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OZET

Gokgoz A. Konjenital idiyopatik skolyozlu hastalarda array tabanli karsilastirmali
genom hibridizasyonu ile tim genom analizi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2014.

Skolyoz yanal omurga egriliginden meydana gelmektedir. Bu egrilik genellikle
omurganin diiz durmasi yerine ‘’s’” veya ‘’c’’ seklinde goriinmesinin nedeni olarak
distiniilmektedir. Skolyoz konjenital, idiyopatik ve noéromuskiiler olarak ti¢ sinifa
ayrilir. Konjenital skolyoz normal omurga gelisiminin kesintiye ugramasi sonucu
olusan anormal yan omurga egriligidir. Noromuskiiler skolyoz serebral palsi, Duchenne
muskiiler distrofi, miyelomeningosel gibi hastaliklar1 igeren genis kapsamli
bozukluklardan kaynaklanir. idiyopatik skolyoz nedeni tespit edilemeyen bozukluk,
hastalik anlamina gelmektedir.

Array Komperatif Genomik Hibridizasyon (CGH), submikroskobik DNA kopya
sayis1 degisikliklerini haritalama ve tespit olanag: saglayan yiiksek ¢oziiniirliikte yeni
bir teknolojidir.

Array-CGH diizenli bir sira ve boyutta genomun ¢ok kiiciik bolgelerini kapsayan
degisimlerin tespit edilmesine imkan saglamaktadir. Bizde, bu amagla skolyoza 6zgii
yiiksek rezoliisyonlu yeni bir array-CGH mikrogipi tasarladik. Dr. Sami Ulus Kadin
Dogum ve Cocuk Sagligi Hastanesi, Genetik Anabilim Dalina basvuran ve skolyoz
tanis1 konulan, ancak etyolojisinde bilinen herhangi bir kromozomal, metabolik veya
molekiiler nedenin tespit edilemedigi 8 hasta ¢aligmaya alindi. Tiim genom incelenmesi
i¢cin ISCA tarafindan tasarlanan 44K array-CGH prob grubuna ilave olarak skolyoz ve
iskelet displazilerinde tanimlanan 226 gen bolgesine spesifik olmak iizere ekzonik ve
intronik alanlar1 da kapsayacak sekilde 14127 adet prob kullanarak yeni bir mikrogip
dizayn1 yaptik. Tasarladigimiz Array-CGH slaytlarindan elde edilen verileri
CytoGenomics programi kullanarak degerlendirdik. Calismaya dahil edilen 8 hastanin
6’sinda anlamli kopya sayis1 degisikligi belirlendi. iki hastada herhangi bir degisiklik
bulunamadi. Belirlenen bu degisiklikler icerisinde bir vakada tespit edilen kopya sayisi
degisikligi, SHOX geni ile iliskili olabilir.

Sonug olarak, Yeni tasarladigimiz bu array-CGH dizayn c¢aligmasi; firmalar veya

kuruluslar tarafindan tasarlanmig olan mevcut tiim genom taramalarinin olusturacag:



Xiv

yiiksek miktardaki verinin yapilacak analizi komplike etmesi dezavantajindan bu
sekilde uzaklasilabilecegi ve sadece ilgili lokuslara fokuse olarak daha anlamli, hassas
ve analiz edilebilir veriye ulasilabilecegini gostermistir. Bu tasarimin modifiye
sekilleriyle konjenital/idiyopatik skolyoz tani kriterlerinin yeniden belirlenebilecegi,
yeni alt tiplendirmelere yol gosterebilecegi ve etyolojisi bilinmeyen skolyozun

molekiiler temellerinin agiklanmasina imkan saglayabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Skolyoz, Konjenital, Idiyopatik, Karsilastirmali Genom

Hibridizasyonu, Tiim Genom Analizi

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 23608
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ABSTRACT

Gokgoz A. Whole genome array-CGH analysis of congenital idiopathic scoliosis
patients Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Genetics.
Master of Science Thesis. Istanbul. 2014

Scoliosis consists of a lateral curvature of the spine. It usually causes the spine to
assume an "s" or "c" shape instead of being straight. Scoliosis is divided into three
categories congenital, idiopathic and neuromuscular. Congenital scoliosis is an
abnormal lateral curvature of the spine, resulting from disruption of normal vertebral
development. Neuromuscular scoliosis is caused by a wide variety of disorders which
include cerebral palsy, Duchenne muscular dystrophy and myelomeningocele.
Idiopathic scoliosis means the identifying cause of the disease/disorder is unknown.

Array Comparative Genomic Hybridization (Array-CGH) is a new high resolution
technology, which gives an opportunity to map and detect submicroscopic DNA copy
number variations throughout the genome.

Array-CGH provides easy and understandable detection of small genomic
changes. For this purpose, our aim is to design a specific high resolution array-CGH
platform for disorders of scoliosis. 8 patients, who applied Dr. Sami Ulus Gynecology
and Child Welfare Hospital, Department of Genetics, with the diagnosis of scoliosis,
and none of the patients were included into the study if molecular, chromosomal or
metabolic etiology were known. We designed an array chip which includes whole
genome detectable 44K array-CGH probe group of ISCA and 14217 additional probes
for intronic and exonic regions of the all known 226 scoliosis and skeletal dysplasias
genes. The obtained data were assayed by the CytoGenomics software. We detected
important copy number changes in 6 out of 8 patients. 2 patients had no definitive
changes. One case of these copy number changes might be associated with SHOX gene.

As a result, This novel array-CGH design provides us with the advantage of
overcoming difficulties in the analysis of the big amount of information obtained from
current whole genome arrays, by giving us an opportunity to handle less amount, but
more meaningful, accurate and clear data by focusing on certain specific loci. We think
that custom designed microarray chips would be useful for more accurate definition and
diagnostic criteria of the congenital idiopathic scoliosis, and also detecting new
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molecular mechanisms causing disorders of scoliosis with unknown/less known

etiology.

Keywords; Scoliosis, Congenital, Idiopathic, Comperative Genome Hybridization,

Whole Genome Analysis

This study is supported by Istanbul University Scientific Research Projects Division
Project Number: 23608



1. GIRIS VE AMAC

Skolyoz, omurganin {i¢ boyutlu 10 derece ve iizerindeki egilme deformitesidir.
Omurgada en sik rastlanilan deformitedir. Skolyoz yunanca “egrilik, c¢arpiklik” anlamina
gelen bir kelimeden tiiretilmistir. Saglikli bir insan omurgasinda omurlar yukaridan asagiya
yani boyun, sirt ve bel bolgelerinde diiz bir hat seklinde uzanirken skolyoz hastalarinda ise

omurlar saga veya sola dogru yer degistirir ve ayn1 zamanda kendi eksenleri etrafinda doner

(1,2,3).

Skolyoz eski ¢aglara dayanan tibbi ge¢cmisine ragmen tan1 ve tedavisinde ilerlemeler
kaydedilen fakat hala ¢ozlimlenmesi gereken bir ¢cok problem iceren, ortopedik cerrahinin en
onemli konularindan birisidir. Skolyoz sirt agrisina, hareketlerdeki zorlanma nedeniyle
fonksiyonel kapasitede azalmaya, estetik kaygilara ve buna bagli psikolojik sikintilara, hatta
egriligin ileri derecelerinde kardiyo-pulmoner fonksiyonel kayba neden olabilir. Skolyoz
ayrica ileri donemlerde tekrarlayan akciger enfeksiyonlari, hipoksi, pulmoner rezistansta
artma ve pulmoner hipertansiyon sonucu sag kalp yetmezligi gibi agir klinik bozukluklara
yol agabilmektedir. Emosyonel bozukluklar ve kozmetik deformitelere de neden olabilir (4).
Skolyoz ¢ok degisik nedenlerle ortaya g¢ikabilir ve bir¢ok ¢esidi vardir. Olgularin %75-80
kadarmin nedeni bilinmemektedir ve bu tip skolyoz idiyopatik olarak adlandirilir ayrica
skolyoz saglikli bir ¢ocukta ilerleyen dénemlerde farkedilmeden ortaya ¢ikabilir ve iskelet

gelisimi ile birlikte ilerleme gosterebilir (4, 5).

Skolyoz ¢ok farkli sekillerde ortaya g¢ikabilir. Ornegin nérolojik, sinir ve kas
hastaliklarina (omurga kas atrofisi) bagli olarak sekonder bicimde olusabilir. Skolyoz
omurlarla ilgili bozukluklarin direk sonucu olarak olusabilir veya dogumsal nedenlerle de

meydana gelebilir.

Skolyozda erken taniya ulasabilmek i¢in okul taramalar1 cok énemlidir. Risk kiimesini
9-15 yas dilimi olusturmaktadir. Ancak, Skolyoz Arastirma Birligi (SAB) yillik rutin
taramalarin 10-14 yas diliminde yapilmasini1 uygun bulmaktadir, bununla birlikte birka¢ yas

daha kiiclik kesimleri tarama kapsamina almakta ¢cok onemli faydalar saglayabilir.



Skolyozun erken tanisi, skolyoz nedeniyle zaman igerisinde ortaya ¢ikabilecek diger
deformitelerin engellenmesi ve hastaligin ilerleyisine neden olan etmenlerin tespit edilerek
ortadan kaldirilmasini saglayacagi gibi; hastalarin tedaviden optimum diizeyde
yararlanmalari i¢inde ¢ok 6nemlidir (6,7).

Gelisen son teknolojiler Array-CGH ile yiiksek ¢oOziintirliikte molekiiler
karyotipleme olanaklari saglamaktadir. Array-CGH kiigiik kopya sayisi degisikliklerinin tani
amagli tespit oraninda artis, submikroskobik DNA kopya sayis1 degisikliklerini haritalama
ve tespit olanagi saglayan yeni yiiksek ¢oziiniirlikte bir teknolojidir. Array-CGH’de test
edilecek bir genomun DNA’s1 bir renkte (genelde kirmizi) floresan ile isaretlenir ve ikinci
bir boya ile isaretli (genelde yesil) normal oldugu bilinen referans bir genom ile hibridize
edilir. Isaretli proplar genomda biiyiik benzersiz sekanslarin sunumuna olanak saglayan
tekrarlayan yapilar1 baskilayan Cotl DNA’s1yla 6n hibridizasyon yapilir. iki genom arasinda
esit kopya sayil1 bolgeler; test ve referans DNA eslestirme miktar1 esit ve bolgeler kirmizi ile
yesil karisimi olarak goziikiir. Test genomun herhangi bir bolgesinin delesyonunda referans
DNA’nin test DNA’sindan daha fazla eslesmesine ve buralarin yesil gbziikmesine neden
olacaktir. Test genomun herhangi bir bolgesinin artis1 veya kazaniminda test DNA’nin
referans DNA’sindan daha fazla eslesmesine ve buralarin kirmizi géziikmesine neden
olacaktir. Floresan oranin dl¢limiiyle, yiiksek oranda kopya sayisi artis ve azaligini1 gosterir
her bir metafaz kromozomunun dikey ve uzunluklari boyunca floresan oran profilleri
olusturulur. Array-CGH farkli birgok klinik 6rnekte submikroskobik dengesiz kromozomal
yeniden diizenlenimi basariyla tanimlamaya olanak sagladigi gosterilmistir (8).

Biz ¢alismamizda etyolojisi kisith sekilde agiklanabilmis, tani kriterlerinin
olusturulmasinda zorluk yasanan skolyozda submikroskobik degisimlerin ortaya
cikarilmasini saglamak amaciyla array tabanl karsilastirmali genom hibridizasyonu ile tiim
genom analizi yapmay1 planladik. Bu ¢alisma; skolyoza yonelik olarak yapilan kopya sayisi
degisimlerinin array tabanli komperatif genomik hibridizasyon ile ilk tarama calismasi
olmasi, skolyozun tani kriterlerinin olusturulmasi, yeni alt tiplendirmelerin yapilmasi ve

idiyopatik skolyoz i¢in aday gen ¢alismalarina olanak saglamas1 amaciyla planlanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Vertebral Kolonun Gelisimi ve Anatomisi

Iskelet sistemini kikardak ve kemik dokular1 olusturur. Kikirdak ve kemik dokulari
embriyolojik donemde mezodermden kdken alirlar. Mezoderm ise embriyolojik gelisimin
ikinci haftasinin sonunda ektoderm ve endodermden notokord ile birlikte bu iki
germyapragi arasinda olusur. Ardindan ektodermin kalinlagsma siireci yavagslayarak noral
plak olusur. Daha sonra ise noral plagin uclarinin kivrilmasi ile noéral oluk olusur ve buradan
da noral tiip meydana gelir. Embriyolojik gelisimin on dokuzuncu giiniinde mezodermin
segmentasyona ugramasi ile birlikte somit ¢iftleri olusur (9,10).

Emriyolojik gelisimin besinci haftasinda somitler olusur. Bu somitlerden de
bazilarinin atrofiye ugramasiyla birlikte geriye kalan somitlerden vertebral kolon meydana
gelir. Embriyogenez siirecinde iskelet sisteminin gelisimi, kikirdak ve kemik dokusunun
gelisiminde genetik faktorler ¢ok Onemli rol oynar. Embriyogenez siirecinde iskelet
sisteminin gelisiminde rol oynayan genler Tablo 2-1°de verilmistir.

Vertebral kolon 33 omurun st iiste siralanmasiyla olusan bir stitundur. Bu omurlar
omurgadaki yer aldiklar1 bolgeye gore isimlendirilirler. Buna gore yedi omurdan servikal
omurga, on iki omurdan torakal omurga, bes omurdan lomber omurga, bes omurdan sakral

omurga ve dort omurdan ise koksigeal omurga meydana gelir (Sekil 2-1)(10, 11, 12).



Tablo 2-1 Embriyogenez siirecinde iskelet sisteminin gelisiminde rol oynayan genler

Gen Lokalizasyon Uzunluk (bp)
HOXA (Gen Grubu) 7p15

HOXB (Gen Grubu) 17p21

HOXC (Gen Grubu) 12913

HOXD (Gen Grubu) 2g31

BMP1 8p21.3 47,188
BMP2 20p12.3 12,166
Thx-4 17g23.2 27,858
Tbx-5 12g24.21 37,840
Shh 7936.3 9,410
whntl 12q14.3 4,161
Whnt7a 3p25.1 61,537
Wnt7h 22g13.31 56,761
MMP-13 11g22.2 12,743
lhh 2935 6,097
TGFB1 19g13.2 23,020
MSX-1 4pl6.2 4,269
MSX-2 5g35.2 6,328
PAX-1 20p11.22 12,264
SOX9 17q24.3 5,400
Dhh 12q13.12 5,397
IGF-I 12g23.2 62,925
IGF-II 11p15.5 12,000
RUNX2 6p21.1 222,766
GDF5 20g11.22 128,948
PTH 11p15.2 3,967
FGF1 5g31.3 94,318
FGF2 4027- 28 71,528
Alx4 11pl11.2 49,439
COL1A1 17g21.33 17,544
COL1A2 7921.3 560
COL2A1 12g13.11 15,507
COL3A1l 2g32.2 2,664
COL4A1 13g34 158,187
COL4A2 13qg34 205,743
COL4A3 2036.3 7,083
COL4A4 2q36.3 161,849
COL4A5 Xq22.3 257,702
COL4A6 Xq22.3 282.822
COL5A2 2032.2 53,858

COL5A3 19p13.2 50,911



http://www.omim.org/geneMap/8/95?start=-3&limit=10&highlight=95
http://www.omim.org/geneMap/17/667?start=-3&limit=10&highlight=667
http://www.omim.org/geneMap/12/698?start=-3&limit=10&highlight=698
http://www.omim.org/geneMap/7/697?start=-3&limit=10&highlight=697
http://www.omim.org/geneMap/12/497?start=-3&limit=10&highlight=497
http://www.omim.org/geneMap/3/63?start=-3&limit=10&highlight=63
http://www.omim.org/geneMap/11/718?start=-3&limit=10&highlight=718

Gen

COL6A2
COL6A3
COL7Al
COL8AlL
COL8A2
COL9A1
COL9A2
COL9A3
COL10A1
COL11A1
COL11A2
COL2A1
COL12A1
COL13Al1
COL14A1
COL15A1
COL16A1
COL17A1
COL18A1
COL19A1
COL21A1
COL22A1
COL23A1
COL24A1
COL25A1
COL26A1
COL27A1

Lokalizasyon

210922.3
2037.3
3p21.31
3g12.1
1p34.3
6013
1p34.2
20913.33
6022.1
1p21.1
6p21.32
12q13.11
6013-q14
10022.1
8024.12
9¢22.33
1p35.2
10024.3-q25.1
21022.3
6013
6p12.1
8024.2-q24.3
5035.3
1p22.3
4925
70922.1
9g32

Uzunluk (bp)

34,731
37,436
31,088
65,297
5,007
87,044
16,898
4,741
7,212
232,030
26,779
15,507
118,502
157,261
19,700
127,080
24,936
32,850
2,680
238,104
122,014
172,530
352,940
427,239
478,194
196,183
3,285




} 7 Boyun omuru
-
12 Gogiis omuru

S Lumbar omuru

Sakrum

Kuyruk kemigi

Sekil 2-1 Insan omurgasimin yandan goriiniimii

Ref(12)’den degistirilerek alinmistir

Omurganin gorevi bas, gogilis ve karin i¢i organlart tasimak, organlara destek

olusturmak, insan govdesine stabilite saglamak ve omuriligi korumaktir (13).

Omurga, govdenin arkasinda orta ¢izgi lizerinde uzanan ¢ocukta 33-34 vertebranin,
yetigkinde ise 26 vertebranin iist {iste eklemler olusturmasiyla meydana gelen kemik
kolonudur. Vertebral kolonun uzunlugu, orta boylu bir yetiskinde 73-76 cm arasindadir.
Vertebral kolon, diiz bir siitun bi¢ciminde degildir, yandan goriiniisiine gore islev bakimindan
onemli sagittal egrilikler gosterir; ki bu egrilikler boyun, gogiis, bel ve sakrum bolgelerinde
meydana gelir. Gogiis ve pelviste meydana gelen egrilikler esas egriliklerdir ve 6ne dogru
icbiikeydirler. Boyun ve bel egrilikleri ise daha sonradan basing ile olusur. Boyun ve bel
egrilikleri 6ne dogru disbilikeydirler. Boyun ve bel omurlarinin olusturdugu sagittal egrilikler

sirasiyla "servikal lordoz", "lomber lordoz™ olarak isimlendirilir (15,16,17).

Kadinlarda bel egriligi daha fazladir. GoOgiis egriliginin arkaya dogru olan
digbiikeyliginin patolojik olarak artmasina; "kifoz" denir, genellikle yash kadinlarda goriiliir

ve osteoporoza bagli olarak gelisme gosterir. Omurgalar iskelette {ist ucgta bas, ortada



kostalar, alt ugta ise pelvis ile eklemlenirler. Vertebral kolonu olusturan omurlar bigim ve
biiylikliik agisindan pek ¢ok farkliliklar barindirmalarina ragmen, biitiin omurlarin pek ¢ok

ortak Ozellikleri de vardir (16,17).

Normal bir insanda fizyolojik egrilikler bulunur. Bu egrilikler kimi yazarlara gore
degiskenlikler gdstermesine ragmen genel olarak servikal bolgede ortalama 40° (30°-50°)
lordoz, torakal bolgede ortalama 35° (20°-50%), lomber bolgede ortalama 60° (40°-80°) lordoz
ve sakral bolgede 50° (40°-60°) seklindedir (18,19,20).

2.2. Skolyoz
Vertebral kolonda meydana gelen egriliklerin on derecenin altinda olmasi1 normal
kabul edilir. Fakat on derece ve tizerindeki egrilikler skolyoz olarak adlandirilir (21,22,23).
Bu lateral egrilikler ile ¢arpikliklar frontal, sagital veya aksial diizlemde meydana gelebilir.
Lateral egrilikler ve anterior-posterior agilasmalar nedeniyle olusan skolyoz vertebral kolonu
direkt olarak etkileyen ii¢ boyutlu omurga deformitesidir.

Bu egrilik genellikle omurganin diiz durmasi yerine “’s’’ veya ‘’c’’ seklinde
goriinmesinin nedeni olarak diisiiniilmektedir. Skolyoz c¢ok farkli sekillerde ortaya
cikabilir. Ornegin ndrolojik, sinir ve kas hastaliklaria (omurga kas atrofisi) bagl olarak
sekonder bigcimde olusabilir. Skolyoz ayrica omurlarla ilgili bozukluklarin direkt
sonucu olarak veya dogumsal nedenlerle olusabilir. Skolyozun gelisimi saglikli
bireylerden farkli olarak ergenlik dncesi donemde bariz bir sekilde gdzlemlenebilir.
Skolyoz genellikle okul ¢ag1 cocuklarda ve daha yogun olarak kiz ¢ocuklarinda goriiliir.
Skolyoz goriilme prevalansi gencler arasinda %1-2 olmakla beraber altmis yas {izeri
kisilerde bu oran %50 boyutlarina ulasabilmektedir. Skolyoz tedavisindeki temel amag

cocukluk doneminde baglayan hastaligin ilerleyisini engelleyebilmektir (24,25,26,27).

2.2.1. Tam

Skolyoz tanist klinik muayene ve PA grafiler ile yapilir. Skolyoz tanisinin klinik
muayenesinde idiyopatik olmayan etyoloji ile ilgili bulgularda dikkate alinmas1 gerekir.
Skolyozlu hastalarin takip ve tedavisinde etyoloji, cobb acisi, lokalizasyonu, rotasyon
esligi, hastanin yas1 ve cinsiyeti gibi bulgular degerlendirilmelidir.

Skolyoz tanist konabilmesi i¢in omurgada olusan egriligin on derece ve iizerinde
olmast gerekir. On derecenin altindaki egrilerde skolyoz tanis1 konulamaz. Skolyotik

egriligin Ol¢iilmesi, tan1 konmasinda ve tedavinin se¢iminde ¢ok onemlidir. Skolyotik



egrilik Cobb metodu kullanilarak 6l¢iiliir. Skolyotik egriligin dl¢iimii yalnizca cerrahiye
aliacak hastalarin se¢imi i¢in degil ayn1 zamanda dogru tedavinin verilebilmesi i¢in de
onemlidir. Cobb acis1 hesaplanirken iistte ve altta orta hattan en fazla deviye olan, yoni
disa kaymis vertebralar bulunur. Olgiim ug¢ vertabralarin tespiti ile baslar. Ust ug
vertebranin {ist ylizeyine ve alt vertebranin alt ylizeyine dik hatlar ¢izilir. Bu ¢izgiler
arasinda olusan ag1 ‘Cobb acisi’dir. Skolyoz derecesi 6l¢gmede Cobb metod kullanimi
Sekil 2-2’de verilmistir. (28,29,30).

Cobb agisinin derecesine, skolyotik egriligin konumuna ve yoniine ayrica
egrilige herhangi bir rotasyonun eslik edip etmedigine bakilarak tani konur.

Ayrica klinik tanida iskelet olgunlugunun degerlendirilmesinde Risser isareti
kullanilir. Risser isareti ile iliak apofizin kemiklesme durumuna bakilarak iskelet
olgunlagma degerleri saptanir. Risser isaret degerleri Risser O ile Risser 5 arasinda

degisim gostermektedir (31,32,33).

®2002 RENEE L. CANNON

Sekil 2-2 Skolyoz derecesi 6lcmede Cobb metod kullanimi.
Ust ug vertebra ile alt u¢ vertebra secilir. Ust uc vertebranin iist yiizeyine ve alt
vertebranin alt ylizeyine dik hatlar cizilir. Bu kesisen dik c¢izgiler arasinda olusan a1

Cobb agisidir. Ref(28)’den degistirilerek alinmistir



2.3. Epidemiyolojisi

Skolyoz hem erkeklerde hem de kizlarda goriilen bir hastaliktir, bununla beraber
kizlarda daha sik goriiliir. Ayrica kizlarda goriilen skolyozun seyri erkeklere oranlara
daha hizli bir ilerleme gosterir. Bunun sebebi heniiz bilinmemektedir. Genellikle
skolyoz hastalarinin bazilarinda tibbi tedavi ve cerrahi miidahale gerektirecek ciddi
skolyotik egriler bulunmamaktadir.

Skolyoz ergenlik donemindeki genglerde yaklasitk %10 oraninda ve farkli
siddetlerde goriilmektedir. Skolyozlu hastalarda iki farkli durum s6z konusu
olabilmektedir. Birinci durumda skolyoz kendiliginden diizelirken, ikinci durumda ise
ilerleme gosterir. Bebeklik doneminde skolyoz gbézlemlenmis ve skolyotik egriligi 30
derecenin altinda olan hastalarin %80inde herhangi bir tibbi tedavi ger¢eklestirmeksizin

skolyotik egriligin kendi kendine kayboldugu goriilmiistiir (34,35).

Yapilan bazi arastirmalar sonucunda konjenital skolyoz goriilme sikligi 0,5-1 /1000
olarak tespit edilmistir. Skolyozun farkli derecelerinin goriilme orani toplumlar ve
cinsiyetler arasinda farkliliklar gosterir. Literatiirde Delaware'de (ABD) Shands ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada 14 yas civarindaki skolyoz tanist konmus ¢ocuklardaki
degerlendirilme sonucunda prevalans, skolyotik egriligi 10 derece ve iizerinde olanlar
icin %1,9, egriligi 20 derece ve lizerinde olanlar iginse %0,5 olarak saptanmistir.
(36,37).

Ayrica Wynne-Davies'in yapmis oldugu ¢alismada sekiz yasin altindaki ¢ocuklarda
skolyozun prevalanst 1.3/1000 olarak goriiliirken, sekiz yasin istiindeki gocuklarda
1.8/1000 olarak saptanmistir. Yine bu ¢alismada skolyozun cinsiyete gore dagilimina
bakildiginda; sekiz yasin altindaki cocuklarda skolyoz prevalanst kiz ve erkek
cocuklarinda esit iken, sekiz yasin iistiindeki ¢ocuklarda prevalans kizlarda 4.6/1000,
erkeklerde ise 0.2/1000 olarak bulunmustur (38).

Skolyozla ilgili olarak iilkemizde yapilan calismalarda ise Istanbul’da 2010
yilindaki bir taramada on dort yas civar1 ¢ocuklarda skolyoz prevalansi % 2,5 olarak
bulunmustur. Bu ¢alismada ki kiz erkek oran1 2,5/1 dir. Calisma sonunda skolyoz tanisi
konan ¢ocuklardaki Cobb acis1 degerlendirildiginde ise olgularin %72,7 sinde skolyotik
egri 10 ila 20 derece arasinda gortiliirken geriye kalan %27,3 liik kisimda ise egrinin 20

derecenin lizerinde oldugu goriinmiistiir (39).
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2.4. Etyolojisi

Skolyoz etyolojisi tam olarak aydinlatilamamistir. Skolyoz tek basina bir tani
olmamakla beraber omurgada meydana gelen yapisal degisimleri igerir. Bununla
birlikte bir ¢ok nedenle ortaya cikabilir. Skolyoz etyolojisiyle ilgili olarak, pek ¢ok
arastirma yuritiilmesine ragmen tam olarak aydinliga kavusturulamamakla beraber
cesitli teoriler One siiriilmiistiir. Genel olarak bu teoriler sdyle siralanabilir; norolojik
koken, muskiiler imbalans, vertebral kemik gelisim bozuklugu, endokrin bozukluk,
asimetrik biiyiimedir (40,41,42).

Skolyozun etyolojisi incelendiginde multifaktoriyel bir hastalik oldugu kabul
edilmektedir. Skolyoz tanisinda hastaligin yerlesimi, skolyotik egriligin derecesi, yas
faktorii gibi bulgular ile genetik kalitim agisindan tekrarlama risklerinin farkliliklar
gostermesi nedeniyle heterojen bir etyoloji goriilmektedir (42,43).

Skolyoz genel olarak tek bir kalittim modeli ile agiklanamayan kompleks bir
deformitedir ve sporadik olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Buna ragmen X’e bagh
dominant kalitim {izerinde daha fazla distinilmistiir (42,44). Bazi1 arastirmacilar ise
X’e baglh resesif kalittm modelini benimsemislerdir (45). Ayrica skolyoz sekonder
olarak bircok genetik sendrom ile de beraber goriilebilmektedir. Bu sendromlardan
bazilar1 Marfan sendromu, Prader Willi, Charge sendromu, Di George sendromu,
Norofibromatozis (NF) dir. Bu sendromlarin genetiginde genellikle kopya sayisi
degisimleri (CNV) yer almaktadir (46,47).

Skolyozun alt siniflarindan olan idiyopatik skolyozla ilgili yapilan genetik
caligmalarda ise yine otozomal dominant kaliim modeli kabul edilmistir. Idiyopatik
skolyozun etyolojisinde genetik faktorlerin ¢ok dnemli rol oynadigi diisiiniilmektedir.
Literatiirde idiyopatik skolyoz hakkindaki diger kalittm modeli olarak multifakdriyel
kalitim1 kabul eden ¢alismalarda mevcuttur.

Ikizlerle ilgili yapilan ¢aligmalarda ise tek yumurta ikizlerinde konkordans %75
civarinda gozlemlenirken, ¢ift yumurta ikizlerinde ise %36 olarak saptanmistir (41,48).
Diger bir c¢alismada ise Wynne ve arkadaslari skolyozlu hastalarin 1. derece
akrabalarinda skolyoz goriilme sikligimi %11 olarak bulurken, bu siklik oranim 2.

derece akrabalarda %?2,4 saptamiglardir (49).
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Riseborough ve arkadaslarinin aragtirmasi incelendiginde skolyozlu hastalarin
1. derece akrabalarinda tekrarlama riski %11; 2. derece akrabalarinda %2.,4; 3. derece
akrabalarinda ise %1,4 olarak gosterilmistir. Bu ¢alisma sonuglar1 skolyozun poligenik
multifaktoriyel kalitima uygun oldugunu diistindiirmektedir (50).

Skolyozun diger bir alt tipi olan konjenital skolyozda ise yapilan ¢alismalar
incelendiginde aile Oykiisii bulunmasi ender olarak karsilasilan bir durumdur. Bazi
arastirmacilar bu durumu hemivertebra anomalisi gibi izole tek bir anomali ve sporadik
olarak olusan genetik risk tagimayan deformite olarak yorumlamislardir (51).

Biitiin bu ¢aligmalar 15181inda genel bir degerlendirme yapildiginda skolyozun
kizlarda daha ¢ok ilerleme gosterdigi ve penetransinin daha yiiksek oldugu sonucuna
varilirken, kalitminin otozomal dominant veya resesif gecis olup olmadigir hakkinda
kesin ve net bir yargiya ulagsmak miimkiin degildir. Skolyoz pek ¢ok genetik etmenin bir
araya gelmesiyle ve belirli bir esigi asmasiyla olusan bir deformitedir. Skolyoz
etyolojisiyle ilgili olarak polimorfizmlerin, submikroskobik degisimlerin ve kopya
sayist degisimleri ile nokta mutasyonlarinin genetik acidan Onemli yer tuttugu

diistiniilebilir.

2.5. Smiflandirilmasi
Skolyoz siniflandirmasinda en yaygin olarak kabul goren siniflandirma 1966
yilinda Amerika’da kurulan Skolyoz Arastirma Derneginin (SAD) lokalizasyon ve

etyolojiye gore yapmis oldugu siniflandirmadir:

2.5.1. Lokalizasyona gore siniflandirilmasi
Bu smiflandirma skolyotik egriligin anatomik olarak bulundugu konuma gore
gerceklestirilir.

1) Servikal egrilik

2) Servikotorasik egrilik
3) Torasik egrilik

4) Torakolomber egrilik
5) Lomber egrilik

6) Lumbosakral egrilik

2.5.2. Etyolojiye gore siniflandirma

Bu siiflandirma ise etyolojiye gore yapilan bir siniflandirmadir.
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2.5.2.1. Yapisal Skolyoz
Yapisal skolyoz olgularinda vertebral kolonda lateral egrilik ve rotasyonel

deformite gozlemlenir. Yapisal skolyoz smiflandirilmasi Tablo 2-2’de verilmistir.



Tablo 2-2 Yapisal Skolyoz Siniflandirmasi

13

1.idiyopatik

A. Infantil (0-3 yas)
1. Gerileyen

2. lerleyen

B. Juvenil (3-10 yas)

2.Konjenital

A. Formasyon Bozuklugu

1. Kama vertebra

2. Hemivertebra

B. Segmentasyon Bozuklugu

C. Adolesan (10 yas uzeri) 1. Unilateral (ansegmente bar)

7.Noromuskiiler

A. Noropatik
1. Ust Motor Noron
a. Serebral Palsi

b. Spinoserebellar Dejenerasyon

l. Friedreich ataksisi

I1. Charcot- Marie-Tooth Hastaligi

I11. Roussy-Levy hastalig1
c. Sringomyeli

d. Spinal Kord Tumoru

e. Spinal Kord Travmasi
f. Digerleri

2. Alt Motor Noron

a. Poliomyelit

b. Diger Viral Myelitler
c. Travmatik

d. Spinal Muskuler Atrofi
I. Werdnig-Hoffmann

2. Bilateral
C. Karisik Tip

I1.Kugelberg-Welander
e. Myelomeningosel

3. Disotonomi

4. Digerleri

B. Miyopatik

1. Artrogripozis

2. Muskuler Distrofi

a. Duchenne

b. Limb-Girdle

c. Fasioskapulohumeral
3. Fiber Tipi Orantisizlik
4. Konjenital Hipotoni
5. Distrofik Miyotoni

6. Digerleri

YAPISAL SKOLYOZ

3. Mezenkimal Hastahklar
A. Marfan Sendrom

B. Ehler Danlos Sendromu
C. Digerleri

8. Metabolik Hastahiklar
A. Ragitizm

B. Osteogenezis imperfekta
C. Homosistinuri

D. Digerleri

11.Kemik Enfeksiyonu
A. Akut
B. Kronik

4. Tramva 5.0steokondrodistrofiler 6. Tiimorler
A. Kirik A\. Distrofik dwarfizm A. Vertebral kolon tumorleri
B. Cerrahi B. Mukopolisakkaridozlar 1. Osteoid osteoma

2. Histiositozis-X
3. Digerleri
B. Spinal kord tumorleri

1. Laminektomi sonras1 C. Spondiloepifizeal displazi
2. Torakoplasti sonrast ~ D. Multipl epifizeal displazi
C. Radyoterapi E. Digerleri

9. Lumbosakral Eklemle ilgili Hastahklar
A. Spondilolizis ve spondilolistezis
B. Bu bolgedeki konjenital hastaliklar

10. Ekstraspinal Kontraktiirler
A. Ampiyem sonrasi
B. Yanik sonrasi

12.Norofibromatozis 13.Romatoid Hastaliklar




14

2.5.2.2. Fonksiyonel Skolyoz
Fonksiyonel skolyoz olgularinda sadece vertebral kolonda lateral egrilik vardir.

1.Postural Skolyoz

2.Histerik Skolyoz

3.Sinir koku irritasyonu (Niikleus pulpozus herniasyonu,timorler)
4. Inflamatuar

5.Bacak uzunluk farkina bagl

6.Kalca eklemi bolgesindeki kontraktiirlere bagli

2.5.3. Idiyopatik Skolyoz

Idiyopatik skolyoz (IS) etyolojik nedeni agiklanamayan deformitedir. idiyopatik
skolyoz tanisi konurken omurgada egrilige sebep olabilecek diger biitiin etmenler
disarda birakilmaktadir. IS yaklasik olarak % 75-80 oraninda en sik rastlanan skolyoz
tipidir (52). IS kizlarda daha ¢ok rastlanan bir deformitedir. Idiyopatik skolyoz, normal
saglikli bir ¢ocukta herhangi bir neden bulunmaksizin ortaya ¢ikabilir ve ¢ocugun
iskelet gelisimiyle beraber ilerler.

Idiyopatik skolyoz hastaligin baslangi¢ yasina gore kronolojik olarak iige ayrilir;

1) infantil IS :0- 3 yas arasim kapsar.
2) Jivenil IS :4-9 yas arasi kapsar.

3)Addlesan IS : 10. yastan iskelet gelisimi tamamlanincaya kadar olan dénemi

kapsar.

2.5.3.1. Infantil idiyopatik skolyoz:

Infantil IS dogumdan sonra ortaya ¢ikar ve 3 yasina kadar olan dénemi kapsar.
Bu hastalik erkek cocuklarinda daha sik goriilmektedir ve skolyotik egri genelde gogsiin
sol tarafina dogru kivrilma gostermektedir. Bebeklik doneminde IS gdzlemlenmis olan
ve skolyotik egriligi 30 derecenin altinda olan hastalarin % 80 inde herhangi bir tibbi
tedavi uygulanmaksizin egriligin kendi kendine diizeldigi goriilmiistiir (53). Bununla
beraber skolyotik egriligi 20 derecenin iizerinde olan hastalarda skolyozun ilerleme

hizinin yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Infantil IS de hastaligin seyri agisindan
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kendiliginden diizelen ve ilerleme gosteren skolyoz olmak iizere iki tip durum vardir.
Skolyozu ilerleme gosteren hastalar iki alt gruba ayrilir. Cerrahi miidahale
gerektirmeyen tedavi uygulanan hastalik grubuna bening (iyi huylu), cerrahi miidahale

gerektiren hastalik grubuna ise malign (kotii huylu) idiyopatik skolyoz denir (54).

2.5.3.2. Jiivenil idiyopatik skolyoz:

Jiivenil IS ¢ocukluk dénemini kapsar. Genel olarak 4 ile 10 yas aras1 donemde
goriiliir (55). Jiivenil idiyopatik skolyoz kizlarda daha sik goriiliir ve skolyotik egrilik
daha ¢ok g6gsiin sag tarafinda meydana gelir (56).

2.5.3.3. Adolesan idiyopatik skolyoz:

Adolesan idiyopatik skolyoz, idiyopatik skolyozlar arasinda en sik rastlanilan
skolyoz tipi olup %80-85 oraninda goriiliir. AIS ergenlik dénemini kapsar yani 10
yasindan baglayarak iskelet gelisiminin sonlanmasina kadar olan donemde goriiliir (57).
AlS’de meydana gelen skolyotik egrilik genellikle jiivenil dénemde baslar ve ergenlik
donemindeki hizli biiyiime ve gelismenin de etkisiyle egrilikte artis gézlenir. Addlesan
idiyopatik skolyozdan kimi kaynaklar ‘ge¢ baslangicli” skolyoz olarak da bahsederler.
AlS’de deformite vertebral kolonun her ii¢ bolgesinde de yani servikal, torakal ve
lumbarda olusabilir (58,59).

2.5.4. Konjenital Skolyoz

Konjenital skolyoz vertebranin olusumu veya segmentasyonu sirasinda ortaya
¢ikan ve bu anomaliler nedeniyle omurganin laterale egimlenmesi ile olusan skolyoz
tipidir. Bu anomaliler embriyolojik donemde ortaya ¢ikabilir ve omurgada deformiteye
neden olabilirler (60). Konjenital skolyozun olugsmasinda etken olan anomaliler ¢ok
cesitlidir, bu nedenle konjenital skolyozun ilerleme siirecinde de farkliliklar meydana
gelebilir. Bazi anomaliler dogumda olusur ve herhangi bir ilerleme gostermeyip bu
sekilde kalir. Bazi anomalilerde ise oldukg¢a hizli progresyon goriilebilir ve bu hizli

progresyon nedeniyle de ¢ok ciddi fonksiyonel bozukluklar meydana gelebilir (61,62).

Konjenital skolyoz diger baska genetik sendromlarla birlikte goriilebilir. Bu
sendromlar  Alagille, Spondilokostal Disostozis, Jarcho-Levin, Kaudal Disgenezis
Kabuki make-up, Klippel-Feil, Lenz’s (X’e bagl), Goldenhear sendromu,
VATER/VACTERL ve Rubenstein-Taybi sendromudur (66). Konjenital anomaliler
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genel olarak segmentasyon defekti, formasyon defekti ve her ikisini de igeren karisik tip
olmak fizere ii¢ ana gruba ayrilir. Vertebral malformasyonlarin farkli kategorileri
verilmistir (Sekil 2-3).

Segmentasyon defekti serbest halde bulunmasi gereken bir omurun bir boliimiiniin
altindaki veya iistiindeki omurlar ile kemiksel baglanti olusturmasidir. Bu segmentasyon
defekti tek tarafli olusursa unilateral, ¢ift tarafli olusursa blok vertebra olarak
adlandirilir.

Formasyon defekti embriyolojik dénemde vertebranin eksik bir sekilde meydana
gelmesidir. Formasyon defekti kismi olarak gerceklesirse wedge vertebra, eger
formasyon defekti tam ger¢eklesirse hemivertebra olarak adlandirilir (63,65).

Konjenital skolyozun prevalansi hakkinda kesin bir bilgi edinmek zordur.
Genellikle pozitif aile hikayesi nadir olarak karsimiza gikar. KS ve IS etyolojisiyle ilgili
olarak fare ve insan genomunda ayni gen bdlgesinde bulunan baz1 genler
karsilastirilarak; KS ve iS’ye neden olabilecek aday genler belirlenmistir. Konjenital ve
idiyopatik skolyoz ile ilgili olarak ayni gen bdlgesi icerisinde tanimlanmis aday genler

Tablo 2-3’te verilmistir (66).



-

-
-
-

Tek yanh ‘e
tamamlanmans
formasyon °

Tam segmentasyon

Konjenital Skolyoz

A. Formasvon Defektleri

Yarim omur

Yarim segmentasyon

.
-
.
s
.

R

&L

' -
il B3
o
.

»
L 3
s

L

Sikigik

fa!

S oh
ok

|

-~

5
)
W

4o

Béliinme gergeklesmeyen

B. Seamentasvon Defektleri

Tek yanh par¢alanmamis kisim

Tek yanh tamamlanmanms
segmentasyon

Tek yanh kisim/ Engellenmis omur

Sikisitk omur

4 'J’

Tek yanh kismi cksik g
formasyon ‘oi

Engellenmis Omur

¢ o
¢ op

!

—
Cift yanh , '
tamamlanmams ' ‘-
segmentasyon | -

4‘..~.

D

Sekil 2-3 Vertebral malformasyonlarin farkh kategorileri; A.Formasyon Defektleri
B.Segmentasyon Defektleri

Ref(47)’den degistirilerek alinmustir.
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Tablo 2-3 Konjenital ve idiyopatik skolyoz ile ilgili olarak aym gen bolgesi icerisinde
tammlanmis aday genler

Ref (66) dan degistirilerek alinmugtir.

Mutant gen/ Lokiis
(fare)

Dbf (Pax3,lhh)
Gli2

Lmxla

Ltap

Us - Lmx1b
rh —Hoxd
Pax1 —dm
Jun

Sks —sno

ct

Ix

hop

tc

DII3

Tks

Aft

tk

Ky
Wnt3a
Ts
Rbt
Bst
Sim2
mctl
Fbn-2
Ocd

IS/KS icin ayn1 gen bolgesi icerisinde tammlanmis aday genler

Lokalizasyon

(Kromozom cM)

1,40
1.63
1,88.2
1,934
2,14 -21
2,38 -45
2,85-80
4,44.6
4,54.6 —58.3
4,69
5,22
6,13
6,35.6
7,10
9,9
9,23
9,32
9,48
9.56
11,32
11,735
11,74
16,31.5
16,67.6
17,18.5
18,29
19,6

Insanda tanimli

bolge

203

2914
1921-923
1921-923
9934
2931
20p11
1p33-p32
1p33-p32.2
1p35
4p16.1
7922-qter
2p13-pll
19013.2-913.3

11022-024/19p13.3-P13.2 MMP cluster -ACP5

11g22-q24
15923-925
6012-913
3021
1942
17925
17925
3g13.2
21022.2
6p21.3
5023.3-q31
1113

Aday genler

PAX3,IHH
GLI2
LMX1.1
VANGL2
LMX1B
HOXD cluster
PAX1

JUN
COL942
PAX7,CRTM
MSX1

PTN, PAX4
TGFA

DLL3

MMP cluster
CSK, PML
COL12A1
MYLK
WNT3A
TIMP2
TIMP2, CBX2
COL8A1
SIM2
COL11A2,RXRB
FBN2

LTBP3

Sendromlar

Waardenburg, CFDH

NP

MED type 2

Wolf-Hirschorn

type 2 Stickler, OSMED
CCA
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2.5.5. Noromuskiiler Skolyoz:

Noromuskiiler skolyoz; norolojik, muskiiler hastaliklar, spinal kord tiimorlersi,
serebral palsi gibi sendromlar1 kapsayan oldukc¢a genis hastalik grubudur. Ayrica
noromuskiiler skolyozda duyu bozukluklari, kas paralizileri ve kas dengesizligi
nedeniyle olusan kalca instabilitesi gibi problemler goriiliir. Noromuskiiler skolyozun
tedavisi olduk¢a zordur. Bunun sebebi noéromuskiiler skolyozda skolyotik egriligi
diizeltmenin yani sira gévdeyi stabil duruma getirerek omurgada dik durusu saglamak

zorunlulugu bulunmasidir (67).

2.6. Array-CGH

Comparative Genomic Hybridization (Array-CGH) sitogenetik analiz yontemleri
(FISH) ile birlikte mikroskobik ve submikroskobik kromozomal degisimlerin
belirlenebilmesini saglar. ki farkli genomun DNA’larinin karsilastirilmasi temeline
dayanan CGH yontemi karyotip analiz yOntemidir ve mikroarray teknolojilerinin
gelistirilmesiyle genom pargalar halinde incelenebilmektedir (68,69). Array-CHG klasik

CGH ile mikroarray teknolojilerinin birlestirilmesiyle olusturulmustur (70).

2.6.1. Karsilastirmah Genomik Hibridizasyon

CGH yonteminin gelismesi genom igerisindeki kopya sayisi degisikliklerinin
analizi i¢in Onemli adimlar atilmasini saglamistir (71). CGH’de test edilecek bir
genomun DNA’s1 bir renkte (kirmizi) floresan ile isaretlenir ve ikinci bir boya ile
isaretli (yesil) normal oldugu bilinen referans bir genom ile hibridize edilir. Isaretli
problar genomda biiylik benzersiz sekanslarin sunumuna olanak saglayan ve tekrarlayan
yapilar1 baskilayan Cotl DNA’siyla én hibridizasyon yapilir. Iki genom arasinda esit
kopya sayili bolgeler; test ve referans DNA eslestirme miktar1 esit olacagindan, bu
bolgeler kirmizi ve yesil karigimi olarak goriiniir. Test genomun herhangi bir bolgesinin
delesyonunda referans DNA’s1 test DNA’sindan daha fazla eslesir ve buralar yesil
goriiniir. Test genomun herhangi bir bdlgesinin artis1 veya kazaniminda ise test DNA,
referans DNA’dan daha fazla eslesir ve buralar kirmizi goriiniir. Floresan oranin
belirlenmesiyle, kopya sayisi degisimlerini gosterecek sekilde her bir metafaz
kromozomunun uzunluklart boyunca floresan oran profilleri olusturulur. CGH
teknolojisi gelistirilirken asil olarak metafaz kromozomu olusturulmas: ve analizi zor

olan solid tiimorler tizerindeki ¢alismalara olanak saglanmasi amaglanmistir (72,73).
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CGH yontemi ile genom taramasi ise yapisal anomali ve tekrarlanmayan yeniden

diizenlenmelerin submikroskobik diizeylerde belirlenebilmesine olanak saglar (74).

2.6.2. Mikroarray

Mikroarray tekniginde niikleotid ve baz eslesmesi temel alinmaktadir. Mikroarray
tekniginin en Onemli avantajlarindan biri de su ana kadar belirlenmis tiim insan
genlerinin ekspresyonlarin1 tek bir reaksiyon ile gosterebilmesidir. Mikroarray ¢ipleri,
tizerindeki belirli noktalara binlerce farkli gen dizilerinin sabitlendigi veya eklendigi
yiizeylerdir(75). Mikroarrayler ¢ok ¢esitli teknolojilerle iiretilebilirler. Oligoniikleotidler
in situ olarak solid destekler tizerinde iiretilebilirler. Ayrica oligoniikleotidler PCR ile
iiretilen fragmanlar ve ¢cDNA’lar array lizerine print edilebilir. Mikroarrayler cDNA
mikroarrayleri ve oligoniikleotid mikroarrayleri olarak iki sinifa ayrilabilir. cDNA
arrayleri uzun, ilgilenilen mRNA’ya komplementer olurken oligoniikleotid arrayler
genelde 20-60 niikleotid uzunlugunda problari igerirler. Mikroarray teknolojisinde lam,
silikon veya poliakrilamid gibi bir solid destegin iizerine ilgilenilen materyalle ilgili
(DNA, mRNA, protein, miRNA) problar sirayla yerlestirilirler (76). Floresan boyalarla
(Cy3, Cyb) isaretlenen ornekler problarin iizerine uygun kosullarda hibridize edilirler.
Hibridasyon sonrasinda yanlis baglanan problari uzaklastirmak icin farkli tuz
soliisyonlar1 ile yikama islemi yapilir. Floresan boyalarinin 1s1ma yogunluklar yiiksek

rezoliisyonlu tarayicilarla belirlenir (Sekil 2-4) (77).
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cDNA problar
hazirlanir

Sekil 2-4 Mikroarray islem siireci
Ref(77)’den degistirilerek alinmustir.

2.7. Mikroarray Cesitleri
Mikroarray teknolojisinin gelisimiyle beraber farkli genetik ¢alismalar i¢in ¢ok
cesitli mikroarray teknolojileri {iretilmistir. Bu teknolojiler asagida liste olarak

verilmigtir.

1) Niikleotid mikroarrayleri

2) Ekspresyon arrayleri

3) Mutasyon/Polimorfizm arrayleri
4) MikroRNA Arrayleri

5) Tekrar-dizileme arrayleri

6) Protein mikroarrayleri

7) Doku mikroarrayleri

8) Array-CGH
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2.7.1. Niikleotid Mikroarrayleri

Niikleotid arrayleri DNA ve RNA ile ilgili calismalar1 kapsar. RNA ile ilgili
caligmalarda RNA’nin kantitatif analizi yapilarak gen ifadelerine bakilirken; DNA ile
ilgili galismalarda ise DNA’nin kontrol DNA ile istatistiksel farki goz oniine alinarak
kromozomal degisimler, SNP ve CNV’ler belirlenir.

2.7.2. Ekspresyon arrayleri

Ekspresyon arrayleri gen ifadesi seviyelerindeki degisikliklerin tespiti ve
diizeyinin  belirlenmesinde kullanilir. ~ Sabitlenmis problar, bilinen genlerden
sentezlenmis cDNA’larin komplementerleridirler. Ayrica bazi ¢aligmalarda kullanilmak
lizere normal ve hastalikli hiicrelerden ayristirllan mRNA’lardan hibridizasyon igin
bunlarin doniistiiriilmesiyle elde edilen c¢DNA’lar 6rnek ve kontrol DNA’lar1 olarak

kullanilirlar. Bu yontem ile ifade seviyelerinde degisim gdsteren genler belirlenir.

2.7.3. Mutasyon/Polimorfizm arrayleri

Mutasyon-Polimorfizm  arrayleri  belirli  genlerdeki  mutasyonlart  ve
polimorfizmleri belirlemek i¢in kullanilirken, bu ¢alismalarda prob {izerinde sabitlenmis
DNA tek bir niikleotid dizisinden olusur. SNP mikroarrayleri genetik varyasyonu
belirlemek amaciyla kullanilir. Ayrica genetik c¢esitlilik ve genetik hastaliklara
yatkinliktan sorumlu olabilecek SNP’ler belirlenebilir. SNP’lerin kisisel farkliliklara
neden oldugu diisiiniilmektedir ve bu SNP degisimleri eger ekzon igindeyse gen
ekspresyonunda da degisimler gozlenebilir (79). Ayrica SNP mikroarrayleri kanser
olusumu ile ilgili somatik mutasyonlarin heterezigotluk kaybininda belirlenmesini

saglar. Genotipleme, baglanti analizleri gibi bir cok alanda kullanilabilmektedir.

2.7.4. MikroRNA arrayleri

MikroRNA’lar protein kodlamayan tek zincirli 20-22 baz uzunlugunda olan RNA
molekiilleridir ve transkripsiyon sonras1 mekanizma ile gen ekspresiyonunu baskilarlar.
Kanserle iliskileri bulunmustur, hedefledikleri gene gore onkogenik ve tiimorsupresor
mikroRNA’lar olmak {tizere iki sinifta toplanirlar. MikroRNA arrayleri ekspresyon

arraylerine benzer (80,81).

2.7.5. Tekrar-Dizileme Arrayleri
Tekrar-dizileme arrayleri iki ya da daha fazla genomdaki DNA dizilerinin

karsilastirilmasiyla aradaki farkliliklarin tespit edilmesine dayanmaktadir (82).
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2.7.6. Protein mikroarrayleri

Protein mikroarraylerinde sabitlenen molekiillerin belirlenmis hedef bir molekiile
baglanma 6zelligi vardir. Protein mikroarrayleri farkli igeriklere sahip olabilirler ve
buna gore smiflandirilirlar. Protein-protein, antijen-antikor, enzim-substrat, niikleik

asit-protein gibi gesitleri mevcuttur.

2.7.7. Doku mikroarrayleri

Doku mikroarrayleri in situ bulgular, klinik-patolojik ¢alismalara olanak
saglamistir. Doku mikroarraylerinden elde edilen pargalar in situ doku analizlerinde
kullanilabilir (83). Ciinkii bu bulgular, arastirmada kullanilan dokunun 6zelliklerini gok
iyi gostermektedir. Doku mikroarrayleri iyi bir karakterizasyonla beraber timor

caligmalarinda ¢ok 6nemli ilerlemeler saglayabilirler (84).

2.7.8. Array-CGH

Oligoarrayler DNA problarmin belirli bir diizenle bir ylizeye sabitlenmesiyle
meydana getirilir. Bu oligoarrayler 25-75 baz giftinden meydana gelmekle beraber
olusturulan DNA problarimin boyutlar1 ¢alisma yapilacak bolgeye gore degisiklikler
gosterebilir. Array-CGH (karsilastirilmali genomik hibridizasyon) referans ve test
genomlarinin karsilastirilmasini igerir ve genellikle oligoarraylerin en ¢ok kullanilan
calisma alamidir. Array-CGH belirli bir diizenle cam iizerine dizilenmis klonlarla
metafazin olusturulmasidir. Array-CGH, DNA mikroarray ve CGH’in birlestirilmesiyle
elde edilmis bir tekniktir ve bu sayede genomik yeniden diizenlenmenin yiiksek
rezollisyonlu analizi gergeklestirilebilmektedir. Array-CGH yontemi genomdaki kopya
sayist degisimlerinin tespit edilmesi ve yeniden diizenlenim bolgelerinin haritalanmasi,
yiiksek ¢oziintirliikte molekiiler karyotipleme, amaglanan bazlarin ¢oziimiiniin tek bir
hibridizasyonla yapilabilmesini saglar.Ayrica array-CGH ile DNA’daki submikroskobik
degisimler, genomun kiigiik bolgelerinde meydana gelen kantitatif degisimler, diizenli
bir sekilde boyut ve aralilariyla beraber saptanabilir. Array-CGH in en biiyiik
avantajlarindan  biri de konvansiyonel Kkaryotip analizlerinde belirlenemeyen
submikroskobik yeniden diizenlenmelerin = gozlenebilmesidir. Bu yontem ile
submikroskobik dengesiz kromozomal yeniden diizenlenimler saptanabildigi gibi
dengeli translokasyon bozukluklar1 da ortaya cikarilabilir. Bu sayede array-CGH
klinikte taniya yonelik ¢ok 6nemli avantajlar saglar (86). Array-CGH iki farkli floresan

(yesil,kirmiz1) boya kullanilarak 6rnek ve referans DNA’lar esit oranda eslestirilmesi
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ve bu eslestirmenin ardindan floresan miktarlarinin OSlgiilmesiyle gergeklestirilir.
Eslesme miktarinda meydana gelen orantisiz floresan degisimleri ile bozukluk veya
genomun problemli parcasi tespit edilir. Array-CGH yoOnteminin geleneksel CGH
yontemine gore en biiyiik avantaji ise array-CGH de kullanilan problarin metafaz
kromozomlarindan ¢ok daha kii¢iik boyutlarda olmasidir. Array CGH asamalar1 Sekil
2-5’te verilmistir (85,87,88).

7 N
= . - . e Array-CGH Islem Siireci
Hast i i ontrol 5
4 : DNA %
DNA
‘A Adim 1-3 Hasta DNA sive kontrol DNA s1 Floresan boyalarla
isaretlenir.
Adim 4 Hasta ve kontrol DNA lan birbirine baglanir ve
i hibridizasyon gerceklesir.
3
Adim § Mikroarray tarayicisi floresan sinyvalleri Slger.
Adim 6 Bilgisayar programaverileri analiz eder ve grafik
olusturur.
Adim Adm 6

Adim 4 Hibridizasyon L P N

DNA Kaybt
- L
A H L/ W,
) N
B i et el
] \.&-

Bilgisayar Veri Analizi
Esit Programi (Kromozom 7)
hibridizasyon DNAKaybt DNA Artis1

Sekil 2-5 Array CGH Asamalar1

Ref(87)’den degistirilerek alinmustir.

2.8. Mikroarray Tasarim

2.8.1. Mikroarray Platformlar

Mikroarrayler bir¢ok teknoloji kullanilarak {iretilebilirler. Genellikle standart
mikroarraylarde problar sentezlenerek kimyasal bir matris kullanmak suretiyle saglam
bir ylizeye kovalent bagla ylizey miihendisligi teknolojisiden faydalanilarak eklenir.
Kullanilacak kati yiizey olarak plastik, cam veya silikon tercih edilir. Genellikle kati

yiizey cam, plastik veya silikon olabilir.
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Ayrica oligoniikleotid problar direkt Kati yiizey flizerinde sentezlenerek de
mikroarrayler iiretilebilirler. ‘/n situ’ olarak kat1 yiizey iizerinde iiretilen problarin
yaninda, cDNA’lar veya PCR ile lretilen fragmanlarda array {izerine print edilebilir
(89).

Mikroarraylerin iiretim seklinde, kullanilacagi c¢aligsmalarda alinacak verimlilik
orani ve maliyetleri arasinda ¢esitli farklar vardir. Ayrica mikroarray deneylerinde
deneyin dizaym1 ve veri analiz metodu da Onemlidir. Mikroarraylerde prob sayisi
stnirhidir ve bu smirin belirlenmesinde problarin sabitlendigi ylizeyin 6zelligi 6nemli

faktordar.

2.8.2. Prob hazirlanmasi ve isaretlenmesi

Problarin hazirlanmasindaki ilk asama kontrol ve deney kaynaklarindan DNA
veya RNA’nin istenilen kisminin ya da DNA veya RNA’nin tamaminin izole edilerek
elde edilmesidir. Elde edilen niikleotid materyalinin biitiinliiglinii dogrulamak amaciyla
denatiire jel elektroforezi kullanilabilir. Bu jel elektroforez agamasinda eger istenilen
niikleotid materyalinde parcalanma meydana geldigi aciga c¢ikarsa bu materyal
isaretleme agamasinda kullanilamaz.

Prob tiretiminde sonraki asamada ise bu niikleotid materyalleri floresan boyalar
ile isaretlenir. Bu isaretleme reaksiyonlarinda genellikle cyanine boyalar (Cy3,Cy5)
kullanilir. Prob isaretlemeleri bazi farkli boyalar kullanilarakta dogrudan veya dolaylh

olarak ¢ok ¢esitli sekillerde de yapilabilir (90).

2.8.3. Array tasarimi

Array slaytinin uygun bolgesine amaglanan transkriptin dogru bir sekilde
sentezlenmesi ve spotlanmasi arrayin kalitesini belirler. Array tasarlanirken en ¢ok
dikkat gosterilmesi gereken nokta da, prob veya klonlarin sayisinin, uzunlugunun
secilebilmesine olanak saglayan dizileri sunabilmesi, elde edilmek istenilen dizinin acik
veri tabanlarinda segilebilmesine imkan saglayabilmesidir.

Array tasariminda transkriptlerin ifadelerinin tanimlanmasi, agiklanmasi ve
biitiinliiglinii korumasi 6nemlidir. Genellikle array tasariminda iki tip prob kullanilir:
Bunlar hedef diziyi birebir tamamlayan prob (PM) ve oligoniikleotidlerin merkezindeki
tek bir niikleotid uyumsuzlugunu saptayabilen problardir (MM). Kullanilacak problarin

sayist deneyde istenilen amaca gore degisiklik gosterebilir. Farkli deneyler icin farkli
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sayida kontrol problart igeren arrayler de iiretilmektedir. Ayrica kalite kontrol testleri
icinde 6zel problar vardir.

Tarama sonrasi array tizerindeki sinyal yogunluklarinin giivenilir sekilde
dagilimim1 saglamak amaciyla prob setleri array iizerine dama deseni bi¢iminde
yerlestirilir. Prob secimi deneyde istenilen amaca gore belirlenir. Ornegin niikleotid
analizi i¢in yliksek yogunluklu veya yeniden dizinin taranmasina ydnelik problar,
bilinen belli transkripte, ortak transkript dizi bolgesine ya da poliadenilasyon

bolgelerine gore gen ifadesi elde etmeye yarayan problardir (91).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Orneklerin Eldesi

Calisma grubumuz Dr. Sami Ulus Kadin Dogum, Cocuk Saglig1 ve Hastaliklari
Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali, Genetik béliimiinde tanisi
konularak gozlenen hastalar arasindan segilerek olusturuldu.

Skolyoz tanis1 konularak temel probleminin skolyozla iliskili olarak belirlenmis
olmasi ¢alismaya dahil edilme kriteri olarak saptandi. Etyolojisinde herhangi bir
molekiiler nedenin belirlenmedigi hastalar secildi. izole olmayan skolyozlar ile gelisimli
skolyoz hastalar1 ¢aligmaya dahil edilmedi.

Calismaya dahil edilen hastalar detayli bir sekilde oykii, fizik muayene,
radyolojik goriintiilemeler ve molekiiler testler yapilarak belirlendi.

Yapilan degerlendirmeler sonucunda yaslar1 9 ile 33 arasinda degisen, 3’1 erkek
5’1 disi 8 hasta ¢alismaya dahil edildi. Bu say1 slaytlarin yapist ve projenin biitgesi
dogrultusunda belirlendi.

Tim hastalardan ve ailelerinden bilgilendirilmis olur formu alindi. Hastalardan
ornek alimi ve analiz calismalarina Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi

Etik Degerlendirme Kurulu onayr alindiktan sonra baglandi.

3.1.2. Gereg ve Cihazlar

3.1.2.1. Cahsmada Kullanilan Ekipman ve Sarf Malzemeleri
e Buzdolabi (4 °C) (Vestel, Tiirkiye)

e Derin Dondurucu (-20°C) (Vestel, Tiirkiye)

e Derin Dondurucu (-80°C) (Wisd, DAIHAN Scientific, Kore)

e Nanodrop spektrofometre (Thermo Scientific-ND 2000c, Almanya)
e Laminar air-flow (Class II Safety Cabinet) (Metisafe, Tiirkiye)

e Mikropipet (Thermo Scientific, Almanya)

e  Mini Santrifiij (Thermo Scientific, Almanya)
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o Santrifiij (Hettich Retina 420R, Almanya)

e Hibridizasyon Etiivii (Shel Lab, Oregan, ABD)

e Termal dongii cihaz1 (PZR) (Techne-TC 5000, ABD)

e Vorteks (Wise Mix-VM10, Kore)

e 0.2-1.5 ml Eppendorf (Nest Biotechnology, Cin)

e DNA Izolasyon Kiti (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)

e Agilent SureTag Complete DNA Labeling Kit (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, ABD)

e Slayt koruyucu (Ozon bariyer) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ABD)
e Gasket slayt (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ABD)

e Pens

e Chamber (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ABD)

e Agilent Microarray Scanner with Surescan High Resolution Technology (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, ABD)

e Molekiiler Genetik uygulamalari i¢in gerekli diger sarf malzemeler

3.1.2.2. Soliisyonlar
e DNA izolasyon Kiti Roche Applied Science(Basel, Isvicre)

e Agilent SureTag Complete DNA Labeling Kit (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, ABD)

e GE Wash Buffer | (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ABD)

e GE Wash Buffer Il (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ABD)

e Cyanine 3 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ABD)

e Cyanine 5 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ABD)

e Agilent Cot-1 Human DNA (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ABD)
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3.1.2.3. Bilgisayar Programlari
e Feature Extraction software (Agilent Technologies, CA, ABD)
e Agilent CytoGenomics 1.5

3.2. Yontem

3.2.1. Konjenital Idiyopatik Skolyoza Ozgii Yiiksek Rezoliisyonlu Array-CGH
Tasarimi

Yapilan arastirma ve analizler sonucunda skolyoz ve iskelet displazileri ile ilgili
oldugu tespit edilen 226 gen ile beraber Uluslararast Sitogenetik  Array
Standartizasyon Grubu (ISCA) tarafindan tiim genomu tarayan ve kromozomal
bolgelerinde incelenmesine olanak saglayacak sekilde lokusa 6zgii tasarim olanagi
sunan  yeni teknolojiler  kullanilarak  array-CGH  slayt  tasarimi  yapildi.
Konjenital/Idiyopatik skolyoz ve iskelet displazileri ile iliskilendirilen, etyolojilerinde
rol oynayan genler Tablo 3-1’de verilmistir. Hibridizasyon ortami olarak tiim
genomun taranmasina imkan saglayan yiiksek oOzgiilliikte eslesmeye uygun 60 mer
problar iceren istek dahilinde tasarim yapilmasina olanak saglayan ve elde edilen
sonuglarin  degerlendirilmesi i¢in uygun yazilim programlarini temin etmesi
nedeniyle Agilent firmasi tarafindan kullanima sunulan “SurePrint G3 Custom
CGH 8x60K’’ slayti ile calisildi. Bu slaytlar icersinde 8 ayr1 hasta i¢in konulmus
cipleri bulunduran lamlardir. Dizayn ve siparis igin Agilent Inc.e ait
earray.chem.agilent.com/earray mikroarray web programi kullanildi. Bu E-Array
programi1 Agilent firmasma ait olup istege bagh lokusa o6zgli spesifik prob
dizaynina olanak saglayan web programidir. Biz bu program igerisinde degisik
array tasarimlarina olanak saglayan alt tasarimlardan array-CGH tasarimi igin
dizayn edilmis CGH alt tasarim yiiziini kullandik. Sistem veri tabaninda kullanima
uygun problar bulunmaktadir. Bu problar iligkili genlerin pozisyonlar1 dikkate
alinarak lokusa spesifik problar seklinde dizayn edildi. Programda daha spesifik
prob gruplarina olanak saglamak amaciyla cesitli filtreleme secenekleri bulunmaktadir.
Fakat bu taramada genomun herhangi bir yerinde mevcut olabilecek en kiiciik bir
deigisikligi dahi kagirmamak amac ile herhangi bir filtreleme islemi uygulanmamaistir.
Yiiksek rezoliisyon elde edebilmek icin programdaki kullanima sunulmus problar
ilgili lokuslara 200-500 bp araliginda olacak sekilde mikrogipler iizerine yerlestirdik.

Boylece ticari ¢iplere gore cok daha hassas (zoom-in) analiz verileri elde etme
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imkanimiz oldu. Analizde olusabilecek herhangi bir sinyal kirliligini engellemek ve
analiz sonuglarmin degerlendirilmesini giivenli aralikta gergeklestirebilmek icin
prob yerlesimi, sinyal log2 degeri -1/+1 araliginda olacak sekilde tasarlandi. IS
ve KS ig¢in belirlenen, ayrica iskelet displazileri ile de iliskilendirilmis 226 geni
inceleyebilmek ve bu genlerin hem ekzonik hem de intronik bdlgelerini tarayabilmek
amactyla sistemdeki maksimum prob sayisi olarak belirlenmis 14127 prob kullanildi.
ISCA’nin tanimladigi 44000 adet prob da bizim inceledigimiz lokuslar disinda
olabilecek CNV degisimlerini yakalayabilmek i¢in tiim genomu kapsayacak sekilde
mikrogipe ilave edildi. Tarama cihazindan elde edilen prob sinyallerini saglikli
okuyabilmesi i¢in sistem iginden bir normalizasyon islemi gerceklestirildi. Ayrica
UCSC genome browser araciligiyla, tasarladigimiz problarin hem ilgili lokuslar hem de
tiim genom Tlizerindeki dagilimi incelenebilmis ve dizaynin deneylerden 6nce konfirme
edilmesi miimkiin olmustur. Tiim bu islemlerin sonunda, 44000 probluk tiim genom
taramasina ilave olarak, IS ve KS ile ilgili, iskelet displazileri ile iliskilendirilen 226
gene Ozgli 14127 probluk mikrogip tek ¢ip seklinde tasarlanmig oldu ve firmaya bunu

tiretmesi i¢in 8 hastalik slayt olarak siparis yapildu.
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Tablo 3-1 KS/iS ve iskelet Displazileri ile iliskilendirilen etyolojilerinde rol oynayan genler

Hastahk Adi/'Grubu Kahtun |MIM No.| Loku:s Gen

5. Perlekan grubu

Dissegmental displazi, Silverman-Handmaker tip OR 224410 | 1936-34 | PLC (HSPG2)

Dissegmental displazi, Rollve-Desbuquois tip OR | 224400 | 1436-34 | PLC (HSPG2)

Schwartz—-Jampel sendromu (muyotonik kondrodistrofi) OR 255800 | 1q36-34 | PLC (HSPG2)

6. Aggrekan grubu

SED. Kimberley tip oD 608361 | 15q26 AGCI

SEMD, Aggrekan tip OR 612813 | 15q26 AGCI

Ailevi osteokondntis dissekans oD 165800 | 15q26 AGCI

7. Filamin grubu ve iliskili bozukluldar

Frontometafiziyal displazi XLD | 305620 | Xq28 FINA

Osteodisplash Melmck-Needles XILD | 309350 | Xq28 FINA

Otopalatodijital sendrom tip 1 (OPDI) XID | 311300 | Xq28 FINA

Otopalatodijital sendrom tip 2 (OPD2) XID | 304120 | Xq28 FINA

Termunal osseos displazi ve pigmenter defektler (TODPD) XD 300244 | Xq28 FINA

Atelosteogenezis tip 1 (AO1) oD 108720 | 3pl43 FINB

Atelosteogenezs tip 3 (A03) oD 108721 | 3pl43 FINB

Larzen sendromu (dominant) oD 150250 | 3pl43 FINB

Spondilo-karpal-tarsal displazi OR 272460 | 3pl43 FINB

Spondilo-karpal-tarsal displazi OR 272460

Franck-ter Haar sendromu OR 249420 | 3q35.1 | SH3PXD2B

Serpentine fibula—polikistk bobrek sendromm oD? 600330

8. TRPV4 grubu

Metatropik dizplazi OD | 156530 | 12q24.1 | TRPW4

:mmffnmm Maroteaux tip (Psddo-| oy | 184095 | 12241 |  TRPVY

Spondilometafiziyal displazi, Kozlowski tip oD | 184252 | 129241 | TRPW4

Brakiolmia, otozomal donunant tip oD 113500 | 12q24.1 TRPV4

Ailevi parmak artropatisi ve brakidaknl oD 606835 | 12q24.1 TRPV4

9. Kasa-kosta displazileri (ve/veya polidakali) grubu

Kondroektodermal dizplazi (Ellis-van Creveld) OR 225500 | 4pl6 EVCl
4pl6 EVC?

T knats ol mwm (SRPS) tip 13 (Saldino-|  op | 263510 | 119223 | DINC2HI

SRPS tip 1/3 (Saldino-Noonan/Verma-Naumoff) OR 263510 | 3q25.33 IFT80

SRPS tip 1/3 (Saldino-Noonan/Verma-Naumoff) OR 263510

SRPS tip 2 Majewski) OR 263520 NEK]

SRPS tip 4 (Beemer) OR 269860

Oral-fasiyal-dijital sendromu tip 4 (Mohr—Majewsk1) OR 258860

Asfiksiank torasik displazi (ATD; Jeune) OR 208500 | 3q25.33 IFTS0

Asfiksiatk torasik displaz (ATD: Jeune) OR 208500 | 11q22.3 | DINC2HI

Asfiksiatik torasik displazi (ATD; Jeune) OR 208500




Hastabhk Adi/Grubu Kahtim [MIM No.| Lokus iGen
Torakolaringopelvik displazi (Bames) oD | 187760

10. Multiple epifizial displazi ve P:odoakondroplazi

grubu

Psédoakondroplazi (PSACH) op | 1m0 ‘912112‘ COMP
Multiple epifizial displazi (MED) tip 1 (EDMI) op | 13400 | B | comp
Multiple epifizial displazi (MED) tip 2 (EDM2) OD | 600204 |1p322-33| COL0AZ
Multiple epifizial displazi (MED) tip 3 (EDM3) OD | 600969 | 20q133 | COL0A3
Multiple epifizial displazi (MED) tip 5 (EDM5) OD | 607078 | 2p23-24 | MATN3
Multiple epifizial displazi (MED) tip 6 (EDM6) OD | 120210 | 6q13 | corodl
Multiple epifizial displazi (MED), digier tipleri

Stickler sendranu, sasesit fip OR | 120210 | 6q13 | coroal
Ailevi kalga displazisi (Beukes) OD | 142669 | 4q35
I\(I{oulgylf“'&%ml displazi ve Mikrozefall ve nistagmus OR 226960

11. Metafiziyal displaziler

Metafiziyal displaz, Sclud tip (MCS) OD | 156500 |6q21-223| COLI0AI
mﬁ) hipoplari  (CHH,' Mefafimiyal disphazi| op | 250050 | 9513 RMRP
Metafiziyal disphasi, Janstis tip OD | 156400 [3p22-211| PIHRI
Eiken displazi OR | 600002 [3p22-211| PIHRI
"fmﬁ”ﬁs;;?ﬁ_npmﬁl. =2 "m""‘mn;’: sgnlkg)k OR | 260400 | 7q11 SBDS
Metafiziyal anadisplazi tip 1 ODOR | 309645 | 11222 | AMPI3
Metafiziyal maadiophizi Gp 2 OR 20q13.12|  MMPO
Metafiziyal displai, Spabx ip OR | 250400

Metafiziyal Akroskifodisplazi (deBisik tipleri) OR | 250215

Genilondronmaiazis (65 g 2) OD/SP | 137360

Metafiziyal kondromatozis ve D-2-hidroxyglutarik asiduri | OR/SP | 2715507

12. Spondilometafizival displazi (SMD)

Spondiloenkondrodisplazi (SPENCD) OR | 271550 | 19p132| 4cPs
Odontokondrodisplazi (ODCD) OR | 184260

ggmdﬂomtaﬁziyal displazi, Sutcliffe tip or comer fakturler| o0 | 1ea3ss

SMD ve giddeth geru valgum oD 184253

SMD ve kowi.vod Distrofi OR | 608940

SMD ve retinal degeneration. aksial ip OR 602271
Disspondiloenkondromatozis SP

Chiio-sposilomdkondsouiatozis P

13. Spondilo-epi-(meta)-physeal displazn (SE(M)D)

DygeveMelchior—Clausen displazi (DMC) OR | 223800 132‘{112' DIM
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Hastalk Ady/Grubu Kahttm |MIM No.| Lokus |Gen
Trikiiing caseas digbics (Schanke) OR | 242900 | 293436 | SMARCAL]
SED, Wolcott-Rallison tip OR | 226980 | 2p12 | EIF24%3
SEMD, Matilin ip OR | 608728 |2p23-p24| AMATN3
SEMD, soxt linb—asimal kalsiiikzsyon OR | 271665 | 1423 DDR?
SED tarda, X-linked (SED-XL) XIR | 313400 | Xp22 SEDL
Spoudilo-megaspifizialmetatiziyal displizi, (SMMD) OR | 613330 | 4pl6l | NEOG-2
Spondilodisplastik Fhlers-Danlos oo OR | 612350 | 11pl12 | SZC30413
SPONASTRIME displazi OR | 271510
tsipEn.n) ve eklem laksitesi (SEMD-JL) leptodakilik or Hall| b | goasas
SEMD ve eklem laksitesi (SEMD-JL) Beighton tip OR | 271640
Platisponda: fssksalas) v sl g bk OR | 601216
Geg baslangich SED, otozomal resesif tip OR 609223
Brakiolmia, Hobaek ve Toledo tip OR | 271530

271630
14, Siddeth spondilodizplastik displazi
Akondrogenezis fip 14 (ACG1A) OR | 200600 |14g3212| TIRIPII
Ehnnenbackey dplis OR | 269250 | 1p313 | SLC35DI
Spoudilometafizival displazi; Sedaghatiiii fig OR | 250220
gﬁ‘ﬁ‘) poudiomsafonal dgle: (EM0, Sebglatian] o 7ql1 SBDS
Opimmodsplizi OR | 258480
15: Akromelik displazi
Trikorinofalangeal displazi tipler 13 OD | 190350 | Sq24 TRPSI
Trikonotilanged displizi fip 2 (i siges Giadion) op | 150230 | 39%* |1Rpsive EXTI
Akrokapitofemoral displazi OR | 607778 |2933a35| IHH
Ksaiionkiodmmist displass (L #vin- Sesenboemer) fige 1 OR | 218330 | 3q21 | IFTI22
Keaindktodant) disphad (Lnvii-Sesssibreiod) fip 2 OR | 613610 | 2p241 | PDR3s
Gelaobisik disptezi OR | 231050 | 94342 | ADAMTSL?
Geleofizik displazi, dier tipler OR
Akromilik displazi oD | 102370
Aokl oD | 101800
Angel-shaped falango-epifizial displazi (ASPED) oD | 103835
Saldiu: Msa: deplucs OR | 266920
16. Akromezomelik displaziler
Akromezomelik displazi tip Marofeaux (AMDM) OR | 602875 |9pl3-12| APR2
Grebe displazi OR | 200700 | 204112 | GDFs
Fibular hipoplazi ve compleks brakidaktili (Du Pan) OR | 228900 | 20q112 | GDFs
Alrmeromalik displazi ve genital ancenaliler OR | 609441 |4q2324| BMPRIB
[ —— T i T g oD | 112910

33
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Hastahk Ady/'Grubu Kahtum |MIM No.! Lokus Gen
17. Mezomelik ve Rizo-mezomelik displaziler
: ; ; : Psado- Kpter-
Diskondrosteosis (Leni—Weill) oD 127300 22232 SHOX
Langer tip (homozigot Diskondrosteosis) Puodo-OR| 249700 [ 2P | sHOX
Omodisplazi or |2ss315 | PR~ 6peo
Robinow sendromu. resesif tip OR 268310 9q22 ROR2
Robinow sendromu, dominant tip oD 180700
Duplication in
Mezomelk displazi. Korean tip oD 2q24-32 | HOXD gene
cluster
Duplication in
Mezomelik displaz:. Kantaputra tip oD 156232 | 2q24-32 | HOXD gene
clustsr
Mezomelik displaz:, Nievergelt tip oD 163400
Mezomelik displazi. Kozlowski-Reardon tip OR 249710
Mezomelik displazi ve akral znostoms (Verloes-David- SULFI ve
Pfeiffer tip) OD | 600383 | 8al3 | grcos41
Mezomelik d.15plazL Savarrayan tip (Triangular Tibia- Sp 605274
Fibular Aplazi)
18. Bikiilmiis kemiklerle giden displaziler
Kampomelik displazi (CD) op | 140 7843  soxe
Stitve-Wiedemann displaz: OR 601559 | 5pl3.l LIFR
Kifomelik displazi, saddetli form 211350
19. Shndir kemik displazi grubu
3-M sendromu (3M1) OR 273750 | 6p2l.1 CUL7
3-M sendromu (3M2) OR 612921 2q35 OBSL1
Kenny-Caffey displazi tip 1 OR 244460 |1q42—q43 IBCE
Kenny-Caffey displaz tip 2 oD 127000
Mikrosefalik osteodisplastk primordial dwarfizm tip 1/3
QMOPDI) OR 210710
Mikrosefalik osteodisplastk prnmordial dwarfizm tp 2
(MOPD2: Majewski tip) OR 210720 21q PCNT2
IMAGE sendrocm (mirastexine biytmegen's; metafiyal] oy ion | 230066
displazi, adrenal lipoplaz: ve genital anomaliler)
Osteckraniostenozis SP 602361
Hallermann-Streiff sendromu OR 234100
20. Displaziler ve multiple elkdem dislokazyonlan
Desbuquois' displazi’ (ve 2 pamakta ilave kemiklesme| p | 251450 | 179253 | canm
merkezi)
Desbuquons displazi ve kisa metakarpaller ve uzun falanks OR 251450 | 179253 CANTI
(Kim tip)
Desbuquors  displazi (difer vanants veveya ilave] OR
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Hastahk Adi/Grubu Kahtim |MIM No.| Lokus lGen
kenuklesme merkez)
Psddodiastrofik displaz OR 264180
21. Kondrodisplazi punktata (CDP) grubu
CDP, X-lmked domunant, Conradi-Himermann tip (CDPX2) | XILD 302960 | Xpll EBP
CDP, X-linked resezif, brakitelefalanjik tip (CDPX1) XILR 302950 | Xp223 ARSE
Konjenital hemidisplazi, ishiozis, hmb defekt (CHILD) XD 308050 | Xpll NSDHL
Konjenital hemidisplazi, ishiozis, hmb defekt (CHILD) XD 308050 | Xq28 EBP
Greenberg displaz OR 215140 | 1q42.1 LBR
Rizomelik CDP tip 1 OR 215100 | 6q22-24 PEX7
Rizomehik CDP tip 2 OR 222765 1g42 DHPAT
Rizomelik CDP tip 3 OR 600121 2q31 AGPS
CDP tibial-metakarpal tip OD/OR | 118651
Astley-Kendall displaz: OR?
22. Neonatal osteosklerotik displazi
Blomstrand displazi OR 215045 |3p22-21.1 PTHRI
Desmosterolozis OR 602398 |1p33-31.1] DHCR24
Caffey hastalik (yemdoan ve akkiz sekillenyle beraber) oD 114000 {17q21-22| COLIAl
Caffey hastalik (siddetli varvant ve prenatal baslanzigh) OR 114000
Raine displaz: (letal ve non-letal formlar) OR 259775 Tp22 FAM20C
23, Artmy kemik dansitesi grubu (kemik seldinde
modifikasyon olmaksizin)
Osteopetrozis. stddetli neonatal yz da infantil form{OPTB1) OR 259700 | 1llql3 TCIRGI
Osteopetrozs, siddeth neonatal ya da infantl form (OPTB4) OR 611490 | 16pl3 CLCN7
%1;1;1;‘"";')’"“‘- mfal fxm ye: st gelemmviceem] op:  |-259720 | a2t OSTMI
Osteopetrozis, afwr form, zayif-osteoklastlar (OPTB2) OR 259710 |13ql4.11 RANKL.
(TNFSF11)
&mmmopeumwa._ mﬁf("g@;"f“mﬂ” Yl orR | 612302 |1842133 mus% W
Osteopetrozis. afur form (OPTB6) OR 611497 | 179213 | PLEKHMI
Osteopetrozis, form (OPTA2) OR 259710 | 16pl3 CLCN7
Osteopetrozis ve renal tubular asidozis (OPTB3) OR 259730 8q22 c42
Osteopetrozis. geg baslanzigh form tip 1 (OPTAL) oD 607634 | 11q13.4 LRPS
Osteopetrozis, geg baslanzigh form tip 2 (OPTA2) oD 166600 | 16pl3 CLCN7
ms ve ektodermal displazi ve immun defekt el 300301 Xa28 (?253}
(Cis;esg;tmn's, orta form ve ldkosit adezyornunda defekt OR 612840 | 11q12 %ng
RASGRP?
Osteopetrozis. orta form ve 16kosit adhesion defeknl OR 612840 | 1lql3 (CalDAG-
GEFI)
Piknodisostozis OR 265800 1921 CTSK
Osteoporkilozis oD 155950 | 12q14 LEMD3
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Hastahk Adv/'Grubu Kahtum |MIM No.| Lokus

Melorheostozs ve osteopotkilosis oD 155950 | 12ql4 LEMD3

Osteopati stiata ve kraniyal sklerozis (OSCS) XD 300373 | Xqll.l FTX

Melorheostozs SP

Disosteosklerozis OR 224300

Osteomesopiknozis oD 166450

QOsteopetrozis ve infantl néroaxonal displaz OR? 600329

24. Artmms kemik dansite grubu ve metafiziyal ve'veya

diafiziyal iceren

Kbt dphin ol A b op | 123000 (B2~ |  _aNkH

Diafizivel displazi. Camurati-Engelmann oD 131300 19ql13 TGFbetal

Hematodiafizyal displazi Ghozal OR 231095 7934 TBXASI

Hipertrofik osteoartropati OR 259100 | 4934-35 HPGD

Pakidermoperiostozis (hipertrofik  ostecarfropati, primer, oD 167100

otozomal dopunant)

Okulodentoosseos displazi (ODOD) hafif tip oD 164200 | 6q22-23 GJAI

Okulodentoosseos displazi (ODOD) $Siddetli tip OR 257850

Osteoektazi ve hiperphosfatazya (Juvenil Paget hastalify) OR 239000 8q24 OPG

Sklerosteozis OR 269500 |17q12-21 SOST

Endosteal hiperostozis, van Buchem tip OR 239100 |17ql2-21 SOST

Tnkodentoosseos displazi oD 190320 | 17q21 DLX3

Kraniometafiziyal displazi. otozomal resexif ip OR 218400 | 6921-22

Diafiziyel meduller stenozis ve kenuk maligmtes: oD 112250 |9p21-p22

Kraniodiafiziyal displaz: oD 122860

Kraniometadiafiziyal displazi, Wornuan kemik tip OR

Endosteal sklerozis ve serebellar hipoplazi OR 213002

Lenz-Majewski hiperostotik displazi SP 151050

Metafizyal displazi, Braun-Tinschert tip XL 605946

Pyle hastahk OR 265900

25. Osteogeneziz imperfekta ve azalmy kemik dansite

grubu

Osteogenezis imperfekta. deformasyon olmayan form (OI tip oD COLIAL

1) COLIA2
COLIAL

. ; ) COLIA2,
Osteogenezis imperfekta. pennatal letal form (OI tip 2) OD, OR CRTAP
LEPREI, PPIB

COLIAL
COLIA2,

Osteogenezis imperfekta, ilerleyici deformite ip (Ol tip3) | OD, OR CRIAP.

semeR : : LEPRE], PPIB,
FKBPI0,
SERPINHI
Osteogenezis imperfiekta, orta form (O tip 4) OD, OR SonLal,

COLIA2,
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Hastahk AdyGrubu Kahtun |MIM No.| Lokus [Gen

CRTAP,
FKBP10. SP7

Osteogenezis imperfekta ve kalsifikasvonla giden interozseos oD 610967

membraniar ve'veya hipertrofik kallus (OI tip 5)

Osteogenezis mperfekta, difer tipler

Bruck sendromu tip 1 (BS1) OR 259450 | 17q21 FKBPIO

Bruck sendromu tip 2 (BS2) OR 609220 | 3q23-24 PLOD?

Osteoporozis-Psédoglioma sendromu OR 259770 |11ql2-13 LRPS

Kalvanal doughnut lezyon ve kenuk frajilites: oD 126550

Idiopathik juven:] osteoporozis SP 259750

Cole-Carpenter  displaz (kemik  frajilitess  ve

kesiosintatozs) SP 112240

Spondilo-okular displaz OR 605822

Osteopen: ve radiolucent lezyonlu mandibula oD 166260

Ehlers—Danlos sendromu, progeroid form OR 130070 5q35 B4GALT7

Geroderma osteodisplasticum OR 231070 | 19242 GORAB

Cutis laxa, otozomal resesif form, tip 2B (ARCL2B) OR 612940 | 179253 PYCRI

Cutis laxa, otozomal resezif form, ap 2A (ARCL2A) 278250,

@ s s ) OR 218200 12243 | ATPOVOA2

Singleton-Merten displazi oD 182250

26. Anormal mineralizasyon grubu

Hipofosfatazya. pennatal lethal ve mfantil form OR 241500 lp:;.‘l— ALPL

. o 1p36.1-

Hipofosfatazya. enskin form oD 146300 034 ALPL

Hipofosfatemik rikets, X-linked domunant X1LD 307800 | Xp22 PHEX

Hipofosfatemuk nkets, otozomal domunant oD 193100 | 12pl33 FGF23

Hipofosfatemic rikets, otozomal resezif, tip 1 (ARHRI) OR 241520 4q21 DMPI

Hipofosfatemuk rikets. otozomal resesif. tip 2 (ARHR2) OR 613312 6q23 ENPPI

Hipofosfatenuk rikets ve hiperkalsiun, X-lmked reseaf XLR 300554 | Xpll.22 CICNS

Hipofosfatermk rnikets wve hiperkalsiun, otozomal resesif OR 241539 9q34 SLC3443

Neonatal hiperparatiroidizm, siddeth form OR 239200 |3ql13.3-21 CASR

Arlevi hipokalsiunk hiperkalsemn we transient neonatal

hi firoidi oD 145980 |3ql3.3-21 CASR

Kalsivum  puoofosfat  depozisyon  hastahk  (Ailewn Spls2-

AT AT e oD 118600 142 ANEH

27. Lisosomal depo hastahklan ve iskeleti iceren

(Disostozis multiplex grubu)

Mukopolisakkaridozis tip 1H/1S OR 607014 | 4plé63 IDA

| 7R T LS TN XiR | 309900 [¥3-| s

Mukopolisakkaridozis tip 3A OR 252900 | 179253 HSS

Mukopolhisakkaridozis tip 3B OR 252920 | 17q21 NAGLU
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Hastahk Adi/'Grubu Kalhim [MIM No.| Lokus k;en
Mkipalisakl o g 3C OR | 252930 |Spllql3| HSGNAT
Mukopolisakkaridozis tip 3D OR | 252940 | 12q14 GNS
Mukopolisakkaridozis tip 4A OR | 253000 | 169243 | GALNS
Mukopolisakkaridozis tip 4B OR | 253010 | 3p2133 | GLBI
Mk lisakkaxidoiis i 6 OR | 253200 | 5q133 ARSB
Midkopolisakiaridoxis tip 7 OR | 253220 | 72111 | GUSB
Fakosidozis OR | 230000 | 1p34 FUCA
KB Mesmanidonss OR | 248500 191’1123 2| ‘g
Bets Manssaidazis OR | 248510 |4q22-25| AunB
Aspartylgtacosaminuria OR | 208400 |4q2327| 4G4
GMI Gangliosidozss, giddetli form OR | 230500 [3p21-142| GLBI
Sialidozis, siddethi form OR | 256550 | 6p213 NEUI
Sialik 25id depo hastah (SIASD) OR | 269920 |6qld—l5| SLCI745
Galactosialidozss, gaddeth form OR | 256540 | 20q13.1 | PPGB
Multiple sulfataz eksikligi OR | 272200 | 3p26 SUMFI
Mukolipidozis II (I-cell), alfa/beta tip OR | 252500 |4q21-23 | GNPTAB
Mukolipidozis I (Psodo-Hunler polidistrofi), alfa/beta tip OR | 252600 | 4q21-23 | GNPT4B
Mncolizidazis T (Psode-Hurler polidisizols), gaama fip OR | 252605 |4q21-23| GNPTG
28. Osteoliziz grubu

Al sxpansil ostealia: oD | 174810 | 18q221 m&g i
Mandibuloacral displazi tip A oD | 248370 | 1q212 | IMN4
Mandibniloactal displaz fip B OR | 608612 | 1p3d4 | ZMPSTE24
Progasia, Hutchinson-Gilfoed 6 oD | 176670 | 1q212 | IMNA
Torg—Winchester sendromu OR | 259600 | 16q13 | AnP2
HajduCheney sendronm oD | 102500

Multicentric carpal-tarsal osteolizis ve /veya nefropati oD 166300
mm Eeakl‘;kl:;mﬁl"m @resenil|  op | 221770 | 6212 | REAR
mm&;ﬁ:l?”ﬂ”“ @resendl|  op | 221770 | 19q131 | TIROBP
29, iskelet komponentlerinin dizorganize gelisim grubu

Multiple kartilajinoz eksosfozis 1 OD | 133700 [8q23-24.1] EXTI
Midtiple kaitilajsu eksostozis 2 oD | 133701 [11p12-11] EXT?
Multiple kartilayizioz eksostoris 3 oD | 600209 | 19p

Cherubism OD | 118400 | 4pl6 | SH3BP2
Fibroz displazi, poliostotik form SP | 174800 | 20q13 | GNASI
Tiarlayici osseos Bebiraplac OD | 166350 | 20q13 | GAusI
Gaathodizfasral el op | 166260 | 1P| maEanieE
T —— OD | 156250 | 12q24 | PIPNII




Hastahk Adi/'Grubu Kahtom | MIM No.! Lokus |Gen
Mukopolisakkaridozis tip 3C OR | 252930 |8pll—ql3| HSGNAT
Mukopolisakkaridozis tip 3D OR | 252940 | 12q14 GNS
Mukopolisakkaridozis tip 4A OR | 253000 | 169243 | GALNS
Mikopolisakkaridoss: fip 48 OR | 253010 | 392133 | GLBI
Mukopolisakkaridozis ip 6 OR | 253200 | 5q133 ARSB
Mk opolisaklcaridors fip 7 OR | 253220 | 72111 | GUsB
Fukosidozis OR | 230000 | 1p34 FUCA
KB Mo OR | 248500 19"1123'2' MANA
Beta-Mamosidazis OR | 248510 | 4q22-25| AM4NB
Aspartylgtacosaminuria OR | 208400 | 4q23-27| 4G4
GMI Gangliosidozis, siddetli form OR | 230500 |3p21-142| GILBI
Sialidazis, giddethi forns OR | 256550 | 6p213 | NEUI
Sialik 2sid depo hastah (SIASD) OR | 269920 |6qld—ql5| SLCI745
Gabactosialudozis, giddetti foin OR | 256540 | 20q13.1 | PPGB
Multiple sulfataz eksikligi OR | 272200 | 3p26 SUMFI
Mukolipidozis II (I-cell), alfa/beta tip OR | 252500 |4q21-23 | GNPTAB
Mukolipidozis Il (Psodo-Hraler polidistrofi), alfa/beta tip OR | 252600 | 4q21-23 | GNPT4B
Mucolipidozis IIl (Psédo-Hurler polidistrofs), garmma tip OR | 252605 | 4q21-23 | GNPTG
28. Osteoliziz grubu

Ailevs apansil ostenline oD | 174810 | 189221 awgg i
Mandibaloatral displazi tip A oD | 248370 | 1q212 | IMAA
Mandibuloacral displazi tip B OR | 608612 | 1p34 | ZMPSTEM
Progesia, Batclinson-Gitied 5 oD | 176670 | 1q212 | IMOA
Torg—Winchester sendomu OR | 259600 | 16q13 | MMP2
Hajdu-Cheney sendromm oD 102500

Multicentric carpal-tarsal osteolizs ve veya nefropati oD 166300
mm ’gakl‘f‘l:;“f‘l"l’"‘ @resenil|  p | 221770 | 6212 | TREMED
mm&ggyﬁl@“ @resenil|  op | 221770 | 19131 | T¥ROBP
29, iskelet komponentlerinin dizorganize gelisim grubu

Multiple kartilajinoz eksosfozis 1 OD | 133700 [8q23-24.1| EXTI
Multiple kartilajinoz eksostozis 2 oD | 133701 [11p12-11| EXT?
Multiple kartilajinoz eksostozis 3 oD | 600209 | 19

Cherubism OD | 118400 | 4pl6 | SH3BP2
Fibwos displazi, policstolk foem SP | 174800 | 20q13 | GN4SI
llerleyici osseos heteroplazi oD | 166350 | 20q13 | GausI
Sdlndsiiosal el op | 1es260 | MBI maEnaicE
Metakondromatozis OD | 156250 | 12q24 | PIPNII
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Hastabk Ady/Grubu Kahtim |MIM No.| Lokus |Gen
Osteoglofonik displazi oD 166250 Spll FGFRI
Fibrodisplazi ossifikans progressiva (FOP) OD. SP | 135100 | 2q23-24 ACVRI
Neurofibromatozis tip 1 (NF1) oD 162200 | 17q11.2 NF1
Carpotarsal osteckondromatozis oD 127820

Cerubizm ve gingival fibromatozis (Ramon sendrommi) OR 266270

Displaz: epifizialis hemimelika (Trevor) SP 127800

Enkondromatozis (Olker) SP 166000

Enkondromatozis ve hemangiomata (Maffucer) SP 166000

30. Overgrowth sendromlar: (izkeleti iceren)

Weaver sendromu SP/OD | 277590

Sotos sendromu oD 117550 Sq35 NSD1
Marshall-Smith sendromu SP 602535 | 19pl13.3 NFIX
Proteus sendromu SP 176920

Marfan sendromu oD 154700 | 15q21.1 FBNI1
Konjenital kontraktural arachnodaktili oD 121050 | 59233 FBN2
Loeys-Dietz sendromm 1A ve 24 tipleri op |S0%% | s | TGFBRI
Loeys—Dietz sendromu 1B ve 2B tiplen oD 662%%6&;’ 3p22 TGFBR2
Overgrowth sendromu ve 2q37 translocations SP 2937 NPPC
Ovu'gmwth sendmnm. ve .iske]et displazi (Nishimwa- Sp?

Schmidt. endokondral gigantism)

31. Genetik inflamatuar |/ romatoid - benzeri

osteoartropatiler

g:‘:p’;‘;; Psddordmatoid displazi (PPRD; SED ve ilerdeyici) o | 509339 | gq20-23 | wzses3
Kromk infantil newrologic cutaneous articular sendromu

(CINCA)/neonatal onset multisystem mflammatory bastabk| OD 607115 1q44 CI4S1
(NOMID)

f&qﬂc e h;f)””m""h" periostit ve pustlozis| op | 147679 | 2q142 | EIRW
ok et il e > kol on | e |is| 2o
Hiperostozis/hiperfosfatenn sendromu OR 610233 |2q24-4q31 GALNT3
I(insfgglm sistemik hiyalmozis/Tuvenil hiyalin fibromatozis OR 236490 4q21 (NTXR?
32. Kleidokraniyal displazi ve izole kraniyal kemiklesme

defektleri grubu

Klerdokraniyal displaz: oD 119600 6p21 RUNX2
CDAGS sendromm (kraniosmostozis, gecikmis fontanel 22q12-

kapanmasy, panetal foramina, imperforate anus. gemital] OR 603116

anomaliler. den erupsiyonu) ql3

Yums—Varon displazi OR 216340

Panetal foramina (isole) oD 168500 | 11q11.2 ALYY
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3.2.2. Total DNA izolasyonu
Calismaya katilacak olan bireylerden alinan periferik kan oOrnekleri asagida

belirtilen asamalardan gegirilerek DNA izolasyonlar1 yapildi.

. Kan orneklerinden DNA izolasyonu i¢in, Roche yari manuel DNA izolasyon
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) kiti kullanildi.

. Her bir hastanin 2 cc kan 6rnegi 15 ml’lik falkon tiiplere alindi.

e  Her bir falkon tiipe daha sonra 6 ml Red Blood Lysis Buffer (RBLB) eklendi.

e  Kan ve RBLB karigimi iceren falkon tiipler 10 dakika (dk) boyunca elde yavas bir
sekilde ¢alkalanarak karistirildi.

e  Takiben tiipler 900 rcf’te 10 dk santrifiij edilerek hiicrelerin tiipiin alt kismina
¢okmesi saglandi.

e  Santrifiijden sonra, sivi kisim dikkatli bir sekilde bosaltilip yerine her bir tiipe 1ml
White Cell Lysis Buffer eklendi ve saydam bir karisim elde edinceye kadar
pipetaj yapildu.

. Takiben falkon tiipler 37 °C’de 15 dakika bekletildi, her bir tiipe 500 pl protein
precipitation buffer eklendikten sonra 30 sn boyunca vortekslendi.

. Materyal bu haliyle 1,5 mI’lik ependorf tiiplere aktarild1 ve 12000 rcf’te 10 dk
santrifiij edildi.

. Sivi seffaf kistm 15 ml’lik falkon tiiplere alind1.

. S1v1 lizerine iki kat1 kadar soguk %100 etil alkol eklendi, tiiplerde ylizen DNA’lar
gozlenene kadar kisaca calkalandi.

. Elde edilen DNA, mikropipetler araciligiyla 1,5 ml’lik ependorf tiiplere alindi.

. DNA iizerindeki siv1 atilarak yerine 1 ml soguk %70 etanol eklendi.

e  Materyal bu sekliyle 875 rcf’te 5 dk santrifiije tabi tutuldu, dibe ¢oken DNA’ya
zarar vermeyecek sekilde iistteki sivi kisim atildu.

e  Kurutma islemi igin agz1 agik haldeki ependorf tiipler &nceden 1sitilmis 37 °C’deki
etlive yerlestirildikten sonra tam kuruma elde edildi.

. Kurutma isleminin ardindan fazla beklenmeden DNA’larin 200 pl DNaz’siz

bidistile suda ¢ozlinmesi gerceklestirildi.
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3.2.3. DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

izole edilen DNA &rnekleri UV mikroplag: i¢inde belirli oranlarda sulandirilarak,
spektrofotometre cihazinda 260 nm dalga boyundaki Optik Dansite degeri belirlendi.
260 nm dalga boyunda okunan Optik Dansite degeri, sulandirma katsayisi ve DNA
katsayisi ile garpilarak derisim Rg/ml cinsinden hesaplandi. 260 nm / 280 nm degeri,
izole edilen DNA’nin safliginin bir 6l¢iisti olup, saf DNA i¢in bu deger 1,8 dir. Saflik
degeri i¢in 1.7 - 1.85 arasindaki DNA 6rnekleri ¢alismaya dahil edildi.
ug hesaplanmasi ise su sekilde olmaktadir;

DNA Konsantrasyonu (ng/ uL) x Ornek miktar1 (uL)
ng =

1000 ng/ pg
Konsantrasyonlarda belirlendikten sonra ¢alismaya dahil olacak DNA’lar aCGH

uygulama zamanma kadar -20°C de buzdolabinda saklandh.

3.3. Array-CGH Uygulama Protokolii

Calisma protokoliinde enzimatik ve non-enzimatik labeling ve hibridizasyon
secenekleri bulunmaktadir. Enzimatik yontem, DNA’nin 200-500 bp’lik fragmanlarini
olusturarak daha kolay hibridizasyon saglamaktadir. Bu nedenle non-enzimatik
yontemden daha kaliteli mikroarray sonuglarinin eldesine olanak sagladigi bildirilmistir.
Bu yiizden kaliteli mikroarray veri ve analizi elde edebilmek i¢in ¢alismada enzimatik

yontemi tercih ettik.

3.3.1. Orneklerin hazirlanmasi

DNA o6rneklerinin derisimleri 1000 ng olacak sekilde ayarlandi. Array’de
kullanilacak platforma gore; 8 hasta ile yapilan ¢alismalarda her biri i¢in toplam hacim
10,1 pul olmalhidir. Calismamizda da 8x60K platform kullanildi ve her bir slaytta 1 hasta
ile caligilarak 6rneklerimizin hacmi 10,1 pl olacak sekilde ayarlandi.
Ornek: Derisimi 100 ul olan 6rnek igin = 100.X=1000
X=5ng/ ul DNA’ya 5,1 dH70 eklenerek toplam hacim 10,1 pl’ye tamamlanda.
Hasta cinsiyeti ve sayis1 kadar referans erkek/kadin DNA derisimleri de ayni sekilde

hazirlandi.
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3.3.1.1. Enzim Kesimi
Hem hasta 6rnekleri i¢in hemde referans 6rnekler i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan tiipler
icine asagida tabloda belirtilen miktarlarda enzim kesimi i¢in hazirlanan soliisyonlar

karigimi eklendi.

X 16,5
Niikleaz igermeyen H,O 05 8,25 ul
10X Tampon B 1,3 ul 21,45 ul
Asetil BSA 0,1 pul 1,65 ul
Alu | 0,5 ul 8,25 ul
Rsa | 0,5 ul 8,25 ul
Toplam 2.9 47,85 ul

2,9 pl tiim tiiplere dagitildi. Boylelikle toplam hacim 2,9 + 10.1 = 13 pl oldu.

Daha sonra hazirladigimiz bu karisim;
37°C’de > 2 saat
65°C’de = 20 dakika kadar inkiibasyonda bekletilerek enzim kesimi iglemine birakildi.

%?2’lik agaroz jel hazirlanarak Orneklerden 2’ser pl jele yiiklendi. Enzim kesiminin
gerceklesip gerceklesmedigi bu sekilde test edildi. Jel goriintiisiinde DNA’larin 200 ila
500 bant seviyesinde yogunlastigi goriildii.

(Ornekler bu asamada -20°C’de 1 aya kadar saklanabilir.)

3.3.1.2. isaretleme

Orneklere 5’er ul Random Primer eklenerek hafifce pipetaj yapildi. Hedef DNA
bolgelerini ayirmak ve primerlerin yapigmasini saglamak i¢in 95 °C’de 1sitic1 blokta 3
dakika bekletildi. Denatiire olan érnekler 5 dk buzda bekletildi. Ornekler 6000xg de
1dk santrifiij edildi. Isaretleme sirasinda hazirlanan master mix oranlar1 Tablo 3-2’de

verilmistir.



Tablo 3-2 Isaretleme sirasinda hazirlanan labeling master mix.

x.8,5

Niikleaz igermeyen H,O 2 17
5X Reaksiyon tamponu 5 ul 42,5 ul
10X dNTPs 25 u 21,25 ul
Cyanine 3-dUTP/

Cyanine 5-dUTP/ 15 ul 12,75 pl
Exo-Klenow Enzimi 0,5 ul 4,25 ul
Toplam 115w 97,75 ul
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Referanslar ve hastalar i¢in bu karisimdan ayr1 ayri hazirlanarak tim tiiplere

11’er pl dagitildi. Referans 6rnekleri Cyanine 3, hasta 6rnekleri ise Cyanine 5 boyasi ile

boyandi. Toplam hacim 50 pl’dir. Tiipler kisa bir siire yliksek hizda santrifiij edilerek

karisimlar saglandi. Isaretlemenin gergeklesmesi amaciyla tiipler 37 °C’de 2 saat, daha

sonrasinda ise 65°C’de 10 dakika inkiibasyonda birakild. Uriinler buz iistiine alind.

3.3.1.3. Saflastirma

e Isaretlenmis genomik DNA &rnekleri tiiplerin duvarlarinda ve kapaklarinda

kalmis materyal ihtimaline kars1 6000g de 1 dakika santrifiij edildi.

e Ornekler saflastirma i¢in Amicon 30 kDa filtreli kolonlara aktarildi. Kolonlara

yiiklendikten sonra her bir tiipe 430ul 1xTE konuldu.

e 14000 x g ‘de 10 dk santrifiij edildi. Alttaki s1v1 dokiildii. 480 pl 1xTE eklenerek

yine 14000 x g ‘de 10 dk santrifiij edildi. Alttaki tiipler atilarak yenisi konuldu.

e Filtreli kolonlar ters gevirelerek 1000 x g ‘de 1 dk santriflyj edildi, filtreye

tutunan Orneklerin eldesi saglandi. Toplam hacmin yaklasik 20-32 pl olmasi

beklendi.

e Orneklerin hacimleri tek tek olgiildii ve iizerlerine 1xTE eklenerek hepsinin

toplam hacmi 16 pl olmasinmi1 saglamak amaciyla vakumlu santrifriijde yaklasik

11 dakika santrifriij edildi.
e Ornekler 5 dakika buzda bekletildi.
e  Orneklerin spektrofotometrede dlgiimleri yapildi.

e Her hasta 6rnegi, cinsiyetlerine gore referanslarla tek bir tiipte birlestirildi.



3.3.1.4. Hibridizasyon

Tablo 3-3 Hibridizasyon asamasinda kullanilan soliisyonlar

Cotl DNA 2 ul
10X Blocking Agent 4,5 pl
2X Hi-rpm Buffer 22,5 ul
Toplam 29 ul

17 ul
38,25 ul
191,2 pl

246,5 ul
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Hibridizasyon i¢in hazir hale gelen oOrneklere yukaridaki tabloda belirtilen

miktarlarda hibridizasyon soliisyonlar1 eklendi (Tablo 3-3). 2X Hi-rpm Buffer yogun

yapisindan dolayi tiiplere tek tek eklendi ve iyice karigmasi i¢in pipetaj yapildi. Daha
sonra 95°C’de 3 dk ve ardindan 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Tiiplere yapisan drnekleri

toplamak i¢in 6000 x g’de 1 dk santrifiij edildi.

Uriinler gasket slayta dikkatli bir sekilde yiiklenerek iizerine “SurePrint G3 Human
CGH Microarray Kit, 8x60K” ¢ip konuldu ve 65°C’de 40 saat hibridizasyon firininda

rotasyon altinda bekletildi.

3.3.1.5. Yikama

e aCGH Wash Buffer 11 37°C’de bir gece 6ncesinden inkiibe edildi.

e aCGH Wash I soliisyonu 50 ml’lik falkona konuldu ve iizeri folyo ile sarilarak

1siktan korunmasi saglandi.

e Wash I soliisyonu igerisinde ¢ip ve gasket slayt cimbiz yardimiyla birbirinden

ayrildi.

e Cip, yeni aCGH Wash I igerisinde 5 dakika ¢alkalandi.

e Bir gece bekletilen Wash II soliisyonuna aktarilarak 37°C’de 5 dakika

inkiubatorde bekletildi.

e Agilent yazisi iiste gelecek sekilde slayt koruyucusuna yerlestirildi.

e Ozon bariyerle iizeri kapatilarak tarama cihazinda okutma islemine hazir hale

getirildi.
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3.3.2. Slaytlarin Taranmasi ve Sonuc¢larin Degerlendirilmesi

Slayt yikama sonrasi tarama i¢in, Agilent Scanner’a yerlestirildi. Okuma profili
Agilent G3 _CGH 8x60K’a i¢in ayarlandi. Grid yiiklemesi i¢in slaytlarla beraber gelen
grid dosyalar1 kullanildi. Ve uygun programlamadan sonra slayt taramasi baglatildi.
Tarama islemi bittiginde goriintii program tarafindan kendiliginden “tif” uzantili bir
resim dosyast halinde kaydedildi. Elde edilen ham veriler “Feature Extraction Software”
araci8iyla okunur ve analiz edilir “txt” dosyasi haline getirdi. Ayrica yapilan taramanin
kalitesini gosteren QC raporu ile beraber ¢ikti alindi. Analiz icin elde edilen veriler
Agilent CytoGenomics 2.7.22.0 programina Design dosyalar1 ile beraber yiiklendi.
Anlamlilik degerlendirmesinde amplifikasyon i¢in temel olarak 0.4, delesyon i¢in 0.6

sinirmin Usti baz alindi.
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4. BULGULAR

4.1. Hastalarin Fenotipi
Calismaya, Dr. Sami Ulus Kadin Dogum, Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Egitim ve
Arastirma Hastanesi Genetik boliimiinde takip edilen 5’1 kiz, 3’1l erkek olmak {izere,

skolyozlu 8 hasta dahil edildi.

Hastalarin birbirinden bagimsiz ve farkli olmasi nedeniyle her bir hastanin klinik
ve laboratuvar bulgular tek tek ele alind1 ve 6zet olarak sunuldu. Hastalara ait klinik

tan1 ve fizik muayene bulgular1 Tablo 4-1’de verilmistir.

Hasta 1 Skolyoz tanis1 konulan 9 yasindaki kiz olgunun anne ve babasi arasinda
akrabalik iligkisi bulanmamaktadir. Karyotip analizi 46,XX normaldir. Yapilan fizik
muayenesinde; genel durumunda herhangi bir sorun bulunmadigi, bilincinin acik
oldugu, comak parmak sorununun olmadigi, gévde, gogiis ve pelvis bolgelerinde baska
bir displaziye rastlanilmadigi tespit edildi. Fakat hastanin akciger parankim alanlarinin
incelenmesinde; sag parakardiak alanda peribronsial kalinlasma mevcut olup her iki
akciger havalanmasi artmistir. Torakal bolgede acikligi sol tarafa bakan rotoskolyoz

tespit edildi.

Hasta 2 Hidrosefali, opere meningosel nedeniyle takipli 10 yasindaki kiz olgunun
anne ve babasi arasinda akrabalik iligkisi bulunmamaktadir. Karyotip analizi 46,XX
normaldir. Fizik muayenesinde; lomber vertebral aksta acgikligi saga bakan S seklinde
skolyoz egriligi tespit edildi. Uzun ekstremite grafisinde uzun kemikler normalken,
torakolomber vertebra grafisinde, sakrumda ve L5’te hiatus gbzlendi. Hastada kranium
hafif makrosefalik olup, frontal bossing mevcuttur. Ayrica biiyiime hormonu eksikligi

tespit edildi ve yiiriimede aksama gozlendi.

Hasta 3 Polistik over sendromu tanisi konulan 33 yasindaki kadin olgunun fizik
muayenesinde; hirsutizm ve akne vulgaris tespit edildi. Goglis bolgesinde idiyopatik
skolyoz gozlendi. Hastanin anne ve babasi arasinda akrabalik iliskisi bulunmamaktadir.

Yapilan karyotip analizi 46,XX normaldir.
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Hasta 4 Boy kisaligi ve skolyoz tanili 14 yasindaki erkek olgunun fizik
muayenesinde skolyoz tespit edildi. Anne baba arasinda akrabalik iligkisi
bulunmamaktadir. Yapilan karyotip analizi 46,XY normaldir. Olguda palpasyon ile
vertebral belirgin deformiteye rastlanmazken torakolumbal acikligi sola bakan hafif
derecede skolyoz gozlendi. Hastanin torakolumbal 6ne ve yana fleksiyon hareketleri
tam iken, norovaskiiler bir sorun gozlenmedi. Siddetli bel agrilar1 ve gogiis agrisi tespit

edildi. Ayrica hastada Wolff Parkinson White Sendromu bulunmaktadir.

Hasta 5 Papil stazi, skolyoz tanisi konulan 11 yasindaki kiz olgu ailenin ikinci
cocugudur. Karyotip analizi 46,XX normaldir. Fizik muayenesinde; sirtta skolyoz tespit
edildi. Olgunun aile hikayesinde ise anne ve babada herhangi bir akrabalik
bulunmazken, dayida skolyoz bulundugu belirtildi. Olgunun fizik muayenesinde ayrica
ekstremitelerde herhangi bir anormallik saptanmazken, psédo timor serebri tespit
edildi.

Hasta 6 Skolyoz tanili 15 yasindaki kiz olgunun fizik muayenesinde servikal
torakal lumbal bolgede acikligr sola bakan 35 derece skolyoz tespit edildi. Ayrica
hastada servikal torakal lumbal bolgede acgikligi saga bakan 23 derecelik skolyoz ve
aciklig1 saga bakan 34 derecelik rotoskolyoz mevcuttur. Olgunun aile hikayesinde

benzer bir hastaliga rastlanilmadi. Yapilan karyotip analizi 46,XX normaldir.

Hasta 7 Skolyoz tanis1 konulan erkek olgunun klinik ve laboratuvar bulgulari elde
edilemedi.

Hasta 8 Skolyoz, hipotroidi, sag hemihipertrofi, prematiire pubars, sol inmemis
testis nedeniyle opere tanist konulan 10 yasindaki erkek olgunun anne ve babasi
arasinda akrabalik iliskisi bulunmamaktadir. Yapilan fizik muayenesinde; alt torakal
diizeyde aciklig1 saga bakan, lomber diizeyde agiklig1 sola bakan skolyoz tespit edildi.
Olguda TS5 ve T6 vertebralar deforme ve fiizyone goriiniimdedir. T8 ve T9 vertebralarda
kelebek vertebra goriinlimii mevcuttur. Ayrica olguda sagda 3,4,5,6,7 nolu kotlarda
deforme goriiniim gozlenirken, solda 5 ve 6 nolu kotlarda bifid kod goriiniimii tespit
edildi. Sag kopriicik kemiginin u¢ kisminda angulasyon gozlendi. Ust ve alt
ekstremitelerde kemik yapilari osteopenik goriinimdedir. Yapilan karyotip analiz 46,

XY normaldir.
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Tablo 4-1 Hastalara ait klinik tam ve fizik muayene bulgulari

Olgu No

Klinik Tam

Skolyoz

Hidrosefali,Skolyoz,opere meningosel

Skolyoz,Polistik over
sendromu

Boy kisalig1 ve skolyoz

Papil stazi, skolyoz

Skolyoz

Skolyoz

Skolyoz,hipotroidi,sag
hemihipertrofi,prematiire pubars

Fizik muayene bulgular1

Torakal bolgede acikligi sol tarafa bakan

rotoskolyoz

Sakrumda ve L5’te hiatus lomber vertebral aksta
acikligi saga bakan S seklinde skolyoz

Gogiis bolgesinde idiyopatik skolyoz

Torakolumbal acikligi sola bakan hafif derecede
skolyoz

Torakalde skolyoz

Servikal torakal lumbal bodlgede acikligi sola
bakan 35 derece skolyoz

Alt torakal diizeyde aciklig1 saga bakan, lomber
diizeyde aciklig1 sola bakan skolyoz
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4.2. Array-CGH Bulgulari
Calismada, array-CGH protokolii uygulamasinin ilk asamasi olarak enzimatik

kesim yapildiktan sonra, hasta ve referans DNA’lar1 jelde yiritildi (Sekil 4-1).

Protokoliin isaretleme asamasi yapildiktan sonra DNA ve boya konsantrasyonlari
Olctimleri kullanilarak isaretleme degeri, spesifik aktivite ve yield degerleri hesaplandi.
Elde edilen degerlerin hibridizasyon i¢in uygun olduguna karar verilerek calismaya
devam edildi. Hasta ve referans oOrneklerinin DNA ve boya konsantrasyonlarinin

spektrofotometri ile dl¢lim sonuglar1 Tablo 4-2°de verilmistir.

S2 S L Sa Syl Seh Sl S8 ¢ F1

B AT 5

Sekil 4-1 Orneklerin enzim kesimi sonucu olusan jel goriintiisii

S1-S8 araligi hasta grubu, F1-F5 aralig: disi referans, M1-M3 aralig1 erkek referans



Tablo 4-2 Hasta ve referans orneklerinin DNA ve boya konsantrasyonlarinin
spektrofotometri ile 6l¢iim sonuglar:

DNA
Konsantra ©y3) (©y5) Isaretleme Spefif.ik Oriin (yield)
syonu degeri Aktivite
(ng/ul)
1 461,7 13 0,957331601 28,15681178 9,6957
2 360 10,1 0,953888889 28,05555556 7,56
3 363 10,4 0,974104683 28,65013774 7,623
4 306,9 8,8 0,974910394 28,67383513 6,4449
5 586 16,2 0,939931741 27,64505119 12,306
6 3354 9,9 1,003577818 29,51699463 7,0434
7 365,6 10,6 0,985776805 28,99343545 7,6776
8 399,8 11,4 0,969484742 28,51425713 8,3958
F1 332,2 10,8 1,105358218 32,51053582 6,9762
F2 336,9 10,3 1,03947759 30,57287029 7,0749
F3 330,4 10,6 1,090799031 32,08232446 6,9384
F4 362,3 11,7 1,097985095 32,29367927 7,6083
F5 3419 10,6 1,054109389 31,00321732 7,1799
M1 347,4 10,9 1,066781808 31,37593552 7,2954
M2 349,1 11 1,071326268 31,5095961 7,3311
M3 364,5 11,3 1,054046639 31,00137174 7,6545
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Array-CGH laboratuvar iglemleri bittikten sonra tiim olgularin bir arada oldugu
slayt goriintiisii (Sekil 4-2) ve her bir olgu i¢in ayr1 QC raporu elde edildi. Ornek olarak
olgu 3’e¢ ait QC raporu Sekil 4-3’te verilmistir. Olgu 1°den 8’e¢ dogru sirayla
DerivateLR Spread degerleri 0.37, 0.41, 0.18, 0.58, 0.20, 0.25, 0.27 ve 0.29 olarak
tespit ettik. DerivateLR Spread degeri <0.2 oldugunda elde edilen goriintiilerin
mitkemmel, 0.2-0.3 arasinda oldugunda iyi ve >0.3 oldugunda sonuclarin kontrol
edilerek degerlendirilmesi gerektigini belirtmektedir. Buna gore olgu 3 ve olgu 5
DerivateLR _Spread degerleri miikemmel; olgu 6, 7 ve 8’in iyi ve olgu 1, olgu 2 ve
olgu 4 sonuclarinin kontrol edilerek degerlendirilmesi gerektigi sonucuna varildi.
Ayrica hastalarda bulunan degisimleri karyogram lizerinde gdsteren cyto report (rapor)
dosyalar1 da elde edildi. Ornek olarak olgu 3’e ait degisikliklerin karyogram iizerinde

sematik goriinlimii Sekil 4-4’te verilmistir.
Olusan verilerin CytoGenomics 2.7.22.0 versiyonu ile analizi sonucunda;

1 nolu olguda 2q37.3 bolgesinde 188,013 bp uzunlugunda 0,25 log degerinde
amplifikasyon, 6p21.32 bolgesinde 1,022,063 bp uzunlugunda -0,34 log degerinde
delesyon, 8p23.1 bolgesinde 483,768 bp uzunlugunda -1,38 log degerinde delesyon,
14932.33 bolgesinde 368,970 bp ve 272,466 bp’lik sirasiyla 3,54 ve 0,84 log
degerlerinde amplifikasyon tespit edildi.

2 nolu olguda 14932.33 bolgesinde 368,970 bp ve 429,821 bp’lik sirasiyla 3,67 ve
0,79 log degerinde amplifikasyon, 15q13.3 bolgesinde 149,072 bp uzunlugunda 0,26
log degerinde amplifikasyon tespit edildi.

3 nolu olguda 4pl16.3 bolgesinde 1,028 bp uzunlugunda 1,13 log degerinde
amplifikasyon, 8pl11.22 bdlgesinde 127,265 bp uzunlugunda 4,23 log degerinde
amplifikasyon, 11ql1 bolgesinde 82,635 bp uzunlugunda -0,92 bp uzunlugunda
delesyon, 14q32.33 bolgesinde 292,832 bp wuzunlugunda 0,83 log degerinde
amplifikasyon, 16p13.3 bolgesinde 1,452 bp uzunlugunda 0,99 log degerinde
amplifikasyon, 22q11.22 bolgesinde 151,461 bp uzunlugunda 3,57 log degerinde
amplifikasyon, Xp22.33 bolgesinde 1,264 bp uzunlugunda 0,90 log degerinde
amplifikasyon tespit edildi.

4 nolu olguda 6p21.32 bolgesinde 1,022,063 bp uzunlugunda -0,57 log degerinde
delesyon, 8ql1.22 bolgesinde 127,265bp uzunlugunda 3,78 log degerinde
amplifikasyon, 14q32.33 bolgesinde 132,778 bp uzunlugunda 2,86 log degerinde
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amplifikasyon, 22q11.22 bolgesinde 151,461 bp uzunlugunda 3,66 log degerinde
amplifikasyon, Yql1.21 ve Yql1.223 bolgelerinde 8,868,269 bp uzunlugunda -0,51
log degerinde delesyon tespit edildi.

5 nolu olguda 3q28 boélgesinde 2,675 bp uzunlugunda 0,82 log degerinde
amplifikasyon, 8p23.1 bolgesinde 811,102 bp uzunlugunda -1,36 log degerinde
delesyon, 8p11.22 bolgesinde 127,265 bp uzunlugunda -0,95 log degerinde delesyon,
11ql1 bolgesinde 82,635 bp uzunlugunda -1,03 log degerinde delesyon 14qll1.2
bolgesinde 1,025,912 bp uzunlugunda -0,34 log degerinde delesyon, 14q32.33
bolgesinde 368,978 bp ve 282,748 bp’lik sirasiyla 3,2 ve 0,82 log degerlerinde
amplifikasyonlar tespit edildi.

6 nolu olguda 1p31.1 bélgesinde 2,996,95 bp uzunlugunda 0,25 log degerinde
amplifikasyon, 2pl11.2 bolgesinde 110,359 bp uzunlugunda -0,989 log degerinde
delesyon, 6q22.1 bolgesinde 145,353 bp uzunlugunda -0,935 log degerinde delesyon,
8q11.22 bolgesinde 127,265 bp uzunlugunda 4,557 log degerinde amplifikasyon, 10p14
bolgesinde 681,179 bp uzunlugunda 0,476 log degerinde amplifikasyon, 11qll
bolgesinde 82,635 bp uzunlugunda -1,042 log degerinde delesyon, 14q32.33 bolgesinde
132,778 bp ve 292,832 bp’lik swrasiyla 3, 661 ve 0,809 log degerlerinde
amplifikasyonlar, 22q11.22 bolgesinde 151,461 bp uzunlugunda 3,741 log degerinde
amplifikasyon tespit edildi.

7 nolu olguda 3q28 boélgesinde 3,755 bp uzunlugunda -0,992 log degerinde
delesyon, 5p15.33 bolgesinde 15,167 bp’lik 4,005 log degerinde amplifikasyon,
8p11.22 bolgesinde 127,265 bp uzunlugunda 4,740 log degerinde amplifikasyon,
14932.33 bolgesinde 292,832 bp uzunlugunda 0,830 log degerinde amplifikasyon,
22q11.22 bolgesinde 151,461 bp uzunlugunda 3,658 log degerinde amplifikasyon tespit
edildi.

8 nolu olguda 7q11,21 bolgesinde 461,091 bp uzunlugunda -0,796 log degerinde
delesyon, 8pl11.22 bolgesinde 127,265 bp uzunlugunda 4,374 log degerinde
amplifikasyon, 10q11.22 bolgesinde 670,234 bp uzunlugunda 0,818 log degerinde
amplifikasyon, 22q11.22 bolgesinde 151,461 bp uzunlugunda 3,865 log degerinde
amplifikasyon, Yq11.221 ve Yq11.223 bolgelerinde 8,548,475 bp uzunlugunda -0,315
log degerinde delesyon tespit edildi.

Olgulardaki tiim degisimler Tablo 4-3° te gosterilmistir.
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Olgularda saptanan degisimler en ¢ok kullanilan online veri tabanlarindan olan
Decipher veri tabani kullanilarak degerlendirilmistir. DECIPHER (Database of
Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans Using Ensembl Resources)
submikroskobik kromozomal dengesizliklerin yorumuna yardimc: olmak igin
tasarlanmig interaktif web tabanl bir veritabanidir. Decipher veri tabanindan elde edilen
analiz sonuglar1 degerlendirilmistir. Ornek olarak skolyoz tanili 7 nolu olguda tespit
ettigimiz delesyon Sekil 4-5’te gosterilmistir. Olgularda, array-CGH’te degisim tespit
edilen bolgelerdeki iliskili genler belirlenmistir (Tablo 4-4).
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Sekil 4-2 Slaytin taranmasi sonrasi elde edilen goriintii

a.) Tum slayt (lam) b) 6 nolu olgunun mikrogipi ¢) Ayni hastanin genomundan alinan
biiyiitiilmiis kisim (Her bir spot bir probu isaret etmekte olup bunlar analiz programi
sayesinde anlamli grafiklere ¢evrilmektedir).



QC Report - Agilent Technologies : 2 Color CGH
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Date Wednesday, Cecemnber 18, 2013 - 12:04 Sample{red/green)
User Name Adrminstrator FE Version 10.7.31
Image US10133796 253622510003 _S02 [1_3) BG Method Detrend on {(NegC)
PFrotocol CGH_107 SeplS (Read Only) Multiplicative Detrend True
Grid 036225 O F 20111222 Dye Norm Linear
Saturation Value 65527 (r), 65527 (g)
Evaluation Metrics for CGH_QCMT_Sep09 :
Excellent (6) ; Good (3) ; Evaluate (2)
Metric Name Value Excelient Good Evaluate
1sGoodGrid 1.00 >1 NA <1
AnyColorPrentFeatNonun. . 003 <1 1toS >5
Derivativel R_Spread o.18 <0.20 0.20to 0.30 >0.20
gRepro oo 0o 005 0.05t00.20 <0 or >0.20
a_8GNoise 1184 s S to 10 >10
g_Signal2Noise 10480 >100 30 to 100 <30
g_Signalintensity 1220.42 >150 50 to 150 <50
rRepro 007 010 005 0.05t00.20 <0or >0.20
r_BGNose 30.58 <% %to 10 =10
r_Signa12Noise 5618 >100 30 to 100 <30
r_Signailntensity 2023.72 >150 50 to 150 <50

o fed Featurefopaiation g fed Feature Noolniform

#Green FeaturePopdaticaeGreen Feature NovUnfcem

Feature Red Green Any % Outlier
Non Uniform 13 14 16 0.03
Population 87 48 119 0.19

Spatial Distribution of the Positive and Negative LogRatios
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Tablo 4-3 Olgularin submikroskobik degisiklik gosteren bolgeleri ve 6zellikleri

Bitis Degisim Prob
OlguNo Krom. Band Baslangi¢ (bp) Log
(bp) Boyutu (bp) Sayisi
2 2037.3 240,103,196 240,291,208 188,013 0,252 137
6 6p21.32 32,138,058 33,160,120 1,022,063 -0,344 52
1 8 8p23.1 7,268,819 7,752,586 483,768 -1,381 4
14 14932.33 106,405,703 106,774,672 368,970 3,546 6
14 14932.33 106,852,114 107,124,579 272,466 0,842 12
14932.33
14 106,405,703 106,774,672 368,970 3,672 6
14932.33
2 14 15013.3 106,850,114 107,281,934 429,821 0,797 14
15 a 33,059,020 33,208,091 149,072 0,263 117
4 4p16.3 2,834,724 2,835,751 1,028 1,137 3
8 8pl1.222 39,258,894 39,386,158 127,625 4,236 3
11 11g11 55,368,154 55,450,788 82,635 -0,926 3
3 14 14932.33 106,665,119 106,957,950 292,832 0,830 6
16 16p13.3 1,502,431 1,503,882 1,452 0,999 3
22 22q11.22 23,056,562 23,208,022 151,461 3,572 4
X Xp22.33 603,569 604,832 1,264 0,906 3
6p21.32
6 801122 32,138,058 33,160,120 1,022,063 -0,579 52
8 P2 39,258,894 39,386,158 127,265 3,788 3
14932.33
4 14 106,405,703 106,538,480 132,778 2,867 3
22q11.22
22 23,056,562 23,208,022 151,461 3,667 4
Yqll.21-
Y 14,931,522 23,799,790 8,868,269  -0,517 145
Yql11.22
3 3028 189,494,234 189,496,908 2,675 0,822 3
8 8p23.1 7,268,819 8,079,920 811,102 -1,363 5
8 8pl1.22 39,258,894 39,386,158 127,265 0,951 3
5 11 11g11 55,368,154 55,450,788 82,635 -1,039 3
14 14q11.2 22,252,087 23,277,998 1,025,912  -0,346 15
14 14932.33 106,405,703 106,774,672 368,970 3,200 6
14 14932.33 106,852,114 107,134,861 282,748 0,825 13
1 1p31.1 71,410,579 74,407,528 2,996,950 0,259 45
6 2 2pl1.2 84,800,983, 84,911,341 110,359 -0,989
6 6g22.1 115,325,676 ~ 115,471,028 145,353 -0,935 4
8 8pl1.22 39,258,894 39,386,158 127,265 4,557 3
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10
11
14
14
22

14
22

10
22

10p14
11q11
14g32.33
14g32.33
22q11.22
3q28
5p15.33
8p11.22
14g32.33
22q11.22

7q11.21
8p11.22

10q11.22
22q11.22
Yq11.221
Yq11.223

8,588,248
55,368,154
106,405,703
106,665,119
23,056,562

189,364,173
629,455
39,258,894
106,665,119
23,056,562

64,609,829
39,258,894
46,984,913
23,056,562
15,251,316

9,269,426 681,179 0,476
55,450,788 82,635 -1,042
106,538,480 132,778 3,661
106,957,950 292,832 0,809
23208022 151,461 3,741
189,367,927 3,755 -0,992
759,228 129,774 1,158
39,386,158 127,265 4,740
106,957,950 292,832 0,830
23208022 151,461 3,658
65,070,919 461,091  -0,79
39,386,158 127,265 4,374
47655146 670,234 0,838
23208022 151,461 3,865
23,799,790 8548475 -0,315

-
w

A O W w b~ b~ O W W

A O w o

146

TP

189.35 Mb

189,359 Mb

189,37 Mb 189.38 Mb

Sekil 4-5 Olgu 7°de tespit edilen 3755 bazhik delesyon goriiniimii



Tablo 4-4 Olgularda, Array-CGH’te degisim tespit edilen bolgelerdeki iliskili genler

Olgu iliskili Gen
HDAC4, MGC16025, AGPAT1, RNF5, RNF5P1, DEFB4B, DEFB103B,

L DEFB103A, ADAM6, NCRNAQ0226, NCRNA00221
2. ADAM6, NCRNAO00226, NCRNA00221, FMN1
3. SH3BP2, ADAMSP, ADAMS3A, ORA4C1l1l, OR4P4, OR4S2, NCRNAO00226,
NCRNAO00221, CLCN7, SHOX,
AGPAT1, RNF5, RNF5P1, ADAMSP, ADAM3A, ADAM6, MIR650, USP9Y,
4, DDX3Y,
Uty
5 TP63, DEFB4B, DEFB103B, DEFB103A, ADAM5P, ADAM3A, OR4C11, OR4P4,
' OR4S2, DAD1, ABHD4, OXALL, ADAM6, NCRNA00226, NCRNA00221
6 PTGER3, ZRANB2, MIR186, DNAHG6, ADAMSP, ADAM3A, OR4C11, OR4P4,
' OR4S2, ADAM6, NCRNAQ0226, NCRNAQ00221
7. TP63, CEP72, TPPP, ADAMS5P, ADAM3A, NCRNA00226, NCRNA00221,
8 INTS4L1, ZNF92, ADAMSP, ADAM3A, GPRIN2, PPYR1, LOC643650, UTY,

TMSB4Y, VCY1B




61

5. TARTISMA

Sitogenetik analiz yontemleri 5-10 Mb iizerindeki sayisal ve yapisal
diizensizlikleri tespit edebilme imkani sunmasina karsin 5 Mb’den kiiclik degisim ve
diizensizliklerin tespitinde yetersiz kalmaktadir. (93, 94) Array-CGH gibi yliksek
rezollisyonlu teknolojilerin kullanilmasiyla beraber submikroskobik degisimlerin, yeni
diizenlenimlerin tespit edilebilmesi ve daha detayli bir sekilde analizi miimkiin olmustur
(95).

Array-CGH genom iizerinde meydana gelen submikroskobik degisimlerin
belirlenmesini saglamakla beraber tiim genom analizine de olanak saglayan bir
yontemdir. Aday gen ¢alismalari i¢in gen tanimlamaya biiyiik katkilar saglar. Molekiiler
etyolojisi heniiz tam olarak bilinmeyen hastaliklarin tanimlanmasi i¢in Array-CGH son
yillarda tercih edilmeye baslanilan bir yontem haline gelmistir.

Array-CGH yo6ntemi, molekiiler etyolojisi tantmlanmis hastaliklarda ilgili genin
dizi analizinde herhangi bir degisikligin belirlenemedigi durumlarda da kullanilabilir.

Bu calisma ise molekiiler etyolojisi tam olarak bilinmeyen skolyozun ilgili
genlerle iliskili olup olmadigimi tespit etmek ve bu sayede hastaligin etyolojisini
aydinlatmak amaciyla yapildi.

Caligmaya dahil ettigimiz hastalarda ortak bulgu konjenital/idiyopatik
skolyozdur. Bu hastalar fenotip olarak benzerlikler ve farkliliklar gosterebilmektedir.
Lokus spesifik array-CGH ile tiim genom array yontemleri birlestirilerek bazi gen
lokuslarinde ve genlerin kodlayan ve kodlamayan bolgelerinde amplifikasyon ve
delesyonlar bulundugu tespit edildi. Hastalarimizin array analiz sonuglart Tablo 5-1de

verilmistir.



Tablo 5-1 Hastalarimizin array analiz sonuclari
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Olgu No

1.

Klinik Tam

Skolyoz

Hidrosefali,Skolyoz,opere
meningosel

Skolyoz,Polistik over
sendromu

Boy kisalig1 ve skolyoz

Papil stazi, skolyoz

Skolyoz

Skolyoz

Skolyoz,hipotroidi,sag
hemihipertrofi,prematiire
pubars

Karyotip

46, XX

46, XX

46, XX

46, XY

46, XX

46, XX

46, XY

46, XY

incelenen Genler

HDAC4,AGPAT1
ADAM®6, NCRNAO00226
NCRNAQ02

SH3BP2, ADAMSP,
ADAM3A, OR4C11,
OR4P4, OR4S2, CLCNY,
SHOX

TP63, DEFB4B,
DEFB103A, DEFB103B

PTGER3

TPPP

INTS4L1, ZNF92,
GPRIN2, PPYR1,
LOC643650
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Izole Skolyoz tanisi almis olan olgu 1’in array-CGH uygulamas1 sonucunda
DLR degeri 0,37°dir. Sinyal kirliligi agisindan esik DLR degeri 0,3 olup, bu degerin
istlindeki diizeylerde olgular kirli kabul edilmektedir. Ancak olgu 1’in DLR degeri
istatistiksel olarak anlamlilik smirlarinin disinda olmasina karsin degerin {ist sinira
yakin olmasi sebebiyle degerlendirmeye alinmstir.

Skolyoz tanili 1 nolu kiz olgu 9 yasindadir. Olguda torakal bolgede aciklig1 sol
tarafa bakan rotoskolyoz mevcuttur. Olgu 1’in 2q37.3 bolgesinde 188013 bp’lik
amplifikasyon oldugu tespit edildi. Bu bolgede HDAC4 geni bulunmaktadir. HDAC4
baz1 histon proteinlerine deasetilasyon aktivitesinde buluinan bir gendir. HDAC4
kondrosit, kikirdak hiicrelerinin asir1 biiylimesinde ve iskelet olusumunda diizenleyici
olarak islev gosterir (96, 97). Literatirde HDAC4 geniyle ilgili yapilan g¢aligmalar
incelendiginde HDAC4’iin brachydactyly-mental retardasyon sendromu ile iliskili
olabilecegini gdsteren caligmalar tespit edilmistir (98). Ayrica 6p21.32 bolgesinde
1022063 bp’lik delesyon tespit edildi. Bu bolgede AGPATI1 geni yer almaktadir.
AGPAT1 geni LPAAT-Alpha proteinini sentezler. LPAAT-Alpha endoplazmik
retikulum transmembran proteinidir. LPAAT-Alpha iskelette ve kas dokularinda yiiksek
oranda bulunur. AGPATI’in memelilerdeki ekspresyonunun hiicrelerdeki LPAAT
enzim aktivitesini arttirdigi goriilmiistiir (99,100). 14q32.33 bolgesinde 368970 bp’lik
amplifikasyon tespit edildi. Bu bolgede ADAM6, NCRNA00226 genleri bulunmaktadir.
ADAMG6 geni A disintegrince A metalloproteaz (ADAM) ailesinin bir iyesidir.
Literatiirde ADAMG6 geninin sperm-yumurta etkilesiminde iliskili oldugunu ve sperm
fonksiyonlarinda etken oldugunu gosteren bir ¢alisma mevcuttur (101). NCRNA00226
geni RNA kodlamayan bir gendir. Ayrica 14q32.33 bdlgesinde 272466 bp’lik
amplifikasyon goriildii. Bu bolgede NCRNAO021 geni bulunmaktadir. NCRNAO0021
RNA kodlamayan bir gendir. NCRNA00226 ve NCRNAOQ0021 genlerinin
fonksiyonlartyla alakali olarak ¢alisma bulunmamaktadir.

Skolyoz, hidrosefali, opere meningosel tanili olgu 2’nin array-CGH uygulamasi
sonucunda DLR degeri 0,41 olarak tespit edildi. Bu degerin anlamlilik siirinin ¢ok
iistiinde olmasi nedeniyle, olgu 2 degerlendirilmeye uygun goriilmemistir.

Idiyopatik skolyoz ve polistik over sendromu tanili olgu 3’te yaptigimiz array-

CGH uygulamas1 sonucunda 4p16.3 bolgesinde 1028 bplik amplifikasyon saptandi. Bu
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bolgede SH3BP2 geni yer almaktadir. SH3BP2 geni P418R proteinini sentezler.
SH3BP2 geninde meydana gelen mutasyonlar trabekiiler kemik kaybi, osteoporoz ve
kortikal kemik erezyonuna neden olabilmektedir. Ayrica SH3BP2 geni bebeklik
caginda ¢ene kemiklerinde baslayan kalinlasma ve fibrozis nedeniyle yiiziin alt kisminin
bliylimesi, yiizde sekil bozuklugu olarak tanimlanan Cherubism hastaligr ile de
iliskilendirilmistir (102, 103). Olgu 3’te 8pl1.22 bolgesinde 127265 bp’lik
amplifikasyon saptadik. ADAMSP ve ADAM3A genleri bu bolgede yer almaktadir.
ADAMS5SP ve ADAM3A psodogenlerdir. ADAM3A geninin islevleri arasinda hiicreler
arasi baglant1 ve adhezyon yer alir. Ayrica glioma ile iliskilendirilmistir (104). 3 nolu
olguda 11ql1 bolgesinde delesyon saptanmistir. Bu bolge OR4C11, OR4P4 ve OR4S2
icermektedir. Bu genler olfaktor reseptor olarak gorev yapmaktadirlar (105). Daha
detayli ¢calismalar sayesinde bu genlerin konjenital idiyopatik skolyoz ile olasi iligkileri
ortaya cikarilabilir. 14q32.33 bdlgesinde 292832 bp’lik amplifikasyon saptanmistir.
CLCN7 geni bu bolgede bulunur. CLCN7 geni CLCN gen ailesinin bir iiyesidir ve
klorid kanal proteininin sentezlenmesinde rol alir. CLCN7 otozomal dominant
osteoporoz, bebeklik ¢agi otozomal resesif osteoporoz ve ¢ocukluk c¢aginda goriilen
osteoporoz ile iliskilendirilmistir (106). Olgu 3’te Xp22.33 bolgesinde 1264 bp’lik
amplifikasyon tespit edildi. SHOX geni bu bolgede yer alir. SHOX 6 ekzon bolgesinden
olusan 1146 bp uzunlugunda bir gendir (107). SHOX X ve Y kromozomlarinin
psodootozomal bolgelerinde yer alir ve bu gende meydana gelen mutasyonlar Turner
sendromu, Leri-Weill Diskondrosteozu’na ve konjenital kisaliklara neden olur (108).
SHOX cinsiyet kromozomlarinin psdédootomozomal 1 bolgesinde (PAR1) yer alarak
biiyiimeyi olumlu yonde etkiler. SHOX geni SHOXa ve SHOXb olmak iizere iki
transkript kodlar ve bu transkriptler de 292 ve 225 aminoasitten olugan proteinleri
kodlarlar (109). Turner sendromunda iskelet anomalisine SHOX mutasyonlarinin neden
oldugu ve Kklinik-radyolojik bulgular1 bakimindan idiyopatik skolyozla benzerlik
gosterdigi bildirilmistir (110). Turner sendromlu hastalarda genel olarak boy kisaligi,
kisirlik ve gelismemis ikincil cinsiyet karakter ozellikleri goriiliir. Ayrica daha az
goriilmekle beraber kardiyovaskiiler hastaliklar ve bobrek malformasyonlarina da
rastlanir (111). Gregory Day ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptiklar1 c¢alisma
sonucunda SHOX geni ekspresyonunda meydana gelen azalmanin Turner Sendromu’na,
yine bu genin ekspresyonundaki artisin ise idiyopatik ve konjenital skolyoza neden

olabilecegi gosterilmistir (111).
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Skolyoz ve boy kisaligi tanili olgu 4’iin array-CGH uygulamast sonucunda DLR
degeri 0,58 olarak tespit edildi. Bu degerin anlamlilik sinirinin ¢ok {iistiinde olmasi
nedeniyle olgu 4 degerlendirilmeye uygun goriilmemistir.

Izole Skolyoz tanili 5 nolu kiz olgu 11 yasindadir. Olguda torakalde skolyoz
tespit edilirken ayn1 zamanda papil stazi bulunmaktadir. Olgu 5’te 3928 bolgesinde
2675 bp’lik amplifikasyon tespit edildi. Bu bolgede TP63 geni yer alir. TP63, P53
ailesinin bir tiyesi olup kathi epitel dokusunun onariminda ve gelisimde rol oynayan
protein kodlar. TP63’te meydana gelen mutasyonlar Rapp-Hodgkin sendromu, ADULT
sendromu, Hay-Wells sendromu, Split-hand/food malformasyonu tip 4, Limp-mammary
sendromu ve yarik damak/dudak tip 3 ile iliskilendirilmistir (112,113,114). Iskelet
anomallerine yol agmasi nedeniyle TP63 geniyle ilgili olarak yapilacak fonksiyonel ve
spesifik ¢aligmalar ile konjenital idiyopatik skolyozun bu genle baglantili olup olmadig1
acikliga kavusturulabilir. Ayrica bu olguda 8p23.1 bolgesinde 811102 bp’lik delesyon
tespit edildi. Bu bolge icerisinde DEFB4B, DEFB103A, DEFB103B genleri
bulunmaktadir. DEFB103A geninin fetal akciger dokusundaki ekspresyonunun IL1B’yi
arttirarak mikrooganizmalara karsi savunmada rol aldig1 gosterilmistir (115).

Izole Skolyoz tanil1 6 nolu olgu 15 yasinda kiz olup, yapilan fizik muayenesinde
servikal torakal lumbal bolgede acikligi sola bakan 35 derece skolyoz tespit edildi.
Ayrica olguda servikal torakal lumbal bolgede agikligi saga bakan 23 derecelik skolyoz
ve aciklig1 saga bakan 34 derecelik rotoskolyoz mevcuttur. Olgu 6°’da 1p31.1 bolgesinde
2996950 bp’lik amplifikasyon tespit edildi. Bu bolgede PTGER3 geni yer alir. PTGER3
en azindan 10 ekzondan olusan ve 80kb uzunlugundadir. PTGERS3, Prostaglandin E
receptor (EP3) olarak da adlandirilir ve hiicre i¢i diizenlemede hiicreler arasi
etkilesimde rol oynamaktadir (116).

Izole Skolyoz tamli Olgu 7°de 5p15.33 bolgesinde 129774 bp’lik amplifikasyon
tespit edildi. Bu bolge icerisinde TPPP geni bulunmaktadir. TPPP p24 ve p25 olarakta
bilinir. Tibiilin polimeraz diizenleyici protein olarak islev gosterir (117). p24 proteini
tipta antijen olarak kullanilmaktadir (118).

Son olarak skolyoz, hipotroidi, sag hemihipertrofi, prematiire pubars tanili 8 nolu
olguda 7q11.21 bolgesinde 461091 bp’lik delesyon tespit edildi. INTS4L1, ZNF92
genleri bu bolgede yer almaktadir. ZNF92, ZNF gen ailesinin bir liyesidir. ZNF92 cinko
parmak motif modelinin olusumunda rol oynayan genlerden biridir (119). Cinko parmak

motifi hedef genlerde ve DNA degisiminde rol oynar. Cinko parmak niikleazlarinda
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DNA bdéliinmesinde islev goren enzimler bulunur. Cinko parmak niikleazlart DNA’ya
belirli bir noktadan baglanarak DNA’y1 iki parcaya boler. Her bir ¢inko parmak
niikleazi hedef gen veya hedef DNA olarak adlandirilan tek bir gen icin islev
gosterebilir. Cinko parmak niikleazlar istenen degisikligi olusturmak ig¢in genlerin
belirli parcalarinda islev gostermek iizere spesifik olarak dizayn edilebilirler. Cinko
parmak niikleazlar1 gen fonksiyonlarini ortaya ¢ikarmak ve herhangi bir tiirdeki DNA’y1

degistirmek amaciyla kullanilmaktadir (120, 121).

Ayrica 8 nolu olgunun 10ql11.22 bolgesinde 670234 bp’lik amplifikasyon
goriildii. GPRIN2, PPYR1 ve LOC643650 genleri bu bolgede yer alir. GPRIN2, G
protein diizenleyici tip2 olup, norit olusumunu indiikleyen proteinlerdendir (122).
PPYR1 375 aminoasitlik bir polipeptidi kodlar ve bu polipeptid Y1 reseptor geni igin en
yiikksek homolojiye sahiptir. Ayrica PPYR1’in kodladigi reseptor proteininin beyin,
ileum ve koroner arter gibi bir ¢ok insan dokusunda eksprese oldugu belirtilmistir.
Pankreatik polipeptid, noropeptid Y ve peptid YY gibi hormonlarin PPYR1
reseptoriine baglandigi bildirilmistir. Ancak insanlarda fonksiyonu bilinmemektedir

(123). LOC643650 geni ile ilgili herhangi bir bilgiye rastlanilmamustir.

Konjenital/idiyopatik skolyozun etyolojisinin aydinlatilmasina dair yeni bulgu ve
veriler elde edilebilmesi i¢in fonksiyonel calismalarin yapilmasi sarttir. Bu amacla
calismada kullanilacak olgu sayis1 arttirilabilir, CGH ¢oziiniirliigli arttirilabilir ve tiim
ekzom sekanslama yonteminden yararlanilabilir. Tim ekzom sekanslama, klasik
genetik metodlarina alternatif olarak tanimlanmis bir metoddur Bu metod, yeni nesil
teknolojiler yardimiyla doniisiimsel bir yaklagim saglayarak kompleks ve monogenik
hastaliklardaki etkili mutasyonu saptamakta kullanilmaktadir. Tiim ekzom sekanslama
yontemi kullanilarak genomdaki sadece protein kodlayan bolgeler sekanslanabilir. Bu
yontem ile nadir Mendeliyen hastaliklara sebep olan alleller tiim genom sekanslama
yontemine gore daha verimli bir sekilde tanimlanabilmektedir. Ayrica tiim ekzom
sekanslama ile ¢ok ¢esitli hastaliklara sebep olan nadir varyantlar da tanimlanabilir.
Tiim ekzom sekanslama yontemi temel olarak hedef bolgelerin se¢imi ve sekanslanmasi
olmak iizere iki asamadan olusur. Hedef bolgelerin se¢imi agsamasinda genomik DNA
rastgele yerlerden parcalanarak fragmente edilmektedir. Hedef bolgelerin segimi

asamasinin ardindan elde edilen se¢ilmis fragmentler, yiiksek ¢oziintirliikklii otomatize
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sekanslama cihazlart ile sekanslanmaktadir. Bu ydntem sayesinde insan genomunda
bulunan tim kodlayan bolgelerdeki varyasyonlart saptama imkani elde edilmistir.
Boylelikle bu teknik kompleks ve monogenik hastaliklardaki sorumlu genleri
tanimlamada ¢ok biiylik kolayliklar saglamistir. Gelecekte tim ekzom sekanslama ve
array- CGH yontemleri kombine edilerek etyolojileri aydinlatilamamis hastaliklarla
ilgili olarak yeni bulgular elde edilebilir. Ayrica gelecekte delesyon ve amplifikasyon
saptanan aday genlerle ilgili olarak “Zebra modeli” planlamaktayiz. Yapilacak bu
calismalarin sonucunda konjenital/idiyopatik skolyozla iliskilendirilebilecek yeni genler
tanimlanabilecek, gen islev ve yolaklarinda bazi bilinmeyenler de aydinlatilabilecek ve
gelisimsel genetige katkida bulunulabilecektir.

Sonug olarak, yeni tasarladigimiz bu array-CGH dizayn c¢alismasi; firmalar ya da
kuruluslar tarafindan tasarlanmis olan mevcut tiim genom taramalarinin olusturacagi
yiikksek miktardaki verinin, yapilacak analizi komplike etmesi dezavantajindan bu
sekilde uzaklasilabilecegi ve sadece ilgili lokuslara fokuse olarak daha anlamli, hassas
ve analiz edilebilir veriye ulasilabilecegini gostermistir. Bu tasarimin modifiye
sekilleriyle konjenital/idiyopatik skolyoz tani kriterlerinin yeniden belirlenebilecegi,
yeni alt tiplendirmelere yol gosterebilecegi ve etyolojisi bilinmeyen skolyozun

molekiiler temellerinin agiklanmasina imkan saglayabilecegi diistiniilmektedir.
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