VOLKAN KARAMAN ISTANBUL UNIiVERSITESI SAG. BiL. ENST. YUKSEK LiSANS



ii

ISTANBUL2015



T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU

( YUKSEK LiSANS TEZi )

SENDROMIK VE NON-SENDROMIK
KRANiYOSINOSTOZ OLGULARINDA FGFR1, FGFR2,
FGFR3, TWIST1, MSX2, POR, FREM1 VE RAB23
GENLERINDE MOLEKULER ANALIiZLER

VOLKAN KARAMAN

DANISMAN
PROF. DR. ZEHRA OYA UYGUNER

GENETIK ANABILIiM DALI
GENETIK PROGRAMI

ISTANBUL-2015




ii

TEZ ONAYI

Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Genetik Anabilim Dali Yiiksek
Lisans Programinda Volkan KARAMAN tarafindan hazirlanan Sendromik ve Non-
Sendromik Kraniyosinostoz Olgularinda FGFR1, FGFR2, FGFR3, TWIST1, MSX2,
POR, FREMI ve RAB23 Genlerinde Molekiiler Analizler baslikli Yiiksek Lisans tezi,
yapilan tez sinavinda Jiirimiz tarafindan basarili bulunarak kabul edilmistir.

15/06/2015

Tez Sinav Jiirisi
Unvani_Adi Soyadi (Universitesi, Fakiiltesi. Anabilim Dali) Imzasi

1.Prof. Dr. Z. Oya UYGUNER  (LU. istanbul Tip Fak. Tibbi Genetik Anabilim Dalr) 2@ : : \k&/j‘)::

2.Prof. Dr. Seher BASARAN (LU. Istanbul Tip Fak. Tibbi Genetik Anabilim Dalz) t

3.Prof. Dr. Beyhan TUYSUZ (1.U. Cerrahpasa Tip Fak. Cocuk Sag. ve Hast. A. D.) f

/
4.Prof. Dr. Hiilya K. KARABEY  (Kog Uni. Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali

5.Prof. Dr. Kivang CEFLE (1.U. Istanbul T1p Fak. I¢ Hast. A. D. Tibbi Genetik B.D.



iii

BEYAN

Bu tez ¢alisgmasinin kendi ¢calismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin safthalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez calismayla elde edilmeyen biitiin
bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarmi ihlal edici

bir davranisimin olmadig1 beyan ederim.

Volkan KARAMAN

™

N



v

ITHAF

Canmim kizzm Ahu Naz KARAMAN’a



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca engin bilgi ve tecriibesinden yararlandigim,
sabirli ve ogretici, ¢cok degerli hocam Tibbi Genetik ABD Bagkani Prof. Dr. Seher
BASARAN’a

Calismaya basladigim giinden beri her zaman bana destek olan ve inanan,
anlayish ve yol gosterici, molekiiler genetigi sevdiren danigman hocam Prof. Dr. Zehra
Oya UYGUNER’e

Tezimdeki ozelikle klinik bilgilerin olugsmasinda oOgretici ve yardimci olan,
inanllmaz hafizasma hayran oldugum hocam Prof. Dr. Hiilya KAYSERILI
KARABEY’ye

Bilgi ve destekleriyle hep yanimda olduklarini bildigim sevgili hocam Dog. Dr.
Birsen KARAMAN ve bir agabey olarak gordiigiim Dr. Giiven TOKSOY’a

Tez calismam boyunca moral ve motivasyon desteklerini esirgemeyen
arkadaslarim Alev YALIN, Fatih TEPGEC, Giilendam BAGIROVA ve Burcu
SEVINC’e

Klinik boliimdeki bilgilerini her daim zaman ayirarak benimle paylasan Uzm.
Dr. Umut ALTUNOGLU, Dr. Sahin AVCI ve diger klinik bolim calisma
arkadaslarima,

Sabirla ve igtenlikle desteklerini esirgemeyen tiim Tibbi Genetik AD. calisma
arkadaslarima,

Maddi ve manevi destekleriyle bugiinlere gelmemi saglayan ozverili sevgili
aileme,

Her zaman yamimda olan ve gelecegimizi ayakta tutan sevgili esim Irem
Yesildag KARAMAN’a

Ondan 6nce hayatimin nasil oldugunu bana unutturan canim kizima,
Tesekkiir ederim

[Bu cahsma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 24379]

[Proje  CRANIRARE-2 konsorsiyum (ERA- NET) TUBITAK tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 112S398.]



Vi

ICINDEKILER
TEZ ONAYT ..ottt ettt ettt et e e eaee II
BEY AN ettt ettt bt s at e bt et e et e e sabeebee e I
TTHAF ...ttt ettt ettt e b e st e sae e et e e v
TESEKKUR ...ttt ettt ee e eeneene \
ICINDEKILER ......ooiieieieeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeeee et sas s saenes Vi
TABLOLAR LISTESI ..ottt X
SEKILLER LISTEST ...t Xi
SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI .....coovveintiniineierniineieeciesineiseneceeseneene Xiv
OZET .ottt ettt e st b e et e be e st nees XVI
ABSTRACT ....ccouiieeintitiete ittt sttt X Vil
1. GIRIS VE AMAGC ...t 1
2. GENEL BILGILER ........coooiiiiiieieteeeieeeeeee e ev s 4
2.1. Kranyum ve Kraniyal SULHIIET .......eeoviiiiriiiiiiiiiiieeiccieceee e 4
2.2. KraniyOSINOZtOZ tANIMI ... ...eeerureeeireeeireeeieeentreessreesseeessseeessseeessseessssessnssessssessnsees 4
2.3. Kraniyosinostozlarda Siniflama............ccccceeriiiniiiiniiiiiee e 5
2.3.1. Primer KraniyOSINOSIOZ ......c.ueeeiurieeiuireriieeeireenieeesieeeseveeeseveeessseeensseeensneessseennns 6
2.3.1.1. Non-sendromik KraniyoSinOStOZIAr .........cccueevuieeniiieniiieiieeieeeiee e 6
2.3.1.1. 1. Sagital SINOSLOZ ...ccuvieiiiiiiieiiiieiieeie ettt ettt 6
2.3.1.1. 2. KOronal SINOSTOZ......cceeevueiriieiiieniieiienieeieeste ettt 7
2.3.1.1. 3. MEtOPiK SINOSLOZ ..ceecuvieiiiieiiiieeiiee ettt eee et e sevee e aeeeeaeeeeaeeenenes 7
2.3.1.1. 4. Lambdoid SINOSLOZ.......cccueeruieiriiniiiiienieeieenie ettt 7
2.3.1.1. 5. Coklu SGtlir SINOSTOZIATT ...eeevvieeiiieeiiieeiiee et e 7
2.3.1.2. Sendromik KraniyOSinOStOZIAr ..........ccocvieriiiiiniiiieniieeieeeite e 8
2.3.2. Sekonder KraniyOSINOSIOZ .....cc.eeruuieriiiriiiniieeiiesiteeieete ettt 9
2.4. Fibroblast Bilyiime Faktorii (FGF) .......cooooiiiiiiiiiiiiiiiiceeeeeceeeeeee e 9
2.5. Fibroblast Biiyiime Faktor Reseptor (FGFR) Gen Ailesi......c.cccocvveeeieeenieeenneenns 11
2.5.1. Fibroblast Biiyiime Faktor Reseptor 2 (FGFR2) Geni .......cccceevvveecueenveenneennen. 15
2.5.2. Fibroblast Biiylime Faktor Reseptor 1 (FGFRI) Geni .....ccceeevvveevveeeniveennnnenn. 16
2.5.3. Fibroblast Biiyiime Faktor Reseptor 3 (FGFR3) Geni .......cccceevveecieenveenneennen. 16

2.5.4. Sitokrom P450 Oksidorediiktaz (POR) GENi........cccocvvuveeeeeeeeiieiiirreeeeeeeeeeeeinnns 17



vii

2.5.5. MSH HomeoboX 2 (MSX2) GONI....cceeeurreeeeiiiieeeeiiieeeeeiieeeeeiieeeeseveeeesseeaeens 17
2.5.6. Twist Family bHLH Transcription Factor 1 (TWISTI) Geni.............ccccccn..... 18
2.5.7. Rab23, member Ras Oncogene Family (RAB23) Geni.......ccccccovveevreenueenueennnen. 18
2.5.8. FRASI1 Related Extracellular Matrix 1(FREMI) ....ccccovvvviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeens 19
2.6. Klasik Kraniyosinostoz Sendromlart ..........c.ccceceeveerieenienieeneenieeneenieereesee e 19
2.6.1. Apert Sendromu (AS) (Akrosefalosindaktili, Tip 1, ACS1)..ccccevvvvieriieennnnn. 19
2.6.2. Crouzon Sendromu (CRS) (Kraniyofasiyal DizoStOZis).......cccccueevvveeruieennnenn. 20
2.6.3. Akantosis Nigrigans Birlikteligi Ile Crouzon Sendromu (CAN)
(Crouzonodermoiskeletal Sendrom) .........cooeeuvveeiiiiieiiiiiiieieiee e 21
2.6.4. Pfeiffer Sendromu (PS) (Akrosefalosindaktili Tip 5 ACSS) ..c..oevvviiniiinnnneen. 21
2.6.4.1. Pfeiffer Sendromu Tip 1.....ccooeoiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 22
2.6.4.2. Pfeiffer Sendromu TiP 2.......cooveeiiiiiiriiieieeieeeeeeeee e 22
2.6.4.3. Pfeiffer Sendromu Tip 3.....c.ooeeiiiiiiieiiieeieeeeeee e 22
2.6.5. Saethre Chotzen Sendromu (SCS)(Akrosefalosindaktili Tip 3;ACS3) ............ 22
2.6.6. Muenke Sendromu (MUS)(MNKES) ........ovvveiiiiiiiiiiieeeiee e 23
2.6.7. Carpenter Sendromu (CRPTI).....coooiiiiiiiiiiiieceeceeeeeeee 23
3. GEREC VE YONTEM ......oeuitiiiieieieeeieeeeseete et 25
3L GERECQ .ottt ettt et 25
3.1.1. Sendromik ve Non-sendromik Kraniyosinostoz Olgularinda Klinik Incelemeler
..................................................................................................................................... 25
3.2. YONTEM ..ottt ettt 25
3.2.1. DNA EIA@ST...ceeutiiiiiiiieiieeieeeteee ettt ettt ettt e 25
3.2.2. DNA Kalite araStirmast ......cc.uuveeeeeeeeeieiiiieieeeeeeeeeiiireeeeeeeeeeesesssseeeeeeeessesnsesseeeas 25
3.2.3. DNA’nin Ethanol kullanilarak ¢oktiirme islemi.........cccoeeveeriieeniiiiniieennieenne, 26
3.2.4. Aday gen ve hedef bolgelerin karakterizasyonu............ccoceeevueernieennieennncenns 26
3.2.5. Primerlerin tasarlanmast ...........cocceevieriiiiniiiiiinieeieeeeeeee e 29
3.2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR).......cccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiecieceeeeeeeee 30
3.2.7. PZR SaflaStirmMast ......eeeeeeiuiiieeeiiiiieeeiieeeeeiiteeeeeiveeeeeivaeeesseveeeesnansaeeesssseeeanns 30
3.2.7.1. Spin Kolon Yontemi ile Saflagtirma ..........ccocueevueiniiiiiiniiiiiieniceieneeeeee 30
3.2.7.2. Enzimatik Yontem ile Saflastirma ..........cccooovveeeeeiiiiiieiiieeeeee e 31
330 DiIZE ANALIZ et 31
3.3.1. DNA DiZi ANANZI ...eooveiniiiiiiiiiiiiieniecieeecee ettt 31

3.3.1.1. Dizi PZR ReaKSIYONU......coiuiiiiiiiiiiiiiiieeieeteeeee et 31



viii

3.3.1.2. Dizi Reaksiyon Uriinlerinin Saflastirilmas .............cccocvueveververreerereruenenennn. 32
3.3.1.3. Elektoforez Cihazina YUKIEME .......c.coooieriiiiiiiiiiiiiiecicceeececeeeeee 32
3.3.1.4. Elektroforez Sonuglar1 ve Degerlendirilmesi.......ccccceeeevieeniienieineeniieenneene 32
3.4. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) Analizi.................. 33
341 MLPA TEKNIGE ..coivieiieeiiieieee ettt ettt et st ee 34
3.4.1.1. MLPA calismasinin yapiliSl.......coccueeeriieeiieeenieeniieesiieesieeesieeesreeeieee s 34
3.4.1.2. Denatiirasyon ve Prob karigimi ile hibridizasyon asamasi.........c...cceceeeuneenee 36
3.4.1.3. LiZASYON QSAIMAST ..vveerurieeruiieenireeenireeeiteesateessseessreessaeessseeessseeesssessnssessnsees 36
3.4.1.4. PZR 1eakS1yOnu a$amMAS ......ccceeerureruienirenieenieereenireeneeseeeneesieeereesineeneenes 36
3.4.1.5. Kapiler Elektroforez Cihazi ile Fragmanlarin yiiriitme asamasi.................. 37
3.4.1.6. MLPA Sonuclarmin Degerlendirilmesi ..........coceevveriiiniiiiiienieiieniecneene 37
3.5, AKIS SEIMAST ..eeiiiiiiiiiiiiiiie ettt e et e e e et e e e e ta e e e e e b e e e e e aaeeeeenraeeeennnns 39
3.5.1. Sendromik Olgularin Degerlendirillmesi..........cocueeeieniiiiieniieeiienieiieeneeeene 39
3.5.2. Non-sendromik Olgularin Degerlendirilmesi ..........cocevveeviieeniieenieeeniieeiieeas 39
4. BULGULAR ...ttt ettt ettt et b e st e bt e st et eesabeebee e 40
4.1. Sendromik OIGUIAT .........coovuiiiiiiiiiiiii ettt et sree e e s aeee e 40
4.1.1. Apert SENATOMU ....ccc.uviiiiiiiiiiiiiie ettt ettt et eeaieee s 40
4.1.1.1. Apert Sendromu Klinik Bulgulart..........ccccoecvieniiiiniiiiniiiiiiecceeeeeee 40
4.1.1.2. Apert Sendromunda Molekiiler Analiz Sonuglart............ccocceeviiinnennnneen. 41
4.1.2. Pfeiffer Sendromu ..........ooeeiuiiiiiiiiiniieeeeeee e 42
4.1.2.1. Pfeiffer Sendromu Klinik Bulgulart..........cocceoiiiiiiiiiiiiieeeeee 42
4.1.2.2. Pfeiffer Sendromunda Molekiiler Analiz Sonuclari...........ccccceevveernieennnenn. 44
4.1.3. Crouzon SendIOIMU ......c.c.eeiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt et e s e e sireeesteesbeee s 46
4.1.3.1. Crouzon Sendromu Klinik Bulgulart ........c.ccccoooveiniiiiniiiiniiiiieiceeiee 46
4.1.3.2. Crouzon Sendromunda Molekiiler Analiz Sonuglart........ccccceeveivveeennnnnnn. 47
4.1.4. Saethre-Chotzen Sendromu .............cocueeriiriieinieniienieneesieeeesee e 48
4.1.4.1. Saethre-Chotzen Sendromu Klinik Bulgulart ............ccooccii. 48
4.1.4.2. Saethre-Chotzen Sendromunda Molekiiler Analiz Sonuclari ...................... 50
4.1.5. Muenke Sendromul .........c.ceovuiiiiiiiiiiiiiiee ettt 52
4.1.5.1. Muenke Sendromu Klinik Bulgulari.........ccccccoovieiniiiiniiiniiiiieiceeiee 52
4.1.5.2. Muenke Sendromunda Molekiiler Analiz Sonuglari...........ccceeeveeeeveennnnnnn. 53
4.2. Non-sendromik Kraniyosinostoz Olgulart.........cccceevviieniiiiiiiiiiniiiiiniieeieeeiees 53

4.2.1. Non-sendromik Kraniyosinostoz Olgularinin Klinik Bulgulart ....................... 53



X

4.2.1.1. Non-sendromik Kraniyosinostoz Olgularmmda Molekiiler Analiz Sonuglar154

4.3. Dizi /MLPA Analizi Ile Saptanan Mutasyonlara Genel Bakis...............cccccev...... 56
4.3.1. Bu ¢calismada mutasyon saptanan olgulara genel bakis (Genler, Mutasyonlar ve
TligKili FENOTIPIET) ...eeeuiiiiiiiieeiiee ettt et et st e e 56
Tablo 11: Mutasyon saptanan olgularda, fenotipler, iliskili genler, mutasyonlar ve yol
act1gl aminoasit degisimleri (N:21) ..ooocviveiiieiiiiecie e 57

S.TARTISMA .ottt ettt ettt et sttt e st eebeesabeebee e 58
6. KAYNAKLAR ..ottt ettt st 72
T FORMLAR ..ottt ettt ettt s it e et e st e ebeesabeebee e 81

7.1. Molekiiler Arastirmalar I¢in Bilgilendirilmis Goniillii Onam Formu.................... 81
7.1.1. Hastanin/Katilimcmin Beyani.........coccoovviiiiiniiiiiiniceieieeeccecc e 83

7.2. GONUI ONay FOTMU ....coeiiiiiiiieiiieeeieeece et et et 84

8. ETIK KURUL KARARLI ..ottt eenoe 85
0. EKLER. ..ottt ettt ettt sttt ettt ae 88

9.1. FGFRI geninin genomik DNA primerleri.........ccooceeiiiiiiniiiiiniiniiiniceeneeeee 88

9.2. FGFR?2 geninin genomik DNA primerleri.......cccocveeriieeniieeniieeiieeieeeiiee e 88

9.3. FGFR3 geninin genomik DNA primerleri..........cocovciiiiiniiiiiiniiiniinieceeneeee 90

9.4. FREM1 geninin genomik DNA primerleri .........ccceeviieeviiieiiiieiniieeiiecieeeieeeas 90

9.5. MSX2 geninin genomik DNA primerleri ..........cccoooeviiiiiiniiiiiniiincceeceeee 91

9.6. POR geninin genomik DNA primerleri .........cccoeveueeeriiiiiniiieeniieeiieeieeciee e 92

9.7. RAB23 geninin genomik DNA primerleri.......ccccooveriiinieniiiniiniiiienieeieeeeeee 92

9.8. TWISTI geninin genomik DNA primerleri..........ccceevoueeeriiieeniieiniieeiiecieeeiieeeas 93

TELIF HAKKI IZNI....coooiiiiiiiiieninece et 94

OZGECMIS ..ottt s e saeans 95



TABLOLAR LiSTESI

Tablo 1: Sinostoza ugrayan siitiirler ve bunlarmn yol actig1 kraniyal malformasyonlarin
morfolojik/anatomik isimlendirmeleri ile Kraniyosinostoz goriilme % oranlart ............. 8
Tablo 2: Cesitli kraniyosinostoz sendromlari ile ilgili kalitim, tanimlandig y1l, etkilenen
stitlirler, iligskilendirilmis genler, mutasyon tipleri ve yolak bilgileri . .........cccccceeueeenne 24
Tablo 3: SALSA MLPA Prob Karistmi PO80-B1 Kraniyofasial kit Igerigi .................. 34
Tablo 4: Sendromik Kraniyosinostoz Olgularmin Molekiiler Etyopatognezini
Berlirlemek i¢in AKIS SEMAST .....vieeviieiiiieiiie ettt ettt e e e e sveeearee e 39
Tablo 5: Apert sendromu 6n tanili olgularin klinik bulgular1 ve molekiiler sonuglari ... 40
Tablo 6: Pfeiffer sendromu 6n tanili olgularin klinik bulgular1 ve molekiiler sonuglar1 42

Tablo 7: Crouzon sendromu 6n tanili olgular klinik bulgular1 ve molekiiler sonuclari

Tablo 8: Saethre-Chotzen sendromu ©On tanili olgularin klinik bulgular1 ve molekiiler
SOMMUGIATT ...ttt ettt et e ettt e e sab e e e et e e ssabeesabeesnsbeesabeesnnneenane 49
Tablo 9: Muenke / Saethre-Chotzen sendromu 6n tanili olgularmn klinik bulgular1 ve
MOIEKUIET SONUCIATT. .....eeiiiiiiiiii it 52
Tablo 10: Non-sendromik kraniyosinostoz 6n tanili olgularin klinik bulgulari.............. 54

Tablo 11: Mutasyon saptanan olgularda, fenotipler, iliskili genler, mutasyonlar ve yol

act1gl aminoasit degisimleri (N:21) .oc.eeviiiiiiiieiiie e e e 57
Tablo 12: Sendromik kraniyosinostoz olgularinda bu c¢alismada saptanan mutasyon
oranlar1 ve sonuglara gore onerilen molekiiler analiz aki§ semasi...........cceceeveenieenennns 71
Tablo 13:FGFRI geninin (NM_023110.2) genomik DNA primerleri.........ccccccecueeneenes 88
Tablo 14: FGFR2 geninin (NM_000141.4) genomik DNA primerleri..........cc.c.ccouee.... 88
Tablo 15: FGFR3 geninin (NM_000142.4) genomik DNA primerleri .........c..cccceueene.e. 90
Tablo 16: FREM1 geninin (NM_144966.5) genomik DNA primerleri ...............c......... 90
Tablo 17:MSX2 geninin (NM_144966.5) genomik DNA primerleri ...........cocceevceeenenns 91
Tablo 18: POR geninin (NM_000941.2) genomik DNA primerleri ........ccccceeevveennnnenn. 92
Tablo 19:RAB23 geninin (NM_183227.2) genomik DNA primerleri............ccccueeneen. 92

Tablo 20:TWISTI geninin (NM_000474.3) genomik DNA primerleri ........cccccecueeneenes 93



SEKILLER LISTESI
Sekil 1: Kraniyal siitiirler ve kraniyosinostozda goriilen bazi kafa sekilleri .................... 5
Sekil 2: FGF, FGFR ve HSPG Etkilesim Bolgeleri = ..o 11
Sekil 3: FGF-FGFR yapisi ve sinyal yolaklarinin gosterimi ..........cccocveeevveeniveennineennnee. 13

Sekil 4: FGFR protein yapis1 ve patolojik yanhs anlamli mutasyonlarin gosterimi....... 14
Sekil 5 : Piirin ve Primidinler ve birbirlerine degisimlerinin gosterimi ...........cc....c....... 15
Sekil 6: FGFR2 geninin ‘http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/’de tanimlanmis
kodlayan transkript varyantlart. ..........cccccooceeriiiniiiiioiicneeeeeeee e 15
Sekil 7: FGFRI geninin ‘http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/’de tanimlanmis
kodlayan transkript varyantlari...........cocccooeeriiiiiiiiiiiieee e 16
Sekil 8: FGFR3 geninin ‘http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/’de tanimlanmis
kodlayan transkript varyantlart............ccoccueeeiiiiniiiiiiieenieeeeeeeeeeee e 17
Sekil 9: POR geninin ‘http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/’de tanimlanmis
kodlayan transKript VATYANT ......c.c.eoiiiiiiiiiiiiieie ettt 17
Sekil 10: MSX2 geninin ‘http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/’de tanimlanmis
kodlayan transKript VATYANTL .......c.eeeriieerieeeiieeeiieeeieeeeieeesieeesteeesseeessreeensaeeeneseeennneens 18
Sekil 11: TWISTI geninin ‘http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/’de tanimlanmis
kodlayan transSKript VATYANTL .......cc.eeeriieiiiieeiieeeiieeeeeesieeesieeesaeeesieeeneseeenareeenseesnnneens 18
Sekil 12: RAB23 geninin ‘http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/’de tanimlanmis
kodlayan transkript Varyantlar............cceccueeerieeriieeniieesie et e 19
Sekil 13: FREMI geninin ‘http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/’de tanimlanmis
kodlayan transkript varyantlari............ccoccueeeriieniiieniieesieeriee et 19
Sekil 14: A.FGFR2 geninin NM_000141 transktipti ‘http://www.ensembl.org’; B.
FGFR2 proteinin (NP_000132) domain yapisi ‘http://prosite.expasy.org’un P21802’
icin verdigi sekil tizerinden diizenlendi. ............cceeeeveeeiiiieiiieeie e 26
Sekil 15: A.FGFRI geninin NM_023110 transktipti, ‘http://www.ensembl.org’; B.
FGFR1 proteinin (NP_075598) domain yapis1 ‘http://prosite.expasy.org’un P11362’
icin verdigi sekil iizerinden diizenlendi. ..........coooueeriiiiiiiiiniiiiiee e 27
Sekil 16: A.FGFR3 geninin NM_000142 transktipti, http://www.ensembl.org’; B.
FGFR3 proteinin (NP_000133) domain yapis1 ‘http://prosite.expasy.org’un P22607’

icin verdigi sekil tizerinden diizenlendi. ..........ccccovviiiiiiniiiiiiniiieeeee 27



Sekil 17 : A. POR geninin NM_000941 transktipti, http://www.ensembl.org’; B. POR
proteinin (NP_000932) domain yapis1 ‘http://prosite.expasy.org’un P16435’ icin verdigi
sekil tizerinden dUZenlendi.............cooovieiiiiiiiiiiii e e e 27
Sekil 18: A.MSX2 geninin NM_002449 transktipti, http://www.ensembl.org’; B. MSX2
proteinin (NP_002440) domain yapis1 ‘http://prosite.expasy.org’un P35548’ icin verdigi
sekil tizerinden dUzenlendi..............ccueiieiiiiiiieiiiiie e e 28
Sekil 19: A. TWIST1 geni NM_000474 transktipti‘http://www.ensembl.org’; B.
TWIST1 proteinin (NP_000465) domain yapist ‘http://prosite.expasy.org’un Q15672
icin verdigi sekil tizerinden dizenlendi. ...........cceeerveeeiieieiieeeiieeciie e 28
Sekil 20: A. RAB23 geni NM_183227 transktipti‘http://www.ensembl.org’; B.RAB23
proteinin  (NP_899050) domain yapist ‘http://prosite.expasy.org’un Q9ULC3 icin
verdigi sekil izerinden dUzenlendi. ........c.ccoooiiiiiiniiiiiini e 28
Sekil 21: A. FREM1 geni NM_144966 transktipti‘http://www.ensembl.org’; B. FREM1
proteinin (NP_659403) domain yapist ‘http:/prosite.expasy.org’un Q5SH8C1 ic¢in
verdigi sekil lizerinden dizenlendi. .........ccoccueevviieiiiiieiiiieieeeee e 29

Sekil 22: A.FGFR3 geninin NM_000142 transktipti B. FGFR3 geninin NM_001163213

transktipti (http://Www.ensembL.OTE)......c.ceeiiiiiiiiiiiiieieeee e 29
Sekil 23: MLPA protokoliiniin sekmatize asamalart ............ccccceeveveeeniieeniieeenieeeeee e, 35
Sekil 24 :MLPA Coffalayser net programi PO80 ayarlart .........cc.ccceevveeenieennicennncennee. 38
Sekil 25: MLPA pik siddeti oran ayarlari........cccoecveeeieeeeiieeniiieeeieeesieeeneeeenveeeevee e 38

Sekil 26: MLPA normal 6rnek analiz sonucu ve prob bolgeleri bar grafik goriintiisii... 38
Sekil 27: Apert sendromu klinik tanisi alan ve FGFR2 c.755C>G (p.Ser252Trp)
mutasyonu saptanan olgu AS2 (a ve b) ve AS4’e (Sekil ¢ ve d) ait fotograflar............. 41
Sekil 28: Apert sendromlu olgularda saptanan ¢.755C>G mutasyonu elektoferogram
OTUNLUST (O1ZU AS 4) ettt ettt e s e 41
Sekil 29: Pfeiffer sendromu klinik tanis1 alan ve mutasyon saptanan PS3 olgusu (a, b),
PS9 (c-e) ve PS6 ve babasina (f-)) ait fotograflar............ccecceveeiiieniiieniiieieeee e 43
Sekil 30 : Pfeiffer sendromlu 3 olguda (PF 1, 3 ve 9) saptanan ¢.1019A>G mutasyonu
elektoferogram gOrintlisti (PF 1) ...ccc.oiiiiiiiiiiiiiee e 44
Sekil 31 : Pfeiffer sendromlu olguda (PF 6) saptanan c.514_515delGCinsTT mutasyonu
elektoferogram gOTUNTUST ......veeeveeeriiieeriieeeiee ettt et e st eeste e e saeeesabeeeareeenns 45
Sekil 32 : Pfeiffer sendromlu bir olguda saptanan c.1646A>C mutasyonu
elektoferogram gOrintiisii (PF 2) .....c.oiviiiiiiiiiieeeeeee e 45



Xiii

Sekil 33 : Pfeiffer sendromlu bir olguda saptanan c.1694A>C mutasyonu
elektoferogram gOriintiisii (PF 4) .....c.oooiiiiiiiiie e 45
Sekil 34: Crouzon sendromu klinik tanis1 alan ve mutasyon saptanan CRS 2 olgusu ( a,
D) it TOLOZIATIAT ....eeeeiiiieie e et 47
Sekil 35: Crouzon sendromu iki olguda saptanan c¢.833G>T mutasyonu elektoferogram
goriintiisii (CRS 4 ve 6) (OIgU CRS 4 ) oottt 48
Sekil 36: Crouzon sendromu bir olguda saptanan c.1025G>A mutasyonu
elektoferogram goriintiisii (Olgu CRS 2) .ccouuiiiiiiiiiiiiiieeeteeeeee e 48
Sekil 37: Saethre-Chotzen sendromu klinik tanisi alan ve mutasyon saptanan SCS3
olgusu (a, b) ait fOtOZraflar...........covuiiiiiiiiiii e 49
Sekil 38: Saethre-Chotzen sendromu bir olguda saptanan TWISTI geni ekzon 1
¢.355C>T mutasyonu elektoferogram goriintiisii (Olgu SCS3)......coovvieiiiniiiiiiniiieneens 50
Sekil 39: Saethre-Chotzen sendromlu bir olguda saptanan TWISTI geni ekzon 1 21b¢'lik
duplikasyon mutasyonu elektoferogram goriintiisii (Olgu SCS4) ....coovviiiiiiiiniiinnieenne 51
Sekil 40: Saethre-Chotzen sendromlu bir olguda (SCS6) saptanan TWIST! geni ekzon 1
¢.376G>T mutasyonu elektoferogram gortintlisti .........covveeeueeriieniiinieeiienie e 51
Sekil 41: Saethre-Chotzen sendromlu bir olguda (SCS5) MLPA teknigi ile saptanan
TWISTI tim gen heterozigot delesyonu bar grafik goriintlisii ........ccccecveveevieriineennenne. 51
Sekil 42: Muenke sendromunda MUS3 ve MUS4 olgularinda saptanan c.749C>G
mutasyonu elektoferogram goriintiisii (Olgu MUS4) ......ooooiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 53
Sekil 43 A.NSC1 olgu aile agacy; IV:1, IV:2 ve III:2 olgularinda FGFR2 geni ekzon 3
¢.234C>T mutasyonu B.Non-sendromik kraniyosinostoz NCS1 olgusunda saptanan

¢.234C>T dizi analizi elektoferogram gOTUNTUST «....ccveervveerierieiiiienieeeeeee e 55



aCGH
ALP
Akt

AS

ASD

BC
BMP
COL1A1
CRS

D

dH20
DNA
dNTP

E

EDTA
Ensembl
EGFR
ER

FGF
FGFR
FREM1
GH
Hidi
HGMD
HGNC
Ig
Igl/D1
Igll /D2
IgIII /D3
Jak
MAPK
Mat.

Med. Dev.

ml
MLPA
MSX2
MUS
NCBI
ng
NSC

Xiv

SEMBOLLER / KISALTMALAR LiSTESI

: Ailevi

: Array comparative genomic hybridisation

: Alkalin fosfataz

: protein kinase B

: Apert Sendromu

: Atriyal Septal Defekt

: Baz cifti

: Bone morphogenetic protein

: Tip 1 kollagen

: Crouzon Sendromu

: Disi

: Distile su

: Deoksiriboniikleik asit

: Deoksiriboniikleotid trifosfat

: Erkek

: Etilendiamin tetraasedik asit

: Ensembl Project

: Epidermal growth factor receptor

: Endoplazmik retukulum

: Fibroblast Biiyiime Faktorii (Fibroblast Growth Factor )
: Fibroblast Biiyiime Faktor Reseptorii (Fibroblast Growth Factor Receptor)
: FRAS1 related extracellular matrix 1

: Gebelik haftas1

: Highly Deionized

: Insan Genomu Mutasyon Veri Bankas1 (The Human Gene Mutation Database)
: The HUGO Gene Nomenclature Committee

: Immiinoglobulin

: Immunoglobulin benzer bolge 1

: Immunoglobulin benzer bolge 2

: Immunoglobulin benzer bolge 3

: Janus Kinase

: Mitojen Aktivasyon Protein Kinaz (Mitogen Activated Protein Kinase)
: Maternal

: Medyale Deviye

: Mililitre

: Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification
: Muscle Segment Homeobox 2

: Muenke Sendromu,

: The National Center for Biotechnology Information
: Nanogram

: Non-sendromik Kraniyosinostoz



ocC

OD

O.D.

OR

Pat.

PDA
PDGFRa
PH

PKC
PLC-y
PolyPhen-2
POR

PS

PZR
RAB23
Rad. Dev.
RPM
RUNX2

SCS
SH2
SHH
SNP
STAT
Tm

™
TWISTI
U.Vv.
USCS

VSD
Wnt

ul

: Osteokalsin
: Otozomal dominant
: Optik Dansite
: Otozomal resesif
: Paternal
: Patent Duktus Arteriosis
:Platelet-derived growth factor receptor a
: Pulmoner Hipertansiyon
: Protein Kinaz C (Protein Kinase C-Dependent)
: Phospholipase C-gamma
: Prediction of functional effects of human nsSNPs
: P450 (cytochrome) oxidoreductase
: Pfeiffer Sendromu
: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)
: Member RAS oncogene family
: Radyale Deviye
: Santrifiijiin dakikadaki doniis sayis1 (round per minute)
: Osteoblast transkripsiyon faktor
: Sporadik
: Shaetre-Chotzen Sendromu
: Src homoloji2
: Sonic hedgehog
: Tek niikleotidlik polimorfizm (single nucleotide polymorphism)
: Signal Transducer and Activator of Transcription
: Temparature of Melting
: Transmembran bolge
: Twist family bHLH transcription factor 1
: Ultra viyole
: University of California Santa Cruz
: Untranslated Recent
: Ventrikiiler Septal Defekt
:Wingless-type MMTYV integration site family
: Yabanil tip (Wild type)
: Mikrolitre

XV



XVi

OZET

Karaman V. Sendromik ve Non-Sendromik Kraniyosinostoz Olgularinda FGFRI,
FGFR2, FGFR3, TWIST1, MSX2, POR, FREM 1 ve RAB23 Genlerinde Molekiiler
Analizler
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Genetik ABD.

Yiiksek Lisans Tezi. 2015

Anahtar Kelimeler : Kraniyosinostoz, FGFR, TWISTI, FREM1, RAB23.

Kraniyosinostoz, kafatas: siitiirlerinden bir veya birkaginin erken kapanmas ile
ortaya c¢ikan, 1/2100-1/2500 canli dogumda bir gozlenen bir deformasyon olup
sendromik ve non-sendromik olarak iki grupta degerlendirilir. Olgularin
yaklasik %21’ inin genetik tani aldigi, bunlarin %85 inin tek gen sendromlari, %15’ inin
ise kromozom anomalileri ile iliskili oldugu bildirilmektedir. Kraniyosinostozlarda
siklikla iliskilendirilen genler fibroblast biiyiime faktorii reseptoriinii kodlayan FGFR2
ve FGFR3 olup, bunu transkripsiyon faktoriinii kodlayan TWISTI takip etmekte,
FGFRI, POR, RAB23, MSX2, FREM ise nadiren iligskilendirilen genlerdir.

Bu calismada, etyopatogenezinde kromozom anomalileri dislanmis 31°i
sendromik dokuzu non-sendromik 40 kraniosinostoz olgusunda, bilinen genlerde DNA
dizi analizi ve MLPA teknigi kullanilarak mutasyonlarin arastirilmast ve molekiiler
genetik tan1 akis semasinin olusturulmasi hedeflendi. Mutasyonlarm en sik gozlendigi
ekzon bolgelerinden baglayarak, tiim genin dizilenmesine kadar siirdiiriilen bu
caliymada mutasyon saptanmayan olgularin tamaminda bu genlerdeki ekzon ve/veya
gen delesyon ve duplikasyonlari arastirildi.

Toplam bes Apert olgusunun tamaminda (%100), dokuz Pfeiffer olgusunun
altisinda (%66.6), altt Crouzon olgusunun ii¢iinde (%50), yedi Saethre-Chotzen
olgusunun dordiinde (%57.1), dort Muenke olgusunun ikisinde (%350) bilinen
mutasyonlar gosterildi. MLPA teknigi ile tek bir Saethre-Chotzen olgusunda mutasyon
gosterildi. Mutasyon saptanmayan tiim olgularda uygulanan tiim gen dizi analizinde bir
non-sendromik kraniosinostoz olgusunda patolojik oldugu diisiiniilen yeni bir degisim
saptandi.

Bulgularimiz, sendromik kraniosinostozda 6zgiin gen ve bolgelerinin asamal
olarak incelenmesinin, non-sendromik olgularda tiim gen dizi analizinin ve mutasyon
saptanmayan olgularda MLPA tekniginin kullanilmasmin molekiiler genetik tanida
sire¢ ve maliyet acisindan uygun bir yaklagim olacagini gosterdi.

Bu caligma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (BAP Proje No:
24379) ve CRANIRARE-2 konsorsiyum (ERA- NET) TUBITAK (Proje No: 112S398)
tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Karaman V.(2015) Moleculer analysis of FGFRI1, FGFR2, FGFR3, TWISTI, MSX2,
POR, FREM1 and RAB23 genes in Syndromic and Non-Syndromic Craniosynostosis
patients.

Istanbul University Institute of Health Sciences, Master Thesis on Genetics, Istanbul 2015
Key Words: Craniosynostosis, FGFR, TWISTI1, FREM1, RAB23

Craniosynostosis is a morphological deformation, classified under syndromic or
non-syndromic forms, observed in 1/2100-1/2500 live births, as a result of premature
fusion of cranial sutures. Etiopathogenesis is by genetic diagnosis revealed in 21% of
the cases, in which 85% related to single gene and 15% related to chromosomal defects.
FGFR2 and FGFR3, encoding fibroblast growth factor receptors, are the most
frequently associated genes followed by transcription factor encoding TWISTI.
Mutations in FGFRI1, POR, RAB23, MSX2 and FREM1 are rarely identified.

Towards the aim for establishing a molecular genetic diagnostic flow chart,
investigations employed DNA sequencing and MLPA analysis of the known genes, in a
cohort of 40 syndromic and non-syndromic craniosynostosis cases with normal
karyotype. Investigation is initiated by screening of the hot spot mutation sites, and
completed by whole gene sequencing and deletion/duplication analysis of the known
genes in all mutation negative cases.

Known mutations are identified in total of five Apert (100%), in six of nine
Pfeiffer (66.6%), in three of six Crouzon (50%), in four of seven Saethre-Chotzen
(57.1%), and in two of four Muenke (50%) cases. MLPA technique was able to
determine a deletion in one Saethre-Chotzen, and whole gene sequencing revealed a
novel alteration in one non-syndromic case, interpreted as pathologic.

Our findings supported that the stepwise analysis of the hot spot regions in all
associated genes in syndromic, whole gene sequencing in non-syndromic and MLPA in
all mutation negative cases, is cost effective and advantageous approach for the
definitive molecular diagnosis of the craniosynostosis.

This project was supported by the Istanbul University Scientific Research Projects
(BAP) project no:24379 and CRANIRARE-2 consortium ( ERA- NET) funded by
TUBITAK- 112S398.



1. GIRIS VE AMAC

Kraniyosinostoz; beyin kubbesinde bulunan siitiirlerden bir veya birka¢min
erken kapanmasi ile ortaya c¢ikan, 1/2100-1/2500 canhh dogumda bir gozlenen
malformasyondur (1-2). Biiyiik cogunlugu izole, az bir kismi1 ise baska bulgularin eslik
ettigi sendromik formlar seklinde gozlenir. [zole formlar, non-sendromik
kraniyosinostoz olarak da tanimlanir. Izole formlar; sa gital, lambdoid, koronal (tek veya
cift tarafh siitiiriin kapanmasiyla olusan), metopik ya da ¢oklu siitiir sinostozlaridir (2-
3). En yaygin kraniyosinostoz olan sagital sinostozda, kranyum skafosefalik sekil
almaktadir. Ikinci siklikta gozlenen koronal sinostozda ise, kranyum plagiosefalik
goriiniim alir. Metopik ve lambdoid siitiirlerin sinostozu ise daha nadir goriilen formlar
olup, bu tip sinostozlarda kranyum trigonosefalik goriiniim kazanir (4-5). Akrosefali ise
koronal, lambdoid ve sagital siitiirlerin erken kapanmasi ile ortaya c¢ikan kule kafa
goriintimiidiir (3).

Kraniyosinostozlarin yaklasik 180 farkli sendromla iliskisi bildirilmistir (4, 6).
Sendromik formlarda, otozomal dominant, otozomal resesif ve X-e baglh kalitim
modelleri tanimlanmistir (4, 6). Son yillarda genetik arastirmalar, olgularm yaklasik
%21’inin genetik tani aldigini, bunlarm %85’ini tek gen sendromlari, %15’inin ise
kromozom anomalileri ile iligkilendirildigini gostermektedir (2, 7). Sendromik formlar
arasinda en yaygm bilinenleri FGFR (Fibroblast Growth Factor Receptor) iliskili
sinostozlar olarak smiflandirilmakta olup, Pfeiffer sendromu, Apert sendromu, Crouzon
sendromu, Beare-Stevenson sendromu, FGFR2-iligkili izole koronal sinostoz, Jackson-
Weiss sendromu, Akantozis Nigrigansin eslik etigi (derinin kivrim bolgelerinde renk
koyulugu) Crouzon sendromu bu grupta yer almaktadir (2, 6). Giiniimiizde FGFR
grubundan kraniyosinostoz ile iliskisi tamimlanmis genler, FGFRI, FGFR2 ve
FGFR3’diir. Bu genlerin iirlinleri olan reseptorler sinyal yolaginin 6nemli bir protein
ailesini olusturmaktadirlar. Bu yapilarin, fibroblast biiylime faktorlerine baglanan,
membran digina uzanan ligand domaininde {i¢ adet immunoglobin benzeri domain (Ig I,
IT ve III), heliks yapisinda olan tek bir transmembran domaini ve hiicre i¢ine uzanan
tirozin kinaz aktivitesi gosteren intraselliiler domaini bulunur (2, 6). FGFR2 genindeki
heterozigot mutasyonlar genetik kokenli tiim kraniyosinostozlarin yaklasik %32’sinden
sorumlu tutulmaktadir. Bu geni %25 ile FGFR3 ve %19 ile TWISTI takip etmektedir

(2). Ardindan daha nadir olarak kraniyosinostozla iligkileri iyi tantmlanmis diger genler,



FGFRI, POR ve RAB23 gelir (2, 6, 8-9). FGFRI, FGFR2 ve FGFR3’de saptanan
mutasyonlarin biiyiikk cogunlugu genin Igll (D2) ve IglIl (D3), TWISTI de ise “helix-
loop-helix” domain kodlayan bolgelerinde saptanmaktadir. Kraniyosinostoz iliskili
mutasyon saptanan ilk gen MSX2’dir ve giinlimiize dek tek bir ailede mutasyon
gosterilebildiginden, etyolojideki yerinin ¢ok nadir oldugu diisiiniilmektedir (2, 6). Son
genetik arastirmalar, nadir goriilen Antley-Bixler sendromu’nun iskelet tutulumu ile
giden formunda POR geni ve metopik sinostozlarda FREMI genlerinin iliskisini
gostermistir (2, 6, 8, 10).

Sendromik kraniyosinostozlarin klinik olarak en iyi tanimlanmis olan grubu
akrosefalosindaktili grubudur. Bu grubun en iyi bilineni ve sik gozleneni Apert
sendromudur ve el ve ayaklarin bilateral simetrik kompleks sindaktilisi ve bikoronal
sinostoz ile karakterizedir (2, 11). Pfeiffer sendromu, genellikle genis, radyale doniik
basparmak ve/veya biiyiik ayak bas parmaklariyla, kutandz sindaktilinin nadiren eslik
etmesi ile karakterizedir (2, 12). Crouzon sendromu’nda kruzonoid yiiz goriinimii
disinda, el ve ayaklarda herhangi bir ek bulgu yoktur (2, 13). Saethre-Chotzen
sendromu’nda uni veya bilateral koronal sinostoz, fasiyal asimetri, pitoz, anormal kulak
goriiniimii, ellerde ikinci ve ligiincii parmaklarin sindaktilisi gozlenmektedir. Biiyiik gen
delesyonu disindakilerde biligsel fonksiyon normaldir (2, 6, 14).

FGFR2 genindeki mutasyonlar, Pfeiffer sendromu’nun >%95’inden, Apert
sendromu ve Crouzon sendromu’nun ise %100’iinden sorumlu tutulmaktadir (6). Bu
gende bazi nokta mutasyonlarinin, farkli olgularda Crouzon sendromu ve Pfeiffer
sendromu’na yol actig, ekspresivite degiskenliginin fenotipte ©nemli oldugu
bildirilmektedir (2, 7). Pfeiffer sendromu’nda ayrica FGFRI geni mutasyonlar1 da
tanimlanmustir ve sendromun <%5’ inden sorumlu tutulmaktadir (6). TWISTI ve FGFR?2
genlerindeki heterozigot mutasyonlar, Saethre-Chotzen sendromu’na yol agmaktadir (2,
6, 15). POR geni, Antley-Bixler sendromu, RAB23 geni ise akrosefalosindaktili ile

karakterize Carpenter sendromu ile iliskilendirilmektedir (2, 6, 8-9).

Bu cahsmanin amaci, etyopatogenezinde kromozom anomalileri dislanmis
sendromik ve non-sendromik kraniyosinostozlu 40 olgu ve ailesinde, iligskilendirilmis
genlerin (FGFRI, FGFR2, FGFR3, TWISTI, MSX2, POR, FREMI ve RAB23) DNA
dizi analizi ve MLPA yontemleri ile incelenerek, olast gen mutasyonlarinin

saptanmasidir. Ik asamada sendromlarla iligkili genlerde mutasyonlarmn sik gozlendigi



hedef bolgelere dizi analizi, ardindan mutasyon saptanmayan olgularda, iliskili genlerin
diger bolgeleri  dizilenmistir.  Kraniyosfasiyel ~MLPA  kiti  (P080) ile
delesyon/duplikasyonlar a¢isindan inceleme yapilarak, biiyiikk delesyon / duplikasyon
mutasyonlar1 dislanmustir. Elde edilen sonuclar ile, molekiiler tani1 akis semalar
olusturulmasina ve genotip-fenotip iligkilerinin kurulmasma katki saglanmasi
ongoriilmiistiir. Mutasyon saptanan olgularda, ailelere 6zgiin genetik danisma verilmesi
saglanmustir. ikinci asamada bu cahsma kapsanmunda yer alan ve etyopatogonezin
belirlenemedigi olgular, kraniyosinostozlarla iliskili yeni genlerin bulunmasm

amaclayan projelerin tasarlanmasi i¢in 6zgiin ¢alisma grubunu olusturmustur.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Kranyum ve Kraniyal siitiirler

Iskelet sisteminin bas boliimiinii olusturan kranyum, beyin ve yiize 6zgii yapilari
destekler. Bu yapi, embriyonik evrede beyin ve beyin kokii i¢in bir kilif gorevi iistlenen
norokranyum ile fasiyal kemikleri destekleyen viserokranyumdan meydana gelir.
Norokranyum, kranyum tabani ve beyin kubbesi olarak iki béliimden olusur. Kranyum
taban1 endokondral ossifikasyon olarak adlandirilan, kikirdak evresinin sertlesmesi ile
kemiklesirken, beyin kubbesi (kalvaryum), intermembrandz ossifikasyon olarak
adlandirilan ve yogunlasan mezenkim hiicrelerinin direkt osteogenik degisime ugramasi
ile olusmaktadir. Frontal kemikler, noral ektoderm kaynakl noral krest hiicrelerinden,
parietal kemikler ise mezodermal hiicrelerden koken almaktadirlar. Kranyumun normal
gelisimi, beyin, dura, mezenkimal siitiirler ve kemik plakalariin birbirleri ile i¢ ice
gecen etkilesimleri ile gerceklesir (4).

Kraniyal siitiirler kafatast kemiklerini birlestiren fibroz dokular olup dogum
sirasinda kafanin kanaldan rahat gecisini saglamak ve ilerleyen siirecte de beynin
biiylimesine olanak saglamak i¢in birbirinden uzaklasan kalvariyal kemik kenarlarinda
kemik yapiminin saglanmasinda 6nemli yapilardir (16-17).

Beyin kubbesinde sekiz adet siitiir bulunur. Baslicalar1 sagital, koronal, metopik
ve lambdoid siitiirlerdir. Siitiirlerin prematiir fiizyonu sinostoz olarak adlandirilir. Bir
slitir sinostoza ugrarsa, beynin biiylimesine paralel olarak kranyum acik olan siitiirler
izerinden biilylimeye devam eder ve kapanan siitiire 6zgiin (Trigonosefali, Skafosefali,
Akrosefali, Plagiosefali, ve Brakisefali vb.) morfolojik deformasyonlar ortaya cikar
(Sekil 1A ve 1B) (4-5). Yasamin ilk yillarinda hizli olan beynin biiyiimesi, yaklasik 7
yasina kadar siirer. Anterior (frontal) fontanaller yaklasik 20. Ayda, posterior
frontonaller ise yaklasik 3. ayda kapanir. Siitiirlerin fiizyonunun 3. dekattan sonra

tamamlandigi bildirilmistir (18-21).

2.2. Kraniyosinoztoz tamim

Kraniyosinostoz terimi ilk olarak Otto tarafindan 1830 yilinda prematiir siitiir
fiizyonunu tanimlamak i¢in kullanilmistir (19). Giiniimiizde beyin kubbesinde bulunan
stitiirlerden bir veya birkag¢inin erken kapanmasi ile ortaya c¢ikan, 1/2100-1/2500 canh

dogumda bir gézlenen bir malformasyon olarak tanimlanmaktadir (2, 6).
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Sekil 1: Kraniyal siitiirler ve kraniyosinostozda goriilen baz1 kafa sekilleri

A. Kraniyal siitiirler normosefali tizerinde gosterilmektedir. Siitiirlerin kapanmasi sonucu olusan kafa sekilleri ise
yanlarda gosterilmektedir. (http://www.childrenshospital.org sitesinden diizenlenerek kullanilmigtir.)

B. Kraniyal siitiirlerin kapanmasi sonucu olusan kafa sekilleri (http://www.babysafepillows.com.au/condition/
sitesinden diizenlenerek kullanilmistir.)

2.3. Kraniyosinostozlarda Siniflama
Virchow, 1851 yilinda anatomik olarak kafa sekillerini degerlendirerek, biiyiik

kafa (makrosefali), kiiciik kafa (mikrosefali), uzun kafa (dolikosefali) ve 6nden arkaya



dogru bicimi kisa ve basik olan kisa kafa (brakisefali) seklinde ilk siniflandirmayi
yapmustir (sekil 1B) (17, 22). Giiniimiizde kranyiosinostoz siniflandirmasi temelde
primer ve sekonder olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Ayrica smiflandirmada farkh
yaklasimlar da kullanilmaktadir. De gerlendirme fiizyona ugramis siitiir sayisina gore tek
stitir ise izole, birden fazla siitiir ise kompleks olarak smiflandirilmaktadir (6, 18).
Fenotipik smiflandirma ise temelde Virchow kurallarina gore kalvaryal kemiklerin

fiizyonu, sekillenmesi ve bilylimesine gore yapilmaktadir (Tablol1 ).

2.3.1. Primer Kraniyosinostoz

Primer karaniyosinostozlar, herhangi bir ekstrakraniyal pataloji yok ise “izole”
ya da “non-sendromik kraniyosinoztoz”, eger ekstrakraniyal pataloji var ise “sendromik

kraniyosinoztoz” olarak adlandirilmaktadir.

2.3.1.1. Non-sendromik Kraniyosinostozlar

Kraniyosinostozlarin yaklagik %85’ ini olusturan non-sendromik
kraniyosinostozlarin %92’si sporadiktir (6, 19, 23). izole ya da sendromik olmayan
kraniyosinoztozda, kafatasi deformitesi 6zgiin 6zellik olup, genelde tek siitiir sinostozu
ile olusmaktadir. Prevelanst 3-5/10.000 olup, patogenezi tam olarak aydinlatilamamistir
(24). Genellikle sporadik olarak goriilmektedir ve mental gelisim ¢ogunlukla normaldir.
Fiizyona ugrayan siitiire gore kendi i¢inde gruplandirilmaktadir (19, 24).

2.3.1.1. 1. Sagital Sinostoz

Sagital sinostoz, dogumda 1.9/10.000 prevelans ile, en sik goriilen non-
sendromik kraniyosinoztoz olup, olgularin %40-55’ini olusturmakta (17, 19, 24-25) ve
baz1 yaymlarda ise oran %64’lere kadar ¢cikmaktadir (6, 24, 26). Sagital siitiiriin erken
kapanmasiyla olusan sinostozun yaklasik %6’s1 ailevidir (19, 24) ve erkeklerde disilere
oranla daha fazla izlenir (3.5E/1K) (6, 26). Intrauterin kafa ici basinci, annenin sigara
icmesi ve ikiz gebelik gibi faktorlerin de riski arttirabilecegi diisiiniilmektedir (6).
Sagital siitiiriin ~ sinostozu, anterior-posterior yonde gelisimle uzun kafa

(Dolikosefali/Skafosefali) goriiniimiiyle sonu¢lanmaktadir (sekil 1A ve 1B).



2.3.1.1. 2. Koronal Sinostoz

Koronal sinostoz, 0.8-1/10.000 canh dogumda goriilme siklig: ile ikinci en sik
gozlenen non-sendromik kraniyosinoztozdur, ve grubun %20-29’unu olusturmaktadir
(6, 17, 19, 25). Olgularin yaklasik %60-75’1 disidir ve %8-10’unda aile Oykiisii
mevcuttur (6, 27). Koronal siitiirlerden tekinin ya da her ikisinin sinostozu ile
olusmaktadir (sekil 1). Unilateral koronal siitiiriin sinostozu sonucu plagiosefali

olugmaktadir ve kranyum ve yiizde asimetri goriilmektedir (6).

2.3.1.1. 3. Metopik Sinostoz

Metopik siitiiriin erken kapanmasiyla olusmakta (17, 19) ve non-sendromik
kraniyosinoztozlarmm  %5-15’ini olusturmaktadir. Bu olgularda, orta diizeyde
hipertelorizm, bitemporal darlik ve biparietal genisleme goriilebilmektedir. Metopik

stitliriin erken kapanmasi sonucu trigonosefalik kafa yapis1 olusmaktadir (24) (sekil 1).

2.3.1.1. 4. Lambdoid Sinostoz

Non-sendromik kraniyosinostozlarin <%5’ini olusturan lambdoid sinostoz,
lambdoid siitiiriin sinostozu ile olusmaktadir (17, 19). Unilateral lambdoid sinostoz ile
asimetrik posterior plagiosefali ortaya ¢ikar ve ayni tarafta alin ve pariyetal bolgede
diizlesme olusurken, karsi tarafta frontal kemikte belirginlesme goriiliir (sekil 1).
Bilateral lambdoid sinostozda ise oksipital bolgede genisleme ve basiklasma olusur,

yiizde ve kafada asimetri vardir (6).

2.3.1.1. 5. Coklu Siitiir Sinostozlari

Coklu siitiir sinoztozlari, kraniyosinostozlarin yaklasik %35’ini olusturmaktadir.
Koronal ve sagital siitiirlerin sinostozu ile olusan oksisefali (kule kafa)’de agir fenotipik
bir goriiniim vardir. Beyin, acik olan anterior ve parietal fontaneller boyunca, disari
dogru biiyiir. Bilateral koronal siitiiriin fiizyonu ile brakisefali goriilmektedir. Kafatasi
yanlara ve yukariya dogru genislemektedir. Bilateral koronal ve sagital siitiiriin
sinostozunda akrosefali goriilmektedir (6).

Tablo 1’de Sinostoza ugrayan siitiirler ve bunlarm yol ag¢tigi kraniyal
malformasyonlarin  isimlendirmeleri ile  Kraniyosinostoz  goriilme  oranlari

gosterilmektedir.



Tablo 1: Sinostoza ugrayan siitiirler ve bunlarin yol actig1 kraniyal malformasyonlarin
morfolojik/anatomik isimlendirmeleri ile Kraniyosinostoz goriilme % oranlar

(18)

Morfolojik isimlendirme Sinostoza ugrayan Kraniyosinostoz
(sefali = kafa) siitiir/siitiirler goriilme oram %

Dolikosefali (uzun) Sagital 50-58

Skafosefali (kayik sekli) Sagital

Brakisefali (kisa) Bikoronal 20-29

Anterior Plagiosefali Unikoronal

Turrisefali Bilateral Lambdoid 2-4

Posterior Plagiosefali Unilateral Lambdoid

Trigonosefali Metopik 4-10

Oksisefali (Akrosefali) Sagital+Koronal

Yonca yapragd kafa Sagital+Koronal+Lambdoid

2.3.1.2. Sendromik Kraniyosinostozlar

Kraniyosinostozlu olgularinin %15 ila %401 180’den fazla sendromla
iligkilendirilmektedir (4, 6, 28). Sendromik formlar, otozomal dominant, otozomal
resesif ve X-e bagli kalitm gostermektedir (4, 6, 29). Yapilan genetik arastirmalar,
olgularin yaklasik %21’inin genetik tam1 aldigmi, bunlarin %85’inin tek gen
sendromlari, %15’inin ise kromozom anomalileri oldugu gosterilmistir (2, 7). Bu
sendromlardan klasik kraniyosinostoz sendromlar1 olarak da bilinenlerin baslicalari,
Crouzon sendromu (MIM#123500), Apert sendromu (MIM#101200), Pfeiffer sendromu
(MIM #101600), Saethre-Chotzen sendromu (MIM#101400), Antley-Bixler sendromu
(MIM#207410), Carpenter (MIM# 201000), Muenke sendromu (MIM#602849), Beare-
Stevenson cutis gyrata (BSTVS) (MIM#123790), Kraniyofrontonazal sendrom
(MIM#304110), Shprintzen-Goldberg sendromu (MIM#182212) ve Acanthosis
Nigricans ile giden Crouzon sendromu (MIM#612247)’dur.

Sendromik kraniyosinostozlarla iliskili cesitli gen ve gen ailelerinin rolii son
yillarda ortaya c¢ikarilmistir. Bunlarin arasmda FGFRI (8pl11.23-p11.22), FGFR2
(10925.3-q26), FGFR3 (4p16.3), TWISTI (7p21), MSX2 (5q35.2), FREM1 (9p22.3),
POR (7q11.2), RAB23 (6pl12.1) ve EFNBI (Xql2) sendromik grubun i¢inde yer alan
onemli genlerdir. (2, 9-10).

Fibroblast biiyiime faktorlerini kodlayan FGFR (Fibroblast Growth Factor
Receptor) gen ailesindeki mutasyonlar, sendromik formlarla iligskilendirilmis hedef
genler olup, Pfeiffer sendromu, Apert sendromu, Crouzon sendromu, Beare-Stevenson

sendromu, FGFR2-iliskili izole koronal sinostoz, Jackson-Weiss sendromu, Akantozis



Nigrigans’in eslik ettigi (derinin kivrim bdlgelerinde renk koyulugu) Crouzon sendromu
ve Muenke sendrom’larinda tanimlanmuistir (2, 6).

Sendromik kraniyosinostozun en az alti farkli mekanizmayla ortaya c¢iktigi
bildirilmistir; 1) Reseptor kinaz sinyal yolaginm aktivasyonu (FGFR1-3, TGFBR1-2,
EFNBI1), 2) transkripsiyon faktorlerinin inaktivasyonu (TWIST1, MSX2), 3)
ekstraselliiler matriks proteinlerinin degisimi (alterasyonu) (FBN1, FGF9), 4) ER
proteinleri (POR), 5) helikazlar (RECQL4) ya da 6) membran trafik proteinleri (RAB23,
SEC23A) (10, 25).

2.3.2. Sekonder Kraniyosinostoz
Hipertelorizm, hiperkalsemia, vitamin D eksikligi , talasemi, renal osteodistrofi
gibi sistematik ve metabolik bozukluklarda mikrosefali, ensefalosel, hidrosefali ve siitiir

biiylimesinde azalma, vb. gibi durumlar goriilmektedir (18-19).

2.4. Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)

FGF ligandlarindan FGF1 ve FGF2, 1975 yilinda ilk olarak fare fibroblastlarinda
yapilan bir calismada belirlenerek, proliferasyonu arttirdiklar1 gosterilmistir. Diger
FGF’ler ise diger hiicre tipleri i¢in onkogenler ya da biiyiime faktorleridir. Giiniimiize
kadar FGF ailesinden 23 iiye (FGF1-FGF23) tanimlanmistir (30-33). FGF ailesi
tiyelerinin ¢ogu klasik sinyal molekiilleridirler. FGF4 erken embriyonik donemde 4
hiicreli blastosist evresinde eksprese olan ilk tiyedir (34). Ekstraseliiler matrikste ve
hiicre yiizeyinde bulunan Heparan Siilfat Proteoglikan (HSPG) molekiilleri, FGF
molekiillerinin aktivitesini ve ozgiilliglinii belirleyici 6zellige sahiptirler ve bu islemi
otokrin ya da parakrin yolla yiiksek afinite ve farkli derecedeki ozellikleri sayesinde
reseptordeki tirozin kinazlara baglanarak yapmaktadirlar (31). Tiim FGF’ler, HSPG
molekiillerinin baglandigi, benzer olarak 28’1 olduk¢a korunmus amino asit rezidiiziisii
iceren bir kor bolgesi tagimaktadir. FGF’ lerin molekiiler agirligi omurgalilarda 17-34
kDa iken Drosophila’da 84 kDa’a kadar ¢ikabilmektedir (32-33, 35). FGF’ler ve onlarin
reseptorleri FGFR’ler hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi, gocii, adhezyonu ve oliimii
ile omurgali organogenezi ve morfogenezinde dnemli roller iistlenmektedir. FGF/FGFR
sinyal yolagindaki degisikligin, malforme/farkli sekilde kafatasi olusumuna neden
oldugu bildirilmektedir (36).

FGF/FGFR sinyali, BMP (Bone morphogenetic protein), MAPK (Mitojen
Aktivasyon Protein Kinaz), Wnt (Wingless-type MMTV integration site family), Shh
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(Sonic hedgehog) gibi diger sinyal yolaklarinin dolaysiz yada dolayli olarak islevini
arttirabilmekte ya da azaltabilmektedir. Bu yolaklarin osteogenezin ve kondrogenezin
diizenlenmesinde de rol aldiklar1 bilinmektedir (36-37). FGF/FGFR sinyal yolaklar
kafatasi gelisiminde 6nemli bir yer tutmakta ve bu yolaklarda fonksiyonu olan cesitli
proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar ile normal gelisim diizeninin bozulmasinin
FGFR iliskili kraniyosinozlara neden oldugu gosterilmektedir (19, 36). Hayvan
modelleme c¢alismalar1 bu grup icerisinde 6nemli bir yer tutmaktadir. FGFR/FGF
sinyalinin aktivasyonunda siklikla iki ana yolak kullanilmaktadir. Bunlar, MAPK/ERK
ve Protein Kinaz C (PKC) yolaklaridir. Erk sinyal yolagmin hiicre proliferasyonu ve
farkhllagsmasmda kritik roliii ile MAPK/ERK sinyalindeki anormalligin, c¢esitli
sendromik kraniyosinostozlara neden oldugu bildirilmektedir (17, 38).

Gebeligin olusumuyla FGF ve FGFR’ler, kraniyal siitiirlerde eksprese olmaya
baslamaktadirlar. FGF molekiilleri hiicre yiizeyinde ve ekstraseliller matrikste
bulunabilen glikoproteinlerdir ve hiicre yiizeyindeki HSPG’lerin FGF ligant reseptor
etkilesiminde FGF’leri sicaklifa, pH’a ya da protezlara baghh yikimdan koruyarak
stabilize ettikleri bildirilmistir (32, 34, 39). Bazi hormon benzeri FGF’lerin (FGF15/19,
FGF21 ve FGF23) heparan baglanma afinitesini azalttiklar1 ve metabolizmanin
diizenlenmesinde rol aldiklar1 gosterilmistir (31). FGF’ler FGFR gen ailesinin
ligantidirlar. Ozellikle diisiik afiniteli FGF2’nin heparan siilfat ile FGFR2’nin ligand
baglayic1 domainleri Ig IT ve Ig III i¢cin ¢ok Ozgiin ve yiiksek afiniteli bir kompleks
olusturduklar1 bildirilmistir (30, 40). Ornegin FGFR2b/FGFR2c arasinda FGF2 yiiksek
afiniteyle FGFR2c izoformuna baglanmaktadir. Oysa FGF7/FGF10 gibi diger baz
FGF’ lerin FGFR2b’ye 6zgiinliik gosterdigi bildirilmektedir (39).

FGF, FGFR ve HSPG molekiilleri arasindaki etkilesim ile reseptoriin
dimerizasyonunun gerceklesebilmesi i¢in, FGF molekiillerinin iki tanesi ile HSPG
molekiilleri araciligtyla FGFR  reseptorlerinden  ikisi arasinda  baglanma
gerceklesmektedir (Sekil 2) (39). Dimerizasyon ile hiicre i¢inde yer alan tirozin kinaz
domainlerinin otofosforilasyonu gerceklesir. Reseptoriin sinyal yolagi aktivasyonunu

fosforilasyon ile olusturdugu bildirilmistir (33, 39).
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Sekil 2: FGF, FGFR ve HSPG Etkilesim Bolgeleri
http://www.med.nyu.edu/mohammadi/LabPage/fgfr_mut.html sitesi ve (34)’den diizenlenerek
kullanilmistir)

2.5. Fibroblast Biiyiime Faktor Reseptor (FGFR) Gen Ailesi

Bu aile, FGFRI, FGFR2, FGFR3 ve FGFR4 genlerini kapsamaktadir (41).
Giinlimiizde FGFR ailesinden kraniyosinostoz ile iliskisi tanimlanmis genler, FGFRI,
FGFR?2 ve FGFR3’diir. Bu genlerin iiriinleri olan reseptorler sinyal yolaginin 6nemli bir
protein ailesini olusturmaktadir (2, 6) ve FGF/FGFR sinyalinin kraniyofasiyal iskeletide
icine alan doku tipleri ve ¢coklu organ sistemlerinin normal gelisiminde rol oynadiklari
diisiinilmektedir (2, 6, 42). Bu reseptor ailesinin 6zgiin domainleri; FGF’lere baglanan,

membran digina uzanan ligand domaininde ii¢ adet immunoglobin benzeri domain (Ig I,
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IT ve III), heliks yapisinda olan tek bir transmembran domaini ve hiicre i¢ine uzanan
tirozin kinaz aktivitesi gosteren intraselliiler domaini vardir(2, 6, 30).

FGFR/FGF baglanmasmimn kraniyal siitiir gelisimini ve fiizyonunu c¢esitli
mekanizmalarla kontrol ettigi diisiiniilmektedir. Fonksiyon ¢alismalarinda, FGFR/FGF
baglanma sinyalinin, proteoblast/osteoblast farklilasmasi kontrolii, farkhlasma,
proliferasyon, migrasyon ve apoptozu kontrol ettigi bildirilmistir (18, 25, 42). FGF
sinyalinin Grb2/FRS2/Shp2 kompleksi ve MAP kinaz aktivasyonuyla osteoblast
proliferasyonu ve farklilagsmasinda etkili oldugu gosterilmistir (43).

FGFR2 genindeki heterozigot mutasyonlar, genetik kokenli tiim
kraniyosinostozlarin yaklasik %32’ sinden, FGFR3 %?25’inden sorumlu iken FGFRI nin
cok daha nadir bir etken oldugu bildirilmektedir (39). FGFRI-3’de mutasyonlar1 biiyiik
cogunlugu genin Ig II ve Ig III, bolgelerinde yer almaktadir (2). Kraniyosinostoz
olgularindaki  genetik cahigmalar, FGFR mutasyonlarmnin ¢ogunun reseptor
dimerizasyonu, ligand baglanma aktivitesi, reseptdr kinazm aktivasyonunu arttiran
mutasyonlarla iligkili oldugunu gostermistir (30, 44).

FGFR’deki fonksiyon kazanim mutasyonlari, iki kategoride
degerlendirilmektedir. Bunlar, ligand bagimsiz ve liganda bagimli fonksiyon kazanimi
olarak belirtilmektedir. Ligand bagimsiz aktivasyon mutasyonlar1 iic olasi
mekanizmayla agiklanmaktadir; (i) Reseptordeki Ig domainin destabilizasyonu veya
sistein rezidiilerinin kazanimi ya da kaybindan dolay1 yan zincirleri arasinda olusan di
stilfit baglarinin formasyonu reseptor dimerizasyonu ile sonuclanmasi, (ii) notral ya da
yiikli amino asit degisimi ile sonug¢lanan yanlis anlamli mutasyonlarin, membran
icindeki farklh hidrojen baglarinin olusumuna ve dimerizasyona yol acmasma neden
olmasi, (iii) mutasyonun kinaz domainindeki enzimatik aktiviteyi yeniden
diizenlemesiyle, fonksiyon kazanim mutasyonlarinin olugmasi. Liganda bagimh

mekanizmada ise, FGF ligandina ihtiya¢c duyulmaktadir (39).

FGFR’lerin izoformlarinin olusumunda, D3 bolgesindeki (Ig Illa, Ig IIIb ve Ig
IIIc) alternatif kirpilma mekanizmasinin rolii oldugu bildirilmektedir(25). Hiicre dis1 D1
ve D1-D2 baglant1 bolgeleri ile hangi domain yapisinin olgun reseptorii olusturacagi
belirlenmektedir. D3 bolgesinde gerceklesen alternatif kirpilma ile D3 bolgesinin ilk
yarisinda bulunan ekzonik alanda ortak olan Illa, ikinci yarisindaki ekzonik alanda ise

iki izoformdan (IIIb ve Illc) biri olugmaktadir. Bu izoformlarin eksprese olduklari
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dokular FGF’yi1 baglama oOzelligine gore farkli dokulardir. Doku spesifik durumu
aciklayan cahismalar, b izoformunun epitelyal hiicrelere, ¢ izoformunun ise mezenkimal
hiicrelere smirli oldugunu gostermektedir. Farklilagsmanin HSPG yapisinin ve FGF
sinyal mekanizmasinin diizenlenmesinde rolii oldugu belirtilmektedir (33-34, 39).
FGFR2b izoformu FGF7 ve FGFI10 ile etkilesime girerken, FGF 2, 4, 6, 8 ve 9 ise
FGFR2c izoformu ile etkilesime girmektedir (25, 45). Sekil 3 ve Sekil 4’de FGFR
protein yapisi, sinyal yolagi ve patolojik yanlis anlamli mutasyonlarin gosterimi

yapilmustir. Sekil 5’te ise purin, pirimidin ve birbirlerine etkilesimleri gosterilmistir.

a FGF-FGFR yapi ve sinyal yolaklan

liganta dzgiillik

Igl = 1] Il

Sekil 3: FGF-FGFR yapisi ve sinyal yolaklarinin gosterimi (44)
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Sekil 4: FGFR protein yapisi ve patolojik yanlhis anlamh mutasyonlarin gosterimi
(Sekil http://www.med.nyu.edu/mohammadi/LabPage/fgfr_mut.html sitesinden diizenlenerek
kullamlmisgtir)
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Sekil 5 : Piirin ve Primidinler ve birbirlerine degisimlerinin gosterimi
http://rosalind.info/glossary/transitiontransversion-ratio/ sitesinden diizenlenmistir.

2.5.1. Fibroblast Biiyiime Faktor Reseptor 2 (FGFR2) Geni

FGFR2 (MIM# 176943) geni 10g26.13 bolgesinde yerlesik ve ters iplik¢ikten
transkribe olan 18 ekzonlu bir gendir ve ilk ekzonu kodlama yapmamaktadir. Ensemble
veri tabaninda 9 kodlayan transkript varyanti bulundugunu gosterilmektedir (sekil 6)
(46). En biyiik transkriptin (NM_000141.4) boyu 4.255 bg¢ ve kodladigi proteinin
(NP_000132.3) boyu 821 aa’dir (41, 47).

NM_000141, NP_000132

e e e e P 10 Ly e e e e e | e e e e e P e T
< FORR 3202

ot cun NN_0D1144315 NP 001135387

o e e bee—— e e _— — i
£ FoR 204 -

SRR NM 023023, NP T8

Ot b p— e i

< FGRR2-103

SFGRME NM_O01144514, NP 001136385

NM_001144916 | NP 001138388
NM_001144317, NP_001138388

NM_022570, NP_075258

NM_001144919, NP_001133391

L e e B e I e L
<FGRI008 001144513, NP_D01138385
protein (oding

Sekil 6: FGFR?2 geninin ‘http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/’de tammmlanms kodlayan
transkript varyantlan.

FGFR2/FGF ve HSPG molekiillerinin koprii kurarak baglanmasiyla kompleks bir
yap1 olusmaktadir. Bu yap1 reseptdriin dimerizasyonu, tirozin otofosforilasyonu ve
hedef substratin fosforilasyonu gibi islemlerin gerceklesmesini saglar. Bu yolagin
aktivasyonunun hiicre biiylimesini diizenledigi, farklilasma, embriyogenez ve
anjiogenezi  etkiledigi  bildirilmistir  (30). Reseptor tirozin  molekiillerinin
otofosforilasyonu ile kendi yapisinda Src homoloji2 (SH2) domain gibi sinyal
proteinlerinin baglanma boélgelerinin olusumunu saglamaktadir. Bu baglanmanin

ERK1/2 - MAPK yolag aktive ederek, osteoblast farklilagsmasi gerceklestirdigi



16

bildirilmistir (30, 48-49). Sekil 4’te FGFR2 geni ile iliskilendirilmis olan mutasyonlar

gosterilmektedir.

2.5.2. Fibroblast Biiyiime Faktor Reseptor 1 (FGFRI) Geni

FGFRI (MIM# 136350) geni 8pl11.23-p11.22 bolgesinde yerlesik ve ters
iplikcikten transkribe olan 18 ekzonlu bir gendir. Genin ilk ekzonu kodlama
yapmamaktadir. Ensemble veri tabaninda kayitli goriilen 8 kodlayan transkript varyanti
bulunmaktadir (sekil 7) (46). En biiyiik transkriptin (NM_023110.2) boyu 5.900 bg ve
kodladigr peptit uzunlugu (NP_075598.2) 822 aa’dir. Bu gendeki mutasyonlar,
Trigonosefali, Pfeiffer sendromu ve Jackson-Weiss sendromu gibi cesitli
kraniyosinostoz tipleri ile iliskilendirilmistir (50-51).

FGFRI’de gosterilen heterozigot c.755C>G (p.Pro252Arg, p.P252R) mutasyonu
Pfeiffer sendromu tipl 1ile iliskilendirilmistir (52). FGFRI’deki heterozigot
p.Pro252Arg mutasyonu ile FGFR2’de Apert sendromu ve FGFR3’te Muenke
sendromu’na neden olan mutasyonlar es pozisyondadir (2). FGFRI1’in endotelyal
hiicrelerde migrasyon ve proliferasyon fonksiyonu vardir (48). Sekil 4’te FGFRI geni
ile iliskilendirilmis mutasyonlar gosterilirken, sekil 7°’de FGFRI geninde tanimlanmis

kodlayan transkript varyantlarin gosterimi yapilmaktadir

i_—-JI—.-In---l.l-l--I-—_—FI-—_—Flh_-l—_-ll—_J-—-— + — . |

lnfa el NM_U023110, NP_0/5598

——Eu A4 A . E— |
FGFR1-001

mrotein coding NM_015850, NP 056934

—ad- Ak L e

= FGFR1-002

protein coding NM_0011 '363 NP 03116_’“1
T W T A S

;ggfﬁ}oi?fq NI Pmmm Nr nn 1575381

NM_001174005, NP_001167536
NI _0011/4006, NP_00116/53/
NIV _001174064, MP_001157535

—~— —

- A
< FGFR1-008

protein coding MV_023106, NP_0755%4

Sekil 7: FGFRI1 geninin ‘http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/’de tammmlanms kodlayan
transkript varyantlan

2.5.3. Fibroblast Biiyiime Faktor Reseptor 3 (FGFR3) Geni

FGFR3 (MIM# 134934) geni 4p16°de yerlesik bir gendir. 18 ekzonlu bir gendir
ve ilk ekzonu kodlama yapmamaktadir. Ensemble veri tabaninda ii¢ kodlayan transkript
varyanti bulundugu gosterilmektedir (sekil 8) (46). En biiyilk transkriptin
(NM_001163213) boyu 4.293 b¢ ve kodladigr peptit uzunlugu (NP_001156685) 808

aa’dir.
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Bu genin mutasyonlar1 Crouzon sendromu’nun acanthosis nigricans ile giden
tipinden, Muenke sendromundan ve akondroplazi, hipokondroplazi, tanatoforik displazi
gibi ¢esitli iskelet displazilerinden sorumludur (53-54).

FGFR3 genindeki mutasyonlarin kemik gelisimini endokondral osifikasyon ile
etkiledigi bildirilmistir (54). Sekil 4’te FGFR3 geni ile iliskilendirilmis mutasyonlar
gosterilirken, Sekil 8’de FGFR3 geninde tanimlanmis kodlayan transkript varyantlarin

gosterimi yapilmaktadir.

o L —E T Bn e S 10 ) ) Se—
FGFR3-203

protein coding NM 000142, NP 000133

B -

—— s T ETTTrE——
MNM_D229G65, NF_0/5%25%4

FGFR3-202 =
protein coding
o—~—

—i
FGFR3-201 == NM_D01153213, NP_DO01156685
protein coding

S | | s Sonms e M 1 03 8 b g Se—

Sekil 8: FGFR3 geninin ‘http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/’de tammmlanmis kodlayan
transkript varyantlan

2.5.4. Sitokrom P450 Oksidorediiktaz (POR) Geni

POR (MIM# 124015) geni, kromozomda 7q11.23 yer alan 16 ekzonlu bir gendir
ve ilk ekzonu kodlama yapmamaktadir. Ensemble veri tabaninda bir kodlayan transkript
varyanti bulundugu gosterilmektedir (sekil 9) (46). Transkriptin (NM_000941) boyu
2.522 beg ve kodladigi peptit uzunlugu (NP_000932) 680 aa’dir (46, 55).

P450 enzimleri iki tiptedir. Insan genomunda P450 enzimi icin 57 gen
bulunmaktadir. Bu genlerin 50’si mikrozomal P450 yi kodlamakta ve 15’1 hepatik ilag
metabolizmasinda, 20’si kolesterol, steroid hormonlari, yag asitleri ve eikozanoid
(eicosanoid) biyosentezinde rol oynamaktadir. 15’inin fonksiyonlari ise tam bilinmeyen
nadir (orphan) enzim sentezinde yer almaktadir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda
POR geninde saptanan mutasyonlar ile kraniyosinostoz sendromlarindan Antley-Bixler

sendromu iliskilendirilmistir (8, 56).

NM_000S41, NP_000932

Sekil 9: POR geninin ‘http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/’de tammmlanmis kodlayan
transkript varyanti

2.5.5. MSH Homeobox 2 (MSX2) Geni
MSX2 (MIM#123101) geni, kromozomda 5q35.2’de yerlesik, iki ekzonlu bir

gendir. Ensemble veri tabaninda bir kodlayan transkript varyanti bulundugu
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gosterilmektedir (sekil 10) (46). Transkriptin (NM_002449) boyu 2.241 b¢ ve kodladig
peptit uzunlugu (NP_002440) 267 aa’dir (57-58).

Kraniyosinostoz ile iliskili oldugu ilk saptanan gen MSX2 dir ve MSX2
genindeki ¢.443C>A  (p.Prol48His) mutasyonu Kraniyosinostoz tip 2 ile
iligkilendirilmistir. Bugiine kadar sadece tek bir ailede gosterilebildiginden, sendrom ile

iliskisinin ¢ok nadir oldugu diistiniilmektedir (2, 6).

NM_002449, NP_002440

Sekil 10: MSX2 geninin ‘http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/’de tammmlanmis kodlayan
transkript varyanti

2.5.6. Twist Family bHLH Transcription Factor 1 (TWISTI) Geni

TWISTI (MIM#601622) geni kromozomda 7p21.1 yerlesik ve ters iplikcikten
transkribe olan bir gendir. Gen iki ekzonludur ve kodlayan dizi birinci ekzondur.
Ensemble veri tabaninda bir kodlayan transkript varyanti bulundugu gosterilmektedir
(sekil 11) (46). Transkriptin (NM_000474) boyu 1.666 bg¢ ve kodladig: peptit uzunlugu
(NP_000465) 202 aa’dir (59-60).

Bu gendeki mutasyonlar, Kraniyosinostoz tip 1, Akrosefalosindaktili 3 ve
Saethre-Chotzen sendromu ile iliskilendirilmistir (60). TWIST1’deki mutasyonlar daha
cok genin helix-loop-helix domain kodlayan bolgesinde saptanmaktadir (2, 6).
Calismalar, TWISTI’in FGFR’lerin ifade edilmelerini diizenleyen siitiirlerin normal

kapanmasinda rolii olabilecegini gostermistir (61).

TWISTI geni FGF/FGFR kaskati ile etkilesime girmektedir. Son zamanlarda calismalar
TWISTI’in C terminal domaininin (aminoasit 183-202 arasi) Runx2 yolag: iizerinden

osteoblast farklilasmasinda da 6nemli rol tistlendigini gostermistir (14).

NM_000474, NP_O00AGS

Sekil 11: TWISTI geninin ‘http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/’de tamimlanmis
kodlayan transkript varyanti

2.5.7. Rab23, member Ras Oncogene Family (RAB23) Geni
RAS onkogen ailesinden olan RAB23 (MIM# 606144) geni kromozomda
6p11.2°de yerlesik olan ve ters iplik¢ikten transkribe olan bir gendir. RAB23, 8 ekzonlu

bir gen olup ilk iki ekzonu kodlanma yapmamaktadir. Ensemble veri tabaninda iki
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kodlayan transkript varyanti bulundugu gosterilmektedir (sekil 12). En biiyiik
transkriptin (NM_016277) boyu 4.837 b¢ ve kodladig peptit uzunlugu (NP_057361)
237 aa’dir (62-63).

Rab proteinleri, Ras siiper ailesinden hiicre membrani trafiginde ¢ok énemli olan
kiicik GTPaz’lardir. RAB23 geni, Sonic hedgehog (SHH) sinyal yolag icin negatif
diizenleyicileri kodlar. kraniyosinostoz sendromlarindan Carpenter sendromu ile

iliskilendirilmistir (9, 62).

— —
< RAB23 201 NN_016277, NP_057361

protein coding

Ni_183227 NP_8299050

Sekil 12: RAB23 geninin ‘http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/’de tanimlanmis kodlayan
transkript varyantlan

2.5.8. FRAS1 Related Extracellular Matrix 1(FREM1)

FREM1 (MIM#608944) geni, kromozomda 9p22.3’de yerlesik ve ters
iplik¢ikten transkribe olan bir gendir. FREM1, ikisi kodlamayan toplam 38 ekzondan
olusan bir gendir. Ensemble veri tabaninda iki kodlayan transkript varyanti bulundugu
gosterilmektedir (sekil 13). En biiyiik transkriptin (NM_144966) boyu 10.086 bg, ve
kodladig1 protein (NP_659403) 2.179 aa uzunlugundadir (64-65). Non-sendromik
trigonosefali ile iligskilendirilmistir (10). Calismalar, FREM1 geninin kraniyal siitiir
gelisiminde rol aldigin1 gostermektedir (10, 65).

L B ey T Y e e
<FREML20L 144965, NP_659403
protein coding

N_001177704, NP 001171175

Sekil 13: FREMI1 geninin ‘http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/’de tanimlanmis
kodlayan transkript varyantlar

2.6. Klasik Kraniyosinostoz Sendromlari

Klasik kraniyosinostoz sendromlarindan bazilar1 asagida yer almaktadir.

2.6.1. Apert Sendromu (AS) (Akrosefalosindaktili, Tip 1, ACS1)
Sendrom ilk olarak, Wheaton tarafindan 1894 yilinda, iki Apert sendromlu
olgunun kraniyofasiyal kafa, kol ve bacak bulgular ile tanimlanmistir. Ancak, Dr.

Euge'ne Charles Apert’in 1906 yilindaki, dokuz olguluk bir seri calismasina
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dayandirilmakta ve adimi buradan almaktadir. OMIM#101200 numarali Apert sendromu
akrosefalosindaktili olarak tanimlanmis olup, el ve ayaklarda sindaktili, brakisefali,
hipertelorizm, yiiziin alt {icte birinde hipoplazi/orta yiizde hipoplazi, diizensiz
yerlesimli disler, gaga burun, cesitli mental retardasyon bulgulari, bobrek ve kalp
anomalileri ile tamimlanan bir sendromdur (66-68). Bikoronal sinostoz ve el ve
ayaklarda bilateral simetrik kompleks sindaktili goriilebilmektedir. Ayrica yarik damak
ve O0grenme zorlugu diger bulgular arasinda sayilmaktadir (2, 11). Baz1 ¢aligmalarda
sendrom, sindaktili birlikteligi olan olgu grubuna tipik akrosefalosindaktili, sindaktili
goriilmeyen gruba ise atipik akrosefalosindaktili denilerek gruplandirilmistir (69). El ve
ayaklardaki simetrik sindaktili 3 tipe ayrilmaktadir. Tip 1°de, 2, 3 ve 4’cii parmaklar
birlesik 1 ve 5’inci parmaklar ayrik, tip 2 de, 2, 3, 4 ve 5.ci parmaklar birlesik 1 ayri, tip
3 de ise tiim parmaklari iceren sindaktili goriilmektedir (68).

Apert sendromu otozomal dominant kalitim gosterir. Olgularin ¢ogu de novo
mutasyonlarla ortaya cikar. Bu sendromun, kraniyosinostoz tanist alan olgularin
yaklasik %4,5’ugunu olusturdugu bildirilmektedir (70). Goriilme sikligi canh
dogumlarda 1/65000 dir. Ileri baba yas1 ile sikhigmmn arttigi gosterilmistir (11, 67, 71).
FGF/FGFR yolagi, spermatogenez baslangict ve siirdiiriilebilirliginde ©nemli rol
oynamaktadir. FGFR2 mutasyonunun spermlerin bu siirecinde avantaj sagladig
bildirilmistir (6, 71).

Apert sendrom’lu olgularin %98’inde FGFR2 geninde mutasyon saptanmaktadir.
Ozellikle iki niikleotid bolgesindeki degisimler sendromla iligkilendirilmistir. Saptanan
niikleotid bolgesi degisimleri ve spesifik yanlis anlamli mutasyonlar; ¢.755C>G
(p-Ser252Trp, p.S252W) (%66) ya da c.758C>G (p.Pro253Arg, p.P253R) (%32)’dir (2,
49). p.Ser252Trp mutasyonu bazi olgularda yarik damakla giden daha agr
kraniyofasiyal fenotiple iligskilendirilirken, p.Pro253Arg mutasyonu ile daha cok agr
sindaktili ile karakterizedir. p.Ser252Trp mutasyonu tasiyan ve hafif sindaktili bulgusu
olan bir olgunun Apert sendromu’ndan daha ¢ok Pfeiffer sendromu fenotipi ile uyumlu

oldugu bildirilmistir (25).

2.6.2. Crouzon Sendromu (CRS) (Kraniyofasiyal Dizostozis)
Ik kez 1912’de Crouzon tarafindan bir ailede tanimlanmistir (72). Otozomal
dominant kahtim gosterir (OMIM #123500) (73-74). Olgularda karakteristlik bir yiiz

goriiniimii (kruzonoid yiiz goriiniimii), hipertelorizm, orta yiiz hipoplazisi, proptozis, el
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ve ayaklarm normal olmasi, belirgin kemerli burun ve agizda dis yerlesiminde karisiklik
goriilebilmektedir. Ayrica koronal, sagital ve lambdoid siitiirlerin erken kapanmasi
sonucu brakisefali ve akrosefali goriilebilmektedir (6, 73-74). Brakisefalik kafa yapisi
en sik goriilen deformitedir; bu duruma bilateral koronal siitiirlerin erken kapanmasi
sebep olmaktadir (16). Dismorfik 6zelliklerin derecesine gore yenidogan veya infant
doneminde tan1 konabilmekte (75), durumun artmis paternal yas ile iligkili oldugu
bildirilmektedir (71, 73).

Crouzon sendromu, kraniyosinostoz tamist alan olgularin yaklasik %4.8’ini
olusturmakta ve 1/60.000 canli dogumda bir goriilmektedir (73, 76). Crouzon
sendromlu olgularm yaklasik %95’ inde mutasyonlarin FGFR2 geninde ekzon 7 ve 8’de
(Ig IlIa ve Illc domainini kodlayan bolgeler) saptandig bildirilmektedir (76).

2.6.3. Akantosis Nigrigans Birliktelizi ile Crouzon Sendromu (CAN)
(Crouzonodermoiskeletal Sendrom)

CAN sendromu (OMIM  #612247), Cohen tarafindan  1999’da
Crouzonodermoskeletal sendrom olarak isimlendirilmistir. Fenotiplerin ve iliskili
genlerin farkli olmasi nedeniyle Crouzon sendromu’ndan ayrilmaktadir. Bu durumu
aciklamak icin iki ana sav ileri siiriilmiistiir. Birincisi, kruzonoid fenotip ile kiitanoz
iskelet bulgularini ve vertebral degisimlerini vurgulamaktadir. ikincisi ise bu sendrom
ile iligskili FGFR3 genindeki yanlis anlamh bir mutasyonun c.1172C>A (p.Ala391Glu,
p-A391E) sendroma neden oldugunu ac¢iklamaktadir (77).

Kruzonoid fenotipte iskelet bulgularina ek olarak asag cekik palpebral fissiirler,
ekzoftalmus, okiiler hipertelorizm, orta yiiz hipoplazisi goriilmektedir. Crouzon
sendromu’ndan fark isitme kayb1 ve mental retadasyonun daha az siklikta gozlenmesidir

(78).

2.6.4. Pfeiffer Sendromu (PS) (Akrosefalosindaktili Tip 5 ACSS)

1964 yilinda Rudolf Pfeiffer tarafindan tanimlanan, otozomal dominant kalitim
modeli gosteren Pfeiffer sendromu’nun (MIM#101600) prevelansi 1/100.000 olarak
bildirilmektedir (79). Molekiiler caligmalarla FGFRI Ig II-1II baglanti bolgesinde
c.755C>G (p.Pro252Arg, p.P252R) ve FGFR2 genlerindeki de novo mutasyonlarla
iliskilendirilmis, baba yasinin ileri olmasinin sendrom i¢in risk olusturdugu belirtilmistir.
FGFR?2 genindeki 40’dan fazla farkhi heterozigot mutasyonun Pfeiffer sendromu’na

neden oldugu rapor edilmistir (80). Pfeiffer sendromu genellikle genis, radyale deviye el
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ve ayak parmaklar1 ve/veya biiyiikk ayak bas parmagi, cesitli sindaktililer, orta yiizde
deformite ve brakisefali ile giden nadir bir sendromdur. Koronal sinostoz ve/veya
sagital sinostoz, diisiik nazal koprii, maksiller hipoplazi, hipertorizm, proptozis gibi bazi
klinik bulgularda bildirilmektedir (2, 6, 12, 66, 81-82). Bu sendrom klinik olarak 3 alt

tipte degerlendirilmektedir.

2.6.4.1. Pfeiffer Sendromu Tip 1
Klasik Pfeiffer sendromu olarak tariflenir. Genelde iyi seyirlidir ve zeka gelisimi
normaldir. Kraniyosinostoz, brakisefali, orta ylizde hipoplazi, kisa ve genis el ve ayak

parmaklar, genis bilyiik bagparmak ve ¢esitli sindaktililer goriillmektedir (2, 6, 82).

2.6.4.2. Pfeiffer Sendromu Tip 2
Genellikle agir klinik bulgular gosterir ve mortalitesi yiiksektir. Tip2’de tiim

slitiirler sinostoza ugrayabilir ve yonca yaprag (cloverleaf skull) kafatasi olusabilir.
Ayrica el ve ayak parmaklarinda sindaktili, anomaliler goriilebilir. Dirseklerde ankilozis

(dirsek eklemi) gibi baz1 bulgular saptanabilir (2, 6, 66, 82).

2.6.4.3. Pfeiffer Sendromu Tip 3
Yonca yaprag kafatasi1 goriilmemesi ile tip 2 den ayrilmaktadir. Agir proptozis

goriilebilir ve cesitli viseral malformasyonlar gibi klinik belirtiler gortilebilir (82).

2.6.5. Saethre Chotzen Sendromu (SCS)(Akrosefalosindaktili Tip 3;ACS3)

SCS (OMIM #101400)’un goriilme sikligr 1/25000-1/50000’dir ve otozomal
dominant kalitim gosterir (83-84). SCS, uni ya da bilateral koronal sinostoz,
hipertelorizm, diisiik frontal sa¢ c¢izgisi, maksiler hipoplazi, fasiyal asimetri, pitoz,
anormal kulak goriinimii (belirgin krus’u olan kiiciik kulak kepgesi), elde ikinci ve
ticlincli parmaklarin sindaktilisi goriilebilmektedir. Biiyiik gen delesyonu mutasyonu
disindaki mutasyonlarda biligsel fonksiyonun normal oldugu bildirilmistir (2, 6, 14, 84).
SCS’da akrosefali ya da brakisefali, cesitli vertebral anomaliler goriilebilir. Bazi
olgularda metopik siitiir sinostozu (trigonosefali) goriiliirken, daha az oranda sagital
slitlir sinostozu da goriilebilir. Sendrom, TWISTI ve FGFR3 genindeki mutasyonlarla
iliskilendirilmistir (84). SCS’da mutasyonlarin biiyilk c¢ogunlugu (yaklasik %68)
TWISTI’de ““helix-loop-helix” (b-HLH) domain kodlayan bolgelerde saptanmaktadir
(14, 85)
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2.6.6. Muenke Sendromu (MUS)(MNKES)

Otozomal dominant kalittm gosteren bu sendromun (OMIM #602849) alternatif
isimlendirmesi “Muenke non-sendromik koronal kraniyosinostoz” dur ve dogumdaki
orant 7,6/1.000.000 olarak bildirilmektedir. FGFR3 geninde saptanan mutasyonlarla
ozellikle ¢.749C>G (p.Pro250Arg, p.P250R) ile iligkilendirilmektedir. Klinik bulgular;
uni ya da bikoronal sinostoz, makrosefali, orta yiiz hipoplazisi ve gelisme geriligi,

brakidaktili, sagirlik ve karpal/tarsal kemik fiizyonu olarak siralanmaktadir (86).

2.6.7. Carpenter Sendromu (CRPT1)

1909 yilinda Carpenter tarafindan tarif edilen ve otozomal resesif kalitim
gosteren nadir bir sendromdur (MIM #201000). 6p11.2 de yer alan RAB23 genindeki
mutasyonlarla iligkilendirilen ve akrosefalosindaktili tip 2 olarak da isimlendirilen
sendromda, sagital, lambdoid, koronal ve metopik siitiirlerin  sinostozlari
goriilebilmektedir. Ellerde sindaktili ile birlikte brakidaktili, ayakta preaksiyal
polisindaktili ve sindaktili, konjenital kalp anomalileri, zeka geriligi goriilebilmektedir

O, 87).

Tablo 2’de cesitli kaynaklardan diizenlenen kraniyosinostoz sendromlarmin
tanimlandig yili, etkilenen siitiirleri, iligkilendirilmis genlerle ilgili genel bilgiler

bulunmaktadir (28, 88-89).
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Tablo 2: Cesitli kraniyosinostoz sendromlar ile ilgili kalitim, tanimlandig yil, etkilenen
siitiirler, iliskilendirilmis genler, mutasyon tipleri ve yolak bilgileri (28, 88-89).

Goriilebilen bazn Semptomlar iliskilendirilmis Mutasyon Tipi —
Sendrom Es isim Kahtim | Yil Etkilenen siitiirler
ve bulgular gen/genler Yolak/Fonksiyon
Antley Crouzon a benzer ayrica, koanal . Fonksiyon kayb: /
. . Cesitli; Koronal,
Bixler | Yok atrezi ve stenoz (darlik), OR 1975 POR Retionik asit
coklu ekstremite anomalileri Sagital
Sendromu metabolizmasi
El ve ayaklarda sindaktili, Cesitli; Koronal,
Apert Akrosefalosindaktili brakisefali, hipertelorizm, ob 1906 Sagital FGFR2 Artmuis ligand
iizii i iri agital ve
Sendromu | tip 1 yuziin alt ligte birinde £ afinitesi / FGF
hipoplazi/orta yiizde Lambdoidal
hipoplazi
i Cesitli; Koronal, .
Carpenter Akrosefalosindaktili Ment:l gerqlk, kalp Vl? leri Fonksiyon
ekstremite anomalilers, OR 1909 Metopik, Sagital | RAB23
Sendromu tip 2 kisa boy, obezite, ¢esitli . kaybi/SHH***
sindaktililer ve Lambdoid
Coklu siitiir; .
Crouzon Kraniyofasiyal Karakteristlik bir yiiz goriiniimii Aktivasyon
hipertelorizm, orta yiiz oD 1912 | dahacogunlukla | FGFR2, FGFR3
Sendromu dizostozis . L . diizenleyen/FGF -
hipoplazisi, proptozis Koronal
Unilateral ya da .
Muenke FGFR3 iligkili Koronal sinostoz, el veya ayakta Artmus ligand
o iskelet anomalileri, isitme OD 1997 bilateral koronal | FGFR3 o
Sendromu Kraniyosinostoz . afinitesi / FGF
kayb1 sinostoz
Artmus ligand
: oklu ve ¢gesitli;
Pfeiffer Akrosefalopoli Gen(f l;ga i?kl ba§£armaklar1 ya ¢ s afinitesi / FGF ve
a buyux aya OD 1964 daha ¢ok FGFRI, FGFR2
Sendromu sindaktili tip5 bagparmaklari, el veya ayak Aktivasyon
parmaklarinda sindaktili koronal N
diizenleyen/FGF
Saethre Fasiyal asimetri, diisiikk frontal Koronal Siitiir(ler)
Akrosefalosindaktili sag ¢izgisi, pitoz, el veya 1931, Fonksiyon kaybi/
Chotzen ayak parmaklarmda oD (bazen TWIST1
tip 3 : o e 1933 TWIST
Sendromu sindaktili, genis biiyiik ayak unilateral)

bas parmaklar1

OD: Otozomal Dominant, OR: Otozomal Resesif, SHH: Sonic Hedgehog
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC
Bu c¢alisma, Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik

Anabilim Dalrnda yiiriitiildii. Bu cahsmaya 1990-2014 yillar1 arasinda Istanbul
Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik AD Tibbi Genetik polikliniginde
sendromik veya non-sendromik kraniyosinostoz tanisi alan, kromozom anomalilerinin
dislanmis oldugu toplam 40 olgu ile mutasyon saptanan olgularin ulasilabilen 34 aile
bireyi dahil edildi.

Calismanin etik ag¢idan uygunlugu, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan onayland1 (28.08.12 tarih ve 1374 say1). Calismaya dahil edilen olgu ve aile

bireylerinden bilgilendirilmis onam alind.

3.1.1. Sendromik ve Non-sendromik Kraniyosinostoz Olgularinda Klinik
Incelemeler

Klinik muayenede kraniyofasiyal ve ekstremite anomalileri goriilen olgularda,
kraniyal manyetik rezonans ve kraniyal ii¢c boyutlu bilgisayarli tomografi incelemeleri
ile malformasyonlar ve etkilenen siitiirlerin karakterizasyonu gerceklestirildi. Olgular,
klinik degerlendirme ile sendromik veya non-sendromik olarak smiflandirildi.
Sendromik veya nonsendromik kraniyosinostoz olgularinda ilgili genler ve hedef
bolgeleri belli bir akis semasina uygun olarak ¢aligildi.

3.2. YONTEM
3.2.1. DNA Eldesi

DNA izolasyonlari, steril 2 ml KsEDTA’I1 periferik vendz kan orneklerinden
0zgiin kit (soliisyon / manyetik boncuk bazli sistemle) kullanilarak, firma protokollerine
uygun olarak yapildi (DNA Isolation Kit for Mammalian Blood, Roche11667327001 /
Magnapure Large Volume KIT, Roche03730972001).

3.2.2. DNA Kkalite arastirmasi

Izolasyon sonrasi calismaya ahnacak DNA 6rneklerinin konsantrasyonlari
(ng/ul) ve kalite degerleri (Aze0r280) (1,80 - 1,89) spektrofotometrede Olgiilerek kayit
edildi (Nanodrop 2000c, Thermo Scientific). DNA miktar1 her olgu icin 10 mg olacak
sekilde standartizasyon yapildi. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) c¢alismasinda
kullanilacak DNA miktar1 reaksiyon basina 200 ng/ul’ye ayarlandi. Bazi olgu

DNA’larinda, konsantrasyonlari istenilen aralikta olmamasi, PZR reaksiyonunda
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calismamas1 veya DNA’da kirlilik bulunmas1 gibi nedenlerden dolay1 alkol ¢oktiirme
islemi yapildi ve tekrar saflastirildi. Kalite degerleri spektrofotometrede olciildii ve

kayit yapildi.

3.2.3. DNA’nmin Ethanol kullamlarak c¢oktiirme islemi

Alkol ¢oktiirmesi uygulanacak DNA’nin 50 ul’si, 0,5 pl’lik tiiplere (Axygen)
alindi. iizerine 160 pl Ethanol absolut (Sigma; Reiedel-de Haen 32221), 5,5 ul Sodyum
Asetat (1/10 oraninda 3M, pH 5,2) ve 1,5 pl glikojen ilave edildi. Tiip i¢indeki
karisggmla 15 dak. Oda 1sisinda bekletildi. 13000 rpm’de 30 dakika santrifiij
gerceklestirildi. Tiip icerisindeki sivi atild1 ve 300 pl %70lik ethanol eklendi. 13000
rpm’de 15 dakika santrifiij gerceklestirildi. Tiip icerisindeki sivi atild1 ve alkol tamamen
uzaklasana kadar beklendi. Tiipe 50 ul TE tamponu / dH,O eklendi (90) ve Kalite

degerleri spektrofotometrede olciildii ve kayit yapildi.

3.2.4. Aday gen ve hedef bolgelerin karakterizasyonu

Aday genlerin transkript numaralar1 icin Insan Genomu Mutasyon Veri Bankasi
(HGMD) (91) referans olarak kullanildi. Aday genlerin protein yapisi, domainlerin
kodladig1 bolgeler sekil 14 - 21°de gosterilmektedir. Ekzonik bolge acisindan
HGMD’den refere edilen transkriptte kapsanmayan ek kodlayan bolgeler belirlendi ve
calisma kapsamma alindi. Ornegin, FGFR3 geninde HGMD’den referans alinan
NM_000142 transkriptinde, NM_001163213.1 transkriptine gore bir kodlayan bdlgenin
kapsanmadig goriildii ve bu kodlayan bolge icin (ekzon 8) primer dizisi olusturuldu

(sekil 22).

A, NM_00D141

B.

Tirozin Kinaz

ekzon 5-6 ekzon 7-8 ekzon 11-17

Sekil 14: A.FGFR2 geninin NM_000141 transktipti ‘http://www.ensembl.org’; B. FGFR2
proteinin (NP_000132) domain yapisi1 ‘http://prosite.expasy.org’un P21802’ icin
verdigi sekil iizerinden diizenlendi.
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A NM_023110

Tirozin Kinaz

ekzon 11-17

Sekil 15: A.FGFR1 geninin NM_023110 transktipti, ‘http://www.ensembl.org’; B. FGFR1
proteinin (NP_075598) domain yapisi ‘http://prosite.expasy.org’un P11362’ icin
verdigi sekil iizerinden diizenlendi.

M. NM_000142

18 o —i—i— 1 rrmmmmi—

B.

Tirozin Kinaz

ekzan 3 ekzon 5-6 ekzon 7-8 ekzon 11-17

Sekil 16: A.FGFR3 geninin NM_000142 transktipti, http://www.ensembl.org’; B. FGFR3
proteinin (NP_000133) domain yapis1 ‘http://prosite.expasy.org’un P22607’ icin
verdigi sekil iizerinden diizenlendi.

A, NM_000941
| (Y
B. NP_000932
benzer domain baglama domain (FAD_FR)
ekzon 4-7 ekzon 9-13

Sekil 17 : A. POR geninin NM_000941 transktipti, http://www.ensembl.org’; B. POR
proteinin (NP_000932) domain yapisi ‘http://prosite.expasy.org’un P16435’ icin
verdigi sekil iizerinden diizenlendi.
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AL NRM_00Dz4499,
- I

[EN PP _{M12 4400

ekzon 2

Sekil 18: A.MSX2 geninin NM_002449 transktipti, http://www.ensembl.org’; B. MSX2
proteinin (NP_002440) domain yapis1 ‘http://prosite.expasy.org’un P35548’ icin
verdigi sekil iizerinden diizenlendi.

Ao NM_000474

B. MNP_0Q00465

ekzon 1

Sekil 19: A. TWIST1 geni NM_000474 transktipti‘http://www.ensembl.org’; B. TWIST1
proteinin (NP_000465) domain yapis1 ‘http://prosite.expasy.org’un Q15672 icin
verdigi sekil iizerinden diizenlendi.

A NM_183227

B. NP_299050

[ RAB (small GTPase Rab1 family) ]

ekzon 2-7

Sekil 20: A. RAB23 geni NM_183227 transktipti‘http://www.ensembl.org’; B.RAB23
proteinin (NP_899050) domain yapis1 ‘http://prosite.expasy.org’un QIULC3 icin
verdigi sekil iizerinden diizenlendi.
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A NM_144966

s 2 A L e 0 8 e o o 1) e e e e e St e 8=

B. NP_659403

( C_TYPE_LECTIN_2 Domain

ekzon 36-38

Sekil 21: A. FREM1 geni NM_144966 transktipti‘http://www.ensembl.org’; B. FREM1
proteinin (NP_659403) domain yapis1 ‘http://prosite.expasy.org’un Q5SHS8C1 igin
verdigi sekil iizerinden diizenlendi.

I o - rrrmmm—
A. NM_000142 |

T B S | S S (] me—
=

B. NM_001163213 |

Sekil 22: A.FGFR3 geninin NM_000142 transktipti B. FGFR3 geninin NM_001163213
transktipti (http://www.ensembl.org)

FGFRI, FGFR2, FGFR3, TWISTI, MSX2, POR, FREMI ve RAB23 referans
genlerinin genomik dizisi, varyasyonlari, ekzon, intron ve polimorfik bilgileri, UTR
(untranslated recent) bolgeleri NCBI Home Page (92), Ensembl Genome Browser (93),
UCSC Genome Browser (94) veritabanlarinda arastirildi. Bu genlerin tanimlanmis
mutasyonlarinin degerlendirilmesinde, Biological Database (BIOBASE) (95), HGMD
(91) ve farkli ek kaynaklardan yararlanildi. Protein domainleri ve bu bdlgeleri kodlayan
amino asit ve genomik dizilere The HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC)

(96) sitesi igerisinde yer alan referans sitelerden ulasildi.

3.2.5. Primerlerin tasarlanmasi
Primerlerin tasarlamasinda dikkat edilen hususlar; secilen primerlerin, dbSNP

veritabaninda daha Onceden saptanmis herhangi bir SNP veya tekrarlayan dizi
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icermemesi, ileri, geri primerlerin baglanma isilarmin birbirlerine yakin olmasma (en
fazla +/- 2-5°C fark), icerdigi AT ve CG niikleotidlerinin oldugunca esit dagiliml
olmasina, 18-24 niikleotid icermesine ve gen bolgesinde beklenen mutasyonlarin analiz
edilmesine olanak saglayacak derinlikteki intronik bolge icinde olmasina, dizi
analizinde ~30-50 bazin iyi okunamayabilecegi gozetilerek 6zen gosterildi. Ozgiinliik,

UCSC Genome Browser (94) dan “in silico PZR” interaktif sistemi ile test edildi.

3.2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
Her bir PZR reaksiyonu i¢in 1X tampon soliisyonu [10X (NH4)2S04] (Thermo

Scientific), 25 mM MgCl, (Thermo Scientific), %0-10 DMSO (Biomatik Corporation),
200 uM dNTP (Thermo Scientific), 0,2/0,5 uM ileri ve geri primerler ve 0.5 U Taq
polimeraz enzimi (Thermo Scientific) ve 200 ng gDNA kullanildi. Karigim, bidistile su
(dH0) 1ile 50 pl’ye tamamlanarak hazirlandi. Tim calismalar buz iizerinde
gerceklestirildi. Her PZR c¢alismasinda amplifiye edilen her bir bolge DNA icermeyen
kontrol PZR (negatif kontrol)’1 ile birlikte ¢aligildi.

PZR; 95°C de 10 dk denatiirasyon, ardindan 95°C de 30 sn denatiirasyon, primerlerin
Tm (Temparature of Melting)’e gore degisen 64°C den 52°C ye kadar ve 30 sn lik
baglanma 1silarinda ve 70°C de 45-90 sn (1 kb / 1 dk) uzama basamaklarindan olusan
toplam 40 dongii ve son olarak 70°C de 10 dk ik uzama ile, PZR yontemi kullanilarak,
termal dongii cihazlarinda (MJ Research PTC-200 ve DNA Engine-BIORAD-T100)
gerceklestirildi. Amplifikasyon sonrasinda PZR orneklerinden 5 pl alinarak, 50 bg’lik
merdiven markorii (Sigma) paralelinde 8 pg/ml etidyum bromiir iceren %1.2°lik agaroz
(Sigma) jelde, 1X TBE tamponunda, 120 V da, 20 dk yiiriitiilerek beklenen bg
uzunluguna gore ayrilmasi saglandi. ultraviyole 1s1k altinda elde edilen bantlar

goriintiilendi ve kayit edildi.

3.2.7. PZR Saflastirmasi

PZR iiriinlerinin dizi analizi 6ncesi olan saflastirmasi elde bulunan malzemelere

gore 2 farkli yontem ile yapildi.

3.2.7.1. Spin Kolon Yontemi ile Saflastirma

Saflastirma, ticari kit protokoliine uygun olarak gerceklestirildi (High Pure PCR
Product Purification Kit, Roche 11732676001). 50 ul PZR fiiriinii {izerine 250u1 Binding
Buffer (baglanma tamponu) eklendi. Karisim oda 1s1sinda toplama tiipii igerisine alinan

filitreli piirifikasyon tiipiine aktarildi. 13000 rpm’de 60 saniye santrifiij edildi. Toplama
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tiipiinde biriken soliisyon atildi. Piirifikasyon filtresinin tizerine 500 pl (Wash Buffer)
yikama soliisyonu eklendi. 13000 rpm’de 60 saniye santrifiij gerceklestirildi. Toplama
tiipiinde biriken soliisyon atildi. Piirifikasyon filtresinin tizerine 200 pl (Wash Buffer)
yikama soliisyonu eklendi. 13000 rpm’de 60 saniye santrifiij gerceklestirildi.Toplama
tiipti atildi. Piirifikasyon filtresi steril 1.5 ml’lik ependorf tiipe aktarilarak icerisine 50 pl
Elution Buffer(Eliisyon Soliisyonu) eklendi.13000 rpm’de 60 saniye santrifiij
gerceklestirildi. 1.5 ml’lik ependorf tiipte biriken iiriinden 5 pl alinarak 2 pl agaroz
yiikleme boyasi ile karistirildi, %1.2’1lik agaroz (Sigma) jelde, 1X TBE tamponunda,
120 Voltta, 20 dk yiiriitiilerek kontrol edildi. ultraviyole 151k altinda elde edilen bantlar

goriintiilenerek kayit edildi. Uriinler bir sonraki islem icin +4°C’de karanlikta sakland.

3.2.7.2. Enzimatik Yontem ile Saflastirma

Saflastirma islemi icin Exonuclease-I (Lot:00173016-Thermo Scientific) enzimi
ve Rapid Alkaline Fosfataz (04898133001-Roche) enzimleri kullanildi. Termal dongii
cihazinda PZR protokolii ile 37 °C de 15dak. , 85°C de 15 dak. ardindan 4°C ye getirildi.
Saflastirillan {irtinler cihazdan alinarak bir sonraki islem icin +4°C’de karanlikta
saklandu.
3.3. Dizi Analiz

Dizi analizi, PZR yontemi ile ¢ogaltilan ve ardindan saflastirilan amplikonlarin
bir kism1 hizmet alimi olarak dig laboratuarda (Macrogen Inc., Seoul/Kore), bir kismi da
Tibbi Genetik A.D. laboratuvarinda bulunan ABI3500 otomatik sekiz kapilerli
elektroforezinde  (Applied Biosystem) gerceklestirildi.  Analiz ~ sonuglarinin
degerlendirilmesinde UCSC Genome Browser (94), Ensembl Genome Browser (93) vb.

cesitli web sitelerinden yararlanildi.

3.3.1. DNA Dizi Analizi

Dizi analizi reaksiyonu, saflastirilan PZR fiiriinleri ile termal dongii cihazinda
yapildi. Calismalarin tiimii buz iizerinde gergeklestirildi.
3.3.1.1. Dizi PZR Reaksiyonu

5X tampon soliisyonu olan BigDye buffer (PZR icin gerekli kimyasallari icerir),
BigDye v3.1 (ddNTP leri ve AmpliTaq DNA polimeraz icermektedir), Primer (PZR da
kullanilan primerlerden biri ya da iki ¢ifti ayr1 yonlii olarak (dizi okuma kalitesi i¢in
secilir) saflastirilmis PZR iiriinii ve dH,O ilavesiyle final hacmi 10ul olacak sekilde plak
(plate - USA Scientific-800-522-8477) iizerinde bir kuyucuga bir iiriin gelecek sekilde
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hazirlandi. Karisim termal dongii cihazinda yiiriitiildii. Protokol toplam 25 dongiide;
96°C de 10 sn ile denatiirasyon, 50°C de 5 sn ile baglanma ve 60°C de 4 dk ile
sonlanma basamaklar1 ile olusturuldu. 4°C ye gelen cihazdan dizi reaksiyon iiriinleri
alind1.
3.3.1.2. Diz Reaksiyon Uriinlerinin Saflastirilmas

BigDye dizi reaksiyonu iiriinlerinin temizligi icin plak igerisinde iiriin bagma 1
ul 125 mM EDTA, 1 pl 3M sodyum asetat ve 25 pl %100 ethanol eklendi. Plak
aliminyum koruyucu yapigskan bantla (seal) kapatilarak oda 1sisinda 15 dakika beklendi.
3810 rpm’de 45 dak. Santrifiij yapildi. Plak iizerindeki koruyucu yapiskan bant acildi ve
plak ters cevrilerek 1100 rpm’de 30 sn.’ye kisa santrifiij yapildi. Her bir kuyucuga 35
ul %70’1ik ethanol eklendi. Plak koruyucu yapiskan bant ile kapatildi ve 3460 rpm’de
15 dak. santrifiij edildi. Plak iizerindeki koruyucu yapiskan bant acildi ve plak ters
cevrilerek 1170 rpm’de 60 sn.’ye kisa santrifiij yapildi. Her bir kuyucuga 10 pl
injeksiyon buffer’t [(dH,O ya da HiDi formamid (Highly Deionized formamid))
eklendi .Ornekler 95 °C de 5 dak.denatiire edildi. ve 2 dak. buz iizerinde bekletildi ve
ABI3500’de yiiriitiildii.

3.3.1.3. Elektoforez Cihazina Yiikleme

Orneklerin ¢ogunluguna Macrogen Inc.’de dizileme yapildi ve analiz sonuclart
web/e-mail yontemiyle ilgili merkezden alindi. Bazi orneklerin dogrulamalar:1 Tibbi
Genetik AD. lab.’inda gerceklestirildi. Caligmas1 Tibbi Genetik AD. lab. da yapilan
ornekler icin; saflastirilan ornekler ABI3500 cihazi icin uygun olan plak (USA
Scientific-800-522-8477) her bir kuyuya bir ornek gelecek sekilde yerlestirildi. Plak
santrifiijiinde (BIOSAN LMC300) 1200 RPM de 2 dakika c¢evrildi. Santrifiij bitince,
plak ABI3500 cihazma yerlestirilip yiiriitme islemi gecildi. Cihaz yiiriitme isleminde

kalibrasyonu yapilmis dizileme boya seti olan Dyeset sec¢ildi.

Yiirlitme voltaji: 13,4 kVolts, on yiriitme voltaji: 15 kVolts, injeksiyon voltaji:1,6
kVolts, yiiriitme siiresi:2.520 sn, On yiiriitme siiresi:180 sn, injeksiyon zaman1:8 sn ve

veri gecikmesi (data delay): 250 sn. ’ye ayarlanarak iiriinler yiiriitiildii.

3.3.1.4. Elektroforez Sonuclar1 ve Degerlendirilmesi
Kapiller Elektroforezi sonucunda alinan piklerin rengine gore degerlendirme
yapildi. Elektroferogramda pik rengi, Adenin ise yesil, Guanin ise siyah, Sitozin ise

mavi ve Timin ise kirmizi ile gosterildi.
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Pikler ABI Sequencing Analysis v5.4 yazillm ve SeqScape v2.7 (ABI)
programlarinda bilgisayar ortaminda analiz edildi ve degerlendirildi.

SeqScape v2.7 programimda analiz asamasina ge¢cmeden Once programa referans
dizi yiiklendi ve tanitilan transkriptin ekzon ve intronik bolgeleri program icerisinde
gosterildi. Dizileme isleminden sonra Fasta formatmna alinan olgu dizisi programa
yiiklendi ve analiz komutu verildi. Bu islemden sonra, olgu dizisinin hedef gen bolgesi
tizerindeki yeri, dizilendigi primerin yoniiniin dogrulugu (ileri ya da geri primer veya
her ikisi), saflastirma Kkalitesi, dizilenen baz sayisi, goriintiilenen pik kalitesi, pik
yiiksekligi ve arka alan kirliligi olup olmadigi kontrol edilerek degerlendirildi. Belirtilen
kontrollerden sonra herhangi birinde farkhilik var ise ¢alisjma PZR asamas veya yeterli
ornek mevcutsa, dizi saflastirma asamasindan itibaren tekrarlandi. SeqScape v2.7
programinda analiz asamasinda, elde edilen olgu dizisi ile referans dizi karsilastirilarak
tanimlanmis degisimler NCBI Entrez SNP (92), ENSEMBL GeneSNPView (93) ve
HGMD (91) gibi veritabanlar1 kullanilarak programda isaretlendi. Daha Once
karakterize edilmemis degisimlerin in silico olarak patolojik olup olmadigi, Mutation
Taster (97) ve Prediction of functional effects of human nsSNPs (PolyPhen-2) (98)
veritabanlar1 kullanilarak degerlendirildi. SeqScape v2.7 programinda, olguda calisilan
ilgili gen bolgesinin degisimlerinin gosterimini yapan analiz genel dokiimii alindi
Olguda mutasyon saptanmis ise bagimsiz ornek calismasi yapilarak, tiim islemler bir
kez daha dogruland.

3.4. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) Analizi

Coklu Ligasyon Bagimli Prob Amplifikasyonu tekniginin genlerdeki kopya
sayis1 degisikliklerinin gozlendigi tek gen hastaliklarinda delesyon ve duplikasyonlar
gosterebildigi icin tant koyma oranlarmn yiikselttigi bildirilmektedir. Teknik, prob
setlerinin kullanilmasiyla lokuslari, igerdigi primer ciftleri ile hedef aldigi lokuslarin
uzunluklar;, her bir lokusda hedeflenen gen bolgesinindeki mutasyonlarn, olasi
delesyon ya da duplikasyonlarin arastirmada kullanilabilmektedir (99-100).

MLPA teknigi ile olgulardan elde edilen iiriinler, Tibbi Genetik ABD’nin
Genetik laboratuvarinda ABI3500 kapiller elektroforezi kullanilarak asagidaki
kosullarda yiiriitme islemi gerceklestirildi. Yiiriitme voltaji; 13,4 kVolts, 6n yiirlitme
voltaji; 15 kVolts, injeksiyon voltaji: 1,6 kVolts, yiiriitme siiresi: 2.520 sn, 0n yiiriitme

stiresi:180 sn, injeksiyon zamani: 8 sn ve veri gecikmesi siiresi (data delay): 250 sn. .
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FSA formatindaki ham veri Coffalyser net analiz programm (v.131211.0000)

kullanilarak degerlendirildi.

3.4.1. MLPA Teknigi

Bu teknikte kullanilan prob tasarimi 1 niikleotidlik farki bile gosterebildigi ve
genomik DNA 0Orneginin 50’den fazla hedef bolge icin kopya sayisi degisikliklerini
multipleks PZR teknigi kullanarak arastirilmasina olanak verdigi bildirilmistir (100-
101).

Calisma icin SALSA MLPA Kraniofasial Kit prob karisimi PO80-B1 Lot.0710
kullanild1. Kit i¢inde kapsanan genler ve bu genlerdeki ekzon bolgeleri tablo 3’te
gosterilmektedir. PO80-B1, 122 - 449 niikleotidlik 48 MLPA probu icermektedir (99).
Tablo 3’te SALSA MLPA Prob karisimi1 PO80-B1 kraniyofasial kit icerigi 0zetlenmistir.

Tablo 3: SALSA MLPA Prob Kangim P080-B1 Kraniyofasial kit Icerigi (99)

Kromozom |Gen NM Ekzon
12g21 ALX1 NM_006982.2 1-4
1pl13.1 ALX3 NM_006492.2 1-4
11pl1.2 ALX4 NM_021926.3 2-4
Xql2 EFNB1 NM_004429.4 1-5
6p21.1 RUNX2 NM_001024630.3 |2,4-9
6p21.1 RUNX?2 NM_004348.3 3a
Tp21 TWIST1 |NM_000474.3 1-2
Tp21 TWISTNB | NM_001002926.1 |4
8pl2 FGFR1 NM_023110.2 4.8
10926 FGFR2 NM_000141.4 8,11b
4p16.3 FGFR3 NM_000142.4 6,7
5q35.2 MSX2 NM_002449.4 1-2

3.4.1.1. MLPA calismasimin yapilis

Tek bir PZR protokolii ile igerisinde uygun sicaklikta bekletme, aktarma ve
ekleme gibi pipet igslemleri ile denatiirason, hibridizasyon ve ligasyon asamalar1 DNA
Engine (BIORAD)-T100 termal dongii cihazi kullanilarak gerceklestirildi. Ardindan
kapiller elektroforez cihazinda fragmanlar yiiriitiildii (99-100).

Her bir MLPA probu, hedef bolgenin komsu dizileri ile eslenen, iki
oligoniikleotid primerden olusmaktadir. Bu oligoniileotid ¢ifti hedef dizilerine
baglandiktan sonra, enzimatik reaksiyonla ligasyon meydana gelir ve bdylece

oligoniikleotid birleserek biitiinlikk saglanir. Bu asamada ligasyonla baglanmayan
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oligoniikleotidler PZR asamasinda ¢ogalamazlar (amplifiye olamazlar). PZR reaksiyonu
ile cogalan oligoniikleotiddir. PZR asamasindan sonra, uzunlugu birbirinden farkl iiriin
(amplikon) elde edilmektedir. Ortaya ¢ikan her bir prob uzunlugunun birbirinden farkh
olmasi kapiller elektroforezinde hedef bolgenin amplikonlarinin uzunluk (fragmentel)
olarak birbirlerinden ayrilabilir ve tannabilir olmasini saglamaktadir. Bdylece,
Coffalyser.Net fragman analiz programi yardimiyla hedef dizi amplikonlarinin
miktarlar1 karsilastirilmakta ve istatistiksel veri analizi gergeklestirilmektedir. Bu
islemde referans Orneklerin pik siddetleriyle olgu Orneklerinin pik siddetleri
karsilastirilmaktadir. Ornek pik degerinin normal kabul edilmesi i¢in 0,70-1,30 arahig
verilmektedir. 0,70 degerinin altindaki degerler delesyonu gosterirken, 1,30 degerinin
iistii ise duplikasyon olarak degerlendirilmektedir. MLPA tekniginin uygulanmasi ile

ilgili sema sekil 23’te gosterilmektedir.

1.Denatiirasvon ve Hibridizasvon
. . PZR primer dizisi ¥
PZR primer dizisi X Hibridizasvon Dizisi B

R 'S l Dolgu dizi (hedef
5.’ h

bilgeler icin avn
Prob komsu hedef dizilere hibridize olur

uzunlukta

Hedef dizi A Hedef dizi B
z. ] Agasyon Isiva davamkh Ligaz, higasyonla iki prob parcasimi birlestirir
5 i 5 L ]

_ S dows la D"
3. X ve Y primerleri ile PZR Ayiapeiserier e Bgasyon
gerceklestirilmis problar PZR ile cogalr

> h
-  —— her bir probun amplifikasyon
. iriimii tizgiin nzunluga sahiptir
—_———

4. Fragman analizi

Mttt v

Sekil 23: MLPA protokoliiniin sekmatize asamalar1 (99)
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MLPA c¢aligmalarinda hibridizasyon sonrasi ligasyon isleminin olmasinin
teknigin yanlis baglanmalara kars1 6zgiinliigiinii yiikselttigi bildirilmektedir (100).
3.4.1.2. Denatiirasyon ve Prob karisimu ile hibridizasyon asamasi

Denatiirasyon oncesinde stok DNA’dan yogunlugu 70ng/ul-100ng/ul olacak
sekilde ~25ul miktarda ¢ozelti hazirlanir. Prob kitinden SALSA Probe miks ve MLPA
tampon ¢ikarilarak oda 1sisinda ¢oziilmesi saglanir. Tampon vorteks ile karigtirilir ve
kisa santrifiijleme ile dibe toplanir. DNA c¢ozeltisinden her ornek icin Sul DNA
etiketlenmis 200 pl’ lik PZR tiiplerine alinir ve termal dongii cihazinda 98°C’ de 5 dak.
denatiire edilir. Inkiibasyon sirasinda her bir 6rnek icin 1,5 ul MLPA tampon ve 1,5 pl
prob karigim olmak iizere master miks hazirlanir ve yukari asagi pipetleme (pipetajla)
islemi ile iyice karistirilir. Inkiibasyon isleminin bitmesiyle tiipler 25°C’ye sogutulur ve
her bir 6rnege 3 pl master karisim koyulur. 95°C de 1 dakikadan sonra 37 °C de 16 saat
(gece boyu) hibridizasyon islemi gerceklestirilir.
3.4.1.3. Ligasyon asamasi

Ligasyon asamasinda hazirlik olarak Ligaz 65 tampon A, Ligaz 65 tampon B
dondurucudan ¢ikarilarak oda 1sisinda ¢oziilmesi beklenir. Ligaz tampon karisimi icin
etiketlenmis PZR tiipiine, her bir ornek i¢in 3 pl Ligaz 65 tampon A, 3 pl Ligaz 65
tampon B ve 25 pl dH,O hazirlanir. Karigima her bir 6rnek icin ayrica 1 pl Ligaz 65
enzimi eklenir ve pipetaj ile karismasi saglanir. 37 °C’deki termal dongii cihazi 54°C de
bekleme basamagina getirilerek sicaklik 54°C’de iken her bir tiipe hazirlanan 32 pl ligaz
tampon karigimi eklenir ve 54°C’de 15 dakika basamagina gecilir. Elde edilen ligasyon
tiriinii 4°C ’ de ortalama 1 hafta kadar saklanabilir.

3.4.1.4. PZR reaksiyonu asamasi
On hazirlik olarak dondurucuda bekleyen SALSA PZR tamponu, SALSA PZR

primerleri ve SALSA enzim diliisyon tamponu c¢ikarilarak ¢oziilmesi beklenir. Her
ornek icin yeni etiketlenmis PZR tiipleri hazirlanir. PZR tampon karigimi i¢in drnek
basina ayri bir tiipe 4 ul SALSA PZR tamponu ve 26 pl dH,O hazirlanir ve vorteksle
kanstirilir ve etiketlenmis PZR tiiplerine 30 pl olacak sekilde dagitilir. Bu etiketlenmis
tiiplerin iizerine ligasyon iiriinlerinden 10’ar pl eklenir ve termal dongii cihazina
yerlestirilir. Yeni bos bir tiipte PZR master miks hazirligi yapilir. Bunun i¢in buz
izerinde, Ornek basina 2 ul SALSA PZR primeri, 2 pl SALSA enzim diliisyon tamponu
ve 5,5 ul dH,O hazirlanir. Her bir 6rnek i¢in 0,5 pl SALSA polimeraz enzimi eklenir ve



37

pipetaj ile karigmas1 saglanir. 60°C’de bekleme asamasindaki termal dongii cihazinda
sonraki basamaga gecis yapilir; 35 dongiide; 95°C de 30 saniye, 60°C de 30 saniye,
72°C de 60 saniye, 72°C de 20 dakika ve 4°C de bekleme asamalari. 4°C’ye gelen
ornekler icin kapiller elektroforezine yiikleme ve fragmanlarin yiiriitiilmesi asamasima
gecilir.
3.4.1.5. Kapiler Elektroforez Cihaz ile Fragmanlarin yiiriitme asamasi

Bos bir miks tiipiine yiiriitiilecek 6rnek basma 0.2 pl LIZ size standard (Liz-500,
Lot:0904226, Applied Biosystems) ve 9 upl formamid (Highly Deionized - Hidi)
konularak kanistirildi ve kapiller elektroforezine yiiklenmek i¢in olusturulan
numaralandrilmis ABI3500 cihazi i¢in uygun olan plakta (USA Scientific-800-522-
8477) herbir kuyuya bir drnek basma 9,2 ul dagitildi. Uzerine 0,7 pl PZR reaksiyon
triinii plak kuyularina olgu numaralarina gore dagitildi. Plak kuyularinin iizeri uygun
septayla (AB Applied Biosystems-182901S9R) kapatilarak, Plak santrifiijiinde
(BIOSAN LMC300) 1200RPM de 2 dakika ¢evrildi. Santrifiij bitince, plak ABI3500
cihazina yerlestirildi. kapiller elektroforez cihazinda yiiriitme ayarlar1 diizenlenerek

“Baglat” komutuyla yiiriitme islemine gecildi.

Yiiriitme voltaji; 13,4 kVolts, 6n yiiriitme voltaji; 15 kVolts, injeksiyon voltaji:
1,6 kVolts, yiiriitme siiresi: 2.520 sn, On yiiriitme siiresi:180 sn, injeksiyon zamani: 8 sn
ve veri gecikmesi siiresi (data delay): 250 sn. Kapiller sicakligi 60 °C. FSA
formatindaki ham veri Coffalyser.net (v.131211.0000) kullanilarak degerlendirildi.
3.4.1.6. MLPA Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Kapiller elektroforez cihazindan .fsa formatinda elde edilen fragmanlar
Coffalyser.Net (v.131211.0000)(MRC-Holland) programina tanitilarak aktarildi.
Coffalayser net programimin gerekli analiz ayarlar1 (prob tiirli, 6rnek tiirii, kitin lot
numarast ve analiz tiirii - Sekil 24) yapilarak Ornekler yiiklendi. Referans ornekler
secilerek, 6nce fragman analizi ardindan karsilastirmal istatistiksel analiz yapildi. Islem
sonrasinda, referans orneklere gore pik siddeti oranlar1 0,7 ve altinda oldugunda
delesyon, 1,30 ve iistiinde oldugunda duplikasyon olarak degerlendirildi (Sekil 25).
Siipheli sonug¢ gosteren olgular tekrar MLPA test islemine alind1 ve islemler tekrarlandi
ve Coffalayser net programinda MLPA analizi gerceklestirildi (Sekil 26).
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3.5. Akis Semasi
Klinik 6n taniya gore literatiir bilgilerinin yonlendirmesi ile caligma plani

hazirlandi, olusturulan akis semasi1 asagida gosterilmektedir (2).

3.5.1. Sendromik Olgularin Degerlendirilmesi

Bu arastirma kapsaminda, sendromik kraniyosinostoz olgularinda literatiirden
(2) degistirilerek diizenlen akis semasina gore calisilan genler, ekzonlar ve calisilan
olgu sayis1 tablo 4’te gosterilmektedir.

Tablo 4: Sendromik Kraniyosinostoz Olgularinin Molekiiler Etyopatognezini Berlirlemek
icin Akis Semasi

Sendrom(n=31)—>1.Basamak— 2.Basamak— 3.Basamak—» 4.Basamak

FGFR2
Ekzon 7-8

Ekzon 7-8 — )
| n:2 | n2 n:2

3.5.2. Non-sendromik Olgularin Degerlendirilmesi

Non-sendromik olgularda (n:9) oncelikle es zamanli olarak FGFR3 ekzon 7-9,
FGFR2 ekzon 7 (Illa) ve 8 (Illc) ve TWISTI tiim gen dizi analizi yapildi. Mutasyon
saptanmayan olgularda delesyon ve duplikasyon tanisi i¢in PO80 kraniyofasiyal Kkiti ile
MLPA analizi ve es zamanl olarak FGFR2 ve FGFR3 genlerinin diger ekzonlar

dizilendi.
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4. BULGULAR

Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dal
polikliniginde kraniyosinostoz bulgusu ile degerlendirilen 40 olgu, non-sendromik (n:9)
ve sendromik (n:31) olmak iizere 2 grupta incelendi. Sendromik olgulardan 9’u Pfeiffer
sendromu, 6’s1 Crouzon sendromu, 5°i Apert sendromu, 7’si Saethre Chotzen, 4’ii
Muenke / Saethre Chotzen sendromu, 0n tanisi aldi, diger olgular ise non-sendromik
grupta yer aldi. Calismamizdaki olgularm cinsiyet dagilimu esitti (20 disi/ 20 erkek).

4.1. Sendromik Olgular
4.1.1. Apert Sendromu
4.1.1.1. Apert Sendromu Klinik Bulgulari

Apert sendromlu olgularin klinik bulgular1 tablo 5’te ve fotograf onami veren

olgularin fotograflar1 Sekil 27°de gosterilmekdedir.

Tablo 5: Apert sendromu 6n tanili olgularin klinik bulgulan ve molekiiler sonuclar

OLGULAR AS1 AS2 AS3 AS 4 ASS toplam
Aile oykiisti - - - - - 0/5
Mat/pat yas 36/38 32/38 28/36 34/36 26/30 31,2/35,6
Cinsiyet E E E E D 4E/1D
Akraba evliligi - - - - - -
Ik de gerlendirme yas1 25 GH 2 ay 1 ay 1,5 yas 27 GH
Sefali Sinostoz
Brakisefali koronal
+ + + + + 5/5
Kraniyofasiyal bulgular
Belirgin alin + + + - + 4/5
Genis fontanel + + + + + 5/5
Yarik damak - + - + - 2/5
Basik yiiz + + - - - 2/5
Fasiyal asimetri - - - + - 1/5
Basik burun kokii + + - - + 3/5
Antevert burun delikleri + - - - + 2/5
Asagr cekik palpebral 4/5
fissiir + + - + +
Fasiyal hipoplazi maksiller | midfasiyal | midfasiyal | maksiller | midfasiyal 5/5.
Hidrosefali - + - - - 1/5
Okiiler Bulgular
Proptozis + + + + + 5/5
Hipertelorizm + + - - + 3/5
Ekstremite bulgulan
Sindaktili + + + + + 5/5
Genis el/ayak bas
parmaklari + + - - + 3/5
Ayak bas parmagi
deviasyonu radyale radyale - medyale - 3/5
Eklemde hareket kisithiligt - - - - + 1/5
Diger
VSD,ASD, 1/5
Konjenital kalp anomalisi - - PH - -
Molekiiler analiz sonucu FGFR?2 geni ekzon 7°de ¢.755C>G (p.Ser252Trp) 5/5
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Sekil 27: Apert sendromu Kklinik tan alan ve FGFR2 ¢.755C>G (p.Ser252Trp) mutasyo
saptanan olgu AS2 (a ve b) ve AS4’e (Sekil c ve d) ait fotograflar

4.1.1.2. Apert Sendromunda Molekiiler Analiz Sonuclar:

Apert sendromu klinik tanisi ile incelenen 5 olgunun tiimiinde ilk basamakta dizi
analizi ile degerlendirilen FGFR2 geni ekzon 7°de ¢.755C>G (p.Ser252Trp) mutasyonu
saptand1 (Sekil 28). Olgularm tiimiinde anne ve babalar bu mutasyon icin
degerlendirildi ve mutasyon tagimadiklar1 belirlendi. Bu sonuglar gonadal mosaisizm

dislanamamakla birlikte, mutasyonlarin de novo olustugunu gosterdi.

= [nd (=] A el = = = [nd el [nd

Cc.F55C>=2G;TCG — TGEG;Heterozigot; p-Ser252Trp

L A—

Sekil 28: Apert sendromlu olgularda saptanan ¢.755C>G mutasyonu elektoferogram
goriintiisii (Olgu AS 4)



4.1.2. Pfeiffer Sendromu

4.1.2.1. Pfeiffer Sendromu Klinik Bulgular:
Pfeiffer sendromlu olgularin klinik bulgular1 tablo 6’da ve fotograf onami veren

olgularin fotograflar1 Sekil 29°da gosterilmektedir.

Tablo 6: Pfeiffer sendromu 6n tanmili olgularin klinik bulgular ve molekiiler sonuclari

42

OLGULAR PS1 PS2 PS3 PS4 PS5 PS6 PS7 PS8 PS9 toplam
Aile oykiisii - - - - - + (pat) - _ _ 1/9
Mat/pat yas 32/35 32/36 27/34 39/38 30/33 28/32 26/32 21/24 22/25 28,5/32
Cinsiyet D D D D E E E E D 5D/4E
Akraba evliligi - - - - 1° kuzen - 1° kuzen | 1°kuzen - 3/9
Tk degerlendirme yas1 23 GH 2,5 yas 3,5 ay 1,5 ay 6 ay 9 yas 5 yas 2 ay 22 GH
Sefali Sinostoz
Akrosefali | Sagital+Koronal - + + - + - + - - 4/9
Dolikosefali Sagital - - - + - - - - R 1/9
Plagiosefali Unikoronal - - - - - + - + - 2/9
Yonca Sagital+Koronal+
yapragi gLambdoid + ) B B B - N - + 219
Kraniyofasiyal bulgular
Makrosefali-Mikrosefali - - - makrosefali - - - - - 1/9
Yiiksek alin + - - - - - - B - 1/9
Belirgin alin + + + + - - + 5/9
Genis fontanel - + - + + - - + - 4/9
Yiiksek dar damak - + - + - + + - - 4/9
Fasiyal asimetri - - - + + + + + - 5/9
Basik burun kokii - + - + + + + - + 6/9
Gaga burun + - - - - - - - R 1/9
Epikantus - - - - - R + R N 1/9
Asag cekik palpebral fissiir - + - + - - - + - 3/9
Yele boyun + - - - - - - - - 1/9
Kisa boyun - - - - - - - - + 1/9
Fasiyal hipoplazi - - - - - maksiller - midfasiyal | maksiller 3/9
Mikro/retrognati - - - + - - - B B 1/9
Diizensiz dis - - - - - + - R N 1/9
Displastik kulak - - - - - - - + - 1/9
Okiiler Bulgular
Proptozis + + + + - + - + + 7/9
Hipertelorizm - + + + + + + + + 8/9
Ptozis - - + - - R _ R N 1/9
iris kolobomu - - - parsiyel - - _ R R 1/9
Ekstremite bulgular
Sindaktili - + - + + + + - - 5/9
Klinodaktili - - - + + + + - - 4/9
Genis el/ayak bag parmaklari + + + + - + + - + 7/9
Ayak basg parmagi deviasyonu mediale mediale radyale radyale mediale radyale radyale mediale radyale 9/9
humero-radio ulnar sinostoz + - + - - - - - + 3/9
Simian ¢izgisi - - - - - - - R + 1/9
Eklemde hareket kisithilig - - + - - - - - + 2/9
Genital Anomali - - - - kriptorsidi mikro mikro - 3/9.
penis penis
FGFR2 FGFR2 FGFR2 FGFR2 TR FGFR2
Molekiiler analiz sonucu | OGS | TTEALE | S0loasG | o reoaasc esi4sis | - -~ | Sooma | 69
p.Tyr340Cys | p.Asn549Thr | p.Tyr340Cys | p.Glu565Ala delGCinsTT p.Tyr340Cys

p-Alal72Phe
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Sekil 29: Pfeiffer sendromu klinik tanis1 alan ve mutasyon saptanan PS3 olgusu (a, b), PS9
(c-e) ve PS6 ve babasma (f-j) ait fotograflar
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4.1.2.2. Pfeiffer Sendromunda Molekiiler Analiz Sonug¢lari

Pfeiffer sendromlu toplam dokuz olgu akis semasina gore degerlendirildi ve altt
olguda dort farkli mutasyon saptandi. Bunlardan ilk basamakta incelenen ekzon 8’de li¢
olguda c.1019A>G (p.Tyr340Cys, p.Y340C) mutasyonu (Sekil 30), ikinci basamakta
incelenen ekzon 5°te bir olguda c.514_515delGCinsTT (p.Alal72Phe, p.A172F)
mutasyonu (Sekil 31), ticlincii basamakta incelenen bir olguda ekzon 12°de c.1646A>C
(p-Asn549Thr, p.N549T) ve bir olguda ekzon 13’te c.1694A>C (p.Glu565Ala, p.ES65A)
mutasyonu saptandi (Sekil 32-33). Bu arastirmada Pfeiffer sendrom’u klinik tanis1 alan
dokuz olgunun altisinda (6/9) mutasyon saptandi ve mutasyonlarin tiimii FGFR2 geni
mutasyonlar: i1di. Olgularm dordiinde anne ve babalar bu mutasyon i¢in degerlendirildi.
Bir olgunun (PS6) fenotipik olarak etkilenmis babasinin da ayni mutasyonu tasidig
saptandi. U¢ olgunun (PS2, PS3 ve PS9) anne-babasmin ise mutasyon tasimadigi,
gonadal mosaisizm dislanamamakla birlikte, mutasyonun de novo olustugu saptands. iki

olgunun anne babalar1 kan 6rnegi vermedigi icin degerlendirme yapilamadi.

= = T h=3 T [ = T (=3

c.1019A>G;TAT —TGT; Heterozigot;p. Tyr340Cwvys

AL AN

Sekil 30 : Pfeiffer sendromlu 3 olguda (PF 1, 3 ve 9) saptanan c.1019A>G mutasyonu
elektoferogram goriintiisii (PF 1)
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c.5144 515delGCinsTT; TGTGCCT"171GCGgcCAAMACACTGTC; p.Alal72Phe

A Maasii

Sekil 31 : Pfeiffer sendromlu olguda (PF 6) saptanan c.514_515delGCinsTT mutasyonu
elektoferogram goriintiisii

c.lead6A>=C; AAT — ACT; Heterozigot; p.AsnNn549Thr

ol

Sekil 32 : Pfeiffer sendromlu bir olguda saptanan c.1646A>C mutasyonu elektoferogram
goriintiisii (PF 2)

= T T = I = T T =

c.1694A=>C; GAG— GUCG; Heterozigot; p.GluSa5SAla

T — e

Sekil 33 : Pfeiffer sendromlu bir olguda saptanan c.1694A>C mutasyonu elektoferogram
goriintiisii (PF 4)



4.1.3. Crouzon Sendromu

Crouzon sendromlu olgularin klinik bulgular1 tablo 7°de ve fotograf onami veren

4.1.3.1. Crouzon Sendromu Klinik Bulgulari

olgularin fotograflar1 Sekil 34’de gosterilmekdedir.

Tablo 7: Crouzon sendromu 6n tanih olgularin klinik bulgular ve molekiiler sonuclar

OLGULAR CRS1 CRS 2 CRS3 CRS 4 CRS 5 CRS 6 toplam
Aile oykiisii - - - - - - -
Mat/pat yas 28/34 24/30 27/31 30/37 27/31 25/28 26,8/31,8
Cinsiyet E E D D E D 3K/3E
Akraba evliligi 1° kuzen - k};zSe:n - 1° kuzen - 3/6
Yas 6 yas 14 yas 14 yas 2 yas 4,5 yas 2 ay
Sefali Sinostoz
Akrosefali | Sagital+Koronal + - - - + - 2/6
Brakisefali Koronal - bikoronal | bikoronal | bikoronal - bikoronal 4/6
Kraniyofasiyal bulgular
Makrosefali-Mikrosefali - - - - - mikrosefali 1/6
Fasiyal asimetri - - + + - - 2/6
Fasiyal hipoplazi maksiller | midfasiyal | maksiller - maksiller - 4/6
Basik yiiz - - - + - - 1/6
Belirgin aln + - - - - - 1/6
Diisiik alin sa¢ ¢izgisi - - - - + - 1/6
Yiiksek dar damak + + - + - + 4/6
Basik burun koki - - - - - + 1/6
Gaga burun - - - - - + 1/6
Asagi ¢ekik palpebral fissiir - - - + + + 3/6
Diizensiz dis - - + - 3/6
Displastik kulak - - - + + + 3/6
Okiiler Bulgular
Proptozis + + + + + + 6/6
Hipertelorizm + + - + - + 4/6
Strabismus - - - - 2/6
Ekstremite bulgulan
Klinodaktili + - - - - - 1/6
Ayak bag parmagi deviasyonu - Medyale - - - - 1/6
Simian ¢izgisi + - - - - - 1/6
Diger
Psikomotor gerilik/MR - - - - + - 1/6
FGFR2 FGFR2 FGFR2
Molekiiler analiz sonucu - :1;25)2[;805; - eckgggé;re - eckgggg‘;l? 3/6
p.Cys342Tyr p-Cys278Phe p-Cys278Phe
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Sekil 34: Crouzon sendromu klinik tanisi alan ve mutasyon saptanan CRS 2 olgusu ( a, b)
ait fotograflar

4.1.3.2. Crouzon Sendromunda Molekiiler Analiz Sonuclari

Crouzon sendromlu toplam alt1 olgu akis semasma gore degerlendirildi ve ii¢
olguda iki farkli mutasyon saptandi. Olgularm birinde, ilk basamakta degerlendirilen
FGFR2 geninde iki olguda, ekzon 7°de c.833G>T (p.Cys278Phe, p.C278F) ve bir
olguda, ekzon 8’de ¢.1025G>A (p.Cys342Tyr, p.C342Y) mutasyonlar1 saptandi (Sekil
35-36). Ik asamada mutasyon saptanmayan ii¢ olguda molekiiler analizlerde herhangi
bir mutasyon saptanmadi. Bu arastirmada Crouzon sendrom’u klinik tanis1 alan alan alt1
olgunun iiciinde (3/6) mutasyon saptandi ve mutasyonlarn tiimi FGFR2 geni
mutasyonlar: idi. Olgularin ikisinde anne ve babalar bu mutasyon i¢in degerlendirildi.
Iki olgunun (CRS2 ve CRS4) anne-babasinin mutasyon tasimadigi gonadal mosaisizm
dislanamamakla birlikte, mutasyonun de novo olustugu belirlenmis oldu. Bir olgunun

anne babasi kan 6rnegi vermedigi i¢in, degerlendirme yapilamadi.
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C.833G>T;TGC —=TITC;Heterozigot;p.Cys273Phe

MR

Sekil 35: Crouzon sendromu iki olguda saptanan ¢.833G>T mutasyonu elektoferogram
goriintiisii (CRS 4 ve 6) (Olgu CRS 4)

c.1025G=>A;TGC — TAC; Heterozigot; p.Cys342Tyr

NAAANYY

Sekil 36: Crouzon sendromu bir olguda saptanan ¢.1025G>A mutasyonu elektoferogram
goriintiisii (Olgu CRS 2)

4.1.4. Saethre-Chotzen Sendromu

4.1.4.1. Saethre-Chotzen Sendromu Klinik Bulgular:
Saethre-Chotzen sendromlu olgularm klinik bulgulari tablo 8’de ve fotograf

onamu veren olgularin fotograflar Sekil 37°de gosterilmektedir.



Tablo 8: Saethre-Chotzen sendromu 6n tanih olgularm klinik bulgulan ve molekiiler
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sonuclar
OLGULAR SCS 1 SCS 2 SCS 3 SCS 4 SCS 5 SCS 6 SCS7
Aile oykiisti - - - + (mat) - + (mat) - 217
Mat/pat yas 37/41 37/49 28/36 28/26 35/37 33/38 30/37
Cinsiyet E D E D D D D SD/2E
Akraba evliligi - - - 1° kuzen - - - 1/7
ilk degerlendirme yag1 3,5 yas 7 ay 1,5 ay 3 ay 2 ay 11 ay 2,5 ay
Sefali sinostoz
Brakisefali | Bikoronal + + + + + + + 717
Kraniyofasiyal bulgular
Makro-/Mikrosefali - mikrosefali - - mikrosefali - - 217
Yiiksek aln - - + - - - - 1/7
Belirgin alin - - + - + + - 377
Genis fontanel + - - - - - 1/7
Diisiik alin sa¢ cizgisi + - - - - + - 2/7
Yiiksek dar damak + + + + + + - 6/7
Basik yiiz - + - - - - + 2/7
Kaba yiiz + - - - - - - 1/7
Fasiyal asimetri + + - + - + + 5/7
Basik burunkokii + - + + + + + 6/7
Asagi gelfik_palpebral + ) + + + + + 6/7
fissiir
Midfas%yal/maksiller maksiller - maksiller - - maksiller maksiller | 4/7
hipoplazi
Displastik kulak - - + + - - - 2/7
Okiiler Bulgular
Proptozis + + + + + + + 717
Hipertelorizm + + + + + + + 11
Ptozis + - + + + + + 6/7
Ekstremite bulgulan
Sindaktili - - - + - - - 177
Bag parmak anomalisi - - + - - + - 2/7
TWISTI | TWISTI B TWISTI
Molekiiler analiz sonucu - - ekzonI'de | ekzon1'de heterozigot ekzon 1'de - 4/7
c.355C>T | ¢.396_416, tiim gende ¢.376G>T
p-GIn119Term | 21bp dup p-Glul26Term
delesyon

Sekil 37: Saethre-Chotzen sendromu klinik tanisi alan ve mutasyon saptanan SCS3 olgusu
(a, b) ait fotograflar
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4.1.4.2. Saethre-Chotzen Sendromunda Molekiiler Analiz Sonuclari

Saethre-Chotzen sendromu klinik tanili yedi olgunun iiciinde ilk basamakta dizi analizi
ile degerlendirilen TWISTI geninde ii¢ farkli mutasyon, ekzon 1’de ¢.355C>T
(p-GIn119Term, p.Q119%*) (Sekil 38), c.376G>T (p.Glul26Term, p.E126*) (Sekil 39)
ve ¢.396_416, 21bp duplikasyon (Sekil 40) saptandi. Ikinci basamakta bir olguda
MLPA teknigi ile TWISTI’de tim gen heterozigot delesyonu saptandi (Sekil 41). Bu
aragtirmada Saethre-Chotzen sendromu klinik tanisi alan yedi olgunun dordiinde (4/7)
mutasyon saptanmis oldu ve mutasyonlarin hepsi TWISTI geni mutasyonlart idi.
Olgularin dordiinde anne ve babalar bu mutasyon icin degerlendirildi. Iki olgunun
(SCS4 ve SCS6) fenotipik olarak etkilenmis annesinin de ayni mutasyonu tasidig
belirlendi. bir olgunun (SCS5) anne-babasinin ise mutasyon tasimadigi, gonadal
mosaisizm diglanamamakla birlikte, mutasyonun de novo olustugu saptandi. Bir

olgunun anne babasi kan 6rnegi vermedigi i¢in degerlendirme yapilamadi.

= [ (=3 [ w (=3 [ [ [

Cc.355C>T;CAG =TAG; Heterozigot;p.GINn119Term

—= P — 4

Sekil 38: Saethre-Chotzen sendromu bir olguda saptanan TWISTI geni ekzon 1 ¢.355C>T
mutasyonu elektoferogram goriintiisii (Olgu SCS3)
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, Heterozigot;21bp dupGAAGATCATCCCCACGCTGCC

c.396_416

=

|

Iguda saptanan TWISTI geni ekzon 1 21b¢'li

1r O

Saethre-Chotzen sendromlu b
duplikasyon mutasyonu elektoferogram goriintiisii (Olgu SCS4)

Sekil 39

S GAG=TAG Heterozigot;p-. Glulz2&Ter

c.3TF7EeGS=T

=

T

D=

kzon 1

1€

lguda (SCS6) saptanan TWIST1 geni

1r O

Saethre-Chotzen sendromlu b
¢.376G>T mutasyonu elektoferogram goriintiisii

Sekil 40
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Sekil 41

TWISTI tiim gen heterozigot delesyonu bar grafik goriintiisii



4.1.5. Muenke Sendromu

4.1.5.1. Muenke Sendromu Klinik Bulgulari
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Saethre-Chotzen  sendromlu  olgularin  klinik  bulgular1  tablo 9’da
gosterilmektedir.
Tablo 9: Muenke / Saethre-Chotzen sendromu 6n tanih olgularin klinik bulgulan ve
molekiiler sonuclar:
OLGULAR MUS1 MUS2 MUS3 MUS4 toplam
Aile oykiisii - - - - -
Mat/pat yas 35/34 29/34 28/29 28/30 30/31,75
Cinsiyet E D D D 3D/1E
Akraba evliligi 1° kuzen - - - 1/4
fIk degerlendirme yas1 1 yas 3,5 ay 2 ay 2,5 ay
sefali sinostoz
Plagiosefali | unikoronal + - - + 2/4
Brakisefali | Bikoronal - + + - 2/4
Kraniyofasiyal bulgular
Dar alin + - - - 1/4
Belirgin alin - + + + 3/4
Yiiksek dar damak + - + + 3/4
Fasiyal asimetri + - - - 1/4
Basik burun kokii + + + + 4/4
Antevert burun delikleri - + + - 2/4
Asag gc}l.fsll(u;r)alpebral i i + i 1/4
Fasiyel hipoplazi - midfasiyal - - 1/4
Displastik kulak - - + - 1/4
Okiiler Bulgular
Proptozis - + + + 3/4
Hipertelorizm - + + 2/4
EKkstremite bulgular
Sindaktili + - - - 1/4
Klinodaktili - - + - 1/4
Diger
Konjenital kalp anomalisi| ASD, PDA - - - 1/4
Psikomotor gerilik/MR - + - - 1/4
FGFR3 FGFR3
Molekiiler analiz i ) ekzon 7°de ekzon 7°de 2/4
sonucu c.749C>G c.749C>G
p-Pro250Arg | p.Pro250Arg
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4.1.5.2. Muenke Sendromunda Molekiiler Analiz Sonuclar:

Olgularn ikisinde dizi analizi ile degerlendirilen FGFR3 geninde mutasyonlar
saptandi. Bunlar, ilk basamakta iki olguda ekzon 7°de saptanan c¢.749C>G
(p-Pro250Arg, p.P250R) mutasyonudur (sekil 42). Bu arastirmada Muenke sendromu
klinik tanist alan dort olgunun ikisinde (2/4) mutasyon saptandi ve mutasyonlarin tiimii
FGFR3 geni mutasyonlar1 idi. Olgularin tiimiinde anne ve babalar bu mutasyon icin
degerlendirildi ve mutasyon saptanmadi. Bu sonuglar gonadal mosaisizm

dislanamamakla birlikte, mutasyonun de novo olustugu lehinedir.

[ T [ [ [ = = [ [ [

Cc.7FA9C>G; CCo—CGG; Heterozigot; p.Pro2Z250Arg

1 v 1 o .II"-. . e

Sekil 42: Muenke sendromunda MUS3 ve MUS4 olgularinda saptanan ¢.749C>G
mutasyonu elektoferogram goriintiisii (Olgu MUS4)

4.2. Non-sendromik Kraniyosinostoz Olgulari

4.2.1. Non-sendromik Kraniyosinostoz Olgularimin Klinik Bulgularn

Non-sendromik kraniyosinostoz olgularmin klinik bulgular1 tablo 10’da

gosterildi.



Tablo 10: Non-sendromik kraniyosinostoz on tanih olgularin klinik bulgulan
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OLGULAR Nes1 o | Nes2 | NES | NS iness | Nese | Nes7 | NS | NES | toplam
Aile oykiisii +k(:fgé;()lz - - - - - - - - 1/9
Mat/pat yas 26/30 28/36 | 20/20 | 27126 | 21/25 29/30 26/38 33/35 | 30/30 | 26,6/30
Cinsiyet D E E E D D E E E 3D/6E
Akraba evliligi kilfen - - kIIern I°kuzen | 1,5°kuzen | 1°kuzen - kulzen 6/9
[lk degerlendirme yas1 10 giin 2,5 yas (2}15:1 2yas | 36 GH 1 yas 8 giin 2yas | Say
sefali sinostoz
Dolikosefali Sagital + - - - - - - - - 1/9
Skafosefali Sagital - + - - - + + + - 4/9
Plagiosefali koronal - - + - + - - - - 2/9
Brakisefali Bikoronal - - - + - - - _ + 2/9
Kraniyofasiyal bulgular
Cikik/Belirgin Alin - - - - + + - - + 3/9
Genis fontaneller - - - - - + - R 1/9
Yiiksek/Dar damak + + - - - + + + 5/9
Basik burunkokii - + - + + - - - + 4/9
Antevert burun delikleri - - - - + - - - + 2/9
Asag cekik palpebral fissiir - - - - - - + R + 2/9
Kisa Boyun - - - - - + - - + 2/9
Fasiyel hipoplazi - - - - M%d_ Maksiller. - - - 2/9
fasiyal
Displastik kulak - - + - - - + - - 2/9
Okiiler Bulgular
Proptozis / Orbitalarda Siglik + + + - - 5/9
Hipertelorizm + - - + 4/9
Ptozis + + - - + 3/9
Strabismus - - - - - + - _ - 1/9
Ekstremite bulgularn
Sindaktili - - - - - + - B - 1/9
Genis el/ayak bas parmaklari - + - + - - - - 2/9
Ayak Bas Parmag Med.
deviasyonu ) i i Dev. ) ) - - - 1/9
Diger
Konjenital kalp anomalisi | 705> | . 2O sitolilc | Ao siwolilc) ) 39
FGFR2
Molekiiler analiz sonucu i%gzg:; - - - - - , 1/9
p-His78=

D: Disi, E: Erkek

4.2.1.1. Non-sendromik Kraniyosinostoz Olgularinda Molekiiler Analiz Sonuclar:

Non-sendromik kraniyosinostoz olgularinin birinde (sekil 43A, IV:1), ikinci

basamakta, FGFR2 dizi analizi ile ekzon 3’te ¢.234C>T (p.His78=) degisimi saptandi

(sekil 43B). Daha once literatiirde tanimlanmams bu degisim, olgunun dolikosefali

tanist alan, babasi (IlI:2) ile yonca yaprag kafatasi yapisi olan kiz kardesinde (IV:2)

saptanirken saglikli kiz kardesinde (IV:3) saptanmadi. Daha 6nce karakterize edilmemis

DNA dizi degisimlerinin in silico analizi ile patolojik olup olmadigini degerlendiren
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“Mutation Taster” programi, bu degisimin hastalik iligkili olacag tahminini

vermektedir (97).

A

! O——

%,
) é & o L
|

2
HMC=T

[

v 1 /./2 Oa

c234C>T e23C>T
Pl

. Yonca yaprad kafa ve
46 3% 17, 14)(g31.2:622) der(510(5:21)(q11:911)mat

O Crolkosefali

Cc.234C>T; CAC=>=CAT;Heterozigot; p.His78=

i

Sekil 43 A.NSC1 olgu aile agaci; IV:1, IV:2 ve III:2 olgularinda FGFR2 geni ekzon 3
¢.234C>T mutasyonu B.Non-sendromik kraniyosinostoz NCS1 olgusunda
saptanan ¢.234C>T dizi analizi elektoferogram goriintiisii

Diger non-sendromik kraniyosinostoz olgularinda ise herhangi bir mutasyon

saptanmadi.
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4.3. Dizi /MLPA Analizi {le Saptanan Mutasyonlara Genel Bakis

Calismamizda DNA dizi analizi ile saptanan mutasyonlarin tamami heterozigot
olup otozomal dominant kahtimla uyumlu idi. Bu mutasyonlarin kalittminin
arastiritlmast amaciyla parental inceleme planlandi, ancak mutasyon saptanan 21 ailenin
dordiinde anne ve baba kan Ornegi vermediler. 17 ebeveyn c¢iftinde tamamlanan
calismada, mutasyonun dordiinde ailevi (iki mat ve iki pat), digerlerinde ise de novo
olustugu gosterildi. Maternal kalitim gosteren iki olguda Saethre-Chotzen sendromu
(SCS4 ve SCS6), paternal kalitim gosteren iki olgunun biri Pfeiffer sendromlu (PS6),
diger olgu ise Non-sendromik kraniyosinostoz (NSC1) olgu grubunda idi.

Bu calisma kapsaminda arastirlan 40 kraniyosinostoz olgusunun 21’inde
(21/40, %52,5) fenotip ile iliskili iic gende (FGFR2, FGFR3 ve TWISTI) 13 farkh
mutasyon saptandi. Bu mutasyonlardan yedisi yanlis anlamhi mutasyon, biri stop
kodona neden olan anlamsiz mutasyon, biri literatiirde daha ©Once tanimlanmamis
proteini degistirmeyen sessiz (sinonim) mutasyon, biri 21b¢’lik duplikasyon mutasyonu
ve biri tiim geni iceren delesyon mutasyonu idi. Onii¢ mutasyonun 12’sine dizi analizi

ile birine MLPA analizi ile tan1 konulmus oldu.

4.3.1. Bu caismada mutasyon saptanan olgulara genel bakis (Genler, Mutasyonlar
ve lliskili Fenotipler)

Bu calismada mutasyon saptanan 20 sendromik ve bir nonsendromik olguda;
fenotip, mutasyon saptanan gen, mutasyonun goriildiigii ekzon, mutasyonun tipi ve

aminoasit diizeyinde olusan degisim tablo 11’de 6zetlendi.
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Tablo 11: Mutasyon saptanan olgularda, fenotipler, iligkili genler, mutasyonlar ve yol
actigl aminoasit degisimleri (n:21)

Fenotip Genve NM | by on Baz Degisimi Niikleotid | AA* Degisimi
numarasi
Apert sendromu FGFR2
n:s NM_000141.4 7 TCG-TGG c.755C>G p-Ser252Trp
Pfeiffer sendromu FGFR2 5 TGTGCCTA'GCG | ¢.514_515del Alal72Phe
n:1 NM_000141.4 2gcCAACACTGTC GCinsTT p-
Pfeiffer sendromu FGFR2
n:3 NM_000141.4 8 TAT-TGT c.1019A>G p-Tyr340Cys
Pfeiffer sendromu FGFR2
n:l NM._000141.4 12 AAT-ACT c.1646A>C p-Asn549Thr
Pfeiffer sendromu FGFR2
n:l NM_000141.4 13 GAG-GCG c.1694A>C p.Glu565Ala
Crouzon
FGFR2
sen(Illll‘(z)mu NM_000141.4 7 TGC-TTC c.833G>T p-Cys278Phe
Crouzon
FGFR2
senﬁl:;)mu NM_000141.4 8 TGC-TAC c.1025G>A p.Cys342Tyr
Muenke
FGFR3
semlill-'gmu NM._000142.4 7 CCG-CGG 749C>G p-Pro250Arg
Saethre Chotzen
TWISTI
sen;ill-';)mu NM._000474.3 1 CAG-TAG 355C>T p-GIn119Term
Saethre Chotzen
TWIST1
senilll"(l)mu NM._000474.3 1 GAG-TAG ¢.376G>T p.Glul26Term
c.396_416,
21bp dup
Saethre Chotzen TWIST] GAAGATCATCCC
sendromu NM 0004743 1 CACGCTGCC; - -
n:1 - ) CGCGCTG"131CGg
aagatcatccccacgetgee
GAAGATCATC
S o | s | AT VST |
NM_000474.3 | gen zigot tum &
n:1 delesyonu
Non-sendromik . .
e . FGFR2 **p.His78His
kramy:l)‘sllnostoz NM._000141.4 3 CAC-CAT c.234C>T
AA*:Amino asit **Yeni mutasyon
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5. TARTISMA

Kraniyosinostoz, beyin kubbesinin siitiirlerinden bir veya birkaginin erken
kapanmasi ile ortaya c¢ikan, 1/2100-1/2500 canh dogumda bir gozlenen, cocukluk
caginin en Onemli morbidite etmenlerinden biridir (1-2, 67). Beyin kubbe siitiirleri
kafatasmna esneklik ve beyin hacminin gelismesine olanak saglar. Siitiirlerin erken
kapanmasi ise kraniofasiyal ve merkezi sinir sisteminin gelisimini olumsuz etkiler ve
kraniyal ve fasiyal deformasyona/ dismorfizme yol acar. Bu malformasyon ¢cogunlukla
izole, nadir olarak da baska bulgularla birlikte sendromik olarak gozlenir. Bu
sendromlardan iyi tanimlanmis olanlar akrosefalosindaktili grubunda yer alan Apert,
Pfeiffer, Crouzon, Muenke ve Saethre-Chotzen sendromlaridir. Kraniyosinostozlarin
onemli bir boliimiinii non-sendromik kraniyosinoztozlar olusturur ve sinostoz gosteren
stitiire gore isimlendirilirler (sagital, unilateral koronal, bilateral koronal, metopik ve
lambdoid) (2).

Kraniyosinostoz iliskili ilk tek gen mutasyonu, MSX2’de Jabs ve ark.’lar1 (1993)
tarafindan tanimlanmig (102), ancak sonraki yillarda bu iliski gosterilememistir (2, 6).
Reardon ve ark. (1994), Crouzon sendromu’'nda FGFR2 geninde c.1025G>A
(p-Cys342Tyr) mutasyonunu (74), ayn1 y1l Muenke ve ark. (1994) Pfeiffer sendromlu
olgularda FGFRI geninde c.755C>G (p.Pro252Arg) mutasyonunu bildirmislerdir (52).
Rutland ve ark. (1995), Pfeiffer sendromu’nda FGFR2 geninde c.1021A>C
(p.Thr341Pro) mutasyonunu tanimlamustir (103). Ayni1 yil Wilkie ve ark. (1995),
FGFR2 genindeki ¢.755C>G  (p.Ser252Trp) ve ¢.758C>G  (p.Pro253Arg)
mutasyonlarmin Apert sendromu ile iliskisini gostermistir (67). iki y1l sonra Muenke ve
ark. (1997), FGFR3 geninde ¢.749C>G (p.Pro250Arg) mutasyonunu tanimlamis ve ayni
yil, El Ghouzzi ve ark. (1997) Saethre-Chotzen sendromlu olgularda TWISTI geninde,
c.376G>T (p.Glul26Term) mutasyonunu ilk kez gostermistir (104). NCBI veri
tabaninda (Mayis 2015) yapilan taramada kraniyosinoztoz iligkili gen sayisinin 24’e
(ADAMTSIA, ALX4, CHST3, ERF, FBNI,FGF3, FGFRI, FGFR2, FGFR3, FREMI,
GLI3, IGFIR, ILIIRA, MCPHI, MSX2, OSTMI, RBFOXI, RUNX2, SHOC2, SOX6,
TCF12, TGFBRI, TGFBRI, TWISTI) ulastig1 gozlenmistir (91, 105).

Bugiine kadar yaymlanmis genis olgu seri caligmalari, kraniyosinostoz iligkili

mutasyonlarin yaklasik %32’sinin FGFR2, %25’inin FGFR3 ve %19 unun TWISTI
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geninde oldugunu gostermektedir (2). Kraniyosinostozlu olgularin halen 6nemli bir
boliimiinde molekiiler etiyoloji aydinlatilamamis olmasi yeni aday genlerin varligi veya
farkli mekanizma olasiligini isaret etmektedir.

Kraniyosinostozlu olgularda tanimli genlerin arastirdmasmi amaclayan bu
calisma, European Research Area Network (E-RARE) CRANIRARE-2 destekli
“Kraniofasiyal Malformasyonlara Klinik ve Genetik Yaklasim” projesinin (112S398)
bir boliimii olarak planlanmisti. Calismanin bagsladig 2011 yilinda, kraniyosinostoz ile
iliskisi kesinlesmis sekiz gen (FGFRI, FGFR2, FGFR3, TWISTI, MSX2, POR, FREM1
ve RAB23) mevcuttu ve bu genlerin olgu grubumuzda belli bir akis semasi i¢inde dizi
analizi ve MLPA teknigi ile incelenmesi, mutasyon ve mutasyon oranlarinin saptanmast
amaclanmisti. Mutasyon saptanmayan olgularin ise ikinci asamada planlanacak yeni
calismalarda fenotiple iligkili yeni genlerin belirlenmesinde ©Onemli bir kaynak
olusturacag 6n goriilmiistii.

1990-2014 yillar1 arasinda, [.U, I.T.F, Tibbi Genetik AD, Tibbi Genetik
poliklinigine kayithh 31’1 sendromik ve dokuzu non-sendromik toplam 40
kraniyosinostoz olgusunda yiiriitiilen calismamizda, mutasyon saptama orani %52,5
(21/40) idi. Sendromik grupta mutasyon saptama orani %64,5 (20/31) iken, non-
sendromik grupta bu oran % 11,1 (1/9) idi. Sendromik olgularda molekiiler tan1 olasilig
non-sendromik olgulara gore belirgin olarak yiiksek oldugundan, genel serideki
sendromik olgu sayisinin non-sendromik olgu sayisina kiyasla cok daha fazla olmasi
genel seri oranini etkilemektedir. Bu nedenle, mutasyon oranlarinin sendromlara gore
degerlendirilmesinin daha dogru olacag diisiiniilerek, mutasyon saptama oranlar1 klinik
on tanilara gore degerlendirildi. Literatiirde, Apert sendromlu olgularda, mutasyon
saptama orant %91,6 ile %100 arasinda degismektedir (106-107). Serimizde Apert
sendromlu olgularin tiimiinde, ilk basamakta FGFR2 geninde ayni mutasyonun
saptanmasi literatiirle uyumlu idi ve klinik tam1 varliginda molekiiler analizin hizli ve
hedefe yonelik planlanabilecegini gostermektedir.

Apert sendromu i¢in iligkili bilinen tek gen FGFR2’dir ve bugiine kadar toplam
9 farkli mutasyon tanimlanmstir (82, 91). Mutasyonlar arasinda en sik saptanani D3
domainini kodlayan bolgede yer alan, ekzon 7 ¢.755C>G (p.Ser252Trp) mutasyonudur.
Ikinci siklikla olan mutasyon ise aym domaini kodlayan bolgede ve ekzon 7’de
c.758C>G (p.Pro253Arg) mutasyonudur (12, 49, 106-109) Bu iki FGFR2 geni
mutasyonu, olgularin %95-98’inde gosterilmektedir (2, 12, 109). Olgularimizin
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tiimiinde saptanan p.Ser252Trp mutasyonu, Tiirkiye’den 12 Apert sendromlu olguyu
irdeleyen bir caligmada (106), 11 olgunun yedisinde (%58), gosterilmis, dordiinde ise
p.Pro253Arg (%33) mutasyonu saptanmistir (106). Serimizde ikinci mutasyonun

saptanmamasi olgu sayisiin siirl olmasi ile iligkilendirilebilir.

FGFR?2 geninde ¢.755C>G mutasyonu, cDNA diizeyinde 755. niikleotid olan
sitozinin guanine transversiyonu sonucu, translasyonda peptit zincirinde 252. kodondaki
serin aminoasidi triptofan aminoasidine doniismesine (p.Ser252Trp) yanlis anlamli bir
mutasyonun olusmasma yol ag¢maktadir. Lemonnier ve ark.’lart (2001), Apert
sendromu’nda bu mutasyonun kaspaz 8 ve c¢esitli sitokinler ile PKC yolagini1 aktive
ederek, osteoblast apoptozunu indiikledigi ve prematiir kraniyal osifikasyona yol
actigini gostermistir (17, 110-111). Mezenkimal kok hiicreler yetiskin kemik homestazi
icin onemli olup, fare calismalari, p.Ser252Trp mutasyonunun proliferasyonu azaltip,
osteoblast olgunlagsmas1 ve erken donem kemik matriks mineralizasyonu farklilagmasi
ve anormal apoptoz sonucu normal kemik gelisimini degistirdigini gostermistir (111).
Yeh ve ark. (2013), koronal siitiir periosteal fibroblastlar1 kullanarak yaptiklar1 fare
modeli c¢alismasinda, normal FGFR2'nin FGF2 ile aktive olmasiyla, 79 farkli genin
ekspresyonunun degistigini ve bu genlerin hiicre proliferasyonu ve gogiinde rol alan
MAPK, PI3K/Akt (phosphoinositide-3-kinase / protein kinase B) veya jak-STAT
(Signal Transducer and Activator of Transcription) sinyal yolaklar1 tizerinde oldugunu
gostermiglerdir. p.Ser252Trp mutasyonunun 6zellikle hiicre oOlimii ve hiicre
dongiisiinde rol alan 55 farkli genin ekspresyonunu azalttigmni bildirmislerdir. Bu
mutasyonun, FGFR2’de fonksiyon kazanimi ile asir1 sinyal verme islevi
gerceklestirerek, farkli genlerin aktivasyonuna yol actigini gostermislerdir (112).
FGFR2 mutasyonlarinin fosfolipaz Cy, PKCa ve Src gibi cesitli sinyal yolaklarm
etkilemesi ile osteoblast fonksiyonu ve kraniyal osteogenez hizinda artis meydana
geldigi bildirilmistir (113). Miraoui ve ark. (2010), p.Ser252Trp mutasyonuna sahip
insan Apert osteoblastlarinda transkriptomik analizlerle aktif FGFR2’nin EGFR ve
PDGFRa iiretimini ve sinyal vermesini arttirdifini ve bunun bazi osteoblast 6zgiin
genleri [RUNX2, (osteoblast transkripsiyon faktor); ALP, (Alkalin fosfataz); COLIAI,
(tip 1 kollagen) ve OC (osteokalsin)] inhibe ederek, mutant hiicrede anormal osteoblast

fenotipine neden oldugunu saptamislardir (38, 113).
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Ozgiin klinik bulgular1 olan Apert sendromu’nda yiiksek mutasyon saptama
oranit ve mutasyonlarin %95’den fazlasinin, yukarida belirtilen iki mutasyon olmasi
klinik ve molekiiler taniy1 kolaylastirmaktadir. Olgularda ailevi kalitim goriilmemesinin,
nedeni klinik bulgularin diger kraniyosinostoz sendromlarma gore cok daha agir olmasi
ve ailevi kalitima olanak vermemesi olarak yorumlandi. Tiim de novo mutasyonlarin,
baba yasi ile arttig1 bilinmektedir ve bu durum baba yasi ile DNA tamir proteinlerinin
aktivitesinin azaldig1 hipotezi ile agiklanmaktadir (71,135). Apert sendromlu bes
olgumuzun baba yasi ortalamasi 35,6 (yas araligr 30-38) idi. Glaser ve ark. (2003),
yaglar1 21 ile 80 aras1 148 erkegin spermlerinde p.Ser252Trp ve p.Pro253 Arg mutasyon
oranii farkh yas kategorilerinde degerlendirmis ve mutant sperm sikliginin 37 yasinda
artmaya basladigini, 60 yas lizeri gruplarda mutasyon oranmin genglere gore ¢ok daha
yiiksek oldugunu, ancak Apert sendromlu ¢ocugu olan genc¢ erkeklerde ise bu mutasyon
oranlarinin Apert sendromlu ¢ocugu olmayan yaghlara gore anlaml yiiksek oldugunu
gozlemlemislerdir. Yazarlar, spermde mutasyon sikliginda artis, mutant spermlerin
secimi, birikmis ¢evresel etki, DNA tamir mekanizmasi ve apopitozisde azalma gibi bir

cok faktoriin etkin olabilecegini ileri stirmiistiir (71).

Pfeiffer sendromu’nun klinik spektrumu, Apert sendromu’na gore daha genistir.
Literatiirde kraniyosinostozu olmayan, ancak FGFRI geninde mutasyon gosterilen
Pfeiffer sendromu olgusu klinik spektrumun genisligini gosteren bir Ornektir (115).
Bugiine kadar bu sendrom ile iligskili olarak FGFRI ve FGFR2 gen mutasyonlari
gosterilmigtir. Pfeiffer sendrom’lu olgularimizda ilk basamakta FGFR2 geni ekzon 7-8
incelendiginde (tablo 3), dokuz olgunun {ii¢iinde ilk basamakta mutasyon saptandi ve
mutasyon yakalama oram1 %33,3 olarak belirlendi. ikinci basamakta, ilk basamakta
mutasyon belirlenemeyen alt1 olguda, FGFR1 ve FGFR3 genlerinde ekzon 7 ve FGFR2
geninde ekzon 3, 5, 11, 14-17 tarandiginda, sadece bir olguda FGFR2 geninde ekzon
5’de mutasyon saptandi ve bu basamakta mutasyon yakalama orami %16,6 olarak
belirlendi. Mutasyon belirlenemeyen bes olguda, tigiincii basamakta FGFR2 ve FGFR3
genlerinin diger ekzonlar1 dizilendi ve MLPA teknigi ile del/dup mutasyonlari
aragtiritlmasi ile bes olgunun ikisinde FGFR2 ekzon 12 ve 13 de mutasyon saptandi. Bu
sekilde, bu basamakta mutasyon yakalama oranit %40 olarak belirlendi. Bu ¢alismada,
Pfeiffer sendrom’lu dokuz olgunun altisinda dort farkli mutasyon saptanarak, mutasyon
yakalama oranit %66,6’ya ulast1 ki bu oran literatiirde %55-95 arasinda verilmektedir
(12, 109, 116). Bugiine kadar Pfeiffer sendromu’nda OMIM ve HGMD veritabanlaria
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gore mutasyonlar agirhikli olarak FGFR2 geninde (%95), ikinci siklikla ise FGFRI
geninde (%5) saptanmaktadir (82, 91). Cornejo-Roldan ve ark.’nin (1999), 78 olguluk
serilerinde FGFR?2 geninde 40 olguda 18 farkli mutasyon saptandig bildirilmistir (116).
Kan ve ark. (2002), 23 Pfeiffer olgusunun 21’inde FGFR2 geninde 14 farkhh mutasyon
saptadiklarin1 bildirmislerdir (49). FGFR2 geni mutasyonlarinin Apert sendromu’nda
saptanan mutasyonlarla ortiigmemesi, ayn1 gendeki farkl allellerin farkl fenotiplere yol
acmasi ile gozlenen allelik heterojenite icin cok tipik bir 6rnek teskil etmektedir.
Calismamizda Pfeiffer sendromlu alti olguda saptanan dort mutasyon, daha Once
yayinlanan Tiirk populasyonundaki bes olguluk diger calismada (106) saptanan dort
mutasyondan farkhidir. Pfeiffer sendromu ile iliskili FGFRI ve FGFR2 geninde, yanls
anlamli, kirpilma hatasi, insersiyon ve indel mutasyonlar1 olmak iizere 27 farkh
mutasyon bildirilmistir (91). Literatiir taramasma gore FGFR2 genindeki mutasyonlar
icinde Pfeiffer sendromu’nda en siklikla saptanan mutasyonlar; ekzon 7°deki c¢.870G>T
(p-Trp290Cys), ekzon 8’deki c.1019A>G (p.Tyr340Cys), ekzon 8’deki c.1024T>C
(p.Cys342Arg) ve ekzon 8’deki ¢.1052C>G (p.Ser351Cys) mutasyonlaridir (2, 12, 109,
117-118). Serimizde en sik (3/6) saptanan mutasyon ekzon 8 c.1019A>G (p.Tyr340Cys)
mutasyonudur. Bu mutasyon ilk kez, Cornejo-Roldan ve ark.’lar1 tarafindan (1999)
tanimlanmistir (116). Genin D3 bolgesinde yer alan bu mutasyon, cDNA diizeyinde
1019. siradaki A>G tranzisyonu sonucu protein diizeyinde 340. kodonda yer alan tirozin
aminoasiti sistein aminasitine doniismekte, peptit yapisinda yeni sistein rezidiilerinin
kazanimu ile disiilfit baglarinda yeni bir yapilanma olusarak reseptor dimerizasyonu ve
tirozin kinaz domainlerinin ligantsiz otofosforilasyonu gerceklesmektedir. Boylece bu
mutasyonun liganttan bagimsiz fonksiyon kazanimina yol a¢tigi yorumu yapilmaktadir

(12, 39, 119).

Olgularimizdan birinde saptanan FGFR2 geni ekzon 12°de tirozin kinaz
bolgesini kodlayan dizi tizerinde bulunan c.1646A>C mutasyonu, protein diizeyinde
549. pozisyondaki asparajin aminoasitini, treonin aminasitine doniistiirerek
(p-Asn549Thr) yanlis anlamli bir mutasyona yol agmaktadir. Diger olgumuzda saptanan
c.1694A>C mutasyonu ilk kez Zankl ve ark. (2004) tarafindan bildirilmistir (120). Bu
mutasyon, cDNA diizeyinde 1694. niikleotidde A>C transversiyonu sonucu
translasyonda 565. kodondaki glutamat aminoasitini, alanin aminoasitine doniistiiren
(p.GluS65Ala) yanhs anlamli bir mutasyondur. Kinaz bdlgesinde olusan bazi

mutasyonlarin proteinin ii¢ boyutlu yapisim1 degistirip ligant bagimsiz aktivasyona yol
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actigin1 gosteren c¢alismalar bulunmaktadir (121). Bu mutasyonu tasiyan Pfeiffer
olgumuzda, ek olarak parsiyel iris kolobom bulgusu da mevcuttu. Cai ve ark. (2013),
FGF/FGFR sinyal yolaginda FGFRI ve FGFR2’deki spesifik nokta mutasyonlarinin
sinyal kaskatimni etkileyerek optik disk ve optik sinir disgenezisine ve okiiler koloboma
yol acabilecegine dikkat ¢cekmislerdi (122). Olgumuzdaki kolobom bulgusu bu goriisii
desteklemektedir. Pfeiffer sendrom’lu diger bir olguda FGFR2 geninde D2 domain
bolgesinde, ekzon 5°de saptanan c.514_515delGCinsTT heterozigot indel degisimi 514.
ve 515. pozisyonda delesyona ugrayan guanin ve sitozin niikleotidi yerine iki timin
niikleotidinin yerlesmesi ile ortaya c¢ikmaktadir. Boylece protein dizisinde 172.
pozisyondaki alanin aminoasidi, fenilalanin aminoasidine doniiserek (p.Alal72Phe)
yanlis anlamli mutasyon ortaya ¢ikmaktadir. Literatiir ile uyumlu olarak bu mutasyonu

tastyan olgumuzun da fenotipi “hafif” olarak degerlendirilmisti (49).

Pfeiffer sendrom’lu bes ve Crouzon sendrom’lu 25, toplamda 30 olgunun dahil
edildigi bir cahsmada, FGFR2 geninde 278. ve 342. poziyondaki iki hot spot sistein
rezidiisiinde saptanan mutasyonlar olgularin %60’ 1indan (18/30) sorumlu tutulmustur
(123). Diger bir ¢alismada, Pfeiffer sendrom’lu olgularda FGFR2 geninde 278. ve 342.
poziyondaki mutasyon oram1 %42,5 (17/40) olarak gosterilmistir (117). Tiirkiye’den
yapilan bir ¢alismada, 14 Crouzon sendromlu olgunun birinde 278. kodonda ve bir
digerinde ise 342. kodonda mutasyon saptandig bildirilmis, aym calismada Pfeiffer
sendromlu alt1 olgunun birinde de 342. pozisyonda mutasyon bulundugu gosterilerek
mutasyon oraninmn %15 oldugu gozlenmistir (106). Mayis 2015’te  HGMD
veritabanlarinda FGFR2 geninde Crouzon sendromuyla iliskilendirilmis 54 mutasyon
bildirilmektedir. Bu 54 mutasyonun ikisi 278. ve dordii 342. pozisyondadir. Bu iki hot
spot mutasyon digindaki diger mutasyonlar genin diger ekzonlarma yayilmistir. Pfeiffer
sendromu 1ile iligskili FGFR2 geninde 27 farkh mutasyondan sadece 342. pozisyonda bir
mutasyon bildirilmektedir (91). Calismamizda Crouzon sendromlu ii¢ olgudan ikisinde
278. ve bir olguda 342. poziyonda mutasyon saptanmis, Pfeiffer sendrom’lu alt1 olguda
ise bu iki Crouzon i¢in hot spot mutasyon bolgesinde mutasyon saptanmamistir. HGMD
ve serimiz bulgularina gore 278. pozisyon mutasyonlar1 daha ¢ok Crouzon sendromu ile
iligkili goriinmektedir. Literatiirde Pfeiffer sendromlu olgularda sadece ii¢ olguda 278.
pozisyonda mutasyon bildirilmektedir (7,137). Artan bilgi birikimi ile genotip-fenotip
korelasyonu olup olmadig aydinlatilabilecektir.
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Crouzon sendrom’lu olgularda ilk basamakta FGFR2 geni ekzon 7-8
incelendiginde (tablo 3), alti olgunun iigiinde yukarida bahsi gecen iki farkli kodon
noktasinda mutasyon saptanarak, Crouzon sendromu’ndaki mutasyon yakalama
orant %50 olarak belirlendi. Bu oran cesitli yaymlarda % 90’dan yiiksek olarak
gosterilmektedir (12, 123). Lajeunie ve ark. (2006), calismasinda Crouzon sendromlu
60 olgunun 57’sinde (%95) FGFR2 geninde mutasyon saptamislar ve 12 olguda
saptanan ¢.1025G>A (p.Cys342Tyr) mutasyonunun, %22 orani ile en sik goriilen
mutasyon oldugunu bildirmislerdir (12). Kan ve ark. (2002), 34 Crouzon sendrom’lu
olgunun 26’sinda FGFR2 geninde mutasyon saptamig ve sadece bu genin analizi
ile %76,4’lik mutasyon yakalama oranma ulasmislardir (49). Roscioli ve ark. (2013)’da
90 olgunun 66’sinda (%73) FGFR2 geninde mutasyon saptarken iki olguda (%?2,2)
FGFR3 geninde mutasyon belirlemisler ve bdylece %75,6’lik mutasyon yakalama
oranina ulasmislardir (109). Kress ve ark. (2000) ise 28 Crouzon sendromlu olgunun
25’inde FGFR2 geninde mutasyon gostererek, mutasyon saptama oranlarmi % 89
olarak belirtmiglerdir (123). Nur ve ark. (2014), 14 Crouzon sendromlu olgunun
sekizinde mutasyon saptayarak %357,1’lik mutasyon yakalama oranmna ulagsmislardir
(106). Serimizde mutasyon saptama orant (%50), daha once Tiirkiye’den yapilan
calisma ile uyumlu bulunmustur. Alt1 olgumuzdan mutasyon saptanmayan ii¢ olguda
birinci derece kuzen evliligi olmas1 Crouzon fenotipe sahip olgularda otozomal resesif

mutasyonlarla iliskili yeni genlerin varligini diigiindiirmektedir.

Crouzon sendromlu alt1 olgunun ikisinde saptanan FGFR2 genindeki ¢.833G>T
(p.Cys278Phe) mutasyonu ilk kez 1995 yilinda Oldridge ve ark.’nin 6 olgusunda
gosterilmistir (124). D3 bolgesi iizerinde bulunan bu mutasyon ile cDNA diizeyinde 833.
niikleotiddeki G>T transversiyonu sonucu translasyonda 278. kodonda yer alan sistein
aminoasiti, fenil alanin aminasitine doniiserek yanhs anlamli mutasyon olugmasina yol
acmaktadir (p.Cys278Phe). Sistein rezidiilerinin kaybi ile D3 domaininde yer alan
disiilfit baglarindaki yeni formasyon ile reseptor dimerizasyonu meydana gelmekte,
tirozin kinaz domainlerinin otofosforilasyonu gerceklesmekte ve liganttan bagimsiz
fonksiyon kazanimi mutasyonu gerceklesmektedir (12, 39, 119). Cesitli caligmalarda
p-Cys278Phe mutasyonu Crouzon disinda Pfeiffer ve coklu siitiir sinostozlu olgularda
da tanimlanmistir (49, 107, 109, 123, 125). Calismamizda Crouzon sendromlu diger bir
olguda FGFR2 geninde c.1025G>A mutasyonu saptanmugstir. D3 bdolgesi lizerinde

bulunan bu mutasyon ile cDNA diizeyinde 1025. niikleotiddeki G>A tranzisyonu
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sonucu translasyonda 342. pozisyonda yer alan sistein aminoasiti, tirozin aminasitine

doniiserek mutasyon ortaya ¢ikmasi beklenmektedir (p.Cys342Tyr).

Mansukhani ve ark.’lar1 (2000) fare osteoblastlarinda yaptiklar1 calismada
p.Cys342Tyr veya p.Ser252Trp mutasyonu tasiyan farelerde, her iki mutasyonun da
farklilasmay1 azaltarak, apoptozu Onemli oranda arttirdigini gostermiglerdir. Ayrica
biyokimyasal analiz teknikleri ile, osteoblastlardaki FGF sinyali analizinde, FGF2
ligandinin artis1 ile apoptozun fare kalvaryasinda arttigini belirlemislerdir. Bu durumun
FGF sinyalinin hiicre oliimiinii indiiklemesi sonucu osteoblastlarin proliferasyon ve
farklilasmas1 gibi farkli etki olusturdugunu bildirmislerdir (43). Hatch ve ark. (2006),
FGFR2 genindeki p.Cys278Phe ve p.Cys342Tyr mutasyonlarmin reseptordeki
glikolizasyonu azalttig, reseptor otoaktivasyonunu ise arttirdigini bildirmislerdir. Bu
durumun reseptor dimerizasyonuna yol acarak MAPK ve phosphatidylinositol 3-kinaz
gibi sinyal yolaklarini aktif hale getirdigi ve osteoblast hiicre serilerinin yikimina neden
oldugu bildirilmistir (42). FGFR2 geninde olusan fonksiyon kazanim mutasyonlarinin
Apert sendromu’nda alternatif ligand baglama afinitesini artirarak, Crouzon
sendromu’nda ligand bagimmsiz otofosforilasyon, dimerizasyon ve tirozin kinaz
aktivitesini arttirarak fenotipe yol actigini bildirmislerdir (42-43). Yeh ve ark. (2013),
bilateral koronal sinostozun goriildiigii Apert ve Crouzon sendromu’nda farelerde
koronal siitiir periosteal fibroblastlarda FGFR2 genindeki fonksiyon kazanim
mutasyonlarindan, p.Cys342Tyr ve p.Ser252Trp mutasyonlarinin molekiiler ve hiicresel
diizeyde farkli oldugunu belirtmisler, Apert ve Crouzon sendromu’na neden olan sinyal

mekanizmasinin farkli olmasiyla iliskilendirmislerdir (112).

Calismamizda Saethre-Chotzen sendromu olgularimizda, ilk basamakta TWIST]
geni 1. ekzon incelenmistir (tablo 4). Bu grupta degerlendirilen yedi olgunun dordiinde
mutasyon saptanmis ve mutasyon yakalama oran1 %57 olarak belirlenmistir. Roscioli ve
ark. (2013), Saethre-Chotzen sendromlu 63 olgudan 39’unda TWISTI geninde (%62),
birinde FGFR2 geninde (%2) mutasyon saptamislar ve mutasyon yakalama
oranlarim1 %63,7 olarak bildirmislerdir. (109). Wilkie ve ark. (2010), 14 Saethre-
Chotzen sendromlu olgunun tiimiinde, TWIST! geninde farkli mutasyonlar saptamig ve
mutasyon yakalama oranint %100 olarak vermislerdir (7). Caliymamizda Saethre-

Chotzen sendromu i¢in saptadiZimiz mutasyon yakalama oraninin diisiik bulunmasi,
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ortiisen klinik bulgular nedeniyle yanlhs klinik tan1 olasilig1 ve olgu sayisinin az olmasi
ile iligkili olabilir.

Literatiire gore Saethre-Chotzen sendromu’na TWISTI ve FGFR2 genindeki
heterozigot mutasyonlar yol a¢gmaktadir (2, 6, 15). Bugiine kadar yapilan Saethre-
Chotzen sendromu ile ilgili ¢alismalarda, TWISTI geninde 147 farklh mutasyon (yanhs
anlamli, anlamsiz mutasyon, delesyon, insersiyon, duplikasyon, indel ve kompleks)
bildirilmistir (91). Literatiirde FGFR2 gen mutasyonu (c.804_809delAGTGGT) iligkisi
sadece bir olguda bildirilmistir (134). Saethre-Chotzen sendromuna benzeyen (Saethre-
Chotzen-like) bir olguda da FGFR2 de mutasyon (c.842A>G, p.Tyr281Cys)
gosterilmistir  (109). Bu durum FGFR2 iligkisinin son derece nadir oldugunu
gostermektedir. Serimizde de Saethre-Chotzen sendromlu olgularimizda FGFR?2
geninde herhangi bir mutasyon saptanmamustir.

TWISTI genindeki ¢.355C>T (p.GIn119Term) ve ¢.376G>T (p.Glul26Term)
anlamsiz mutasyonlari, “dur kodonu”na neden olmaktadir. Kress ve ark. (2006)
¢.355C>T mutasyonunu ilk kez, iki farkl aileden ii¢ olguda tanimlamustir (14). Roscioli
ve ark.’nm (2013) serisindeki 63 Saethre-Chotzen sendromlu olgunun 39’unda TWIST!
geninde, birinde ise FGFR2 geninde mutasyon saptanmistir. Bu calismada TWISTI
geninde ¢.355C>T ve ¢.376G>T mutasyonlar1 birer olguda ve gen delesyonu ise iki
olguda gosterilmistir (109). Saethre-Chotzen sendromu’nda mutasyonlarin yaklagik
%68°1 TWIST1 proteini basic*helix-loop-helix” (b-HLH) domain kodlayan bolgelerinde
yer almaktadir (14, 85) HLH bdlgesi protein dimerizasyonu ve DNA’ya baglanmak i¢in
onemlidir. TWIST1 proteini olduk¢a korunmus olan iki bolge icermektedir. Bunlar,
DNA baglanma domaini ve b-HLH motif bolgesidir (25). ¢.355C>T ve ¢.376G>T
mutasyonlart DNA baglanma bolgesi icinde yer almaktadir. Bu heterozigot mutasyonlar
TWISTI geninde haployetersizlige yol agmaktadir. Bu durumda anlamsiz mutasyonlarin
erken dur kodonuna yol acmasi nedeniyle translasyonun erken kesilmesi, mRNA yikimi
(decay) ya da giidiik (trunke) protein iiretimi sonrasi giidiik proteinin proteazlar ile
parcalanmasit nedeniyle fonksiyon kaybina yol a¢masi beklenmektedir. Anlam
degistiren mutasyon tipinin ise, proteindeki heterodimer yapisin1 bozarak sitoplazmada
anormal lokalizasyona neden olmasi beklenmektedir (25). Chen ve ark.’larmin (1995)
farelerde yaptig1 calismada twist/ geninin heterozigot delesyonunun, kraniyal ve el/ayak

defektlerine yol actig bildirilmistir (126).
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Saethre-Chotzen sendromlu bir olguda (SCS4) ve hafif etkilenmis annesinde
literatiirde tanimlanmis ¢.396_416, 21bp dupGAAGATCATCCCCACGCTGCC
mutasyonu saptandi. Annenin fenotipinin indeks olguya gore daha hafif olmasi,
otozomal dominant kalittmli hastaliklarda gozlenebilen ekspresivite degiskenligi ile
aciklanabilir. Wilkie ve ark. tarafindan daha Once iic olguda gosterilen (127) bu
mutasyon, bHLH icerisindeki helix] ve bu bolgenin ardindan gelen loop bdlgelerini
kapsamaktadir (25). El Ghouzzi ve ark. (1999), farelerde Twist tarafindan iiretilen ve b-
HLH domaini i¢eren transkripsiyon faktoriiniin kraniyal noral tiip morfogenezinde, kafa
mezenkimi olusmasinda gerekli oldugunu gostermisler ve ayrica farelerde heterozigot
Twist yoklugunun kafatas1 defektlerine neden oldugunu bildirmislerdir (104).

Saethre-Chotzen sendromlu bir olguda (SCS5), MLPA teknigi ile TWISTI
geninde heterozigot tiim gen delesyonu saptanmustir. Literatiirde TWISTI geninde
ekzonik veya tiim gen delesyon mutasyonu orant %11-28 olarak bildirilmektedir (99-
100, 128-129). Cahsmamizda, yedi Saethre-Chotzen sendromlu olgunun birinde
delesyon saptanmis olmasi serimizde delesyon tipi mutasyon oranmin %14,2 oldugu

lehine yorumlanabilir.

Muenke sendromlu dort olgunun ikisinde (MUS03 ve MUSO04) birinci basamak
testinde, FGFR3 geni ekzon 7’de c¢.749C>G (p.Pro250Arg) mutasyonu saptanmis ve
mutasyon yakalama oranimiz %50 olarak belirlenmistir. FGFR3 genindeki bu mutasyon,
ilk olarak Bellus ve ark. (1996) tarafindan 10 olguda yapilan ¢aligmada tanimlanmistir
(130-131). 1997 yilinda ise Muenke ve ark.’lar1 sekizi izole 12’si ailevi olan 20 koronal
sinostozlu olguda yaptiklar1 bir calismada, olgularin tiimiinde p.Pro250Arg mutasyonu
saptamuslardir (130). Wilkie ve ark.’larinin (2010), 20 Muenke sendromlu olgunun
tamaminda FGFR3 geninde mutasyon saptayarak tek gen ile %100 mutasyon yakalama
oranma ulagmalarina karsin , Kress ve ark. (2006) yedi olgunun altisinda (%387,5),
Roscioli ve ark. (2013) 48 olgunun 33’i{inde (%68,6) bu gende mutasyon saptamiglardir
(7, 14, 109). Serimizde mutasyon yakalama oranmmizin literatiire gore diisiik olmasinin
nedeni, ortiisen klinik fenotipler veya benzeri fenotipin farkli kalittm modelleri ve yeni

genlerin varlig ile ilgili olabilir.

FGFR genlerinde olusan bazi prolin-arjinin aminoasit degisim mutasyonlari
kraniyosinostoz sendromlarinda sik¢ca goriilmektedir. Bunlar, Pfeiffer sendromunda

FGFRI1 geninde saptanan p.Pro252Arg, Apert sendromu’da FGFR2 geninde saptanan
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p.Pro253Arg, Muenke sendromu’'nda FGFR3 geninde saptanan p.Pro250Arg
mutasyonlaridir (132).

Non-sendromik kraniyosinostoz klinik tanili dokuz olgumuzun besinde sagital,
ikisinde unilateral koronal, birinde bilateral koronal ve birinde de lambdoid sinostoz
mevcuttu. Bu grupta degerlendirilen ve sagital sinostoz nedeniyle dolikosefalisi olan bir
olguda, FGFR2 geninde saptanan ve daha Once literatiirde tanimlanmamis olan sessiz
degisimin ¢.234C>T (p.His78His) orneklenen etkilenmis aile bireylerinde gosterilmesi,
etkilenmemislerde ise goOsterilememesi, ve ayrica analiz edilen tahmin programinda
“hastalik iliskili” yorumunun yapilmasi, sagital kraniyosinostoz ile iliskili oldugu
yoniinde degerlendirilebilir. Bu rastgele bir birliktelik de olabilecegi gibi, fenotip ile
iligkili de olabilir. Sinonim mutasyonlar yeni bir kirpilma hatasma yol acabilecegi gibi,
translasyon hizin1 degistirebilecek fonksiyon kayiplarma neden olabilmektedir (133).
Saptanan degisimin daha kapsamh segregasyon calismasi icin, aile incelemesinde
etkilenmis baba tarafindan daha fazla bireyin calismaya katilmasmin yararli olabilecegi
diisiintildii. Indeks olgunun daha agir etkilenmis olan kiz kardesinde (Sekil 43, 1V:2)
sitogenetik analizde, dengesiz bir translokasyon varliginmn, annedeki dengeli
translokasyonun dengesiz iriinii oldugu bilgisine ulasildi. Olgudaki agir fenotipik
bulgularin (yonca yaprag kafa, bilateral pitoz ve eksoftalmik goriiniim, hipertelorizm, dar-
yiiksek damak) kromozom anomalisi ile iligkili oldugu diisiiniilebilir.

Non-sendromik kraniyosinostoz olgu grubunda, dokuz olgunun birinde FGFR?2
geninde ekzon 3’de, olasi mutasyon saptanmis ve mutasyon yakalama orani
serimizde %11,1 belirlenmistir. Nur ve ark. (2014), 67 non-sendromik kraniyosinostoz
olgusunda FGFR2 geni hedef bolgelerinde yaptiklart incelemede mutasyon
saptamamiglardir  (106). Roscioli ve ark.’nin  (2013), 242 non-sendromik
kraniyosinostoz olgusunu degerlendirdigi bir cahsmada, 102 koronal sinostoz
olgusunun sekizinde, biri FGFRI, ikisi FGFR2, iicii FGFR3, ikisi TWISTI genlerinde
ve 94 sagital sinostoz olgusunun ikisinde FGFR2 geninde mutasyon saptandigl, metopik
sinostozlu 41 ve lambdoid sinostozlu bes olguda ise mutasyon saptanmadig
bildirilmistir (109). Bu calismada mutasyon saptama orani %4 bulunmustur. Kan ve ark.
(2002), 73 olguluk serilerinde 36 koronal sinostoz olgusunun iiciinde, FGFR2 geninde
mutasyon saptanmig, 17 metopik sinostoz, 13 sagital sinostoz, iki lambdoid sinostoz ve
bes coklu siitiir sinostozlu olguda ise mutasyon saptamadiklarini bildirmis ve

calismalarinda mutasyon saptama oranint %4 olarak belirlenmistir  (49).
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Calismamizdaki olgu sayisinin literatiirdeki serilere gore cok diisiik olmasi, mutasyon
yakalama oranimizi yiikseltmis géziikmektedir.

Arastirmamizdaki akis semasina gore, Apert sendromlu olgularin tamaminda
birinci basamakta mutasyon saptanmistir. Pfeiffer sendromlu olgularda birinci
basamakta olgularin %33’1inde, ikinci basamakta mutasyon
saptanmayanlarin %16’sinda, li¢lincii basamakta ise %40’ 1n mutasyon gosterilebilmistir.
Crouzon sendromlu olgularda birinci basamakta olgularin %50’sinde mutasyon
belirlenmistir. Mutasyon saptanmayan Crouzon olgularinda diger basamaklarda
herhangi bir mutasyon gosterilememistir. Muenke sendromu olgularda birinci
basamakta olgularin %50’sinde mutasyon saptanmigtir. Mutasyon saptanmayan
olgularda, diger basamaklarda herhangi bir mutasyon gosterilememistir. Saethre-
Chotzen sendromlu olgularda birinci basamakta olgularm % 42.8’inde, mutasyon
saptanmayanlarda ise ikinci basamakta olgularin % 25’inde mutasyon saptanmistir.
Akis semasina gore, calismada yer alan diger genlerde (FGFR1, MSX2, POR, FREM1,
RAB?23) ek bir mutasyon varligl saptanmamuistir.

Mutasyon saptanmayan olgularda, olast otozomal resesif kahtim varligim
arastirmak amaciyla, serimizde mutasyon saptanan ve saptanmayan sendromik ve non
sendromik kraniyosinostoz olgularinda akraba evliligi oranlar1 karsilastirildi.
Serimizdeki 31 sendromik olgunun sekizinin ebeveynlerinde 1°. ya da 1,5" derece kuzen
evliligi oldugu (%?25) gozlendi ki bu oran iilkemiz ortalamasi ile uyumlu (%?23) idi
(135). Mutasyon saptanan ve saptanmayan olgular arasina karsilagtirma yapildiginda ise
mutasyon saptanan 20 olgunun sadece birinde, akraba evliligi (%5) gozlenirken,
mutasyon saptanmayan olgu grubunda 11 olgunun sekizinde (%72,7) akraba evliligi
mevcuttu ve bu dikkat cekici bir fark olarak degerlendirildi. Bu oran bir bagka agidan
degerlendirildiginde, akraba evliligi iriinii olmayan 23 olgunun 19’unda (%82.6)
mutasyon gosterilirken, akraba evliligi {irlinii olan sekiz olgunun ancak birinde (%12,5)
mutasyon gosterilebilmistir. Bu calismada OD mutasyonlarin arastirildigi g6z 6niinde
bulunduruldugunda, elde edilen mutasyon saptama oranlar1 akraba evliligi iiriini
olmayan olgularda, akraba evliligi olanlara gore yiiksektir. Bu durum, mutasyon
saptanmayan akraba evliligi olan olgulardaki fenotipin otozomal resesif mutasyonlarla

kalitilan farkli yeni genlerle iliskili olabilecegi savin1 desteklemektedir.

Tiim sendromik kraniyosinoz olgularinda akis semamizin aynen korunmasinin,

Pfeiffer sendromu’nda ise ili¢iincii basamakta Onerilen FGFR2 ekzon 12 -13 dizi
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analizlerinin ikinci basamakta yer almasmin daha uygun olacag gozlendi (Tablo 12).
Dordiincti  basamakta yer alan MSX2, POR, FREMI, RAB23 genlerinin
kraniyosinoztozlarin etyopatogenezinde ¢ok nadir yer aldig bilgisi ve ¢alismamizda da
mutasyon iligkilendirilen olgu belirlenmedigi igin, akis semamiza belirgin katki
saglamadigl goriisiine varildi. Sendromik ve non sendromik ¢oklu siitiir tutulumu olan
olgularda ise, li¢iincii basamakta aCGH analizlerinin yer almasinin uygun olacagi

gOriisiimiiz kaynaklardan destek almaktadir (2).

Calismamizdaki, dokuz non-sendromik olgunun, altisinin ebeveynlerinde 1° ya
da 1,5° kuzen evliligi oldugu (%66,6) gozlendi ve bu oran Tiirkiye ortalamasmnin iki
katindan yiiksekti. Bu grupta saptanan olasi mutasyon olarak degerlendirilen olgunun
ailesindeki 1,5° kuzen evliligi rastgele birliktelik olup, bu c¢alismada incelenmemis

otozomal resesif farkli gen mutasyonlar1 da fenotip ile iliskili olabilir.

Mutasyon saptanmayan, akraba evliligi olan olgularimizin 6ncelikle otozomal
resesif yeni genlerin tamimlanmasi i¢in 0zgiin bir kohort olusturdugunu, gelecekte
planlanacak yeni projelerde, tiim ekzom/genom incelemeleri ile cok sayida yeni genin

tanimlanmasina olanak saglayacagina inaniyoruz.
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Tablo 12: Sendromik kraniyosinostoz olgularinda bu ¢calismada saptanan mutasyon
oranlarn ve sonuclara gore onerilen molekiiler analiz akis semas1 (mutasyon
saptanan gen/ekzonlar kirmiz, akis semasinda onerilen degisiklikler mavi ile

gosterilmistir.)
Sendrom 1.Basamak 2.Basamak 3.Basamak 4.Basamak
FGFR2
Ap‘il rt Ekzon 7-8
senar.
n:s %100
FGFR2 ekzon
Pfeiffer FGFR2 3,5,11,12,13,14-17 FGFR2 ve FGFR3 ﬁqfﬁé
sendr. Ekzon 7-8 FGFR1 ekzon 7 diger ekzonlar
n:9 g » FGFR3 ckzon 7 > MLPA
%33,3 % 50
Crouzon FGFR2 g(;’l‘;ll‘zl flz;’“ FGFR2 ve FGFR3 MSX2
sendr. Ekzon 7-8 | v diger ekzonlar FREM1
n:6 %50 »| FGFR3 ekzon 7-9 [—p MLPA (P080) POR
TWISTI
Saethre- ekzon 1 MLPA (P080) FGFR2 MSX2
Chotzen R %42,8 o| %2s Ekzon 7-8
sendr. FGFR3
n:7 ekzon 7
TWIST1
Mouenke ekzonl MLPA (POSO) FGFR2 MSX2
sendr. FGFR3 Ekzon 7-8
. : » ekzon 7 > —>
n:4 %50
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7. FORMLAR

7.1. Molekiiler Arastirmalar Icin Bilgilendirilmis Goniilli Onam Formu

T.C.
istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dali
) (tel: 0212 414 2000/ 32564-32327-35067)
MOLEKULER ARASTIRMALAR ICIN BILGILENDIRILMIS GONULLU ONAM
FORMU *

Proje/ Adi: “SENDROMIK VE NON-SENDROMIK KRANIYOSINOSTOZ
OLGULARINDA FGFRI, FGFR2, FGFR3, TWISTI, MSX2, POR, FREMI VE
RAB23 GENLERINDE MOLEKULER ANALIZLER”

Tarih:

Bu calismaya katilma karar1 vermeden Once sizleri ¢alismanin amaci, riskleri ve
yararlar1 konusunda bilgilendirmek istiyoruz. Asagidaki Molekiiler Arastirmalar icin
Bilgilendirilmis Goniillii Onam Formunu okuduktan sonra calismaya katilma karari

verirseniz formu liitfen imzalaymiz.

1.Yapilacak islemin tammm: Arastirmanin amaci sizde/ aile bireylerinizde yukarida
belirtilen genetik hastaliga yol acan genetik faktorleri tanimlamaktir. Bu calisma
Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali tarafindan

yiiriitiilecektir .

Yapilan epidemiyolojik ve genetik calismalar, bu hastalifa genetik faktorlerin yol
acabilecegini diisiindiirmektedir. Hastalifa neden olan gen ve genlerin tanimlanabilmesi
amact ile yapilacak analizler i¢in sizden ve ailenizin etkilenmis ve etkilenmemis

tiyelerinden kan ornekleri almamiz gerekecektir.

Bu calismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Caliymada

goniillii katilim esas alinmagtir.
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2. Olasi riskler ve faydalar:

Kan alinmasi (5 ml KsEDTA’11 mor kapakh tiip) sirasinda olusabilecek riskler: (1) Igne-

batmasina bagli olarak az bir ac1 duyulmasi. (2) Igne batmasi sonrasinda ¢ok nadiren

enfeksiyon gelisebilir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler: Genetik bilginin kullanilmasina

bagl olarak sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya ¢ikabilir. Size ait genetik ve
kimlik bilgileri kesinlikle gizli kalacaktir. Ancak yaptigimiz testlerin sizin veya
ailenizin bir bireyinin gelecekte bu genetik hastaliktan etkilenecegini ortaya
cikarabilecegini belirtmek isteriz. Bu bilginin kotii yonde kullanilmasi sizi ekonomik ve
sosyal yonden etkileyebilecegi gibi, boyle bir hastaliga sahip oldugunuzu 6grenmeniz
sizde psikolojik sorun da yaratabilir. Sizde boyle bir gen bulundugunu saptadigimizda
bulgularimiz1 istediginiz takdirde size bildirecegiz. Ancak bu bilgiyi Ogrenmeyi
reddetmek her zaman hakkinizdir. Bu bilgiyi sizin disinizda birisi ile paylasmamiz
sadece sizin izninize bagh olacaktir. Genetik testlerin 6nemli bir riski de bu testler
sonucunda anne yada babanin biyolojik kimliginin saptanmasidir. Bu durumlarda da
gizlilik ilkesine bagl kalinacaktir. Size ait kan ve doku Ornekleri sadece bu proje icin

kullanilacaktir.

Cocuklarla ilgili agiklamalar: Cocugunuzun bu ¢alismaya katilmasi i¢in tercihen her iki

ebeveynin, eger mevcut degilse bir tanesinin izin formunu imzalamasi gerekmektedir.

Olasi yararlar: Bu ¢alismanin esas amaci ailenizde saptanan genetik hastaliga neden
olan veya ortaya ¢ikmasini kolaylastiran genetik faktorleri 6grenmektir. Biz bu asamada
size veya ¢ocugunuza dogrudan ya da dolayh bir yararmin olup olmayacagini heniiz
bilmiyoruz. Fakat kesin olan bu hastaligin nedenleri konusunda daha c¢ok sey
Ogrenebilecegimiz ve boylece gelecekte diger hastalara daha c¢ok yardimci

olabilecegimizdir.

Diger secenekler: Bu caligmaya katilmay: reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak

tamamen istege baghdir ve reddettiginiz taktirde size uygulanan tedavide bir degisiklik
olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir agsamasinda onayinizi cekmek hakkma da

sahipsiniz.
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7.1.1. Hastamin/Katilimcinin Beyam

Sayin Prof. Dr. Hiilya Kayserili / Do¢. Dr. Oya Uyguner / Bio.Volkan Karaman
tarafindan Istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim
Dali’nda tibbi bir arastirma yapilacag belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki
bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya “katilimcr” (denek)
olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma smrasinda da biiylikk 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda
kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitilmesi swrasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmaciart zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan
cekilecegimi oOnceden bildirmemim uygun olacagmnin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
dis1 da tutulabilirim. Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal
sorumluluk altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayh olsun arastirma uygulamasmndan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya c¢ikmasi halinde, her tiirlii
tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi
miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Prof. Dr.
Hiilya Kayserili / Prof. Dr. Oya Uyguner / Bio.Volkan Karaman, 0212 414 2000 /
32465 / 35067, istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalr’indan
arayabilece8imi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayic1 bir davranisla karsilasmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini
de biliyorum.

Bana yapilan tiim aciklamalar1 ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim. Kendi basima
belli bir diisiinme siiresi sonunda ad1 gecen bu arastirma projesinde “katilimer” (denek)
olarak yer alma kararin1 aldim. Bu konuda yapilan daveti bilyiilk bir memnuniyet ve
goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinm bir kopyasi bana verilecektir.
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7.2. Goniillii Onay Formu

Yukarida goniillilye arastirmadan Once verilmesi gereken bilgileri gOsteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z
konusu klinik arastirmaya kendi rizamla hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1
kabul ediyorum.

Goniilliiniin Adi-soyadi, Imzasi, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin Adi-soyadi, Imzasi,
Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin Adi-soyadi, Imzasi

Tarih:

Katilimeilarin: Ad1 Soyadi Dogum tarih Imza Ebeveyn
Adle TyeST  —mmmmmm e o e e e
Adle TyeSsi  =mmmmm e e m oo o e e
Adle TYEST  mmmmm oo oo e e e
Adle TYEST  mmmmm e e o o e o e e
Adle TYEST  mmmmmmmmm e oo o o e e e e e
Aile Tyesi - e

* Arastirma amagli DNA i¢in kan alinan hastalara imzalatilmalidir.



85

8. ETiK KURUL KARARI

y o
iISTANBUL UNIVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKULTESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

Sayi: 1374

Tarih : 28.08.2012
Konu : Prof.Dr.Z.0ya UYGUNER hk,

Sayin Prof.Dr.Z.0ya UYGUNER
Tibbi Genetik Anabilim Dall

iigi :DETAE Genetik Anabilim Dalinin 01/08/2012 giin ve 262 sayil yazisi

Sorumlu arastiricihini tstlendiginiz ve Yiksek lisans égrencisi Volkan KARAMAN'in yuratecegi
2012/1305-1177 dosya numarali "Sendromik ve non-sendromik kraniyosinostoz olgularinda FGFR1,
FGFR2, FGFR3, TWIST1, MSX2, POR, FREM1 ve RAB23 genlerinde molekl er analizler" baslikli galisma

kurulumuzun 10.08.2012 tarihli 13 sayili toplantisinda etik yénden uygun bulunmus olup, tutanaklar ekte
sunulmustur.

Bilgilerinizi rica ederim.

-

Prof.Dr. A. Yanzé S

istanbul Tip Fakiiltdsi Kfinik Arastirmalar
Etik Kurul Baskan

Eki: Tutanak S5
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z Belge Ad1 Tarihi Versiyon Numarasi Dili
-
B ARASTIRMA PROTOKOLU 01/08/2012 Tirkge ® Ingilizee [J Digerl]
E = BILGILENDIRILMI$ GONULLU OLUR FORMU | [] Turkge [J ingilizce [ Diger[]
= s
2 é OLGU RAPOR FORMU 0 Tiirkge [ Ingilizce ] Diger]
Q e :
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Belge Adu O Aciklama
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= SIGORTA ]
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a ILAN 0

E YILLIK BILDIRIM O

£  |SONUGRAPORU 0

g GUVENLILIK BILDIRIMLERI 0

& DIGER: u Anabilim Dali Bagkanligindan Ust Yazi ve Akademik Kurul Karari, Literatir Kaynag,

3 Sorumluluk Paylagim Belgesi, Olgu Rapor Formu, ligili Elemanlarin Bilgilendirildigine Dair

a Belge, CV, CD

Karar No:13 Tarih: 10/08/2012

E Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakaltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalinda gorevli Prof.Dr.Z.Oya UYGUNER “in sorumlulugunda ve Yksek lisans ogrencisi

S‘d Volkan KARAMAN’n yiiriitecegi yukarida bilgileri verilen aragirma bagvuru dosyasi ile ilgili belgler arastirmanin gerekge, amag, yaklasim ve yontemleri
2 dikkate alinarak incelenmis, gergeklestiriimesinde etik ve bilimsel sakinca bulunmadigina toplantiya katilan Etik Kurul tiye tam sayisinin salt gogunlugu ile karar

g =2 verilmistir..

ISTANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETiK KURULU

CALISMA ESASI

19.08.2011 tarihli, 28030 sayih Resmi Gazetede yaymlanan Klinik Arastirmalar Hakkindaki Yonetmelik

BASKANIN UNVANI/ ADI/ SOYADI:

Prof. Dr. A. Yagiz URESIN

Unvan/AdvSoyadi Uzmanhk Alam Kurumu Cinsiyet A"iii:;ll'n: e Katiim ** Anp/
Prof. Dr. A Yagiz URESIN | femmakoole, | sotu ToFakitesi®h | . [xO [em [HO |em [w0 | /)
Prof. Dr. Berrin UMMAN Kardiyoloji ';:‘m":’“* T'P “;5‘“'“" (E‘f* 0 |km |[EQ |um |Em |uDO
Prof. Dr. Ahmet GUL Romatoloji I TipF em (kO |EQ |um (em (0O 6
OMEROGLY | e | lewbupraant |0 | xm |F0 [um [FO [y | orend/
Prof. Dr. Oguzhan GOBAN Néroloji Istanbul Tip Fakiiltesi Em | k[ EL |ym |Em |H Oq
Prof. Dr. Pinar SAIP Onkoloji 1.0. Onkoloji Enstitisii EOD |[km EQ |ym |em |00 & 2
Dr. Muhtar GOKAR Deontolog i T em kO [0 [um [em [u0 |4 1o
Prof.Dr. Aysen BULUT Halk Saghgi Emekli 0 |xkm |EOD |um |0 |pmr] szy{ oy
Dog.Dr. Tufan TUKEK Igt . oo = 1w (k0 [EO [um [em (00 [/
Prof. Dr. Unal KUZGUN Ortopedi Emekii em |x0 |ED [um |em [ O Im‘
Prof. Dr. Ahmet O. ARAMAN | Eczacilik 1.0. Eczacilik Fakultesi em [x0O |EU |gm |Em |40
Av. Dilek TEMiZ 8ZBEK Hukukgu™ Istanbul Oniversitesi E0 |xkm |E0D |{um |em |u0
Prof. Dr. Demir TIRYAKI Biyofizik Emekii em (kO |ED |ym |Em |H
M. Kerim AKMAN liBF iktisat bslima | Ozel (Ekonomist) em |[kO |EU |ym EM | HO
Dr. Sevda OZEL Biyoistatistik IB?, e T T 0 |km |EQD |um |em | 0O

* :Arastirma ile Tligki
** .Toplantida Bulunma

Bu karar aragtirma projesinin etik acidan degerlendirme sonucunu bildirmektedir. Klinik ilag aragtirmasi projeleri i¢in, etik kurulu
onayi sonrasinda, Klinik Arastirmalar Hakkinda Yinetmeliin 5/a .maddesi geregince, Saglik Bakanhina da basvurulmasi ve gerekli

iznin alinmasi gerekmektedir.
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9. EKLER

9.1. FGFRI geninin genomik DNA primerleri
Tablo 13:FGFRI1 geninin (NM_023110.2) genomik DNA primerleri

Primer Ekzon Primer Dizisi Band
FGFR1-F1 2 5’-CAG CCA GGA CCT ATG ATC T-3’

FGFR1-R1 5’-CCT GCA ACC ATA TCA CCT-3’ 435
FGFR1-F2 3 5’-GCT CAG TAG CCT CCA GTA AGT-3’

FGFR1-R2 5’-GTC ACC TCT CTG AGA GCC AA-3’ 592
FGFR1-F3 4&5 5’-CTA AGG GAG CAG TGG GA-3

FGFR1-R3 5’-GCA TGT AAT CAG GAC TTC CT-3’ 714
FGFR1-F4 6 5’-CTC TGA TAT GGA GGG CA-3’

FGFR1-R4 5’-CCC TAA GAA ACC TGG ACA-3' 311
FGFR1-F5 7 5’-CAT CAC TGG GAA AGC CA-3’

FGFR1-R5 5’-AGG AAT GAT CCC ATT CGG-3’ 398
FGFR1-F6 8 5’-GCA AAG AAG ATG TCA GGG A-3’

FGFR1-R6 5’-GCT CTC CTG CCT CTG TGT-3’ 370
FGFR1-F7 9 5’-GCT AGA ACT TGC CAT GGT-3’

FGFR1-R7 5’-GGA CAA TGG AGA GGG CA-3’ 414
FGFR1-F8 10&11&12 | 5’- GAC ATG TGC CTC TGC CAT T-3’

FGFR1-R8 5’-CCT CTG CCA AAG CAG CCT -3’ 1294
FGFR1-F9 13 5'-CCT AAG AGG AGG CAG GAG A-3’

FGFR1-R9 5’-CAA CGC CAC CAC AAG ATG A-3’ 410
FGFR1-F10 14&15&16 | 5’-CAG AGC AGT GTG GCA GA-3’

FGFR1-R10 5'-CTG TAA GGT CAG GGA CGT-3’ 986
FGFR1-F11 17&18 5’-GTA AGC CCG AGG AGA TGT-3’

FGFRI1-R11 5-GAC AGG GAC GGA CAG GT-3’ 614

9.2. FGFR?2 geninin genomik DNA primerleri

Tablo 14: FGFR2 geninin (NM_000141.4) genomik DNA primerleri

Primer Ekzon Primer Dizisi Band

FGFR2-F1 2 5’-GCT GGA GTG ATT TGG CA-3’

FGFR2-R1 5’-CAA TGC AAG GGT AGC TGA-3’ 410




FGFR2-F2 3 5’-CAG GCC TCC ACT GAC CT-3'

FGFR2-R2 5’-GAA GCT GTA TGC CTG GCA-3’ 467
FGFR2-F3 4 5’-CTC TTT GCG AGG GTT CCT-3’

FGFR2-R3 5’-CAC AGC ATG GCG CAG AA-3’ 297
FGFR2-F4 5 5'-CTG TTG GTA GAC ATG AAC CA-3’

FGFR2-R4 5’-ATG TGA TGT TCT GAA AGC TTA-3’ 413
FGFR2-F5 6 5-GGT GAT TCT TCC ATA CCT-3’

FGFR2-R5 5’-CTT ATG GGA GAA ACA GGA-3’ 337
FGFR2-F6 7 5’-GTC ACT GAC AGC CCT CT-3’

FGFR2-R6 5’-GAA CAC TCT CTG CTG GCT A-3’ 412
FGFR2-F7 8 5’-GAG CTG GTC AGT GTT GCT-3'

FGFR2-R7 5’-GTG AGT GTG GGA TCT CAC T-3’ 429
FGFR2-F8 9 5’-CCA CCT TGC CTT GAG AAT-3’

FGFR2-R8 5’-CAC ATG GAA GCT CAC AGA A-3’ 433
FGFR2-F9 10 5’-CGA TAC TCT GGC TGG GCT-3’

FGFR2-R9 5’-GCT GAC ATC ATC ACA CCA AGA-3’ 355
FGFR2-F10 11 5’-GCA CTC CAT GCT TTA GTA-3’

FGFR2-R10 5-GCC ATG ATA GAG TTC ACA-3’ 324
FGFR2-F11 12 5’-CTA AGT CTT TGG CAA CTA ACA-3’

FGFR2-R11 5’-GAA CTT TAA ACA TGC ACA CA-3’ 310
FGFR2-F12 13 5-GCATGG GTT GTA ATA ACT-3’

FGFR2-R12 5-GGG CTT GATCTAGCAA -3 383
FGFR2-F13 14 5'-CGG CCA CAC TGT ATT TCT-3’

FGFR2-R13Y 5’-CCA GTA ACT TCC AAG CTG T-3’ 571
FGFR2-F13Y 15 5’-CTA CAG CTT GGA AGT TAC TGG T-3'

FGFR2-R13 5’-CAG TTC CAC CTT CTG TGC T-3’ 576
FGFR2-F14 16 5'-CAG GAG GGC CCA TTT GT-3'

FGFR2-R14 5’-GGA AAC CAG GGG CCT TC-3’ 357
FGFR2-F15 17 5’-CGT CCC CAT ATT GCC TAT TA-3'

FGFR2-R15 5’-GGG GAT GTC CCT CTG TCT-3’ 419
FGFR2-F16 18 5’-CCC ACA TCT CAA GAG TTT-3'

FGFR2-R16 5’-CAA GTG GAG ACA ACA AGC T-3’ 409
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9.3. FGFR3 geninin genomik DNA primerleri

Tablo 15: FGFR3 geninin (NM_000142.4) genomik DNA primerleri

Primer Ekzon Primer Dizisi Band
FGFR3-F1 2 5’-GCC GCT TTC GTC CCT GT-3’

FGFR3-R1 5’-GCG GAA TCC GGG CTC TA-3 395
FGFR3-F2 3&4 5’-GAC CCT GGA TCT GGG TCA-3’

FGFR3-R2 5’-GTT GTT CCG GGG CCT TAG T-3’ 781
FGFR3-F3 5&6&7 5’-GAC AAG ATG TGG AGG CTC CT-3’

FGFR3-R3 5’-GTG TGG GGT GGC TGA GAC TT-3’ 984
FGFR3-F4 8 5’-GGC TGA GGA GTT GGT GGT-3’

FGFR3-R4 5’-CGG CCG TAA GTC ACA GGA-3’ 370
FGFR3-F5 9&10 5’-CTC TGG GCC AGG GGC AT-3’

FGFR3-R5 5’-CAT CCC TGA CGG CCC CTA-3 819
FGFR3-F6 11-15 5’-GGG TGA CAC TCT TCG TCC T-3’

FGFR3-R6 5’-GCC TGG GGA CTG CAG CT-3 1220
FGFR3-F7 16&17&18 | 5’- CTC CTG GGT GTG GTT TCT A -3’

FGFR3-R7 5’-GTC TCT CCA TCT GCA CTG A-3’ 942

9.4. FREM1 geninin genomik DNA primerleri
Tablo 16: FREM1 geninin (NM_144966.5) genomik DNA primerleri

Primer Ekzon Primer Dizisi Band
FREMI1-F1 3 5’-GGG TAA TGA AAT GGCTGCT -3’ 365
FREMI1-R1 5’-GCA GCG CAATAC TAT GCCT-3’

FREM1-F2 4 5’-GTA GGA TGGTGA CTG GGT A-3’ 590
FREMI1-R2 5’-GGA AAC AGG ATA CGG CTA A-3°

FREMI1-F3 5 5’-GGT GTT GAC ACC AGG GTA A-3’ 041
FREMI1-R3 5’-CAC TGCTAC CCACTAGCTT-3’

FREM-F4 6 5’-GAG ACA ACT GGT CAA CCG TT-3’ 550
FREMI1-R4 5’-CAG AAC CAA CAAG CCT GCA-3

FREM1-F5 7 5’-GCT TCA GGT CAC TGCTAG A -3’ 926
FREMI1-R5 5’-GAA GGC TGT CGA AGG CT-3’

FREM1-F6 8 5’-GAC ACT TCT CCAGCATAT T-3’ 615
FREMI1-R6 5’-GTCTTA TCT CCG GCA GA-3

FREMI1-F7 9 5’-GAA CTT GCC AAT ACCCTT T-3° 819
FREM1-R7 5’-CAA TGA GCC ACG TAC AAG-3’

FREMI1-F8 10 5°-GTG AGG GAA ATA CGG GCT -3’ 745
FREMI1-R8 5’-CCT TGC TCG GCT GACTTA-3’

FREM1-F9 11 5’-CCT TGG GTA CAT AGAATGTA -3 827
FREMI1-R9 5’-CCT CTA GTG GTA GAA GAG A-3

FREM1-F10 12 5’-AGC TCC TGA ATC ATT TGA CA-3’ 566
FREMI1-R10 5’-CCA ATG CTG AAG ACA CTA CA-3°

FREMI1-F11 13&14 5°-GCA GTC ATG ACA AGG ATG A-3 1317
FREMI1-R11 5’-GAC TCC CIT CTC CCT GCT-3




FREM1-R11seq

5’-GAA ATA GAT GCC ACACACTT-3’

FREM1-F12 15 5’-GAA CTT ATC CTC TTA CCA CA-3’ 562
FREM1-R12 5’-CCA CTG GTATAG CAA GTC A-3
FREM1-F13 16 5’-GGC ATT TGA AGG GCT GCT-3’ 800
FREM1-R13 5’-CTCTCA CTT TGG AGG CCG T-3’
FREM1-F14 17 5’-CAT TTC TTG CAA GAT GGT T-3’ 625
FREM1-R14 5’-CAC AAT CAG AAATACTTC CAT-3’
FREM1-F15 18 5’-GCT GTT TCA ATG CTT GTA GAA-3’ 409
FREM1-R15 5’-GGA CAATTC CAT ATG GTG GTIT-3’
FREM1-F16 19 5’-GGC TGT GCT GGA ACA GTIT -3’ 983
FREM1-R16 5’-GCA AGG GGG AAG TCA GAA -3’
FREM1-F17 20 5’-CAG CCC TTG ATA GCA AGA-3’ 518
FREM1-R17 5’-GAG GAA AGG CAG GAA GAT-3
FREM1-F18 21 5’-CCTTTGTCCTTC ATG GAA-3’ 1283
FREM1-R18 5’-CCC CTATTT CTG TGATGT A-3’
FREM1-F19 22 5’-GGC TAA GAA GGC ACT CT-3’ 465
FREMI-R19 5’-GTT CCT CAT GCC TGA GT-3’
FREM1-F20 23 5’-CTT TCA CGT GTG AGG GTA GA-3’ 505
FREM1-R20 5’-CCC CAT GTT GAC AAA GAC TT-3’
FREM1-F21 24 5’-CTT TGG TTG AAG CCG GT-3’ 591
FREM1-R21 5’-CCA GGC AAA GCA GGT GA -3’
FREM1-F22 25 5’-CTT CCT ACGTTC TCC AGA -3’ 1243
FREM1-R22 5’-CTG CAC CAG AGC TGA AA-3’
FREM1-F23 26 5’-CAC TGA TGA GCC TGA GA-3 1171
FREM1-R23 5’-GAG GGG ACC ATA TCT CTT-3’
FREM1-F24 27&28 5’-GGA CTG TCT TTA GCA GGA A -3’ 1428
FREM1-R24 5’-GTA AAG CTA CTG GCT TTC CT-3’
FREM1-F25 29 5’-CTG GIT CCT TTC CCT TCA-3’ 689
FREM1-R25 5’-GCT TCA GCA ACA CGT ACA-3’
FREM1-F26 30 5’-CCT GGA TCC CAA ATG GCT-3’ 409
FREM1-R26 5’-GGG CAA AAC CTC AAATCC A-3°
FREM1-F27 31 5’-CTT CAG TGA GTT GGT AGC A -3’ 518
FREM1-R27 5’-CAA CTA CGG CAC TGA CTT-3
FREM1-F28 32 5’-GAG TTT CTG GCA AAT GGC A-3’ 538
FREM1-R28 5’-GGC ACT GCATAA CTGTGC A-3’
FREM1-F1-29Y 33 & 34 5’-GTG GGA AAT CTIT AAG ATT ACA TAT GT-3* | 722
FREMI1-R1-29Y 5’-GGG AAG CAT TTG TGT TGG GT-3’
FREM1-F2-29Y 35 & 36 5’-GAA GAC CCA AAG GAG GTG A-3 857
FREM1-R2-29Y 5’-GCA GCT CTC CGC TTC CAT-3»
FREM1-F30 37 5’-CCC ACC CTG CAG ATACTIT -3 772
FREM1-R30 5’-GGA TGT GGA CCC TGC AT-3’
FREM1-F30 38 5’-CCA AGT TCCTAT CCCTTGT-3’ 645
FREM1-R30 5’-CTG GTG CTC CCT GAG ATT-3’
9.5. MSX2 geninin genomik DNA primerleri
Tablo 17:MSX2 geninin (NM_144966.5) genomik DNA primerleri
Primer Ekzon Primer Dizisi Band
MSX2 F1 5/-CCA ATC AGG GGC GAG CGT-3'

1 685
MSX2 R1 5/-GGA GTG TAG CGC ACG CAG A-3'
MSX2 F2 5/-GAG AGA TGA CGG GGG A-3'

634

MSX2 R2 2 5/-CGC TTA GGG TGG TGC A-3'
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9.6. POR geninin genomik DNA primerleri

Tablo 18: POR geninin (NM_000941.2) genomik DNA primerleri

Primer Ekzon Primer Dizisi Band
POR-F1 2 5-CCA AGA CTG TGG CTG TCT T -3 526
POR-R1 5’- GCT CAA GCA CAA TCT AGC A-3

POR-F2 3 5-GAG TGG CAC GGG ACA AA-3 374
POR-R2 5'-CAG AGC TGC TTC AGG GCT -3’

POR-F3 4 5-CCT TTG CCA CAG TGG CT-3 541
POR-R3 5'-CAG TCC TGG GGA AAC GA-3

POR-F4 5&6 5'-CCA GCC TAA CAC GGG TGA-3 1189
POR-R4 5-GAG GCA GGA GAG CCC CT-3’

POR-F5 7&8 5-CCT GAT GCT CTG GGT TT-3 1145
POR-R5 5-GTA CAA ACT GGG CGA GT-3’

POR-F6 9&10 5'-CAG TTC TTT TAG GGG CCA-3’ 1144
POR-R6 5'-CAG CAC CTC ACT CCC TT-3

POR-F7 11&12 5-GGA CTT CCT GTC TGG TT-3’ 739
POR-R7 5-GAC TGA GTC CAC AGC CT-3

POR-F8 13&14&15&16 | 5'.GGG CTG GCT TGT GAG ATT -3’ 1353
POR-R8 5'-GCC TCC AGA GGC ATG GA-3

9.7. RAB23 geninin genomik DNA primerleri

Tablo 19:RAB23 geninin (NM_183227.2) genomik DNA primerleri

Primer Ekzon Primer Dizisi Band
RAB23-F1 2 5'-GGG AGG GAC CTC AGT TAT -3’ 451
RAB23-R1 5'-CTA GTT GCC ACA CCT CGA-3

RAB23-F2 3 5-CAG TGG TTT AAT GGG GT -3 413
RAB23-R2 5-CTT CAA GAG AAG CCC TT-3

RAB23-F3 4 5-GAT AAA AGT TGC CCC CA-3 442
RAB23-R3 5-CCC AAA CCA ATC ACA TAG A-¥

RAB23-F4 5 5-GGG CTA GAG ATT AAT GAC TT-3’ 612
RAB23-R4 5-GAA AAC CTT ACG AGG ATG A-3

RAB23-F5 6 5/-GTA CTC AGA TAC TGC CCA A-3' 570
RAB23-R5 5’/-GAG CCA GTG TAA GTA CAG AT-3’'
RAB23-F6 7 5’-CAA GCT GGA TGC AAC AGG T-3' 385

RAB23-R6

57-CCA CCA GAG GTIC TCA CTC TA-3’
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9.8. TWISTI geninin genomik DNA primerleri

Tablo 20:TWIST1 geninin (NM_000474.3) genomik DNA primerleri

Primer Ekzon Primer Dizisi Band
TWISTI1-F1 | 5-GAA TGG TTT GGG AGG ACG A-3’ 1301
TWISTI-R1 5'-GAG GCA ACG GTG CCA AGT-3’
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TELIF HAKKI iZNi

Kaynak gosterilerek tez’den yararlanilabilir.
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