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SINONASAL iNVERTED PAPILLOMLU VAKALARDA KROMOZOMAL MIKROARRAY ANALiZi

CHROMOSOMAL MICROARRAY ANALYSIS OF CASES WITH SINONASAL INVERTED PAPILLOMA

Senol CITLI", ibrahim ERDIM2, Emrah SAPMAZ2, Battal Tahsin SOMUK?

OZET
Amag: Mikroarray yontemiyle sinonazal inverted papillomlu (SNIP) hastalarda
etiyolojiden sorumlu olabilecek olasi genetik varyasyonlari saptamak

Gerec ve Yontem: Uciincii basamak bir hastanenin Kulak-Burun-Bogaz Anabilim
dal tarafindan Ocak 2014 - Ocak 2019 yillar arasinda SNIP nedeniyle opere
edilmis 16 kisi hastane kayitlarindan tespit edildi. Ulasilabilinen ve herhangi bir
konjenital sistemik hastaligi olmayip calismaya katiimayi kabul eden 7 Kisi
calismaya alindi. Galismaya alinan vakalara Tibbi Genetik Anabilim dali tarafindan
kromozomal mikroarray analizi (KMA) uygulandi.

Bulgular: KMA yaslari 29 ile 67 arasinda degisen alti erkek ve bir bayan hastaya
uygulandi. Vakalardan birinde (Vaka 7) hig bir varyant saptanamazken diger alti
vakada benign varyantlar tespit edildi. Alti vakada ortak olarak 14932.33
lokalizasyonundaki duplikasyon varyanti goriildii. Varyantlarin gl (6p25.3,
7q11.21, 14932.33) herhangi bir gen icermezken 22. kromozom (izerinde
saptanan dider iki varyasyonun gen icerigi mevcuttu. Bunlardan vakal ve
vaka4'te saptanan 22q11.21 lokalizasyonundaki ortalama biiyiiklii§ii 12 kilobaz
(kb) olarak saptanan duplikasyon seklindeki varyasyon Thx1 genini icerirken
sadece vaka 5'te saptanan 22q11.22 lokalizasyonundaki yaklasik 150 kb
bilyiikliige sahip varyasyon mir650 genini icermektedir. Calismada ayrica
delesyon seklinde saptanan tek Copy Number Varyasyon (CNV) 6p25.3
lokalizasyonundaki gen igerigi olmayan yaklasik 30 kb biytkligideki
varyasyondu. Bunun disinda saptanan CNV'lerin hepsi duplikasyon seklindeydi.

Sonug: Calismamizda SNIP'lu hastalarda benign varyasyonlar saptanmakla
beraber herhangi bir patojenik veya olasi patojenik varyasyon saptanmamistir.

Anahtar Kelimeler: Sinonazal, inverted papilloma, mikroarray analiz

ABSTRACT
Aim: To detect possible genetic variations in the etiology of sinonasal inverted
papilloma (SNIP) by using microarray method

Material and Method: Sixteen cases who had been operated for SNIP between
January 2014 and January 2019 in Ear-Nose-Throat Clinic of a tertiary hospital
were found from hospital recordings. Seven patients who had been reached by
phone, accepted to take part in the study and didn't have systemic congenital
disease were included the study. Chromosomal microarray analysis (CMA) was
applied to cases by Medical Genetic Clinic.

Results: CMA was applied to 6 males and 1 female whose age varied between 29
and 67. Although no variation was detected in one case (Case 7), benign variations
were detected in the other six cases. Duplication in 14932.33 localization was
met as a same variation in the 6 cases. Although three variations (6p25.3,
7q11.21, 14932.33) didn't have any genes, other two variations located in 22nd
chromosome had gene content. While variation in case 1 and case 4 detected in
22q11.21 localization was a duplication as 12 kilobase (kb) size and contains
Tbx1 gene, only case 5 had a 150 kb size variation detected in 22q11.22
localization and contains mir650 gene. Furthermore only one Copy Number
Variation (CNV), approximately 30 kb size, was found as a deletion in 6p25.3
localization that didn't have gene.All other CNVs were detected as duplication.
Conclusion: Although benign variations were found in patients with SNIP,
pathogenic or possible pathogenic variations couldn't be found in our study.
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Sinonasal inverted Papillomlu Vakalarda Kromozomal Mikroarray Analizi

GIRIS:

Sinonazal papillomalar tiim nazal tiimorlerin %0,4-4,7'sini olusturmaktadir. Bu
tlimorler ektodermal respiratuar mukoza olan Schneiderian membrandan kdken
alirlar ve 3 farkl histolojik tipi bulunmaktadir: sinonazal inverted papillom (SNIP),
eksofitik papillom ve onkositik papillom® . SNIP, sinonazal papillomlar arasinda en
sik rastlanan alt tiptir ve insidansi 100 000'de 0.2-1.5 arasinda degismektedir 2.
SNIP'larin goriildii§li sik lokalizasyonlar lateral nazal duvar, etmoid siniis ve
maksiller siniis iken frontal sinis ve sfenoid siniiste nadiren goriilmektedirler.3-#

SNIP'lar benign olmalarina ragmen malign transformasyon potansiyelleri
bulunmaktadirs-¢. Endofitik biiyime paternleri ile lokal agresif davranarak
kemikte yeniden sekillenmeye (remodeling) ve destruksiyona neden olurlar. °-1°
Epitel iginde atipi, displazi, karsinoma in situ ve invaziv karsinom gelisebilir.>-®
Vakalarin %7-11'inde malignite gorildigi bildiriimistir. Bu malignite senkron
olarak gelisebilecegi gibi metakron olarak da gelisebilir.>-*

Ozellikle 2000'li yillardan itibaren kromozomal anomalilerin tanisinda
kromozomal mikroarray (KMA) analizi etkin bir yontem olarak kullaniimaktadir .!!
Temel olarak referans DNA ile olgu DNA'sinin eslesmesine (hibritlesme) ve
karsilastirilmasina dayanan bu sistem, klasik kromozom analizlerinin
saptayamadi§i degisikliklerin saptanmasinda, kirik noktalarinin belirlenmesinde
ve populasyondaki Copy Number Varyasyonlarin (CNV) saptanmasinda oldukga
basarihdir.!*-2 Mikroarrayin yaygin kullamimi ile hem bilinen kromozomal
anomalilerde fenotip-genotip korelasyonu yapabilmek hem de yeni
mikrodelesyon-mikroduplikasyon sendromlarini tanimlamak miimkiin olmustur.
Ayrica polimorfizm olarak degerlendirilen degisiklikler ile multifaktoriyel
hastaliklar arasindaki iliskiler saptanabilmektedir. *

SNIP'nin morfolojik 6zellikleri ve Klinik karakterizasyonu iyi tanimlanmis
olmasina ragmen, etiyolojisi ve risk faktorleri hala tarismalidir.*Viral enfeksiyon
(HPV), kronik inflamasyon, gevresel kirlilik ve mesleki maruziyet (kaynak dumani,
nikel bilesikleri ve organik solventler) etiyolojide suclanan nedenler arasindadir.'s
Su ana kadar literatiirde SNIP'larin etiyolojisini aydinlatmaya yonelik bazi genetik
calismalar yapilmis ancak net bir iliski saptanamamistir. Bu ¢alismada tim
genom (izerinde KMA calismasi ile hastalija yatkinlik olusturabilecek olasi CNV
varyasyonlarinin arastinimasi hedeflenmistir.

GEREG VE YONTEM:

Ugiincii basamak bir hastanenin Kulak-Burun-Bogaz (KBB) Anabilim dali
tarafindan Ocak 2014 - Ocak 2019 yillari arasinda SNIP nedeniyle opere edilmis
16 Kisi hastane kayitlarindan tespit edilmistir. Vakalarin hastane dosyalarinda
kayith telefon numaralari bulunarak aranmis fakat bunlardan 12'sine
ulasilabilinmistir. Ulasilabilinen bu hastalarin herhangi bir konjenital sistemik
hastaligi olmayip calismaya katilmayi kabul eden 7 tanesi calismaya alinmistir.
Bu hastalardan oncelikle bilgilendirilmis goniillii olur formu doldurulmus ve
onamlari alinmistir. Galismayla ilgili etik kurul onayi 05.12.2019 tarihinde ve 19-
KAEK-256 numarasi ile alinmistir. Calismaya alinan vakalara ayni hastanenin
Tibbi Genetik Anabilim dali tarafindan KMA analizi uygulanmustir.

DNA izolasyonu

Calismaya katilmayr kabul edip bilgilendirilmis onamlari alinan hastalarin
genomik DNA'sl, (ireticinin standart prosediiriine uygun bir sekilde, MagNA Pure
Compact Nucleic Acid Isolation Kit | (Roche Diagnostic GmbH, Mannheim,
Germany) kullanilarak ekstre edildi.

Mikroarray analizi

KMA, tiim vakalarda, kopya sayisi degisiminin varligini belirlemek igin Greticinin
talimatlarina gére Agilent® 8 x 60 k cips (Santa Clara, CA, ABD) kullanilarak
gerceklestirildi.

Analiz igin Agilent cytogenomics v.2.7.22 kullanilmistir. Veriler NCBI37 / hg19
genom diizenegdinde minimum koordinatlar (CNV icindeki ilk ve son problarin dizi
konumlari) olarak verildi. Degiskenler, in silico araglarinda fenotip ve standart
esas alinarak degerlendirildi (16). Elde edilen sonuglarin analizi ve yorumlanmasi,
University of California Santa Cruz (UCSC), Online Mendelian Inheritance in Man
(OMIM), Database of Genomic Variations (DGV), Database of Chromosomal
Imbalance and Phenotype in Humans Using Ensembl Resources (DECIPHER),
Clinical Genome Resource (CLINGEN) gibi halka acgik genomik veritabanlari
kullanilarak yapild.

Yapilan ¢alisma icin CNV'ler siniflandirilirken American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) kilavuzu referans alindi (Tablo 1)!7-18

Tablo 1: ACMG'ye gore CNV kategorileri

1 | Beign varyantlr / Cok sayica yaynda veya veritabanlannda Benign varyant olerak bildirilen veya
Yaygn ONVler yayginpolirmorfizder olarak agiklanan ONVler

2| Klink nemi belirsiz Kinik cnervinin belirlenmesi igin yetersiz. Kentin oldugn ONV ler. BaONVler de
varyartlar Kendiicinde 3 alt gruba aynliektadir:

a O benignvaryt: Genigeig olayan yada gencl popilasyonca
az sayida vakada tanudanan fakt yayen polimorfizmi- tervsil
etmeyen varyartlardr.

b Bilimeyen Klink dere sah ip varyantlar (VOUS): Yetersiz veya
oeliskili verileri olen ve Klinik éremi e lgli souglar heniiz
neflegemi varyantlarcir.

¢ Ofast patojenik varyart: petojentesi ile lgihi siurh destekdeyici veri
olan veya patojenik civrarngt igin srurh et bul wen varyetlard.

3 | Patojeni k Varyantlar Pok gok yayinda hestalikar e fligkilendirilen NV ler
AOMG American College of Medical Genetics and Genormics, ONV: Copy Nuber Varyasyon,
VOUS:  Variants of uknown significance

KMA yapilan vakalarda saptanan varyantlar éncelikle saglikli toplum verisini
gosteren Database of Genomic Variants (DGV) ile karsilastirilarak CNV
degerlendirmesine baslandi. E§er bir varyant DGV'de en az ii¢ kez ayni sekilde
raporlanmissa (delesyon-duplikasyon) ve veritabanlarinda bilinen benign/yaygin
CNV'ler ile ortlistiyorsa (Ortiismeyen segment <% 50 ve <100 kb olmalidir)
yaygin CNV olarak isimlendirilmistir.*

istatistiksel analiz

Hastaligin ortalama insidansi 1/100000'dir (2). Tokat ilinde ortalama 600000 kisi
yasamaktadir. Buna gore ortalama yillik vaka sayisi 6 olup 5 yillik vaka sayisi
30'dur. Serimizde ise 7 vaka vardir. Relatif biiyiikliik evrenin %23'diir. Sirasiyla 7
ve 30 grup 6rneklem biiyiikliklerine sahip bir tasarim maksimum Tip | hata
boyutlarini giivenilir bir sekilde (0.8'den bilyiik olasilikla) tespit etmektedir. Effect
size [=1.2 saptanmistir. Bu degerin istatistiksel olarak olasi anlamliliklar
saptama ihtimali yliksektir.

BULGULAR:

Galismaya alinan vakalarin 3 tanesinde maksiler sinis, 1 tanesinde etmoid siniis
ve 3 tanesinde maksiler siniis ile birlikte etmoid siniis yerlesimli SNIP saptand..
KMA uygulanan vakalarin altisi erkek ve biri bayan olmak (izere toplam yedi Kisi
idi. Yaslari 29 ile 67 arasinda dedismekteydi. Hastalar mental agidan ve néro-
gelisimsel yonden saglikh bireyler olarak dederlendiriimis olup hastalarin
herhangi bir konjenital/sistemik hastaligi mevcut degildi. Hastalar sadece
sinonazal papillom sikayeti (burun tikanikligi, koku almada gicliik ve burun
kanamasi) ile KBB poliklinigine basvurmus ve bu nedenle opere edilmis normal
bireyler idi. Hastalarin demografik verileri ve SNIP Ozellikleri Tablo 2'de
gosterilmektedir.

Tablo 2: Hastalarin demografik verileri ve inverted papillom 6zellikleri

Vakala Cinsiyd Yas| Tutula| Tutulan| Kitle icinde Rekiirrens Takig
taraf |siniisler| malign nedeniyle siires
transformasyor revizyon cerra
Vaka 1| E 38 Sag M aksilleg YOK YOK 23 ay
Vaka 2| E 44 Sag Etmoid | YOK YOK 20 ay
Vaka 3| E 61 Sol M aksille] YOK 1 kez 59 ay
Vaka 4| E 52 Sol M aksilleg] YOK YOK 14 ay
+ Etmoi
Vaka 5| E 62 Sag M aksille] YOK YOK 57 ay
+ Etmoi
Vaka 6 K 29 Sag M aksillg YOK YOK 35 ay
+ Etmoi
Vaka 7| E 67 Sag M aksilleg] Y OK YOK 8 ay
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Calismayl kabul edip onamlar alinan hastalardan yapilan KMA'da net bir
patojenik veya olasi patojenik (CNV) varyant tespit edilememistir. Vakalardan
birinde (Vaka 7) higbir varyant tespit edilemez iken diger alti vakada benign
varyantlar tespit edilmistir. Tespit edilen bu varyantlarin bazilarinin hastalarda
ortak olarak gorildiigli saptanmistir. Alti vakada da ortak olarak saptanan varyant
14q32.33 lokalizasyonundaki duplikasyon olarak dikkati cekmektedir. Analiz
yapilan vakalarda saptanan varyantlar Tablo 3'te gosterilmistir.

Tablo 3: Cahismaya alinmis vakalarda varyant analizi sonrasi saptanan
varyasyonlar

Varyantlar |tip |12 |3 |4 |5]|6 |7 | Ortalama Omm | Smiflandirma
biiyiikliik (kb) | Gen
icerigi
6p25.3 del |- |+]|-1]-]+]-|-]~30kb Yok yaygin CNV
Tq11.21 dup [+ |- |+ |- |+]|- |- |~100kb yok yaygin CNV
14q32.33 dup |+ [+ |+ |+ ]|+]+]- |~800kb~300kb | Yok yaygin CNV
22q11.21 dup |+[- |- |+]- - | ~12kb Tbx1 yaygin CNV
22q11.22 dup [ - |- |- |- |+]|-]|-|~150kb Mir650 | yaygm CNV
Del: delesyon (silinme -kayip), *omim: online mendelian mheritance in man, Dup:
duplikasyon ( -kazamm), kb: kilobaz

Saptanan varyantlarin (gl (6p25.3, 7q11.21, 14q32.33) herhangi bir gen
icermez iken 22. kromozom (izerinde saptanan diger iki varyasyonun gen icerigi
mevcuttu. Bunlardan vaka 1 ve vaka 4'te saptanan 22q11.21 lokalizasyonundaki
ortalama biiy(ikliigi 12 kilobaz (kb) olarak saptanan duplikasyon seklindeki
varyasyon Thx1 genini icerirken sadece vaka 5'te saptanan 22q11.22
lokalizasyonundaki yaklasik 150 kb biiyiikliige sahip varyasyon mir650 genini
icermektedir. Yapilan analizlerde her iki geni iceren duplikasyonlar saglikl toplum
veri tabaninda gokga bildirilmis ve veritabanlarinda bilinen benign/yaygin CNV'ler
ile ortlismiis oldudu belirlendidi icin yaygin CNV olarak siniflandiriimistir.
Calismada ayrica delesyon seklinde saptanan tek CNV 6p25.3
lokalizasyonundaki gen icerigi olmayan yaklasik 30 kb biyiikligiideki
varyasyondu. Bunun disinda saptanan CNV'lerin hepsi duplikasyon seklindeydi.

TARTISMA:

Yaptigimiz calismada glincel veritabanlari kullanilmis ve veriler ACMG kriterlerine
gore degerlendirilmistir. Yapilan degerlendirme sonunda herhangi bir patojenik
veya olasi patojenik varyant saptanmamistir. Calismadaki yedi vakanin (vaka 7
harig) altisinda 14932.33 dupliksyonu ortak olarak saptandi. Herhangi bir gen
icerigi olmayan bu varyant alti vakanin dérdiinde (Vaka1, vaka2, vaka3, vaka4)
~800 kb biiylkligiinde bir duplikasyon olarak saptanmis iken diger iki vakada
ise (vakab ve vaka 6) ~300 kb ortalama biiyiikliige sahip duplikasyon seklinde
saptanmistir. Alti vakada da ortak olarak saptanan 14q32.33 lokalizasyonundaki
duplikasyon Ozyilmaz ve arkadaslarinin (18) 2017 yilinda yaptiklan calismada
Tirk toplumundaki en sik goriilen benign varyantlar arasinda gosterilmektedir.
(Ozyilmaz ve arkadaslarinin (18) calismasinda en sik benign varyant olarak
sunulan 14932.33 duplikasyonunun ortalama boyutu 500 kb olarak bildirilmistir.
Bu calismadaki veriler ile 14g32.33 duplikasyonunun Tiirk toplumunda sik
goriilen benign varyasyon seklinde sunulmasi bizim calismamizda SNIP
olgularinda sik olarak goriilen (6/7) bu durumun hastalia yatkinlik olusturan
polimorfik bir yapi olarak yorumlanmasini zorlastirmaktadir.

Bunun disinda iki vakada (vaka2, vaka 5) 6p25.3 delesyonu saptanmistir.
Calismada delesyon seklinde saptanan tek CNV olarak gérdiiglimiiz varyasyon
gen igerigi olmayan yaklasik 30 kb biiyiikligiideki varyasyondu. Bu varyasyon da
Ozyllmaz ve arkadaslarinin (18) yaptiklan galismada yaklasik 100kb ortalama
biyiikligii olan delesyon seklinde Tiirk toplumunda sik gériilen benign varyasyon
olarak bildirilmistir. Diger saptadigimiz varyasyonlarin (7q11.21, 22q11.21,
22q11.22) Tiirk toplumundaki gorilme sikligi ve patojenitesi hakkinda bilgi
mevcut degildir.

Saptanan varyantlarin ¢l (6p25.3, 7q11.21, 14932.33) herhangi bir gen
icermezken 22. kromozom (izerinde saptanan diger iki varyasyonun (22q11.21,
22q11.22) gen igerigi mevcuttu. Bunlardan 22q11.21'deki CNV, Thx1 (T-BOX 1)

genini igerirken; 22q11.22'deki CNV, mir650 (mikro RNA 650) genini
icermektedir. Her iki varyasyonun saglikli toplum verisini gésteren DGV'de gok
fazla bildirildiginden ve veritabanlarinda (UCSC, DECIPHER, ) bilinen
benign/yaygin CNV'ler ile 6rtiismesi nedeniyle bu varyasyonlar yaygin CNV olarak
dederlendirilmistir (19). Bu genlerden T-box genleri gelisimsel siireclerin
diizenlenmesinde rol oynayan transkripsiyon faktorleridir (20). Vitelli ve
arkadaslari (21) 2003 yilinda Thx1'in otik epitelde otokist gelisiminde ve periotik
mezenkimde erken eksprese edildigini gostermistir. Ayrica Thx nakavt (- / -)
farelerin, erken otokist evresinde ve norojenezden sonra koklea ve vestibulum
olusumunu énleyen ciddi i¢ kulak defektleri gosterdigini tespit etmisler.?' Ancak
bizim yaptigimiz calismada vakal ve vakad'te otolojik bir bozukluk tespit
edilmemistir. Digeri ise mir650 kiigiik kodlamayan regtilatuar RNA molekiilleridir.
Bu molekiiller hedef mRNA'larin 3-prime UTR'lerindeki tamamlayici bélgelere
baglanarak hem onlarin translasyonunu inhibe eder, hem de onlarin
degradasyonunu aktive eder. Zhang ve arkadaslari (22) 2010 yilinda mir650'nin
mide kanseri dokusundaki expresyonunun lenfatik metastaz ve uzak metastaz ile
iliskili oldugunu fakat tlimériin biyikligu, evre, farklilasma ve invazyon ile iliskili
olmadigini gdstermistir. Serimizde mir650'yi de igeren 22q11.22 duplikasyonu
bulunan vaka5'te herhangi bir gastrointestinal sistem malignitesi saptanmadi.
Yirmi ikinci kromozom (izerinde saptanan ve Thx1 ile mir650 genlerini igeren
varyasyonlarin (22q11.21, 22q11.22) her ikisi de duplikasyon seklindeydi. Bu
nedenle ayni lokalizasyonlarda olasi delesyon seklindeki CNV ya da ayni genleri
etkileyen molekiiler mutasyonlar genlerin fonksiyonunu etkileyip patojenik
davranmasina sebep olup olmayacagl durumu daha fazla ¢alisma
gerektirmektedir.

Hastalarimizin hig birinde SNIP'ler malign bir transformasyon sergilememistir. Bu
durumun hastalarimizda patojenik veya olasi patojenik varyant saptanmamasi ile
iliskili oldugu disiindlebilir. Galismaya katilan vakalarin higbirinin patolojik
incelemesinde malignite tespit edilmemistir. Patojenik veya olasi patojenik CNV
saptanan olgularda mi kanserlesme oldugu sorusu arastiriimasi gereken bir konu
olarak karsimizda durmaktadir.

SONUG:

Calisma kapsamindaki vakalarin higbirinde patojenik veya olasi patojenik varyant
saptanmamasi SNIP'lerin altinda yatkinlik olusturan subkromozomal bozuklugun
olmadigina isaret edebilecedi gibi calisma grubunun kii¢likliigii de bunun nedeni
olabilir. Daha genis 6rneklemler (izerinde mikroarray yontemiyle kromozomal
analiz yapiimasi olasi patojenik CNV'leri saptamakta faydali olacaktir.

Finansal destek: Yazi i¢in herhangi bir finansal destek bulunmamaktadir.
Cikar Catismasi: Yazarlar arasinda herhangi bir gikar catismasi bulunmamaktadir.
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