, ndbet Oykiisii,
kortikal ve serebellar anomali nedeniyle gonderildi. Kraniyal MR’da orta derecede
kalinlagmig kortikal tabakanin oldugu frontal pakigiri, hafif posteriyor pakigiri, incelmis
korpus kallozum, hafif derecede beyin sap1 hipoplazisi ve agir derecede panserebellar
hipoplazi saptandi.

Olgu V-1’in (16 yasinda) mikrosefali, psiko-sosyal-motor retardasyon, nobet Oykiisii,
periorbital dolgunluk; olgu V-II'nin (10 yasinda) konjenital glokom, psiko-sosyal-motor
retardasyon ve nobet dykiisii mevcuttu.

Olgularin kromozom analizi ve MDS’ye 6zgiin FISH ¢aligmas1 normal sonuclandi. RELN
geni ile iligkilendirilen LCH hastaliginin otozomal resesif kalitilmas1 nedeniyle Aile L.10°da
etkilenmis olgular (V-1 ve V-2I) ve olgularin ebeveynlerinde (IV-7, IV-8, IV-17 ve IV-18)
RELN geni i¢in baglant1 analizi ile homozigotluk arastirmasi yapildi ve RELN lokusuna
baglant1 gosterildi. RELN proteinin ve RELN geninin incelenmesi planlandi.

RELN, 64 ekzonlu bir gen oldugu i¢in Oncelikle ¢cDNA diizeyinde inceleme planlandi.
Fibroblastlarda yiliksek diizeyde eksprese olmasi nedeniyle fibroblast kiiltiirii planlandi.
Olgulardan deri biyopsisi alinamadigi i¢cin V-2 no’lu olgunun annesinden (IV-18) fibroblast
kiiltlirii yapilarak RELN geni cDNA diizeyinde dizilendi. cDNA diizeyinde dizilenemeyen
1.ekzonun genomik boyutta dizilenmesi planlandi.

IV-18 no’lu bireyde ekzon 1’de heterozigot ¢.C204G (p.tyr68X; TAC>TAG)
mutasyonu saptandi. Etkilenmis olgularda da (V-1 ve V-2) homozigot ve ebeveynlerde (IV-
7,IV-8, 1V-17) heterozigot c.C204G (p.tyr68X; TAC>TAG) mutasyonunun belirlenmesi ile
hastaligin molekiiler etiyopatogenezi aydinlatilmis oldu. Olgumuzda saptanan bu degisiklik
dur kodona neden oldugu i¢in mutasyon olarak kabul edildi. Human Mutation Database
veritabaninda yer almadigi i¢in anlamsiz mutasyon bilimsel literatiirde yaymlanmasmin

ardindan veritabanina eklenmesi planlandi.

Ik kez Hourihane tarafindan 1993 yilinda, ingiliz kokenli 1,5.° kuzen evliligi yapmus

bir ailenin 3 erkek c¢ocugunda lizensefaliye belirgin serebellar hipoplazinin eslik ettigi
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bildirilmistir (85). Sonraki yillarda serebellar hipoplazinin eslik ettigi lizensefalili olgularin
say1s1 artmustir (86,87,88). Hong 2001 yilinda Hourihane’nin yaymindaki etkilenmis Ingiliz
kokenli bireyleri ile Arap kokenli 1.° kuzen evliligi yapmis bir ailenin etkilenmis (1 kiz, 2
erkek) ve etkilenmemis bireylerini dahil ettigi baglant1 calismasi sonucunda bu fenotipin 7.

kromozomun 22 bolgesine lokalize RELN geni ile iliskili oldugunu gostermistir (29).

Arap kokenli ailede RELN geninin splice akseptor bolgesinde homozigot IVS37AS,
G-A, -1 mutasyonu saptanmistir. Olgularin psiko-sosyal-motor retardasyonu, epilepsileri ve

hipotonileri oldugu bildirilmistir.

Hong’un bildirdigi 1,5.derece kuzen evliligi yapmus Ingiliz ailedeki etkilenmis
olgularm klinik bulgular1 ise; normal bas ¢evresi, konjenital lenf 6dem ve hipotoni mevcuttu.
Kraniyal MR’da orta derecede lizensefali, belirgin serebellar hipoplazi bildirilmistir. Agir
noromotor retardasyonu olan olgularin miyopi ve nistagmus gibi géz problmeleri, generalize

nobet Oykiileri vardi. Bu olgularda 43.ekzonda delesyon tipi mutasyon bildirilmistir.

RELN geninde mutasyonu gosterdigimiz Aile L10’da etkilenmis olgularin fenotipleri
birbirinden farkhidir. Olgu I’in mikrosefalisi mevcutken, olgu II’nin bas ¢evresi 97.persantile
yakindir. Ingiliz ailedeki olgularda bildirilen konjenital lenfodem her iki olguda da
bulunmamaktadir. Sadece Olgu I’in periorbital dolgunlugu dikkat c¢ekmistir. Olgu II’de

gozlenen konjenital glokom ilk kez RELN geni ile iliskili lizensefalide saptanmistir.

Bu calisma Tiirk toplumunda ilk kez yapilan Lizensefali Spektrumu ile iligkili
klinik/radyolojik/molekiiler verilerin irdelendigi bir calismadir. Az sayida olgu yer almasina
ragmen farkli klinik/radyolojik alt gruplarda ileri molekiiler incelemeler i¢in akis semas1

onerilmistir (Sekil 3-1).

ITF Tibbi Genetik AD’da Molekiiler Laboratuvari’'nda yapilan 6n caligmalarla
Lizensefali Spektrumu’na yonelik “molekiiler incelemele paneli” olusturuldugu i¢in ileride
rutin tan1 hizmetinde kullanilmasi planlanmistir.

Calismamiza dahil edilen 10 olgunun 7’sinde sitogenetik ve molekiiler veriler ile
etiyopatogenez aydinlatilmistir. 7 olgunun 3’iiniin (Aile L03, Aile LO7 ve Aile L10) bilimsel
literatiire katkis1 olacagi diistiniilerek ilgili ¢calismalarin tamamlanip fenotip/genotip iliskisi

acisindan yayinlanmasi planlanmistir.
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Molekiiler tanmin kesinlesmesi bu ailelere 6zgiin genetik danisma verilmesini
saglamustir. Aile L10’da otozomal resesif kalitilan Reelin ile iliskili serebellar hipoplazi ile
birlikte lizensefali icin tekrarlama riski %25 olmas1 nedeniyle aileye tasiyicilik ve prenatal
tani segenekleri sunulmustur.

Aile LO1 ve Aile L07°de etkilenen olgularin de novo oldugunun anlasilmasindan sonra

bu ailelere gonadal mozaisizm riski nedeniyle i¢in prenatal tan1 yapilmaistir.

Simdiye kadar Lizensefali ile iligkilendirilmis tiim genler (L1S1, DCX, TUBAIA,ARX)
ve LISI genine komsu olmasi nedeniyle fenotipi modifiye edici etkisi oldugu diisiiniilerek
aday gen olarak se¢ilen YWHAE c¢alismamiza dahil edilmistir. Bu nedenle tanis1 molekiiler
olarak konulamayan 3 olgu (L04,L05, L08) lizensefali ile iliskili aday gen calismalar1 i¢in
ideal bir gruptur.
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7. MOLEKULER INCELEMELER ICiN BILGILENDIRILMIiS ONAM FORMU

ISTANBUL UNIVERSITESI iISTANBUL TIP FAKULTESI

TIBBI GENETIK ANABILiM DALI

MOLEKULER INCELEMELER iCiN BILGILENDIiRILMiS OLUR FORMU
Proje Adi: “Noronal migrasyon anomalilerinde genotip-fenotip iliskisi”

Tarih:

Bu inceleme, ndronal migrasyon anomalisi klinik ve radyolojik tanis1 alan se¢ilmis olgularda
literatlirde simdiye kadar tanimlanmis genlerin (DCX, ARX, LIS I, YWHAE, RELN, TUBAIA)
ve 17p13 mikrodelesyonunun molekiiler sitogenetik ve molekiiler yontemler ile incelenmesini
amaclamaktadir. Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dal1
poliklinige gonderilen olgularda tan1 amag¢h yukarida sayilan genlerin incelemelerinin
yapilmasma izin vermeden oOnce sizleri ¢alismanin amaci, riskleri ve yararlar1 konusunda

bilgilendirmek istiyoruz.

Asagidaki Molekiiler Incelemeler icin Bilgilendirilmis Onay Formunu okuduktan sonra

calismaya katilma karar1 verirseniz formu Litfen imzalaymiz.

1.Yapilacak islemin tammm: Inceleme, néronal migrasyon anomalilerinin nedeninin ileri
diizeyde aydinlatilmasmi amaglamaktadir. Bu c¢alismalar Istanbul Universitesi Istanbul Tip

Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali tarafindan yiirtitiilecektir.

Ileri molekiiler analizlerin yapilmasi igin hastalarn tanm amaci ile dnceden alinmis olan
mevcut doku ornekleri kullanilacaktir. Segilecek uygun olgularda sitogenetik (karyotip ve
FISH analizi) ve molekiiler yontemler (dizi analizi) kullanilarak detayli taniya gidilmeye
calisilacaktir. Eldeki 6rneklerin yetersiz olmasi ya da kullanilamamasi durumunda hastadan
yeniden doku (kan, vb) oOrnekleri almamiz gerekebilir. Bu durumda hasta ve aile

bilgilendirilecek ve izni alinacaktir.

Bu calismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Bu incelemeler igin
sizden alinan kanlardan ve/veya deri biyopsisinden elde edilecek drneklerinizin saklanmasi

konusunda Litfen asagidaki seceneklerden birini se¢iniz:
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a.Elde edilen doku Ornegimin ¢alisma bittikten sonra bdliimiiniiz 6rnek bankasinda

saklanmasia izin veriyorum .................
b.Elde edilen doku 6rnegimin ¢aligma bittikten sonra imha edilmesini istiyorum .........

Doku 6rneginiz saklandigi takdirde size sorulmadan, izniniz alinmadan higbir sekilde baska

bir calisma i¢in kullanilmayacaktir
2. Olas1 riskler ve faydalar :

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: (1) Igne-batmasma bagli olarak az bir aci

duyulmasi. (2) Igne batmasi sonrasinda ¢ok nadiren enfeksiyon gelisebilir.

Deri Biyopsisi alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: (1) Biyopsi alinan bolgede ¢ok hafif bir

act hissi duyulabilir (2) biyopsi bolgesinde ¢ok nadiren enfeksiyon gelisebilir

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler: Size ait genetik bilgi kesinlikle gizli

kalacaktir. Genetik bilginin kullanilmasmma bagli olarak sosyal, ekonomik ve psikolojik

sorunlar ortaya ¢ikabilir.

Inceleme sonunda elde edilecek sonuclar istediginiz takdirde size bildirilecektir. Ancak bu
bilgiyi 6grenmeyi reddetmek her zaman hakkmizdir. Bu bilgiyi sizin digimmizda birisi ile
paylasmamiz sadece sizin izninize bagli olacaktir. Genetik testlerin 6nemli bir riski de bu
testler sonucunda anne yada babanin biyolojik kimliginin saptanmasidir. Bu durumlarda da

gizlilik ilkesine bagl kalinacaktir.

Olas1 yararlar: Bu incelemelerin esas amaci sizde/aile bireyinizde saptanan kromozom

anomalisini daha detayli arastirmak ve genotip-fenotip iligkisinin anlagilmasmma yardimci

olacak bilgilere ulasmaktir.

Diger segenekler: Bu c¢alismaya katilmayr reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak

tamamen istege baghdir ve reddettiginiz taktirde size uygulanan tedavide bir degisiklik
olmayacaktir. Yine c¢alismanm herhangi bir asamasinda onaymizi ¢ekmek hakkma da

sahipsiniz.

Uygulanacak islemin yapis1 ve amaci1 hakkinda, olas1 riskleri ve yararlar1 tarafimdan,

(Doktor Adi)

hastaya, = = = memememememm e
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(Aile Ady)

(Tanik Kisi)

anlatilmistir. Sorulan sorular tarafimdan cevaplandirilmis ve cevaplandirilmaya devam
edilecektir.Calismanin devami sirasinda ortaya c¢ikabilecek yeni riskler ve/veya yararlar

tarafimdan katilimciya iletilecektir.
Tarih :

Doktorun imzast:

Kontak kurulabilecek kisiler:  Prof. Dr. Hiilya KAYSERILI
Dr. Ayga Dilruba Aslanger

Ulasilabilecek Tel. No.’lar1: Direk hat: (0 212) 631 13 63 (0 212) 534 84 40
Dahili hat:  (0212) 414 20 00 — 32564/32327

Ulasim Adresi: Istanbul Universitesi Istanbul T1p Fakiiltesi
T1bbi Genetik Anabilim Dal1
Millet Cad. 34390 Capa — ISTANBUL

Izin: Yukarida tanimlanan ileri diizey incelemenin uygulanmasy, riskleri ve yararlar1 ile ilgili
yeterince bilgi aldim. Bu ¢alismaya kendimin (¢cocugumun ) katilmasma izin veriyorum.
Caligmanin herhangi bir asamasinda sayet vazgecersem onayimi ¢ekmek hakkinda 6zgiir
oldugumu biliyorum. Bu nedenle kendimin/¢ocugumun bir zarar gérmeyecegini anladim.
Arastirma bulgulari, ailemdeki genetik hastaligin klinik ve molekiiler tanisina ve tedavisine

faydali sonuglar vermesi durumunda bana rapor edilecegini kabul ettigimi bildirmek

istiyorum.

Ad1 Soyadi Dogum tarih Imza
(Ebeveyn)
Aile Giyesi  —mmmmmmm e

Aile Giyesi  —mmmmmmm e
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8.1. LIS1 geninin genomik DNA primerleri
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PCR iiriinii
Primer Ekzon Primer Dizisi Tm (b¢)
adi (°O)
LIS1 FA 1.ekzon 5’-GCG TGA GAA GCA GCA CCT -3’ 58 680
LIS1 RA 5’-CGC AGC CAC ATC GTC A-¥ 52
LIS1 FB 1. ekzon 5’-GCC AGG AAC TCA TCA CAT CT-3 60 1005
LIS1 RB 5’-GCT GCA GCC ACA GGA TAT-¥ 58
LIS1 FC 1.ekzon 5’-CAG TTC ATC AGC CTT TGA CTT -3’ 60 593
LIS1 RC 5’-GCT AGA CAC AGC CTA GGCTTA -3’ 64
LIS1 F2 2.ekzon 5’-GCT GTT TTG GCT CAT TGA AT -3’ 56 487
LIS1 R2 5’-CTA CTT TCT CTC TCA TGA GGG A-3’ 64
LIS1 F3 3-4.ekzon | 5’- GGA TGT AGT ATG ACA GGG GCT-3’ 64 1116
LIS1 R3 5’- CCA GTC AGC AACTCC AGAT-3 58
LIS1 F5 5.ekzon 5’-CAG CCT TAG AGG GAC CAAGA -3 62 758
LIS1 RS 5’- CAG AGT ACC TCC TGT CCCTCT -3 66
LIS1 F6 6.ekzon 5’-GAC TGG CCT GCT GAG TGC -3’ 56 406
LIS1 R6 5’-CTG TGG CTT ATC CCT GGA CTA-3’ 64
LIS1 F7 7.ekzon 5’-GTC AAT TGA TGT TTC ATT GCT -3’ 56 550
LIS1 R7 5’- CTG CAA CAC CAG AAC ACA AT-¥ 58
LIS1 F8 8.ekzon 5’- CACTTC TGG GAA GTG TCC TGA T-3’ 66 416
LIS1 R8 5’-GAT TCA GAA TTG CTG GAT GCA -3° 60
LIS1 F9 9.ekzon 5’-CAT ACCTAA CTT CTT GTG TGG GA -3 | 66 373
LIS1 R9 5’- ACA CCG ACT GGC TCT ACA GAT-3’ 64
LIS1 F10 | 10.ekzon |5’- GCC TTT TAC TGA GTC AAA TAACT-3 | 62 277
LIS1 R10 5’- GCA AAG TCC ACACGATTA T-3° 54
LIS1 F11 | 1l.ekzon |5’- CCA GGC TTA CGT GTG AGT TTT A-3° 64 292
LIS1 R11 5’- GAT TCA CCA TGC ATG AAT ACT TT-3" | 62

Tablo 8-1: LIS geninin genomik DNA primerleri




8.2. DCX geninin genomik DNA primerleri
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PCR
Primer ad1 | Ekzon Primer Dizisi Tm
o iiriinii (bg)
(°C)

DCX 1.1F 5’-GCA CAT TGC TCA TTA GAG CAT- 3’ 60
DCX 1.1R l.ekzon | 5’-CAA GGC AAG CAG CAA ACAT-3’ 56 603
DCX 1.2F 5’-GAG GTG TTG CTG CAT CAG T-3° 58
DCX 1.2R l.ekzon | 5’-GAC CTG CAG GAA TAT TGA TCT-3’ 60 697
DCX 2F 5’-GCA GAT CTG GAT CTG GCT AAT-3’ 62
DCX 2R 2. ekzon | 5°-CAG CAG AGA CTG AAG GGT GAT-3’ 64 677
DCX 3F 5’-GGA ATT GCA CCT AAG GTT GGT-3’ 62
DCX 3R 3.ekzon | 5°-GGA GGA AGA GTC CGT CAA CA-3’ 62 576
DCX 4F 5’-GGA GCT GAA GAT GAT GGC CTA-3’ 64
DCX 4R 4.ekzon | 5’-GCC-CTT-GAA-GGA-TCA-TGC-AT-3’ 6 325
DCX 5F 5’- CCA-GAA-CCA-TGG-CTC-CTA-CTA -3’ | 64
DCX 5R 5.ekzon | 5’-GTA GCT GTG CCT CCA TGA CT-3’ 62 466
DCX 6F 5°-GAG GAT TGC AGT TCT TGC CCT-3 | %4

6. ekzon 434
DCX 6R 5’-CTG CTT GGA TTC GCA GAA CT-3’ 60
DCX 7F 5’-GAATGAAGGGTACATTGGTACA-3’ 62

7. ekzon 319
DCX 7R 5’-AGC CCT GTT GGA CACTTG A-3° 58

Tablo 8-2 DCX geninin genomik DNA primerleri




8.3. TUBAI1A geninin genomik DNA primerleri
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PCR iiriinii
Primer ad1 Ekzon Primer Dizisi Tm

(bg)

(°C)

TUBAI1A 1F 5’-CTC ATC CCA CGT CGC TT -3’ 54
TUBAIA 1R | l.ekzon 5’-GTT CCT GCA CCC GCACT -3’ 56 433
TUBAI1A 2F 5’-GCT GGG GAT ATG ACC TCA-3° 56
TUBAIA 2R | 2.ekzon 5’-CAA ATG TGT TCT TTA GGC TCA-3’ 58 707
TUBA1A 3F 5’-GAT CTA AGT CCT GGA AGA TGT-3" | 60
TUBAIA 3R | 3.ekzon 5’-CAA ACG TCA CTT CCT AGG AT-3’ 58 1414

Tablo 8-3 TUBAI1A geninin genomik DNA primerleri
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8.4. ARX geninin genomik DNA primerleri

PCR iiriinii
Primer ad1 | Ekzon Primer Dizisi Tm (°C) (b¢)
ARX F1 5'-CTG GCG AGA GCC AAT CA-3' 54
1.ekzon 608
ARXRI1 5'-CTC CTT CCT TCC TCT CCA -3' 56
ARX F2A 5’-CAA GGC GTC GAA GTCTGG T-3° 60
2. ekzon 555
ARX R2A 5’- TCC TCC GGG TGC GTG AC-3° 58
ARX F2B 5’-CAG GTG AGC ATC AGC CGC A-3° 62
2. ekzon 693
ARX R2B 5’-GAG TCC AGG AGC CAAGCG T-3 62
ARX F3A 5'-GTC AAA TAG TTG GCA CTC CA-3' 58
3. ekzon 469
ARX R3A 5'-GTT CTG ATC CTG GAC TCC T-3 58
ARX F3B 5’-GTG GAG TAG GCC TGC CA-3’ 56
3. ekzon 344
ARX R3B 5’-GAA ACC TCC CGC TTC CA-3’ 54
ARX F4 5'-GCT CCT ATT CACTGC TCATTT-3' 60
4. ekzon 613
ARX R4 5'-GTG TAA CCC TGT TTG ACT CCT-3' |62
ARX F5A 5’- CGA CAA GCG GCG GGA GA -¥ 58
5. ekzon 676
ARX R5A 5’- GGA GGA AGA GGT TGG GCT -3’ 58
ARX F5B 5'-GCT ACT GCC AAC CTC GCT-3' 58
5.ekzon 837
ARX R5B 5'-GGA GCC CAC CCT TGA CT-3' 56

Tablo 8-4 ARX geninin genomik DNA primerleri
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8.5. RELN geninin genomik ve komplementer DNA primerleri

8.5.1. RELN geninin komplementer DNA primerleri

Tablo 8-5 RELN geninin komplementer DNA primerleri

PCR iriini
Primer Dizisi Tm (ekzon no)

Primer adx ©O)
cRELN 1F | 5°’-GCA GGG CGA GGT GCT CAT-3’ 60 Ekzon 2-3-4-5-6-7-
cRELN 1R | 5°’-GTC CAT GGA TGG AGT GCA TA-3° 60 8-9-10-11
cRELN 2 F | 5°-GGC AGC GAG TTC AAT TTT G-3’ 56 Ekzon  12-13-14-
cRELN 2R | 5°-CTC CTT CAC CAG GCT GAT-3’ 56 15-16-17-18
cRELN 3F | 5°’-GCC AGT GGT AAG GCC CT-3’ 56 Ekzon 19-20-21-
cRELN 3R | 5°- CGA CTG CCC ACT GGT CAT-¥ 58 22-23-24-25
cRELN 4F | 5°-GCG TCC TCC TTC AGT ACA-3’ 56 Ekzon  26-27-28-
cRELN 4R | 5°’-TGG ATT CGA TAC CAG TTG G-3’ 56 29-30-31-32
cRELN 5F | 5°-GTC CTT CCT GGA ACC ACA-3’ 56 Ekzon  33-34-35-
cRELN 5R | 5°- GTC ACG GGT GGT AAT GGA-3’ 56 36-37-38-39
cRELN 6F | 5°-CTA TCC TGG TGG TAA CAT CG-3’ 60 Ekzon  40-41-42-
cRELN 6R | 5°’-CCA TGT CTG CTG CTT GTC A-3’ 58 43-44-45-46
cRELN 7F | 5°’-GTG GAC TAG AAT CAC TCT GCC-3° 64 Ekzon  47-48-49-
cRELN 7R | 5°-TTA AGC AAT CTC CAT GGC CC-3’ 60 50-51-52
cRELN 8F | 5°-GGA TCA CCT ACC CACTTC CT-3’ 62 Ekzon 53-54-55-56
cRELN 8R | 5°-CCT GCT GTC CTT ACA GCA TTA-3’ 62
cRELN 9F | 5’-CAG TGG GCA CTG GAC AAC-3’ 58 Ekzon  57-58-59-
cRELN 9R | 5°’-CAC CAA GTC CTT CAC AGA TA- 3’ 58 60-61-62-63-64-65




8.5.2. RELN geninin genomik DNA primerleri

Tablo 8-6 RELN geninin genomik DNA primerleri
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Tm | PCR
Primer adi Ekzon Primer dizisi (°C) | iiriinii
(b¢)
¢RELN EI.1F 5’-GGG CTT TAA GAA GGT GTG GA-3° 60 757
gRELN E1.1R | l.ekzon | 5°-GGA GAA TGA ATC CCA ACT TGT -3 | 58
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