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1. GIRIS VE AMAC

Herediter multiple ekzostozis (HME) veya diger ad1 ile multiple osteokondroma,
uzun kemiklerin metafiziyeal bolgesinde, blylme plaklarini ¢evreleyen
perikondriyum iginde, yani kemiklerin juksta-epifiziyal bolgelerinde, malign
olmayan kikirdak kokenli ekzofitik kemik tiimorleri gelisimi ile karakterize, nadir
bir otozomal dominant ¢ocukluk ¢agi hastaligidir (1-7) (Sekil 1). Ancak denovo

mutasyonlarin meydana geldigi de bilinmektedir (3).

Sekil 1: Uzun kemiklerin metafiziyeal bolgesinde kikirdak koékenli ekzofitik

kemik cikintilari.

Calisgmamizda Multiple ekzostozisli hastalarimizda EXT1 ve EXT2 gen
mutasyonlarinin  saptanmasi, genotip ve fenotip iligkisinin gosterilmesi
amaclanmistir. Bu calisma ile Ulkemizdeki HME hastalarinda EXT1 ve EXT2
gen mutasyonlart degerlendirilecek, yeni varyantlar belirlenecek, Turk
toplumunda hastaligin, dogasi, siklig1 ve dagilimi incelenerek genotip ve fenotip

iliskisi belirlenecektir.



2 . GENEL BILGILER

Herediter multipl ekzostozis, iskelet ve bag dokusu bozukluklar1 ile iliskili
glikozaminoglikan biyosentezinde bozulma sonucu gelisen bir hastaliktir (8). Bu
hastalik kondrosit proliferasyonunda artisa neden olarak juksta-epifiziyal bolgede

anormal kemik biiylimesi ile sonuglanir.

Herediter multipl ekzostozis insidanst 1-2 / 100,000 ‘dir (3, 9). Hastalarinin
yaklasik % 20' sinde aile 6ykisu yoktur (10).

Kikirdak tiimorleri, kemigi etkileyen en yaygin neoplazmalardir ve ekzostozlar,

iyi huylu kikirdak lezyonlarindan en sik goriilendir (11, 12).

Herediter multipl ekzostozis, cocuk ve addlesan hastalarda uzun kemikler,
vertabralar, kostalar ve pelvisin biiyiime plakalarina bitisik gelisen, kemikli bir
govdeye ve iyi huylu kikirdak ¢ikintilara sahip, osteokondrom veya ekzostoz
olarak adlandirilan kemik tiimorleri ile karakterizedir (4, 13). Eksoztozlar, adim
aldig1 sendromun en belirgin 6zelligidir ve kemikli bir tabani kaplayan biiytime
plakast benzeri kikirdakli bir kapaktan olusur (4). Ekzostozlar sapsiz (genis
tabanli) ya da pedinkuledir (14). Birka¢ kemikte veya ayni kemikte birden fazla
bolgede goriilebilir. En sik tutulan kemikler distal femur (% 90), proksimal tibia
(% 84), fibula (% 76) ve humerusdur (% 72). Skapula, vertebra ve pelviste de
olusabilir, ancak ¢ene ve kalvaryumda genellikle goriilmez (2, 3, 9, 15).

Herediter multipl ekzostozis hastaliginda semptomlarin ortaya ¢ikist dogumdan
sonra baslar ve semptomlarin baslamasi sirasinda ortalama yas araligi 2-15 yil
arasinda degiskenlik gosterir (3). Bireylerin yaklasik % 50' sinde 3,5 yasindan
once, % 80" den fazlasinda ise, ilk on yilda teshis edilir (3). iskelet olgunluguna
ulagana kadar yavas yavas ebat ve sayica artar (2, 3, 16). Ergenligin sona
ermesinden sonra, tiim bilylime plaklar1 kapandiginda ve iskelet olgunluga

ulastiginda yeni ekzositoz olusmaz.

Daha 6nceki ¢aligmalarda erkeklerde kadinlara nazaran HME prevalansinin daha
yiikksek oldugu  (E/K=1.5: 1) goriilmiistiir (15, 17). Ancak daha yakin tarihli

calismalarda cinsiyet baskinlik kaniti bulunamamustir (2, 18).



Herediter multipl ekzostozise ismini veren birden ¢ok sayida ekzostoz, gogunlukla
iyi huylu olan iskelet ¢ikintilaridir. Bununla birlikte, biiyiime plaklariyla fiziksel
olarak iligkili olduklarindan, konumlari, biiyiikliikleri ve sayilarina gore birgok

saglik sorununa neden olma riskleri mevcuttur (2, 19-21) (Tablol).

Biiyiime geriligi, malformasyonlar, ulna ve radius gibi komsu iskelet
elemanlarinda sekil degisikliklerine sebep olarak iskelet uzamasi ve kemik
deformitelerine, eklem hareketinde kisitliliga ve boy kisaligina neden olabilir.
Ayrica kaslar, tendonlar, damarlar, cilt ve omurilik gibi ¢evre dokulara baski
yaparak ciddi fiziksel ve kozmetik kaygilara neden olabilir (1-3, 19, 22).
Bacaklarda, 6n kolda (madelung deformitesine benzeyen) ve ellerde deformite sik
goruliir (Sekil 2) (23). Etkilenen bireyler kisa boyludur ve mesomelik segment
veya ekstremitelerin distal kismi1 daha ciddi sekilde etkilenir (2, 16). Mesomelik
kisimda fibula ve ulna, tibia ve radiustan daha fazla etkilenir. Ust ekstremitenin
longitudinal uzamasindaki asimetri, ulnanin progresif kisalmasina neden olur ve

bilekte ulnar deviasyon ve radial subluksasyona neden olabilir (Sekil 2) (24).

Tablo 1: Herediter multipl ekzostozis hastalarinda sik goriilen klinik semptom ve

komplikasyonlar.

Ekstremite, gogiis ve omurgada iskelet degisiklikleri (3, 4, 19, 22, 25)
Coxa valga (3, 26, 27)
Ekstremite uzunlugu farkliliklar1 (19)

Spinal darlik(28)
Skolyoz(29), (30)
Kisa boy(2, 20)

Sinir, tendon ve damar sikigsmasi(1, 3, 19)

Yara iyilesmesinde anormallikler(31)

Sosyal ve yasam kalitesi zorluklari(32-34)




Sekil 2: On kolda Madelung deformitesine benzeyen deformite.

gelEtexeThation: 7 yil
i
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Kemik biiylimesi benign olmasina ragmen, komsu dokularda, sinirlerde veya kan
damarlarinda basiya, c¢evre dokulari etkileyerek hareket bozukluguna, kronik

agriya ve hatta erken baslangigli osteoartritlere neden olabilir (9).

Herediter multipl ekzostozisin bir baska ciddi komplikasyonu, omuriligi veya sinir
koklerini sikistirabilen vertebra yiizeyinde ekzostoz olusumudur. Ekzostozlara
bagli omurilik sikismasinin, yiirime bozukluklari, uyusukluk, artmis refleks
yanitlari, spastisite ve inkontinans dahil olmak (izere motor veya duyusal eksiklik
olarak ortaya ¢iktigi goriilmiistiir (35, 36). Vertebral ekzostozlar aym zamanda
0zofagusa bask1 yaparak yutmay1 bozabilir (33). Ek olarak, hem vertebral hem de
kostal yiizeylerdeki ekzostozlar akciger fonksiyonunu etkileyebilir, spontan
hemotoraks, pnomotoraks ve perikardiyal eflizyona neden olabilir, acil cerrahi

mudahale gerektirebilir (37).

Hastalarin yaklasik % 0,2-5 'inde osteokondromlar malign transformasyon
gostererek kemoterapiye veya radyoterapiye direngli, hayati tehdit edebilen

kondrosarkomlara (18, 38) veya osteosarkomlara doniisebilir (2, 9). Malignite



gelisimi i¢in evrensel olarak kabul edilmis protokoller yoktur; bununla birlikte,
dordiincli dekatta malign degisiklik en sik meydana geldiginden, yetiskinlerde
klinik takip 6nemlidir (39).

Herediter multipl ekzostozisde EXT eksikligi, birden fazla dokuda ve plazmada,
diistik heparan sulfat (HS) seviyelerine yol agan HS zincirlerinin kisalmasiyla
sonuglanir ve potansiyel olarak mutasyonlarin ¢oklu organ sistemleri tizerindeki
etkisini agiklar (40-42).

Hiicre ici ve hiicre yiizeyini degistiren enzimler dokuya spesifik oldugundan, HS
yapilart farkli dokularda ve hiicrelerde farklilik gosterebilir (43). Calismalar, HS
zincirlerinin ve bunlarin pargasi olan proteoglikanlarin ¢ok sayida gelisimsel ve
fizyolojik islev gosterdigini gdstermistir (43, 44). Onemli ve esas becerileri hedef
hiicreler ve dokulardaki sinyal proteinleri, fibroblast biyime faktori (FGF),
kemik morfogenetik protein (BMP) ve yiizey antijenleri ile etkilesime girebilme
ve hedef iizerindeki protein dagilimi, difiizyon, turnover, biyoyararlanim ve
eylemi duzenleme yetenekleridir (45-47). Sinyal proteinlerinin timu, spesifik bir

HS-baglanma alanina sahiptir (45, 47).

Herediter multipl ekzostozis hastalart HS’in tiim dokularda azalmasi nedeni ile
yara iyilesmesinde gecikme, dis problemleri, sosyal sorunlar, 6grenme gii¢liigii,
uyku bozukluklar1 ve ndropatiler gibi iskelet dist saglik problemlerinden muzdarip
olabilir (31, 48-51). Herediter multipl ekzostozisde, postprandiyal lipid
klirensinde degisiklikler ve pankreas hacminin azalmasi nedeniyle diisiik pankreas
beta-hiicresi rezervi eslik edebilir. Herediter multipl ekzostozis hastalarinda EXT1
veya EXT2 genlerindeki alel kaybi kendi icinde lipit metabolizma defektleri ve
skar olusumu gibi bazi patolojilere neden olabilir (31, 52), ancak osteokondrom
olusumuna neden olmak igin yeterli degildir(52-55). Bu iskelet dis1 bulgular
HME’i saf bir iskelet rahatsizligindan ziyade bir sendrom haline getirir (52, 56).
Kayda deger sayida hasta, yasam boyunca agr1 ve fiziksel zorluklar ile miicadele

etmektedir (32, 57).



3. GENETIK

Herediter multipl ekzostozis, genetik olarak heterojen bir hastaliktir. Exostosin-1
(8924.11-924.13'te EXT1; MIM 608177) (58, 59) ve Exostosin-2 (11pl2-pll'de
EXT2; MIM 608210) (60, 61) genleri hastaliktan sorumludur ve bu genler
homologdur (59, 61). 11 ve 16 ekzon igerir ve sirasiyla 746 ve 718 amino asit
iceren proteinleri kodlar (61, 62).

Genetik temele iliskin ilk ipucu Langer-Giedion sendromu olan bireylerden elde
edilmistir. Etkilenen bireyler, karakteristik yiz 0Ozelliklerine ve merkezi sinir
sistemi anormalliklerine ek olarak coklu ekzostozlara sahiptir. Bu sendromun
kromozom 8 bolgesindeki genis bir delesyondan kaynaklanmasindan dolayi,
osteokondromlar ig¢in bu gendeki delesyon yol gosterici olmustur (63).
Baslangigta iki lokasyon tanimlanmis ve daha sonra bu bolgelerdeki genlerdeki
mutasyonlar belirlenmistir (58). ik gen, kromozom 8 (lokus 8q24.1) iizerinde
bulunmus ve 1993 yilinda Cook tarafindan kesfedilmistir. Daha sonra, EXT2
geni, 11. kromozomda (locus 11p1113) tammmlanmstir (59, 61, 64).

25 yildan uzun siiren ¢alismalar, HME vakalarinin ¢ogunlugunun EXT1 veya
EXT2'deki heterozigot fonksiyon kaybi mutasyonlar: ile iliskili oldugunu,
mutasyonlarin ¢ogunun ailesel ve yaklasik % 10 'unun sporadik oldugunu
gostermistir (41, 59, 64, 65). Bu bulgulara dayanarak, HME otozomal dominant
bir hastalik olarak tamimlanir. Bununla birlikte, en gbéze carpan osteokondrom
olusum hipotezi, timér gelisiminde Knudson hipotezine paralel olarak;
heterozigozite kayb1 (LOH), aneuploidi ya da HS seviyelerini farkli hiicrelerde ve
dokularda daha da diisiirecek diger genetik degisikliklerin, etkilenen hiicreleri
timorijenik hiicrelere doniistiirebilmesi igin “ikinci bir vurus” gerektirdigi
yonindedir (4, 66-69).

EXT genlerinin, HS sentezi (5, 70) ve HME gelisimi (59, 65) ile iliskisini ortaya
koyan caligmalarin ardindan HME hastalarinda EXT1 ve EXT2 'de ¢ok sayida
nonsense, ¢ergeve kaymasi, missense Ve splite-site mutasyonlarini belirlenmistir
(10, 64, 71).

Hem EXT1 hem de EXT2 genleri, heparan siilfat ve proteoglikanlarin sentezinde

yer alan endoplazmik retikulumun glikotransferaz enzimlerini (Sirasiyla N-



Asetilglukosamin transferaz  ve D-glukuronikasit transferaz) kodlar ve
proteoglikan zincirinin uzamasini saglar (72, 73). HS zinciri, D-glukuronik asit
(GlcAc) ve N-asetil-D-glukozamin (GIcNAc) alt birimlerinden olusan bir
dogrusal glikosaminoglikandir. Yani HS zincirleriy, EXTI ve EXT2
glikoziltransferazlar1 igeren bir enzim kompleksinin katalize ettigi bir islem ile
GlcAc ve GIcNAc kalintilart ile uzatilmistir. Zincirlerin uzunlugu degisebilir ve
hiicreye spesifik olabilir. Glikoziltransferaz genlerinde mutasyon, bu genlerin
kodladig1 enzimlerin yanlig sentezlenmesine, bu da diisiik enzim aktivitesine ve

daha az/kisa HS zincir sentezine yol agar (61, 64).

Genetik c¢aligmalar ve hiicre analizleri, osteokondrom gelisiminde EXT1 veya
EXT2 disinda heterozigosite kaybi, anoOploidi veya baska degisiklikler
olabilecegini goéstermistir (53, 74-76). Farkli calismalarda, bilesik heterozigot
EXT1 ve EXT2 mutasyonlar1 dahil olmak iizere alternatif genetik degisikliklere
sahip hastalar belirlenmistir (10, 71, 77). Tekli heterozigot Extl +/— veya Ext2
+/— mutant farelerin biiyiik 6l¢iide normal oldugu bulunmus, tek bir heterozigot
EXT mutasyonunun HME' i tetiklemek i¢in yeterli olmadig: fikri dogrulanmistir
(42, 78). Bununla birlikte, bilesik heterozigot Extl +/—; Ext2 +/— mutant fareler ve
Extl-null fareler birden fazla osteokondrom olusumu gostermis ve insan HME
fenotipini birkag acidan taklit etmistir (42, 79-81). Bu nedenle, osteokondrom
olusumunda ikinci bir genetik olay ve HS'de major bir diisiis (mutlak kayip olmasi

gerekmez) gerekir.

EXT1 'in, HS biyosentezini kurtarabilecek bir proteini kodladig1 gosterilmistir (5).
EXT2 ise, sigir serumundan saflastirllmis bir HS ko-polimeraz olarak

tanimlanmistir (70).

HME ‘de fare modeliyle yapilan daha yeni ¢aligmalarda, EXT1 ablasyonunun
uzun kemik biiylime plakalari boyunca perikondriyumda genis ve ektopik BMP
sinyali ile sonuglandigi ve bunun sonucunda ektopik kondrojenez ve

osteokondrom benzeri gelisimin olustugu gosterilmistir (55).
EXT mutasyonlarinin sayisi ve tipi ¢oktur ve degisik derecelerde HS eksikligine /

kisalmasina yol acar (10). Bu genlerdeki mutasyonlarin farkli konsantrasyon

kaliplar1 vardir. EXT1 mutasyonlar1 genin i¢inden daginik durumda iken, EXT2'



deki mutasyonlar proteinin N terminal kisminda kiimelenme egilimindedir (10,

72).

Genotip-Fenotip Korelasyonu

EXT1 mutasyonlar1 olan hastalarin, EXT2 mutasyonlarina sahip hastalara gore
daha kisa ekstremite segmentlerine ve daha kisa boylara ve daha fazla pelvik ve
kemik tutulumuna yol acan daha fazla ekzostoz, daha fazla ekstremite
uyumsuzluguna sahip oldugu gosterilmistir (82). Simdiye kadar, EXT1
mutasyonlar1 tasiyan hastalarda, daha fazla sayida ekzostozun oldugu, daha
siddetli bir fenotipin, etkilenen anatomik bdolgeler, deformiteler ve fiziksel
kisitlilik ve daha yiiksek bir malign transformasyon riski bulundugunu tanimlayan
cok sayida genotip-fenotip korelasyon g¢aligmasi yapilmistir (14, 18, 82, 83).
EXT2 'deki mutasyonlar daha ¢ok orta derecede bir fenotip ile iliskilidir (14, 84).
Enzimatik fonksiyonu nedeniyle EXT1 'de saptanan mutasyonlarin daha agir bir
HME kas-iskelet sistemi fenotipi ile iligkili oldugu saptanmistir (10, 14, 18, 21,
71). EXT1 mutasyonlarinin EXT2 mutasyonlarina kiyasla daha ciddi sonuglari
olmasi, EXT1 proteininin HS polimerizasyonunda 6nemli bir katalitik fonksiyona
sahip oldugunu destekler, EXT2, Golgi ile iliskili EXT1 / EXT2 kompleksleri

icerisinde yapisal veya destekleyici rollere sahip olabilir (85).

Ailelerde ve aym mutasyona sahip bireyler arasinda hastalik sunumunda genis bir
cesitlilik yelpazesi vardir, bu da fenotip spesifikasyonu ve ciddiyetinde, ek

genetik, hormonal veya ¢evresel etkiler oldugunu gosterir.

Erkek hastalar tipik olarak, biiylime plaginin daha ge¢ kapanmasi ve dolayisi ile
ekzostoz olusumu i¢in daha fazla zaman olmasi nedeni ile, daha siddetli bir klinik

tablo sergiler (82, 86).

Herediter multipl ekzostozis hastalar1 arasindaki hastalik siddetini degerlendirmek
ve siniflandirmak igin hala yaygin olarak kabul edilmis bir sistem olmadig: (18,
87) ve benzer sekilde, net ve gilivenilir bir genotip-fenotip korelasyonu olmadigi

belirtilebilir. (82, 86).



4 . ETYOPATOGENEZ

Biiylime plagi, kikirdak epifiz ile yeni iiretilen kemik metafizi arasinda yer
almaktadir ve longitudinal kemik biylmesinden sorumludur. Buyume plag:
icinde kondrositler g¢ogalir, prehipertrofik ve hipertrofik evreler sonrasinda
nihayetinde apoptozise ugrayana kadar farklilagmaya devam eder. Kondrositler,
ortak bir osteokondroprogenitor hiicreye farklilagan mezenkimal prekursor
hiicrelerden (mezenkimal kok hiicre) gelisir (88). Hucreler farklilasmay1 uyaran

cesitli genlerin ekspresyonu ile koordine edilmis bir farklilasma surecine girerler
(89-91).

Hedgehog sinyali, iskelet gelisiminin 6énemli bir dizenleyicisidir ve blylime
plagindaki kondrositlerin kaderinin belirlenmesinde énemlidir (92). 1995 yilinda
Nobel alan Volhard ve Weischaus 1970’te Avrupa Molekiler Biyoloji
Laboratuvari’nda embriyogenik gelisim tizerine dogrudan etkili 50°den fazla gen
belirlemisglerdir (93, 94). 1993 yilinda omurgalilarda 3 hedgehog (hh) geni
kesfedilmistir (“Sonic hh” (Shh),“Indian hh” (Ihh) ve “Desert hh (Dhh) ) (95-
98). Giinlimiizde hedgehog genlerinin embriyonik gelisimin temel diizenleyicileri
oldugu kabul edilmekte, Hh proteinleri hiicre proliferasyonunu ve
diferansiasyonunu, doku paterninin olusumunu yonetmekte, sol-sag asimetrisini,
ekstremitelerin, iskelet sisteminin, adele yapilarinin, gozlerin, akcigerlerin,
dislerin, sinir sisteminin ve bagirsaklarin dogru bi¢cimde olusumunu, sperm ve
kikirdak diferansiasyonunu indiiklemektedir (92). Hh sinyalleri farkli islevlere de
sahiptir. Bir hedef alanda, doza bagimli olarak, hiicrelerin farkli olabilen
kaderlerinin belirlenmesinde morfogen Ozellikleri gorultrken, organ gelisimini
saglayan hiicre proliferasyonunu diizenlerken mitogen etkileri ortaya ¢ikmaktadir
(93, 94, 99, 100). Eriskin hayatta bu sinyal yolagi aktif kalmakta olup kok
hiicrenin yasamini idame ettirmesinde, doku onarimi ve regenerasyonunda 6nemli
islevlere sahiptir. Dolayisiyla doku homeostazinin saglanmasinda bu sinyaller

kritik bir rol oynamaktadir (100).

Biiylime plagindaki prehipertrofik kondrositler Hh Ligand (Ihh) eksprese ederler
(101-103). Ihh, paratiroid hormonu ile ilgili protein (PTHrP) ile negatif bir
feedback donguisiinde hareket eden endokondral ossifikasyonun ana diizenleyicisi



olarak gorev yapar. Hh Ligand, periartikiller kondrositlerin proliferatif
kondrositlere farklilagmasini inhibe eden PTHrP 'nin ekspresyonunu artirmak i¢in
sinyal vererek hipertrofik farklilasmanin baslangicim diizenler. Ihh ayrica,
kondrosit farklilagsmasini diizenler ve perikondriyumun PTHrP'den bagimsiz bir
sekilde ossifikasyonunu uyarir (Sekil 3) (104). PTHrP'nin Ihh tarafindan
diizenlenmesi, kondrosit farklilagsma kaskadi baslatiimasinda rol oynayan kemik
morfogenetik proteinleri (BMP'ler) gibi aracilar1 da igerir, kondrositlerde Thh

ekspresyonunu artirir (105).

Heparan siilfat, hedgehog ligandlarina baglanir. EXT mutasyonlar1 anormal
heparan stilfat olugsmasina neden olur ve bu durum, hiicre dis1 ortamda anormal bir
hedgehog ligand diflizyonu ile sonuglamir (5, 106, 107). Hedgehog ligand,
biiyiime plagi kondrositlerinin terminal farklilasmasim bigimlendirmek icin
hareket ettigi icin, mutasyonun fonksiyonel sonucu olarak anormal kemik ve

kikirdak biiytimesi ve sekillenmesine neden olur (Sekil 3) (24).

Sekil 3 : Biiylime plakasinin diyagramatik gosterimi ve ekzostoz gelisimi

(Referans (24)’den modifiye edilmistir).

A: Biiyiime plagi kondrositleri Ihh ve PTHrP tarafindan diizenlenen negatif bir

geri besleme dongiistinde hareket eden koordineli bir farklilagma siirecine girer.

B: EXT gen mutasyonlar1 hedgehog protein diflizyonunda anormalliklere, bazi
biiytime plakasi kondrositlerinin yanlis acida longitudinal kemik gelismesine ve

sonunda ekzostoz gelisimine neden olur.

Biiyiime plaf

Frolifererasyon

farkhilasma
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Heparan sulfat zincirler; hyaluronat gibi glikozaminoglikanlarin aksine karmasik
makromolekullerdir (43, 44, 108). Heparan stlfat Jorpes ve Gardell tarafindan 60
yildan daha uzun bir siire 6nce ayr1 bir molekiiler varlik olarak tanimlanmis
olmasina ragmen, yapisinin acgiklanmasi halen devam etmekte olan yavas ve
ozenli bir strectir (109). Yapisal heterojenligi ve degiskenligi nedeniyle, HS tek
bir bilesik olarak degil bir polimer ailesi olarak kabul edilir. Hiicre yiizeylerinde
ve hiicre dis1 matrikste (ECM) PG seklinde olusur (110, 111). HS'nin fizyolojik ve
patofizyolojik aktivitelerinin ¢ogu, dogada biiyiik Olgiide elektrostatik olan ve

cesitli proteinlerle olan etkilesimlerden kaynaklanmaktadir (44, 47, 112-117).

Spesifik kimyalar1 ve yiiksek negatif yiikleri nedeniyle, HS zincirleri, biiyiime
faktorleri, sinyal proteinleri, integral membran reseptorleri, kemokinler ve hiicre

dis1 matriks proteinleri gibi bir dizi proteine baglanabilir (44, 118).

Heparan silfat (HS), hiicre ylzeyinin ve matriks ile iligskili proteoglikanlarin
(Heparan Sulfat Proteoglikan = HSPG'ler) ¢ok yonlii ve temel bir bilesenidir
(119). HSPG'ler dokuya ozgii bir sekilde ifade edilir ve ¢ok sayida 6nemli
gelisimsel ve fizyolojik fonksiyona sahiptir (46). Baslica rollerinden biri, spesifik
bir HS-baglanma alanina sahip olarak biliyime faktorleri, morfojenler ve
reseptorler ile etkilesime girmesidir (45, 47). HSPG 'ler protein kullanilabilirligini,
dagilimini, turnover ve sinyal aligverisini diizenler, boylece hiicre adezyonunu ve
gocund, hicre-hiicre etkilesimleri ve iletisimini, hiicre farklilasmasi ve
morfogenezi, lipoprotein metabolizmasini, hemostaz ve gelisimde rol oynayan
proteazlar1 etkiler (44, 46, 120). Hiicre yiizeyinde veya hiicre dis1 matristeki
proteoglikanlar, HS zincirlerinin reseptor tanima ve baglama i¢in gerekli oldugu
ligandlar veya yardimci reseptorler olarak islev goriir (121). ECM ve bazal
membrandaki HSPG'ler (perlekan, agrin, kolajen XVIII) fibronektin ve laminin
gibi matriks proteinleri ile etkilesime girer ve bdylece mekanik strese kars1 direng,
filtrasyon ve bariyer Ozellikleri saglar. Ayrica, kemokinler ve biiylime faktorleri
icin rezervuar gorevi gorurler. Perlekan, agrin ve kollajen XVIII'Gn yan HS
zincirleri, doku biiylimesi ve onariminda rol oynayan ve doku rejenerasyonu veya
yara iyilesmesi gibi doku remodeling bolgelerinde bulunabilen biyime
faktorlerini baglar (122).

11



HSPG’ler, farkli ¢ekirdek protein yapilariyla karakterize edilen dort ana ailedir.
Ik ikisi; syndekan ve glikozilfosfatidilinositol (GPI) bagh glipikanlar, hiicrelerin
plazma zan ile iliskili HSPG tiirleridir. Ugiincii bir grup perlekan, agrin ve
kollajen XVIII; salgilanmig formlari igerir. Son olarak, serglisin hiicre igi
depolama granillerinde, uzun ve ylksek oranda siilfatlanmis heparin zincirleri
olan HS tasir. (43, 44, 46, 120).

Salgilanan Heparan Siilfat Proteoglikanlar olan perlekan, agrin ve kollajen XVIII,
buyuk bazal membran HSPG'lerdir. Perlekan genellikle mezenkimal organlarda
ve bag dokularinda bulunur (123). ECM'de ¢ok miktarda olmasi nedeniyle
perlekan, kikirdak olusumundan yara iyilesmesinin diizenlenmesine kadar c¢ok
cesitli gelisimsel ve homeostatik siiregler igin dnemlidir. Agrin, temel olarak bir
noronal PG olarak kabul edilmistir, ancak gelisim sirasinda ¢esitli dokularda
yaygin sekilde eksprese edilir. Ozellikle, néromiiskiiler kavsaklarin olusumu,
bakimi ve yenilenmesinde kilit bir eleman olarak kabul edilir (124, 125). Kollajen
XVIII viicutta ¢esitli bazal membranlarda bulunur ve iic GAG baglanti bolgesi
igerir (126).

Heparan sulfat biyosentezinde mevcut bilgi, bilinen tim HSPG'lerin polisakarit

zincirlerinin aynt mekanizmaya gore iretildigini destekler (112, 114).

HS zincirleri, baslangig, uzama ve modifikasyon asamalarini iceren bir
biyosentetik islemde lineer polisakaritlere birlestirilen tekrarlayan D-glukuronik
asit (GIcA) ve N-asetil-D-glukozamin (GIcNAc) kalintilarindan olusur. Sentez
golgi aparatinda, proteoglikanlarin ¢ekirdek proteininde bir serin tortusuna bir
ksilozun ksiloziltransferaz (XyIT) ile eklenmesiyle baslatilir (67). Olusan son
proteinler, birinci karbonhidrat tortusunun tetrasakarit baglantisina eklenmesi de
dahil olmak (zere, HS sentezinde rol oynar (72, 127-129). Bir dizi enzim,
cekirdek proteininin serin tortusu lizerinde bir tetrasakarit baglantisi olusturduktan
sonra, Extl ve Ext2, HS zincirini polimerize eder (108). Elde edilen polimer, N-
deasetilasyon / N-stlfatlama, epimerizasyon ve O-sulfatlama gibi karmasik bir
dizi modifikasyona tabi tutulur ve protein baglanma 6zgiilliigii kazandirilir (120,
130). Hiicre yiizeyinde zincirlerin ileri islenmesi gergeklesir (131, 132). Sonucta
yiiksek derecede yapisal karmasiklik ve biyolojik 6zgiilliik derecesine sahip
zincirler olusur (43, 44).
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Reaksiyonlarin ¢ogu, potansiyel olarak mevcut seker birimlerinin sadece bir
kismin1 icereceginden, nihai iirlinler, doku kaynagina gore degisen heterojen

yapilara sahiptir.

N-siilfotransferaz 1 (Ndstl), HS diizeneginde bir baska kritik enzimdir ve asetil
gruplarin  siilfat modifikasyonlar1 ile degistirerek dokulara 6zgii siilfatlama
paternleri olusturur. Ndstl'in kaybi, hedgehog dagilimi ve biiylime plagi
fonksiyonunda ciddi degisikliklere neden olur (133).

Toplamda, 11 farkli enzim (izoformlar hari¢c) HS biyosentezine dahil edilmistir ve
enzim yolaklarinda meydana gelen aksamalar sonrasiolugan hastaliklardan bazilari

Tablo 2' de 6zetlenmistir.

Tablo 2: HS sentezinde yer alan enzimler.

Enzim Gen Fenotip

Ksilosiltransferaz 1 (XyIT1) Xyltl Iskelet displazisi (139-145)

Ksilosiltransferaz 2 (XylT2) Xylt2 Kemik kirtlganhgi, katarakt ve isitme kusurlari (139-145)
Galaktosiltransferaz 1 (GalT1) B4galt7  Ehlers-Danlos progeroid formu (146, 147)
Galaktosiltransferaz 2 (GalT2) B3galt6  Al-Gazali sendromu; iskelet anomalileri (148)
Glukuroniltransferaz (GICATI) B3gat3  Iskelet displazisi, MKA (149, 150)

N-asetilglukosaminiltransferaz (EXTL2) Extl2 Bildirilmemis. (127, 151)

Polimeraz 1 (EXT1); Extl; HME, nobet ve gelisimsel bozukluk (70, 72, 78, 152-154)
Polimeraz 2 (EXT2) Ext2 HME, ndbet ve gelisimsel bozukluk (70, 72, 78, 152-154)
N-deasetilaz/N-sulfotransferazl (NDST1) Ndstl Mental retardasyon (155-159)
N-deasetilaz/N-stlfotransferaz2 (NDST2)  Ndst2 Bildirilmemis. (158-160)
N-deasetilaz/N-siilfotransferaz3 (NDST3)  Ndst3 Sizofreni ve bipolar bozukluklar (161)
N-deasetilaz/N-siilfotransferaz4 (NDST4)  Ndst4 Bildirilmemis (162)

Glukuronil C5-epimeraz (Hsepi) Glce Bildirilmemis (163)

Heksuronil 2-0-siilfotransferaz (2-OST) Hs2st Bildirilmemis (164-166)
Glukozaminil6-0-siilfotransferaz1(6-OST1)  Hséstl  Idiyopatik hipogonadotropik hipogonadizm (167-169)
Glukozaminil6-0-stlfotransferaz2-3 Hs6st2-3  Bildirilmemis (170)

Glukozaminil3-0-sulfotransferazl-6 Hs3stl-6  Bildirilmemis (170)

13



HS zincirleri ve HSPG biyolojisinin bir bagka ilging yonii, zincirlerin,
posthiyosentetik modifikasyonu; yani heparanaz (HPSE) ve iki endo-6-0-
siilfotransferaz (Sulf) gibi enzimlerin etkisiyle hiicre dis1 olarak modifiye
edilebilmesidir (134, 135). Sulfler, siilfat gruplarini segici olarak ayirarak, yapisal
patern ve heterojenligi degistirir ve sinyal molekiilleriyle etkilesimi etkileyerek
hiicre dig1 HS zincirlerini degistirir (134, 136, 137). Sulfl enzimi hem BMP hem
de FGF sinyallerine olumsuz etki eder (138). Sulf ekspresyonu, kondrositler
arasindaki sinyalleri diizenleyerek eklem kikirdak homeostazini korumak i¢in de
gereklidir (67).

HS'nin  postbiyosentetik modifikasyonunda yer alan enzimler timor
patofizyolojisi ile iliskilendirilmistir. Memelilerdeki HS'yi pargalayan tek
endoglikozidaz olan Heparanaz’in  tiimor hiicreleri  tarafindan  fazla
sentezlenmesinin tiimorlerin malignitesi ile giiclii bir korelasyon gosterdigi
saptanmistir (171). Heparanaz, olusan polimerin glikozidik bagina etki eden ve
HS'yi spesifik olarak ayiran bir endoglukuronidazdir (172, 173). Ekzostoz
dokusunda heparanaz ekspresyonu artisi tammlanmistir (174, 175). HS
zincirlerinin  kiiclik pargalara ayrilmasindan sorumlu endoglukuronidaz olan
HPSE, proliferatif bir aktiviteye sahiptir, kanser olusumunda, invazyon ve
buyume faktorlerinin salinmasini diizenleyerek hiicre dis1 matrisin yapisal olarak
yeniden yapilandirilmasinda yer almaktadir (176). HPSE'nin endokondral
ossifikasyon sirasinda ge¢ kondrosit farklilasmasinda rol oynadigini diisiindiiren,
gelismekte olan kemiklerdeki kondrosdz kavsaginda artmis HPSE seviyeleridir
(177). HS zincirlerinin boliinmesi, bazal membranlarin yapisin1 bozar, boylece
timor hiicrelerinin dolagima girmesini ve daha fazla yayilmasint kolaylastirir.
Bazal membranin bozulmasi, primer tiimorlerin ve metastazlarin patolojik
gelisimi igin gerekli olan anjiyogenez icin de gereklidir. ECM'deki HSPG'lere
bagl sitokinler ve biliylime faktorleri, heparanaz tarafindan katalize edilen HS
zincirlerinin  bélunmesiyle mobilize edilir ve timoér biydmesinin, stromal
gelisimin veya anjiyogenezin uyarilmasi i¢in erisilebilir hale gelir (178).
Heparanaz ekspresyonu, ECM'nin ve bazal yapilarin bozulmasiyla timdr hiicresi
sizmasini ve metastazi tesvik eder. Inflamatuar hiicreler, yaralanan bdlgelere gog

etmek i¢in bu aktiviteden de yararlanir. Ayrica, HS'nin yam sira heparanaz asir
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ekspresyonunun sadece genel zincirleri kisaltmakla kalmayip, aym zamanda
HS'nin siilfatlanma derecesini de arttirdigi gosterilmistir. Stlfatlanmadaki

degisiklik, tiimor gelisiminde onemli sinyal yollarini etkileyebilir.

Hem EXT1 hem de EXT2 HS sentezi icin gereklidir (78, 154). EXT1'de
mutasyon tasiyan farelerden izole edilen embriyonik fibroblastlar, daha kisa HS
zincirleri sentezler ve insan hiicrelerinde EXT1 veya EXT2'nin susturulmasi daha
kisa HS zincirlerinin olusmasi ile sonuglanir (136). Bu tiiriin en iyi anlagilan
genetik bozuklugu, HME ile sonuglanan EXT1 veya EXT2 genleri mutasyonu
sonucu daha az HS sentezlenmesinden ziyade proteinin daha kisa sentezlenmesi

oldugu anlasilmistir.

Calismalar, oOzellikle HS zincirlerinin, proteoglikanlara, bilyime ve sinyal
proteinlerinin dagilimim ve kullamlabilirligini ve bunlarin hedef hiicreler
izerindeki ilgili etkilesimlerini, fonksiyonlarini ve biyoaktivitelerini diizenleyen
anahtar yeteneklerle donatildigini gostermistir (46, 119, 179). Hedgehog protein,
kemik morfojenik proteini (BMP), fibroblast bliytme faktoru (FGF) ve Wnt
familyasi tiyeleri dahil bu proteinlerin bir¢ogu, biiylime plaginda ifade edilir
(104). HS'nin iskelet olusumunda, biiyiimesinde ve morfogenezinde birgok dnemli
stireci etkiledigi agiktir. Temel bir HS polimerlestirici enzim olan EXT1'de
eksiklik, Indian Hedgehog (Ihh) diflizyon degisikliklerine, artmis sinyalizasyon ve
biiytime plagi morfolojisinde 6nemli degisikliklere neden olur (180, 181) .

Bozulmus HS sentezinin neden oldugu olgular genellikle, biiylime bozukluklari ve
iskelet deformiteleri ile karakterize, ¢akisan fenotipik ozelliklere sahiptir (136).
Ornegin, kemik ve muskuloskeletal kusurlara neden olan ECM defektleri arasinda
Desbuquois displazisi tip 2, Ehlers-Danlos sendromunun progeriod varyantt,
Larsen benzeri sendrom ve ¢oklu osteokondromlar (MO) bulunur. Bu hastaliklar
sirastyla XyIT1 ve XylIT2, GalTl, GalT2, GIcAT1, EXT1 ve EXT2'yi kodlayan
genlerdeki mutasyonlarla iliskilidir (182). Iliskili semptomlarin ve fiziksel
bulgularin ¢esitliligi ve siddeti, mutasyona ve muhtemelen baska faktorlere bagh

olarak durumdan duruma degisir.
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5. TEDAVI

Herediter multipl ekzostozise yonelik giincel tedavi, temel olarak semptomatik
timorlerin cerrahi olarak ¢ikarilmasi, deformasyonlar, ekstremite uzunlugu
tutarsizliklart ve eklem ankilozu gibi major iskelet kusurlarimin diizeltilmesinden
olusur ve hastalar 18 yasina kadar siklikla 40-50'den fazla ameliyat gecirir (4, 19,
183). Bununla birlikte, ekzostozlarin rezeke edilmesi ¢ogu zaman zordur. Cerrahi
islemin sonuglarinin her zaman tatmin edici olmamasinin bir baska nedeni de
ameliyat sonrasi beklenenden daha genis skar kalmasidir (31). Olasilikla, anormal
heparan siilfat proteoglikani, hicre dist matrikste degisiklige neden olarak
beklenenden daha genis bir skar veya keloid ile sonuglanmasina sebep olmaktadir

(24).

HME i¢in farmakolojik tedavisinin arastirilmasi sirasinda selektif BMP tip |
reseptor inhibitdrii olan ve HME fare modellerinde osteokondrom olusumunu

azaltan LDN-193189 bulunmustur (184-186).

Bir diger ajan palovaroten (PVO) ise, bir retinoik asit reseptorii y (RARY) segici
agonistidir (187). Bu endikasyona dayanan bir faz 2 klinik ¢alismast PVO 'nun
miitkemmel giivenlik profilini gostermistir (188). 2011 yilinda Shimono ve ark.
heterotopik ossifikasyon ile karakterize nadir bir genetik hastalik  olan
Fibrodisplazia Ossifikans Progresiva (FOP) ’da, PVO dahil RARy segici
agonistlerinin heterotopik ossifikasyonun gii¢lii inhibitorleri oldugunu bildirildi ve
potansiyel terapotik faydalarini ortaya koydu (189, 190). PVO 'nun heterotopik
ossifikasyonunu azalttig1 etki mekanizmasi tam olarak agiklanmamasina ragmen,
kismi BMP sinyal inhibisyonu yaptigi diisiiniilir (189). Prevalans ve klinik
fenotip farkli olsa da, HME ve FOP’un baz1 fenotipik ve mekanizmal benzerlikleri
vardir. Oregin, FOP hastalarinda HME benzeri osteokondrom gelisir (191). FOP
mekanizmasi, bir kemik morfogenetik proteini (BMP) tip | reseptori olan Aktivin
A reseptor tip | / Aktivin benzeri kinaz 2'yi kodlayan ACVR1 / ALK2 geninde
mutasyonundan kaynaklanir (192). HS kaybi/azalmasina bagli agirt BMP artig1 da
osteokondrom olusumunda katkida bulunan bir faktérdir (55, 184, 185). PVO
‘nun, HME'nin bir fare modelinde osteokondrom olusumunu 6nleme yetenegine

sahip olup olmadigmin arastirildigi ¢alismada PVO ‘'nun, BMP reseptori
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ACVR1'in yapisal olarak aktif mutasyonlar1 nedeniyle, en azindan kismen, artan
BMP sinyalinin zayiflamast ile FOP fare modellerinde heterotopik
ossifikasyonunu baskiladig1 gosterilmistir (189, 193, 194). Artan BMP sinyalinin
HME fare modellerinde osteokondrom olusumuna katkida bulundugu gosterilmis
oldugundan PVO'nun HME'de osteokondrom olusumunu baskilayabilecegi, giiclii

bir osteokondrom formasyonu inhibitorii oldugu belirtilmistir (55, 184, 185).

BMP inhibitori LDN-193189 ile yapilan tedavinin, osteokondrom olusumunu
baskiladigi, daha once bildirmistir (184). PVO'nun neden BMP sinyalini spesifik
olarak hedefleyen inhibitérden daha giiglii oldugu hala belirlenememistir (195).
PVO 'nun, perikondriyal progenitdr hicrelerin kaderini belirleyen BMP iliskisiz

yollarda etkin oldugu diisiiniilmektedir (195).
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6. OLGULAR VE YONTEM

Calismaya 01.01.1998 -31.12.2017 tarihleri arasinda Klinik ve radyografik
Ozelliklerine gére HME tanisi almis 26 olgu dahil edilmistir. Calismaya dahil
etme kriterleri olarak klinik degerlendirmede ve / veya radyolojik goriintiilemede
iki veya daha fazla ekzostoz saptanmasi alinmistir. Diglama kriteri olarak olgunun
HME disinda ek sendromik 6zelliklere sahip olmamasi kabul edilmistir.
Calismaya dahil edilen tiim olgular pediatrik genetik uzmani ile birlikte muayene
edilip fizik muayene bulgular1 kaydedilmistir. Olgulardan DNA eldesi i¢in 2 cc
vendz kan 6rnegi EDTA’l tiipe alinmistir. Caligmaya dahil edilen tiim olgularin
kendilerinden ya da ailelerinden yazili aydinlatilmis

onam formu alinmigtir (Ek-1). Calisma Akdeniz Universitesi T1p Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylandi1 (Karar Tarihi: 12.03.2018, Karar
Sayist: 70904504/112) (Ek-2).

DNA Eldesi: Olgularin periferik vendz kan Ornegi Hastanemiz kan alma
biriminde EDTA’ll tiipe alinmistir. Periferik kan Orneklerinden silika kolon
yontemi kullamlarak DNA elde edilmis ve florometrik olarak DNA

konsantrasyonu belirlenmistir.

Yeni Nesil DNA Dizileme: Genomik DNA ornekleri kalip olarak kullamilarak,
hedef gen bolgelerine ait primerler ile multipleks PCR yapilmistir. Amplikonlarin
barkodlanmasi sonrasi emiilsiyon PCR ile amplikon kiitiiphanesi olusturulmustur.
Sentezle dizileme metoduna dayanan yeni nesil dizileme (NGS) yontemi
kullanilarak Ion S5 (ThermoFisher Scientific Inc.) cihazinda DNA dizisi elde

edilmistir.

Varyant Analizi: DNA dizi varyantlar1 Ion Reporter Software (ThermoFisher
Scientific Inc.) ve SEQ (Genomize) programi kullanilarak analiz edilmistir.
Saptanan varyantlarin allel dagilim o6zellikleri, iliskili proteinin fonksiyonuna
olas1 etkileri ve iliskili olduklar1 fenotipler varyant veri bankalarinda (ClinVar,

HGMD, Ensembl) incelenmistir.
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Genotip-Fenotip Karsilastirma Analizi: Olgularin fenotipleri ve saptanan
genotip bulgulari, varyant bilgi bankalarindaki bilgiler ile karsilastirilmistir. Her
bir olguda saptanan varyantlarin 6zellikleri fenotipik bulgularla iliskileri acisindan

incelenmistir.
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7/.BULGULAR

Klinik Bulgular:

Olgularin yas aralig1 3-54 arasinda degiskenlik gostermektedir.

Daha 0nceki bazi galismalarda erkeklerde kadinlara nazaran HME prevalansinin
daha yiiksek oldugu (E/K=1.5: 1) gorilmistir (15, 17). Ancak bizim
calismamizda 26 olgudan 14 tanesi kadin, 12 tanesi ise erkektir ve belirgin

cinsiyet baskinlig1 gézlenmemistir.

Olgularin serum kalsiyum seviyeleri; 9 ile 10,1 araliginda, fosfor seviyeleri; 3,4

ile 5.01 araliginda saptanmustir.

26 olgudan on Gg¢unln aile hikayesi pozitifken, on tcl sporadiktir.

Aile 6ykusil pozitif olan ve varyant saptanan 11 olgunun 9 tanesi EXT1 (bunlarin
6’s1 yeni saptanmis, 3’U bilinen varyant); 2 tanesi EXT2’ (bunlarin da 1’1 yeni

saptanmis, 1’1 bilinen varyant) dir.

Aile oykiisii pozitif olan 9 EXT1 varyantindan, 2 tanesi yeni tanimlanmis olan
stop kodonu, 4 tanesi yeni tanimlanmis olan delesyon, daha Once bilinen

varyantlardan 2 tanesi stop kodonu, 1 tanesi ise missense varyanttir.

Aile Oykust pozitif olan EXT2 varyantilarindan 1 tanesi yeni saptanmis

insersiyon, diger bilinen varyant ise stop kodonudur.

Aile 6ykulsu negatif olan 9 olgunun 8 tanesi EXT1; bunlarin 5’1 yeni tanimlanmus,
3’0 bilinen varyant, kalan 1 EXT2 olgusu ise yeni tanimlanmis varyanttir.
Olgularin 15 tanesinde deformite gelisimi mevcuttur. Deformite gelistiren 5 olgu
opere olmus ve ulasilabilen 3 olgunun patoloji sonucu osteokondrom olarak

raporlanmstir.

HS’1n tiim dokularda azalmasi nedeni ile gozlenebilen ek hastaliklara dair; yara
iyilesmesinde gecikme, dis problemleri, sosyal sorunlar, 6grenme giicliigli, uyku
bozukluklart ve noropatiler olgularda gézlenmemistir (31, 48-51). Postprandiyal
lipid klirensinde degisiklikler ve pankreas hacminin azalmasi ¢alisma kapsaminda

degerlendirilmemistir.
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Genetik Bulgular

Calismamizda incelenen 26 HME olgusunun %85’inde (17 olgu) EXT1 geninde
ve %I15’inde EXT2 geninde varyant saptanmistir. Bu dagilim farkli
popiilasyonlarda yapilmis bircok ¢alisma sonucu ile uyum igindedir (Sekil 4).

Sekil 4: Varyant frekanslarimn Onceki caligmalarla karsilastirilmasi.(EXT1
varyant durumlarinin orani (mavi) ve EXT2 varyant durum oram(turuncu) ile

gosterilmistir.

EXT1 ve EXT2 Dagilimi

100%
80%

60%

A40%

1 In I
oo ] |

Bu calisma Sarrion ve Ark. Pedrinive Ark.  Jennesve  Signori ve Ark.
2013 2011 Ark.2008 2007

WEXT1 mEXT2

HME o6ntanili 26 gonillide EXT1 ve EXT2 genleri yeni nesil DNA dizi analizi
yontemi ile incelenmistir. Olgularin altisinda (%23) kullandigimiz yontem ile
varyant saptanamamistir. Varyant saptanan 20 olguda birbirinden farkli delesyon,
insersiyon veya nonsens(stop)/missens etkili tek niikleotid degisiklikleri

gbzlenmistir (Tablo 4).

EXT1 geninde 17 olguda ve EXT2 geninde ise 3 olguda varyant tanimlanmustir ve
bu varyantlarin tamami genlerin kodlayict ekzon bdlgelerinde yerlesiktir.
Saptanan 14 varyant hakkinda varyant bilgi bankalarinda veya literatiirde bilgi
bulunamamistir ve bu varyantlarin ilk defa tammlanan varyantlar oldugu

diistiniilmektedir.
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Tablo 3: EXT1 ve EXT2 genlerinde tanimlanan varyantlar.

Olgu Gen DNA Protein Varyant Referans No
Numaras1 Tipi

1 EXTL | c.493C>T p.GIn165Ter stop CMO053230%
2 EXT1 | c.1776C>A p.Tyr592Ter stop CMO012095°
3 EXT1 | c.166C>T p.Pro56Ser missense | rs368004125°
4 EXT1 | c.1019G>A p.Arg340His missense | rs119103287¢
5 EXT1 | c.1021A>G p.Arg341Gly missense | rs1554580149°
6 EXT1 | ¢.739G>T p.Glu247Ter stop Bu calisma

7 EXT1 | ¢.2029C>T p.GIn677Ter stop Bu calisma

8 EXT1 | c.803G>T p.Gly268Val missense | Bu c¢alisma

9 EXT1 | ¢.1219C>G p.GIn407Glu missense | Bu ¢alisma
10 EXT1 | ¢.2044A>G p.Met682Val missense | Bu galisma
11 EXT1 | c.31delC p.LeullSerfsTerl8 delesyon Bu ¢alisma
12 EXT1 | c.298delA p.Met100TrpfsTer34 | delesyon | Bu galisma
13 EXT1 | c.650_665del p.Ala217ValfsTer30 | delesyon | Bugalisma
14 EXT1 | c.1820delG p.Gly607AspfsTerl4 | delesyon | Bucalisma
15 EXT1 | c.1978delC p.Leu660TrpfsTer5 delesyon | Bu calisma
16 EXT1 | c.2084delC p.Pro695SerfsTerll | delesyon | Bugalisma
17 EXT1 | ¢.2115delG p-Met705llefsTerl3 | delesyon | Bu galisma
18 EXT2 | c.166C>T p.Args56Ter stop rs754533434"
19 EXT2 | c.261T>A p.Asn87Lys missense | Bu ¢alisma
20 EXT2 | c.764_765insA | p.Tyr255Ter insersiyon | Bu galisma

a-CMO053230:http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=
EXT1&accession=CM053230

b-CMO012095:http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=
EXT1&accession=CM012095

€-rs368004125: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs368004125

d- rs119103287: https://www.nchi.nlm.nih.gov/snp/rs119103287

e- rs1554580149: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1554580149

f- rs754533434: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs754533434

EXT1 geninde saptadigimiz varyantlarin yedi tanesi niikleotid delesyonu
ozelligindedir ve hepsi yeni saptanmis varyantlardir. Delesyonlar genin 5° ve 3’
boyunca kodon 11 ve kodon 705 arasinda farkli bolgelerde dagimik olarak
yerlesiktir.
bildirilmistir ve diger ikisi yeni saptanan varyantlardandir. Tanimlanan alt1

missens varyantin ise ili¢ tanesi daha Once bildirilmistir ancak diger licli yeni

saptanmuistir.

EXT?2 geni varyantlarinda ise birisi yeni saptanmig missense varyant, ikincisi yeni

saptanmis insersiyon varyanti ve ti¢linciisli bilinen stop kodonu varyantidir.
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Saptanan dort adet stop kodonu varyantinin ikisi daha Once




Tablo 4: Yeni saptanan niikleotid degisikliklerinin varyant tiplerine gére dagilimi

Bildirilmis Yeni Saptanan Toplam
Stop kodonu 3 2 5 (%25)
Del/ins - 8 8 (%40)
Missens 4 3 7 (%35)
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8 . TARTISMA

HME 0n tanil1 26 gonillide EXT1 ve EXT2 genleri yeni nesil DNA dizi analizi
yontemi ile incelendiginde, olgularin altisinda (%23) kullandigimiz yontem ile
varyant saptanamamustir. Varyant saptanan 20 olguda birbirinden farkli delesyon,
insersiyon veya nonsens(stop) / missens etkili tek niikleotid degisiklikleri
gozlenmistir. EXT1 geninde 17 olguda ve EXT2 geninde ise 3 olguda varyant
tanimlanmistir ve bu varyantlarin tamami genlerin kodlayici ekzon bolgelerinde
yerlesiktir. Saptanan 14 varyant hakkinda varyant bilgi bankalarinda veya
literatiirde bilgi bulunamamaistir ve bu varyantlarin ilk defa tammlanan varyantlar

oldugu diistiniilmektedir.

Incelenen HME ontanili olgularda saptanan DNA niikleotid varyantlarinin, bu
genlerin kodladigi protein fonksiyonlar iizerine etkilerinin degerlendirilmesinde
varyant bilgi bankalar1 6ncelikli olarak kullanilmistir. EXT1 geninde saptanan iki
stop kodonu ve dort missens varyant daha énce HME olgularinda gézlenmistir ve
varyant bilgi bankalarinda protein fonksiyonu iizerinde patolojik etkiye sahip
degisimler olduklar1 kabul edilmektedir.

Daha once bildirilen olgular degerlendirildiginde; 1 numarali olguda EXT1
geninde saptanan ¢.493C>T varyant1 stop kodonudur ve ilk olarak 2005 yilinda
Pedrini ve arkadaslarmin yaptigi multipl ekzostozlu Italyan hastalarda DHPLC
bazli mutasyon taramasi ¢alismasinda tanimlanmistir (196). Bu c¢alisma
incelendiginde, calismanin DHPLC teknigini degerlendirme amacli yapilmis
oldugu ve hastalarin fenotipik 6zelliklerinin degerlendirilmedigi goriilmiistiir.
Olgu degerlendirildiginde, ailevi gecise sahip olan 10 yasinda erkek olgunun 11

adet ekzostozu mevcut ve deformite gelistirmemis oldugu saptanmaistir.

2 numaral1 olguda EXT1 geninde saptanan c.1776C>A varyanti stop kodonudur.
Francannet ve arkadaslarimin 2001 yilinda yaptigi ¢aligmada IS grubu olarak
degerlendirilmistir (14). Bu c¢alismada hastaligin fenotipik derecelendirmesine
dayanarak, iki aile grubu tanimlanmis, agir etkilenen {iyeleri olan aileleri igeren
ilk grup S grubu, orta derecede etkilenen fenotip ikinci grup M grubu olarak
isimlendirilmistir. S grubu; exostoz sayisi,vertebra tutulumu ve boy persentiline

gore dort ayr1 klinik alt gruba ayrilmis, IS grubu en az ekzostoz sayisina sahip,
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boyu 10 persentilden kicik, vertebral tutulumu olmayan hastalik derecesini
tanimlamistir. Bizim hastamiz1 degerlendirdigimizde ailevi gegisi olan 7 yas kiz
olguda da vertebral tutulum yok, 15’in iizerinde ekzostoz sayisina sahiptir ancak
calisma kapsaminda boy persentili degerlendirmesi yapilmamistir. Ek olarak

hastada deformite gelisimi mevcuttur.

3 numarali olguda EXT1 geninde saptanan c.166C>T varyantina ait klinik verilere
veri tabanlarinda ulasilamamakla beraber, olgu degerlendirildiginde, ailevi gegise
sahip 18 yas erkek olgunun 6 adet ekzostozu mevcut ve deformite gelistirmemis

oldugu saptanmistir.

4 numarali olguda EXT1 geninde saptanan c.1019G>A varyanti missense
mutasyon olarak degerlendirilmistir. ilk olarak 1998 yilinda Raskind ve
arkadaglar1 tarafindan HME ‘li 34 ailede lokus heterojenitesi ve EXT1
mutasyonlarinin degerlendirilmesi amaci ile yapilan ¢alismada saptanmistir (197).
Hastalara ait fenotipik ozellikler c¢alismada yer almamaktadir. Izlemde 2000
yilinda Dobson-Stone ve arkadaslari tarafindan yapilan HME hastalarinda EXT1
ve EXT2 mutasyonlarinin tespiti i¢in floresan tek iplikli konformasyon
polimorfizm analizi ve yliksek performanshi sivi kromatografisi denatiire etme
tekniklerinin kargilagtirilmasi amaci ile yapilan ¢alismada ve 2001 yilinda Cheung
ve arkadaglar1 tarafindan HME hastalarinda EXT1 geninde etyolojik nokta
mutasyonlarinda heparan siilfat polimeraz aktivitesinin fonksiyonel analizinin
degerlendirildigi ¢alismada da bildirilmistir. Bozzola ve arkadaglarimn 2015
yilinda bildirdigi bir vaka raporunda, biiyiime hormonu eksikligi olan 2 HME
hastasinda biiyiime hormon replasmaninin ekzostoz gelisimine ve ilerlemesine
etkisi degerlendirilmis, hastalardan birinde c.1019G>A varyanti saptanmistir.
Varyantin saptandigi vakada c¢oklu ekzostoz (skapulalar, kaburgalar, sol distal
femur, sag proksimal tibia, sol 6n kol) mevcut, aile Oykiisii pozitif, ayrica 6
aylikken Langerhans hiicreli histiyositoz ve diabetes insipidus tamlar1 almis ve
boy kisalig1 etyolojisine yonelik ¢ekilen hipotalamohipofizer bdlge manyetik
rezonans goriintiilemesinde hipofiz sapinin kalinlagsmasi (4.18 mm) saptanmastir.
GH replasmani alan hastanin tedavisinin 6, 12 ve 18 ay ultrason incelemesinde,
ekzostozlarda 6nemli degisiklikler olmadig1 belirlenmistir. 2016 yilinda Ishimaru

ve arkadaglari tarafindan 112 japon hastanin yer aldig1 ¢alismada 71 aile taramasi
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yapilmig, 2 ailede ailesel ge¢isli c¢.1019G>A varyant1 saptanmistir. Bizim
olgumuzda ise aile dykiisu negatif olan 22 yasinda kiz, ekzostoz sayis1 3, kranial
grafide doviilmiis bakir manzarasi olan olgunun boyu calisma kapsaminda

degerlendirilmemistir.

5 numarali olguda EXT1 geninde saptanan c.1021A>G varyanti missense
mutasyondur Bu dizi degisikliginde, EXT1 proteininin 341. kodonundaki
(p.Arg341Gly) arginin ile glisin degistirir. Bu varyant, tiirler arasinda korunan bir
pozisyonda meydana gelir ve siliko analizinde, bu varyantin muhtemelen protein
yapisina / fonksiyonuna zarar verdigini tahmin edilebilir. Mevcut kamtlar
varyantin patojenik oldugunu gdsterir, ancak bunu kanitlamak i¢in ek verilere

ihtiya¢ vardir.Bu nedenle, bu degisken Olas1 Patojenik olarak simiflanmistir.

Yukarida tammmladigimiz hastalar disinda saptadigimiz ve daha Once bildirilmemis
varyantlarin, protein fonksiyonu Uzerine etkilerinin éngorulebilmesi igin varyant
tipi belirleyici niteliktedir. Delesyon ve stop kodonu varyantlari, kodlanan
proteinin aminoasit dizisinde genel olarak kisalmaya yol agarlar ve fonksiyon
kaybina neden olurlar. Caligmamizda EXT1 geninde tanimlanan iki stop kodonu
ve yedi delesyon varyanti, 746 aminoasid uzunluktaki EXT1 proteininin daha kisa
boylarda iiretimine yol agacaktir ( en kisa 29 aa uzunlukta-olgull ve en uzun 718
aa uzunlukta-olgu17). Uretilecek kisa EXT1 proteinlerinin, kaybedilen bolgelerin
sahip olduklar1 Ozelliklere bagli olarak, protein fonksiyonlarim bozacagi ve
patolojik klinik bulgulara neden olabilecegi Ongoriilmektedir. Ayrica bu
varyantlar mevcut toplum c¢alismalarinda da bildirilmemistir. Dolayistyla
saptadigimiz stop kodonu ve delesyon varyantlart olusturacaklar etki agisindan

“olasilikla patolojik™ olarak simiflandirilmistir.
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Tablo 5: Protein fonksiyonu iizerinde yeni saptanan varyantlarin 6ngériilen-olasi

etkileri
Olgu | Gen | Protein Varyant | Ongoriilen | Ongoériilen | Olas1 Etki
No Tipi Etki- Etki-
SIFT* MT**
3 EXTL | p.Pro56Ser missense | Etkileyici Etkileyici Anlami
bilinmeyen
8 EXT1 | p.Gly268Val missense | Etkileyici Etkileyici Anlam
bilinmeyen
9 EXT1 | p.GIn407Glu missense | Tolere Etkileyici Anlam
edilebilir bilinmeyen
10 EXTL | p.Met682Val missense | Tolere Etkileyici Anlam
edilebilir bilinmeyen
19 EXT2 | p.Asn87Lys missense | Tolere Benign Anlami
edilebilir bilinmeyen
6 EXTL | p.Glu247Ter stop Olasilikla
patolojik
7 EXTL | p.GIn677Ter stop Olasilikla
patolojik
11 EXT1 | p.LeullSerfsTerl8 delesyon Olasilikla
patolojik
12 EXT1 | p.Metl00TrpfsTer34 | delesyon Olasilikla
patolojik
13 EXT1 | p.Ala217ValfsTer30 | delesyon Olasilikla
patolojik
14 EXT1 | p.Gly607AspfsTerl4 | delesyon Olasilikla
patolojik
15 EXT1 | p.Leu660TrpfsTer5 | delesyon Olasilikla
patolojik
16 EXTL | p.Pro695SerfsTerll | delesyon Olasilikla
patolojik
17 EXT1 | p.Met705l1lefsTerl3 | delesyon Olasilikla
patolojik
20 EXT2 | p.Tyr255Ter insersiyon Olasilikla
patolojik

*SIFT: Sorting Intolerant From Tolerant; SIFT web server: predicting effects of amino acid
substitutions on proteins.Nucleic Acids Research, 2012 Jul; 40 (Web Server Issue): W542-7.

**MT: MutationTaster; Schwarz JM, Cooper DN, Schuelke M, Seelow D. MutationTaster2:
mutation prediction for the deep-sequencing age. Nat Methods. 2014 Apr;11(4):361-2.
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Missens varyantlarin protein fonksiyonu iizerine etkilerinin incelenmesi igin web
tabanli Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT) ve MutationTaster (MT)
programlar1 kullanmlmistir. EXT1 geni p.Pro56Ser ve p.Gly268Val varyantlari
incelendiginde, gerek SIFT gerekse MT programi protein fonksiyonunun
etkilenecegini Ongdrmektedir. Buna karsin EXT1 geni p.GInd07Glu ve
p.-Met682Val varyantlart SIFT programu ile tolere edilebilir olarak yorumlanirken
MT programinda fonksiyonu etkileyici olacaklar1 sonucuna ulagilmigtir. EXT?2
geni p.Asn87Lys varyanti analizinde ise her iki program da protein
fonksiyonlarinin korunacagini 6ngérmektedir. Mevcut toplum ¢aligmalarinda bu
missens varyantlara iliskin bilgi bulunmadig1 i¢in “anlami bilinmeyen varyant”

olarak simiflandirilmalar tercih edilmistir.

Bu simiflama varyantlarin etkisine dair bir 6ngorii olmakla birlikte olgularin
ailelerindeki allel dagilimlarinin belirlenmesi ile daha kesin yorumlar yapilmasi

muamkin olabilir.

Calismamizin  kisitlayict noktalari; saptadigimiz olasi patojen varyantlarin
fonksiyon analizi ve ebeveyn caligmalarinin yapilmamis olmasi ve ¢alismanin
baslangicinda hedeflenen fenotip genotip korelasyonunun kayitlarin yetersizligi
ve hastalarin uyum gostermemesi nedeni ile yapilamamis olmasidir. Ancak
calismamiz Tiirkiye’de HME tanili hastalarda yapilan en genis molekiiler ¢aligma

olmasi1 yaninda, tanimlanan yeni varyantlarla literatiire katki saglamistir.
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10. OZET

Herediter multiple ekzostozis (HME) veya diger ad1 ile multiple osteokondroma,
uzun kemiklerin metafiziyeal bolgesinde, biiylime plaklarini gevreleyen
perikondriyum icinde, yani kemiklerin juksta-epifiziyal bdlgelerinde, iskelet ve
bag dokusu bozukluklar ile iligkili glikozaminoglikan biyosentezinde bozulma
sonucu malign olmayan kikirdak kokenli ekzofitik kemik tiimdrleri gelisimi ile
karakterize, nadir bir otozomal dominant hastaliktir. Semptomlarin baslamasi
sirasinda ortalama yas araligi 2-15 yil arasinda degiskenlik gosterir ve biiylime
plaklar1 kapandiginda yeni ekzostoz olusmamasi hastaligin tipik o6zelligidir.
Ekzostozlar ¢gogunlukla iyi huylu olan iskelet ¢ikintilaridir.

Hastalarin yaklasik % 0,2-5‘inde osteokondromlar malign transformasyon
gOstererek kemoterapiye veya radyoterapiye direncli, hayati tehdit edebilen
kondrosarkomlara veya osteosarkomlara doniisebilir.

Herediter multipl ekzostozis, genetik olarak heterojen bir hastaliktir. Exostosin-1
(8924.11-924.13’te  EXT1) ve Exostosin-2 (11pl2-pll’de EXT2) genleri
hastaliktan sorumludur. HME vakalarimin ¢ogunlugunun EXT1 veya EXT2’deki
heterozigot fonksiyon kaybi mutasyonlari ile iliskili oldugu, mutasyonlarin
cogunun ailesel ve yaklagik % 10’unun sporadik oldugunu gosterilmistir.
Calismamizda HME hastalarimizda EXT1 ve EXT2 gen mutasyonlarimin
saptanmasi, genotip ve fenotip iliskisinin gdsterilmesi amag¢lanmistir. Bu ¢aligma
ile Ulkemizdeki HME hastalarinda EXT1 ve EXT2 gen mutasyonlarinin
degerlendirilmesi, yeni varyantlar belirlenmesi, Tiirk toplumunda hastaligin,
dogasi, sikligi ve dagilimi incelenerek genotip ve fenotip iligkisi belirlenmesi
amaclanmustir. Calisma kapsaminda HME oOntanili 26 goniilliide EXT1 ve EXT2
genleri yeni nesil DNA dizi analizi yontemi ile incelenmistir. Olgularin fenotipleri
ve saptanan genotip bulgulari, varyant bilgi bankalarindaki bilgiler ile
karsilagtirilmistir. Her bir olguda saptanan varyantlarin Ozellikleri fenotipik
bulgularla iliskileri acisindan incelenmistir. Olgularin altisinda  (%23)
kullandigimiz yontem ile varyant saptanamamistir. Varyant saptanan 20 olguda
birbirinden farkli delesyon, insersiyon veya nonsens(stop)/missens etkili tek
nukleotid degisiklikleri gozlenmistir . EXT1 geninde 17 olguda ve EXT2 geninde

ise 3 olguda varyant tanimlanmistir ve bu varyantlarin tamami genlerin kodlayici
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ekzon bolgelerinde yerlesiktir. Saptanan 14 varyant hakkinda varyant bilgi
bankalarinda veya literatiirde bilgi bulunamamistir ve bu varyantlarin ilk defa
tanimlanan varyantlar oldugu disiiniilmektedir. EXTI1 geninde saptadigimiz
varyantlarin yedi tanesi niikleotid delesyonu 6zelligindedir ve hepsi yeni
saptanmuig varyantlardir. Delesyonlar genin 5 ve 3’ boyunca kodon 11 ve kodon
705 arasinda farkli bolgelerde daginik olarak yerlesiktir. Saptanan dort adet stop
kodonu varyantinin ikisi daha 6nce bildirilmistir ve diger ikisi yeni saptanan
varyantlardandir. Tamimlanan alti missens varyantin ise ii¢ tanesi daha Once
bildirilmistir ancak diger ti¢li yeni saptanmustir. EXT2 geni varyantlarinda ise
birisi yeni saptanmis missense varyant, ikincisi yeni saptanmig insersiyon varyanti
ve liclinciisii bilinen stop kodonu varyantidir.

Calismamiz Tiirkiye’de HME hastalarinda yapilan en genis kapsamli molekiiler
genetik calismadir. Calismamizda bulunan yeni varyantlar literatiire katkis
olacaktir. Bu calismadan ¢ikan sonuglar, HME hastalarinda molekiiler genetik

tani, tedavi ve takip yontemlerinin gelismesine katkisi olacaktir.

Anahtar kelimeler: Herediter multiple ekzostozis, EXT1, EXT2
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11. ABSTRACT

Hereditary multiple exostosis (HME), also known as multiple osteochondroma, is
a rare autosomal dominant disease, which contains malfunction in the
metaphyseal region of the long bones, within the pericondrium surrounding the
growth plates, i.e. in the glucosaminoglycan biosynthesis associated with skeletal
and connective tissue disorders and characterized by the development of cartilage-

based exophytic bone tumors.

The average age range varies between 2-15 years at the onset of symptoms, and
the absence of new exostosis when the growth plates are closed is typical of the
disease. Exostoses are mostly benign skeletal protrusions. In approximately 0.2-
5% of patients, osteochondromas can turn into life-threatening chondrosarcoma or
osteosarcoma that are resistant to chemotherapy or radiotherapy by showing

malignant transformation.

Hereditary multiple exostosis is a genetically heterogeneous disease. Exostosin-1
(EXT1 in 8g24.11-9g24.13) and Exostosin-2 (EXT2 in 11pl12-p11l) genes are
responsible for the disease. It's shown that the majority of HME cases are
associated with heterozygous dysfunction mutations in EXT1 or EXT2, most of

the mutations are familial and about 10% are sporadic.

In our study, it was aimed to determine EXT1 and EXT2 gene mutations in HME
patients in our country, to determine new variants, to determine the genotype and
phenotype relationship by examining the nature, frequency and distribution of the
disease in Turkish society. Within the scope of the study, EXT1 and EXT2 genes
were investigated in 26 volunteers diagnosed with HME by a new generation
DNA sequence analysis method. The phenotypes and genotype findings of the
cases were compared with the information in the variant databases. The
characteristics of the variants detected in each case were examined in terms of

their relationship with the phenotypic findings.

In six cases (23%), the variant could not be detected using the method we used. In
20 cases with variants, different single nucleotide changes with deletion, insertion

or nonsense (stop) / missens effect were observed. Variant was defined in 17 cases
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in EXT1 gene and 3 cases in EXT2 gene and all of these variants are located in
the coding exon regions of genes. Information on 14 variants detected has not
been found in variant databases or literature, and these variants are considered to
be the newly detected variants. Seven of the variants we detected in the EXT1
gene are nucleotide deletions and all are newly detected variants. Deletions are
located scattered throughout the 5 ‘and 3' of the gene between codon 11 and codon
705 in different regions. Two of the four stop codon variants detected have been
previously reported, and the other two are from the newly detected variants. Three
of the six missens variants identified were previously reported, but the other three
were newly identified. In EXT2 gene variants, one is the newly detected missense
variant, the second is the newly detected insertion variant and the third is the

known stop codon variant.

Our study is the most comprehensive study of molecular genetics HME patients in
Turkey. New variants in our study will contribute to the literature. The results of
this study will contribute to the development of molecular genetic diagnosis,

treatment and follow-up methods in HME patients.
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EKLER

Ek 1. Aydinlatilms Onam Formu

AYDINLATILMIS ONAM FORMU

Katilimei / Gonilliiniin Protokol Numarasi:

1. Arastirmayla Tlgili Bilgiler:

a. Arastirmanin Adi: “Klinik ve radyolojik olarak Herediter

Multiple Ekzostoz tanisi alan olgularin EXT1 ve EXT2 Gen

mutasyonlar1 agisindan degerlendirilmesi”

b. Arastirmanin i¢erigi: Herediter multipl ekzostozis (HME) veya diger ad1

C.

ile multiple osteokondroma, birden fazla iyi huylu kikirdak tiimoriiniin
(ekzostoz) varhigr ile karakterize, yaklasik 1/ 50.000 insidansi olan
otozomal dominant bir kas-iskelet bozuklugudur ve kemik timorlerinin en

sik gorilen nedenlerinden biridir.

HME heterojen genetik yapidadir ve simdiye kadar 3 adet gen tespit
edilmigtir: EXT1 kromozom 8g23-24 iizerinde heterozigot islev kaybi
mutasyonlartyla iligkilidir, EXT2, 11p11-12 (zerinde heparan sulfatin
biyosentezinden  sorumlu  Golgi  iliskili  glikoziltransferazlari
kodlamaktadir. Ancak HME olgularinin ¢ogundan EXT1 ve EXT2 genleri
sorumludur ve aragtirmamizda bu genlerin saptanmasi hedeflenmistir.

Arastirmanmin Amaci:  Bulunacak sonuclara gére mutasyonlarin oranlari
belirlenecek, dogasi, sikligi ve dagilimini incelenecektir, Caligmamizda
Multiple ekzostozisli hastalarimizda EXT1 ve EXT2 gen mutasyonlarinin
saptanmasi ve genotip ve fenotip iliskisinin gosterilmesi amag¢lanmistir.

Calismamiz, bu konuda Ulkemizde yapilan ilk ¢alisma olacaktir.
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d. Arastirmanin Nedeni:
I. () Bilimsel aragtirma
ii. (x) Tez galigmasi
e. Arastrmamm Ongoriilen Siiresi:1 YIL

f. Arastirmaya Katilmasi Beklenen Katilimcy/Goniillii

Sayist: 25

g. Arastirmada izlenecek Deneysel Islemler:

2. Gonilliiniin/Katilimeimin Uygulama Sirasinda Karsilasabilecegi Riskler ve

Rahatsizliklar:

Periferik kan 6rnegi alinirken yeterli kani alirken zorluk yasanmasi,ignenin
girdigi yerde yerinde gegici agri,kizariklik olmasi disinda beklenen ciddi
bir etki yoktur.

Yukarida aciklanan arastirma sirasinda uygulanacak olan islemlerin bana

asagida belirtilen riskleri ve rahatsizhiklar: getirebileceginin bilincindeyim:

3. Goniilliller/Katihmcilar I¢in Arastrmadan Beklenen Yarar: Mutasyon
gosterilmesi hasta ve ailesinde tam takibin daha kolay yapilmasini ve genetik
damisma imkam saghyacaktir.
4. Arastirma Konusundaki Sorularin Cevaplandirilmasi:

Arastirmanin yiiriitiilmesi sirasinda olasi yan etkiler,

riskler ve zararlar ile haklarim konusunda bilgi almak i¢in

asagida belirtilen kisiyle baglanti kurmam yeterli olacaktir.

Adi- Soyadr: Dr.Piiren Oziidogru Telefon: 0-242-2496520
5. Zararlarin Karsilanmasi:Cahsmada agir bir komplikasyon
gelismesi beklenmemekle birlikte, kan alim yerinde

uygulanan isleme bagh olarak gelisebilecek kizariklhk,
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morarma, agr1 gibi komplikasyonlarin Dr.Piiren Oziidogru
tarafindan yerinde ve zamaninda tibbi miidahale yapilarak

giderilecegi bana bildirildi.

6. Arastirma Giderleri:Arastirma kapsamindaki biitiin islemler
icin benden ya da bagh bulundugum sosyal giivenlik

kurulusundan hicbir iicret istenmeyecektir.

7. Gonillilik, Calismay1 Reddetme ve Calismadan Cekilme
Hakki, Calismadan Cikarilma:

a. Arastirmaya hicbir baski ve zorlama altinda olmaksizin

goniillii olarak katihyorum.

b. Arastirmaya katilmayi reddetme hakkina sahip

oldugum bana bildirildi.

C. Sorumlu arastirmaciya haber vermek kaydiyla, hicbir
gerekce gostermeksizin istedigim anda bu cahsmadan

cekilebilecegimin bilincindeyim.

d. Calismanin yiiriitiiciisii olan arastirmaci ya da
destekleyen kurulusg, ¢caliyma programinin gereklerini
yerine getirmedeki ihmalim nedeniyle ya da arastirma
prosediiriine bagh olarak onayimi1 almadan beni cahsma

kapsamindan cikarabilir.
8. Gizlilik:

Cahsma siiresince tutulan biitiin kayitlar ve dosya bilgileri gerektiginde,
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, calisma ile ilgili hekimlerinin bilgisi
olacaktir. Cahsmanin sonuclar1 bilimsel toplantilar ya da yaymnlarda
sunulabilir. Ancak, bu tiir durumlarda cocugumun kimligi kesin olarak gizli
tutulacaktir.

9. Calismaya Katilma Onay?1:

Yukarida yer alan ve arastirmadan once goniilliiye / katilimciya verilmesi

gereken bilgileri gosteren Aydinlatilmis Onam Formu adh metni kendi
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anadilimde okudum ya da bana okunmasim sagladim. Bu bilgilerin icerigi ve
anlami, yazih ve sozli olarak aciklandi. Aklima gelen biitiin sorular1 sorma
olanag1 tanindi ve sorularima doyurucu cevaplar aldim. Cahsmaya
katilmadigim ya da katildiktan sonra c¢ekildigim durumda, hicbir yasal
hakkimdan vazgecmis olmayacagim. Bu kosullarla, soz konusu arastirmaya

hi¢cbir baski ve zorlama olmaksizin goniillii olarak katilmay:r kabul ediyorum.

Bu metnin imzah bir kopyasini aldim.

Goniilliiniin / katihmcinin Adi- Soyada:
Yas ve Cinsiyeti:
Imzas::

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar icin;
Veli ya da Vasinin Adi- Soyadi:
imzasi:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Aciklamalar1 Yapan Arastirmacinin Adi- Soyadi:
Imzas::
Tarih:
Onam alma islemine basindan sonuna kadar tamkhk eden Kkurulus
gorevlisinin
Adi- Soyadr:
Imzas::
Gorevi:
Tarih:
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