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OZET

Amag: Sendromik olmayan kraniyosinostoz, prematiir siitiir flizyonunun yol agtigi
konjenital bir malformasyondur. Projemizde, hedefli ekzom dizileme analizi kullanarak,
sendromik olmayan kraniyosinostozun olasi genotip-fenotip iliskisinin aydinlatilmasi
amaglanmstir.

Yontem: Sendromik olmayan kraniyosinostoz tanili olgulardan, FGFR2 geni ekzon llla
ve Illc bolgelerinde mutasyon tespit edilememis ve herhangi bir kromozomal
abnormaliteye sahip olmayan 30 olgu ¢alismaya dahil edilmistir. 21 olgu, 519 gen igeren
arastirma paneli kullanilarak hedefli yeni nesil dizileme analizine alinmis ve hastalikla
iliskili olabilecek mutasyonlar saptanmaya ¢alisilmistir. Diger 9 olguya ise, 21 olguda
tespit edilen olasi patojenik mutasyonlarin bulundugu ekzonlar i¢in Sanger dizileme
analizi yapilmistir. Elde edilen molekiiler genetik veri, olgularin klinik verisi ile
karsilastirilarak genotip-fenotip iliskisi degerlendirilmistir.

Bulgular: Yapilan klinik degerlendirmeler sonucunda, olgularin %37’sinde sagittal
sinostoz, %33’linde koronal sinostoz, %20’sinde metopik sinostoz ve %10’unda ise
multisiitiir sinostozu tespit edilmistir. Ayrica, olgularin %47’sinde en az bir okiiler
abnormalite tespit edilmistir. DNA dizileme analizi sonucunda, olgularin yaklagik
%20’sinde AXIN2, TCF12 ve ERF genlerine ait patolojik mutasyonlar tespit edilmistir.
TCF12 geninde p.M260fs*5 ve p.P369fs*26 mutasyonu tasiyan olgularin bilateral
koronal sinostoza, AXIN2 geninde p.L349fs*24 mutasyonu tasiyan olgunun sagittal
sinostoza ve ERF geninde p.G299fs*9 mutasyonu tasiyan olgunun ise sag koronal
sinostoza ve kapali fontanellere sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica, Sanger dizileme
sonucunda brakisefalik olan bir olgunun TCF12 geninde c.825+5G>T splays bolge
mutasyonu tespit edilmistir.

Sonu¢: Sendromik olmayan kraniyosinostoz, hem genetik hem de fenotipik olarak
oldukg¢a heterojen bir anomalidir. Bulgularimiz, sendromik olmayan kraniyosinostozlu
olgularda genetik taninin, kapanan siitiiriin ¢esidine gore yapilmasinin daha hizli taniya
gotlirecegi sonucunu ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: kraniyosinostoz, yeni nesil dizileme, molekiiler genetik, sendromik

olmayan kraniyosinostoz, genetik



ABSTRACT

Objective: Non-syndromic craniosynostosis is a congenital malformation caused by the
premature suture fusion. In this project, we aimed to brighten the genotype-phenotype
correlations of the non-syndromic craniosynostosis by using targetted exome
sequencing.

Method: 30 non-syndromic cases with wild genotype for FGFR2 exon Illa and Illc, and
normal karyotype were included in the study. Twenty-one of the cases were sequenced
by using next-generation targeted exome sequencing of the research panel including 519
genes. The other nine of the cases were analyzed by using Sanger sequencing for the
exons carried possibly pathogenic mutations which were identified in twenty-one of the
cases. The obtained molecular genetic data were compared with the clinical data of the
cases and the genotype-phenotype correlation was evaluated.

Results: As a result of the clinical evaluation, 37% of the cases have sagittal synostosis
and followed by coronal, metopic and multisuture synostosis with 33%, 20%, and 10%,
respectively. Besides, it has been determined that 47% of the cases have at least one
ocular abnormality. As a result of DNA sequencing, it has been detected that 20% of the
cases have pathogenic mutations in AXIN2, TCF12 and ERF genes. It has been seen that
cases with p.M260fs*5 and p.P369fs*26 mutations in TCF12 gene have coronal
synostosis, the case with p.L349fs*24 mutation in AXIN2 gene has sagittal synostosis
and the case with p.G299fs*9 mutation in ERF gene has unilateral coronal synostosis
and closed fontanelles. In addition to these, by using Sanger sequencing, ¢.825+5G>T
splice region mutation in TCF12 gene was detected in a case with brachycephaly.
Conclusion: Non-syndromic craniosynostosis is both genotypically and phenotypically
heterogeneous anomaly. Our findings revealed that screening of the genes depending on
the type of closed suture in non-syndromic craniosynostosis cases may lead to a faster

genetic diagnosis.

Key words: craniosynostosis, next generation sequencing, molecular genetics, non-

syndromic craniosynostosis, genetic
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1. GIRIS

Bebek oOltimleri ve ¢ocukluk ¢agi hastaliklarinin temel nedenlerinden biri, embriyonik
gelisim siirecindeki hatalardan kaynaklanan konjenital malformasyonlardir ve toplumda
goriilme siklig1 kiiresel boyutta yaklasik olarak %3’diir (Kalter ve Warkany, 1983). Kafa
ve yiiz (kraniyofasiyal) kemikleri malformasyonlar1 ise konjenital malformasyonlarin
yaygin rastlanilan formlar1 arasinda yer almaktadir. Konjenital malformasyonla dogan
her li¢ bebekten birinde goriilen kraniyofasiyal anomalilerin (Gorlin ve dig., 1990)
tilkemizdeki sikligi, kraniyal kismi icine alan merkezi sinir sistemi anomalileri i¢in
%0,39 ve fasiyal anomaliler i¢in ise %0,17 olarak tespit edilmistir (Himmetoglu ve dig,

1996).

Kraniyofasiyal anomaliler, yiiz ve kafatasindaki yumusak doku ve kemiklerin anormal
gelisim gostermesi sonucunda, degisik yiiz ve kafa sekillerine sahip bebeklerin
dogmasma yol agmaktadir. Ozellikle kafatasindaki kemiklerin zamanindan once
birlesmesi sonucunda, ilk bir yilda iki kat1 kadar biiyiimesi gereken beynin, biiylimesini
ve gelismesini engelleyen bir form olusur (Kabbani ve Raghuveer, 2004). Buna bagl
olarak gelisen sendromlar ise, kraniyofasiyal bigim bozukluklarinin en yaygin ikinci
formunu olusturan kraniyosinostoz basligi altinda siiflandiriimaktadir (Heuzé ve dig.,
2014).

Kraniyal kemiklerin farklilasmasi ve birbirleriyle olan etkilesimlerini saglayan “stitiir”
bolgelerinin kraniyal gelisim siirecinde erken kapanmasi, sendromik olan ya da olmayan
kraniyosinostoz olarak tanimlanan anomalinin gelismesiyle sonug¢lanir (Richman, 1995;
Ornitz ve Marie, 2002; Aviv ve dig., 2002; Johnson ve Wilkie, 2011). Kraniyal siitiirler,
embriyonik donemdeki pek ¢cok doku ve organla kiyaslandiginda olduk¢a gec gelismekte
(gebeligin 16. haftasi) (Mathijssen ve dig., 1999; Johnson ve Wilkie, 2011) ve bu da
prenatal donemde Kraniyosinostoz bulgusuna nadiren ya da ge¢ rastlanilmasina

sebebiyet vermektedir (Rubio, ve dig., 2016).



Daha o6nce ekibimiz tarafindan gergeklestirilmis olan Tiirk olgulardaki
kraniyosinostozun genetigine yonelik yapilmis olan en kapsamli ve ilk molekiiler
genetik ¢alismada, 33 sendromik ve 67 sendromik olmayan Kraniyosinostozlu olgu,
FGFR2 exon IIla ve Illc mutasyonlar1 i¢in taranmistir (Nur ve dig., 2014). Bu
calismanin sonucuna gore Tiirk popiilasyonunda FGFR2 exon Illa ve llic
mutasyonlarinin goriilme sikligi Apert sendromlu olgularda %91.6, Crouzon sendromlu
olgularda %57 ve Pfeiffer sendromlu olgularda ise %83 olarak tespit edilmistir.
Sendromik olmayan kraniyosinostozlu olgularda ise bakilan bolge agisindan herhangi bir

mutasyon tespit edilememistir (Nur ve dig., 2014).

Gergeklestirmis oldugumuz bu tez projesi kapsaminda ise, sendromik olmayan
kraniyosinostoz tanist almis 30 olgunun kapsamli genetik taramasinda, DNA
dizilemedeki yeni teknolojileri kullanarak, hem Tirk popiilasyonunda sendromik
olmayan kraniyosinostoz icin 6ne ¢ikan gen ve yolaklart belirleyerek olasi genotip-
fenotip iligkisini aragtirmayr hem de hizli ve kapsamli analize olanak saglayan yeni nesil
dizileme metodunun tani etkinligini degerlendirmeyi hedefledik. Bu baglamda, hedef
genlerimizle birlikte yaklasik olarak 500 gen daha iceren Dismorfoloji ve Displazi
Arastirma Gen Panelini kullanarak 21 olguda aday genlerin tiim ekzonlarmin hedefli
yeni nesil genetik dizilemesini %99,3 hassasiyet ve % 99,6 6zgiinliikkle gergeklestirdik.
Tespit edilen varyantlarin bulundugu ekzonlar1 ise, diger dokuz olguda Sanger dizileme

ile taradik.

Gegtigimiz son 20 yilda, sendromik olmayan kraniyosinostozun genetik, epigenetik ve
cevresel etmenlerden kaynaklanabilen oldukg¢a heterojen ve multifaktdriyel bir hastalik
oldugu anlasilmis (Chumas ve dig,. 1997; Boyadjiev, 2007) ve bunun gelisimsel
sonuglari olabilecegi fikri 6ne ¢ikmistir. Bu sebeple, sinostoz ve bilissel yeteneklerdeki
olas1 bozulmalarin genetik mutasyonlarla birlikte olan korelasyonunun anlasilabilmesine
yonelik yapilacak tiim genetik calismalarin, ileride gelistirilebilecek olan hem ailesel
olgular icin gen tedavilerin hem de ameliyat sonrasi siitiirlerin tekrar kapanmasin
Onleyebilecek molekiiler tedavilerin gelistirilmesine yonelik alanlara 6nemli bilgiler

saglayacagina inanmaktayiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kranyum ve Kraniyal Siitiir Anatomisi

Insan kafatas1 (kranyum), dokuz kraniyal kemikten olusur: ikiser adet frontal, parietal ve
temporal ve birer adet de etmoid, sfenoid ve oksipital kemikler (Sekil 2.1) (Beederman
ve dig., 2014). Bu kemikler, fibr6z dokudan olusan ve siitiir olarak adlandirilan baglanti
bolgeleriyle birbirinden ayrilir ve siitlirlerin bir araya geldigi kesisim bdlgeleri ise

fontanel olarak adlandirilir (Beederman ve dig., 2014).

Frontal kemik Koronal siitiir

Pariatal kemik

Lambdoidal siitiir
Sfenoid kemik 4

\

Sommor S, i Kemik

Temporal kemik
Sekil 2.1. insan kafatasim olusturan kemikler ve siitiirler

Kafatasindaki kemikleri birbirine baglayan dort ana siitiir vardir: sagittal, metopik,
koronal ve lambdoid siitlirler (Sekil 2.2). Sagittal siitiir, iki parietal kemik arasinda yer
alirken, metopik siitiir, frontal kemikler arasinda; koronal siitiir, frontal ve parietal
kemikler arasinda ve lambdoid siitiir de supraoksipital ve parietal kemikler arasinda yer
alir (Opperman, 2000). Kemiklesme siirecinde, kraniyal kemikler birbirine yaklasir ve

kemik koselerinden siitiir olusumu baglar (Opperman, 2000).
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Sekil 2.2. insan kafatasinda yer alan siitiirler ve siitiir gelisiminin sematik gdsterimi

Gelisim boyunca esnek olan bu siitiirler, dogum kanalindan gecgerken kafa kemiklerinin
gecici olarak ist iste gelerek dogumu kolaylastirmasina ve beynin bilyiimesine paralel
olarak kafatasinin genislemesine olanak saglar (Levi ve dig., 2012; Al-Rekabi ve dig.,
2017). Erken embriyonik siirecte baglayan bu gelisim, yetiskinlige kadar devam edebilir
(Opperman, 2000; Jin ve dig., 2016). Embriyonik siirecin bir noktasinda meydana gelen
kemik gelisiminin asir1 ekspresyonu, kraniyal siitiirlerin erken kapanmasina sebep olarak
morfolojik, psikolojik ve fonksiyonel abnormalitelerle birlikte goriilebilen
kraniyosinostoza yol acabilmektedir. Kraniyosinostoz ile sonucglanan erken siitiir

kapanmasi sonucu ortaya ¢ikan farkli kafa sekilleri Sekil 2.3’ de gosterilmektedir.
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Sekil. 2.3. Erken siitiir kapanmasi sonucunda olusan farkli kafa morfolojileri

Siitiir bolgesinin agik kalmasinda ya da kapanmasinda siitiir ¢evresinin dnemi, ¢esitli
calismalarla aydinlatilmis ve bu siiregte dura materin, osteoblast-iligkili molekiiler
yolaklarin, osteoklast-iliskili molekiiler yolaklarin ve kraniyal siitiir mezensiminin etkin
rol oynadig1 gosterilmistir (Opperman ve dig., 1993, Opperman ve dig., 1995, Winograd
ve dig., 1997, Levine ve dig., 1998, Beederman ve dig., 2014).

Dura mater, ilizerindeki siitiiral hiicre aktivitesini diizenleyecek TGF-1, TGF-2, TGF3,
FGF-2, BMP-4, BMP-7, FGF-9, MSX1 ve MSX2 gibi ¢esitli bliyiime ve transripsiyon
faktorleri salgilamaktadir (Opperman, 2000). Hayvan modelleri ile yapilan ¢alismalarda,
dura materin sadece siitiirlin agik ya da kapali kalmasin1 degil, normal gelisim siirecinde
kapanma zamanini belirleyen faktor oldugu da Levine ve ekibi tarafindan gosterilmistir

(Levine ve dig., 1998).

Osteoblast gelisimiyle iligkili olan genler ve yolaklar, siitiir homoestasisi i¢in 6nemli
birer rol oynarken, bu dengenin bozulmas1 olas1 patolojilerin gelismesine yol acar. Bu
yolaklardan en fazla c¢alisilmis olani, osteoblastlarin proliferasyonu, farklilagsmasi ve
migrasyonuyla iligkili olan FGF sinyal yolagidir (Wilkie, 1997). Siitiir morfogenezine
dahil olan diger ana molekiiler yolaklar ise Wnt (Wingles/Integrated), TGF-f ve
Ras/ERK (Ras/Extracellular Signal-Regulated Kinase) yolaklaridir ve bir sonraki

boliimde detaylica ele alinmstir.



Osteoblast iligkili yolaklarin aksine, osteoklastlarin siitiir gelisimine olan etkileri {izerine
detayl bilgiler kisithidir. 2011 yilinda Lee ve arkadaslar tarafinda, iskelet homeostasinin
otoimmiinolojisinde 6nemli rol oynayan RANKL-RANK-TRAF sinyal yolaginin,
osteoklast aktivasyonunda ve kraniyal siitir homeostasisinde de etkin olabilecegi
gosterilmistir (Lee ve dig., 2011). Ayrica, siitlirlerin dalga seklindeki yapilarinin
olusmasinda da osteoklastlarin etken oldugu oOne siiriilmektedir (Byron, 2006). Bir
sonraki boliimde detaylica tartisilacak olan osteogenezis ve osteoklastogeneziste etken

olan yolaklar, sekil 2.4’de 6zetlenmistir (Maxhimer ve dig., 2015).

Osteoklastojenik genler OSTEOKLAST
M-CSF/cFMS
FGF/FGFR
BMP/BMPR Mineralize kemik
EE :E RANKL
\ ) OPG

\ \ \ RANKL

pSmad1/s/8 I pu MAPK
e OPG \____
TWIst1 (

U \’ Osteojenik genler OSTEOBLAST OSTEOSIT

Sekil 2.4. Osteogenezis ve osteoklastogeneziste gorev alan yolaklar (Maxhimer ve dig., 2015’den
alimmustir.)

2.2. Kraniyal Gelisimin Embriyolojisi

Embriyonik siirecte insan kafatasi (kranyum) gebeligin 23. ve 26. giinleri arasinda,
mezoderm ve noral krest kokenli dokulardan gelismeye baglar (Tubbs ve dig., 2012;
Beederman ve dig., 2014). Kranyum, viserokranyum ve norokranum olmak iizere iki
temel kisma ayrilir (Ornitz ve Marie, 2015). Viserokranyum, endokondral
kemiklesmeyle olusur ve yiiz iskeletini olustururken; ndérokranyum, intramembrandz
kemiklesme siireciyle olusur ve beyni koruyan kraniyal kemikleri olusturur (Ornitz ve

Marie, 2015). Intramembrandz kemiklesme, mezensimal hiicrelerin yogunlasmasiyla



baslar. Embriyonik gelisimin 8. ve 9. haftalarinda, kafa kemikleri intramembrandz
kemiklesme araciligtyla olusmaya baslar (Opperman, 2000). Gebeligin 18. haftasinda
ise, komsu kraniyal kemiklerin yakinlasmasiyla birlikte, kraniyal siitiirler gelismeye

baslar (Wilkie, 1997).

Gelisim sirasinda mezensimal hiicreler osteoprojenitdr hiicrelere, osteoprojenitor
hiicreler osteoblastlara ve osteoblastlar da osteositlere dontliserek kemiklesme gergeklesir
(Heino ve dig., 2008). Kemiklesme siireci boyunca FGF (Fibroblast biiyiime faktorii)
sinyal yolag1 ana yolak olsa da bazi transkripsiyon faktorleri de anahtar rol oynar.
Omegin, RUNX2 (Runt Related Transcription Factor 2) ve OSX (Osteoblast-Specific
Transcription Factor Osterix, SP7) osteoblast gelisiminde o6ne ¢ikarken, TGF-f
(Transforme edici biiylime faktorii beta) kondrosit proliferasyonunun onlenmesi ve
MSX2 (Msh Homeobox 2) ise kalvaryal osteoblast farklilasmanin inhibisyonu i¢in

gerekli transkripsiyonel faktorlerdir (Ornitz ve Marie, 2015).

Kalvaryal morfogenez sirasinda siitlir mezensimi, saglikli bir kraniyofasiyal gelisim i¢in
bliylime merkezi olarak islev goriir ve iskelet kok hiicreleri i¢in bir nis olarak davranir
(Opperman, 2000; Zhao ve dig., 2015; Maruyama ve dig., 2016). Son yillarda
gerceklestirilen ¢aligmalarda, siitiir kok hiicreleri (SuSCs) izole edilerek, bu 6zel hiicre
grubunun kalvaryal kemik olusumundan ve kraniyofasiyal iskeletin rejenerasyonundan
sorumlu oldugu anlasilmistir (Zhao ve dig., 2015, Maruyama ve dig., 2016). Siitiir kok
hiicrelerinin yiiksek seviyede Axin2 eksprese ettigi, uzun donemde kendini yenileme,
klonal gelisim ve farklilagmada rol oynamasinin yani sira, iskelet tamiri ve hiicre-bazl
rejeneratif terapide etkin olabilecek hiicre grubu oldugu da gosterilmistir (Maruyama ve

dig. 2016).

2.3. Kraniyosinostozun Biyolojik Mekanizmasi

2.3.1. Kraniyal Gelisimde Rol Alan Sinyal Yolaklar:

Normal bir kalvaryal gelisim, sinyal yolaklarinin organize ¢alismasiyla yiiriitiilebilen
hayati bir siiregtir ve bu gelisimde rol alan ana yolaklardan en iyi anlagilmis olanlar

FGF, TGF-B, Wnt (Sekil 2.5), Hedgehog (HH) ve Eph-Ephrin sinyal yolaklaridir.



Ozellikle néral krest gelisiminde énemli rollere sahip olan bu yolaklarda meydana gelen
genetik ya da epigenetik degisimler, sadece sendromik degil ayn1 zamanda sendromik
olmayan kraniyosinostoza de sebep olabilmektedir (Mishina ve Snider, 2014). Artan
osteogenezis aktivitesi sonucunda, etkilenen siitliriin tiirine ve sayisina gore
karakteristik kafa sekilleri ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.3). Sendromik olmayan
kraniyosinostozun altinda yatan genetik temellerin tam olarak aydinlatilabilmesi igin,
Ozellikle kalvaryum ve siitiir gelisiminde rol alan ve filogenetik olarak oldukga

korunmus olan bu yolaklarin iyi anlagilmasi biiylik 6nem tagimaktadir.
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Sekil 2.5. Kraniyal gelisimde rol alan ana sinyal yolaklar1 (Katsianou ve dig., 2016’dan alinmustir)

FGF Sinyal Yolag:

Kraniyal siitiirlerin erken kapanmasinda 6ne ¢ikan ve kraniyosinostozun etiyolojisinde
en iyi anlasilmis olan ana yolak, siklikla sendromik kraniyosinostoz ile iligkilendirilmis
olan FGF sinyal yolagidir (Lattanzi ve dig., 2017). Hem intramembranéz hem de

endokondral kemiklesmede rol alan FGF yolag; 06zellikle embriyonik siiregte



proliferasyon, farklilagma ve hiicre gog¢ii gibi Onemli silireclerde gorev almaktadir
(Eswarakumar ve dig., 2005; Lattanzi ve dig., 2012). FGF ailesinin 23 {iyesi vardir ve
bes farkli FGF reseptoriine baglanarak hiicresel yanitlarini olustururlar (Ornitz ve Itoh,
2015). FGF reseptorleri, iki ya da ii¢ immiinoglobulin benzeri bdlge igeren hiicre disi
bolge, bir transmembran bolge ve bir de sitoplazmik tirozin kinaz bolgesi icermektedir
(Muenke and Schell, 1995; Eswarakumar ve dig., 2005). Hiicre ylizeyinde, kofaktor olan
heparan siilfat proteoglikan varliginda FGF ligandlar1 FGF reseptorlerine baglanir,
reseptdor dimerizasyonunu ve otofosforilasyonunu takiben downstream sinyal
proteinlerinin fosforilasyonu gergeklestirilerek, hiicre ici sinyal yolaklarinin aktivasyonu

saglanir (Sekil 2.6) (Powers ve dig., 2000; Ornitz ve Itoh, 2001, Su ve dig., 2014).
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Sekil 2.6. FGF sinyal yolaginin etki mekanizmasi (Teven ve dig., 2014’den alinmistir)



FGF sinyal yolagi, kraniyofasiyal iskeletin hem prenatal hem de postnatal gelisiminde
rol almaktadir (Nie ve dig.,2006). Kraniyofasiyal gelisimin embriyonik siirecinde FGFR
sinyal yolagi, kraniyal noral krest olusumunu indiikler (Teven ve dig., 2014). Erken
intramembrandz kemiklesme siirecinde; FGFR1, FGFR2 ve FGFR3’lin osteoblast
onciillerinde es zamanli ifadesi (ko-ekspresyonu) gerceklesmektedir (Teven ve dig.,
2014). FGFR1 aracili sinyal yolag1 osteojenik farklilagsmay1 diizenlerken, FGFR2 yolagi,
kok hiicre proliferasyonunu diizenlemektedir (Iseki ve dig., 1999). Kraniyal siitiirlerde
FGFR2 temel olarak osteoprojenitdr hiicrelerden ve farklilasan osteoblast hiicrelerinden
sentezlenir (Iseki ve dig., 1999; Britto ve dig., 2001). Kraniyosinostoz sendromunda
mutasyonlarin en sik rastlandigi reseptdor, FGFR2’dir. Reseptor aktivitesinin
mutasyonlar ya da g¢evresel etkenler sonucunda artmasi, siitiirlerin erken kapanmasiyla
sonuclanmaktadir. FGFR2’deki mutasyonlarin ¢ogunlukla iki ekzonda (Illa ve Illc)
tespit edilmesi, Igllla/Illc bolgesini mutasyonel hot-spot bolge haline getirmistir.

FGFR genlerinde meydana gelen mutasyonlar genellikle fonksiyon kazandiran
mutasyonlar olsa da, TWIST1 gibi FGF sinyal yolag:1 represorlerinde fonksiyon
kaybettiren mutasyonlar da goriilmektedir (Passos-Bueno ve dig., 2008). Ozellikle
koronal siitiiriin erken kapanmasiyla iligkilendirilen TWIST1 geni, osteoprojenitor
hiicrelerde  TWIST proteinini eksprese ederek, osteoblast farklilagmasinda ve
proliferasyonunda gorev almaktadir (Johnson ve dig., 2000; Katsianou ve dig., 2016).
TWISTL, helix-loop-helix partneri TCF12 ile heterodimerizasyon gergeklestirir ve
boylelikle koronal siitiiriin olusmasini indiikler (Connerney ve dig., 2006). Bu
heterodimer yap1 ayni zamanda osteoblast farklilagmasinda rol alan RUNX2’yi baskilar
(Heuzé ve dig., 2014) (Sekil 2.5). TWIST1’in inaktivasyonu sonucunda, RUNX2 kemik

olusumunu tetikleyerek erken siitiir kapanmasina neden olmaktadir (Cox ve dig., 2015).

FGF sinyal yolaginin reseptorleri aktive oldugunda, Ras proteini GDP’nin GTP’ye
cevrilmesiyle aktif konformasyonuna cevrilir (Kolch, 2000). Aktive olan Ras, bir
adaptor gorevi goriir ve yliksek afiniteyle Raf kinazlara baglanarak aktivasyonu
gergeklestirir (Moodie ve Wolfman,1994). Gelisim siirecinde hiicre proliferasyonu ve

farklilasmasinda gerekli olan Raf, bir serin/treonin kinaz proteinidir ve bir baska protein
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kinaz olan MEK1/2 (MAPK/ERK kinaz)’yi fosforilleyerek aktiflestirir (Kolch, 2000).
Aktive olan MEK1/2, ERK1/2’yi aktivasyon bdlgesinden fosforiller ve bdylelikle cesitli
transkripsiyon faktorleri araciligiyla osteoblast farklilasmasi ve kemik olusumunda yer
alan baz1 genlerin (RUNX2 gibi) ekspresyonu diizenlenir (Kolch, 2000). ERK1/2’nin
cekirdekte kompleks olusturdugu ERF genindeki mutasyonlarin, ERF proteinin dozajini
diistirdiigii ve sendromik kraniyosinostoza yol actigt 2013 yilinda rapor edilmistir
(Twigg ve dig., 2013). 2017 yilinda yaymlanan bagka bir g¢alismada ise sadece
sendromik degil aym1 zamanda sendromik olmayan kraniyosinostozda da, Ras/ERK

yolaginin ve ERF mutasyonlarinin 6zellikle orta hat sinostozuna yol agtig1 gosterilmistir

(Timberlake ve dig., 2017).

Tiim bunlarin yan1 sira, normal siitlir gelisiminde, siitlir bolgesinin agik kalabilmesi i¢in,
mezengimal hiicrelerin farklilasmamasi gerekmektedir (Iseki ve dig., 1999). Yiiksek
FGF ekspresyonu, osteogenik farklilasmayla iligkilidir ve siitiir kapanmasi sirasinda
ozellikle FGF2’nin artan ekspresyonu gozlenmistir (Mehrara ve dig., 1998). FGF2 aym
zamanda RANKL mRNA’sini upregiile edip M-CSF’i (Macrophage Colony-Stimulating
Factor, Makrofaj Koloni-Uyarici Faktor) inhibe ederek osteoklast farklilagsmasini
indiikleyerek, osteoblast-osteoklast arasindaki iletisimi saglayarak siitiir homeostazisini

gerceklestirmektedir (Sekil 2.4) (Chikazu ve dig., 2001).

TGF-p Sinyal Yolag:

Transforme Edici Biiyiime Faktor- f (TGF-B) yolagi hayat boyu pek cok hiicresel
stirecte rol alan Onemli bir yolaktir. Cok cesitli hiicrelerden salgilanan TGF-f;
proliferasyon, farklilagma, embriyonik gelisim, anjiogenez ve yara iyilesmesini kontrol
eden c¢ok fonksiyonlu bir polipeptiddir (Derynck ve Miyazono, 2008; Nagaraj ve Datta,
2010). TGF-p ailesi; TGF-p, aktivin, inhibin ve BMP’leri kapsayan ve 40°tan fazla iyesi
olan genis bir biiyiime faktorii ailesidir (Guo ve dig., 2009). TGF-B’nin memelilerde ii¢
izoformu bulunur; TGF-B1, -p2 ve -B3. Bu ii¢ izoform da yiiksek derecede homoloji
gostermektedir (Katz, ve dig., 2013). TGF-f’nin baglanmasi, iki reseptoriin
aktivasyonuyla sonuglanir: TBR1 ve TPR2. Bu reseptorler, transmembran &zellik

gbsteren serin/treonin kinazlardir (Derynck ve Zhang, 2003). iki TPR1 ve iki TBR2’den
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olusan heterotetramerik yapi, fonksiyonel reseptdrii olusturur. TPR2’nin TPR1 ile
birlesmesi, TBR1’in TPR2 tarafindan c¢apraz fosforilasyonuna yol agar ve TBR1’in kinaz
aktivitesini agar. Boylelikle, kiiclik hiicre i¢i efektdr proteinler olan Smad’larin
baglanma bolgesi agilmis olur (Shi ve Massague, 2003). Smad 4, fosforile Smad2/3, ile
kompleks olusturarak hiicre igine girer, RUNX2 ile MSX2’nin aktivasyonunu
gerceklestirir ve boylelikle mezensimal hiicre farklilasmasi kontrol edilir (Chen ve dig.,

2012).

TGF- ailesinin en genis grubunu olusturan BMP (Bone Morphogenic Protein-Kemik
Morfojenik Proteinleri)’ler, ozellikle kemik ve kikirdak olusumunda yer alan sinyal
yolaginin en Onemli komponentleri arasinda yer almaktadir. Cesitli BMP’lerin,
multipotansiyelli mezensimal hiicrelerin osteokondrojenik hiicrelere ya da osteoblast
onciil hiicrelerine farklilasmasini indiikledigi in vitro ¢alismalarla gosterilmistir (Wan ve
Cao, 2005). Kraniyofasiyal iskelet gelisiminde BMP-2, -4 ve -7’nin &zellikle eksprese
edildigi ve noral krest hiicrelerin olusumu, migrasyonu ve farklilagmasinda rol aldiklari
bulunmustur (Francis-West ve dig., 1994; Beederman ve dig., 2013). BMP’ler de tipl ve
tip2 olarak adlandirilan serin/treonin kinaz reseptorlerine baglanirlar. Bu reseptorlerin
TGF-B reseptorlerinden farki, ligand uyarimindan da 6nce hem homomerik hem de
heteromerik yap1 olusturabilmesidir (Nohe ve dig., 2002). BMP ligandinin
baglanmasiyla tip 2 (BMPR2) reseptor, tip 1 (BMPRI1) reseptorii hiicre ici
juxtamembran bdlgesinde transfosforile eder ve fosforile olan tip 1 reseptér, SMAD
proteinlerini fosforiller (Zwijsen ve dig., 2003). Hiicre i¢i sinyal iletiminde BMPR1
tarafindan ilk fosforillenen Smad proteinleri, SMADI, 5 ve 8’dir ve SMAD4 ile
heteromerik bir yapt olusturarak hiicre icine girip MSX2 ve RUNX2’nin
transkripsiyonunu diizenler (Wan ve Cao, 2005; Katsianou ve dig, 2016). Fare modeli
tizerinden gergeklestirilen bir ¢alismada, fare noral krest hiicrelerindeki BMP-Smad
sinyalindeki artigin anterior frontal siitiiriin erken kapanmasina yol actig1 ve bu durumun
da Bmprla heterozigositesi ile diizeltilebilecegi gosterilmistir (Komatsu ve dig., 2013).
2017 yilinda yapilan bir aragtirmada, BmpR1A’nin, kafatasi gelisiminde BMP-Smad
sinyal yolagindaki ana tip 1 BMP reseptorii oldugu gosterilmistir (Pan ve dig., 2017).
Her ne kadar bugiine kadar insanda herhangi bir BMPR1A mutasyonu tespit
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edilememisse de, BMPRIA’nin kraniyosinostozun patogenezinde rol oynayabilecegi

diisiiniilmektedir (Pan ve dig., 2017).

Bu bilgilerin yani sira, kraniyosinostozlu olgular iizerinden gerceklestirilen kapsamli tek
GWAS c¢alismasinin sonucunda, bazi SNP (Single Nucleotide Polymorphism-Tek
Niikleotid Polimorfizmi)’lerin sendromik olmayan orta hat (sagittal ve metopik siitiir
bolgesi) kraniyosinostozu ile iligkili olabilecegi ve BMP2’nin yakininda tespit edilen
SNP’in, enhancer bolgesinde yer alabilecegi one stiriilmistiir (Justice ve dig., 2012).
2016 yilinda yaymlanan bir diger caligmada ise nadir bir SMAD6 mutasyonu ile birlikte
bulunan yaygm bir BMP2 varyantinin digenik kalitim modeli gostererek sendromik
olmayan orta hat kraniyosinostozuna yol agtig1 gésterilmistir (Timberlake ve dig., 2016).
BMP-Smad yolaginin negatif diizenleyicilerinden biri olan SMADG6’daki mutasyonun,
BMP2’deki varyantla (9.7125642T>C; rs1884302) birlikte bulundugu digenik etkinin,
BMP-Smad sinyal yolagini tetikledigi ve artan ekspresyonun erken siitiir kapanmasiyla

sonuclandigi o6ne siiriilmektedir (Komatsu ve Mishina, 2016; Timberlake ve dig., 2016).

Diger taraftan, Noggin gibi BMP sinyal yolagi inhibitorlerinin de siitlir agikligr i¢in
onemli oldugu bilinmektedir. Fare modelleri iizerinden gergeklestirilen bir arastirmaya
gore, artan FGF2 aktivitesinin Noggin ekspresyonunu downregiile ettigi boylelikle hiicre
ici BMP sinyaline izin verdigi ve kraniyal siitiir flizyonuna yol actig1r gosterilmistir

(Warren ve dig., 2003).

Wnt/B-catenin Sinyal Yolag:

Iskelet gelisiminin ve homeostazisinin kontrol edilmesindeki ana yolaklardan biri olan
Wnt yolag hiicre i¢i sinyallerini iki farkli yoldan gergeklestirir: B-catenin bagimli sinyal
yolagi (kanonikal yolak) ve B-catenin bagimli olmayan sinyal yolag: (kanonikal olmayan
yolak). Kraniyosinostozla iliskili olan yolak, kanonikal yolaktir (Sekil 2.5). Bu yolakta
asil hedef, B-catenin’in ¢ekirdek icine girisini saglamaktir ¢linkii Wnt sinyali
olmadiginda hiicre i¢inde B-catenin; Axin, APC (Adenomatosis Poliposis Coli), PP2A
(Protein Fosfataz 2A), GSK3 (Glikojen Sentaz Kinaz 3) ve CKla (Kazein Kinaz

la)’dan olusan PB-catenin yikim kompleksi tarafindan degrade edilmektedir (Komiya ve
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Habas, 2008). Hiicre kiiltiiri deneylerinden elde edilen sonuglara goére Wnt
proteinlerinin ¢ogu, hem hiicrede B-catenin seviyesinin artmasini saglamakta hem de

sinyal yolaginin etkinligini arttirmaktadir (Alok ve dig., 2017).

Wnt/B-catenin sinyal yolagi, sadece mezensimal hiicrelerin, osteoblastlarin ve
osteoklastlarin  farklilagmasinda degil aym1 zamanda fonksiyonlarinin kontrol
edilmesinden de sorumlu olan bir yolaktir (Regard ve dig.,2012). Wnt/B-catenin sinyal
yolagi, mezensimal kok hiicrelerin kikirdagi olusturan kondrositlere farklilastigi bir ara
basamagi olan endokondral kemiklesme siirecinde agirlikli olarak devreye giren bir
sinyal yolagidir (Regard ve dig., 2012). Diger taraftan, son on yil i¢inde yapilan
caligmalar, Wnt sinyal yolagindaki bozulmalarin da kraniyosinostoza yol agtigini ve
kraniyosinostozda sadece intramembrandz kemiklesmenin degil, endokondral
kemiklesmenin de énemli rolii oldugu gosterilmistir (Sahar ve dig., 2005; Behr ve dig.,
2010; Maruyama ve dig., 2010, Timberlake ve dig., 2017). 2010 yilinda Maruyama ve
arkadaslar1 tarafindan, Wnt/B-catenin yolaginin direkt olarak kdk hiicre popiilasyonunu
kontrol edip yenilenme ve proliferasyonlarini diizenlerken, dolayli olarak da FGF ve
BMP yolaklarinin dengesinde rol alarak kok hiicrelerin soy 6zellesmesini diizenledigi

belirlenmistir (Maruyama ve dig., 2010).

Wnt proteinleri glikoproteinler olarak salgilanirlar ve Frizzled (Fzd) reseptorlerine
baglanirlar (He ve dig.,, 2004). Hiicre yilizeyinde Wnt'nin Fzd reseptoriine
baglanabilmesi  i¢in  disiik-agirlikli-lipoprotein-iliskili-protein-5/6 ~ (LRP5/6)’ya
Koreseptor olarak ihtiya¢ duyulmaktadir (He ve dig., 2004). Wnt, reseptoriine
baglandiginda, APC/Axin/GSK3 kompleksi engellenerek B-catenin’in yikimi Onlenir
(Gordon ve Nusse, 2006). Wnt, Fzd/LRP5/6 kompleksine baglandiginda, Axin’in
membran translokasyonu indiiklenir ve LRP5/6’nin GSK3 tarafindan fosforillenen
sitoplazmik kuyruguna baglanir (Mao ve dig., 2001, Zeng ve dig., 2008). FZD
reseptOriiniin  sitoplazmik kismmin DVL’ye baglanmasi da LRP kuyrugu ve Axin
arasindaki etkilesim i¢in bir platform olusturur (Fiedler ve dig., 2011). DVL
aktiflestiginde, GSK3 enziminin aktivitesini inhibe ederek, P-catenin’in yikiminin

onlenmesine katilarak, [-catenin’in sitoplazmadaki stabilizasyonu ve birikimini
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saglamaktadir (Hatsell ve dig., 2003; Komiya ve Habas, 2008). Stabilize hale gelen -
catenin c¢ekirdek i¢ine girerek transkripsiyon faktorlerine baglanmakta ve kemik

gelisiminde rol alan genlerin ekspreyonunun diizenlenmesinde gorev almaktadir (Sekil

2.5).

Wnt sinyal yolaginin fonksiyonunu kaybetmesi sonucu ortaya ¢ikan fenotiplerdeki
farkliliklar, Wnt genlerinin ayr1 ve benzersiz ifade sekline dayanmaktadir. Yapilan
protein ¢alismalarinda, Wnt proteinlerinin sentezlendikleri yere ¢ok yakin sinyal verdigi
goriilmiis ve Wnt genlerinin fonksiyonunun kaybi sonucunda ortaya ¢ikan cesitli
fenotiplerin Oncelikli nedeninin, Wnt genlerinin her birinin bdlgesel ekspresyon
farkliliklarindan kaynaklandigi diisiiniilmiistiir (Nusse ve Clevers, 2017). Ayrica,
Wnt’ler, baglandiklari reseptorler ve koreseptorler arasindaki igsel farkliliklarin da
cesitli gelisimsel silireclerde oldukca 6nemli oldugu goriilmiistiir (Nusse ve Clevers,

2017)

Son yapilan bir ¢alisgmada Wnt sinyal yolaginin ozellikle negatif diizenleyicilerinde
(AXIN1, MESP1, NPHP4, PSMC2 gibi) meydana gelen mutasyonlarin osteoblast
farklismasini uyararak erken kemik olusumuna yol a¢tig1 gosterilmistir (Timberlake ve
dig., 2017). Bir diger negatif diizenleyici olan Axin2’nin ise B-catenini dowregiile
ederek intramembran6z kemiklesmeyi indiikleyip orta hat sinostozuna yol agtig1 fare
modelleri tizerinde gergeklestirilen gesitli ¢aligsmalarla ortaya konmustur (Yu ve dig.,
2005; Liu ve dig., 2007).

Diger Etkilesimler

Iskelet sistemi ve kemik gelisiminde dne ¢ikan yolaklardan bir digeri ise Hedgehog
(HH) sinyal yolagidir. Ik olarak Drosophila’da tanimlanan ligandin memelilerde ii¢
homologu vardir: Sonic Hedgehog (SHH), Indian Hedgehog (IHH ) ve Desert
Hedgehog (DHH) (Bijlsma ve dig., 2004). Omurgalilarda, SHH ve IHH, iskelet
sisteminin diizenlenmesindeki ana ligandlar olarak tanimlanmaktadir (Neben ve Merrill,
2015). SHH ligand1 kraniyofasiyal gelisim siirecinde kraniyal noral krest hiicrelerinden

koken alan iskelet yapilarinin farklilasmasinda rol oynarken (Jeong ve dig., 2004), IHH
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ligand1 intramembrandz ve endokondral kemiklesme siirecindeki kok hiicre
ozellesmesini diizenler (Neben ve Merrill, 2015). Intramembrandz kemiklesme
sirecinde IHH, osteojenik bolgeden sentezlenerek osteoblast farklilagsmasinin
yonlendirilmesinde rol almaktadir (Jacob ve dig., 2007; Lenton ve dig., 2011). Fare
deneyleri tlizerinden gergeklestirilen bir arastirmada, Shh’in degil ama Thh’in osteojenik
hiicre farklilagsmasini diizenlemesinden dolay1 kraniyosinostozda rol alabilecegi one
stiriilmiistiir (Jacob ve dig., 2007). Diger taraftan, 2010 yilinda yapilan bir ¢calismada,
metopik sinostozlu ve polisindaktilisi olan ve birbiriyle akrabaligi bulunmayan iki
olguda, SHH sinyal yolaginin downstream elemanlarindan GLI3’te mutasyon tespit
edilmis ve fenotipik bulgularin bu mutasyondan kaynaklandigi rapor edilmistir

(McDonald-McGinn ve dig., 2010).

Bu yolaklarin yani sira, eritropoietin iireten hepatoselliiler (Eph) reseptorler ve ephrin
ligandlar1 da embriyonik gelisim sirasinda dénemli role sahiptir. Ozellikle de hiicre
adhezyonuna veya hiicrelerin birbirini itmesine aracilik ederek doku organizasyonunu
olusturmada, damar gelisiminde ve ndral krest hiicre gogiinde Eph/ephrin sinyal yolagi
kritik yolaklardan biridir (Arvanitis ve Davy, 2002). 2006 yilinda yapilan bir
arastirmada, sinostozun gelismesinde doku sinirlarinin da 6nemli oldugu ve sinirin
sadece noral krest ve mezodermden degil, osteogenik ve osteogenik olmayan siitiir
hiicrelerinden de olustugu gosterilmistir (Merrill ve dig, 2006). 2009 yilinda yapilan
baska bir arastirmada ise, EphA4’lin frontal-parietal sinirda Twistl efektorii oldugu ve
Erk1/2 fosforilasyonu ile reseptor tirozin kinazlarin, Smadl1/5/8 fosforilasyonu ile de
BMP yolaginin diizenlenmesinde rol oynadigi gosterilmistir (Ting ve dig., 2009).
Boylelikle Twistl efektorii olarak Epha4’iin, kalvaryal kemik biiyiimesi siirecinde
osteogenik oncii hiicreleri yonlendirdigi ve EphA sinyal yoklulugunun kraniyosinostoza

sebep oldugu one siiriilmiistiir (Ting ve dig., 2009).

Kraniyofasiyal gelisimin gorece olarak ge¢ evrelerinde olusmaya baslayan siitiirler,
kendilerini ¢evrelen dokulardan da etkilenirler (Opperman ve Rawlins, 2005). Siitiirler,
maruz kaldig1 gerilim kuvvetine; hiicre dis1 matriksin yapisal proteinleri olan COLIII ve

OPN’nin  yam1 sira integrinler, matriks metalloproteazlar1 upregile edip,
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metalloproteazlarin doku inhibitorlerinin  ekspresyonunu engelleyerek de yanit
verebilmektedir (Yen ve dig., 1990; Morinobu ve dig., 2003; Takahashi ve dig., 2003;
Green ve dig., 1990; Opperman ve Rawlins, 2005). Bunlarin yani sira, fibroblastlar
tarafindan hiicredis1 matrikse salnan fibrillinler de gerilim kuvvetine kars1 dokularin

direncliligi i¢in gerekmektedir (Schaefer ve dig., 2004).

Sttiirlerin hiicre dis1 matriksleri, ¢evrelerinden gelen biyomekanik kuvvetlere direncte
ve yanitta hizla uyum saglayabilen yapisal molekiiller ve sinyal molekiilerinden olusan
dinamik bir gevre olusturur (Opperman ve Rawlins, 2005). Hiicre dis1 matriks, siitiir
kenarlarindaki kemik olusumu ic¢in gerekli olan sinyal yolaklarinin ayarlanmasi
esnasinda biiylime faktorlerinin salgilanmasindan ve ayrilmasindan sorumludur
(Opperman ve Rawlins, 2005). Hiicre dis1 matriks, hiicrelere sinyallerini direkt olarak
reseptor gorevi goren integrinler aracilifiyla iletir. 2010 yilinda Bochukova ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir arastirmada, alfa integrin altbirim 11 (ITGA11) harig
tiim ITGAlarin sendromik kraniyosinostozlu olgularda donwregiile oldugu gdsterilmistir
(Bochukova ve dig., 2010). 2011 yilinda ise sendromik olmayan kraniyosinostozlu
olgular iizerinden yapilan bir transkriptom arastirmasinda, hiicre dis1 matriks aracili
fokal adhezyon ile iligkili genlerin transkriptomik diizenlenmesinin kraniyosinostozda
onemli rol oynadig1 gosterilmistir (Stamper ve dig., 2011). Ayn1 ¢calismada, embriyonik
gelisim siirecinde, hiicre dis1 matriksin makromolekiil kompozisyondaki farkliliklarin da
kemik doku farklilasmasini etkiledigi ve hiicre dis1 matriks aracili fokal adhezyonlarin,
sendromik olmayan tek siitiir kraniyosinostozunda biyomarker olabilicegi de One

stiriilmiistiir (Stamper ve dig., 2011).

Embriyonik gelisimin erken asamalarindan itibaren kraniyofasiyal iskelet yapisinin
olugmasinda o6ne ¢ikan bu yolaklarda meydana gelen fonksiyon kazandiran ya da
kaybettiren mutasyonlar, kraniyosinostozun da yer aldig1 c¢esitli patolojilerle
sonu¢lanmaktadir. Beynin hem prenatal hem de postnatal biiylime siirecinde, onu
cevreleyen kafatasinin da biiyiimesi gerekmektedir ve bu ikili arasindaki koordinasyon,

siitiirler araciligiyla saglanmaktadir (Twigg ve Wilkie, 2015). Gelisim siirecinde agik
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kalmas1 gereken siitiirlerin, genetik, epigenetik ya da ¢evresel etkenler sonucunda erken

kapanmasi, sendromik olan ya da olmayan kraniyosinostoz ile sonuglanmaktadir.

2.4. Sendromik Olmayan Kraniyosinostoz

2.4.1. Siniflandirilmasi

Farkli kafa sekillerinin olusmasinda siitiirlerin rolii olabilecegine dair ilk tanimlamalara
Hipokrat’in notlarinda rastlansa da, terim ve tanim olarak kraniyosinostoz ilk olarak
1830 yilinda Otto tarafindan kullanilmistir (Otto, 1830). 1851 yilinda ise Virchow, tek
stitiir sinostozlarindan sonuglanan deformitelerin siniflandirilmasini yapmis ve Virchow
kurali olarak da tanimlanan, biiyiimeyi telafi etmek i¢in kafatasinin kapanan siitiiriin zit
yoniine dogru sekillendigini ifade etmistir (Virchow, 1851). Gilinlimiize geldigimizde
ise, aralarinda Apert, Crouzon ve Pfeiffer gibi sendromlarin da yer aldig1 180°den fazla

hastalik kraniyosinostoz ile iligskilendirilmistir (Panigrahi, 2011).

Kraniyosinostozun siniflandirilmasina yonelik c¢esitli 6neriler bulunmaktadir ve bunlar
arasinda en kapsamlisi, Aviv ve arkadaslari tarafindan 6nerilmistir. Bu siiflandirilmaya
gore kraniyosinostoz primer ve sekonder kraniyosinostoz olarak iki ana gruba
ayrilmaktadir (Aviv ve dig., 2002). Sekonder kraniyosinostoz; hematolojik, metabolik,
kemik displasileri ve fetal travmalar sonucunda ikincil olarak gelisen kraniyosinostoz
grubunu olusturmaktadir (Aviv ve dig., 2002). Primer kraniyosinostoz ise kendi iginde
iki gruba ayrilmaktadir: basit ve kompleks kraniyosinostoz. Basit kraniyosinostoz,
genellikle tek bir siitiirlin sinostozu sonucu ortaya ¢ikan sendromik olmayan grubu
temsil ederken, kompleks kraniyosinostozda sendromik kraniyosinostoz formlar1 ve
bikoronal sendromik olmayan kraniyosinostoz yer almaktadir (Aviv ve dig., 2002)

(Sekil 2.7).
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Sendromik olmayan
(sagittal, metopik,
koronal, lambdoid)

—[ Basit kraniyosinostoz ]
Primer kraniyosinostoz Jf

i Kompleks kraniyosinostoz J

Kraniyosinostoz

Sendromik olmayan
(Bikoronal)
Sekonder kraniyosinostoz J Sendromik
Hematolojik
Metabolik
Kemik displazisi
Fetal hasar

Sekil 2.7. Kraniyosinostozun siniflandirilmasi (Aviv ve dig., 2002’den uyarlanmustir)

2.4.2. Epidemiyolojisi

Kraniyosinostozun diinya ¢apindaki total prevalansi 2500 dogumda bir olarak tahmin
edilmektedir (Cohen, 2005; Garza ve Khosla, 2012; Lattanzi ve dig., 2017) ve olgularin
yaklasik %85’in1 sendromik olmayan kraniyosinostozlu olgular olusturmaktadir
(Greenwood ve dig., 2014). Sendromik olmayan kraniyosinostozun en yaygin formunu
sagittal siitiir sinostozu olusturmaktadir ve bunu sirasiyla metopik, unilateral koronal,
bilateral koronal ve lamboid siitiir sinostozu izlemektedir (Lee ve dig., 2012). Sendromik
olmayan kraniyosinostoz, hem klinik hem de genetik olarak multifaktoriyel 6zelliklerin
karakteristigine sahip heterojen yapida olup, her siitiiral sinostozun (sagittal, koronal

gibi) farkl bir hastalig1 temsil ettigi ongoriilmektedir (Sekil 2.2).

Sendromik olmayan kraniyosinostozun her ne kadar prevelansi 1/2500 olarak karsimiza
ciksa da, yakin zamanda yapilan calismalara gore, farkli merkezlerde gdzlemlenen
sendromik olmayan kraniyosinostozun farkl: alt tiplerinde, bu prevelansda ileriye dogru
bir artig goriilmektedir (Di Rocco ve dig., 2009; Selber ve dig., 2008; van der Meulen ve
dig., 2009). Ornegin metopik kraniyosinostozlu olgular iizerinden gerceklestirilen
retrospektif bir calismada, Amerika’daki goriilme sikligit 1968 yilinda %3.9 iken
(Shillito ve Matson, 1968), 1997 yilinda %4.6 oldugu (Gardner ve dig., 1998); Fransa’da
1998 yilinda %13.8 iken (Lajeunie ve dig., 1998), 2000 yilinda bu oranin %15.6’ya
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(Lajeunie ve dig., 2001) ytikseldigi goriilmektedir (Di Rocco ve dig., 2009). Hollanda’da
yapilan ve 2008-2013 yillar1 arasinda dogan 759 birey ilizerinden gergeklestirilen bir
caligmada ise, kraniyosinostozun prevelansi 10.000’de 7.2 olarak tespit edilmistir
(Cornelissen ve dig., 2016). Cornelissen ve dig., 1997°den 2013’e kadar gegen siirede
total, sagittal ve metopik kraniyosinostozun, agik bir neden olmaksizin énemli oranda

arttigini bulmuslardir (Cornelissen ve dig., 2016).

Tirkiye’de kraniyosinostozun goriilme sikligina yonelik kapsamli bir arastirma
bulunmamakla birlikte, konjenital anomalilerin Tiirkiye’deki dagilimini inceleyen bir
arastirmada, yedi yil i¢inde kraniyosinostoz ile dogan bebeklerin oranit %0.2 olarak
belirlenmistir (Dursun ve dig., 2014). Bu c¢alismada olgularin sendromik olup
olmadiklarma ya da kapanan kraniyal siitire yonelik herhangi bir bilgi
bulunmamaktadir. Bununla birlikte, Nur ve arkadaslarmin yapmis oldugu c¢alismada,
kraniyosinostoz tanisi alanlarin %67’sinin sendromik olmayan kraniyosinostozlu olgular

oldugu rapor edilmistir (Nur ve dig., 2014).

2.4.3. Patolojisi

Sendromik kraniyosinostoz; ekstremite ve iskelet anomalileri, mental gelisim gerilikleri
gibi diger klinik semptomlarla birlikte seyrederken, sendromik olmayan kraniyosinostoz
izole olarak goriilmektedir ve bu malformasyonlarin en sik karsilasilan formudur.
Sendromik olmayan kraniyosinostozda, kapanan siitiiriin ¢esidine gore frontal ¢ikint1 ve
diisiik burun kopriisii gibi fasiyal dismorfizmler de gozlenebilmektedir (Garza ve

Kohsla, 2012).

Sagittal Siitiir Sinostozu

Sendromik olmayan kraniyosinostozun en yagin goriilen formu, tiim sendromik olmayan
olgularin yaklasik %45’ini igeren sagittal siitiir sinostozudur (Panigrahi, 2011; Nagaraja
ve dig., 2013). 10.000°de 1.9 canli dogum sikligina sahiptir ve erkeklerde disilere oranla
daha sik gozlenmektedir (3,5:1 oran) (French ve dig., 1990; Kimonis ve dig., 2007;
Boulet ve dig., 2008; Lee ve dig. 2012; Fonteles ve dig., 2016). iki parietal kemik

arasinda yer alan sagittal siitiiriin erken kapanmasi, biparietal ¢apin azalmasina ve
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anterior-posterior capin belirgin sekilde artmasina sebebiyet vermektedir ve bunun
sonucunda olusan kafa sekli skafosefalik (dolikosefalik) olarak (Sekil 2.3)
tanimlanmaktadir (Khanna ve dig., 2011). Kafatasinin uzunlugunun artmasi ise; basik
burun kokii, géz simetrisinde ve pozisyonunda bozulma gibi fenotipik degisikliklere yol

acabilmektedir.

Metopik Siitiir Sinostozu

Son on yila kadar en sik rastlanan tligiincii sinostoz tipi olarak smiflandirilan metopik
sinostozun yapilan epidemiyolojik calismalar sonucunda sikliginin arttiginin tespit
edilmesiyle birlikte, en sik rastlanan ikinci sendromik olmayan kraniyosinostoz tipi
olarak ele alinmaya baslanmistir. Her 10.000 canli dogumda 0,8 siklikla rapor edilen
metopik siitlir sinostozunun tiim sendromik olmayan kraniyosinostozlu olgularda %25
oranda goriildiigli yapilan son calismalarla belirlenmistir (Lee ve dig., 2012; Fonteles ve
dig, 2016). Sagittal sinostozun aksine, metopik siitiir sinostozunda cinsiyete bagl
herhangi egilim tespit edilmemistir (Boulet ve dig., 2008). Izole metopik siitiir
kraniyosinostozun olusmasindaki yiiksek risk faktorleri arasinda ¢oklu gebelikler ve ileri
anne yas1 gosterilmektedir (Boulet ve dig., 2008; Lee ve dig., 2012). Normal gelisim
siirecinde ilk bir yil i¢inde kapanmasi beklenen metopik siitiiriin erken kapanmasi
sonucunda, frontal kemiklerin yanal genislemesi kisitlanir. Yassilagan frontal kemikler
ve parieto-oksipital bolgenin ¢ikiti yapmast sonucunda iiggen goriinimlii kafa sekli
ortaya ¢ikar ve bu sebeple de degisen kafa sekli trigonosefalik olarak (Sekil 2.3)
tanimlanmaktadir (Khanna ve dig., 2011). Degisen kafa seklinden dolayi, hipotelorizm

ve etmoidal siniis hipoplazisi de olgularda goriilebilmektedir (van der Meulen, 2012).

Koronal Siitiir Sinostozu

Cift halinde bulunan koronal siitiir sinostozunun simiflandirilmasi kapanan siitiire gore
sag ya da sol unilateral veya bilateral sinostoz olarak yapilmaktadir. Diger sendromik
olmayan kraniyosinostoz tiirleriyle kiyaslandiginda, sendromik olmayan koronal
sinostozun, digerlerinden daha siklikla genetik nedenlerden kaynaklandig1 goriilmektedir
(Wilkie ve dig., 2010). Canli dogumda goriilme sikligi 10.000’de 0.7 olan koronal

sinostozlu olgular, tim sendromik olmayan kraniyosinostozlu olgularin %]17’sini
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olusturmaktadir (Boulet ve dig., 2008). Unilateral koronal sinostozda kapanan siitiirle
aynt hizadaki (ipsilateral) frontoparietal kemigin yassilasmasi ve karsi taraftaki
(kontralateral) kemigin frontal ¢ikinti yaparak biiylimesi sonucu olusan kafa sekli
plagiosefali (Sekil 2.3) olarak adlandirilmaktadir (Senarath-Yapa ve dig., 2012).
Bilateral koronal sinostozun goriildiigii ve kafanin anterior-posterior aksisinin kisaldigi,
yanal ve dikey uzamanin goriildiigii durumlarda ise kafa sekli brakisefali olarak (Sekil

2.3) tamimlanmaktadir (Senarath-Yapa ve dig., 2012).

Lambdoid Siitiir Sinostozu

Diger siitiir sinostozlariyla kiyaslandiginda, klinikte en az karsilagilan ve nadiren genetik
olarak tespit edilebilen lambdoid siitiir sinostozu, 10.000 canli dogumda 0.7 siklikla
goriilmekle birlikte, yapilan bir popiilasyon calismasi sonucunda sikliginin giderek
azaldig1 goriilmiistir (Boulet ve dig. 2008). Ote yandan, lambdoid sinostoz ile
pozisyonel plagiosefali (Sekil 2.3) arasindaki sekilsel klinik benzerlik, taniya gotiiren
ayrim1 zorlagtirmakta ve bu malformasyonun daha seyrek rapor edilmesiyle
sonuclanmaktadir (Fonteles ve dig., 2016). Bu sebeple, lambdoid sinostozdan
siiphelenildiginde en iyi sonug, radyolojik olarak alinmaktadir. Lamdoid siitiir de
koronal siitiir gibi ¢ift olarak bulunur ve tek siitiiriin erken kapanmasi sonucunda da,
tipki unilateral koronal sinostozda oldugu gibi plagiosefalik (Sekil 2.3) bir kafa
goriiniimii ortaya ¢ikmaktadir (Senarath-Yapa ve dig., 2012). Bilateral fiizyonda ise
oksisefali, akrosefali ya da turrisefali olarak adlandirilan, bilateral oksipital deformiteye,
parietal diizlesme sonucu kii¢iik posterior kraniyal fossa ve bunu telafi edecek sekilde
bregmada biiylimeye sebebiyet vermektedir (Kim ve dig., 2016). Lambdoid siitiir
sinostozunun gelismesinde obstetrik faktdrlerin de rol oynadigi, uterus kasilmalarinin
baslamas1 ile servikal genisleme arasindaki siirenin uzamasi sonucunda intra iiterin
basincin artarak lambdoid siitiiriin erken kapanmasina yol actig1 gdosterilmistir
(Shahinian ve dig., 1998). Lambdoid siitiiriin en sik rastlanilan formu sagittal siitiir
sinostozuyla birlikte goriildiigii ¢oklu siitiir sinostozudur ve yaklasik olarak sendromik

olmayan kraniyosinostozlu olgularin %8’ini olusturmaktadir (Boulet ve dig., 2008).
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2.5. Sendromik Olmayan Kraniyosinostozun Kalitim Ozelligi

Basit ya da izole olarak da tanimlanan sendromik olmayan kraniyosinostozlu olgularin
sadece %81 aileseldir ve otozomal dominant kalittm modeli goriilmektedir (Boyadjiev,
2007). Diger taraftan; haployetersizlik, eksik baskinlik ve degisken ekspresivite de
olgularda ve ailelerde goriilebilmektedir (Lajeunie, ve dig., 2005; Governale, 2015).
Herhangi bir molekiiler ya da sitogenetik taninin yapilmadigi yerde ve aile oykiisii
olmayan hastalarda, kardeslerdeki tekrarlama riskinin sagittal ve metopik i¢in %2,
unikoronal i¢in %5, bikoronal ve multisiitiir sinostozu i¢in %10 oldugu s6ylenmektedir
(Johnson ve Wilkie, 2011). Cogunlukla de novo mutasyonlar sonucu goriilse de, FGFR2
mutasyonu i¢in gercek mozaik bir birey de yakin zamanda tanimlanmistir (Goriely, ve
dig., 2010; Johnson ve Wilkie, 2011). Ote yandan, EFNB1 (NM_004429.4)
mutasyonlart i¢in de mozaisizmin %19 civarlarda oldugu ve hastalarin mozaisizm
acisindan da ¢ok dikkatli incelenmesi gerektigi giindeme gelmektedir (Twigg, ve dig.,

2006; Johnson ve Wilkie, 2011).

Son yillarda, 6zellikle de yeni nesil dizileme teknolojisindeki gelismelerle birlikte,
Facioscapulahumeral miiskiiler distrofi tip 2 (OMIM #158901) (Lupski, 2012) ve
kraniyosinostoz gibi hastaliklarda, digenik kalitim modeli de dikkatleri ¢gekmistir. Artan
sayida mutasyonlarla birlikte genetik ve allelik paternler arasindaki epistatik etkilesim,
kompleks fenotipik degisimlerlerle sonuglanmaktadir (Lupski, 2012). Diger taraftan;
MSX2, IGFR1, ALX4 ve ERF gibi baz1 niiklear genlerindeki eksik penetransin da
kraniyosinostoz gelisiminin ana nedenlerinden biri olabilecegi ve sendromik olmayan
sagittal kraniyosinostozlu olgularin yaklagik olarak %10’unda gézlendigi belirlenmistir
(Cunningham ve dig., 2011; Jansen ve dig., 2013; Twigg ve dig., 2013). Eksik
penetransin yani sira, iki lokuslu kalitim paterni de yakin bir zamanda rapor edilmistir
(Timberlake ve dig., 2016). Bu ¢alismada, BMP2 geninde bulunan yaygin bir allelin,
SMADG genindeki nadir bir mutasyonla birlikte bulundugunda, sendromik olmayan orta
hat kraniyosinostozuna yol actig1 belirtilmis ve degisen BMP sinyal yolaginin, genetik
tanis1 konulamamis kraniyosinostozlu olgulardaki nedenlerden biri olabilecegi fikrini

kuvvetlendirmistir (Timberlake ve dig., 2016). Literatiirde yer alan tiim bu sonuglar bir
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arada degerlendirildiginde, kraniyosinostozun oligogenik, multifaktoriyel ve heterojen

bir hastalik oldugu agikca goriilmektedir.

2.5.1. Sendromik Olmayan Kraniyosinostozda Kromozomal Bulgular

Literatiirde yer alan ¢alismalar incelendiginde, sadece molekiiler diizeydeki anomalilerin
degil, kromozomal degisimlerin de Kraniyosinostozun gelismesinde rolii oldugu
gorilmektedir. Kraniyosinostozlu olgularda, kromozom 16 ve 19 hari¢ tiim
kromozomlarda delesyon ve duplikasyonlar tespit edilmis ve meydana gelen bu
kromozomal degisimlerin siklikla orta hat kraniyosinostozuyla (metopik ve sagittal siitiir
bolgesi) iliskili oldugu gorilmiistiir (Lattanzi ve dig., 2012). Kromozomal degisimler
sonucu ortaya ¢ikan erken siitlir kapanmasinin siklikla metopik sinostozlu olgularda
saptandigi, kromozomal delesyon ve duplikasyonlarin metopik sinostozlu olgularda
strastyla ~%60 ve ~%50 sikliga sahip oldugu diisiiniilmektedir (Passos-Bueno ve dig.,
2011). Bu oranlar, sagittal ve lambdoid sinostozda %20 ve %40 olarak goriiliirken,
koronal sinostozlu olgularda en sik rastlanan degisimin %20 siklik ile delesyonlar
oldugu belirtilmistir (Passos- Bueno ve dig., 2011). Metopik sinostozun da goriildiigii
Jacobsen sendromlu olgularda G-bandlama kullanilarak yapilan konvansiyonel
sitogenetik analizin uygulandigi bir arastirmada, trigonosefali ve sindaktilinin
kromozom 11@23.3’{in distalindeki ve 11q24.1°in proksimalindeki 124 ile 128 Mb
araliginda degisen kromozomal bdlgedeki delesyonlardan kaynaklanabilecegi
onerilmistir (Penny ve dig., 1995; Mattina ve dig., 2009, Passos-Bueno ve dig., 2011).
Yapilan bir diger calismada ise, kromozom 19p13.12—p13.2 aralifindaki bolgede yer
alan 642kb, 700kb ve 22Mb’lik mikrodelesyonlarin, gelisme geriligi ve
kraniyosinostoza yol agabilecegi, mikrodizin ile analiz edilen ii¢ olguda gosterilmistir
(Lyon ve dig., 2015). Bu ¢aligmalarin yani sira, kromozom 7p21 (3 ile 12 Mb araliginda)
(Johnson ve dig., 1998; Kress ve dig., 2006) ve 22q11.2 (McDonald-McGinn ve dig.,
2005; Yamamoto ve dig., 2006) delesyonlari, en az iki kraniyosinostozlu olguda
gosterilen bolgeler olmustur (Lattanzi ve dig., 2012). Ote yandan, literatiirdeki

kromozomal degisimlerin ¢ogu genellikle birer olgu iizerinden gdsterilmektedir.
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Bu calismalarin yam sira, tek siitiir sinostozlu izole olgulardaki nadir goriilen kopya
say1st degisimlerinin, kraniyal gelisimde 6nemli olabilecegini one siiren bir arastirmada,
sendromik olmayan kraniyosinostozlu 186 olgu, tim genom karsilastirmali genomik
hibridizasyon (array-CGH) ve FISH yontemleri kullanilarak submikroskobik delesyon
ve duplikasyonlar i¢in analiz edilmistir (Mefford ve dig., 2010). Yapilan bu calismada,
RUNX2 genini iceren 1.1 Mb’lik duplikasyon, metopik sinostozdan ve hipodontiadan
etkilenen ve kuzen olan iki olguda gosterilmistir. Ayrica olgularin %7,5’inde, daha 6nce
rapor edilmemis ve 0.04 ve 3.92Mb araliginda degisen boyutlarda en az bir nadir
delesyon ve duplikasyon oldugu tespit edilmistir (Mefford ve dig., 2010).

Delesyon ve duplikasyonlar sonucunda de§isen gen dozajindan  dolayi,
kraniyosinostozdan etkilenen olgularda kromozomal degisimlerin olup olmadigini
belirlemek amaciyla konvansiyonel sitogenetik analizler rutin olarak uygulanmaktadir.
Bunlara ilave olarak, mikrodizin ve FISH yontemleri kullanilarak, konvansiyonel
analizden kacabilecek mikrodelesyon ve mikroduplikasyonlarin belirlenmesi de hem

olgularin hem de aday bolgelerin tanimlanmasi agisindan 6nemlidir.

2.5.2. Sendromik Olmayan Kraniyosinostozun Molekiiler Genetigi

Sendromik olmayan kraniyosinostozun fenotipik karakterizasyonuna yonelik bilgiler
eksik ve altinda yatan nedenler halen tam olarak bilinmemektedir (Boyadjiev, 2007;
Passos-Bueno ve dig.,2008; Lattanzi ve dig., 2012; Timberlake ve dig., 2017). Sahip
oldugu heterojen karakterden dolay1, sendromik olmayan kraniyosinostoz genetik agidan
ele alindiginda, hastaligin tanisina gotlirecek genetik/genomik nedenlerin biiyiik
cogunlukla bilinmedigi goriilmektedir. Daha ¢ok tek gen hastaliklar1 seklinde seyreden
sendromik kraniyosinostoza kiyasla izole formda, hastalikla iliskilendirilmis genlerdeki
mutasyonlara ve yapisal kromozomal degisimlere nadiren rastlanmaktadir (Lattanzi ve

dig., 2012).

Otozomal dominant kraniyosinostozun kalitimina yonelik ilk gen MSX2 (Muscle
Segment Homebox 2; OMIM:123101) genidir. TGF-p sinyal yolaginda da bahsedildigi

gibi, homeobox genlerinden olan MSX2, embriyonik gelisimde hiicresel proliferasyonu
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ve farklilagsmay1 kontrol eden transkripyonel bir regiilatordiir (Hill ve dig., 1989; Han ve
dig, 2007). Ozellikle de kraniyal noral krest hiicrelerinin osteogenezisi i¢in gerekli olan
MSX2 geninin neden oldugu kraniyosinostoz, ilk olarak 1993 yilinda, ii¢ kusak boyunca
kraniyosinoztozdan etkilenmis bir ailede tespit edilmistir (Jabs ve dig., 1993). MSX2
geninin evrimsel olarak olduk¢a korunmus homeodomain bdolgesindeki fonksiyon
kazandiran bir mutasyon sonucunda, Prolin amino asidinin Histidin amino asitine
degisimi  (p.Prol48His) sonucu ortaya ¢ikan fenotip daha sonra Boston tip
kraniyosinostoz (OMIM #604757) olarak tanimlanmistir (Jabs ve dig., 1993; Ma ve dig.,
1996). Bu ¢alismadan yaklasik 20 yil sonra, Boston-tip kraniyosinostozlu ikinci bir aile,
Janssen ve arkadaslar tarafindan tanimlanmis ve bu ailede de p.Pro148Leu mutasyonu
tespit edilmistir (Janssen ve dig., 2013). Bu iki aile disinda, herhangi bir
kraniyosinostozlu olguda MSX2 mutasyonu tespit edilememistir. Diger taraftan, 2000
yilinda yapilan bir ¢aligmada, MSX2 gen dozajinin insan kafatasi gelisiminde 6nemli
oldugu, fonksiyon kazandiran mutasyonlarin kraniyosinostoza, fonksiyon kaybettiren
mutasyonlarin ise genislemis parietal foramenlere yol acgtig1 gosterilmistir (Wilkie ve
dig., 2000). MSX2 gen dozajinin kraniyofasiyal gelisimdeki 6nemi, Kraniyosinostozlu
olgularda tespit edilen kopya sayisi artisina yonelik caligmalarla da desteklenmistir
(Shithara ve dig., 2004; Bernardini ve dig., 2007; Wang ve dig., 2007; Kariminejad ve
dig., 2009). Her ne kadar MSX2 gen mutasyonlar1 giiniimiizde kraniyosinostozdan
ziyade siklikla kafatas1 kemiklesme bozuklugunun nedeni olarak tanimlansa da,
kraniyosinostozlu ailede ilk tanimlandigi donemde, molekiiler genetik analizlerin
giiclinli arttiran ve kalvaryal gelisimde 6nemli rol oynayan bir genin tanimlanmasinin

oniinii agmistir (Wilkie ve dig.,2007).

Glinlimiize kadar kraniyosinostoz ile iligkilendirilmis ve birden fazla olguda tespit
edilerek etkisi teyit edilmis 57 niiklear gen bulunmaktadir (Twigg ve Wilkie, 2015). Bu
say1, gelistirilen yeni nesil teknolojiler sayesinde her gegcen giin artsa da, sendromik
olmayan kraniyosinostozun genetik nedeni halen ¢ogunlukla bilinmemektedir. Ozellikle
sendromik kraniyosinostozda tespit edilen genlerde goriilen yanlis anlamli ve anlamsiz
gibi mutasyonlara, sendromik olmayan kraniyosinostozda nadiren rastlanmaktadir
(Lattanzi ve dig., 2012).
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Genel olarak ele alindiginda, sendromik olmayan kraniyosinostozlu bireylerin sadece
kiiglik bir kisminda (%25) FGFR2, TWIST1, FREM1, LRIT3 ve EFNA4 genlerine ait
nadir mutasyonlar saptanmistir (Justice, ve dig., 2012). 2016 yilinda Ye ve arkadaslar
tarafindan, sendromik olmayan kraniyosinostozun en yaygin formu olan sagittal
sinostozlu olgularla (n=93) yapilan bir ¢calismada FGFR1-3, TWIST1, RAB23 ve BMP2
genleri taranmugtir. Amerika’da 2008 yilinda dogan olgularda, bu genlere ait
varyasyonlar, olgularin yaklasik %1’inde belirlenmis ve bu sebeple de sendromik
olmayan sagittal sinostoza bu genlerdeki mutasyonlarin (yanlis anlamli ve g¢ergeve

kaymast) daha diisiik oranda (%1) neden oldugu belirtilmistir. (Ye ve dig., 2016).

2013 yilinda, TWIST1 geninde mutasyon bulunmayan Saetre-Chotzen sendromlu olgular
tizerinden yapilan bir ¢aligmada, bilateral koronal sinostozlu olgularin %32’sinde ve
unilateral koronal sinostozlu olgularin %10’unda TCF12 (OMIM#600480) gen
mutasyonlart belirlenmistir (Sharma ve dig., 2013). Bu calismanin ardindan, farkl
poplilasyonlarda sendromik olan ya da olmayan koronal sinostozlu olgularda TCF12
geni taranmis ve %4 ile %21 siklikla bu gende mutasyonlar tespit edilmistir (Di Rocco
ve dig., 2014; Paumard-Hernandez ve dig., 2015; Goos ve dig., 2016; Lee ve dig., 2017).
2017 yilinda yapilan bir bagka ¢alismada ise, Wnt yolak inhibitorlerinden olan AXINI,
MESP1, NPHP4, PSMC2, PSMC5 ve DVL3 genlerindeki ¢esitli mutasyonlarin sagittal

ve metopik siitiir sinostozuna yol ac¢tig1 gosterilmistir (Timberlake ve dig., 2017).

Sendromik olmayan kraniyosinostoz i¢in belirlenen bu genlerin disinda, sendromun
gelismesine yol agabilecek diger bazi aday genler, transgenik fare modelleri
olusturularak belirlenmistir. Yapilan cesitli ¢aligmalarda, farkli transkripsiyon faktorleri
ve biiyiime faktor reseptorlerinde goriilen bir takim genetik mutasyonlarin da prematiir
fiizyonla iliskili olabilecegi gosterilmistir (Garza ve Khosla, 2012). Ornegin fare
modeliyle yapilan c¢alismalar, TGF-f (NM_000660.5) mutasyonlarinin da siitiir
flizyonunda ige karistigin1 gostermektedir (Hunenko ve dig., 2001; Garza ve Khosla,
2012). Sendromla iligkilendirilebilecek bir diger 6nemli gen ise, RUNX2 genidir.
RUNX2 (runt-iligkili transkripsiyon faktori 2; NM_001015051.3) geni, kemik ve

kikirdak gelisimi ve korunmasi i¢in gerekli bir transkripsiyon faktoérii olan RUNX2
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proteinini kodlar (Komori, 2010). Bu proteinin, osteoblastlara etki ederek kemik gelisimi
tizerinde etkili oldugu diisiinilmektedir. Biyolojik siiregte, RUNX2 geninin aktivasyonu,
cekirdekteki TWIST-TCF12 heterodimerizasyonu ile baskilanir (Katsianou ve dig.,
2016). 2010 yilinda yayinlanan klinik bir arastirmada, metopik sinostoz bulgusu olan
birinci derece kuzenlerde RUNX2 genini igeren 6p21 bolgesinin 1.1 Mb’lik heterozigot
duplikasyonu tespit edilmistir. Ancak, bu olgularin RUNX2 geni ekspresyon analizi

calismasinda anlamli bir bulgu saptanmamistir (Mefford ve dig., 2010).

Hem sendromik hem de sendromik olmayan kraniyosinostoz i¢in belirlenen bu genlerin
disinda, sendromun gelismesine yol agabilecek diger bazi aday genler, transgenik fare
modelleri olusturularak arastirilmaktadir. Yapilan ¢esitli ¢alismalarda, farklh
transkripsiyon faktorleri ve biliylime faktdr reseptorlerinde goriilen bir takim genetik
mutasyonlarin da prematiir fiizyonla iliskili olabilecegi gosterilmistir (Garza ve Khosla,
2012). Ornegin, hayvan deneyleriyle gerceklestirilen arastirmalardan elde edilen
genlerden biri, kromozom 11p15.1°de lokalize olan NELL1 (NEL-like protein 1,
NM_001288713.1) genidir. NELL1 geninin normalden fazla ekspresyonunu gosteren
transgenik farelerde, kraniyal siitiirlerin asir1 biiylimesinin insan kraniyosinostozundaki
gibi oldugu gosterilmis ve bu ¢alismanin sonucunda NELLI1’in kemik olusumunda
onemli bir role sahip olabilecegi diislincesi 6ne ¢ikmistir (Aghaloo ve dig., 2006; Zhang
ve dig., 2002). Komatsu ve digerleri tarafindan 2013 yilinda yayimlanan bir ¢alismada
ise, kemik morfojenik protein (BMP) sinyalinin kraniyal noral krest hiicrelerindeki BMP
tipl reseptor (BMPR1A;NM 004329.2) iizerinden gerceklesen yolaginin, farelerde
prematiir siitiir flizyonuna yol agtigin1 gosterilmistir. Bu bulgularinin sonucunda, Smad-
bagimli BMP yolaginin aktivitesindeki artisin, BMP sinyali iizerinden kraniyosinostoza
sebebiyet verebilecegini ve BMP’nin erken tani i¢in potansiyel bir stratejik protein
olabilecegini belirtmislerdir (Komatsu ve dig., 2013). Diger taraftan, 2016 yilinda
yayinlanan bir ¢aligmanin sonucunda, BMP2 geninde yaygin olarak bulunan bir
varyantin SMAD6 genindeki nadir bir mutasyonla birlikte bulunmasinin da
kraniyosinostoza yok actigt ve iki genli kalittm modeli sergiledigi gosterilmistir

(Timberlake et al., 2016).
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Yapilan son ¢aligmalar 15181nda, kraniyosinostozlu olgularin yaklasik %11’inin de novo
mutasyonlar sonucu kaynaklandigi, ailesel olan sagittal ve/veya metopik sinostozlu
olgularda ise TWIST1, TCF12, ERF ve MSX2 gen mutasyonlarinin ise yaklasik olarak
%18 oraninda taniya gotlirdiigii tespit edilmistir (Timberlake ve Persing, 2018). Bu
genlerin yani sira, 190 farkli gende meydana gelecek patojenik mutasyonlarin sendromik
olmayan kraniyosinostoz olusumuna katildig1 diistiniilmektedir (Timberlake ve Persing,

2018).

2.6. Sendromik Olmayan Kraniyosinostozun Epigenetigi

Kraniyosinostozun gelisiminde, genetik etkenlerin yani sira, epigenetik etkenler de
onemli rol oynamaktadir ve bu degisimler temel olarak iki gruba ayrilmaktadir: mekanik
giicler ve dis ¢evre etkilesimleridir (Percival ve Richtsmeier, 2011). Coklu gebelik,
yiikksek dogum agirhigi, diisiik pelvik lokalizasyonu, oligohidroamniyos gibi mekanik
giicler, belli sinyal yolaklarindaki gen ekspresyon paternini etkileyerek kraniyosinostoza
neden olabilmektedir (Oppenheimer ve dig., 2012). 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada,
kapali ve acik siitiirlerdeki sinyallesme mekanizmasinin birbirinden farkli oldugu ve
bunun da hiicre dis1 ¢evredeki sert substratlardan kaynaklandigi gosterilmistir (Barreto
ve dig., 2017). Gen ekspresyon profilindeki degisimler sonucunda BMP6 yolaginda yer
alan IGF1, TSHZ2, MMP9 IL1p, WIF1, BMP6 ve NOX1 genlerinin kapali siitiirlerden
alinan hiicrelerde ¢evresel sert substratlara bagli olarak upregiile olduklar1 goriilmiistiir
(Barreto ve dig., 2017). Yapilan bu c¢alisma, erken osteogenezis ve siitiir
kemiklesmesinde, anormal hiicredis1 c¢evrenin gen diizenlenmesindeki etkisini

aydinlatmistir (Barreto ve dig., 2017).

Epigenetik arastirmalar i¢in ikiz ¢alismalari, 6zellikle de tek yumurta ikizleri {izerinden
yapilan ¢alismalar, ¢evresel faktorlerin etkisinin degerlendirilebildigi kiymetli biyolojik
kaynaklardir (Boomsma ve dig., 2002; Plomin ve dig., 2013; Reysamb ve dig., 2016).
Genetik olarak birbirinin aynis1 olan tek yumurta ikizleriyle yapilan ¢aligmalar, hem
maternal kokenli intraiiterin biyolojik faktdrler hem de ekzojenik faktorler elenerek,
epigenetik farkliliklarin  fenotipe olan etkisinin degerlendirilebilmesine imkén

saglamaktadir. Ote yandan, ozellikle ¢oklu gebeliklerde intraiiterin biiyiimenin
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kisitlanmasinin erken siitiir fiizyonuyla sonuglanabildigi de gosterilmistir (Sanchez-Lara
ve dig., 2010). Yapilan bir calismada, tek yumurta ikizlerinden birinde metopik
kraniyosinostoz tespit edilirken, digerinde herhangi bir siitlir ya da kemik abnormalitesi
saptanmamis ve bu durumun da uterus i¢indeki yerlesimden ve c¢esitli baskilara maruz
kalim farkliliklarindan kaynaklanabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Magge ve dig., 2017). Fare
ve sicanlar iizerinden gergeklestirilen bir baska c¢alismada, artan gerilim varliginda
kraniyal siitiirlerde Tbx2 geninin ekspresyonunun artarak degismis kemik olusumuna yol
actig1, Cx43 geninin ekspresyonunun ise azaldigi gosterilmistir (Borke ve dig., 2003).
Bu calismalar 1s1¢inda, intraiiterin kisitlamalarin, gen ekspresyon degisikliklerine yol
acarak, ozellikle sendromik olmayan kraniyosinostozun patogenezinde etken olabilecegi

diistiniilmektedir.

Prenatal periyotta; Vitamin D eksikligi (McCarthy ve Reid, 1980; Shashi ve Hart, 2002),
hipertiroidizm (Menking ve dig., 1972; Shashi ve Hart, 2002), sigara kullanimi
(Alderman ve dig., 1994; Carmichael ve dig., 2008), retinoik asit gibi teratojenlere
maruz kalim (Lammer e dig., 1985; Aleck ve Bartley, 1997; Percival ve Richtsmeier,
2011; Shashi ve Hart, 2002) gibi maternal kokenli c¢evresel etkenler de,
Kraniyosinostozun gelisimine katki saglayabilmektedir. Diger taraftan, son yillarda
yapilan caligmalar, artan baba yasmin da konjenital kraniyofasiyal malformasyonlarda
artan risk olusturdugunu gostermistir (Goriely ve Wilkie, 2012; Barik ve dig., 2013).
Yaslanmayla birlikte spermler de novo mutasyon sikliginin artmasi, bazt monogenik
hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda artan bir faktér olusturmaktadir ve bu durum “bencil

spermatogonyal se¢im’ hipotezi olarak tanimlanmaktadir.

Kraniyosinostozun gelisimindeki bir diger epigenetik faktdr ise, mikroRNA
(miRNA)’lardir. Giinlimiize kadar yapilan ¢esitli arastirmalar sonucunda, miRNA’larin
osteoblast farklilagsmasina rol oynadig1 gosterilmistir. Wang ve Xu, 2010 yilinda miR-
27°nin Wnt sinyalini modiile ederek osteoblast farklilasmasini arttirdigini gostermistir
(Wang ve Xu, 2010). Potter ve Rhodes tarafindan gergeklestirilen bagka bir arastirmada
ise, acik siitiirlerdeki miRNA ekspresyon profilinin kapali siitiirlerle kiyaslanmasi

sonucunda, kapanan siitiirlerde 31 miRNA’nin artan ekspresyonu ve 9 miRNA’nin da
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azalan ekspreyon gosterdigi tespit edilmistir (Potter ve dig., 2011). 2013 yilinda miR-
145’in, KIf4 ve Sp7’yi hedefleyerek osteoblast farklilasmasini inhibe ettigi Jia ve
arkadaslar1 tarafindan gosterilmistir (Jia ve dig., 2013). 2014 yilinda fare kemik iligi
stromal kok hiicreleri kullanilarak yapilan bir arastirmada, bu hiicrelerdeki miR-338-3p
ekspresyonunun osteoblastik farklilagma siirecinde 6nemli oranda down-regiile oldugu
gosterilmistir (Liu ve dig., 2014). Buna ilaveten, miR-338-3p’nin artan ekspresyonunun
Osterix (Osx) gibi osteoblast farklilasma belirteglerinin ekspresyonunu inhibe edebildigi
ve Runx2 ve Fgfr2’yi hedefleyerek gen ekspresyonlarini baskilayabildigi gosterilmistir
(Liu ve dig., 2014). Ayrica, c¢esitli miRNA’larin, mezensimal kok hiicrelerin
farklilagsmasinin diizenlenmesiyle olan iliskileri de arastirilmis ve 6zellikle Mir133b’nin
kraniyal siitiir olusumdaki Onemli yolaklardan biri olan FGF sinyal yolaginda rol

oynadig1 gosterilmistir (Ding ve dig., 2016).

Literatiirdeki tim bu bilgiler bir arada ele alindiginda, hem genetik hem de ¢evresel
faktorlerin sendromik olmayan kraniyosinostozun gelisim siirecinde ise karistigi
goriilmektedir (Wilkie, 1997; Boyadjiev, 2007; Ko, 2016). Ozellikle sendromik olmayan
kraniyosinostozun  olusum mekanizmasinda yer alan siiregcler bir arada
degerlendirildiginde, erken siitiir kapanmasinin altinda yatan biyolojik mekanizmalari
aydinlatmaya yarayan her biyolojik ve klinik caligma, tanisi konulamamis olgularin

nedeninin aydinlatilmasinda, dnemli birer kaynak haline gelmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Metodolojik Algoritma

Calismamiz kapsaminda uygulanan metodolojik algoritma, sekil 3.1°de gosterilmistir.

Anormal
kafa sekli

Dogum/Aile
hikayesi/Radyolojik

degerlendirme

Genetik Analiz
- K pozitif (Kromozomal Analiz FGFR2 Ekzon Illa ve Illc | pozitif
Sitogenetik Tani | <— Sonucu Gen Analizi Sonucu -

l \ negatif / l
‘ Fiziksel ya da gelisimsel J

ilave majoér anomaliler

Sendromik

Y Cahsmadan
Kraniyosinostoz

dislamir.

hayir evet

?

Sendromik Olmayan

Kraniyosinostoz
?

|

EDILIR (n=30)

N\

HEDEFLI TESPIT EDILEN
EKZOM EKZON VE VARYANTLARIN
DIiZILEME SANGER DIiZiLEMESI
(n=21) (n=9)

[ CALISMAYA DAHIL ]

Sekil. 3.1. Caligmada takip edilen metodolojik algoritma
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3.2. Hasta Secimi

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Genetik bilim dalindan hastanemizin
Genetik Tan1 Merkezi’ne yonlendirilen ve sendromik olmayan kraniyosinostoz 6n tanisi
konan hastalar ¢alisma i¢in degerlendirmeye almmustir. Projemiz, Akdeniz Universitesi
Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan (180/15.04.2015 nolu karar)
onaylanmistir. Goniillilliikk esasina dayanan c¢alismamiza, aydinlatilmis etik onam
formunu imzalayan olgular ve aile bireyleri dahil edilmistir. Secilen olgularin ilk
degerlendirmeleri, FGFR2 geninin ekzon Illa ve Illc bolgesinde mutasyon bulunmayan
ve herhangi bir kromozomal abnormalite tespit edilemeyenler olarak yapilmistir. Klinik
bulgular1 arasinda Apert, Crouzon, Saethre-Chotzen, Pfeiffer ve Muenke sendromlari
gibi tanimlanmig klasik kraniyosinostoz sendromlariyla uyumlu degisimlere sahip olan
olgular calismadan diglanmistir. Bunlarin yani sira, herhangi bir agir hayati bulgu
beklenmeyen sendromik olmayan kraniyosinostozun tek tedavisinin ameliyat
olmasindan dolayi, opere olan olgular listelenmis ve herhangi bir klinik tarafindan
sendromik bulgular agisindan takip edilip edilmedigi degerlendirilmistir. Toplamda
sendromik olmayan kraniyosinostoz on tanisiyla uyusan 30 olgu calisma kapsamina
alinmistir. Calismamizdaki olgular, dogumu takip eden ilk bir yil igerisinde
Kraniyosinostoz tanist almis olgulardir. Calisma kapsamina dahil edilen 30 olgunun 21
tanesi Dismorfoloji ve Displazi Arastirma Gen Paneli ile taranmistir. Geri kalan 9 tanesi
de yeni nesil dizileme analizden elde edilen ve 6ne ¢ikan genler ve mutasyonlar igin

Sanger dizileme ile taranmugtir.

3.3. Genomik DNA Eldesi (DNA Izolasyonu)

Calisma kapsammna alman olgulardan K,EDTA’l tiiplere (BD Vacutainer”) 4-6 ml
olacak sekilde alinan periferal kan 6rnekleri, DNA izolasyonu islemine kadar +4°C’de
saklanmistir. Toplanan kan 6rneklerinden yapilan DNA izolasyonu, laboratuvarimizda

kullanilmakta olan enzimatik olmayan modifiye metod ile gergeklestirilmistir.
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Bu protokoliin is akisi ise su sekildedir:

1.
2.
3.

10.
11.

12.
13.

14.
15.

16.
17.

K2EDTA’l1 steril tiiplere alinan kan, alt Gist edilerek homojenize edilir.

Kan 6rneginin 3 ml’si, 15 ml’lik steril santrifiij tiipline aktarilir.

Uzerine 3 kat1 hacimde CLB 1X soliisyonu eklenir ve tiip, yavasga karistirilir.
Oda sicakliginda dakikada devir sayisi (rpm) 3000 olacak sekilde 10 dakika
santrifiij edilir.

Siipernatant atilir. Pellet elle vurularak homojenize edilir ve lizerine 5 ml TKM1
soliisyonundan eklenir. Vorteksle karistirilarak homojenize edildikten sonra, oda
sicakliginda 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir.

Santrifiij isleminin sonunda siipernatant atik kabina dokiiliir. Pellet elle vurularak
homojenize edilir ve {izerine 1.5 ml TKM2 eklenir ve vortekslenir.

Tiipe 100ul %10 SDS soliisyonlarindan eklenir ve yavagga alt list edilerek
karigtirilir.

Tiip i¢indeki pellet tamamen homojenize olana kadar, 65°C’lik su banyosunda
30-60 dakika siireyle inkiibasyona birakilir.

Inkiibasyondan sonra tiipe 570 pl 6 M’lik NaCl eklenir.

Beyaz kopiiklii bir goriiniim elde edene kadar vorteksle karistirilir.

Oda sicakliginda 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir.

Stipernatant, icinde 4.5 ml soguk %96 etanol bulunan 15 ml’lik santrifiij tiipline
aktarilir.

Tiip alt iist edilerek gDNA’nin kondanse olmas1 saglanir.

Presipite olan gDNA, icinde 500 pl %70 etanol bulunan 1.5 ml’lik santrifiij
tiiplerine mikropipet araciligiyla aktarilir.

Tiip 13000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilir.

Tiip igerisinde pellet halinde bulunan DNA, siipernatant1 uzaklastiriarak 10-15
dakika etiivde kurutulur.

Uzerine 300 pl Tris EDTA eklenerek DNA’nin ¢dziilmesi saglanur.

Elde edilen gDNA orneklerinin spektrofotometre ile optik dansite Olgiimleri
alinir ve saklama siiresi goz oniine alinarak -20°C ya da +4°C’li sogutuculara

kaldirilir.

34



3.3.1. Kullanilan Soliisyonlar

CLB 1X [Hiicre Liziz Tamponu]

0.32 M Siikroz (Merck, Almanya)
10mM Tris HCI pH 7.6 (Sigma, ABD)
5mM MgCl, (Merck, Almanya)

%1 Triton-X (Sigma, ABD)

Distile suda, yukaridaki derisimlere sahip olacak sekilde hazirlanan tampon, sterilize

edilerek kullanilmis ve +4 °C’de saklanmistir.

TKM1 [Tris-Potasyum-Magnezyum Soliisyonu (Diisiik Konsantrasyonlu Tuz

Soliisyonu)]

10mM Tris HCI pH 7.6 (Sigma, ABD)
10mM KCI (Reidel-de Haen, Almanya)
10mM MgCl, (Merck, Almanya)

2 mM EDTA pH 8.0 (Sigma, ABD)

Distile suda, yukaridaki derisimlere sahip olacak sekilde hazirlanan tampon, sterilize

edilerek kullanilmis ve oda sicakliginda saklanmaistir.

TKM2 [Tris-Potasyum-Magnezyum Soliisyonu (Yiiksek Konsantrasyonlu Tuz

Soliisyonu)

L]

10mM Tris HCI pH 7.6 (Sigma, Almanya)
10mM KCI (Reidel-de Haen, Almanya)
10mM MgCl, (Merck, Almanya)

0.4mM NaCl (Carlo Erba, italya)

2 mM EDTA pH 8.0 (Sigma, Almanya)

Distile suda, yukaridaki derisimlere sahip olacak sekilde hazirlanan tampon, sterilize

edilerek kullanilmis ve oda sicakliginda saklanmistir.
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%10 SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) Cozeltisi
1 gram SDS (Q-Biogene, ABD) 10 ml distile suda ¢o6ziindiikten sonra filtreden

gecirilerek sterilize edilmis ve oda sicakliginda saklanmistir.

6 M NacCl
35.06 gram NaCl (Carlo Erba, italya) 100 ml distile suda ¢dziinmiis ve otoklavda

sterilize edildikten sonra oda sicakliginda saklanarak kullanilmistir.

%70’lik Etanol
70 ml %99’luk etanol, 30 ml distile su ile diliie edilerek hazirlanmis ve +4°C’de

saklanmustir.

3.4. DNA Miktar ve Kalite Tayini

Elde edilen genomik DNA’larin miktar ve kalite tayini Nano-Drop cihazi ile
belirlenmistir.  DNA’nin  sulandirildigi  soliisyon ile kalibrasyonu yapilan
spektrofotometre cihazina, ornekten 1 pl konularak, hem miktar1 hem de saflig1 not

edilmistir.

3.5. Yeni Nesil Dizileme (YND)

Hedefli ekzom dizilemenin gerceklestirilecegi ¢alismamizda, Dismorfoloji ve Displazi
Aragtirma (DDA) Gen Paneli (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilmistir. Bu panel,
519 gen (Ek Tablo 1) icermektedir. Amplikonlarin uzunluklar1 ortamala olarak 200
b¢’dir. Yeni nesil dizileme analizi, Ion S5 System cihaz1 ile gergeklestirilmistir. Sekil

3.2°de sematize edilen YND’ nin kapsamli is akist asagida anlatilmaktadir.

Genomik Kiitiiphane Kahp Paralel Veri
DINA Olusturma Olusturma Dizileme Anahzi

Sekil 3.2. Yeni nesil dizilemenin uygulama asamalar1
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3.5.1. QUBIT Florometre ile DNA Miktarinin Olciimii

QUBIT florometre (Invitrogen, ABD) ile DNA miktar 6l¢timii igin, dsSDNA HS Assay
Kit (Invitrogen, USA) kullanilmis ve kit protokoliinde belirtilen adimlar uygulanmstir.
Olgiime baslamadan &nce reaktifler (kimyasallar) vortekslenmis ve 1:200 oranindaki
calisma sollisyonu hazirlanmistir. 198 pl c¢alisma soliisyonuna 2 pl DNA Grnegi
eklenmistir. Kalibrasyonunun yapilacagi standart 1 ve standart 2 olarak adlandirilan
soliisyonlar ise 190/10 pl olacak sekilde hazirlanmistir. Ilk olarak standart 1 ve standart
2 Olgtlerek, en yiiksek ve en kiiciik deger araligi tanimlanmistir. Ardindan 6rneklerin
Olctimiine gegilirek, elde edilen sonuglara gore tiim DNA’lar, 5 ng/ ul’ye gelecek sekilde

niikleaz icermeyen su ile seyreltilmistir.

3.5.2. Kiitiiphane (Library) Hazirhg

Kitiiphane hazirligi lonAmpliseq Library Kit 2.0 (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile
tireticinin protokoliine uygun olarak gergeklestirilmistir. Bu is akisinda, gerekli
kimyasallar c¢ikartilarak buz iizerinde erimeye birakilmis ve calismanin bu asamasi,
soguk rak iizerinde devam etmistir. Kullanilan dismorfoloji ve displazi paneli, tiim hedef
bolgeleri tanityan primerlerin yer aldigi iki havuza (pool) sahiptir ve her bir havuzun
PZR’si (polimeraz zincir reaksiyonu) ayr1 ayr1 yapilmistir. PZR reaksiyonu hazirlanirken

kullanilan soliisyon ve miktarlar1 ile uygulanan PZR protokolii su sekildedir:

PZR Karisimi (1 hasta 6rnegi icin)

5X lon AmpliSeq HiFi Mix 2 ul
2X lon AmpliSeq Primer Havuzu 5ul
gDNA (10ng/ ul) 1l
Niikleaz igermeyen su 2ul
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PZR Protokolii:

Bu asamada drnekler; her bir dongii icin 99°C’de 2 dk, 99°C’de 15 sn ve 60 °C’de 12 dk
kalacak sekilde 13 dongiiliik 1s1l tepkime igin PZR cihazina konmustur. Tepkime
sonunda drnekler cihazdan almana kadar 4°C°de beklemeye birakilmistir. PZR isleminin
ardindan bir 6rnege ait olan iki PZR reaksiyonu (her havuz i¢in bir tane) 96’lik well

platede bir araya getirilmis ve toplam 20 pl’lik hacme ulasilmistir.

3.5.3. Parcalama (Digestion)

Bu asamada da buz iizerinde calisilarak, lon Ampliseq Library Kit 2.0 (Thermo Fisher
Scientific, ABD) kullanilmustir.

. 20 pl PZR iriinlerinin tizerine 2 ul FuPa Reagent (Life Technologies, ABD)
eklenerek toplam hacimde 22 ul’ye ulasilmistir.

. Plate vortekslenip kisa ¢oktiirme santrifiijii yapilmustir.

. Thermal cycler cihazinda su protokol uygulanir: 50°°C’de 20 dk, 55°C’de 20 dk
ve 60°C’de 20 dk. Reaksiyon sonucunda drnekler en fazla 1 saat 4°C’de bekletilmistir.

3.5.4. Barkod Hazirlama
Ligasyon (baglanma) asamasinda kullanilacak olan barkodlar i¢in IonXpress Barcode
Adapters Kit (Life Technologies, ABD) (-20°C) kullanilarak bir karisim hazirlanmistir.

Boylelikle her bir barkod, adaptor ve su kullanilarak 1:4 oraninda diliie edilmistir.

Barkod-Adaptor Miksi

lon P1 Adapter 2 ul
lonXpressBarcode X 2ul
Niikleaz igermeyen Su 4 ul
Toplam hacim 8 ul
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3.5.5. Ligasyon (Baglanma)

Barkodlarin DNA 6rneklerine baglanmasi igin Ion Ampliseq Library Kit 2.0 (Thermo
Fisher Scientific, ABD) (-20 °C) kullanilmistir. Bu asamada buz iizerinde calisilarak
hazirlanan miks her bir 6rnege tek tek eklenmistir. Kit iginde yer alan soliisyonlar ve

miktarlari ise su sekildedir:

Switch Solution 4 ul
Dilue Barkod-Adaptor Miksi 2ul
DNA Ligaz 2ul
Parcalama (Dijesyon) Uriinii 22 ul
Toplam hacim 30 ul

Plate, vortekslenip kisa bir ¢oktiirme santrifiijii yapildiktan sonra thermal cycler cihazina
yiiklenir. Bu asamada ornekler; 22°C’de 30 dk, 68°C’de 5 dk ve 72°C 5 dk olacak

sekilde 1s11 dongiiye almir. Islem sonucunda érnekler, 10°C’de bekletilebilir.

3.5.6. Piirifikasyon
Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, USA) (+4 °C) ve DynaMAG 96’lik well
plate ile manyetik beadler (boncuklar) ve manyetik bir rak aracilifiyla, orneklerin

piirifikasyonu gerceklestirilir. Bu asamada takip edilen is akis1 ise su sekildedir:

1. AMPure XP Reagent reaktifi oda sicakligina getirilir.

2. Beadler (boncuklar) iyice vortexlenir ve tamamen homojenize bir sekilde
dagilana kadar yavasca pipetaj yaparak kullanilir.

3. Taze %70’lik etanol hazirlanir. Ornek basina, 230 pl saf Etanol (>%99) + 100 pl
niikleaz icermeyen su kullanilir.

4. Her well iizerine 45 pl (toplam hacmin 1,5X kati1 olacak sekilde) Agencourt
AMPure XP (Beckman Coulter) eklenir ve {izeri strip kapak ile kapatilir.

5. Plate 1000-1500 rpm’de 15-20 sn kadar vortekslenir ve ardindan 5 sn quick spin
yapilir.

6. Plate oda sicakliginda 5 dk bekletilir.
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7. Bu sirada ION Ampliseq Library Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD) i¢inde yer
alan Platinium PCR SUPER MIX ve Amplification Primer MIX -20°C’den
cikarilarak, buz lizerinde erimeye birakilir.

8. Inkiibasyon sonrasi, plate manyetik standa/raka alinir.

9. Karisim tamamen temizlenene kadar (yaklagik 2 dk) bekletilir.

10. Cok kanall1 pipet kullanilarak beadlere tutunan DNA’lardan olusan pellete zarar
vermeden siipernatantlar atilir.

11. 150 pl taze %70’lik etanol eklenir.

12. Plate, rak iizerinde hareket ettirilerek (1-12 siitunlardan alinip 2-dis siitun
hizasina yerlestirilerek) yikama yapilir. Bu asama 3 kere tekrarlanir. Her bir adim
icin 15 sn beklenir.

13. Son yikama adimi sonrasinda plate 1-12 siitun hizasina geri getirilir ve 1 dk
beklenir.

14. Beadler tamamen kuyucuk ¢eperlerine yapistiktan sonra pellete zarar vermeden
supernatantlar atilir.

15. 12-14. adimlar tekrar edilir.

16.10-100 pl c¢ok kanalli pipet kullanilarak tiiplerin dibinde kalan etanol
damlaciklar1 da uzaklastirilir. Etanoliin tamamen uzaklastirilmasi i¢in plate agzi
acik sekilde 3 dk oda sicakliginda manyetik stant {izerinde bekletilir (1-12 siitun

hizasinda) ve ardindan bir sonraki asamaya gegilir.

3.5.7. Kiitiiphanenin Amplifikasyonu
Bu asamada, Ion Ampliseq Library Kit 2.0 (Thermo Fisher Scientific, ABD) (-20 °C)

kullanilmistir.
Platinum PCR Siiper Karisim Hi Fi .......... 50 ul
Amplifikasyon Primer Karisimi ................. 2ul

1. Ornek sayisindan bir fazla olacak sekilde karisim, buz iizerinde hazirlanir, vortex
ve kisa santrifiij yapilir.
2. 52’ser pl beadlere bagli 6rneklerin bulundugu well'lere dagitilir.

3. Plate vortexlenir ve kisa santrifiij yapilir.
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Plate tekrar manyetik standa alinir. 2 dk veya temizlenene kadar bekletilir.

52 ul siipernatant, pellete dokunmadan alinip, plate tizerindeki bos well'lere buz
iizerinde aktarilir.

Thermal cycler cihazinda, toplamda bes dongii olacak sekilde; 98°C’de 2 dk,
98°C’de 15 sn ve 64°C’de 1 dk seklinde uygulanan PZR protokolii kullanilarak

ornekler amplifiye edilir. Islem sonucunda 6rnekler 4°C’de bekletilebilir.

3.5.8. Kiitiiphanenin Piirifikasyonu

Amplifiye olan kiitiiphane, DynaMAG 96'lik well plate magnet ve Agencourt AMPure
XP (Beckman Coulter, ABD) (+4 °C) kullamilarak, iki asamali olarak piirifiye edilir:

Bir onceki piirifikasyon asamasinda kullanilan AMPure XP (Beckman Coulter,
ABD) kimyasal1 kullanilir.

Beadler iyice vortexlenir ve tamamen homojen bir sekilde dagilana kadar
yavasga pipetaj yaparak dagitilir.

Taze %70’lik etanol hazirlanir.

Asama 1

o M D

Kuyucuklarin tizerine 25 pl Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, ABD)
eklenir. (0.5X)

Vortex veya pipetaj yapilarak iyice karismasi saglanir.

Oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilir.

Inkubasyon sonrasi plate, magnetik standa almir

Karigim tamamen temizlenene kadar (yaklasik 5 dk) bekletilir.

Pellete temas etmeden siipernatantin tamami yeni kuyucuklara alinir.

Bu asamada istenilen kiitiiphane siipernatant igerisinde yer almaktadir.
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Asama 2

Plate magnetik standdan normal rak tizerine alinir.

1.

o g~ D

10.
11.

12.

13.
14.
15.
16.

Her kuyucugun tizerine 60 ul Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, ABD)
eklenir (6rnegin 1.2 kat1 hacimde olacak sekilde miktar belirlenir).

Vortex veya pipetaj yapilarak iyice karigmasi saglanir.

Oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilir.

Inkubasyon sonrasi plate, tekrar magnetik standa alimnir.

Karisim tamamen temizlenene kadar (yaklasik 3 dk) bekletilir.

Pellete zarar vermeden silipernatant atilir. Amplikonlar bu kez beadlere
baglanmustir.

Her kuyucuga 100 pl taze %70’lik etanol eklenir.

Plate 1-12 siitunlardan alinip 2-dis siitun hizasina yerlestirilerek yikama isleme
gerceklestirilir. Bu asama ti¢ kez tekrar edilir. Her bir asamada yaklasik 15 sn
kadar beklenir.

Pellete zarar vermeden siipernatant atilir.

7-9. adimlar tekrar edilir.

Stipernatantin uzaklastirilmasindan sonra plate magnetik standda 1 dk bekletir ve
cok kanalli pipet kullanilarak kuyucuklarin dibinde kalan etanol damlaciklar1 da
uzaklastirilir.

Etanoliin tamamen uzaklastirilmast i¢in kuyucuklar agz1 acik sekilde 3 dk oda
sicakliginda bekletilir.

Magnet iizerinde kuyucuklarda yer alan pelletin tizerine 50 ul Low TE eklenir.
Vortexleme ve kisa santrifiij yapilir.

Plate Magnet iizerine yerlestirilir.

Siipernatantin tamami, yeni kuyucuklara aktarilir. Istenilen kiitiiphane artik bu

slipernatant icerisindedir.

3.5.9. Kiitiiphanenin QUBIT ile Ol¢iimii
Qubit dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, ABD) kullanilarak olusturulan kiitiiphanenin

Olctimii gergeklestirilmistir:

1:200 oranindaki ¢alisma soliisyonu hazirlanir:
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e 1 ul Qubit Reagent X Ornek Sayis1

e 199 ul Qubit Buffer X Ornek Sayist
Qubit Assay tiiplere, 190 pul Working Solution + 10 ul Library 6rnegi eklenir ve
vortekslenir. Qubit'te Olglim yapilir. Bu asamada kiitliphane Ornegimizin Qubit

sonucunun 300-1000 ng/ml arast olmas1 gerekmektedir.

3.5.10. Kiitiiphanenin Diliisyonu ve Birlestirilmesi
Bu islem Ion Chef cihazina ¢ipler yiikleme yapilmadan hemen 6nce yapilmustir.
1. Qubit ol¢limii sonrasi tiim drnekler 18 ng/ml’ye, niikleaz icermeyen su ile diliie
edilir.
2. Dilue edilmis 6rneklerden ilk 11 6rnegin her birinden 25’er pl alinip ¢ip 1 igin
tek bir tiipte birlestirilir. Diger 10 6rnek de ayn1 sekilde ¢ip 2 igin birlestirilir.

3. Vortex ve spin down yapilir.

3.5.11. Ion Chef Robotuna Ciplerin Yerlestirilmesi

21 6rnegin DDA paneli kullanilarak gergeklestirilecek olan yeni nesil dizilemesi igin iki
adet 540 cipleri kullanilmistir. Calismaya baslamadan en az 45 dk énce Ion PGM™ HI-
Q Chef Reagents Cartridge —20°C’den ¢ikarilarak oda 1sisina getirilmistir. Oda 1sisinda
tutulan Hi-Q CHEF Supplies kitte yer alan bos tip raki, yeni tip kartusu (Ion Chef™ Hi-
Q Tip Cartridge), PZR plate’i, plate seali, reaksiyonlar sirasinda kullanilacak soliisyonlar
Ion Chef igindeki ilgili boliimlere yerlestirilmistir. Robotun santrifiij bolmesinin
icerisine 1ise toplama tiipleri dikkatlice yerlestirilmis ve {lzerilerine kapaklari
kapatilmistir. Zenginlestirme kartusunun yerlestirilmesinin ardindan ¢ip adaptorii ¢ipe,
barkodu goriilecek sekilde takilmustir. 45 dk once ¢ikarilan Hi-Q Reagents Cartridge
yerine yerlestirilir ve sonra poollar1 koydugumuz 6rnek tiipleri yerlestirilmistir. Tim
reaktiflerin dogru yerde olup olmadiklar1 kontrol edildikten sonra, lon Chef robotu

caligtirilmustir.

3.5.12. Ion S5 Dizileme Cihaz1
Ion Chef robotunun ¢iplere yiikleme islemini tamamlamasinin ardindan, 6rneklerin yer

aldig1 birinci ¢ip bekletilmeden Ion S5 dizileme cihazina yiiklendi. Cip 2 ise
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kurumamast i¢in, kapakli bir kutuya koyularak +4°C’ye kaldirilmistir. Birinci ¢ipin
dizileme islemi tamamlandiktan sonra ikinci ¢ip cihaza yiiklenerek, orneklerin DNA

dizilemesi gergeklestirilmistir.

3.5.13. Varyant Analizi

519 gen ve 12,547 amplikon tarayan Dismorfoloji ve Displazi Arastirma Paneli v2 (Ion
AmpliSeq, Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak gergeklestirilen hedefli yeni
nesil dizilemenin sonucunda, elde edilen diziler Torrent Suite Software (Thermo Fisher
Scientific, ABD) kullanilarak GRCh37/hgl9 referans genomuna gore haritalanmis ve
varyantlar ¢agirilmistir. Elde edilen Varyant Cagirma Dosyast (VCF:Variant Calling
File) The Ingenuity Variant Analysis (QIAGEN, ABD) programina yiiklenerek,
filtreleme ve aday varyantlar1 tespit etme islemi gerceklestirilmistir. ilk olarak,
kodlanmayan bdlgede bulunan varyantlar ile sinonim varyantlar elenmis ve sekans
okuma kalitesi >99 olan varyantlar secilmistir. Daha sonra dbSNP, 1000 Genome ve
ExAC gibi popiilasyon bazli ekzom ve genom verileri igeren veri tabanlarinda Mindr
Allel Frekans1 (MAF) < %] olan varyantlar filtrelenerek degerlendirmeye alimustir.
Kraniyosinostoz bulgusuyla uyumlu olabilecegi tespit edilen varyantlar, hem olgularda
hem de ulasilabilen aile bireylerinde Sanger dizileme ile dogrulanmistir. Bulgular
kisminda detaylar1 verilen olas1 patojenik varyantlarin Sanger dizilemesinde {ireticinin
protokolii takip edilerek BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, ABD) kullanilmis ve ABI 3130 Genetic Analyzer (Life Technologies,
ABD) cihazinda friinler yiiriitiilmiistiir. Dizilenen Orneklerin goriintiilenmesi BioEdit

Sequence Alignment Editor (Ibis Biosciences, ABD) programi ile gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

Akdeniz Universitesi Pediatrik Genetik bilim dali tarafindan kraniyosinostoz tanisi
konan ve ebeveynleri tarafindan onam formu imzalanan 30 olgu ¢alisma kapsamina
alimmistir. Bu olgulardan dokuzu kiz (%30), 21’1 ise erkektir. YND (yeni nesil dizileme)
analizine alinan olgularda ise kizlarin erkeklere olan orani 6:15°dir. Calisma grubunda
yer alan olgularin yas ortalamasi ise 4,59+3,4 olarak hesaplanmistir. Yapilan YND
analizi sonucunda olasi patojenik varyasyon tespit edilen olgular, tekrar Pediatrik
Genetik poliklinigine ¢agirilarak ekibimizde yer alan hekimlerimiz tarafindan kapsamli
klinik degerlendirmeye alinmistir. Bu degerlendirmede, Tablo 4.1°de yer alan kriterlerin
olguda gozlenip gozlenmedigi degerlendirilmis ve ilave bulgular listelenmistir.
Olgulardan alt1 tanesinin ailesi hastanemize kapsamli klinik degerlendirmeye gelmeyi
kabul etmistir. Ulagilamayan olgularin, hasta kayit dosyalarinda yer alan bilgilerden

faydalanilarak, Tablo 4.1.’de yer alan klinik izlem tablosu doldurulmustur.
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Tablo 4.1. Caligma kapsamina alinan olgularin klinik bulgulari ve genotip verisi

OLGULAR NC1 NC2 NC3 NC4 NC5 NC6 NC7 NC8 NC9 NC10 NC11
Anomaliler
Okiiler
Proptosis - - - - - - + - - - +
Hipertelorism - - - - - + - - + - -
Strabismus - - - + - - - - - - -
Dar Gz Cukuru - - - - - - - - - - -
Diger - - - - - - - hipermetropi - - -
Kraniyofasiyal fasiyal asimetri
Kafa Biiyiikliigii n/a n/a n/a 49 (<3p) n/a 49,6 (75p) |49,8 (<50-75p) n/a 47,5 (75-90p)|48,2 (75-90p)|49 (25-50p)
Normosefali n/a n/a - - n/a + - + + +
Mikrosefali n/a n/a - + n/a - + - - -
Makrosefali n/a n/a + - n/a - - - - -
Bas Cevresi (cm) nla n/a nla 49 (<3p) n/a 49,6 (75p) 19,8 (<50-75p. 47,5 (75-90p)|48,2 (75-90p)|49 (25-50p)
Kafa Sekli
Skafosefali - - + - - - - + R R +
Plajiosefali - - - + - - - - -
Trigonosefali + + - - - + + - - + _
Brakisefali + - - + - - + - + N _
Oksisefali (koni seklinde kafa) - - - - - S - - -
Turrisefali (Kulekafa ) - - - - - = - r - - -
Yonca yapragi kafa - - - - - = - - - - -
Fasiyal Bulgular
Diiz Yiiz = = - 3 - - - - + - -
Frontal ¢ikint1 + + - - = + _ - + _ +
Genis anterior fontanella - - - - - - - - - -
Hidrosefali - - - - - = E - - - -
Orta Yiiz Hipoplazisi - - - - - = + - + _ -
Displastik Kulak - - - + - 3 + - - - -
Stenotik dis kulak - - - - o o - (helix kivrimi - - - -
Kanallar - - - - - - - 2 - - -
Armut sekilli burun - - - - - - - o - - -
Diisiik burun kopriisii - - - - + + + E + - -
Damak abnormalitesi - - - - - - o - - -
Ekstremiteler|bilateral calcaneovalgus; halluks valgus |ayakta dismorfizm (bas par] Klinodaktili
Coklu eklem kontraktiirleri - - - ellerde + - - - - - - -
Radyohumeral sinostozis - - - - - - - - - - -
Femoral kontraktiirleri - - - - - - - - - - -
Femoral egrilik - - - - - - - - - - -
Sindaktili - - - - - - - - - - -
Genis parmaklar - - - - - - + (genis ayak b - - - -
Kamptodaktili - - - - - - - - - - -
Rocker bottom feet - - - - - - - - - - -
Boy kisaligi - - - - - - - - - -
Diger Bulgular|serebral palsi, dizarktik konusma pectus excavatum DMD takipli
Isitme Testi - - - - - - - - - - -
Kalp defekti - - - PDA - - - - - - PFO
Genital anomali - - - - egik penis - - - - - -
CNS yap1 abnormalitesi - - - - - - - - -
Nobet - - - - - + - - - - -
Gelisme geriligi + - - + - - - - - - -
Erken 6liim - - - - - - - - - - -
Cinsiyet| K E E K E E E K K E E
Boy nla nla nla nla 115,5 (50p) | 127,5 (25p) 106 (97p) | 97,5 (25p) |93 (50-75p)
Kilo nla nla nla nla 16 20 (25-50p) 22,3 (5p) 17 (75p) 13,7 (10p) | 13 (25p)
Yas (y1l) 9 7 6 14 6 6 9 5 3,5 3,5 2,5
Prenatal donem ilag nla n/a nla n/a - - n/a - - n/a
Dogum Biiyiikliigii (kg) n/a n/a n/a 2,75 n/a 36 2,95 n/a 38 3,61 45
Sporadik| nla nla nla nla n/a + + nla + + n/a
Ailesel olgu nla n/a nla nla n/a - - n/a - - n/a
Anne yasi (yil) nla n/a nla 37 n/a 36 29 nla 33 29 37
Baba yasi (y11) nla n/a nla 41 n/a 42 36 nla 46 33 43
Kromozomal Analiz| 46,XX 46,XY 46,XY 46,XX 46,XY 46,XY 46,XY 46,XX 46,XX 46,XY 46, XY
FGFR? analizi - - - - - - - - - - -
DDA panel analizi - FBN1 FREM1 - - FREM1 FBN1 - TCF12 TCOF1 FREM1
Tespit edilen mutasyon - p.H1187R | p.P1802L - - p.G1493R p.G301V - p.M260fs*5| p.P589fs*7 | p.S1296R
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Tablo 4.1. Caligma kapsamina alinan olgularin klinik bulgulari ve genotip verisi (devamu)

OLGULAR NC12 NC13 NC14 NC15 NC16 NC17 NC18 NC19 NC20 NC21 |
Anomaliler
Okiiler yukar1 ¢ekik p
Proptosis - - - - - _ ~
Hipertelorism - - - - + + - -
Strabismus - - - - - + - +
Dar G6z Cukuru - - - - + _ _ "
Diger - - diisiik sol goz - - - - kaba yiiz gorin
Kraniyofasiyal|kalsifiye sefal hematom
Kafa Biiyikligii| 50 (50p) 48 (25p) n/a nla 44 (25-50p) 55,9 (>97p) nla 50.5 (75-90p) nla
Normosefali + + - - - + -
Mikrosefali - - + - - +
Makrosefali - - - + + R N
Basg Cevresi (cm) 48 (25p) n/a 44 (25-50p) 55,9 (>97p) nla 50.5 (75-90p) n/a
Kafa Sekli -
Skafosefali + - - - - + + + N
Plajiosefali - - sag koronal - - - - -
Trigonosefali - - - + - - - -
Brakisefali - + = - + - - + +
Oksisefali (koni seklinde kafa) - - - - - - 5 B
Turrisefali (Kulekafa ) - - - - - - o -
Yonca yaprag: kafa - - - - - - - B
Fasiyal Bulgular
Diiz Yiiz E F S a i - z
Frontal ¢ikintt + - + + + + + +
Genis anterior fontanella - - - - c - -
Hidrosefali - - - - -
Orta Yiiz Hipoplazisi - - - + + - -
Displastik Kulak - - - + + - B
Stenotik dis kulak - - - - -
Kanallar - - - - = -
Armut sekilli burun belirgin burun + - - + - -
Diisiik burun kopriisii - - + + + + +
Damak abnormalitesi - | - - + - N -
Ekstremiteler|genu valgum deformitesi Bilateral simian +
Coklu eklem kontraktiirleri - - - N - - - -
Radyohumeral sinostozis - - - - - - - -
Femoral kontraktiirleri - - - - - - - -
Femoral egrilik - - - - - - _ _
Sindaktili - - - - - - - -
Genis parmaklar - - - - - - - _
Kamptodaktili - - - - - R - _
Rocker bottom feet - - - - - - - _
Boy kisaligt - - - - - - - _
Diger Bulgular hipotiroidi
Isitme Testi - - R R R N R N
Kalp defekti - - - - - - - -
Genital anomali - - - - - - - penoskrotal hy
CNS yap1 abnormalitesi - - - - - - - -
Nobet - - - - - - - -
Gelisme geriligi - - - - - - - +
Erken 6lim - - - - - - - -
Cinsiyet E E E E K E K E E E
Boy| 107 (>97p) 85 (50p) 72 (10-25p) nla 88 cm 90,97 L nla n/a 99 (90p) 91 (10-25p)
Kilo] 17 (75-90 p) | 12 (25-50p) [ 9 (10-25p) n/a 11 18,5 nla n/a 16 (75-90p) | 12 (10-25p)
Yas (yil) 3.2 4 1 3 2,5 3 2,5 15 3 3
Prenatal dénem ilag - n/a euthyrox nla - nla nla n/a
Dogum Biiyiikliigii (kg) 3,98 n/a n/a nla 3,7 4 nla nla 2,7
Sporadik| + n/a n/a n/a - + n/a n/a -
Ailesel olgu - n/a n/a nla + (baba +) n/a n/a anne+ dayi+ |amca CRN+, I
Anne yas (y1l) 30 33 n/a nla 37 (40) 35 n/a nla nla 32
Baba yag1 (yil) 32 33 n/a nla 38 (41) 39 n/a nla nla 36
Kromozomal Analiz|  46,XY 46,XY 46,XY 46,XY 46,XX 46,XY 46,XX 46,XY 46,XY 46,XY
FGFR2 analizi - - - - - - - -
DDA panel analizi - - ERF - TCF12 AXIN2 - -
Tespit edilen mutasyon - - p.G299fs*9 - p.P369fs*26 | p.L349fs*24 - -
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Tablo 4.1. Caligma kapsamina alman olgularm klinik bulgular1 ve genotip verisi (devami)

OLGULAR NC22 NC23 NC24 NC25 NC26 NC27 NC28 NC29 NC30
Anomaliler
Okiiler hipotelorizm
Proptosis - - - + - - - N N
Hipertelorism - - - + - - - N N
Strabismus - - - - B - + N
Dar G6z Cukuru - cokiik goz gukus - - - - - _
Diger batan giines I - - - - - N N
Kraniyofasiyal dismorfik yiiz dismorfik yiiz
Kafa Biiyiikliigii n/a 50,5 (75-90p) 56,5 (>97p) 38,5 (<3p) n/a n/a 47,7 (10-25p) n/a nla
Normosefali n/a + - - n/a n/a + n/a n/a
Mikrosefali n/a - - + nla nla - +
Makrosefali n/a - + - n/a n/a - -
Bas Cevresi (cm) n/a 50,5 (75-90p) 56,5 (>97p) 38,5 (<3p) n/a n/a 47,7 (10-25p)| n/a n/a
Kafa Sekli
Skafosefali + - + + + - + - N
Plajiosefali - - - - B B I N
Trigonosefali - + - + - + N
Brakisefali - - + - - N +
Oksisefali (koni seklinde kafa) - - - - - - N
Turrisefali (Kulekafa ) - - - - B B N N
Yonca yaprag: kafa - - - - - - N N
Fasiyal Bulgular
Diiz Yiiz - - - - = - N N
Frontal ¢ikint1 + - g - + + - + +
Genis anterior fontanella - - - + - N
Hidrosefali ? - - - = - - - N
Orta Yiiz Hipoplazisi - - - - S - - N +
Displastik Kulak - - - bilateral diisiik ve kij 2 - B -
Stenotik dis kulak - - - - 2 - N N N
Kanallar - - - - = B - N N
Armut sekilli burun - - - - - - - - N
Diisiik burun kopriisii - + - + - - - N N
Damak abnormalitesi - - mikrognathi - 2 - _ N
Ekstremiteler
Coklu eklem kontraktiirleri - - - - - N N _ N
Radyohumeral sinostozis - - - - 3 B - N N
Femoral kontraktiirleri - - - - = - e N N
Femoral egrilik - - - - - - > - N
Sindaktili - - - - N N N N R
Genis parmaklar - - - - - - - - N
Kamptodaktili - - - - - - - N N
Rocker bottom feet - - - - - N - N R
Boy kisalig - - - - - - - N N
Diger Bulgular [kutis marmoribas-boyun hiperemik, Pitriazis alba of hiperemik, prematkonjenital hipotiroidi
Isitme Testi - - N N N N R N N
Kalp defekti - - sekundum ASD, PFO |genis asd - - - - -
Genital anomali - - - - - B - N N
CNS yap1 abnormalitesi - - - - - - - N N
Nobet - - - - - - - - N
Gelisme geriligi - - - mental gg + - - - - _
Erken 6lim - - - - - - - - N
Cinsiyet E K E K E E E K E
Boy n/a 101 (75-90p) [ 114 cm (75-90 p) 74 cm (3p) n/a n/a 91,5 (90p) n/a n/a
Kilo nla 15,3 (50-75p)| 19 kg (50-75p) 7.4 kg (<3p) nla nla 12,8 (25-50p) n/a nla
Yas (yil) 25 3 5 1 25 25 25 3 4
Prenatal donem llag n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Dogum Biiyiikliigii (kg) 38 3,8 nla n/a n/a n/a n/a n/a
Sporadik n/a n/a nla n/a n/a n/a nla nla nla
Ailesel olgu n/a nla nla nla nla n/a nla nla nla
Anne yas1 (yil) n/a 34 25 n/a (madde bagim|| n/a n/a nla n/a nla
Baba yas (y1l) nla 37 31 nla nla nla n/a n/a n/a
Kromozomal Analiz| 46, XY 46,XX 6,XY inv(9) (p11g13,XY inv(9) (p11ql 46, XY 46, XY 46, XY 46,XX 46, XY
FGFR2 analizi - - - - B - N N N
AXIN2 (Ekzon 4) - - - - - - - - N
TCF12 (Ekzon 10) - - - - - - - - €.825+5G>T/+
TCF12 (Ekzon 13) n/a - - - - - - N N
FREM1 (Ekzon 23) nla - - - - - - N N
FREM1 (Ekzon 26) n/a Gln/+; p.Asplp/+; p.Asp1597Asp/p|, p.Alal595Ala/+; GIn/+; p.Asp|p.Asp1597A97Asp/p.Asp]p.Asp1597Aa/p.Alal595Ala; |
FREM1 (Ekzon 30) nla - - - - - - N N
ERF (Ekzon 4) n/a - 327Ser/+; p.Ala410, - - - ySer/+; p.Ala4 - 27Ser/+; p.Ala41(
FBN1 (Ekzon 9) n/a - - - - - - - N
FBN1 (Ekzon 29) n/a - - - 3464-5G>A| - N N C
Tam - - - - - - - - €.825+5G>T/+
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4.2. Genomik DNA Orneklerinin Hazirlanmasi

Calisma kapsamina alinan 30 sendromik olmayan kraniyosinostozlu olgunun, genomik

DNA o6rneklerinin miktar1 ve safligi Nanodrop spekrofotomertre ile 6l¢lilmiistiir. YND

analizine alinan olgularin DNA’lar1 ayrica QUBIT ile de olglilerek sonuglar

kaydedilmistir (Tablo 4.2)

Tablo 4.2. DNA dizileme analizi yapilacak olgularin genomik DNA miktar, saflik ve diliisyon degerleri

HastaNo | YND'ye Almanlar Dﬁi”%?;mﬁ Saflik (260/280) Qﬁgﬂ% Diliisyon Kg‘l‘;“‘_’::‘ﬁ"e Diliisyon
Toplam | DNA [ SU Toplam | DNA | SU
NCL T 25 187 312 32 | 5 | 262 | 1102 1102 | 10 | 1092
NC2 T 04 2,03 3 5 5 | 10 998 998 | 10 | 988
NC3 T 113 2,04 4.8 8 | 5 | 98 986 986 | 10 | 976
NC4 = 204.8 183 308 08 | 5 | 258 | 1018 1018 | 10 | 1008
NC5 Y 126 1,86 14,7 %7 | 5 | o7 1118 1118 | 10 | 1108
NC6 ¥ 7.2 2,03 189 89 | 5 | 139 910 910 | 10 | 900
NC7 T 8 197 4.4 44 | 5 | 94 1140 1140 | 10 | 1130
NC8 ¥ 26,9 192 416 416 | 5 | 366 | 1446 1446 | 10 | 1436
NG9 T 84,2 181 12,1 21 | 5 | 74 996 9% | 10 | 986
NC10 Z 49,7 194 419 419 | 5 | 369 | 1038 1038 | 10 | 1028
NCIL = 19 192 17,7 7.7 | 5 | 127 894 894 | 10 | 84
NC12 T 56,3 186 36,6 %6 | 5 | 316 906 906 | 10 | 8%
NC13 T 15,3 182 20,9 209 | 5 | 249 | 1100 1100 | 10 | 1090
NC14 T 2.4 183 371 371 | 5 | 31| 1104 1104 | 10 | 1094
NCI5 T 132 1,93 11,2 112 | 5 | 62 550 550 | 10 | 540
NC16 ¥ 20,6 1,9 313 313 | 5 | 263 | 156 1516 | 10 | 1506
NC17 T 623 187 493 293 | 5 | 43| 1372 1372 | 10 | 1362
NC18 Z 4,7 175 49,7 497 | 5 | 447 | 1190 1190 | 10 | 1180
NC19 T 233 185 25,3 253 | 5 | 203 758 758 | 10 | 748
NC20 T 398 168 317 3,7 | 5 | 267 | 1182 182 | 10 | un
NC21 T 1.8 165 128 28 | 5 | 78 1080 1080 | 10 | 1070
NC22 - 28,6 172 3 : - - 3 : - -
NC23 - 175 188 - - - -
NC24 - 20,6 1,98 - - - -
NC25 : 273 1,96 - - - :
NC26 : 221 2 - - - -
NC27 : 574 1,89 : : - -
NC28 : 21,9 184 : : : :
NC29 : 34,9 182 : : : :
NC30 B 44,6 1.9 : - - B

4.3. Yeni Nesil Dizileme Bulgular:
4.3.1. Cip Analizi

Yapilan yeni nesil dizileme (YND) analizi sonucunda, kullanilan g¢iplerin doluluk

oranlar1 ve yiiklenen orneklerin okuma kalite degerleri kontrol edilmistir. Yapilan bu

kontrol sonucunda, YND isleminin basariyla gerceklestigi ve drneklerin analiz edilebilir

durumda oldugu gorilmiustiir. Karsilastirmali sonuglar Tablo 4.3’de 6zetlenmektedir.
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Tablo 4.3. YND asamasinda kullanilan iki ¢ipin karsilastirmali 6n analizi

Ozellikler Cip 1 Cip 2
Cipin dolulugu 85% 89%

Cipin Klonalitesi 74% 73%

Total Okuma Kalitesi 85% 89%
Toplam Okuma Sayis1 80,818,727 | 87,463,447
Ortalama Baz Uzunlugu (bp) | 207 207

4.3.2. YND Analiz Bulgulari

lon S5 Sistemi (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) ile yapilan DNA dizileme islemini
takiben, Torrent Suite Software (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) programi
kullanilarak; elde edilen genotip GRCh37/hgl9 referans genomuna eslestirilmis ve
varyantlar ¢agirilmistir. Varyantlarin tanimlanmasi ve filtrelenmesi i¢in The Ingenuity
Variant Analysis (QIAGEN, CA, USA) programi kullanilmustir. {lk olarak kodlanmayan
bolgelerde yer alan ve sinonim degisim ile sonuclanan varyantlar elenmistir. Daha sonra
dbSNP, 1000G ve ExAC gibi popiilasyon bazli veri tabanlarinda >1% minor allel
frekansina (MAF) sahip olan varyantlar ¢ikarilmis ve geriye kalan varyantlarin genotiple

olan uyumluluklar1 degerlendirilmistir.

21 hastanin bir arada analiz edilmesi sonucunda elde edilen 6380 varyantin genel

dagilimi sekil 4.1.”de gosterilmistir.
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Zararsiz (4779)

— Patojenik (12)
Muhtemelen Patojenik (35)

~ Muhtemelen Zararsiz (521)

Onemi Bilinmeyen (1033)

Sekil 4.1. 21 hastanin bir arada analizi sonucunda elde edilen varyantlarin gruplara gore dagilimi

Calismamiz kapsaminda genotiplenen 21 olguda; filtreleme analizleri sonucunda tespit
edilen varyantlarin bulunduklari genler, lokalizasyonlari, meydana gelen niikleotid
degisimleri, genomdaki bolgeleri, protein varyantlar1 ve ¢esitli popiilasyon veri
tabanlarindaki karsilagilma durumlarini igeren bilgiler Tablo 4.4 — Tablo 4.24°de

listelenmistir.
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Tablo 4.4. NCO1 kodlu hastada filtreleme analizi sonucu elde edilen varyant listesi

Kromozom| Pozisyon | Referans Allel | Ornek Allel | Gen Sembolii | Gen Bolgesi | Varyasyon Tipi | Protein Varyanti | Translasyon Etkisi | dbSNP ID | 1000 Genom % | EXAC % | gnomAD %

2 73679163 |[TGTCATTTCTTATGAGCAGG ALMS1 Ekzonik Delesyon p.N1845_11889del |[¢ercevede

3 39176660 C T TTC21A Ekzonik SNV p.A939V; p.A987V |yanlis anlaml 79015599(0.220 0.805 0.739
5 37108520 C T Chorf42 Ekzonik SNV p.G3098R yanlig anlaml 144081297(0.020 0.094 0.086
6 43014298 T CcC CUL7 Ekzonik Substitiisyon  |p.Q813R; p.Q897R |cergevede 61748654

7 21582963 GA TT DNAH11 Ekzonik Substitiisyon  |p.E34L cercevede 398123604

7 37934146 TA CT NMES8 Ekzonik Substitiisyon  |p.1493T cergevede 386712272

7 75608844 G A POR Ekzonik SNV p.A105T yanlis anlamli 375997962 0.003 0.003

13 39263714 T FREM2 Ekzonik Deletion p.T747fs*17 ¢erceve kaymasi 113570727

13 39424253 CT GC FREM2 Ekzonik Substitution  |p.T2153S cergevede 35252750

16 2152387 AC GG PKD1 Ekzonik Substitution  |p.F3066L cercevede 372874584

17 10304948 T A MYH8 Ekzonik SNV p.D948V yanlis anlamli 772677984 0.001 0.001

17 72308362 C T DNAI2 Ekzonik SNV p.P560L; p.P572L |yanlig anlamli 151241589|0.319 0.231 0.143

21 47754563 A G PCNT Ekzonik SNV p.156V; p.1174V  |yanlig anlaml 891027114 0.007

21 47808772 G A PCNT Ekzonik SNV p.A1194T,; p.A1076]yanlis anlaml

22 26166900 G C MYQ18B Ekzonik SNV p.W547C yanlig anlaml 111737555 0.011 0.005

Tablo 4.5. NC02 kodlu hastada filtreleme analizi sonucu elde edilen varyant listesi
Kromozom Pozisyon Referans Allel Ornek Allel Gen Sembolii Gen Bolgesi | Varyasyon Tipi Protein Varyanti Translasyon EtKisi dbSNP ID 1000 Genom % EXAC % gnomAD %

1 22175460 C T HSPG2 Ekzonik SNV p.R2504H; p.R2505H |yanlis anlamli 62642517(0.240 0.082 0.087
1 110607465 C ALX3 Ekzonik Delesyon p.G113fs*80 cerceve kaymasi
1 110613033 G C ALX3 Ekzonik SNV p.P68A yanlis anlaml 12756321 0.006 0.003
2 27672926 C T IFT172 Ekzonik SNV p.R1330H yanlig anlaml 202236985 0.002 0.003
2 166740365 A C TTC21B Ekzonik SNV p.11208S yanlig anlaml 189519760(0.040 0.022 0.014
4 2828992 C T SH3BP2 Ekzonik SNV p.A183V; p.A212V; p.{yanls anlamli 35313240(0.399 0.562 0.515
4 88583745 G A DMP1 Ekzonik SNV p.R272H; p.R256H yanlig anlaml 145237146|0.120 0.182 0.189
6 43014298 1T cC CUL7 Ekzonik Substitiisyon  |p.Q813R; p.Q897R cergevede 61748654
7 21582963 GA T DNAH11 Ekzonik Substitiisyon  |p.E34L cergevede 398123604
9 94486078 C T ROR2 Ekzonik SNV p.A900T yanlis anlaml 202213533]0.040 0.010 0.009
11 102477377 G T MMP20 Ekzonik SNV p.T281IN yanlig anlamli

11 102477395 A G MMP20 Ekzonik SNV p.V275A yanlig anlaml

12 76740149 G A BBS10 Ekzonik SNV p.P539L yanlig anlaml 71452272

13 39430314 C T FREM2 Ekzonik SNV p.T23261 yanlig anlaml 1437049900.739 0.829 0.718
15 48779301 T C FBN1 Ekzonik SNV p.H1187R yanlig anlamlt 2985686 0.001 0.001
16 89350038 G A ANKRD11 Ekzonik SNV p.A971V yanlis anlaml 376970693

19 46914921 G A CCDC8 Ekzonik SNV p.H383Y yanlis anlaml 145149242|0.938 0.940 0.979
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Tablo 4.6. NCO03 kodlu hastada filtreleme analizi sonucu elde edilen varyant listesi

Kromozom | Pozisyon Referans Allel | Ornek Allel | Gen Sembolii | Gen Bélgesi | Varyasyon Tipi | Protein Varyanti | Translasyon Etkisi | dbSNP ID 1000 Genom % | EXAC % | gnomAD %
1 220359055 C T RAB3GAP2 Ekzonik SNV p.R603H yanlis anlamli 745677533 0.002 0.002
2 73679163 [TGTCATTTCTTATGAGCAGG  ALMS1 Ekzonik Deletion p.N1845_11889del |cercevede
2 166606326 C© T GALNT3 Ekzonik SNV p.V569I yanlis anlamli 146521644|0.499 0.680 0.669
2 220420990 © T OBSL1 Ekzonik SNV p.R1454Q yanlig anlamli 183329050|0.479 0.884 0.835
4 2833665 T C SH3BP2 Ekzonik SNV p.S513P; p.S456P; p|yanlis anlamli 145949614 0.037 0.036
4 15554883 T C CC2D2A Ekzonik SNV p.1814T yanlig anlamli 369305472 0.005 0.007
4 79204025 G T FRAS1 Ekzonik SNV p.A387S yanlis anlaml 760917123 0.001 0.002
5 13914743 A T DNAHS5 Ekzonik SNV p.N402K yanlis anlamli 140782270)0.140 0.149 0.151
5 176638368 G A NSD1 Ekzonik SNV p.E990K; p.E721K |yanlig anlaml 138673583 0.019 0.018
6 43014298 T cC CUL7 Ekzonik Substitution  |p.Q813R; p.Q897R |[cercevede 61748654
6 109803084 C T ZBTB24 Ekzonik SNV p.R49Q yanlig anlamli 147441359|0.439 0.664 0.654
7 21582963 GA T DNAH11 Ekzonik Substitution  |p.E34L cercevede 398123604
7 37934146 TA CT NMES8 Ekzonik Substitution  |p.1493T cercevede 386712272
9 14756374 G A FREM1 Ekzonik SNV p.P338L; p.P1802L |yanhs anlamh 750699682 0.000 0.000
9 35800823 C A NPR2 Ekzonik SNV p.P446T yanlig anlaml
12 109962288 G A UBE3B Ekzonik SNV p.D850N yanlig anlamli 770314364 0.002 0.003
12 133248888 G C POLE Ekzonik SNV p.F569L yanlig anlamli 147438050 0.001
14 61113224 G A SIX1 Ekzonik SNV p.P211L yanlis anlaml 374638294 0.002 0.004
15 43339451 T C UBR1 Ekzonik SNV p.1526V yanlis anlamli
17 10535836 G A MYH3 Ekzonik SNV p.A1638V yanlig anlamli 0.001
17 16203290 C A PIGL Ekzonik SNV p.L142M yanlig anlamli 115958467|0.220 0.498 0.494
17 54671859 G A NOG Ekzonik SNV p.G92E yanlig anlamli 199566527|0.080 0.190 0.163
18 2922094 G Cc LPIN2 Ekzonik SNV p.R760G yanlis anlaml
18 10979655 T G PIEZO2 Ekzonik SNV p.H55P yanlig anlaml 145948919|0.419 0.755 1.116
19 42866695 G A MEGF8 Ekzonik SNV p.E1935K; p.E2002Hyanlis anlaml 0.003

20 6759115 A T BMP2 Ekzonik SNV p.R190S yanlig anlamli 0.000
20 9288522 G A PLCB4 Ekzonik SNV p.A21T yanlig anlamli 765989447 0.001 0.000
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Tablo 4.7. NC04 kodlu hastada filtreleme analizi sonucu elde edilen varyant listesi

Kromozom Pozisyon Referans Allel Ornek Allel Gen Sembolii Gen Bolgesi Varyasyon Tipi Protein Varyanti Translasyon Etkisi dbSNP ID 1000 Genom % | EXAC % | gnomAD %
1 22205601 T C HSPG2 Ekzonik SNV p.N787S; p.N786S yanlig anlamli 143736974[0.180 0.666 0.657
1 24671406 C A GRHL3 Ekzonik SNV p.P434H; p.P485H; p.P4§yanlis anlamli 142369311(0.719 0.773 0.782
2 73679163 |CTGTCATTTCTTATGAGCAGGA( ALMS1 Ekzonik Delesyon p.N1845_11889del cergevede
2 233345474 C A ECEL1 Ekzonik SNV p.R702L; p.R700L yanlis anlamlt 117012322|0.240 0.278 0.263
5 13914743 A T DNAH5 Ekzonik SNV p.N402K yanlig anlamlt 140782270(0.140 0.149 0.151
6 43014298 1T CcC CUL7 Ekzonik Substitiisyon p.Q813R; p.Q897R cergevede 61748654
6 51920425 G A PKHD1 Ekzonik SNV p.P599L yanlig anlamli 199941159 0.009 0.005
7 295970 T A FAM20C Ekzonik SNV p.S410T yanlig anlamli 148276213(0.339 0.482 0.557
7 21582963 GA T DNAH11 Ekzonik Substitiisyon p.E34L cergevede 398123604
7 21847576 c T DNAH11 Ekzonik SNV p.T3414M yanlig anlamli 779964310 0.006 0.003
7 42005564 G A GLI3 Ekzonik SNV p.A1036V yanlig anlamli 774552566 0.007 0.006
9 131403068 G A WDR34 Ekzonik SNV p.R113W yanlis anlamlt 199920288 0.014 0.010
11 71155086 T Cc DHCR7 Ekzonik SNV p.192v yanlis anlamlt
16 3807376 T A CREBBP Ekzonik SNV p.Y1166F; p.Y1204F  |yanlig anlamli 200346970 0.013 0.013
16 84193314 G T DNAAF1 Ekzonik SNV p.R2591; p.R7I yanlig anlamli
17 39975563 C A FKBP10 Ekzonik SNV p.P277T yanlig anlamli 138089753 0.004 0.005
21 47754488 A G PCNT Ekzonik SNV p.S31G; p.S149G yanlis anlamli 111737555 0.011 0.005
22 50659189 TC CT TUBGCP6 Ekzonik Substitiisyon p.E1200R cergevede
22 50659194 C A TUBGCP6 Ekzonik SNV p.L1198F yanlis anlamlt 0.000
22 50659196 A C TUBGCP6 Ekzonik SNV p.L1198V yanlig anlamlt 765989447 0.001 0.000
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Tablo 4.8. NCO5 kodlu hastada filtreleme analizi sonucu elde edilen varyant listesi

Kromozom| Pozisyon | Referans Allel | Ornek Allel | Gen Sembolii | Gen Bolgesi | VVaryasyon Tipi | Protein Varyanti | Translasyon Etkisi | doSNP ID | 1000 Genom % | EXAC % | gnomAD %
2 73679163 [TGTCATTTCTTATGAGCAGG ALMS1 Ekzonik Delesyon p.N1845_11889del |cercevede
2 110920663 C© T NPHP1 Ekzonik SNV p.G211E; p.G329E; p|yanlis anlamli 148112800(0.020 0.001 0.000
3 58110119 G C FLNB Ekzonik SNV p.G1262A yanlig anlaml 111330368|0.240 0.546 0.493
3 145828192 T C PLOD2 Ekzonik SNV p.K128E yanlis anlaml 200569129|0.020 0.067 0.065
4 80905990 CG GT ANTXR2 Ekzonik Substitiisyon  |p.A280P; p.A357P |cercevede 386676514
5 149755362 G A TCOF1 Ekzonik SNV p.V518I; p.V595I yanlig anlamli 75583421|0.240 0.766 0.755
6 43014298 TT CcC CUL7 Ekzonik Substitiisyon  |p.Q813R; p.Q897R |cercevede 61748654
6 57061345 A C RAB23 Ekzonik SNV p.S101A yanlig anlaml 45479896|0.399 0.635 0.620
7 21828869 A T DNAH11 Ekzonik SNV p.D3312V yanlis anlaml 72657389|0.260 0.564 0.345
9 136419629 G A ADAMTSL?2 Ekzonik SNV p.V364I yanlig anlaml 35767802
11 44146484 C T EXT2 Ekzonik SNV p.R297C; p.R330C |yanlig anlamli 146098187 0.030 0.028
12 49444178 A T KMT2D Ekzonik SNV p.S1065T yanlig anlamli 750176209 0.002 0.003
12 88519133 C T CEP290 Ekzonik SNV p.R360Q yanlig anlamli 188164241(0.120 0.302 0.519
12 124172609 A G TCTN2 Ekzonik SNV p.Q258R; p.Q259R |yanlis anlaml 151318349|0.020 0.055 0.056
12 133248857 G T POLE Ekzonik SNV p.H580N yanlig anlamli 371149234 0.013 0.014
13 39451374 G T FREM2 Ekzonik SNV p.A2889S yanlig anlamli
16 2152387 AC GG PKD1 Ekzonik Substitiisyon  |p.F3066L cercevede 372874584
17 56285493 A C MKS1 Ekzonik SNV p.F380V; p.F370V; p|yanlig anlamli 774595103 0.002 0.001
22 50659189 TC CT TUBGCP6 Ekzonik Substitiisyon  |p.E1200R cercevede
22 50659196 C TUBGCP6 Ekzonik Insersiyon p.L1198fs*23 cergeve kaymasi
22 50659196 A C TUBGCP6 Ekzonik SNV p.L1198V yanlig anlamli 765989447 0.001 0.000
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Tablo 4.9.

NCO06 kodlu hastada filtreleme analizi sonucu elde edilen varyant listesi

Kromozom | Pozisyon Referans Allel | Ornek Allel | Gen Sembolii | Gen Bélgesi | Varyasyon Tipi Protein Varyanti Translasyon Etkisi dbSNP ID 1000 Genom % | EXAC % | gnomAD %
2 73679163 LTGTCATTTCTTATGAGCAGG ALMS1 Ekzonik Delesyon p.N1845_11889del cergevede
4 5630290 C T EVC2 Ekzonik SNV p.E628K; p.ES48K yanlig anlamli 186197620|0.100 0.104 0.087
4 80905990 CG GT ANTXR2 Ekzonik Substitiisyon  |p.A280P; p.A357P cergevede 386676514
4 88929377 C PKD2 Ekzonik Delesyon p.S166fs*67 cerceve kaymast
6 43014298 TT CC CUL7 Ekzonik Substitisyon  |p.Q813R; p.Q897R cergevede 61748654
6 143792536 C G PEX3 Ekzonik SNV p.P158R yanlig anlamli 199781957/0.060 0.026 0.024
7 21582963 GA T DNAH11 Ekzonik Substitisyon  |p.E34L cercevede 398123604
7 37934146 TA CT NMES8 Ekzonik Substitiisyon  |p.1493T cergevede 386712272
7 92135637 C T PEX1 Ekzonik SNV p.A609T; p.A401T yanlig anlamli
8 62557164 T C ASPH Ekzonik SNV p.E187G; p.E159G; p.E|yanlis anlamli 117730298|0.300 0.812 0.808
9 14776167 C T FREM1 Ekzonik SNV p.G1493R; p.G29R  |yanhs anlamh 536683402
10 70776025 G Cc KIF1BP Ekzonik SNV p.L573F yanlig anlamli
13 32910582 A T BRCA2 Ekzonik SNV p.K6971 yanlig anlaml
13 39265585 G T FREM2 Ekzonik SNV p.M1368I yanlis anlaml
16 2152387 AC GG PKD1 Ekzonik Substitiisyon  |p.F3066L cergevede 372874584
17 59482061 C TBX2 Ekzonik Delesyon p.A330fs*38 cergeve kaymasi
17 71196786 C G COG1 Ekzonik SNV p.D384E yanlig anlamli 777144980 0.001 0.001
17 71197450 G A COG1 Ekzonik SNV p.R495Q yanlig anlaml 149030357 0.004 0.005
20 9438077 G A PLCB4 Ekzonik SNV p.E993K; p.E1005K  |yanlig anlamli 199973230 0.009 0.008
20 10629267 C T JAG1 Ekzonik SNV p.G500D yanlig anlaml
21 47754488 A G PCNT Ekzonik SNV p.S31G; p.S149G yanlig anlamli 111737555 0.011 0.005
22 20784797 A G SCARF2 Ekzonik SNV p.F374S yanlig anlaml 577707701/0.020 0.012 0.007
22 26159253 T C MYO18B Ekzonik SNV p.V32A yanlig anlamli 200574321]0.060 0.025 0.033
22 26176101 G A MYO18B Ekzonik SNV p.R716Q yanlig anlamli 201070289|0.060 0.046 0.045
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Tablo 4.10. NCO07 kodlu hastada filtreleme analizi sonucu elde edilen varyant listesi

Kromozom Pozisyon Referans Allel Ornek Allel | Gen Sembolii | Gen Bolgesi | Varyasyon Tipi Protein Varyanti Translasyon Etkisi dbSNP ID 1000 Genom % | EXAC % | gnomAD %
1 120459251 G T NOTCH2 Ekzonik SNV p.H2032N yanlig anlamli 143236410(0.020 0.098 0.103
1 231411199 C T GNPAT Ekzonik SNV p.A570V; p.A631V yanlg anlamli 142487190(0.020 0.052 0.045
2 20192876 C T MATN3 Ekzonik SNV p.R486H yanlig anlamli 745976322 0.002 0.003
3 189604185 Cc G TP63 Ekzonik SNV p.T449S; p.T447S; p.T357yanlis anlamli 747305746 0.007 0.007
6 43014298 TT CcC CUL7 Ekzonik Substitiisyon  |p.Q813R; p.Q897R gercevede 61748654
8 90993017 T C NBN Ekzonik SNV p.N60S; p.N142S yanlg anlamli 769414 0.013 0.017
9 136419629 G A ADAMTSL2 Ekzonik SNV p.V364l yanlig anlamli 35767802
10 50740647 G A ERCC6 Ekzonik SNV p.R122C yanlig anlamli 0.001
10 89487046 G A PAPSS2 Ekzonik SNV p.V296M; p.V291M yanlig anlamli 45467596|0.639 0.790 0.799
11 103086535 C A DYNC2H1 Ekzonik SNV p.T2927K yanlig anlamli
11 103107198 A G DYNC2H1 Ekzonik SNV p.Q3250R yanlig anlamli 140830294(0.240 0.295 0.263
12 85674230 G T ALX1 Ekzonik SNV p.R64L yanlig anlamli 115596276|0.160 0.439 0.428
12 88512301 C T CEP290 Ekzonik SNV p.R557H yanlhg anlamli 184018899|0.060 0.064 0.043
13 39265512 G A FREM2 Ekzonik SNV p.R1344H yanlig anlamli 143044921|0.200 0.371 0.368
15 48818413 C A FBN1 Ekzonik SNV p.G301V yanhs anlaml 142888621|0.020 0.016 0.019
16 3779115 T C CREBBP Ekzonik SNV p.N1940S; p.N1978S yanlig anlamli 112906840(0.220 0.883 0.491
16 84209590 G A DNAAF1 Ekzonik SNV p.D348N; p.D584N yanlig anlamli 142345677|0.240 0.215 0.224
16 89347441 G A ANKRD11 Ekzonik SNV p.P1837S yanlig anlamli 145906515|0.200 0.405 0.418
18 10759519 G A PIEZO2 Ekzonik SNV p.P1215S yanlig anlamli
21 47754488 A G PCNT Ekzonik SNV p.S31G; p.S149G yanlig anlamli 111737555 0.011 0.005
22 50659189 TC CT TUBGCP6 Ekzonik Substitiisyon  |p.E1200R cergevede
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Tablo 4.11.

NCO08 kodlu hastada filtreleme analizi sonucu elde edilen varyant listesi

Kromozom | Pozisyon Referans Allel | Ornek Allel | Gen Sembolii | Gen Bolgesi | Varyasyon Tipi | Protein Varyanti | Translasyon Etkisi | doSNP ID | 1000 Genom % | EXAC % | gnomAD %
1 22168801 TG CA HSPG2 Ekzonik Substitiisyon  |p.S2995G; p.S2996G |¢ergevede
2 73679163 CTGTCATTTCTTATGAGCAGG ALMS1 Ekzonik Delesyon p.N1845_11889del |cercevede
2 73828490 G A ALMS1 Ekzonik SNV p.R4015Q yanlig anlaml 768365250 0.001 0.000
4 1806629 C T FGFR3 Ekzonik SNV p.P449S; p.P451S; p.Ayanlis anlaml: 61735104]0.419 0.327 1.030
5 58270525 G C PDE4D Ekzonik SNV p.A663G; p.A677G; plyanhs anlaml 575611627|0.020 0.042 0.038
5 122725761 T C CEP120 Ekzonik SNV p.K345R; p.K371R |yanlis anlamli 114281792|0.319 0.341 0.355
6 43014298 TT cCc CUL7 Ekzonik Substitiisyon  |p.Q813R; p.Q897R |¢ercevede 61748654
6 51920494 G A PKHD1 Ekzonik SNV p.T5761 yanlig anlaml
6 70944597 C T COL9A1L Ekzonik SNV p.R477Q; p.R720Q |yanlis anlaml: 192467838[0.040 0.045  |0.044
7 21582963 GA TT DNAH11 Ekzonik Substitiisyon  |p.E34L cercevede 398123604
9 136403493 G A ADAMTSL2 Ekzonik SNV p.G86R yanlig anlaml 771175767 0.007 0.007
10 112724286 C T SHOC?2 Ekzonik SNV p.S57F yanlig anlamli 536611911|0.020 0.009 0.009
12 49374329 G WNT1 Ekzonik Delesyon p.G162fs*37 cergeve kaymasi 0.000
16 68721547 C T CDH3 Ekzonik SNV p.T513M; p.T568M |yanlis anlamli 149493245(0.020 0.015 0.010
20 6758938 A T BMP2 Ekzonik SNV p.R131S yanlig anlamli 140417301|0.020 0.059 0.065
21 47754488 A G PCNT Ekzonik SNV p.S31G; p.S149G yanlig anlaml 111737555 0.011 0.005
22 50659520 C TUBGCP6 Ekzonik Insertion p.L1090fs*104 cerceve kaymasi
22 50659520 A C TUBGCP6 Ekzonik SNV p.L1090V yanlig anlaml
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Tablo 4.12. NCO09 kodlu hastada filtreleme analizi sonucu elde edilen varyant listesi

Kromozom | Pozisyon | Referans Allel | Ornek Allel | Gen Sembolii Gen Bolgesi Varyasyon Tipi | Protein Varyant1 | Translasyon Etkisi | dbSNP ID | 1000 Genom % | EXAC % | gnomAD %
1 21904131 TC CT ALPL Ekzonik Substitiisyon  |p.V445A; p.V467A, p[¢ergevede
1 110607465 C ALX3 Ekzonik Delesyon p.G113fs*80 ¢ergeve kaymast
2 39213110 G A SOs1 Ekzonik SNV p.S1286F yanlig anlaml 374341202 0.003 0.002
2 88874534 T & AK3; LOC1019 ncRNA; Ekzonik SNV p.K823E; p.K672E  |yanlig anlamli 374540128 0.003 0.003
2 170068598 & T LRP2 Ekzonik SNV p.D2054N yanlig anlamli 138269726|0.040 0.110 0.098
3 93769677 G A ARL13B Ekzonik; ncRNA SNV p.G369E; p.G281E; p.|yanlig anlamli 146264035|0.100 0.146 0.134
4 2828992 C T SH3BP2 Ekzonik SNV p.A183V; p.A212V; p|yanlig anlamli 35313240(0.399 0.562 0.515
4 80905990 CG GT ANTXR2 Ekzonik Substitiisyon  |p.A280P; p.A357P  [gergevede 386676514
5 60195519 C T ERCC8 Ekzonik SNV p.R65K; p.R218K; p.Hyanlig anlamli 755615008 0.003 0.002
6 43014298 TT CcC CUL7 Ekzonik Substitiisyon  |p.Q813R; p.Q897R  [¢ercevede 61748654
6 51915066 C A PKHD1 Ekzonik SNV p.R723L yanlig anlamli 150597050|0.260 0.175 0.141
7 2552883 ATGG LFNG Ekzonik Delesyon p.D55fs*141 ¢erceve kaymasi
7 2552886 ATGG LFNG Ekzonik Insertion p.E56fs*2 gerceve kaymasi
9 136419629 G A ADAMTSL?2 Ekzonik SNV p.V364l yanlig anlaml 35767802
11 65307288 G LTBP3 Ekzonik Delesyon p.L1105fs*73; p.L115|¢erceve kaymasi
11 103107198 A G DYNC2H1 Ekzonik SNV p.Q3250R yanlis anlamli 140830294|0.240 0.295 0.263
11 119535970 C NECTIN1 intronik; Ekzonik Delesyon p.R348fs*21 cerceve kaymasi
15 33445948 G A FMN1 Ekzonik SNV p.R390W yanlig anlaml 144328486|0.040 0.056 0.067
15 57524581 AT TCF12 Ekzonik; Intronik Delesyon p.M41fs*5; p.M90fs*|cerceve kaymasi
15 90645514 G A IDH2 pmoter; 5'UTR; Ekzo SNV p.R37C yanls anlamli
16 343689 T C AXIN1 ncRNA; Ekzonik SNV p.H662R yanlis anlamli 755869194 0.002 0.002
16 2152387 AC GG PKD1 Ekzonik Substitiisyon  |p.F3066L cergevede 372874584
16 2161150 G A PKD1 Ekzonik SNV p.R1340W yanlig anlamli 143690392|0.200 0.245 0.262
17 59482061 C TBX2 Ekzonik Delesyon p.A330fs*38 gerceve kaymasi
17 71196737 A C COG1 Ekzonik SNV p.N368T yanls anlamli 781144941 0.002 0.001
22 24717510 C T L-ADORA2A; § ncRNA; Ekzonik SNV p.L188F yanlis anlamli 56168869(0.339 0.723 0.789
22 50659189 TC CT TUBGCP6 Ekzonik Substitiisyon  |p.E1200R cergevede

59



Tablo 4.13.

NC10 kodlu hastada filtreleme analizi sonucu elde edilen varyant listesi

Kromozom | Pozisyon | Referans Allel | Ornek Allel | Gen Sembolii | Gen Bélgesi | Varyasyon Tipi Protein Varyanti Translasyon Etkisi | dbSNP ID | 1000 Genom % | EXAC % | gnomAD %
2 149227542 G A MBD5 Ekzonik SNV p.S677N yanlis anlamli 114314967(0.120 0.247 0.224
2 169985338 C T LRP2 Ekzonik SNV p.M46011 yanlis anlamli 34564141)0.759 0.759 0.726
2 239975292 A G HDAC4 Ekzonik SNV p.Y1027H yanlig anlaml 747881579 0.001 0.001
4 5578101 G C EVC2 Ekzonik SNV p.S1046R; p.S966R yanlig anlamli 73074138|0.759 0.376 0.378
4 5630442 A G EVC2 Ekzonik SNV p.M577T; p.M497T yanlig anlaml 113869406(0.599 0.226 0.249
4 5747063 G A EVC Ekzonik SNV p.D312N yanlig anlaml 115275195(0.060 0.215 0.194
5 13944492 G A DNAH5 Ekzonik SNV p.T19M yanlig anlamli 757712771 0.006 0.005
5 112176317 A G APC Ekzonik SNV p.R1676G; p.R1658G yanlig anlaml 370560998 0.013 0.013
5 112178690 & A APC Ekzonik SNV p.P2467T; p.P2449T yanlis anlamli 372305287 0.013 0.012
5 127744469 G A FBN2 Ekzonik SNV p.P326S yanlig anlamli 28763954/0.319 0.656 0.650
5 149755341 C TCOF1 Ekzonik Deletion p.P512fs*7; p.P589fs*7 cerceve kaymasi
6 43014298 TT CcC CuUL7 Ekzonik Substitution  [p.Q813R,; p.Q897R cercevede 61748654
6 51887634 A G PKHD1 Ekzonik SNV p.V1782A yanlig anlaml
6 51918923 T C PKHD1 Ekzonik SNV p.K626R yanlig anlaml 117122807(0.859 0.303 0.265
6 135787184 C T AHI1 Ekzonik SNV p.Al173T yanlig anlamli 146416468|0.200 0.398 0.413
7 21582963 GA T DNAH11 Ekzonik Substitution  |p.E34L cergevede 398123604
7 21657343 A G DNAH11 Ekzonik SNV p.Q1401R yanlig anlaml 199629774(0.260 0.257 0.214
8 68107785 C G CSPP1 Ekzonik SNV p.P1208R; p.P863R yanlis anlamli 527426163|0.040 0.019 0.018
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Tablo 4.14. NC11 kodlu hastada filtreleme analizi sonucu elde edilen varyant listesi

Kromozom | Pozisyon Referans Allel Ornek Allel Gen Sembolii Gen Bolgesi Varyasyon Tipi Protein Varyant1 Translasyon Etkisi dbSNP ID 1000 Genom % | EXAC % | gnomAD %
1 21904131 T C ALPL Ekzonik SNV p.V445A,; p.V467A, p.VV522A |yanlig anlamli
2 73828538 G A ALMS1 Ekzonik SNV p.R4031K yanlig anlamlt 34879202(0.479 0.851 0.883
2 233349588 G A ECEL1 Ekzonik SNV p.H328Y yanlig anlamlt 117596666|0.160 0.223
5 13811775 T C DNAH5 Ekzonik SNV p.Q2463R yanls anlaml 0.001
5 127622491 T & FBN2 Ekzonik SNV p.M2311V yanlig anlamlt 57826072
6 51483961 T c PKHD1 Ekzonik SNV p.Q4048R yanlig anlaml
6 132172368 A c ENPP1 Ekzonik SNV p.K173Q yanlig anlamlt 200926632
9 14792834 A C FREM1 Ekzonik SNV p.S1296R yanhs anlamh 764899314 0.006 ]0.003
12 31249861 C G DDX11 Ekzonik SNV p.Q541E; p.Q567E yanlig anlamlt
13 39263714 T FREM2 Ekzonik Delesyon p.T747fs*17 gergeve kaymast
16 53682949 C T RPGRIP1L Ekzonik SNV p.R744Q yanlig anlamli
16 72042682 A Cc DHODH Ekzonik SNV p.K7Q yanlig anlamlt 187380885(0.379 0.359 0.307
19 8669931 G Cc ADAMTS10 Ekzonik SNV p.S134T yanlig anlaml 34201045 7.091
19 39993560 T G DLL3 Ekzonik SNV p.F172C yanlig anlamlt 35313240(0.399 0.562 0.515
22 26304347 G A MYQ18B Ekzonik SNV p.R1736H; p.R1737H yanlig anlaml
X 2856155 C T ARSE Ekzonik SNV p.G449S; p.G379S; p.G424S  |yanlis anlamlt 187670434/0.040 0.051 0.053
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Tablo 4.15. NC12 kodlu hastada filtreleme analizi sonucu elde edilen varyant listesi

Kromozom | Pozisyon | Referans Allel | Ornek Allel | Gen Sembolii | Gen Bolgesi | Varyasyon Tipi Protein Varyanti Translasyon Etkisi | dbSNP ID | 1000 Genom % | EXAC % | gnomAD %
1 110607465 C ALX3 Ekzonik Delesyon p.G113fs*80 cerceve kaymasi
1 120278017 © T PHGDH Ekzonik SNV p.A248V yanlis anlamli 201782441(0.040 0.035 0.038
2 73679163 [TGTCATTTCTTATGAGCAGG ALMS1 Ekzonik Delesyon p.N1845_11889del cercevede
2 166755204 C il TTC21B Ekzonik SNV p.R981H yanlig anlamli 142022626|0.040 0.017 0.014
4 4864701 C T MSX1 Ekzonik SNV p.P248L yanlis anlamli 0.003
4 5687098 C T EVC2 Ekzonik SNV p.R192Q; p.R272Q yanlig anlaml 895732435
4 122782740 G T BBS7 Ekzonik SNV p.A87E yanlig anlamli
6 43014298 TT CC CUL7 Ekzonik Substitisyon  |p.Q813R; p.Q897R  |¢ergevede 61748654
7 37934146 TA CT NMES8 Ekzonik Substitiisyon  [p.1493T cercevede 386712272
8 62546254 C T ASPH Ekzonik SNV p.E279K; p.E289K; p.Hyanlig anlaml 182264222|0.020 0.001 0.002
8 67988721 A G CSPP1 Ekzonik SNV p.K71R yanlis anlamli 200158932(0.100 0.093 0.080
12 49425964 G T KMT2D Ekzonik SNV p.P4175Q yanlig anlaml 200315963 0.048 0.054
15 48782174 C T FBN1 Ekzonik SNV p.A986T yanhs anlaml 112287730]0.020 0.151 0.126
16 84189298 C T DNAAF1 Ekzonik SNV p.H229Y yanlig anlaml 35496754(0.439 0.209 0.175
17 78184366 C T SGSH Ekzonik SNV p.R465Q yanlig anlamli 0.004
18 2922094 G C LPIN2 Ekzonik SNV p.R760G yanlhs anlamli
21 43161357 T C RIPK4 Ekzonik SNV p.M666V yanlig anlamli

Tablo 4.16. NC13 kodlu hastada filtreleme analizi sonucu elde edilen varyant listesi

Kromozom | Pozisyon | Referans Allel | Ornek Allel | Gen Sembolii | Gen Bélgesi | Varyasyon Tipi | Protein Varyant: Translasyon Etkisi dbSNP ID 1000 Genom % | EXAC % | gnomAD %
3 39152345 G A TTC21A Ekzonik SNV p.R91Q yanlig anlamli 560783750|0.120 0.046 0.034
4 5624670 T C EVC2 Ekzonik SNV p.T699A; p.T619A  |yanlig anlaml 368922820
5 13701536 T C DNAH5 Ekzonik SNV p.14450V yanlig anlaml 0.001
5 13788886 C A DNAH5 Ekzonik SNV p.L2862F yanlig anlamli 118141250(0.319 0.161 0.111
5 13902220 T C DNAH5 Ekzonik SNV p.T558A yanlig anlamli 796450097
5 149759096 T C TCOF1 Ekzonik SNV p.V810A; p.V887A |yanlig anlaml 782189523 0.001 0.001
5 174156168 T C MSX2 Ekzonik SNV p.M129T yanlig anlaml 10734685 0.092
7 21924014 A G DNAH11 Ekzonik SNV p.M4165V yanlig anlaml
7 37923923 T C NME8 Ekzonik SNV p.1338T yanlig anlamli 150737854/0.719 0.904 0.750
8 145737816 C T RECQL4 Ekzonik SNV p.R1005Q yanlig anlamli 145099978|0.240 0.171 0.171
11 46898771 T C LRP4 Ekzonik SNV p.11086V yanlig anlamli
13 95034749 G A GPC6 Ekzonik SNV p.V412M yanlig anlamli 35574298
15 90177084 G A KIF7 Ekzonik SNV p.R80OOW yanlig anlamli 59259783, 71592255 42.261
16 72042682 A C DHODH Ekzonik SNV p.K7Q yanlig anlamli 117287351|0.220 0.063 0.070
18 42643107 G A SETBP1 Ekzonik SNV p.R1412Q yanlig anlamli 566936959|0.040 0.026
19 11687351 C T ACP5 Ekzonik SNV p.V148M yanlis anlamli
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Tablo 4.17. NC14 kodlu hastada filtreleme analizi sonucu elde edilen varyant listesi

Kromozom | Pozisyon | Referans Allel | Ornek Allel | Gen Sembolii | Gen Bolgesi | Varyasyon Tipi | Protein Varyanti | Translasyon Etkisi | doSNP ID | 1000 Genom % | EXAC % | gnomAD %
1 156106117 A C LMNA Ekzonik SNV p.T424P; p.T312P; pyanhs anlamh
2 27706794 G A IFT172 Ekzonik SNV p.T116l yanlig anlamli 751230602 0.002 0.002
2 158626933 A T ACVR1 Ekzonik SNV p.F246Y yanlig anlamli 763667205 0.011 0.009
4 2834080 © T SH3BP2 Ekzonik SNV p.R505W; p.R534W;|yanlig anlamli 148761331(0.419 0.477 0.438
4 79293958 G A FRAS1 Ekzonik SNV p.A986T yanlis anlamlt 111554790(0.100 0.036 0.034
4 88534398 C T DSPP Ekzonik SNV p.R354C yanlis anlamlt 61731011)0.300 0.455 0.424
6 43014298 TT cC CUL7 Ekzonik Substitiisyon  |p.Q813R; p.Q897R [cergevede 61748654
7 21582963 GA TT DNAH11 Ekzonik Substitiisyon  |p.E34L cergevede 398123604
7 37934146 TA (Gl NMES8 Ekzonik Substitiisyon  |p.1493T cergevede 386712272
7 133160118 C T EXOC4 Ekzonik SNV p.R407C yanlis anlamlt 781398971 0.006 0.002
8 119122328 C G EXT1 Ekzonik SNV p.E320Q yanlig anlamli 0.000
10 89503294 C T PAPSS2 Ekzonik SNV p.R458W; p.R463W |yanlig anlamlt 756961458 0.001 0.002
11 46329436 C G CREB3L1 Ekzonik SNV p.P134R yanlig anlamli 774972826 0.007 0.003
11 63978242 G A FERMT3 Ekzonik SNV p.R107H yanlig anlamli 138704967 0.036 0.038
11 103327069 A DYNC2H1 Ekzonik Delesyon p.K4212fs*11; p.K4Q¢erceve kaymasi
12 102046556 G A MYBPC1 Ekzonik SNV p.V543l; p.V499l; p.\yanhs anlamh
12 102147154 C T GNPTAB Ekzonik SNV p.E1200K yanlis anlamli 137853825(0.499 0.355 0.293
14 92959940 G A SLC24A4 Ekzonik SNV p.V594l; p.VV549I; p.\yanlig anlamli 4900130(0.519 0.837 0.937
15 48782072 T C FBN1 Ekzonik SNV p.T1020A yanlis anlamlt 111801777{0.060 0.046 0.047
19 39994735 C G DLL3 Ekzonik SNV p.P226R yanlis anlamlt 145191532(0.100 0.077 0.067
19 42753372 CT ERF Ekzonik Delesyon p.G224fs*9; p.G299|¢cerceve kaymasi 587777007
21 47786722 C T PCNT Ekzonik SNV p.R827C; p.R945C |yanlig anlamlt 147358856(0.040 0.053 0.050
22 50659189 TC CT TUBGCP6 Ekzonik Substitiisyon  |p.E1200R cergevede

Tablo 4.18. NC15 kodlu hastada filtreleme analizi sonucu elde edilen varyant listesi

Kromozom | Pozisyon | Referans Allel | Ornek Allel | Gen Sembolii | Gen Bélgesi | Varyasyon Tipi Protein Varyanti Translasyon Etkisi | dbSNP ID | 1000 Genom % | EXAC % | gnomAD %
2 233349588 G A ECEL1 Ekzonik SNV p.H328Y yanlig anlamlt 77728226|0.419 0.723 0.707
4 88929453 G A PKD2 Ekzonik SNV p.A190T yanlig anlaml 0.003
4 128814964 G T PLK4 Ekzonik SNV p.E789D; p.EB30D; p.E798D |yanlig anlamli
6 43014298 T CC CUL7 Ekzonik Substitiisyon  |p.Q813R; p.Q897R cercevede 148998067(0.459 0.834 0.812
7 21856151 G A DNAH11 Ekzonik SNV p.A3467T yanlig anlaml 2.168
12 49433883 G A KMT2D Ekzonik SNV p.P2557L yanlig anlaml 189888707(0.859 0.849 0.834
13 39424253 CT GC FREM2 Ekzonik Substitiisyon  |p.T2153S cercevede 35252750
14 92471371 TCTT TRIP11 Ekzonik Delesyon p.E981fs*22; p.E982fs*22 frameshift
16 2156459 G A PKD1 Ekzonik SNV p.R2477C yanlig anlaml 376283361|0.100 0.192 0.112
17 17701346 A G RAI1 Ekzonik SNV p.N1695S yanlig anlaml
19 11687215 G A ACP5 Ekzonik SNV p.A193V yanlig anlamlt 756201795 0.002 0.001
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Tablo 4.19. NC16 kodlu hastada filtreleme analizi sonucu elde edilen varyant listesi

Kromozom | Pozisyon | Referans Allel | Ornek Allel | Gen Sembolii | Gen Bolgesi | Varyasyon Tipi Protein Varyanti Translasyon Etkisi | dbSNP ID | 1000 Genom % | EXAC % | gnomAD %
1 110607465 C ALX3 Ekzonik Delesyon p.G113fs*80 cergeve kaymasi
2 27693802 G C IFT172 Ekzonik SNV p.T562S yanlig anlamli 61743977(0.280 0.721 0.630
2 39241107 G A SOS1 Ekzonik SNV p.P655L yanlig anlamli 56219475(0.319 0.793 0.762
2 170030537 G A LRP2 Ekzonik SNV p.R3636W yanlig anlamli 747833963 0.011 0.013
2 170093682 C T LRP2 Ekzonik SNV p.S1541N yanlig anlaml
2 220422698 C T OBSL1 Ekzonik SNV p.V1213M yanlig anlamli 201555617|0.040 0.051 0.046
3 33107024 C T GLB1 Ekzonik SNV p.W209*; p.W131*; p.Wyanlhs anlamli
3 129233375 C T IFT122 Ekzonik SNV p.AB94V; p.A1044V; p.Ayanlis anlamli 147341636 0018  |0.018
5 37243166 T C C5orf42 Ekzonik SNV p.K209R yanlig anlamli 770630520 0.023 0.018
5 112173884 C T APC Ekzonik SNV p.P865S; p.P847S yanlhs anlamli 192620988|0.080 0.009 0.008
6 43014298 TT CcC CUL7 Ekzonik Substitiisyon  |p.Q813R; p.Q897R cercevede 61748654
6 43020213 G A CuUL7 Ekzonik SNV p.S105F; p.S157F yanlig anlamli 755714598 0.003 0.002
7 21582963 GA T DNAH11 Ekzonik Substitiisyon  |p.E34L cergevede 398123604
7 37934146 TA CT NMES8 Ekzonik Substitiisyon  |p.1493T cergevede 386712272
8 144808572 C T FAM83H Ekzonik SNV p.R1020Q yanls anlamli 117987215|0.300 0.720 0.603
8 144809158 G A FAM83H Ekzonik SNV p.R825W yanlig anlamli 0.001
8 145737373 C T RECQL4 Ekzonik SNV p.G1105D yanlig anlamli 36078464/0.359 0.543 0.464
9 136419629 G A ADAMTSL2 Ekzonik SNV p.V364I yanlig anlamli 35767802
12 31237921 AG DDX11 Ekzonik Delesyon p.N143fs*16; p.N169fs*|cerceve kaymasi 749934019 0.003 0.002
12 49431352 T G KMT2D Ekzonik SNV p.K3263Q yanlig anlamli 770844822 0.004 0.001
12 88480233 C G CEP290 Ekzonik SNV p.D1413H yanls anlamli 183655276|0.180 0.352 0.214
13 32936770 C T BRCA2 Ekzonik SNV p.P2639L yanlig anlaml 774723315 0.002 0.001
13 39263319 G A FREM2 Ekzonik SNV p.R613H yanlig anlamli 145673360 0.002 0.003
15 57535736 TCACCTC TCF12 Ekzonik Delesyon p.P311fs*26; p.P150fs*{¢er¢eve kaymasi
16 1652418 C T IFT140 Ekzonik SNV p.V108M yanlig anlamli 146128830|0.280 0.693 0.733
16 89351211 G T ANKRD11 Ekzonik SNV p.S580Y yanlig anlaml 558841201|0.080 0.027 0.023
17 59482061 C TBX2 Ekzonik Delesyon p.A330fs*38 cerceve kaymasi
20 61470065 G A COL9A3 Ekzonik SNV p.AB06T yanlig anlamli 142792529|0.459 0.938 0.906
21 47754488 A G PCNT Ekzonik SNV p.S31G; p.S149G yanlig anlaml 111737555 0.011 0.005
22 50659189 TC CT TUBGCP6 Ekzonik Substitiisyon  |p.E1200R cergevede
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Tablo 4.20. NC17 kodlu hastada filtreleme analizi sonucu elde edilen varyant listesi

Kromozom | Pozisyon | Referans Allel | Ornek Allel | Gen Sembolii | Gen Bolgesi | Varyasyon Tipi | Protein Varyanti |Translasyon Etkisi dbSNP ID |1000 Genom %  |[EXAC % |gnomAD %

1 22165337 A T HSPG2 Ekzonik SNV p.F3377L; p.F3378L |yanlig anlamli 763509219 0.002 0.002

1 110607465 C ALX3 Ekzonik Delesyon p.G113fs*80 cerceve kaymasi

2 73679163 [TGTCATTTCTTATGAGCAGGE  ALMS1 Ekzonik Delesyon p.N1845 11889del |cergevede

2 170028637 C LRP2 Ekzonik Delesyon p.T3718fs*78 gergeve kaymasi

2 240061430 C T HDAC4 Ekzonik SNV p.Vv310I yanlig anlaml 745380683 0.003 0.009

3 129202469 G A IFT122 Ekzonik SNV p.G488S; p.G540S; p|yanlig anlamli 758194778 0.007 0.003

4 5687098 Cc T EVC2 Ekzonik SNV p.R192Q; p.R272Q |yanlig anlamlt 895732435

5 36958270 G A NIPBL Ekzonik SNV p.Voal yanlig anlamli 779888500 0.003 0.001

6 108370594 C T OSTM1 Ekzonik SNV p.R271Q yanlig anlaml 529443538 0.001 0.001

7 2552886 ATGG LFNG Ekzonik Insersiyon p.E56fs*2 cerceve kaymast

9 140126535 T A SLC34A3 Ekzonik SNV p.S33T yanlig anlamli

11 103114464 A T DYNC2H1 Ekzonik SNV p.T3295S; p.T3288S |yanlig anlaml 755279762 0.004 0.002

11 103157038 Cc A DYNC2H1 Ekzonik SNV p.R3656S; p.R3649S|yanlig anlaml 763800155 0.006 0.004

13 39424253 CT GC FREM?2 Ekzonik Substitiisyon  |p.T2153S cergevede 35252750

17 63537586 AG AXIN2 Ekzonik Delesyon p.L349fs*24 cerceve kaymasi

22 50659189 TC CT TUBGCP6 Ekzonik Substitiisyon  |p.E1200R cergevede

22 50659618 G A TUBGCP6 Ekzonik SNV p.S1057F yanlig anlamli 753385673 0.002 0.002

Tablo 4.21. NC18 kodlu hastada filtreleme analizi sonucu elde edilen varyant listesi
Kromozom | Pozisyon Referans Allel | Ornek Allel | Gen Sembolii | Gen Bélgesi | Varyasyon Tipi Protein Varyanti Translasyon EtKisi dbSNP 1D 1000 Genom % | EXAC % | gnomAD %

1 21889760 G A ALPL Ekzonik SNV p.R152H; p.R75H; p.R97H yanlig anlamli 763521960 0.002 0.002
1 162740121 G A DDR2 Ekzonik SNV p.M4411 yanlig anlamlt 61748654
2 220421417 C G OBSL1 Ekzonik SNV p.E1365D yanlis anlamlt 141298701/0.419 0.630 0.624
2 220431674 C T OBSL1 Ekzonik SNV p.R671H yanlis anlaml
4 5755542 C A EVC Ekzonik SNV p.T449K yanhs anlamli 7868941
6 43014298 T CC CUL7 Ekzonik Substitiisyon  |p.Q813R; p.Q897R cercevede 0.001
7 42005678 G A GLI3 Ekzonik SNV p.P998L yanlig anlamli 10734685 0.092
9 94495608 T C ROR2 Ekzonik SNV p.T245A yanlig anlamlt 374980152
10 50667105 T C ERCC6 Ekzonik SNV p.Q1413R yanlis anlaml 554627987|0.699 0.045
10 50678717 T C ERCC6 Ekzonik SNV p.M1097V yanlig anlaml1 201809886|0.020 0.010 0.007
10 101977883 C T CHUK Ekzonik SNV p.V268I yanlig anlamlt
11 46890165 C T LRP4 Ekzonik SNV p.R1646Q yanlis anlaml
15 33357262 A G FMN1 Ekzonik SNV p.L463P; p.L686P yanlig anlaml
15 33446947 A C FMN1 Ekzonik SNV p.S57A yanlis anlamli 5827423, 397774965 99.997
20 9288522 G A PLCB4 Ekzonik SNV p.A21T yanlis anlaml 762094769 0.004 0.003
20 34022196 C T GDF5; GDF50S Ekzonik SNV p.F203L,; p.K339K yanlig anlamlt 72549255|0.399 0.401 0.396
21 47851753 A G PCNT Ekzonik SNV p.Q2792R,; p.Q2674R yanlis anlaml 36228864, 558152425 40.474
22 20784050 T A SCARF2 Ekzonik SNV p.T425S yanlig anlamli
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Tablo 4.22. NC19 kodlu hastada filtreleme analizi sonucu elde edilen varyant listesi
Kromozom | Pozisyon | Referans Allel | Ornek Allel | Gen Sembolii | Gen Bélgesi | Varyasyon Tipi Protein Varyanti Translasyon Etkisi dbSNP ID | 1000 Genom % | EXAC % | gnomAD %

1 22159784 G A HSPG2 Ekzonik SNV p.T3691l; p.T36921  |yanhs anlaml 149159881|0.100 0.114 0.101
1 110607465 C ALX3 Ekzonik Delesyon p.G113fs*80 cergeve kaymasi

2 73677634 © T ALMS1 Ekzonik SNV p.P1328L yanlig anlamli 764135588 0.001 0.001
2 233350938 G T ECEL1 Ekzonik SNV p.D142E yanlig anlamli 144928688/0.319 0.957 0.806
3 184090724 A T THPO Ekzonik SNV p.T213T; p.Y208N; p.T|yanlig anlamli; synonymo 1042348)0.020 0.055 0.052
5 13914743 A T DNAHS5 Ekzonik SNV p.N402K yanlig anlamli 140782270]0.140 0.149 0.151
6 43010858 A G CuUL7 Ekzonik SNV p.11223T; p.11139T  |yanhs anlaml 77965460/0.319 0.108 0.099
6 43014298 TT cC CUL7 Ekzonik Substitiisyon  [p.Q813R; p.Q897R cergevede 61748654

6 50807925 G T TFAP2B Ekzonik SNV p.A333S yanlig anlamli 140210899/0.060 0.029 0.025
6 51918923 T C PKHD1 Ekzonik SNV p.K626R yanlig anlamli 117122807/0.859 0.303 0.265
7 21582963 GA T DNAH11 Ekzonik Substitiisyon  |[p.E34L cercevede 398123604

8 62430637 G A ASPH Ekzonik SNV p.T649I; p.T6201 yanlig anlamli 774561119 0.001 0.000
11 45935935 G A PEX16 Ekzonik SNV p.T209I yanlig anlamli 0.000
12 85674221 A G ALX1 Ekzonik SNV p.H61R yanlig anlaml 115440539(0.479 0.731 0.735
16 2152387 AC GG PKD1 Ekzonik Substitiisyon  |p.F3066L cercevede 372874584

16 89347612 C T ANKRD11 Ekzonik SNV p.A1780T yanlig anlamli 75362060/0.339 0.462 0.486
16 89348938 C T ANKRD11 Ekzonik SNV p.A1338T yanlig anlamli 753576509 0.002 0.002
17 10298626 C T MYH8 Ekzonik SNV p.V15961 yanlig anlamli 61730807(0.020 0.065 0.070
17 59482061 C TBX2 Ekzonik Delesyon p.A330fs*38 cerceve kaymasi

18 2925359 C T LPIN2 Ekzonik SNV p.E601K yanlig anlamli 61735393|0.519 0.790 0.854
19 12768915 T C MAN2B1 Ekzonik SNV p.N424S; p.N423S yanlig anlamli 0.000
21 47754488 A G PCNT Ekzonik SNV p.S31G; p.S149G yanlis anlamli 111737555 0.011 0.005
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Tablo 4.23. NC20 kodlu hastada filtreleme analizi sonucu elde edilen varyant listesi

Kromozom | Pozisyon Referans Allel Ornek Allel | Gen Sembolii | Gen Bolgesi | Varyasyon Tipi Protein Varyanti Translasyon Etkisi | dbSNP ID | 1000 Genom % | EXAC % | gnomAD %
2 69420513 G A ANTXR1 Ekzonik SNV p.R467H yanlig anlamli 775313544 0.001 0.001
2 73679163 [TCTGTCATTTCTTATGAGCAGGA(  ALMS1 Ekzonik Delesyon p.N1845_11889del cergevede
2 73716978 C© T ALMS1 Ekzonik SNV p.A2632V yanlig anlamli 1027248513 0.001
3 145806488 T G PLOD2 Ekzonik SNV p.N297S yanlig anlaml
4 5578101 G C EVC2 Ekzonik SNV p.S1046R; p.S966R yanlhs anlaml 73074138|0.759 0.376 0.378
4 5630442 A G EVC2 Ekzonik SNV p.M577T; p.M497T yanlig anlamh 113869406(0.599 0.226 0.249
4 88929377 C PKD2 Ekzonik Delesyon p.S166fs*67 cerceve kaymasi
5 37183115 T G C5orf42 Ekzonik SNV p.Q1723P yanlig anlamli
6 43012613 G T CuUL7 Ekzonik SNV p.A1017T; p.A1101T  |yanhs anlamli 34916226|0.080 0.046 0.045
6 43014298 TT CC CUL7 Ekzonik Substitiisyon  |p.Q813R; p.Q897R cergevede 61748654
6 132211530 G C ENPP1 Ekzonik SNV p.R886T yanlig anlaml 8192683(0.300 0.400 0.393
6 135787184 C T AHI1 Ekzonik SNV p.A173T yanlig anlaml 146416468(0.200 0.398 0.413
7 21582963 GA TT DNAH11 Ekzonik Substitiisyon  |[p.E34L cergevede 398123604
7 21639624 A G DNAH11 Ekzonik SNV p.R963G yanlig anlamli 185803317(0.020 0.002 0.001
7 21894071 A C DNAH11 Ekzonik SNV p.K3734Q yanlig anlaml 114257197(0.799 0.241 0.248
8 70667845 T C SLCO5A1 Ekzonik SNV p.M358V yanlig anlamli 34036248|0.080 0.139 0.133
9 94486774 T G ROR2 Ekzonik SNV p.K668Q yanlig anlamli
11 95546226 G C CEP57 Ekzonik SNV p.Q102H; p.Q111H yanlig anlaml 117321017(0.399 0.586 0.584
15 33446971 T C FMN1 Ekzonik SNV p.N49D yanlig anlamli 16965807|0.919 0.091 0.302
15 33447024 C G FMN1 Ekzonik SNV p.G31A yanlig anlamli 5002279(0.919 0.098 0.303
16 84203639 A T DNAAF1 Ekzonik SNV p.E166V; p.E402V yanlig anlaml 144034147(0.040 0.019 0.013
16 88871951 C T CDT1 Ekzonik SNV p.R198C yanlis anlamli 140700251(0.100 0.032 0.031
17 29298435 G A RNF135 Ekzonik SNV p.R115K yanlhs anlaml 111902263|0.759 0.202 1.258
17 59560453 C G TBX4 Ekzonik SNV p.S406C; p.S405C yanlig anlaml 140662248(0.100 0.077 0.088
19 11685989 G A ACP5 Ekzonik SNV p.R272C yanlig anlamli 147025508(0.200 0.288 0.308
21 43161357 T C RIPK4 Ekzonik SNV p.M666V yanlig anlamli 189683529(0.100 0.042
21 47836653 C T PCNT Ekzonik SNV p.P2156L; p.P2274L  |yanhs anlamli 886056514
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Tablo 4.24. NC21 kodlu hastada filtreleme analizi sonucu elde edilen varyant listesi

Kromozom | Pozisyon | Referans Allel | Ornek Allel | Gen Sembolii | Gen Bélgesi | Varyasyon Tipi Protein Varyanti Translasyon Etkisi | dbSNP ID | 1000 Genom % | EXAC % | gnomAD %
1 120279854 G A PHGDH Ekzonik SNV p.V304M yanlig anlaml 149175408 0.002 0.005
4 5667334 Cc A EVC2 Ekzonik SNV p.A225S; p.A305S yanlig anlamli 150367317]0.040 0.056 0.054
4 5667343 A T EVC2 Ekzonik SNV p.F2221; p.F3021 yanlig anlamli 138728350(0.040 0.056 0.054
4 80905990 CG GT ANTXR2 Ekzonik Substitiisyon  |p.A280P; p.A357P cergevede 386676514
6 43014298 1T CcC CUL7 Ekzonik Substitiisyon  |p.Q813R; p.Q897R cercevede 61748654
6 86160170 A G NT5E Ekzonik SNV p.M105V yanlig anlamlt 756522878 0.006 0.008
7 193657 G A FAM20C Ekzonik SNV p.G153D yanlig anlamli 751592577 0.006
7 21582963 GA TT DNAH11 Ekzonik Substitiisyon  [p.E34L gercevede 398123604
7 37934146 TA CT NMES8 Ekzonik Substitiisyon  |p.1493T cergevede 386712272
9 14805066 T A FREM1 Ekzonik SNV p.Q1120L yanlig anlaml1 143844459|0.080 0.114 0.103
9 14805094 G A FREM1 Ekzonik SNV p.H1111Y yanlig anlamli 200339767|0.080 0.115 0.102
12 48371412 G A COL2A1 Ekzonik SNV p.P977S; p.P1046S yanlig anlamlt
13 39264381 A G FREM2 Ekzonik SNV p.N967S yanlig anlamli 138726274 0.013 0.011
13 39424253 CT GC FREM?2 Ekzonik Substitiisyon  [p.T2153S gergevede 35252750
16 2152387 AC GG PKD1 Ekzonik Substitiisyon  [p.F3066L gercevede 372874584
16 72055077 C T DHODH Ekzonik SNV p.A191V yanlig anlamli 371527785 0.018 0.008
16 88901747 C T GALNS Ekzonik SNV p.V258l; p.vV264l; p.V73I yanlig anlaml 779257235 0.008 0.004
17 10544420 T C MYH3 Ekzonik SNV p.Y716C yanlig anlaml 0.000
17 33904939 T A PEX12 Ekzonik SNV p.R34S yanlig anlamlt 147530802|0.220 0.574 0.586
17 63554639 G A AXIN2 Ekzonik SNV p.P34S yanlig anlamli 574154714/0.020 0.001 0.000
18 57103282 Cc T CCBE1 Ekzonik SNV p.R360Q yanlis anlamli 200219373|0.040 0.019 0.014
19 42856489 G T MEGF8 Ekzonik SNV p.E1010D; p.E1077D yanlig anlaml
19 42872728 G A MEGF8 Ekzonik SNV p.R2132Q; p.R2065Q yanlig anlamli 201140958|0.100 0.076 0.038
20 9424868 C A PLCB4 Ekzonik SNV p.S941Y; p.S953Y yanlig anlamli 148347249|0.260 0.362 0.322
21 47754488 A G PCNT Ekzonik SNV p.S31G; p.S149G yanlig anlamli 111737555 0.011 0.005
22 41527475 G A EP300 Ekzonik SNV p.V4561 yanlig anlaml 775990510 0.005 0.004
22 50659189 TC CT TUBGCP6 Ekzonik Substitiisyon  [p.E1200R gergevede
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YND Analizi Sonucunda Tespit Edilen Olas1 Patojenik Mutasyonlar

Yapilan filtreleme analizleri sonucunda yedi olguda (%33.4) tespit edilen,
kraniyosinostoz fenotipiyle uyumlu olas1 patolojik varyantlar Tablo 4.25’de, fenotipik
etkileriyle birlikte listelenmistir. Daha 6nceden rapor edilen ve ilk defa tez ¢alismamiz
kapsaminda rapor edilecek olan bu varyantlardan altisi, ¢esitli arastirmacilar tarafindan
kraniyosinostoz ile iligkisi gosterilmis ii¢ gende (FREM1, TCF12, ERF) yer almaktadir.
Bir olgu da ise, daha 6nce sadece fare modelleri iizerinden kraniyosinostoza yol agtigi
gosterilen AXIN2 genine ait patolojik bir varyant tespit ederek, AXIN2 genini ilk defa
kraniyosinostozlu bir olguda gosterilmistir (Yilmaz ve dig., 2018).

Tablo 4.25. Fenotip ile uyumlu olarak tespit edilen genotipik varyasyonlar

HASTA NO | ETKILENEN SUTUR | FENOTIP GEN NM# MUTASYON PhyloP DURUMU Referans
NC17 Sagittal Skafosefali | AXIN2 | NM_004655.4 | p.L349fs*24 4.479 yeni Yilmaz ve dig., 2018
NC14 Unilateral Koronal Plagiosefali ERF NM_006494.3 | p.G299fs*9 1.568 rapor edilmis Twigg ve dig., 2013
NC3 Sagittal Skafosefali | FREM1 [ NM_144966.5 p.P1802L 3.586 yeni -

NC6 Metopik Trigonosefali | FREM1 | NM_144966.5 p.G1493R 5.937 yeni -

NC11 Sagittal Skafosefali | FREM1 | NM_144966.5 p.S1296R 5.846 rapor edilmis ExAC'te 4 kez
NC9 Bilateral Koronal Brakisefali TCF12 | NM_207036.1 | p.M260fs*5 3.192 rapor edilmis Sharma ve dig., 2013
NC16 Bilateral Koronal Brakisefali | TCF12 | NM_207036.1 | p.P369fs*26 6.166 yeni -

4.4. Sanger Dizi Analizi ile Varyantlarin Validasyonu

YND analizi sonucunda tespit edilen varyasyonlar hem olgularda hem de olgularin
ulagilabilen aile bireylerinde Sanger dizileme ile teyit edilmistir. Bu asamada primerler
Primer3 programi kullanilarak arastirmaci tarafindan tasarlanmis ve UCSC Genome
Browser’in In Silico PCR aracit kullanilarak, primerlerin dogru bolgeyi taniyip
tanimadigt dogrulanmigtir. Sanger dizilemede kullanilan primerlere ait bilgiler Tablo
4.26’da belirtilmistir.

Tablo 4.26. Sanger dizilemede kullanilan primerler ve Tm Sicakliklari

GEN | EKZON ILERI YONLU (F) PRIMER GERI YONLU (R) PRIMER Tm Mg (25mM)
TCF12 10 |5-CTAGGTTGGAAAAGGGAGGA-3®  |5-AGTGAGGACAAAGTGTTGCTG-3’ 58°C 1.4mM
TCF12 13 |5-CTCCATGTGAACGGATTTGT-3’ 5 ATGAATTCAAGAGGAAGGCTCT-3" 58°C 2mM
AXIN2 4 |5-CTATACCTCTCCCCATTCCAC-3’ 5"-CTGGAGACATGTGACACTCCT-3’ 57.5°C 1.7 mM

ERF 4 |5-GTCTTCCTCATCCTCATCACTG-?® _ |5-TGGTGTCTTCCGAGTCTATCC-3’ 59°C 1.4mM
FREML 23 |5-GTTGAATTTACCCCATGTTGAC-3’ _ |5-GCCTAATTACCTCTTCCCACA-3’ 58°C 14mM
FREML 26 |5-TTCACATCTCTGGCAAATGA-3’ 5°-GATCTGCCCTTGATTTTTCA-3’ 57.7°C 1.4 mM
FREML 30 |5-CCTCAAATCCAAACACCTCTC-3* _ |5-CTGGATCCCAAATGGCTTAT-3’ 58.5°C 14mM
FBN1 9 |5-TGTTCTTTAAGAGGGCAGTCA-3' 5-CTGTGTTGAAAGAAGCAGCAT-3' 58.7°C 1.4 mM

FBNL 29 |5-GATGAGATCCAAAGATCGTGAG-3_ |5-CCCACCTTTAACATGGTCATT-3' 57.9°C 14 mM
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4.5. Genotip-Fenotip Korelasyon Bulgular:

4.5.1. AXIN2 Gen Mutasyonunun Genotip-Fenotip Korelasyonu

Calismamiz kapsaminda, sagittal sinostozu olan bir olguda, ilk defa AXIN2
(NM_004655.4) gen mutasyonu tespit edilmistir. Daha Once fare modelleriyle
kraniyosinostoza olan etkisi gosterilmis bu gende buldugumuz patolojik cergeve
kaymas1 mutasyonu, literatiirde ilk defa bir insanda kraniyosnostoz nedeni olarak tespit
edilmistir (Yilmaz ve dig., 2018).

Yapilan kapsamli klinik incelemeler sonucunda (Tablo 4.1) skafosefalisi ile uyumlu
olarak makrosefalik olan (55.9 cm; >97 percentile) olguda; frontal ¢ikinti, yiiksek
anterior sa¢ hatti, diisiik burun kopriisii, bilateral epikantus ve diisiik yerlesimli kulak
bulgusu gozlenmistir. Kraniyosinostoz ile iligkili olabilecek sindaktili, genis parmaklar,
gelisme geriligi ve damak abnormalitesi gibi bulgular olguda izlenmemistir. Olgunun

fenotipik ve radyolojik goriintiileri ile pedigrisi Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Sekil 4.2. NC17 kodlu olgunun a. fenotipi, b. radyolojik bulgusu, c. pedigrisi

Filtreleme analizleri sonucunda tespit edilen p.L349fs*24 (c.1045_1046delCT)
mutasyonu, hem olguda hem de ebeveynlerinde Sanger dizileme ile analiz edilmis ve

mutasyonun de novo oldugu belirlenmistir. YND analizi sonucunda tespit edilen

70



p.L349fs*24 mutasyonunun IGV gorintiisii, Sanger dizi analizi sonuglart ve

mutasyonun gen iizerindeki yerlesimi Sekil 4.3°de yer almaktadir.

{

104 bp
63,537 560 bp 63.537.600 bp

il

GTIACTCACCGGGAAATGAGGTAGAGACACTTGGCCATTIGGCCTTCACACTGC

AXINZ

(@Ekzon 4
p.L349fs*24

-3

11-2

Tankyrase baglanma bélgesi Axin beta-catenin
RGS bilgesi baglanma bélgesi DIX bélgesi

1 | |
o (LI [ ]

p.L349%24

Sekil 4.3. Sanger dizileme ile NC16 kodlu olgunun (III), annesinin (II) ve babasinin (I) karsilastirmali
sekans sonuglari
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4.5.2. TCF12 Gen Mutasyonlarimin Genotip-Fenotip Korelasyonu

Calismamiz kapsaminda, bilateral koronal sinoztozu olan iki olguda farkli TCF12
(NM_207036.1) mutasyonlar1 tespit edilmis ve olgular tekrar kapsamli klinik
degerlendirmeye almmistir. Iki olgunun da ortak olarak brakisefalik kafa sekline, diiz
yiize, frontal ¢ikintiya, orta yiiz hipoplazisine ve diisilk burun kopriisiine sahip oldugu
gozlenmistir (Tablo 4.1; Sekil 4.4). Tani aldiktan sonra kalvaryal sekillendirme
operasyonu gegiren 3,5 yasindaki NC09 kodlu olgunun bas ¢evresi 75-90 persentil ile
normosefalik olarak degerlendirilirken, operasyon ge¢irmemis olan 2,5 yasindaki NC16
kodlu olgunun bas gevresi 25-50 persentil ile mikrosefalik olarak kaydedilmistir. NC09
kodlu olgudan farkli olarak, NC16 kodlu olgumuzun ayrica gizli yarik damaga ve ellerde

de bilateral palmar crease’e sahip oldugu tespit edilmistir.

NCO09

111 111

Sekil 4.4. NC09 ve NC16 kodlu olgularin a. fenotipleri, b.radyolojik bulgulari, c. pedigri
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YND analizinden elde edilen verinin filtrelenmesi sonucunda, NC09 kodlu olguda daha
once rapor edilmis patojenik p.M260fs*5 (c.778_779delAT) mutasyonu ve NC16 kodlu
olguda ise yeni p.P369fs*26 (c.1102_1108delITCACCTC) patojenik varyasyonu tespit
edilmistir (Sekil 4.5). Hem mutasyonlarin dogrulanmast hem de mutasyonun ailesel
segregasyonunu belirlemek amaciyla Sanger dizileme yapilmistir. Yapilan dizileme ve
dogrulama (konfirmasyon) analizinin sonucunda, NCO09 kodlu olguda belirlenen
p.M260fs*5 mutasyonunun de novo oldugu, NC16 kodlu olguda belirlenen p.P369fs*26
mutasyonunun ise paternal kalitim gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.5). Yapilan fiziki
muayene sonucunda, NC16 kodlu olgunun babasinin da dismorfik yiiz ve brakisefali ile
uyumlu kafa sekline sahip oldugu goézlenmis ve novel p.P369fs*26 patojenik

varyasyonunun ailesel oldugu goriilmiistiir.

NC09 NC16
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Sekil 4.5. NC09 ve NC16 kodlu olgularin a. IGV goriintiileri, b.Sanger dizileme analizi, c. Mutasyonlarin
gen lizerindeki yerlesimi
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4.5.3. ERF Gen Mutasyonunun Genotip-Fenotip Korelasyonu

YND analizine aldigimiz NC14 kodlu olgumuzda, yapilan filtreleme analizi sonucunda,
ERF geninde (NM_006494.3) daha oOnceden rapor edilmis olan p.G299fs*9
(c.891_892delAG) patolojik mutasyonu saptanmistir. Opere olan olgunun klinik dosyasi
incelendiginde; olgunun unilateral (sag) koronal sinostoza, kapali fontanellere, sol
frontal kemik displazisine, diisiik sol goze ve basik burun kokiine sahip oldugu
gorilmistiir. Olgunun Antalya disinda yasamasi ve aileye ulasilamamasindan dolayi,
kapsamli klinik incelemeye alimamamuistir. Olgunun kraniyal radyolojik goriintiisii ile
mutasyonun IGV goriintiisli, Sanger dizileme ile dogrulanmasi ve mutasyonun gen

tizerindeki konumu Sekil 4.6’da gosterilmistir.

T T et I T IT 1T T
QrsIT  qlais Qi3s3 " qridl

ffffl -

{17
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p.G299fs*9
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d 3GGCCCAGCGGCTCNGGG AG ANNCNCNCNNN TCNNNNNNNCCNNNGN ANANNN

A}m J/W\L \_m «/‘ \ \!\‘Y /\JW mww Miw\g\s‘ww'v»w‘“;Elslv

Al c. NH, | | ETS [ xo ] cooH

| 19O fiH |_Transkr1p>nond
DNA baglanma P G205 repressor bolge
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Sekil 4.6. NC14 kodlu olgunun a. radyolojik goriintiisii, b. Pedigri, c. IGV goriintiisii, d.Sanger dizileme
analizi, e. Mutasyonun gen iizerindeki yerlesimi
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4.5.4. FREM1 Gen Mutasyonlarinin Genotip-Fenotip Korelasyonu

Calismamiz kapsaminda YND analizine alinan ii¢ olguda (Sekil 4.7), daha once
kraniyosinostoz ile iliskisi gosterilmis olan FREM1 geninde (NM_144966.5) olasi
patojenik, yanlis anlamli mutasyonlar tespit edilmistir. FREM1 geninde p.P1802L,
€.5405C>T varyasyonu tespit edilen NCO3 kodlu olgumuz, ailenin Antalya disinda
yasamast nedeniyle hasta kayit dosyasi incelenerek klinik degerlendirmeye
almabilmistir. NC03 kodlu olgunun skafosefalisi oldugu, anterior fontanelinin erken
kapandig1 ve dolikosefalik (skafosefalik) yiiz goriiniime sahip oldugu bilgisine

ulastlmistir.

Fenotiple uyumlu olabilecek varyasyon tespit edilen olgulardan NC06 kodlu olgumuz
ise kapsamli klinik degerlendirmeye alinabilmistir. Metopik sinostoz tanist konan NC06
kodlu olgumuzda ayrica frontal ¢ikinti, hipertelorizm, displastik kulak, diisiik burun

kopriisii ve klinodaktili gdzlenmistir (Tablo 4.1).

FREM1 geninde fenotiple uyumlu olabilecek p.S1296R (¢.3888T>G) varyasyonu tespit
edilen bir diger olgumuz ise NC11 kodlu olgumuzdur. Skafosefalik oldugu kraniyal
grafisinden tespit edilen olgunun ailesi, hastanemizin Pediatrik Genetik bilim dali
tarafindan kapsamli klinik degerlendirme igin tekrar cagirilmig fakat aile gelmemistir.
NCI11 kodlu olgunun klinik takip dosyasi incelendiginde olguda; frontal c¢ikinti,
proptosis, minimal pseudohipertorifi oldugu ve olgunun Diichen Kas Distrofisi (DMD)
i¢in takipli oldugu goriilmiistiir.

Sanger dizileme ile hem varyantlarin validasyonlar1 hem de ulasilabilen ebeveynlerin
DNA'’lar analiz edilerek, kalitim paterni belirlenmistir (Sekil 4.8). NC06 kodlu olgunun
ebeveynlerinden alinan DNA oOrnekleri analiz edildiginde, FREM1 geninin 26.
ekzonunda tespit edilen p.G1493R (c.4477G>A) varyasyonunun, olgunun annesinden
kalitildig: belirlenmistir. NC11 kodlu olgunun annesinin daha 6nceden ¢alisma i¢in onay
verdigi DNA’st Sanger dizileme ile p.S1296R (c.3888T>G) varyant1 ig¢in analiz
edildiginde, bu varyasyonun da olgunun annesinden kalitildigi bulunmustur. NCO03

kodlu olgunun ebeveynlerinin DNA’sina ulasilamadigi i¢in analiz edilememistir.
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Sekil 4.7. NC03, NC06 ve NC11 kodlu olgular ve pedigrileri
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Sekil 4.8. NC03, NC06 ve NC11 kodlu olgularin a. IGV goriintiileri, b.Sanger dizi analizleri [olgular (III-
1, I11-1, 111-3), anneler (11-4, 11-5)], c. Mutasyonlarin gen iizerindeki yerlesimi
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Olgularda tespit edilen FREM1 varyasyonlarinin, proteine olan etkilerini belirleyebilmek

icin Mutation Taster, Provean, SIFT ve PolyPhen-2 in silico tahmin programlari

kullanilmistir. Yapilan analizler sonucunda her ii¢ varyant da zarar verici olarak

belirlenmis ve skorlariyla birlikte Tablo 4.27°de analiz sonuglar1 belirtilmistir.

Tablo 4.27. FREML1 geninde tespit edilen varyantlarin Provean, SIFT ve PolyPhen-2 araglarindan elde
edilen in silico analizleri

Mutation Taster Provean SIFT Polyphen-2
FREM1 Skor | Tahmin | Skor | Tahmin | Skor Tahmin Skor Tahmin
98 Hastalk Muhtemelen
p.P1802L Yapici -9.07 Zararh | 0.003 | Zarar Verici 0.997 | Zarar Verici
125 | Hastahk Muhtemelen
p.G1493R Yapici -3.99 Zararh | 0.019 | Zarar Verici 1.000 | Zarar Verici
110 | Hastahk Muhtemelen
p.S1296R Yapici -3.54 Zararh | 0.003 | Zarar Verici 0.991 | Zarar Verici
Varyasyon tespit edilen amino asitlerin tiirler arasi korunmuslugu, Sekil 4.9.’da
gosterilmistir.
p.S1296R
insan M G E T R I I S S A I L S
Rhesus M G G T R 1 1 S S A I L S
Fare v G D T R v L S S A v L S
Kopek M G E T R I I S S A v L S
Fil M G E T R 1 I S N A v L S
Tavuk M G E T R 1 1 S S A v L S
Xenopus M G E T - - I S S A I L S
p.G1493R
Insan N G L R T E H G v F E 1 T
Rhesus N G L R T E H G v F E 1 T
Fare N G L G T Q R G v F E I T
Koépek N G L G T K R G v F E 1 I
Fil N G L R T K H G A% F E A% T
Tavuk N G L R T K H G T F M 1 S
Xenopus N G L K T K H G I M N I A
p.P1802L
insan K L I Q F D P G g t a c a
Rhesus K L I Q F D P G g t a c a
Fare K L L Q F D P G g t a c g
Képek K L I Q F D P G g t a c g
Fil K L I Q F D P G g t a t g
Tavuk K L I Q F D P G g t a = =
Xenopus R L I Q F D P G g t a - t

Sekil 4.9. FREM1 geninde varyasyon tespit edilen amino asitlerin tiirler arasi korunmuslugu (bilgiler
UCSC Genome Browser’dan alinmustir)
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4.5.5. YND Analizi Sonucunda Saptanan Diger Varyasyonlar

Bu yedi olgunun haricinde iki olguda, daha 6nce Marfanoid kraniyosinostoz (OMIM #
182212) ile iliskilendirilmis FBN1 geninde olasi patojenik mutasyonlar saptanmuistir.
Baska bir olguda ise, kraniyosinostozun da klinik olarak goriilebildigi bir olguda rapor
edilen Treacher Collins sendromuyla iliskilendirilmis TCOF1 geninde olast patolojik

mutasyon tespit edilmistir.

FBN1 Gen Mutasyonlarimin Genotip-Fenotip Korelasyonu

DDA paneli kullanilarak yapilan yeni nesil DNA dizileme analizi sonucunda, iki olguda
(NC02 ve NCO07, sekil 4.10) daha once Marfanoid kraniyosinostoz ile iliskilendirilmis,
FBN1 (NM_000138.4) geninde olast etken varyantlar (p.HI187R ve p.G301V)
belirlenmistir. NCO7 kodlu olgunun hastanemize tekrar c¢agirilarak detayli klinik
incelemesi yapilabilmistir (Tablo 4.1). NC02 kodlu olgunun ise hasta takip dosyasi
incelenerek klinik degerlendirmesi yapilmistir. Bu baglamda, NC02 kodlu olguda
metopik siitiir sinostozu oldugu, trigonosefali operasyonu gecirdigi ve frontal ¢ikintiya
sahip oldugu belirlenmistir. Diger yandan, mikrosefalik olan NCO7 kodlu olgunun
belirgin metopik sinostozunun yani sira brakisefalik oldugu da gézlemlenmistir. Olguda
eslik eden diger bulgular ise; hafif proptozis, orta yiiz hipoplazisi, kapali genis anterior
fontanella, stenotik dis kulakta helix kivrimlarinda artma, diisiik burun kopriisii, genis
ayak bagparmaklart ve pectus excavatumdur (gogiis kafesi c¢okiikliigii). Yapilan

incelemeler sonucunda her iki olguda da Marfanoid bulgulara rastlanmamastir.

NC02 NCO07

Sekil 4.10. NC02 ve NC07 kodlu olgular ve pedigrileri
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YND sonucu belirlenen varyantlarin IGV goriintiileri Sekil 4.11°de gosterilmistir. NC07
kodlu olguda belirlenen FBN1 geninin 9. ekzonunda yer alan p.G301V varyasyonunun
validasyonu ve aile segregasyonunu belirlemek i¢in Sanger dizileme yapilmistir. Bu
analiz sonucunda, ayni varyantin olgunun babasinda da oldugu ve paternal kalitim
paterni gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.11). FBN1 geninde olasi etken degisim
saptanan NCO2 kodlu olgumuzda p.H1187R amino asit degisimi, Sanger dizileme ile
dogrulansa da (Sekil 4.11) olgunun Antalya disinda yasamasi ve ebeveynlerinin

DNA’sina ulagilamamasindan dolay varyasyonun kalitim paterni analiz edilememistir.

NCo2 NCO07

I T T

a e T WA arsd i T e i qrr a5 ar
41bp 410p

&30t &7 ey w400
i

nnnnnnnnnnnnnnnnnn

G A G T T G A A T G G T A G C C A

@Ekzon 29 @Ekzon 9
pHIISTR I p.G301V
320 330 340 350 360 180 190 200 210
b_ TGTGCCTGCAACCCTGGCTACCNTTCAACTCCCGATAGGCTAT ATTCCTGGAATCTGTG AAGNGGGTGAATGTACAAACACAGT

NH: | ||‘|.| [T T1T1 | [T TT L1 [ | COOH
p.G301V Pp.HIISTR
e ca™ EGF-
g EGF -benzeri bélge ] bmm"m
TGFb baglanma protein
benzeri balgesi [ ] l;:ceww

Sekil 4.11. NC02 ve NC17 kodlu olgularda tespit edilen varyasyonlarin a. IGV goriintiisii, b. Sanger
validasyonlari, c. varyantlarin gen tizerindeki lokalizasyonu

79



Olgularda tespit edilen FBN1 varyasyonlarinin, proteine olan etkilerini belirleyebilmek
icin Provean, SIFT ve PolyPhen-2 in silico tahmin programlart kullanilmistir. Mutation
taster programiyla yapilan analizler sonucunda hastalik yapici olabilecegi belirlenen
varyasyonlarin; Provean, SIFT ve PolyPhen-2 araglar1 kullanilarak yapilan analizler
sonucunda zararsiz olabilecegi belirlenmis ve skorlariyla birlikte Tablo 4.28’de analiz

sonugclar1 belirtilmistir.

Tablo 4.28. FBN1 geninde tespit edilen varyantlarin Provean, SIFT ve PolyPhen-2 araglarindan elde
edilen in silico analizleri

Mutation Taster Provean SIFT Polyphen-2
FBN1 Skor Tahmin | Skor Tahmin Skor | Tahmin | Skor | Tahmin
Hastalik Tolere
p.G301V |109 yapicl -2.04 Notral 0.212 edilebilir | 0.043 | Zararsiz
Hastalik Tolere
p.H1187R | 29 yapici -0.07 Notral 0.187 edilebilir| 0.017 | Zararsiz

Ayrica, varyasyon tespit edilen amino asitlerin tiirler arasi korunmuslugu da Sekil

4.12.°de gosterilmistir.

p.G301V
Tnsan T I P G I C E G G E C T N
Rhesus T I P G I C D G G E C T N
Fare T I P G v C D G G E C T N
Kapek T I P G I C D G G E C T N
Fil T I P G I C D G G E C T N
Tavuk T I P G I C D G G E C S N
Xenopus I I P G I C E S G E C A N
p. H1187R
Tnsan C N P G Y H S T P D R L F
Rhesus C N P G Y H S T P D R L F
Fare C N P G Y H P T M D R L F
Kapek C N P G Y H S T P D R L F
Fil C N P G Y H A T P D R L F
Tavuk C N P G Y Q S T A D K L H
Xenopus C N 5 G Y Q T T P D W K G

Sekil 4.12. FBN1 geninde varyasyon tespit edilen amino asitlerin tiirler aras1 korunmuslugu (bilgiler
UCSC Genome Browser’dan alinmistir)
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TCOF1 Gen Mutasyonlarinin Genotip-Fenotip Korelasyonu

YND analizine aldigimiz bir diger olgumuzda (NC10) ise TCOF1 geninde
(NM_001135243.1) p.P589fs*7 ¢ergeve kaymasi mutasyonu tespit edilmistir. TCOF1
geni, daha Once Treacher Collins sendromuyla iliskilendirilmistir. Literatiirdeki
calismalar incelendiginde, TCOF1 geninde mutasyon tagiyan ve kraniyosnostozu da olan
Treacher Collins sendromlu bir olgunun rapor edildigi goriilmiistiir. Yapilan klinik
degerlendirme sonucunda, kalvaryal sekillendirme gegiren olgunun trigonosefalik kafa
sekline sahip olmasinin yani sira, epikantusunun oldugu goriilmiistiir. Ameliyat
oncesinde proptozisi oldugu kaydedilen olgunun, klinik degerlendirme sirasinda
proptozisten artik etkilenmedigi belirlenmistir (Sekil 4.13). Daha 6nceden ¢ekilmis olan

ekokardiyografisinde ise patent foramen ovaleye sahip oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.13. NC10 kodlu olgunun a. fenotipi b. Pedigiri

NC10 kodlu olgumuzda Treacher Collins sendromuyla iliskili herhangi bir bulgu tespit
edilememis ve TCOF1 genindeki p.P589fs*7 mutasyonunun tesadiifi bulgu oldugu

diisiintilerek Sanger dizilemeye alinmamustir.
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4.5.6. Sanger Dizi Analizi ile Diger 9 Olguda Saptanan Bulgular

Calismamiz kapsaminda, 21 olguluk YND c¢alisma grubumuz iginde belirlenen olasi
patolojik mutasyonlarin bulundugu ekzonlarin (Tablo 4.25), diger dokuz olguda Sanger
dizileme ile taranmasi1 planlanmistir. NC22 kodlu olgunun DNA’s1 ile sadece AXINZ2
geninin 4. ekzonu ve TCF12 geninin 10. ekzonu ¢aligilabilmis, diger bolgelerde DNA
miktarinin yetersizliginden dolay1 sonu¢ alinamamistir. Geri kalan sekiz olgunun AXIN2
(ekzon 4), TCF12 (ekzon 10 ve 13), ERF (ekzon 4), FREML1 (ekzon 23, 26 ve 30) ve
FBNL1 (ekzon 9 ve 29) genlerinin hedef bolgeleri (Tablo 4.25) taranmustir.

Yapilan Sanger dizileme sonucunda, NC30 kodlu olgunun TCF12 geninin 10.
intronunda ¢.825+5G>T splays bolge varyasyonu tespit edilmistir (Sekil 4.14). Bilindigi
gibi splays bolgeler, ekzon-intron siirlaridir ve bu bolgelerde meydana gelen DNA
degisiklikleri, primer transkriptin islenme siirecini bozarak proteinin yapisini
degistirebilir (Hawkins, 1988). Calismamiz kapsaminda tespit edilen varyasyon, EXAC
ve 1000 Genome gibi popiilasyon veri tabanlarinda yer almamakla birlikte Mutation
Taster programinda yapilan in silico analizi sonucunda, splays bolge degisimine yol
acabilecegi ve hastalik etkeni olabilecegi goriilmiistiir. Varyasyonun korunmuslugunu
gosteren PhyloP degeri ise 5.764’dir. ¢.825+5G>T varyasyonun splays bolgede

olmasindan dolay1 Provean, SIFT ve PolyPhen-2 araclariyla analizi yapilamamustir.

200 210 230 240 250
CAGTAGTTATGGCAACCTTCAT TC&C{TG&CCGCT GGTAGKCTATAACACGTGACTAGGGT

A

Sekil 4.14. NC30 kodlu olguda tespit edilen TCF12 ¢.825+5G>T varyasyonunun Sanger dizileme
goriintiisti

Taranan diger olgularda, kraniyosinostoz fenotipiyle uyumlu olabilecek olas1 patojenik

herhangi bir varyasyon tespit edilememistir.
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5. TARTISMA

Konjenital anomalilerin toplumlardaki goriilme sikligi; etnik koken, cografik bolge,
sosyoekonomik diizey, cevresel faktorler ve beslenme oOzelliklerine gore degisiklik
gostermektedir (Dursun ve dig., 2014). Konjenital anomalilerin diinya ¢apinda goriilme
siklilar1 %1,07 (Japonya) ile %4,3 (Cin) arasinda degismektedir (Temtamy ve dig.,
1998; Francine ve dig., 2014). Amerika’daki goriilme siklig1 %2-3 arasinda degisen
(Francine ve dig., 2014) konjenital anomalilerin lilkemizdeki siklig1 ise %0.29 ile %5,85
arasindadir (Himmetoglu ve dig, 1996; Goyniimer ve dig., 2005; Kurdoglu ve dig.,2009;
Tomatir ve dig., 2009; Cakmak ve dig., 2012; Ozler ve dig., 2014). Sendromik olan ya
da olmayan kraniyosinostozlu olgularin konjenital anomaliler arasindaki goriilme
sikligina dair ayirict bir calisma olmamakla birlikte, Avrupa kokenli 10 yillik
retrospektif bir analize gore, kraniyosinostozun tiim konjenital anomaliler arasindaki

goriilme sikligr 10.000 dogumda 1.75 olarak belirlenmistir (Loane ve dig., 2011).

Kraniyosinostozun tilkemizdeki goriilme sikligina dair bilgiler ise yetersizdir. 1996
yilinda Himmetoglu ve arkadaglar1 tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada, kraniyal
kismi i¢ine alan merkezi sinir sistemi anomalilerinin goriilme siklig1 %0,39 olarak tespit
edilmistir (Himmetoglu ve dig, 1996). 2010 yilinda yaymnlanan baska bir arastirmada ise
konjenital anomalilerin oraninin %2.07 oldugu tespit edilmis ve kraniyal kismi1 da igine
alan merkezi sinir sistemi anomalilerinin goriilme siklig1 %0.51 olarak belirlenmistir
(Oztarhan ve dig., 2010). Yeni dogan yogun bakim iinitesindeki konjenital anomalilerin
arastirildigr bagka bir aragtirmada ise kraniyosinostozlu olgularin siiflandirilmaksizin
goriilme siklig1 %0.2 olarak tespit edilmistir (Dursun ve dig., 2014). Kraniyosinostozun
kiiresel boyuttaki prevelansinin yaklasik olarak her 2000-2500 dogumda bir oldugunu
ele aldigimizda (Johnson and Wilkie, 2011; Lattanzi ve dig., 2017), Dursun ve
arkadaslarinin ulastigi sonug, iilkemizdeki goriilme sikliginin literatiirle uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Bilindigi gibi sendromik olmayan kraniyosinostoz; genetik, epigenetik ya da cevresel

etkenlerin rol oynadigi, gen-gen ya da gen-gevre etkilesimine sahip multifaktoriyel bir
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hastaliktir (Chumas ve dig,. 1997; Boyadjiev, 2007). Her ne kadar 2000-2500 canli
dogumda 1 olarak goriilse de, kraniyosinostoz ile ilgili olarak farkli popiilasyonlarda
yapilan c¢aligmalar, kraniyosinostozun artan sikligina isaret etmektedir (Selber ve dig.,
2008; D1 Rocco ve dig., 2009; van der Meulen ve dig., 2009, Cornelissen ve dig., 2016).
Prenatal donemde sendromik olmayan kraniyosinostozun ultrasona (US) dayali olan
tanist yaklasik olarak 16-20. haftalar arasinda konabilse de, ozellikle gelismis US
aletlerinin kirsal kesimlerde yaygin olarak bulunamamasindan dolayr hamilelik

siiresince saptanamamaktadir (Johnson ve Wilkie, 2011).

Gilintimiizde kraniyosinostoz ile iliskilendirilmis 180’den fazla sendrom bulunmaktadir
(Panigrahi 2011). Olgularda karsilasilasilabilen belli basli klinik bulgular, direkt olarak
sendromla iligkilendirilse de, bazi bulgularin sendromla mu iligkili yoksa ailesel fenotipik
farkliliklardan m1 kaynaklandigi tartisilan konular arasinda yer almaktadir. Klinik
bulgularin siddetinin, embriyonik donemdeki siitiiriin kapanma zamaniyla orantili
oldugu, daha erken kapanan siitiirlerin daha agir klinik bulgulara yol actigi
diisiiniilmektedir (Aviv ve dig., 2002). Erken kapanan her siitiir, karakteristik kafa
sekliyle sonuclanir ve bu fiizyondan dolayr olusan yeni kafa sekli siklikla orta yliz
hipoplazisi ve dismorfik (asimetrik) yiiz gériiniimiiyle sonuglanabilmektedir (Wang ve
dig., 2016). Bunun yani sira artan intrakraniyal basingtan dolay1 bas agrilar1 da olgularda
goriilebilmektedir (Cohen ve Persing, 1998).

Gergeklestirmis  oldugumuz c¢alismamizda, klasik kraniyosinostoz sendromlarinin
(Apert, Crouzon, Pfeiffer, Saethre-Chotzen ve Muenke gibi) goriilmedigi, el ve
ayaklarda sindaktili, eklem abnormaliteleri, mental reterdasyon ve Chiari
malformasyonlar1 gibi major bulgular tespit edilmeyen olgular, sendromik olmayan
kraniyosinostoz olarak siniflandirilmistir. Bulgular kismindaki Tablo 4.1°de yer alan
klinik degerlendirme formu kullanilarak, kraniyosinostozun yani sira olgularda goériilen
diger olas1 anomaliler, arastirma ekibimizdeki klinisyenlerimizle birlikte aragtirilmis ve
tespit edilen degisimler not edilmistir. Bu klinik degerlendirme formunda fenotipik
bulgular; okiiler, kraniyofasiyal, esktremite bulgular1 ve diger bulgular olarak alt
kategorilere ayrilmistir. Yapilan degerlendirme sonucunda, olgularin %47’sinde en az

bir okiiler abnormalite tespit edilmistir. En sik goriilen abnormalite %17 ile
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hipertelorism olurken, bunu sirasiyla %13 ile strabismus ve %10 ile proptosis takip

etmektedir.

Siitiir sinostozlarma gore olgular degerlendirildiginde; %37 ile caligma grubunda en
yaygin tespit edilen, sagittal siitiir sinostozu olmustur. Bunu sirasiyla %33 ile koronal
sinostozis (%23 bilateral, %10 unilateral), %20 ile metopik sinostoz ve %10 ile
multisiitiir sinostozu takip etmistir. Lambdoid sinostoz ise, ¢alismaya dahil edilen higbir
olguda tespit edilmemistir. Ayrica; olgularin %57 sinde frontal ¢ikinti, %37’ sinde diisiik
burun kopriisii, %17’sinde orta yiiz hipoplazisi ve %13’ilinde displastik kulak bulgulari
saptanmistir. Sadece birer olguda tespit edilen ekstremite bulgular1 ise bilateral
calcaneovalgus, genis ayak basparmagi, ayak basparmak egriligi, klinodaktili, ellerde
coklu eklem kontraktiirleri ve genu valgum deformitesidir. Bununla birlikte; farkli siitiir
sinostozlarina (metopik, koronal ve sagittal) ve farkli gen mutasyonlarina (FREML1,
TCF12 ve AXIN2) sahip olan dort olguda (NC06, NC09, NC16 ve NC17) ortak olarak

hipertelorism, frontal ¢ikint1 ve diisiik burun kopriisii goriilmiistiir.

Yeni nesil dizilemeye alinan olgulardan, bilateral koronal sinostozu olan alt1 olgunun
ikisinde (NC09 ve NC16) TCF12 gen mutasyonlar: tespit edilmistir. Bu mutasyonlar,
ekzon 10’da yer alan p.M260fs*5 ve ekzon 13°de yer alan p.P369fs*26 mutasyonlaridir.
Iki olgunun fenotipik degerlendirmesinde; hipertelorism, diiz yiizliiliik, frontal ¢ikinti,
orta yiiz hipoplazisi ve diislik burun kopriisii ortak olarak goriilen fenotipik 6zelliklerdir.
Diger yandan, NC16 kodlu olgunun farkli olarak gizli yarik damak ve bilateral palmar
crease’e sahip olmasi1 dikkat cekmistir. Ayrica, ebeveynlerinden alinan DNA’larin
Sanger dizilemesi sonucunda, NC16 kodlu olgunun babasinda da ayni mutasyon oldugu
belirlenmistir. Klinik degerlendirme sonucunda babanin; brakisefalik kafa sekline,
frontal cikintiya, yiiksek frontal sa¢ ¢izgisine, sinirda bilateral diisiik kulaklara ve diiz
yiize sahip oldugu gozlenmistir. Bununla birlikte, iki yonlii kafa grafisi ¢ekilen babanin
kraniyosinostoza sahip olmadigi, siitiirlerinin secilebilir oldugu goriilmiistir.
Literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde, TCF12 gen mutasyonlarinin eksik penetrans
gosterdigi ve mutasyonlu olgularin yaklasik %50’sinin kraniyosinostoza sahip olmadan
kraniyofasiyal anomali Ozellikleri gosterdigi belirtilmistir (Sharma ve dig., 2013).

TCF12 geninin 10. ve 13. ekzonlarinin Sanger dizileme ile tarandigi diger dokuz
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olgunun birinde (NC30) daha TCF12 geninin 10. intronunda c.825+5G>T/+ splays
bdlge mutasyonu tespit edilmistir. NC30 kodlu olgunun klinik dosyasi incelendiginde,
olgunun bilateral koronal sinostozise, frontal ¢ikintiya ve orta yiiz hipoplazisine sahip

oldugu goriilmiistiir.

FGF sinyal yolagmin anlatildigi kisimda da (2.4.1) deginildigi tizere, TWIST1 ile
heterodimerizasyon  gergeklestiren =~ TCF12,  osteoblast farklilagmasinda  ve
proliferasyonunda rol alir. TCF12 (OMIM#600480) geni, 2013 yilinda Sharma ve
arkadaglar1 tarafindan TWIST1 gen mutasyonu bulunmayan Saethre-Chotzen sendromlu
olgular tlizerinden yaptiklari arastirmanin sonucunda tanimlanmistir (Sharma ve dig.,
2013). Ingiltere ve Hollanda merkezli 347 olgu iizerinden gerceklestirilen bu
arastirmada, toplamda 38 heterozigot (%11) TCF12 mutasyonu kaydedilmistir (Sharma
ve dig., 2013). Yapilan bu calismanin sonucunda, bilateral koronal sinostozu olan
olgularin %32’sinde, unilateral koronal sinostozu olan olgularin ise %10’unda TCF12
gen varyantlari tespit edilmistir (Sharma ve dig., 2013). Koronal sinostozlu olgularda
elde edilen TCF12 gen mutasyonlarindan sonra Di Rocco ve arkadaglari, FGFR3 ve
TWIST1 genlerinde mutasyon tespit edilemeyen Fransiz ve Portekiz kokenli koronal
sinostozlu ailesel olgularda TCF12 genini taramis ve bes ailenin dérdiinde mutasyon
tespit etmistir (Di Rocco ve dig.,2014). 2015 yilinda ise Paumard-Hernandez ve
arkadaslar1, Ispanyol kraniyosinostozlu olgularda TCF12 genini taramis ve olgularin
%21’inde TCF12 varyantlart bulmuslardir. 2016 yilinda yapilan bir bagka ¢alismada ise,
Hollanda’daki dort ailede krozomom 15°te TCF12 gen bolgesini de igeren ii¢ biiylik
kalitsal delesyon (84.9 kb, 8.6 kb ve 5.4 kb uzunlugunda) ve bir biiylik kalitsal
duplikasyon (11.3 kb) tanimlanmislardir (Goos ve dig., 2016). Bu ¢alisma, sadece nokta
mutasyonlarinin degil ayni zamanda biiylik kromozomal yeniden diizenlenmelerin de
TCF12 kaynakli kraniyosinostozda rol oynadigini gostermistir (Goos ve dig., 2016). Bu
caligmalarin ardindan, TWIST1 geninin basic helix-loop-helix (bHLH) ortagini
kodlayan TCF12’nin, koronal sinostozun sik rastlanilan genetik nedeni oldugu netlik
kazanmis ve TCF12-iligkili kraniyosinostoz (OMIM #615314) bashig: altinda olgular
siiflandirilmaya baslanmistir (Paumard-Hernandez ve dig., 2015; Goos ve dig. 2016).
2017 yilinda Avustralya ve Yeni Zellanda’dan yapilan bir baska ¢alismada ise 309

olgunun 22’sinde TCF12 mutasyonu tespit edilmis ve bu olgularin 16 tanesinin
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sendromik olmayan koronal sinostozlu olgular oldugu vurgulanmistir (Lee ve dig.,
2017). Boylelikle TCF12 gen mutasyonlarinin &zellikle koronal siitlirle olan iliskisi
netlik kazanmistir. Yapilan tim bu calismalar birlikte degerlendirildiginde koronal
sinostozlu olgularda TCF12 gen varyantlarinin kapanan siitiiriin bilateral ya da unilateral
olmasma gore %4 ile %21 oranlar1 arasinda siklia sahip oldugu goriilmektedir
(Paumard-Hernandez ve dig., 2015). Gergeklestirmis oldugumuz projemiz kapsaminda
bilateral koronal sinostozlu olan ii¢ olgumuzda TCF12 gen mutasyonu tespit edilmis ve

mutasyon goriilme sikligi literatiirdeki siklikla da ortiisen %10 olarak bulunmustur.

YND’ye aldigimiz 21 olgudan bir digerinde (NC17) saptadigimiz AXIN2 gen
mutasyonunun, insanda sagittal siitiir sinostozuna neden olabilecegi literatiirde ilk defa
tez calismamizda gosterilmistir (Yilmaz ve dig., 2018). Gegtigimiz 20 yilda, ¢esitli
aragtirmacilar tarafindan Wnt sinyal yolag: inhibitdrlerinden Axin2’nin (Axis Inhibitor
2) inaktivasyonu sonucunda, osteoblast farklilasmasi ve proliferasyonunun uyarildigi
hem in vivo hem de in vitro modeller iizerinde gosterilmistir (Yu ve dig., 2005; Liu ve
dig., 2007). Axin2, kraniyal noral krest hiicrelerinden (Jho ve dig., 2002) ve gelisen
siitlirlerden eksprese edilmektedir (Yu ve dig., 2005). Fare modeli {izerinden
gerceklestirilen bir arastirmada, kafa morfogenezisi igin gerekli olan Axin2’de meydana
gelen mutasyonlarin, intramembrandz kemiklesmenin ana molekiillerinden biri olan -
cateninin aktivasyonuna yol actig1r gosterilmistir (Yu ve dig., 2005). Bunun yani sira,
stitir mezensiminde yer alan kok hiicrelerin, Axin2 eksprese eden kok hiicre
popiilasyonundan olduklar1 ve ozellikle kalvaryal gelisim esnasinda kok hiicrelerin
klonal genisleme, farklilasma ve uzun siireli kendini yenileyebilen hiicreler olduklar
gosterilmistir (Maruyama ve dig., 2016). Ayrica bu hiicrelerin orta hat siitiir bolgesinde
yer aldiklar1 ve hasar tamiri ile iskelet rejenerasyonuna katildiklar1 da belirlenmistir
(Maruyama ve dig., 2016). Axin2’nin kraniyal gelisimdeki rolii ve fonksiyon kayb1
sonucunda kraniyosinostoza yol agtig1 cesitli ¢calismalarla desteklense de, bugiline kadar
hicbir kraniyosinostozlu olgu da AXIN2 genine ait mutasyon saptanamamistir. NC17
kodlu olgumuzda saptadigimiz p.L349fs*24 patolojik mutasyonunun
(c.1045_1046delCT; NM_004655.3), gerek literatiire gerekse de kraniyosinostozun
global olgekteki tanisina yonelik 6nemli bilgiler saglayacagini diisiinmekteyiz (Yilmaz

ve dig., 2018).
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Tez projemiz kapsaminda YND calistigimiz olgularda mutasyon tespit edilen bir diger
gen ise FREM1 geni olmustur. ikisi sagittal sinostozlu (NC3 ve NC11) ve biri metopik
sinostozlu (NC6) ii¢ olguda, ii¢ farkli yanlis anlamli olas1 patojenik varyasyon tespit
edilmistir (p.S1296R, p.G1493R ve p.P1802L). 2011 yilinda FREM1 geninin hem
insanda hem de farede metopik sinostoza yol agabilecegi yapilan bir arastirma
sonucunda gosterilmistir (Vissers ve dig., 2011). Fare modeli {izerinden gergeklestirilen
bu arastirmada, gelisen interfrontal siitiir bolgesinde Freml mRNA’smin ekspresyonu
gosterilmis ve bunun iizerine FREM1 geninin intrasiitiiral mezensimal hiicrelerdeki
ekspresyonunun FGF’leri ya da reseptorlerine olan afinitelerini modiile edebilecegi ve
izole metopik kraniyosinostoza yol agabilecegi Onerilmistir (Vissers ve dig., 2011).
Metopik sinostozun tanimlanmis en iyi etkenlerinden birisi kromozom 9p22.3’teki
8MDb’lik bir bolgenin monozomisi ile iliskilendirilen 9p delesyon sendromudur (OMIM
#158170). Bu delesyona sahip olan olgularda trigonosefalinin yani sira goriilebilen
klinik 6zellikler arasinda ise mental retardasyon, hipertelorizm, orta yiiz hipoplazisi ve
uzun filtrum listelenmektedir (Alfi ve dig., 1973; Swinkels ve dig., 2008; Vissers ve
dig., 2011). Vissers ve arkadaslarinin yapmis olduklart KSV (Kopya Sayisi
Varyasyonlari, CNV) analizi sonucunda, bes olguda 9. kromozomun FREM1 genini
iceren bolgesinde delesyon ve duplikasyonlar tespit edilmistir. Daha sonra Hollandali
104 metopik sinostozlu olguda FREM1 genini dizileyen arastirmacilar, ii¢ olgunun
ikisinde p.Glul500Val ve bir olguda da p.Arg498Glu mutasyonlarint saptamislardir
(Vissers ve dig., 2011). Diger taraftan, bugiine kadar FREM1 geninde mutasyon tasiyan
metopik sinostozlu baska olgularin rapor edilememis olmasi, geni kraniyosinostoz i¢in

aday gen konumunda birakmistir.

Calismamiz kapsaminda NCO6 ve NC11 kodlu olgularda tespit edilen FREM1 gen
varyantlarinin (sirastyla p.G1493R ve p.S1296R) maternal kaliim gostermesi, bu
varyantlarin ailesel birer polimorfizm olabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte,
kraniyosinostozda eksik penetrans 6zelliginin de gozlenmesi (TCF12’de oldugu gibi),
ebeveynlerde bulunan bu varyasyonlarin fenotipe yansimamis olabilecegini, eksik
penetranstan da kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Ugiincii olgunun (NC03) hem

klinik hem de ebeveynlerinin genetik analizi gerceklestirilemedigi i¢in varyasyonun
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kalitim paterni belirlenememistir. Elde edilen bulgular bir arada degerlendirildiginde ve
FREM1 geninin tilkemizdeki profilinin bilinmedigi goz ontinde bulunduruldugunda,
FREM1 geninin kraniyosinostozlu olgulardaki patojenitesinin belirsizligini korudugunu

diisiinmekteyiz.

YND ile analiz ettigimiz olgularimizdan NC14 kodlu olgumuzda ise 2013 yilinda
kraniyosinostoza yol actigi gosterilen ERF geninde daha once rapor edilmis olan
p.G2991s*9 mutasyonunu saptadik. Tezin 2.4.1. kisminda yer alan FGF sinyal yolaginda
da bahsedildigi lizere, ERF proteini, RAS-MEK-ERK yolaginin ana molekiillerinden biri
olan ERK1/2 kinazlarin 6nemli baglanma hedeflerinden biridir (von Kriegsheim ve dig.,
2009). ERKI1/2 sinyal yolaginin aktivasyonunun kraniyosinostoza yol agtiginin
bilinmesi, ERF genini kritik aday genlerden biri haline getirmistir (Twigg ve dig., 2013).
ERF geni ERK1/2 aracili fosforilasyon ile diizenlenir ve ERK1/2 sinyal yolagina direkt
olarak baglanan inhibe edici ETS transkripsiyon faktoriinii kodlar. ERF proteinin
dozajimin azalmasi sonucu olusan ERKI1/2 sinyal yolagmin aktivasyonunun
kraniyosinostoza yol agabilecegi daha onceden gosterilmistir (Twigg ve dig., 2013).
Sendromik olan ve olmayan kraniyosinostozlu 412 olgu {lzerinden yapilan bir
arastirmada, 12 olgunun ERF geninde yanlis anlamli ve anlamsiz mutasyonlar
saptanmistir (Twigg ve dig., 2013). Bu calismada yer alan olgularin iki tanesinin
sagittal, sekiz tanesinin ¢oklu siitiir ve birinin lambdoid sinostozlu oldugu belirtilirken,
bir olgunun ayirt edilemeyen sinostozu olduguna deginilmistir. Bu c¢alismada, hem
sendromik hem de sendromik olmayan {i¢ olguda, bizim olgumuzda da tespit edilen
p-G299f5*9 mutasyonu rapor edilmis ve birinin ailesel oldugu gosterilmistir (Twigg ve
dig., 2013). Cogunluklu olarak sendromik olan olgularda tanimlansa da sendromik
olmayan olgularda da rastlanmasindan dolayr ERF-iliskili kraniyosinostoz olarak
tanimlanmis ve goriilme siklig1 %6 olarak belirlenmistir (Twigg ve dig., 2013). ilk defa
bir Tiirk olguda gosterdigimiz ERF gen mutasyonu, olgumuzun Antalya disinda
yasamast ve aileye ulasilamamasi nedeniyle, kapsamli klinik degerlendirmeye
alimamamistir. Hasta dosyas1 incelendiginde olgunun unilateral koronal sinostoza (sag
koronal siitiir sinostozu), kapal1 fontanellere, sol frontal kemik displazisine, diisiik sol

gbze ve basik burun kokiine sahip oldugu goriilmiistiir. ERF gen mutasyonunun YND ile
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calistigimiz 21 olgununun birinde tespit edilebilmesi, literatiirle uyumlu olarak (Twigg
ve dig., 2013) yaklasik olarak %5 gibi bir orana sahip olabilecegini ongérmemizi
saglamaktadir. Daha fazla olgu iizerinden yapilacak taramalarin, ERF genotiplerinin
Tirk popiilasyonundaki yiizdesini daha biiyilk dogrulukla ortaya koyacagi
kanaatindeyiz.

Kraniyosinostoz ile iliskilendirilmis bu deginilen genlerin haricinde, iki olgumuzda olas1
patojenik FBN1 mutasyonlar1 belirledik. Ozellikle Marfan sendromuyla (OMIM
#154700) iliskilendirilen Fibrillin 1 (FBN1) gen mutasyonlarinin kraniyosinostoz
bulgusu da olan Marfan sendromlu hastalarda da rapor edilmesiyle, Marfanoid
kraniyosinostoz sendromu  (Shprintzen-Goldberg sendromu, OMIM #182212)
tanimlanmis ve FBN1’in erken kraniyofasiyal ve merkezi sinir sisteminin gelisiminde
rolii oldugu one siiriilmiistiir (Sood ve dig., 1996). Olgularimizdan iki tanesinde FBN1
mutasyonu tespit edilmis ve detayli klinik incelemeye alinabilen bir olguya (NCOQ7)
Marfan sendromu tanisi konamamistir. Bununla birlikte, 6zellikle pectus excavatum
(goglis kafesi c¢okiikliigii) bulgusunun Marfan sendromlu olgularda da yaygin olarak
goriilmesi (Fraser ve dig., 2017), hem kraniyosinostozlu hem de pectus excavatumlu
olgularda FBN1 mutasyonunun rolii olup olmayacagini diisiindiirmektedir. Bununla
birlikte, p.G301V varyasyonunun olgunun babasinda da tespit edilmesi ve babanin
klinik degerlendirmesinin yapilmamis olmasi, varyasyonun ailesel bir polimorfizm
olabilme ihtimalini giindeme getirmistir. Olgunun ana variant dosyasi tekrar
incelendiginde, FBN1 geninde iki intronik ve bir sinonim degisim daha goriilmiis ve
patojenik agidan anlamli bulunmamistir. FBN1 mutasyonu tespit ettigimiz diger
olgumuzun Antalya disinda yasamasi ve aileye ulagilamamasindan dolayr klinik
degerlendirmeye  alinamamis ve benzer Ozellikler gosterip  gostermedigi
incelenememistir. Diger taraftan, kraniyosinostoz ve pectus excavatumun FBN1
varyasyonuna sahip olan bir olguda bir arada goriilebilmesinin ve FBN1
varyasyonlarinin  kraniyosinostozda fonksiyon kazandiran mutasyonlar olarak

goriilmesinin klinik ve genetik olarak 6nem tasiyabilecegini diisiinmekteyiz.

90



Sendromik olsun ya da olmasin, kalitsal oldugu diisiiniilen hastaliklarin gelisiminde rol
oynayan genlerin tespit edilebilebilmesi, hastaligin tedavisine yonelik gerek kiiciik
molekiil tasarimli ilaglarin gerekse de gen tedavilerin 6niinii agabilmesi agisindan biiytik
oneme sahiptir. Son 10 yil igindeki DNA dizileme teknolojisinin hizli artis1 ve insan
genomunu dizilemenin maliyetinin giderek azalmasi, cok daha fazla sayida olgunun hem
kisa siirede hem de hizli bir sekilde taranmasma olanak saglamaktadir. Boylelikle
hastalikla iliskilendirilebilecek yeni gen ve mutasyonlarin tanimlanmasi hizlanmakta ve
erken taniya giden yol kisalmaktadir. Bu ylizden de DNA dizilemesinde yliksek kapasite
ile calisan sistemlerin kullanilmasi ¢ok daha fazla sayida bilginin kisa silirede elde

edilebilmesinin Oniinii agmaktadir.

DNA dizileme teknolojisindeki gelismelerle birlikte her gegen yil kraniyosinostoza
neden oldugu diisiiniilen genlerin sayis1 artmaktadir. Giiniimiizde 6zellikle sendromik
kraniyosinostoz ile iliskilendirilmis 50’den fazla gen bulunmaktadir ve bunlardan 20
tanesi (ASXL1, CDC45, COLEC11, EFNB1, ERF, FGFR1, FGFR2, FGFR3, IHH,
IL11IRA, MEGF8, MSX2, POR, RAB23, RUNX2, SKI, TCF12, TWIST1, WDR35, ZIC1)
daha fazla sayida olguda bulunmasindan dolay1 ana genler olarak siniflandirilmistir

(Twigg ve Wilkie, 2015).

Gerek iilkemizde gerekse de kiiresel anlamda, kraniyosinostozun genetik tanisinda ilk
olarak FGFR1-3 ve TWISTI genlerine odaklanilmaktadir (Mathijssen, 2015). Diger
sitlir tiplerine kiyasla daha fazla oranda genetik alt yapiya dayanmasindan dolay,
ozellikle koronal siitliir sinostozlu sendromik ya da sendromik olmayan olgularda
bulunan genler, diger tek siitiir sinostozlu olgularda da taranmakta fakat diisiik tani
imkan1 saglamaktadir (Clarke ve dig., 2018). Gegtigimiz yillarda kraniyosinostoz i¢in
one cikan alt1 genin (FGFR2, FGFR3, TWIST1, TCF12, ERF ve EFNB1), olgularin
yaklasik %20’sini aydinlatabildigi goriilmiistiir (Wilkie ve dig., 2010). Ote yandan, 2017
yilinda 40 kraniyosinostozlu olgu iizerinden yapilan bir arastirmada tiim ekzom ve tim
genom dizileme analizi gerceklestirilmis ve olgularin %37.5’inin genetik nedeni
aydinlatilabilmistir (Miller ve dig., 2017). Kraniyosinostozun altinda yatan molekiiler
nedenlerin ¢ok ¢esitli olmasindan dolayi, hizli taniya gidebilmek i¢in miimkiin olan en

fazla sayida genin taranmasi, tami yiizdesini arttirmaktadir. Bu yiizden de, ozellikle
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sendromik olan olgularda da tanimlanan genlerin hedefli gen panellerine eklenerek,
panel i¢indeki gen sayisinin arttirilmasiin 6zellikle ailesel ve sendromik olmayan orta
hat sinostozlu olgularin tanisinda yliksek basar1 saglayacagi, fakat sporadik gelisen
olgularda ayni oranin yakalanamayacagi diisiiniilmektedir (Timberlake ve Persing,

2018).

Ulkemizde, kraniyosinostozlu olgular iizerinden yapilan molekiiler calisma sayist
oldukca smirlidir. Ekibimiz tarafindan gergeklestirilmis olan Tiirk olgulardaki
kraniyosinostozun genetigine yonelik yapilmis olan ilk molekiiler genetik ¢alismada,
Tiirk popiilasyonunda FGFR2 exon Illa ve Illc mutasyonlarinin goriilme sikligi Apert
sendromlu olgularda %91.6, Crouzon sendromlu olgularda %57 ve Pfeiffer sendromlu
olgularda ise %83 olarak tespit edilmistir. Sendromik olmayan kraniyosinostozlu
olgularda ise bakilan bolge acisindan herhangi bir mutasyon tespit edilememistir (Nur ve
dig., 2014). 2015 yilinda yayimlanan bir yiiksek lisans tezinde ise, kromozom anomalisi
bulunmayan 40 sendromik olan ve olmayan kraniyosinostozlu olgu ve ailesinde,
FGFR1, FGFR2, FGFR3, TWIST1, MSX2, POR, FREM1 ve RAB23 genleri DNA dizi
analizi ve MLPA yontemleri ile taranmistir (Karaman, 2015). Bu ¢aligmanin sonucunda,
Apert tanili olgularin %100’{inde, Pfeiffer tanili olgularin %66,6’sinda, Crouzon tanili
olgularin %50’sinde, Saethre-Chotzen tanili olgularin %57,1’inde ve Muenke tanili
olgularin %50’sinde FGFR2, FGFR3 ve TWIST1 genlerindeki bilinen mutasyonlar
gosterilmigtir (Karaman, 2015). Sendromik olmayan olgulardan sadece birinde
p-His78His (¢.234C>T) degisimi gosterilmis ve degisimin sinonim olmakla birlikte,
mutasyon analizi sonucunda “hastalikla iligkili” olarak tanimlandig1 belirtilmis ve ileri

analizlere ihtiya¢ duyuldugu ifade edilmistir (Karaman, 2015).

Gergeklestirmis oldugumuz tez projesi, taranan hedef genler acisindan ele alindiginda,
en kapsamli molekiiler genetik calisma olmustur. Bu baglamda, ilk hedefimiz olan 16
genden 9 tanesi (FGFR1, FGFR2, FGFR3, TWIST1, MSX2, RUNX2, TGF-B, EFNB1 ve
ALPL), toplam 519 gen igeren (Ek Tablo 1) DDA paneli ile taranmis ve herhangi bir
mutasyon saptanamamigstir. Diger yedi gen, model organizmalar {izerinde
kraniyosinostoza yol agabilecegi diisiiniilen ama bugiine kadar insanda kraniyosinostoz

etkeni olarak gosterilememis aday genlerdir. Aday genler olmasindan dolay1 da panelde
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yer almadigimi diisiinmekteyiz. Diger yandan, kullanmis oldugumuz panelde yer alan
dismorfoloji ve displazi ile iliskilendirilmis diger 510 geni inceledigimizde olgularin
yaklasik %20’sinde, kraniyosinostoz ile iliskilendirilmis ii¢ gene ait (AXIN2, TCF12 ve
ERF) patolojik ve olasi patolojik mutasyonlar tespit ettik. Miller ve arkadaslar
tarafindan gergeklestirilen tiim ekzom ve tiim genom dizileme analizinin %37,5’lik
orantyla kiyaslandiginda, elde ettigimiz sonuglar, kullandigimiz panelin tan1 ylizdesinin
oldukca yiiksek oldugunu ve rutin analizlerde uygulanmanin daha erken tani

verebilecegini diistindiirmektedir.

YND analizine alinamayan dokuz olgu (NC22-NC30), 21 olguda belirlenen AXIN2,
ERF, FBN1, FREM1 ve TCF12 genlerindeki varyasyonlarin bulundugu ekzonlar i¢in
Sanger dizileme ile taranmistir. NC22 kodlu olgunun DNA'’s1 ile sadece AXINZ ve
TCF12 genin 10. ekzonu calisabilmis diger bolgeler, DNA’nin yetersizliginden dolay1
analiz edilememistir. Analize alinan diger sekiz olgudan birinde (NC30) TCF12 geninin
10. intronunda splays bolge varyasyonu tespit edilmistir. In silico analizler sonucunda
evrimsel olarak korunmus (PhyloP: 5,764) splays bolgesindeki ¢.825+5G>T
varyasyonun, splays bolge degisimine yol agabilecegi ve hastalik etkeni olabilecegi
onglilmiistiir. Diger yedi olgunun Sanger dizileme analizi sonucunda herhangi bir
patojenik ya da olasi patojenik varyasyon tespit edilememistir. Sadece iki ekzonu (10 ve
13) dizilenebilen TCF12’nin ikinci ¢aligma grubundaki tani yiizdesi boylelikle yaklagik
olarak %11 olarak belirlenmis ve toplamda 30 olgunun ii¢ tanesinde varyasyon tespit
edilmesiyle, Tiirk kraniyosinostozlu olgularin  %10’unda etken mutasyon
barindirabilecegi belirlenmistir. Diger olgularda ise kraniyosinostoz fenotipine yol

acabilecek patojenik bir mutasyon tespit edilememistir.

Calismamiz kapsaminda DDA paneli kullanilarak 21 olgunun dordiinde (~%20) ve
Sanger dizileme ile de dokuz olgunun birinde (~%11) etken mutasyonlarin belirlenmesi
miimkiin olmustur. Bununla birlikte, calisma kapsamina alinan 30 olgunun 25’inde
hastalikla iligkilendirilebilecek kesin taniya ulasilamamistir. FREM1 ve FBN1 gen
mutasyonu tasiyan olgularin bu genlerden etkilendiklerine yonelik kesin taniya
ulasabilmek icin kapsamli fonksiyonel analizler yapmak gerekliliginin yani sira, bu

genlerdeki varyasyonlarin toplumumuzdaki goriilme sikliginin da bilinmesi, sonug
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acisindan O6nem ihtiva etmektedir. Calismamiz sonucunda tani konulamayan olgularin,
daha ileri molekiiler testler olan tiim ekzom dizileme ve/veya tim genom dizileme
analizlerine alinmasi, sadece olgularin tanisina degil ayn1 zamanda hastalikla iliskili yeni

aday genlerin ve yolaklarin tanimlanmasina da imkan saglayacagini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Gergeklestirmis  oldugumuz tez projemiz kapsaminda, sendromik olmayan
kraniyosinostoz tanisit almis 30 olguda, hastaliga yol acan genlerin molekiiler genetik
taramas1 gercgeklestirilmistir. Bu baglamda 21 olgu, hastaligin etiyopatogenezinde rol
oynadigi ¢esitli insan ve fare modeli ¢aligmalariyla gosterilmis genleri iceren DDA gen
paneli kullanilarak hedefli YND analizine alinmistir. 21 olgunun dérdiinde (~%20),
kraniyosinostoz fenotipiyle uyumlu patolojik varyasyonlar tespit edilmistir. Bu
varyasyonlardan iki tanesi ilk defa ¢alismamizda gosterilen patolojik varyasyonlardir.
Olgularin fenotipleri ile genotipleri birlikte ele alindiginda, bilateral koronal sinostozu
olan olgularda TCF12 gen mutasyonlar1 (p.M260fs*5 ve p.P369fs*26), sag koronal
kraniyosinostozu olan bir olguda ise ERF gen mutasyonu (p.G299fs*9) oldugu
gorlilmiistiir. Sagittal sinostozu olan bir diger olgumuzda ise AXIN2 geninde patolojik,
fonksiyon kaybettiren p.L349fs*24 mutasyonu belirlenmistir. AXIN2 gen mutasyonunun
insanda kraniyosinostoz fenotipine yol acabilecegi ilk defa calismamiz kapsaminda

gosterilmistir.

DDA gen paneli kullanilarak yapilan ilk analizlerde patolojik varyasyon belirlenen
ekzonlar, ¢alisma kapsamina alinan diger dokuz olguda Sanger dizileme ile taranmistir.
Boylelikle hem olgularda mutasyon taramasi gerceklestirilmistir hem de olas1 hot-spot
bolgeler arastirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda taranan dokuz olgunun birinde, TCF12
geninde yeni bir ¢.825+5G>T splays bolge varyanti saptanmig ve yapilan in silico
analizler sonucunda varyantin evrimsel olarak korunmus bir bolgede yer aldigi ve
hastalik yapict degisim olarak smiflandirildigt  bulunmustur. Boylelikle Tiirk
popiilasyonunda TCF12 gen mutasyonlarinin, olgularin %10’unda goriilebilecegi

belirlenmistir.

Gerek genetik gerekse de fenotipik olarak olduk¢a heterojen bir hastalik olan
kraniyosinostozun aydinlatilmasinda kapsamli genetik arastirmalar oldukga biiylik 6nem
ihtiva etmektedir. Calismamiz kapsaminda elde etti§imiz veriler 1s18inda, Ozellikle
sendromik olmayan kraniyosinostoz tanisi konan olgularda, erken kapanan siitiiriin

cesidine gdre molekiiler genetik analizler yapilmasmin tani siiresini hizlandiracaginm
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diisiinmekteyiz. Ozellikle de diger sinostoz tiplerine kiyasla genetik etkenin daha sik
belirlenebildigi koronal sinoztozlu olgularda TCF12 gen mutasyonlarinin taranmasinin,

daha erken tan1 ve aileye daha erken genetik danigsma verilebilmesinin 6niinii acacaktir.

Yeni nesil dizileme teknolojisindeki gelismeler sonucunda her gegen giin
kraniyosinostoza yol acan yeni genler tanimlanmakta ve bu say1 60’a yaklasmaktadir.
Kraniyosinostozlu olgularin yiiksek verimlilige sahip yeni nesil dizileme platformlarinda
taranmas1 fenotip-genotip korelasyonunun daha hizli kurabilmesinin 6niinii agmaktadir.
Diger taraftan, yapilan genetik analizler sonucunda mutasyon saptanmayan olgularin,
daha ileri analizler olan tiim ekzom ya da tiim genom dizileme analizleri ile
aragtirtlmasi, yeni aday genlerin ve genomik bdlgelerin tespit edilmesinin Oniinii
acacaktir. Bununla birlikte, daha fazla olgu iizerinden yapilacak olan kapsamli genetik
analizler, Tirk popiilasyonundaki yaygin goriilen kraniyosinostoz tiplerindeki etken

genlerin/genotiplerin daha biiyiik dogrulukla belirlenmesini saglayacaktir.

Sonug¢ olarak; genetik, sitogenetik, epigenetik ve cevresel etkenlerin sebep oldugu
kraniyosinostozun tam olarak aydinlatilabildigi takdirde, embriyonik gelisimin
kraniyofasiyal siirecinde rol oynayan yolaklarin daha iyi anlagilmasina ve kraniyofasiyal
hastaliklarin gerek tanisina gerek de tedavisine yonelik yeni ufuklarin acilmasina olanak

saglayacaktir.
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Tablo 1. Dismorfoloji ve Displazi Aragtirma Gen Paneli

EK1

Gen Ad1 Kromozomal Lokasyon [ Hedef bilge (bp) | Kacan Bolge (bp) | Kapsadigi (%) | Amplikon sayisi
ACAN 15026.1 7593 1386 81,7 42
ACP5 19p13.2 978 0 100 9
ACTB 7p22.1 1128 0 100 10

ACVR1 2q24.1 1530 0 100 13

ADAMTS10 19p13.2 3312 5 99,8 33
ADAMTS17 15026.3 3288 35 98,9 28
ADAMTSL2 9g34.2 2856 0 100 31
AGA 4q34.3 1195 0 100 12
AGPS 2q31.2 1977 12 99,4 25
AHIL1 6023.3 3644 0 100 40
AKT1 14032.33 1443 0 100 20

ALMS1 2p13.1 12504 0 100 82
ALPL 1p36.12 1663 0 100 16
ALX1 12¢21.31 981 0 100 8
ALX3 1p13.3 1032 7 99,3 8
ALX4 11p11.2 1236 48 96,1 9

AMELX Xp22.2 618 0 100 8

AMER1 Xq11.2 3408 0 100 19

AMPD2 1p13.3 2677 0 100 27
ANKH 5p15.2 1479 0 100 13

ANKRD11 16q24.3 7992 0 100 51
ANO5 11p14.3 2790 0 100 27
ANTXR1 2p13.3 1764 17 99 22
ANTXR2 4q21.21 1590 0 100 18
APC 5¢22.2 8697 0 100 62

ARL13B 3q11.1-q11.2 1287 0 100 15
ARL6 3g11.2 561 0 100 8
ARSB 5q14.1 1631 0 100 15
ARSE Xp22.33 1770 0 100 13
ASPH 8g12.3 2989 0 100 39
ATRX Xq21.1 7485 6 99,9 65

ATXN10 22¢13.31 1428 0 100 17
AXIN1 16p13.3 2589 0 100 19
AXIN2 17924.1 2532 0 100 21

B3GALT6 1p36.33 990 185 81,3 4

B3GAT3 11g12.3 1008 0 100 8
BoD1 17p11.2 1025 0 100 10
BBS1 11913.2 1782 0 100 22
BBS10 12921.2 2172 0 100 12
BBS12 4927 2133 0 100 12
BBS2 16913 2166 0 100 18
BBS4 15q24.1 1560 0 100 18
BBS7 4927 2153 0 100 29
BBS9 7p14.3 2664 0 100 32
BCOR Xpll.4 5511 0 100 37

BLM 15026.1 4254 0 100 37
BMP1 8p21.3 3047 86 97,2 29
BMP2 20p12.3 1191 0 100 7

BMPER 7p14.3 2058 0 100 19

BMPR1B 4q22.3 1742 73 95,8 13
BRAF 7q34 2301 5 99,8 25
BRCA2 13913.1 10257 0 100 76
BRCC3 Xq28 954 0 100 11
BUB1B 15015.1 3153 0 100 31

C2lorf2 21022.3 1131 8 99,3 12

C4orf26 4g21.1 1048 0 100 5

C5orf42 5p13.2 9594 1 100 94
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Tablo 1. Dismorfoloji ve Displazi Arastirma Gen Paneli (devami)

Gen Ad1 Kromozomal Lokasyon | Hedef bolge (bp) | Kacan Bolge (bp) | Kapsadigi (%) [ Amplikon sayisi
CAl 8g21.2 786 0 100 10
CA2 8g21.2 783 0 100 10

CANT1 1725.3 1206 0 100 10

CASR 3913.33-g21.1 3397 0 100 20
CBL 11923.3 2721 0 100 23

CC2D2A 4p15.32 5058 72 98,6 49

CCBE1 18021.32 1221 0 100 15

CCDC8 19913.32 1617 0 100 9

CDC6 17q21.2 1683 0 100 15
CDH3 16¢22.1 2490 0 100 22
CDT1 16¢24.3 1641 0 100 17

CENPE 4024 8109 0 100 79

CEP120 5023.2 2961 25 99,2 31

CEP290 12g21.32 7452 202 97,3 82

CEP41 7q32.2 1190 0 100 13
CEP57 11q21 1521 0 100 16

CHRNG 2q37.1 1554 0 100 18

CHST14 15g15.1 1131 0 100 7

CHST3 10g22.1 1440 0 100 9

CHSY1 15026.3 2409 236 90,2 13

CHUK 10924.31 2238 0 100 24
CLCNS Xp11.23 2735 0 100 19
CLCN7 16p13.3 2418 91 96,2 35
COG1 17¢25.1 2943 0 100 22
COL10A1 6022.1 2043 0 100 12
COL11A1 1p21.1 5580 0 100 93
COL11A2 6p21.32 5478 0 100 70

COL1A1 17921.33 4395 11 99,7 56

COL1A2 7q921.3 4107 12 99,7 56

COL2A1 12g13.11 4470 6 99,9 60

COLY9A1 6q13 2838 0 100 42

COLY9A2 1p34.2 2070 6 99,7 34

COLY9A3 20913.33 2055 78 96,2 32

COLEC11 2p25.3 1161 0 100 12
COMP 19p13.11 2274 15 99,3 27
CREB3L1 11p11.2 1560 0 100 16
CREBBP 16p13.3 7335 131 98,2 58
CRIPT 2p21 306 0 100 6
CRTAP 3p22.3 1212 6 99,5 11
CSPP1 8913.1-g13.2 3666 16 99,6 39
CTDP1 18¢23 2953 122 95,9 25
CTSA 20g13.12 1497 0 100 17
CTSK 1g21.3 990 0 100 8
CUL7 6p21.1 5935 0 100 42
CYP26B1 2p13.2 1539 18 98,8 13
DDR2 1923.3 2568 0 100 22

DDX11 12p11.21 2918 0 100 33

DDX59 1932.1 1860 0 100 14

DHCR24 1p32.3 1551 0 100 12

DHCR7 119134 1428 0 100 12

DHODH 19q22.2 1188 0 100 13

DIS3L2 2037.1 3194 0 100 29
DLL3 19q13.2 1948 18 99,1 19

DLX3 17921.33 864 0 100 7
DLX5 7021.3 870 0 100 6
DMP1 4q22.1 1542 0 100 13
DNA2 10q21.3 3183 6 99,8 29
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Tablo 1. Dismorfoloji ve Displazi Aragtirma Gen Paneli (devami)

Gen Ad1 Kromozomal Lokasyon | Hedef bélge (bp) [ Kacan Bolge (bp) | Kapsadigi (%) | Amplikon sayisi
DNAAF1 16¢24.1 2178 0 100 18
DNAAF2 14921.3 2514 0 100 15
DNAH11 7p15.3 13551 7 99,9 123
DNAH5 5p15.2 13875 0 100 125
DNAI1 9p13.3 2112 0 100 21
DNAI2 17925.1 1818 0 100 18
DSPP 4q22.1 3906 1707 56,3 14
DYM 18¢21.1 2010 0 100 22
DYNC2H1 11922.3 12945 3 100 152
EBP Xp11.23 693 0 100 6
ECEL1 2q37.1 2328 0 100 27
EDA Xq13.1 1239 2 99,8 13
EFNB1 Xq13.1 1041 0 100 9
EFTUD2 17¢21.31 2955 0 100 29
EIF2AK3 2p11.2 3351 96 97,1 29
EMG1 12p13.31 733 0 100 6
ENAM 4q13.3 3429 0 100 23
ENPP1 6023.2 2778 157 94,3 31
EP300 22q13.2 7245 0 100 57
ERCC1 19g13.32 1092 0 100 11
ERCC5 13933.1 3561 0 100 30
ERCC6 10911.23 4482 0 100 35
ERCC8 5012.1 1197 0 100 18
ERF 19913.2 1647 0 100 12
ESCO2 8p21.1 1812 0 100 19
EVC 4p16.2 2985 140 95,3 29
EVC2 4p16.2 3970 67 98,3 33
EXOC4 7933 2930 0 100 26
EXOC8 1g42.2 2178 0 100 13
EXT1 8g24.11 2241 0 100 17
EXT2 11p11.2 2954 0 100 20
EYAL 8913.3 1933 0 100 21
EZH2 7036.1 2522 0 100 22
FAM20A 17q24.2 1801 9 99,5 14
FAM20C 7p22.3 1755 39 97,8 18
FAM58A Xq28 775 0 100 6
FAM83H 8024.3 3540 117 96,7 23
FBLN1 22q13.31 2580 83 96,8 23
FBN1 15¢21.1 8622 0 100 86
FBN2 5023.3 8739 0 100 86
FBXW4 10q24.32 1239 12 99 11
FERMT3 11g13.1 2129 103 95,2 21
FGD1 Xp11.22 2886 0 100 26
FGF10 5p12 627 0 100 6
FGF23 12p13.32 756 0 100 7
FGF8 10q24.32 908 32 96,5 7
FGF9 13912.11 627 0 100 6
FGFR1 8p11.23 3007 0 100 24
FGFR2 10926.13 2907 0 100 24
FGFR3 4p16.3 2572 84 96,7 28
FKBP10 17¢21.2 1749 0 100 15
FLNA Xq28 7944 27 99,7 71
FLNB 3p14.3 7941 188 97,6 63
FMN1 15q13.3 5756 23 99,6 44
FOXG1 14q12 1470 272 81,5 8
FRAS1 4g21.21 12114 0 100 94
FREM1 9p22.3 7005 0 100 59
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Tablo 1. Dismorfoloji ve Displazi Arastirma Gen Paneli (devami)

Gen Ad1 Kromozomal Lokasyon | Hedef bolge (bp) | Kacan Bolge (bp) | Kapsadigi (%) | Amplikon sayisi
FREM2 13g13.3 9510 0 100 68
FUCA1 1p36.11 1401 0 100 12
GALNS 16q24.3 1569 120 92,4 14
GALNT3 2g24.3 1902 0 100 19
GDF5 20011.22 1506 0 100 10
GDF6 8g22.1 1368 0 100 9
GHR 5p13.1-pl 1938 0 100 16
GJAL 6¢22.31 1149 0 100 6
GLB1 3p22.3 2189 4 99,8 18
GLE1 9q34.11 2202 17 99,2 21
GLI3 7pl4.1 4743 29 99,4 31
GLIS2 16p13.3 1575 0 100 12
GNAI3 1p13.3 1065 0 100 9
GNAS 20013.32 5930 139 97,7 30
GNPAT 1g42.2 2043 0 100 21
GNPTAB 12923.2 3771 5 99,9 33
GNPTG 16p13.3 924 15 98,4 10
GNS 12q14.3 1659 0 100 17
GORAB 1g24.2 1330 0 100 10
GPC6 13g31.3-q32.1 1668 0 100 15
GREM1 15q13.3 1014 0 100 4
GRHL3 1p36.11 2028 0 100 23
GRIP1 12q14.3 3231 0 100 28
GUSB 7q11.21 1956 0 100 17
HDAC4 2q37.3 3255 0 100 32
HDAC6 Xp11.23 3648 0 100 34
HDACS8 Xq13.1 1354 0 100 14
HES7 17p13.1 1145 108 90,6 8
HGSNAT 8pl1.21-p1l.1 1908 118 93,8 19
HOXA11 7p15.2 942 0 100 7
HOXA13 7p15.2 1167 24 97,9 7
HOXD13 2g31.1 1032 67 93,5 7
HPGD 4q34.1 909 0 100 10
HRAS 11p15.5 633 0 100 7
HSPG2 1p36.12 13182 550 95,8 131
ICK 6p12.1 1899 0 100 18
IDH1 2q34 1245 0 100 10
IDH2 15026.1 1359 15 98,9 16
IDS Xq28 1839 0 100 17
IDUA 4p16.3 1968 239 87,9 22
IFITM5 11p15.5 399 0 100 4
IFT122 3g21.3-q22.1 3977 0 100 36
IFT140 16p13.3 4389 0 100 37
IFT172 2p23.3 5250 0 100 58
IFT43 14924.3 849 0 100 10
IFT80 3025.33 2362 0 100 31
IGF1 12923.2 663 0 100 7
IHH 2935 1236 45 96,4 8
IKBKG Xq28 1651 890 46,1 5
IL11RA 9p13.3 1269 0 100 13
ILIRN 2q14.1 673 0 100 8
INPPSE 9q34.3 1935 0 100 17
INPPL1 11913.4 3777 137 96,4 37
INTU 4q28.1 2829 0 100 28
INVS 9g31.1 3198 0 100 31
1QCB1 3013.33; 3¢21.1 1797 0 100 19
IRF6 1g32.2 1522 0 100 12
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Tablo 1. Dismorfoloji ve Displazi Arastirma Gen Paneli (devami)

Gen Ad1 Kromozomal Lokasyon | Hedef bolge (bp) | Kacan Bolge (bp) | Kapsadigi (%) | Amplikon sayis
IRX5 16912.2 2246 34 98,5 10
JAG1 20p12.2 3657 0 100 36

KAT6B 10g22.2 6661 0 100 41

KCNJ2 17q24.3 1284 0 100 7
KCNK9 8024.3 1125 0 100 7
KCNQ10T1 11p15.5 91671 46025 49,8 255
KDM6A Xp11.3 4206 0 100 44
KIAA1279 10¢22.1 1866 22 98,8 15

KIF14 1932.1 4947 0 100 45
KIF22 16p11.2 2060 0 100 16
KIF3A 5031.1 2100 0 100 23

KIF7 15g26.1 4032 29 99,3 33
KLK4 19913.41 765 0 100 7
KRAS 12p12.1 687 0 100 7
LARP7 4925 1972 19 99 18

LBR 1q942.12 1848 31 98,3 19

LEMD3 12914.3 2771 17 99,4 25

LEPRE1 1p34.2 2892 0 100 24
LFNG 7p22.3 1417 213 85 15
LIFR 5p13.1 3294 0 100 33

LMBR1 7936.3 1473 0 100 19

LMNA 1q22 2219 90 95,9 19

LMX1B 9033.3 1453 52 96,4 14
LPIN2 18p11.31 2691 0 100 24
LRIG2 1p13.2 3198 126 96,1 28
LRP2 2031.1 13968 18 99,9 116
LRP4 11p11.2 5718 14 99,8 48
LRP5 11q13.2 4848 103 97,9 44

LTBP3 11913.1 4222 84 98 36
MAFB 20q12 972 0 100 6

MAN2B1 19p13.13 3116 0 100 28

MAN2C1 15q24.2 3447 0 100 34

MAP2K1 15022.31 1182 0 100 13

MAP2K?2 19p13.3 1203 3 99,8 14

MASP1 3q27.3 3037 0 100 26

MATNS3 2p24.1 1461 45 96,9 11
MBD5 2023.1 4485 0 100 28

MED12 Xq13.1 6534 0 100 63

MED17 11921 1956 0 100 19

MEGF8 19913.2 8538 293 96,6 69

MEOX1 17921.31 975 0 100 7

MESP2 15026.1 1194 148 87,6 7

MGAT?2 14g21.3 1344 0 100 7
MGP 12p12.3 387 0 100 5
MID1 Xp22.2 3077 19 99,4 17

MIR17HG 13931.3 5805 479 91,7 26
MKKS 20p12.2 1713 0 100 11
MKS1 17922 1730 0 100 19

MLL 11¢23.3 12033 260 97,8 80
MLL2 12913.12 16614 0 100 122

MMP13 11g22.2 1416 121 91,5 13
MMP2 16012.2 1986 6 99,7 19

MMP20 11022.2 1452 12 99,2 13
MMP9 20q13.12 2124 0 100 18
MNX1 7036.3 1261 415 67,1 7

MRE11A 11921 2127 0 100 26

MSMO1 4q32.3 882 0 100 7
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Tablo 1. Dismorfoloji ve Displazi Arastirma Gen Paneli (devami)

Gen Ad1 Kromozomal Lokasyon Hedef bolge (bp) | Kacan Bolge (bp) | Kapsadigi (%) [ Amplikon sayisi
MSX1 4p16.2 912 5 99,5 7
MSX2 5035.2 804 0 100 6

MYBPC1 12923.2 3671 0 100 40
MYCN 2p24.3 1395 16 98,9 10
MYH3 17p13.1 5823 0 100 51
MYH8 17p13.1 5814 0 100 54

MYO18B 22¢12.1 7704 0 100 59

NAGLU 17¢21.2 2232 155 93,1 15

NBN 8021.3 2265 0 100 23

NDEL1 17p13.1 1073 0 100 10
NEK1 4933 3861 0 100 44
NEU1 6p21.33 1248 0 100 10

NF1 17q11.2 8709 40 99,5 99
NFEIX 19p13.13 1635 27 98,3 16
NHS Xp22.2-p22.13 4990 0 100 30
NIPBL 5p13.2 8655 20 99,8 80

NKX3-2 4p15.33 1002 0 100 8
NLRP3 1q44 3388 0 100 20
NMES8 7pla.1 1767 0 100 22
NOG 17¢22 699 0 100 4

NOTCH2 1p12 7602 7 99,9 54
NPHP1 2q13 2202 0 100 25
NPHP3 3g22.1 3993 0 100 40
NPHP4 1p36.31 4281 0 100 36
NPR2 9p13.3 3144 0 100 31
NRAS 1p13.2 570 0 100 5

NRXN1 2p16.3 4927 0 100 45
NSD1 5g35.3 8211 0 100 55

NSDHL Xq28 1122 0 100 8
NT5E 6g14.3 1725 0 100 15
OBSL1 2035 6112 233 96,2 44
OFD1 Xp22.2 3045 11 99,6 35

OPHN1 Xq12 2409 0 100 25
ORC1 1p32.3 2586 0 100 20
ORC4 2g23.1 1311 0 100 17
ORC6 16q11.2 759 0 100 9

OSTM1 6021 1005 43 95,7 9

PAPSS2 10023.2-923.31 1860 23 98,8 16
PAX1 20p11.22 1615 0 100 12
PAX3 2¢36.1 2238 0 100 18
PAX6 11p13 1311 26 98 13
PAX9 14q13.3 1032 0 100 9
PCNT 21¢22.3 10011 125 98,8 92
PDE4D 5011.2-q12.1 3478 28 99,2 35
PEX1 7021.2 3852 0 100 38
PEX10 1p36.32 1217 0 100 10

PEX11B 1g21.1 794 0 100 8
PEX12 17q12 1080 0 100 8
PEX13 2p15 1212 0 100 9
PEX14 1p36.22 1134 0 100 13
PEX16 11p11.2 1100 0 100 15
PEX19 1923.2 924 0 100 10
PEX2 8021.13 918 0 100 6
PEX26 22q11.21 918 0 100 8
PEX3 6024.2 1122 0 100 14
PEX5 12p13.31 2208 0 100 18
PEX6 6p21.1 2943 98 96,7 24
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Gen Ad1 Kromozomal Lokasyon | Hedef bélge (bp) | Kacan Bolge (bp) | Kapsadigi (%) | Amplikon sayisi
PEX7 6023.3 972 0 100 13
PGAP2 11p15.4 2065 1 100 12
PGAP3 17q12 963 0 100 10
PHEX Xp22.11 2262 0 100 26
PHF6 Xq26.2 1475 0 100 13
PHGDH 1p12 1602 0 100 13
PIEZO2 18p11.22-p11.21 8259 0 100 73
PIGL 17p11.2 759 0 100 8
PIGO 9p13.3 3270 0 100 25
PIGV 1p36.11 1482 0 100 9
PITX1 5q31.1 945 0 100 8
PKD1 16p13.3 12912 820 93,6 93
PKD2 4q22.1 2907 0 100 23
PKHD1 6p12.3-p12.2 12260 0 100 102
PLCB4 20p12.3-p12.2 3690 17 99,5 41
PLEKHM1 17q21.31 3171 128 96 26
PLIN1 1526.1 1569 0 100 15
PLK4 4q28.1 2913 0 100 27
PLOD2 3q24 2277 0 100 29
POC1A 3p21.2 1385 0 100 12
POLD1 19913.33 3324 0 100 34
POLE 12q24.33 6861 0 100 64
POLR1C 6p21.1 1041 0 100 11
POLR1D 13g12.2 762 0 100 9
POR 7q11.23 2043 0 100 23
PPIB 15q22.31 651 6 99,1 7
PPP1R3B 8p23.1 858 0 100 5
PQBP1 Xp11.23 1045 0 100 9
PRG4 1g31.1 4215 46 98,9 30
PRKAR1A 17q24.2 1193 41 96,6 13
PRRX1 1g24.2 793 0 100 6
PTDSS1 8g22.1 1422 0 100 14
PTHIR 3p21.31 1782 12 99,3 19
PTHLH 12p11.22 961 0 100 6
PTPN11 12q24.13 1941 14 99,3 17
PVRL1 11g23.3 1984 0 100 17
PYCR1 17¢25.3 1114 0 100 11
RAB23 6p12.1-p11.2 714 0 100 9
RAB33B 4q31.1 690 0 100 5
RAB3GAP2 1g41 4182 0 100 48
RAD21 8g24.11 1896 12 99,4 20
RAF1 3p25.2 1947 0 100 18
RAIL 17pl11.2 5721 112 98 37
RASGRP2 11g13.1 1830 0 100 23
RBBP8 18g11.2 2701 0 100 30
RECQL4 8424.3 3627 159 95,6 32
RIPK4 21q22.3 2355 0 100 18
RMRP 9p13.3 268 0 100 2
RNF135 17q11.2 1391 14 99 11
RNF168 3929 1716 0 100 13
ROR2 9922.31 2832 0 100 20
RPGRIP1L 16g12.2 3948 138 96,5 41
RPS6KA3 RPS6KA3 2223 0 100 24
RSPH4A 6g22.1 2151 0 100 15
RSPH9 6p21.1 966 0 100 8
RUNX2 6p21.1 1947 24 98,8 13
SALL1 16g12.1 7222 0 100 23
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Tablo 1. Dismorfoloji ve Displazi Arastirma Gen Paneli (devami)

Gen Ad1 Kromozomal Lokasyon | Hedef bolge (bp) | Kacan Bolge (bp) | Kapsadigi (%) [ Amplikon sayisi
SALL4 20g13.2 3162 0 100 19
SATB2 2q33.1 2202 0 100 17
SBDS 7q11.21 753 0 100 9
SCARF2 22g11.21 2729 194 92,9 21
SCLT1 4q28.2 2067 0 100 29
SDCCAG8 1943-g44 2142 0 100 25
SEC23A 14g21.1 2298 0 100 28
SERPINF1 17p13.3 1257 0 100 11
SERPINH1 11g13.5 1257 0 100 9
SETBP1 18g12.3 4980 18 99,6 31
SF3B4 1g21.2 1275 0 100 11
SGSH 17¢25.3 1509 0 100 16
SH3BP2 4p16.3 2073 167 91,9 19
SH3PXD2B 5g35.1 2736 75 97,3 21
SHFM1 7q21.3 213 0 100 4
SHH 7q36.3 1389 48 96,5 10
SHOC2 10¢25.2 1749 0 100 15
SHOX Xp22.33; Ypl1.2 1848 90 95,1 22
SIX1 14g23.1 855 0 100 6
SLC16A2 Xq13.2 1620 0 100 12
SLC17A5 6q13 1488 0 100 18
SLC24A4 14g32.12 2004 13 99,4 18
SLC26A2 5q32 2220 0 100 13
SLC34A3 9934.3 1800 4 99,8 17
SLC35D1 1p31.3 1068 0 100 17
SLC39A13 11p11.2 1216 0 100 11
SLC3A1 2p21 2058 0 100 16
SLCO2A1 3022.1-922.2 1932 7 99,6 18
SLCO5A1 8q13.3 2587 0 100 19
SMARCAL1 2q35 2865 0 100 24
SMC1A Xp11.22 3702 0 100 32
SMC3 10g25.2 3654 13 99,6 41
SMOC2 6q27 1425 84 94,1 14
SNAP29 22q11.21 777 0 100 7
SNX10 7p15.2 621 0 100 7
SOS1 2p22.1 4002 5 99,9 38
SOST 17q21.31 642 17 97,4 5
SOX9 17q24.3 1530 28 98,2 10
SP7 12g13.13 1296 0 100 10
SPECCI1L 22q11.23 3379 0 100 30
SQSTM1 5435.3 1372 0 100 11
STAT3 17q21.2 2548 84 96,7 26
SULF1 8013.2-q13.3 2616 0 100 26
SUMF1 3p26.1 1125 34 97 10
SUMO1 2q33.1 306 0 100 6
TBC1D32 6022.31 3774 0 100 43
TBCE 1g42.3 1584 0 100 18
TBX15 1p12 1491 0 100 11
TBX2 17g23.2 2139 2 99,9 18
TBX22 Xg21.1 1661 0 100 14
TBX3 12q24.21 2232 29 98,7 17
TBX4 17¢23.2 1638 0 100 13
TBX5 12q24.21 1649 0 100 13
TBX6 16p11.2 1311 0 100 14
TBXAS1 7q34 1794 0 100 17
TCF12 15¢21.3 2190 0 100 27
TCF4 18¢21.2 3296 61 98,1 27
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Tablo 1. Dismorfoloji ve Displazi Arastirma Gen Paneli (devami)

Gen Ad1 Kromozomal Lokasyon | Hedef bolge (bp) | Kacan Bolge (bp) | Kapsadigi (%) | Amplikon sayisi
TCIRG1 11913.2 2558 0 100 25
TCOF1 5032-933.1 4571 0 100 39
TCTEX1D2 3029 429 0 100 5
TCTN1 12024.11 1939 0 100 20
TCTN2 12¢24.31 2094 0 100 22
TCTN3 10g24.1 1824 0 100 17
TFAP2A 6p24.3 1374 0 100 13
TFAP2B 6p12.3 1383 0 100 13
TGFB1 19913.2 1173 0 100 11
TGFBR1 9022.33 1512 97 93,6 15
TGFBR2 3p24.1 1779 48 97,3 13
THPO 3g27.1 2280 0 100 8
TMCO1 1g24.1 953 0 100 10
TMEM138 11912.2 489 0 100 5
TMEM216 11g12.2 447 0 100 5
TMEM231 16g23.1 1110 0 100 9
TMEM237 2g33.1 1245 0 100 18
TMEM38B 9931.2 876 0 100 9
TMEM67 8022.1 3151 50 98,4 38
TNFRSF11A 18921.33 1860 5, 96 15
TNFRSF11B 8q24.12 1206 0 100 9
TNFSF11 13914.11 954 2 99,8 8
TNNI2 11p15.5 564 0 100 7
TNNT3 11p15.5 851 0 100 19
TP63 3028 2216 0 100 21
TPM2 9p13.3 1014 0 100 13
TRAPPC2 Xp22.2 618 0 100 6
TREM2 6p21.1 871 0 100 8
TRIM32 9¢33.1 1962 0 100 11
TRIP11 14¢32.12 5940 20 99,7 50
TRPS1 8923.3 3885 0 100 23
TRPV4 12¢24.11 2900 0 100 22
TTC21A 3p22.2 3966 0 100 34
TTC21B 2q24.3 3951 24 99,4 44
TTC8 14931.3 1656 0 100 20
TUBGCP6 22q13.33 5460 0 100 45
TWIST1 7p21.1 609 28 95,4 3
TYROBP 19g13.12 386 0 100 5
UBE2A Xq24 475 0 100 7
UBE3B 12¢24.11 3312 121 96,3 29
UBR1 15q15.2 5250 58 98,9 55
VIPAS39 14g24.3 1482 0 100 21
WDPCP 2p15 2241 0 100 25
WDR19 4p14 4029 24 99,4 42
WDR34 9g34.11 1611 0 100 15
WDR35 2p24.1 3546 13 99,6 36
WDR72 15q21.3 3415 106 96,9 34
WISP3 6021 1173 6 99,5 9
WNT1 12q13.12 1113 0 100 11
WNT10B 12q13.12 1170 0 100 10
WNT3 17021.31-q21.32 1068 0 100 10
WNT5A 3p14.3 1238 0 100 9
WNT7A 3p25.1 1050 2 99,8 8
WRN 8p12 4299 0 100 49
XPNPEP3 22q13.2 1628 9 99,4 13
XRCC4 5q14.2 1011 0 100 10
ZBTB16 11¢23.2 2022 0 100 14
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Gen Ad1 Kromozomal Lokasyon Hedef bolge (bp) | Kacan Bolge (bp) | Kapsadigi (%) | Amplikon sayisi
ZBTB20 3g13.31 2226 0 100 14
ZBTB24 6g21 3096 0 100 14
ZBTB42 14932.33 1269 0 100 7
ZMPSTE24 1p34.2 1428 0 100 12
ZNF423 16g12.1 3855 0 100 26
ZSWIM6 5012.1 3648 225 93,8 27
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