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Özet 

Osteogenezis İmperfektalı Hastalarda Yeni Nesil Dizi Analizi Yöntemi ile 

Hedeflenmiş Moleküler Genetik Tanı ve Sorumlu Yeni Genlerin Araştırılması 

Giriş: Osteogenezis imperfekta (Oİ), kemik kırılganlığına ve deformasyona neden 

olan benzer iskelet anomalilerini paylaşan fenotipik ve moleküler olarak heterojen 

bir herediter bağ dokusu bozuklukları grubudur. Osteogenezis imperfektaya  neden 

olan 17 gen tanımlanmıştır. Klinik olarak dört tipe ayrılır.  Ancak son yıllarda 

tanımlanan genlere paralel olarak alt tiplerin sayısı 19’a kadar artmıştır. Etiyolojinin 

yaklaşık %70-80’sini tip I kollajen proteinini kodlayan COL1A1 ve COL1A2 

genlerindeki mutasyonlar oluşturur. Bu genler haricinde Tip I kollajenin 

posttranslasyonel modifikasyonunda ve intrasellüler taşınmasında görev yapan diğer 

genler de hastalıktan sorumludur.  Çalışmamızda Oİ kliniği olan olgularda 

hedeflenmiş yeni nesil dizi analizi ile moleküler genetik nedenin araştırılması ve 

genotip-fenotip ilişkisinin saptanması amaçlandı.  

Yöntem: Osteogenezis imperfekta tanısıyla takipte olan ve genetik çalışmaları daha 

önce yapılmamış olgular çalışmaya alındı. Öncelikle hastaların klinik 

tiplendirilmeleri yapıldı. Demografik ve klinik özellikleri hastane dosyalarından elde 

edildi. İlk aşamada, Oİ’den en sık sorumlu olduğu bilinen COL1A1 ve COL1A2 

genlerindeki varyantlar dizi analizi ile araştırıldı.  İkinci aşamada ise bu genlerde 

anlamlı varyant bulunmayan olgularda kollagen/kemik yapımında görev alan genleri 

kapsayan hedeflenmiş yeni nesil dizi analiz paneli (Illumina TruSight One) ile 

Illumina Nextseq550 cihazında yapıldı. Oİ’den sorumlu olan ve çalışılan panelde 

bulunan genler incelendi. Bulunan varyantların patojeniteleri ACMG/AMP 

kriterlerine göre belirlendi. 

Bulgular: Çalışmaya alınan 30 olgunun (Erkek/Kız:16/14) 8’inde  (%26.6) anne ve 

babası arasında akraba evliliği var idi.  Ailede etkilenmiş başka birey öyküsü 

13’ünde (%43.3) saptandı. Hastaneye başvuru anında ortalama yaş:4.0±3.9 yıl, vücut 

ağırlığı SDS: -1.6 (-16.1+2.5) SD ve boy SDS: -2.3 (-15.4 - +1.2) SD olarak 

belirlendi. Klinik tiplendirme yapıldığında; olguların 12’si (%40) Tip I, 3’ü (%10.0) 

Tip II, 11’i (%37) Tip III ve 4’ü (%13.3) ise Tip IV olarak saptandı. Olguların 

17’sinde (%56.6) kemik deformitesi saptanırken, 16’sı (%53.3) bağımsız mobil 
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olarak değerlendirildi.  Olguların 22’sinde (%73.3)  mavi sklera, 6’sında skolyoz  

(%20), 4’ünde dentinogenezis imperfekta  (%13.3), 2’sinde işitme kaybı (%6.6) 

saptandı.  

COL1A1 geninde 16  (%53.3)  ve COL1A2 geninde ise 3 (%10.0) hastada    hastalık 

ile ilişkili varyant saptandı. Bir (%3.3) olguda ise her iki gende de varyant mevcuttu. 

Bu genlerde herhangi bir patojenik varyant bulunmayan 10 hastanın 5’inde (%16.7) 

hedeflenmiş dizi analizi sonucunda 3 farklı gende (SERPINF1, FKBP10 ve P3H1) 

varyant bulundu. Araştırılan tüm genlerde saptanan varyantların 12’si (%40) daha 

önce literatürde bildirilmemiş olup in-silico analiz programlarına göre hastalık yapıcı 

olarak değerlendirildi. Klinik olarak OI olan 5 (%16.7) hastada ise Oİ ile ilişkili 

olduğu bilinen ve panel listesinde bulunan toplam 15 gende hastalık yapıcı bir 

varyant saptanmadı. Herhangi bir gende varyant saptanmayan olgularda ileri genetik 

analizler devam etmektedir.  

Sonuç: Çalışmamızda 30 olgunun 25’inde (%83.3) genetik etiyoloji belirlenmiştir. 

Ayrıca panelin içerdiği Oİ genlerinin çalışılması ile  12 olguda i hastalık ile ilişkili 

olduğu düşünülen yeni varyant saptanarak literatüre önemli katkı sağlanmıştır. 

Osteogenezis imperfekta gibi genetik heterojen hastalıklarda hedeflenmiş dizi analizi 

çalışmaları mutasyon saptama oranının yükseltilmesi açısından kritik öneme sahiptir.  

Anahtar kelimeler: hedeflenmiş dizi analizi paneli; osteogenezis imperfekta; yeni 

nesil dizi analizi  
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Abstract 

 

Targeted Molecular Genetic Diagnosis by Next Generation Sequence Analysis 

Method and Investigation of Responsible Candidate Genes in Patients with 

Osteogenesis Imperfecta 

Introduction: Osteogenesis imperfecta (OI) is a phenotypically and molecularly 

heterogeneous group of inherited connective tissue disorders that share similar 

skeletal abnormalities causing bone fragility and deformity.  About 17 genes 

responsible for OI have been identified to date. Osteogenesis imperfecta was divided 

into 4 types clinically, the number of subtypes has increased to 19 in parallel with the 

genes defined over the years. Mutations in the COL1A1 and COL1A2 genes encoding 

type I collagen are responsible for approximately 70-80% of the etiology. Apart from 

these genes, genes involved in posttranslational modification and intracellular 

transport of type I collagen were also responsible for the disease. The aim of this 

study was to investigate the molecular genetic etiology and to determine the 

relationship between genotype and phenotype with targeted next-generation 

sequence analysis for cases with OI phenotype. 

Method: Patients with a diagnosis of OI and who had no molecular genetic cause 

were included in the study. Clinical typing of all patients was performed. 

Demographic and clinical characteristics were recorded. In the first step, mutations in 

COL1A1 and COL1A2 genes which are known to be the most responsible for OI 

were investigated. In the second step, a targeted next-generation sequence analysis 

panel (Illumina TruSight One) containing genes involved in collagen/bone synthesis 

was performed on the Illumina Nextseq550 platform in cases with no mutation in 

these genes. Genes responsible for OI and found in the panel were examined. 

Pathogenicity of determined variants was determined according to ACMG/AMP 

criteria. 

Results: Of the 30 patients (Female/Male: 14/16) included in the study, 8 (26.6%) 

had a consanguineous marriage between their parents and 13 (43.3%) had a family 

history of affected individuals. The mean age at admission was 4.0 ± 3.9 years, and 

the body weight was evaluated as SDS: -1.6 (-16.1 - 2.5) SD and height as SDS: -2.3 

(-15.4 - 1.2) SD. When the cases were grouped according to clinical types; 12 

patients (40%) were evaluated as type 1, 3 (10.0%) as type 2, 11 (37%) as type 3, and 



vii 

4 (13.3%) as type 4. While bone deformity was detected in 17 (56.6%) of the cases, 

16 (53.3%) were evaluated as independently mobile. Blue sclera was detected in 22 

(73.3%) patients, scoliosis in 6 (20%), dentinogenesis imperfecta in 4 (13.3%) and 

hearing loss in 2 (6.6%).  

Mutation on COL1A1 gene was shown in 16 patients (53.3%), and on COL1A2 gene 

in 3 patients (10.0%). One (3.3%) patient existed a mutation in both genes. In 5 

(16.7%) of 10 patients who possessed no mutations in these genes, 3 different genes’ 

(SERPINF1, FKBP10, and P3H1) mutations were determined through targeted 

sequence analysis. Twelve (40%) of the mutations revealed in all analysed genes 

were not formerly reported in the literature and were assessed to be disease-specific 

with respect to in-silico analysis programs. In five (16.7%) patients, a disease-related 

mutation was not assessed  in a total of 15 genes, which were accepted to be related 

with OI and were contained  in the panel list. Advanced genetic analyzes are 

continuing in cases where no mutation is defined in any gene. 

Conclusion: This study is a comprehensive analysis that indicates the clinical and 

molecular characteristics of OI disease and the genetic etiology was demonstrated in 

25 (83.3%) of 30 cases by targeted sequence analysis method. Morever, 12 new 

mutations were determined in OI genes and a remarkable contribution was provided 

to the literature.  

Key words: next-generation sequence analysis; targeted sequence analysis panel 

osteogenesis imperfecta  
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1. Giriş 

Osteogenezis imperfekta (Oİ), kemik kırılganlığına ve deformasyona neden olan 

benzer iskelet anomalilerini paylaşan fenotipik ve moleküler olarak heterojen bir 

herediter bağ dokusu bozuklukları grubudur (Forlino, Cabral, Barnes, & Marini, 

2011; Palomo, Vilacą, & Lazaretti-Castro, 2017; Rossi, Lee, & Marom, 2019). 

Geçmişte, bozukluğun, tip I kollajendeki defektlerin neden olduğu otozomal 

dominant kemik displazisi olduğu düşünülmekteydi, ancak son 10 yıl içinde 

çoğunlukla otozomal resesif kalıtılan yeni nedensel genlerin keşifleri, ağırlıklı olarak 

kollajen kaynaklı patofizyolojinin hastalıkta etkili olduğunu düşündürmüştür. 

Osteogeniz imperfekta hastalarında, yapısaldan enzimatiğe ve intraselüler taşınımdan 

şaperonlara kadar çok farklı fonksiyonlara sahip proteinlerdeki defektler 

tanımlanmıştır. Bozukluğun her formunun spesifik moleküler temeline dair bilgi, 

klinik tanıyı geliştirecek ve potansiyel olarak hedeflenmiş olan tedavi yaklaşımlarını 

hızlandıracaktır (Forlino & Marini, 2015a; Morello, 2018).  

Otozomal resesif Oİ bozukluğu için ilk genin tanımlanması, bu kemik displazisinin 

genetiği ve mekanizması hakkında heyecan verici yeni bir bilgi patlaması 

başlatmıştır (Baldridge et al., 2008; Barnes et al., 2006; Marini et al., 2017). 

Osteogenezis imperfekta, 1/15.000-20.000 sıklıkta görülen oldukça nadir bir 

bozukluktur. Bu jeneralize bağ dokusu bozukluğu, iskelet kırılganlığına ve gelişme 

geriliğine yol açan kemikte önemli belirtilere sahiptir. Geçmişte, osteogenezis 

imperfekta, COL1A1 ve COL1A2'deki mutasyonların neden olduğu, kemik, deri ve 

tendon ekstraselüler matrislerinin en bol proteini olan α1(I) ve α2(I) zincirlerini 

kodlayan otozomal dominant bir hastalık olarak biliniyordu (Marini et al., 2017; 

Marini, Forlino, et al., 2007).  Her ne kadar olguların yaklaşık %85-90'ına kollajen 

genlerinin kendisinde bulunan yapısal ya da kantitatif mutasyonlar neden olsa da, 

bozukluğun günümüzde predominant olarak kollajene ilişkin bir bozukluk olduğu 

daha iyi anlaşılmaktadır (Forlino, A., Cabral, W.A., Barnes, A.M., Marini, 2011; 

Marini & Blissett, 2013; Marini et al., 2017). Osteogenezis imperfektaya yol açan 

tipler içinde resesif form, protein ürünleri katlanabilir veya posttranslasyonel 

değişiklikler için kollajenle etkileşime giren genlerdeki defektlerden kaynaklanır. 

Diğer iki nadir görülen defekt, esas olarak kemik mineralizasyonunu etkiler, fakat 

aynı zamanda kollajen üretimini de azaltır. Günümüzde en son tanımlanan genler, 
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osteoblast diferansiyasyonundaki primer defektlerle karakterizedir (Forlino & 

Marini, 2015b; Marini et al., 2017; Palomo et al., 2017; Rossi et al., 2019). 

Osteogenezis imperfektada sınıflandırma, yeni genetik keşifler ile gelişmiştir. 

Osteogenezis imperfektada 1979 Sillence sınıflandırması (Van Dijk & Sillence, 

2014a), Oİ’yi klinik ve radyografik özelliklere dayanarak, hafiften ölümcüle kadar 

dört alt tipe ayırmıştır. Kollajen defektlerinin tanımlanması, hafif Sillence tip I'in 

yapısal olarak normal kollajenin kantitatif eksikliğine ilişkin olabileceğini, diğer 

taraftan ölümcül (tip II), şiddetli (tip III) ve orta (tip IV) formların ise kollajen 

yapısını değiştiren mutasyonlara sahip olduğunu göstermiştir. Genetik bir 

sınıflandırma, her defektif gen için yeni bir tip içermiştir. Osteogenezis 

imperfektanın genetik tiplerini intraselüler veya ekstraselüler metabolik yolaklara 

göre sınıflandırma yapılması önerilmektedir (Marini et al., 2017; Rossi et al., 2019; 

Tournis & Dede, 2018). 

Yeni nesil dizi analizi teknolojisindeki gelişmelerden sonra Oİ ile ilgili yeni genler 

ve yeni patojenik varyantların keşfi hızlanmıştır. Bu gelişmelere paralel olarak yeni 

Oİ tipleri tanımlanmıştır (Lu, Campeau, & Lee, 2014; Robinson & Rauch, 2019; 

Rossi et al., 2019). Sillence’ın sınıflaması sonrası klinik özelliklere göre tip V-VII 

(Rauch & Glorieux, 2005)’ye kadar sınıflama genişletilmiştir. Daha sonraki yıllarda 

da gelişen moleküler genetik testler ve sorumlu yeni genlerin saptanması ile  genetik 

olarak da güncel olarak son zamanlarda tip XIX’a kadar sınıflandırılmıştır (Kang, 

Aryal A.C., & Marini, 2017; Rossi et al., 2019). Tablo 1’de Oİ’nin klinik ve genetik 

tiplerinin sınıflandırılması ve ayırt edici özellikleri verilmiştir (Rossi et al., 2019).  

Bu çalışmada Oİ klinik tanısı  olan hastalarda moleküler genetik etiyolojinin 

hedeflenmiş yeni nesil dizi analizi ile araştırılması ve genotip-fenotip ilişkisinin 

saptanması amaçlanmıştır.  
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2. Genel Bilgiler 

2.1. Tanı 

Tanı, büyük ölçüde klinik ve radyografik bulgulara dayanır. Hafif travmadan 

kaynaklanan fraktürler, uzun kemiklerin deformiteleri ve büyüme geriliği, ayırıcı 

özelliklerdir. Yaş ve şiddete bağlı olarak iskelet özellikleri, makrosefali, düz orta yüz 

bölgesi, dentinogenezis imperfekta, pektus karinatum/ekskavatum, skolyoz veya 

kifoz gibi omurga deformitelerini içerebilir. İskelet radyografileri, yaygın osteopeni, 

bazı uzun kemik deformitleri, yetersiz tübülasyon, metafizyel düzensizlik, dar torasik 

apeks ve vertebral kompresyon kırıklarını gösterebilir. Osteogenezis imperfektada 

ayrıca sıklıkla mavi sklera, işitme kaybı, azalan solunum fonksiyonu ve kalp kapak 

yetmezliği de dahil olmak üzere iskelet dışı klinik bulguları olması yaygın bir bağ 

dokusu bozukluğuna işaret eder. Hafif klinik bulgulara sahip bazı Oİ tipleri, 

çocuklarda travmaya bağlı kırıklar, yetişkinlerde ise erken başlangıçlı osteoporoz ile 

karışabilir. Çift enerjili x-ışını absorbsiyometrisi (DEXA) kemik yoğunluğu tanısal 

değildir. Ancak hastalığın tanı ve takibinde klinisyenlere yardımcı görüntüleme 

yöntemidir  (Forlino & Marini, 2016; Marini et al., 2017; Morello, 2018; Rossi et al., 

2019; Van Dijk & Sillence, 2014b).  

Oldukça heterojen klinik özelliklere sahip Oİ’de klinik ve radyolojik olarak her 

hastaya ayırıcı tanı yapmak zordur. Genetik teknolojilerin gelişimi ile moleküler 

genetik tanı Oİ için ilk basamak tanı testlerinden biri olmuştur. Genetik tanı için ilk 

olarak hastalığın çoğundan sorumlu COL1 genleri için birinci taramanın yapılması 

önerilir; bunu daha sonra negatif sonuç alınması durumunda diğer Oİ genlerinin tam 

bir dizileme sekansı izler. Moleküler tanı; erken tanı, prognoz ve ailedeki diğer 

bireylerin saptanması, tedavi seçimi ve ilaçlara verilen değişken yanıtları belirlemek 

için çok yaralıdır (Forlino & Marini, 2016; Morello, 2018; R. Patel & Camacho, 

2019; Rossi et al., 2019). 
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Tablo 1. Osteogenezis imperfektanın klinik ve genetik tipleri ve ayrıt edici özellikleri 

OI tipi Kalıtım  Gen Mekanizma Klinik Şiddeti ve ayırt edici 

özellikler 

I OD COL1A1 Kollajen sentez ve yapı 

bozukluğu 

Ilımlı, normal ya da kısa boy; küçük 

deformite/deformite yok 

II OD 

OR 

(nadir) 

 

COL1A1, 

COL1A2 

OR genler 

(aşağıda) 

Kollajen sentez ve yapı 

bozukluğu 

Ağır, ölümcül, minimal kalvarial 

mineralizasyon, kosta tesbihleri, 

uzun kemik deformitleri  

III OD 

OR 

(nadir) 

COL1A1, 

COL1A2 

OR genler 

(aşağıda) 

Kollajen sentez ve yapı 

bozukluğu 

Şiddetli, ilerleyici kemik 

deformitleri 

IV OD COL1A1, 

COL1A2 

Kollajen sentez ve yapı 

bozukluğu 

Ilımlı-orta, boy kısalığı 

V OD IFITM5 Kemik mineralizasyon 

bozuklukları 

Değişken ağırlıkta, ön kolda 

interossoz membran kalsifikasyonu, 

hiperplastik kallus formasyonu 

VI OR SERPINF1 Kollajen postranslasyonel 

modifikasyon ve 

katlamadaki defektler 

Ilımlı-ağır, mineralize olmamış 

osteoidler, biyopside lamellerde 

balık kabuğu görünümü 

VII OR CRTAP Kollajen postranslasyonel 

modifikasyon ve 

katlamadaki defektler 

Ağır yada ölümcül, rizomeli 

VIII OR LEPRE1 Kollajen postranslasyonel 

modifikasyon ve 

katlamadaki defektler 

Ağır yada ölümcül, rizomeli, koksa 

vara, “popcorn” metafizler 

IX OR PPIB Kollajen postranslasyonel 

modifikasyon ve 

katlamadaki defektler 

Ağır, kısa eğrilmiş femur, tibiada 

anterior açılanma 

X OR SERPINH1 Kemik mineralizasyon 

bozuklukları 

Ağır 

XI OR FKBP10 Kollajen postranslasyonel 

modifikasyon ve 

katlamadaki defektler 

Ilımlı-ağır, eklem kontraktürleri, 

biyopside bozulmuş lammler yapı 

ve balık pulu görünümü 

XII OR SP7 Osteoblast gelişim 

bozuklukları 

Ilımlı  

XIII OR BMP1 Kollajen postranslasyonel 

modifikasyon ve 

katlamadaki defektler 

Ilımlı 

XIV OR TMEM38B Kollajen postranslasyonel 

modifikasyon ve 

katlamadaki defektler 

Ilımlı-ağır  

XV OR WNT1 Osteoblast gelişim 

bozuklukları 

Ilımlı-ağır, beyin malformasyonları  

XVI OR CREB3L1 Osteoblast gelişim 

bozuklukları 

Ağır, perinatal kırıklar, tubuler 

kemikte çoklu kırıklar, kemiklerde 

akerdeon benzeri görünüm  

XVII OR SPRAC Kollajen postranslasyonel 

modifikasyon ve 

katlamadaki defektler 

İlerleyici ağır 

XVIII OR FAM64A Osteoblast gelişim 

bozuklukları 

Ilımlı-ağır, dismorfik bulgular, 

gelişimsel gerilik 

XIX X’e 

bağımlı 

MBTPS2 Osteoblast gelişim 

bozuklukları 

Ilımlı- ağır, pektus deformitesi 

Sınıflandırılmamış OR PLOD2 Osteoblast gelişim 

bozuklukları 

Ilımlı-ağır, eklem kontraktürleri 

Sınıflandırılmamış X’e 

bağımlı 

PLS3 Osteoblast gelişim 

bozuklukları 

Kırıklar ile birlikte osteoporoz 
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2.2. Osteogenezis imperfektanın moleküler genetik etiyopatogenezi  

2.2.1.Kollajendeki Defektler 

Tip I kollajen, iki α1(I) ve bir α2(I) zincirini içeren bir heterotrimerdir. Sarmal etki 

alanını kuşatan N-terminali ve C-terminali globüler propeptitleri ile bir prokollajen 

molekülü olarak sentezlenir. Sarmal alanlar, kesintisiz Gly-Xaa-Yaa üçlülerini içerir, 

çünkü küçük glisin yan zinciri, iç sarmal alanda bulunur (Forlino & Marini, 2016; R. 

Patel & Camacho, 2019; Van Dijk & Sillence, 2014b). 

Prokollajen zincirleri, C-propeptitlerinde birleşir ve N-terminaline doğru katlanırlar. 

Katlanmamış zincirler, çoklu posttranslasyonel değişikliklere uğrarlar. Her iki 

zincirin sarmal bölgeleri boyunca prolin ve lizin rezidüleri, prolil 4-hidroksilaz 1 

(prolin halkası karbon-4 üzerinde etki eden) ve lizil hidroksilaz 1 (LH1) üzerinde 

hidroksilatlanır; hidroksilizin rezidüleri de daha sonra glikozile edilebilir (Ishikawa 

& Bächinger, 2013). Buna karşın kıkırdakla ilişkili protein (CRTAP) ve siklofilin B 

(CyPB) içeren bir kompleksin bir parçası olarak hareket eden prolil 3-hidroksilaz 1 

(P3H1), α1(I)Pro986 ve α2(I)Pro707 diskret prolin rezidülerinin karbon-3'ünü 

hidroksilleyerek etki gösterir. Uygun kollajen katlanması için çok önemli olan peptit 

prolil bağlarının izomerizasyonu, spesifik peptidil prolil cis-trans izomerazları 

(PPIaz) ile katalizlenir (Forlino & Marini, 2016; Ishikawa, Wirz, Vranka, Nagata, & 

Bächinger, 2009; Weis et al., 2010). 

Tip I kollajende, Oİ’ye neden olan en yaygın yapısal defektler, sarmal etki alanındaki 

glisin alt üniteleridir (Şekil 1) (Forlino & Marini, 2016). Glisin alt üniteleri sarmal 

katlanmayı geciktirir, enzimlerin değiştirilmesi için erişim süresini uzatır. Her α 

zinciri, farklı bir genotip-fenotip ilişkisine sahiptir. α1(I) zincirinde yüklü ya da dallı 

yan zincirler ile alt üniteler, sarmal stabiliteyi engeller ve ağırlıklı olarak ölümcüldür. 

α1(I)’in karboksil ucuna yakın iki büyük ligand bağlayıcı bölgedeki alt üniteler, 

kollajen monomer ve kollajen olmayan matris proteinleri arasındaki önemli 

etkileşimlere işaret ederek, sadece ölümcül sonlanımlara sahiptir. α2(I) zincirinde 

ikameler, temel olarak ölümcül değildir ancak zincir boyunca sekiz ölümcül küme, 

kollajen fibriller üzerindeki proteoglikan bağlayıcı alanlarla uygun hale getirilir. Son 

olarak klasik Oİ’ye neden olan mutasyonların %5’inden azı, zincir kenetlenmesini ya 

da katlanmasını bozan prokollajen C-propeptidinde meydana gelir (Şekil 1) (Forlino 
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& Marini, 2016; Hoyer-Kuhn, Netzer, & Semler, 2015; Lim, Grafe, Alexander, & 

Lee, 2017a; Pace et al., 2008). 

 

 

Şekil 1. Tip I prokollajen molekülü boyunca spesifik pozisyonlardaki mutasyonlar, farklı 

klinik fenotiplere neden olur.  zincirlerinin sarmal bölgesini ve C-propeptit 

alanını etkileyen mutasyonlar, Ehlers-Danlos sendromu varyantı da dahil olmak 

üzere klasik osteogenezis imperfekta'ya neden olur. 

N-propeptit bölünme alanındaki mutasyonlar Ehlers-Danlos sendromu tip VII 

A/B’ye neden olur. C-propeptid bölünme bölgesinde mutasyonlar ise yüksek kemik 

kitlesi ile karakterize osteogenezis imperfektaya yol açar (Forlino & Marini, 2016).  

İntraselüler metabolizma ve matriks yapısı için gerekli olan kollajenin primer yapısal 

defekti, azalmış normal yapıdaki kollajene bağlı durumdan daha ciddi sonuçlara 

neden olur. Endoplazmik retikulum stresi ve mutant matriksi, kemik oluşumunu 

başlatan osteoblastların bozulmuş matürasyonuna yol açar. Heterozigot “null” 

COL1A1 allelleri, yapısal olarak normal kollajenin azalmış bir miktarının (yaklaşık 

yarısı) sentezlenmesiyle sonuçlanır ve hastalığın en hafif formuna neden olur. 

Homozigot “null” α2(I) mutasyonları, şiddetli Oİ’den kardiyak defektlerle ilgili olan 

hafif Ehlers-Danlos sendromu benzeri hastalığa kadar çeşitli semptomlara neden 

olurken; heterozigotlarda, belirgin Oİ fenotipi yoktur (Forlino & Marini, 2016; Gioia 

et al., 2012). 

2.2.2. Kollajen İşlem Defektleri 

Sekresyondan sonra prokollajen molekülleri, N-propeptitlerin ve C-propeptitlerin 

spesifik proteazlar tarafından çıkarıldığı ekstraselüler bir matürasyon işlemine tabi 

tutulur. Kollajen sarmalları, çapraz bağlarla daha fazla stabilize edilebilmek için 

spontan olarak dokudaki fibrillere birleştirilir. Propeptid klevaj alanlarını değiştiren 

mutasyonlar, Oİ’nin nadir ve farklı tiplerine neden olur (Forlino & Marini, 2016; 

Fransiska Malfait et al., 2013; Rossi et al., 2019). 
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N-propeptid klevaj alanı, hem COL1A1, hem de COL1A2’de; sarmal bir substrat 

yapının olmasını gerektiren metalo-enzim ADAMTS-2 ile ayrılır. Defektif N-

propeptit işleminin bir sonucu olarak Ehlers-Danlos sendromu VII A’ya veya 

COL1A2 etkilenmişse Ehlers-Danlos sendromu VII B’ye neden olur (Şekil 1). 

Ehlers-Danlos sendromu tip VII olguları, şiddetli eklem hipermobilitesi, konjenital 

bilateral kalça çıkığı, skolyoza neden olan ligamentöz laksite ve eklem çıkıkları ile 

doku hiperlaksitesi göstermektedir. Aynı zamanda bazı hastalarda kemik kırıkları ile 

sonuçlanan hafif osteopeniyi de içerir (Byers et al., 1997). Defektif N-propeptit 

işleminin ikinci nedeni, kombine osteogenezis imperfekta ve Ehlers-Danlos 

sendromuna neden olan bitişik N-propeptid klevaj alanını açan, α1(I) veya α2(I) 

kollajen sarmal bölgesinin ilk 85 rezidüsündeki dominant mutasyonları kapsar. 

COL1A1’in bu bölgesindeki mutasyonlar, orta-ciddi Oİ’ye neden olur. Klinik olarak, 

kombine osteogenezis imperfekta ve Ehlers-Danlos sendromu olan hastalar, büyük 

ve küçük eklemlerin laksitesine sahiptirler. Bu hastalarda olan paraspinal ligamentöz 

laksite, erken ve ağır skolyoza yol açar. Konjenital kalça çıkığı aynı zamanda 

kombine COL1A2 osteogenezis imperfekta ve Ehlers-Danlos sendromunda da 

bildirilmiştir. Dermal kollajen fibrilleri, Ehlers-Danlos sendromu tip VII’te olduğu 

gibi çok incedir (Cabral et al., 2005). Üçüncü tip defektif N-propeptid işlemi, 

ADAMTS-2 aktivitesini etkileyen mutasyonlardan kaynaklanan resesif kalıtıma 

sahiptir (Ehlers-Danlos sendromu VIIC). Bu bozukluk, diğer defektif N-propeptid 

işlemlerinden daha ciddidir ve aşırı cilt kırılganlığı, karakteristik yüz görüntüsü, 

eklem laksitesi, sarkık cilt, umbilikal herni ve mavi sklera ile karakterize olan tip II 

ve tip I kollajenlerin defektif işlemlerinden kaynaklanır (F Malfait, 2005). Her iki 

prokollajen N-proteinaz allelini de içermeyen farelerde, cilt kollajen fibrilleri, 

transvers kesitlerde yaşlanma ve biçimsiz kıvrımlarla birlikte azalmış bir çap 

göstermiştir (LI et al., 2001). 

Benzer şekilde, C-propeptitin işlem defektleri, klevaj alanındaki ikameler ile 

dominant bir forma ve işlem enzimindeki defektlerle resesif bir forma sahiptir. 

Oldukça beklenmedik bir şekilde ve paradoksal olarak bu defektler, bir bütün halinde 

yüksek kemik yoğunluğuna sahip Oİ’ye yol açar. COL1A1 ve COL1A2'deki C-

propeptid klevaj alanının her iki rezidüsündeki (Ala-Asp), dominat mutasyonların 

düzensiz kollajen fibrilleri ve ekstraselüler matrikse pC-kollajenin dahil edilmesine 

yol açtığı raporlanmıştır  (Asharani et al., 2012; Forlino & Marini, 2016; Lindahl et 
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al., 2011; Steiner, Adsit, & Basel, 2019). COL1A1 (Asp1219Asn) ve COL1A2 

(Ala1119Thr) mutasyonları olan prepubertal çocuklar, az sayıda fraktür, normal boy, 

beyaz sklera, normal dişler ve hem dominant hem de resesif Oİ için genellikle 

raporlanan negatif Z skoru ile kıyaslandığında sırasıyla 3 ve 0 olan artmış DEXA-Z 

skorlarına sahiplerdir. Bu mutasyonlara sahip çocukların kemik dokusu, bozuklukla 

birlikte kemiğin standart hipermineralizasyonunun ötesinde, mineralizasyonda da 

önemli artışlar göstermiştir (Byers & Pyott, 2012; Forlino, A., Cabral, W.A., Barnes, 

A.M., Marini, 2011; Palmieri et al., 2008).  

C-propeptidinin klevajı, dört farklı C-proteazı ve bir arttırıcı protein yoluyla 

modülasyonla N-propeptidinden daha komplekstir. Temel C-proteaz enzimi 

BMP1/mTLD'nin mutasyonları, substrat defektlerinden daha şiddetli osteogenezis 

imperfekta ile sonuçlanır, çünkü bu enzimler aynı zamanda diğer prokollajenleri işler 

ve çapraz bağların başlatıcısı olan lizil oksidazı aktive eder (Marini & Blissett, 2013; 

Steiglitz, Keene, & Greenspan, 2002). “Knock-out” Bmp1 fareleri, C-propeptid'in 

tutulumundan dolayı dikenli tel görünümünde kollajene sahip olur. Mutant bir zebra 

balığı, BMP1'in temel olarak osteoblast gelişiminden ziyade matür kollajen 

fibrillerini oluşturma yeteneğini etkilediğini ortaya koymuştur.  

2.2.2.1 Kollajen Postranslasyonel Modifikasyonu ve Katlanmasındaki Defektler 

Prokollajen, sentez esnasında, prokollajen katlaması, sekresyon ve ekstraselüler 

matris düzeneği için önemli olan bazı posttranslasyonel modifikasyonlara uğrar ve 

geçici olarak düzenlenir. Bu önemli işlem aşamalarının çoğu, endoplazmik 

retikulumda meydana gelir. Bir multi-protein kompleksinin tanımlanması ile 

araştırmacıların nadir Oİ formlarını daha iyi anlamalarına ve farklı proteinlerdeki 

mutasyonların klinik olarak benzer bozukluk formlarına neden olabileceği bir 

mekanizmayı tanımlamalarına yardımcı olmuştur (Forlino & Marini, 2015a; Marini 

et al., 2017; Rossi et al., 2019). 

Kollajen prolil 3-hidroksilasyon kompleksi, Oİ’nin nadir görülen tiplerini anlamak 

için bir kapı açmıştır. Tip I kollajende α1(I)Pro986’nın 3-hidroksilasyonuna neden 

olan enzim P3H1, CRTAP ve CyPB 1:1:1 oranında üç proteinden oluşan bir 

kompleksin bir parçası olarak izole edilmiştir. P3H1, katalitik olarak aktif bir 

bileşendir; diğer taraftan CRTAP, yardımcı bir proteindir ama katalitik bir etki alanı 
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yoktur. CRTAP, küçük bir miktarının salgılanmasına rağmen baskın olarak 

endoplazmik retikulumda bulunur. CyPB, iyi bilinen bir peptidil-prolil cis-trans 

izomerazdır. Trans prolin konfigürasyonu, protein katlanması için gereklidir; prolil 

izomerizasyonu, kollajen katlanması için hız sınırlayıcıdır. Kollajen 3-

hidroksilasyonunun kollajen fibril oluşumunda rolü olduğu öne sürülmüş olsa da 

kesin işlevi halen bilinmemektedir (Forlino & Marini, 2015a; Ishikawa & Bächinger, 

2013; Ishikawa et al., 2009). 

CRTAP'da bir “null” mutasyon Oİ tip VII'ye neden olurken, LEPRE1'deki (P3H1'i 

kodlayan) bir “null”  mutasyon tip VIII'e yol açar. Bu tiplerin her ikisi de kollajen 

sarmal bölgesinin aşırı modifikasyonu ile karakterize şiddetli ya da ölümcül Oİ 

tipleridir (Forlino et al., 2011; Forlino & Marini, 2015a; Marini, 2018). Kompleksin 

aynı zamanda neonatal fraktürler ve geniş ama yeterince tübüler olmayan uzun 

kemikler, beyaz sklera ve rizomeli (ekstremitelerin proksimal segmentinin 

kısaltılması) ile birlikte kıkırdakta da eksprese edilmesinden ötürü etkilenen 

bireylerde osteokondrodistrofi vardır. Süt çocukluğu döneminden sonra yaşayan 

bireylerde kayda değer bir büyüme eksikliği, çok düşük kemik mineral yoğunluğu (Z 

skoru ≤ –6) ve bulböz metafizler vardır (Marini, Cabral, Barnes, & Chang, 2007; 

Marini, Forlino, et al., 2007). LEPRE1 olgularının yaklaşık yarısında, Gana ve 

Nijerya'da ve Afrikalı-Amerikanlar arasında bulunan ve homozigot formda 

neredeyse eşit oranda ölümcül olan bir Batı Afrikalı kurucu (founder) allel 

bulunmaktadır (Cabral et al., 2012). CRTAP ve LEPRE1 mutasyonları, ciddi şekilde 

azalmış ya da yok edilmiş Pro986 3-hidroksilasyona neden olur (Marini, Cabral, & 

Barnes, 2010). LEPRE1 veya CRTAP'taki bir “null” mutasyon, mutant hücrelerde her 

iki proteinin de yokluğuyla sonuçlanır, çünkü bu proteinler, bu gen defektlerinin 

benzer klinik sonlanımından sorumlu olan, kompleks içerisinde karşılıklı olarak 

destekleyicidirler. CRTAP mutasyonları aynı zamanda, olasılıkla bir miktar 

CRTAP’ın salgılanmasından dolayı, renal ya da pulmoner anomalilere de neden 

olabilirler. CRTAP veya P3H1 defekti olan tüm olgular, fazla hidroksilasyona ve 

daha sonra sarmal lizin rezidülerinin glikosilasyonuna izin veren kollajen 

katlanmasındaki bir gecikmeden ötürü, aşırı modifiye edilmiş kollajen α zincirlerinin 

biyokimyasal özelliğini paylaşırlar. Kollajen defektlerinin neden olduğu dominant 

Oİ’de, aşırı modifikasyon için pozitif biyokimyasal testler de bildirilmiştir (Marini, 

Forlino, et al., 2007). 
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Kompleksin üçüncü elemanındaki mutasyonlar, siklofilin B (PPIB ile kodlanır), 

biyokimyasal ve fenotipik olarak P3H1 ve CRTAP eksikliğinden farklıdır. Bu 

olgular oldukça nadir görülür, sadece sekiz olgu bildirilmiştir ve ağır fenotip (tip IX) 

vardır. Etkilenen bireyler, P3H1 ve CRTAP olgularından ayrılır, öyle ki beyaz sklera 

ve geniş, yeterince tübüler olmayan uzun kemikleri paylaşmalarına rağmen 

rizomeliye sahip değillerdir. Hastalığın ölümcül formuna sahip olan bebeklerde 

α1(I)Pro986 3-hidroksilasyonu, normal seviyelerin yaklaşık %30’una kadar 

azalmıştır (ancak hiçbir zaman yok olmaz). Orta şiddette fenotipe ve normal Pro986 

3-hidroksilasyona sahip olan farklı aileden iki çocuk raporlanmıştır. Ayrıca, CRTAP 

ve P3H1 proteini miktarı PPIB-sıfır hücrelerde sadece biraz azalır, bu da CyPB'nin 

3-hidroksilasyon için gerekli olmamasına rağmen, kollajen sarmalının PPIaz 

aktivitesi boyunca katlanması için gerekli olduğunu gösterir (Barnes et al., 2010; 

Marini et al., 2010; Marini, Reich, & Smith, 2014b). 

CyPB eksikliğinin ayırıcı fenotipik sonuçları, endoplazmik retikulumdaki kollajenöz 

olmayan proteinlerle çoklu etkileşimlerini temsil etmektedir (Şekil 2). CyPB ve LH1 

arasındaki etkileşim, ilk olarak PPIB-sıfır hücrelerde kollajen değişikliği üzerindeki 

etkisi ile anlaşılmıştır. LH1, fibril oluşumu esnasında hem glikosilasyon, hem de 

ekstraselüler kollajen çapraz bağlantıları için önemli olan üçlü sarmal lizin 

rezidülerini hidroksilatlar. Kollajen, kompleksin normal şekilde çalıştığını öne süren 

şekilde normal 3Hyp içeriğe sahip olsa da kollajen, hidroksilizin içeriğini azaltmıştır. 

Benzer şekilde bir “knock-out” Ppib faresindeki hücreler yoluyla sentezlenen 

kollajen; kollajenin çapraz bağlanması için önemli olan sarmal lizin 87 rezidüsünün 

azalmış hidroksilasyonunun önemli bir ortak özelliği ile birlikte lizin 

hidroksilasyonunda ve glikosilasyonunda doku ve rezidüye özgü değişiklik paternleri 

göstermiştir. Veriler, LH1 aktivitesi üzerinde CyPB’nin doğrudan etkisini 

desteklemektedir. Dolayısıyla CyPB, hem kollajen katlanması için ana PPIaz olarak, 

hem de kollajen modifikasyonunu ve çapraz bağlanmayı etkileyerek LH1 

aktivitesinin desteklenmesinde kollajeni etkiler (Cabral et al., 2014; Pyott et al., 

2011) . 

Resesif mutasyonlar için ikisi Bedevilerde ve biri 11 yaşında bir Arnavut kız 

çocuğunda olmak üzere TMEM38B'de (tip XIV), üç olgu yayınlanmıştır (Rubinato et 

al., 2014; Shaheen et al., 2012). TMEM38B, kalsiyumun inositol trisfosfat aracılı 
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salımı ile senkronize edilmiş bir trimerik endoplazmik retikulum-membranı katyon 

kanalını oluşturan TRIC-B'yi kodlar (Cabral et al., 2016). Bedevi olguda görülen 

mutasyon, proteinin kesilmesini öngörürken, Arnavut olgudaki defekt, TMEM38B 

genini içeren büyük bir genomik delesyondur. Etkilenen Bedeviler, doğumdan 

itibaren çok sayıda uzun kemik fraktürleri, kemik deformiteleri ve jeneralize 

osteopeniye sahiplerdir. Mavi skleranın yanı sıra normal diş, yüz görünümü ve işitme 

olduğu raporlanmıştır.  Benzer bir fenotip, hafif işitme kaybı ile bir Arnavut kız 

çocuğunda bildirilmiştir (Rubinato et al., 2014; Shaheen et al., 2012). Kollajen 

metabolizmasında bulunan endoplazmik retikulumdaki multipl proteinler, değişmiş 

kollajen modifikasyonu beklentisine yol açacak şekilde kalsiyuma bağımlıdır (Cabral 

et al., 2016). 

 

  



12 

2.2.2.2. Kollajen Katlanması ve Çapraz Bağlanmadaki Defektler  

Endoplazmik retikulumda bulunan immünofilin adlı protein de normal kollajen 

sentezi için çok önemlidir. PPIaz FKBP65, FKBP10 tarafından kodlanır. CyPB ile 

olduğu gibi, FKBP65’de kollajen modifiye edici enzimler yoluyla prokollajen 

üzerinde hem doğrudan, hem de dolaylı etkilere sahiptir. FKBP10'daki mutasyonlar, 

üç farklı otozomal resesif Oİ tipine neden olur. FKBP65 eksikliğinin ilk olarak, 

olguların tümünde normal sklera ve dişler ile birlikte kısa boy, uzun kemik 

fraktürleri, platispondili ve skolyoz ile progresif deformasyondan orta şiddete kadar 

resesif Oİ’ye (tip XI) neden olduğu gösterilmiştir. İkinci olarak FKBP10 

mutasyonları, şiddetli Oİ ve büyük eklemlerin konjenital kontraktürleri, kısa boy, 

pterjiyum ve skolyoz ile birlikte farklı bir hastalık olan Bruck sendromu Tip I’e 

neden olur. FKBP10 mutasyonlarının üçüncü tipi ise Kuskokwim Sendromu, 

osteogenezis imperfekta ve Bruck sendromu ve sadece kontraktürler ile giden 

fenotipik bozukluğun arasında bir kliniğe neden olabilir.  Kuskokwim sendromu, 

Alaska'daki Yupik Eskimolarında görülen ve minör iskelet özelliklerine sahip olan 

bir konjenital kontraktür bozukluğudur. Kuskokwim sendromunda rezidüel FKBP65 

(normal hücrelerdeki miktarın yaklaşık %5'i), ağır kemik displazisini önlemek için 

yeterlidir(Forlino et al., 2011; Rossi et al., 2019; Van Dijk et al., 2011). 

Kemikte, telopeptid lizinlerin hidroksilasyonu, fibrillerde stabiliteyi ve gerilim 

kuvvetini sağlamak için kollajen molekülleri arasında çapraz bağlar oluşturmak 

amacıyla gereklidir. FKBP65'in kollajen telopeptit lizinlerini hidroksilatlayan 

PLOD2 tarafından kodlanan enzim olan lizil hidroksilaz 2 (LH2) ile birleştirilmiş 

şekline ihtiyaç duyar. FKBP10 ya da PLOD2 mutasyonları olan Bruck sendromuna 

neden olabilir. Kemik kollajeninde azalan hidroksialisin-kaynaklı çapraz bağlar 

nedeni ile fenotip ortaya çıkar. Yine FKBP10 mutasyonuna sahip hücrelerin, 

ekstraselüler matriks içinde azalan miktarda kollajene sahiptir. Mutant hücrelerde 

kollajen telopeptit lizin hidroksilasyonu, minimum seviyeye indirgenmiştir. Bu 

veriler, FKHP65 ve LH2 arasında doğrudan bir etkileşimi, LH2'deki peptidil-prolil 

bağlarını izomerleştirmeyi destekler (Barnes et al., 2012, 2013; Forlino et al., 2011; 

Rossi et al., 2019; Schwarze et al., 2013; Valadares, Carneiro, Santos, Oliveira, & 

Zabel, 2014).  
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HSP47, endoplazmik retikulumda bulunan ve SERPINH1 tarafından kodlanan 

kollajene özgü bir şaperondur. Endoplazmik retikulum ve golgi arasında proteinin 

işlenmesine aracılık eder ve üçlü sarmal kollajene bağlanır. Katlanmış kollajeni 

stabilize etme ve cis-Golgi'ye aktarmak üzere işaretleme işlevi görür (Koide et al., 

2006). Serpinh1 “knock-out” fareleri yaşam ile bağdaşmaz (Widmer et al., 2012). 

Raporlanan her iki SERPINH1 mutasyonu—daksund tipi (kısa bacaklı) köpeklerde 

ve resesif şiddetli Oİ olan bir çocukta (tip X)— “null”defektlerden daha çok rezidüel 

aktiviteye sahip olan homozigot yanlış anlamlı (missense) mutasyonlarıdır 

(Christiansen et al., 2010; Drögemüller et al., 2009).  

2.2.3. Osifikasyon ve Mineralizasyondaki Defektler 

Tip V ve VI osteogenezis imperfekta, endokondral kemik osifikasyonu veya 

mineralizasyonunda primer defektlere neden olur. Dominant olarak kalıtsal tip V ve 

resesif olarak kalıtsal tip VI; fenotipik, radyografik ve histolojik özelliklere ve 

normal tip I kollajen posttranslasyonel modifikasyona dayanarak klinik olarak 

tanımlanmıştır (Ben Amor, Glorieux, & Rauch, 2011; Forlino, A., Cabral, W.A., 

Barnes, A.M., Marini, 2011; Rossi et al., 2019; Thomas & DiMeglio, 2016). Tüm 

ekzom dizilemesi, tip V için interferon-kaynaklı transmembran proteini 5’de 

(IFITM5) ve tip VI için SERPINF1 genlerinde mutasyonları göstermiştir. Bu 

genlerdeki mutasyonlar mineralizasyon üzerinde ters etkilere sahip olmasına rağmen 

- tip VI’da azalmış kemik mineralizasyonu ve tip V’de artmış ektopik osifikasyon 

gözlenir (T.-J. Cho et al., 2012; Forlino et al., 2011; Semler et al., 2012).   

Osteogenezis imperfekta tip tip V hastaları, yeni bir başlangıç kodonu oluşturan ve 

proteinin N-terminaline beş rezidü ekleyen 5ʹ-UTR'de (c. – 14C → T) bir nokta 

mutasyonu olan IFITM5'te heterozigot mutasyona sahiptir. Etkilenen bireyler, ön 

kolun interosseöz membranının osifikasyonu, radyal kafa dislokasyonu ve bir 

subefizyal metafizeal radyodens bant da dahil olmak üzere, ayırıcı özelliklere sahip 

orta derecede şiddetli kemik displazisine sahiplerdir. Tip V olguların yarıdan 

fazlasında, fraktür iyileşmesi esnasında hiperplazik kallus gelişir. Skleral renk tonu 

değişkendir, dişler ise normaldir. Tip V hastalarının tümü, kemik histolojisinde 

ayırıcı ağ benzeri lamelasyona sahiplerdir. Tip V, trabeküler osteoblastlardaki bir 

defekt ile osteoporotik bir fenotipin ve periosteal kemiği etkileyen hipertrofik 

kallustaki canlı kemik oluşumunun paradoksal bir ilişkisine sahiptir. Bu veriler, 



14 

IFITM5'in trabekülere karşın periosteal kemikte farklı şekilde çalıştığını 

göstermektedir (Kang et al., 2017; Moffatt et al., 2008).  

IFITM5, aynı zamanda kemikle sınırlı IFITM-benzeri (BRIL) olarak da bilinir; 

IFITM ailesinin bir üyesidir. Ekstraselüler C-terminali olan tek bir transmembran 

domaine sahiptir. Sitoplazmik tarafta BRIL, sistein 52 ve 53’ün palmitoilasyonu 

yoluyla membrana bağlanır (Şekil 4). Baskın olarak osteoblast plazma membranında 

yer alır ve yaşam boyunca eksprese edilir, ancak ekspresyon yaşla azalır. BRIL, 

kondrositlerde veya osteositlerde tespit edilemez, fibroblastlarda ise düşük düzede 

eksprese edilir (Moffatt et al., 2008).  

Ifitm5 “knock-out” farelerde ve BRIL alleli delesyonu olan insanlarda kemik 

displazisi görülmez. Bu nedenle, Oİ tip V'in muhtemel moleküler temeli, bu gendeki 

fonksiyon kazanım mutasyonudur. Ifitm5’in fonksiyon kazanımı mutasyonları 

alkalen fosfataz ekspresyonu ve mineral depozisyonunu arttırır. Osteoblastlarda 

bilinen tek BRIL bağlanma ortağı FKBP11'dir; BRIL bağlaması, FKBP11–CD81 ile 

CD9'un etkileşimini bozar. CD9–FKBP11 kompleksinin, interferonla indüklenen 

genlerin ekspresyonunu arttırmasından ötürü tip V, bir immün bileşene sahip olabilir. 

Ayrıca BRIL, hem mineral oluşumunu, hem de kemik gelişimini düzenleyen sinyal 

iletim yolaklarını etkileyebilen C-terminal rezidüleri yoluyla kalsiyum bağlanmasını 

da düzenleyebilir (Barnes et al., 2013; Moffatt et al., 2008). 

Bozuk mineralizasyon, “pigment epithelium-derived factor” (PEDF)'yi kodlayan 

SERPINF1'in homozigot veya bileşik heterozigot mutasyonlarına sahip tip VI 

osteogenezis imperfekta hastalarında da görülür. Bu hastalarda kırıklar ilk yıl 

genellikle yoktur, bunu, sık uzun kemik fraktürleri, vertebral kompresyonlar ve ciddi 

oranda azalmış kemik mineral yoğunluğu ile birlikte şiddetli progresif deforme edici 

kemik displazisi izler. Kemik histolojisi, artmış miktarda mineralize olmayan 

osteoidi ve polarize ışık altında “balık-pulu” lamellar paternini ortaya koyar. Bu 

hastalarda kemiklerde mineral birikmesindeki  gecikme, tip VI’nın bifosfonatlara 

karşı düşük cevabının temelini oluşturur (S. Y. Cho et al., 2013; Rossi et al., 2019). 

PEDF, serin proteaz inhibitörlerinin Serpin ailesine aittir ancak, proteaz inhibe edici 

aktivitesi yoktur. Büyüme plakası yoluyla kondrositleri, osteoblastları ve 

mezenkimal kök hücreleri içeren geniş bir hücre aralığı ile eksprese edilen potent bir 
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anti-anjiyojenik faktördür. Kemikte PEDF, kemik homoeostazını sürdürmek ve 

osteoid mineralizasyonunu düzenlemek için birçok seviyede çalışır. PEDF, 

osteojenik genlerin ekspresyonunu ve mineral depozisyonunu destekleyerek 

osteoblast gelişimini olumlu yönde etkiler. PEDF'nin yokluğu, osteoklast RANK 

reseptörüne bağlanan RANKL’yi destekleyerek osteoklast sayısını ve kemik 

rezorpsiyonunu arttırır (Forlino & Marini, 2015c; Quan et al., 2005). 

PEDF'in tip I kollajen üzerindeki iki bölge ile etkileşime girmesi de söz konusudur. 

Bir bağlanma bölgesi, α1(I) C-terminali ana ligand bağlanma bölgesi ile heparin ve 

heparan sülfat proteoglikan bağlanma bölgesiyle örtüşür. α1(I) N-terminalindeki 

ikinci kollajen bağlanma bölgesi, integrin kollajen bağlanma bölgeleri ile çakışır. 

Önemli olarak, PEDF üzerindeki intakt bir kollajen bağlanma alanı, anti-anjiyojenik 

aktivite için gereklidir (Sekiya, Okano-Kosugi, Yamazaki, & Koide, 2011). 

Heterozigot IFITM5 mutasyonlarının Tip V ve VI Oİ ile ilişkisi gösterilmiştir. 

Ser40Leu nokta mutasyonun BRIL palnitolasyonunu etkileyerek hastalığa neden olur 

(Farber et al., 2014). Ser40Leu mutasyonu olasılıkla SERPINF1 ekspresyonu için 

önemli bir BRIL fonksiyonunun kaybına neden olur (Tsukamoto et al., 2013). Bu 

mutasyon, tip VI için tipik olan ciddi progresif deforme edici osteogenezis 

imperfekta ve kemik histolojisine neden olur, ancak tip V’in klinik veya radyografik 

bulgularının hiçbiri yoktur. Fibroblastlar ve osteoblastlar, serum PEDF 

konsantrasyonları normal olmasına rağmen PEDF salgılamaz. Aksine, tip V’e neden 

olan IFITM5 mutasyonuna sahip osteoblastlar, SERPINF1 ekspresyonunu 

arttırmıştır. Bu veriler ayrıca, PEDF yolunun aşırı aktifleştirildiği bir fonksiyon 

kazanma mekanizmasına sahip olan tip V IFITM5 mutasyon tipini de destekler 

(Forlino & Marini, 2015c; Sekiya et al., 2011).  

2.2.4. Osteoblast Gelişimindeki Defektler 

Osteoblast farklılaşmasında rol oynayan üç gen, Oİ fenotipleriyle ilişkilendirilmiştir; 

WNT1 (tip XV), CREB3L1 (tip XVI) ve SP7 (tip XII). Bu genlerdeki defektler, 

kollajen ekspresyonunda bir azalmaya neden olur (Forlino & Marini, 2015c; Rossi et 

al., 2019).   
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Üç gen arasında WNT1, osteogenezis imperfekta için en fazla destekleyici verilere 

sahiptir. Wnt, transmembran reseptörleri LRP5 ve LRP6’ya bağlanan salgılanmış 

glikoproteinler ailesidir ve kıvrık olan, kompleks bir intraselüler sinyal yolağını 

başlatır. Wnt bağlanması, sitozolik β-katenin'in proteasomal yıkımdan kaçmasını ve 

kemik oluşumunda yer alan çeşitli genlerin ekspresyonunu aktive ettiği çekirdeğin 

içine geçmesini sağlar. Heterozigot WNT1 mutasyonları, erken başlangıçlı 

osteoporoz gösteren hastalarda tanımlanmıştır. WNT1'de homozigot anlamsız 

(nonsense), yanlış anlamlı ( missense), çerçeve kayması ya da “splicing” 

mutasyonları; kısa boy, sık kırıklar ve vertebral kompresyonların eşlik ettiği şiddetli 

osteogenezis imperfekta hastalarında görülür. WNT1 defekti olan bazı hastalarda 

beyin malformasyonları vardır. Bazı WNT1 mutasyonları osteoblastlarla in vitro 

mineralizasyonu bozar (Laine et al., 2013; Marini, Reich, & Smith, 2014a; Mrosk et 

al., 2018).  

Osteoblast seviyesinde baskın olarak işlev gören ikinci gen, endoplazmik retikulum 

stres transdüseri “eski astrositi spesifik olarak indükleyen madde”yi (OASIS) 

kodlayan CREB3L1'dir. Proteolizden sonra, OASIS'in N-terminali etki alanı, 

çekirdeğe geçer ve COL1A1 promotörünü aktive eder (Forlino & Marini, 2015b; 

Marini et al., 2014a). Oasis-null faresinde azalan kemik hacmi, trabeküler kalınlık ve 

gelişme geriliği ile birlikte şiddetli osteopeni vardır. Oasis−/− osteoblastlar, azalmış 

Col1a1 ekspresyonuna ve genişlemiş endoplazmik retikuluma sahiptir. Ancak 

ölümcül kemik displazisi olan kardeşlerin fibroblastlarında bulunan CREB3L1 içeren 

büyük bir homozigot delesyon, tip I kollajenin kalitatif ya da kantitatif defektlerine 

ya da artmış endoplazmik retikulum stres belirteçlerine neden olmamıştır (Symoens 

et al., 2013).  

Potansiyel bir osteoblast mekanizmasına sahip olan üçüncü gen, osteriksi kodlayan 

ve Wnt yolaklarının hedef geni olan SP7'dir. Şiddetli otozomal resesif tip 

osteogenezis imperfektaya neden olmaktadır (Kang et al., 2017; Rossi et al., 2019).  

2.3. Osteogenezis İmperfektanın Sınıflandırması 

Hem klinik hem de genetik sınıflandırmalar, çoğu yeni genin spesifik tanısal 

özellikleri olmaması nedeniyle osteogenezis imperfektanın nadir formlarını 

kapsamak üzere ortaya çıkmıştır. Klinik sınıflandırmada, bozukluğun yeni formları, 
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klinik şiddet ile Sillence tipleri I ila IV’e dahil edilmiştir (Forlino & Marini, 2015c; 

Marini & Blissett, 2013; Marini et al., 2017; Palomo et al., 2017; Rossi et al., 2019). 

Örneğin, perinatal ölümcül form olan tip II Oİ, ölümcül kollajen mutasyonlarını ve 

bazı CRTAP, LEPRE1, PPIB, SERPINH1 ve SP7 mutasyonlarını içerir (Lim, Grafe, 

Alexander, & Lee, 2017b; Rossi et al., 2019). Bazı klinik sınıflandırmalar, temelde 

klinik olarak tanımlanan tipler V, VI ve VII’yi sürdürmüştür. Bu sınıflandırma, 

olgunun yaşam boyunca zaman içinde değişen klinik hastalık şiddetine göre yeniden 

tiplenmeye ihtiyacı gösterebilir.  Aynı aile içinde farklı Oİ tiplerine sahip 

kardeşlerini içeren şekilde birçok uyumsuz ve kafa karıştıran durumla sonuçlanabilir  

(Lim et al., 2017b; Rossi et al., 2019). 

Genetik bir sınıflandırmada Sillence tipleri yalnızca kollajen mutasyonları için 

kullanılır ve her bir yeni gen keşfi için numaralandırma devam eder. Bu örüntü, 

yukarıda belirtilen sorunları ortadan kaldırır ve araştırma ve klinik yönetim için 

klinik sınıflandırmadan daha iyi bir düzenleme sağlar (Forlino & Marini, 2016; 

Marini & Blissett, 2013).  

Hem klinik hem de genetik gereklilikleri yerine getirmek için, fonksiyonel bir 

metabolik sınıflamanın en geniş kullanıma sahip olacağı ve yine de genetik tip 

numaralandırmanın korunmasına izin vereceği öne sürülmektedir. Ehlers-Danlos 

sendromunun fonksiyonel metabolik yeniden gruplanması, hem klinisyenler hem de 

aileler için başarılı olmuştur. Bu planda, ürünleri aynı yolakta bulunan ve paylaşımlı 

mekanizmalara sahip olması muhtemel olan genler, beş fonksiyonel grupta 

düzenlenmiştir: Bunlar; 

Grup A: kollajen yapısında ya da işlenmesinde primer defektler (COL1A1, COL1A2, 

ve BMP1)  

Grup B: kollajen modifikasyonu defektleri (CRTAP, LEPRE1, PPIB, ve TMEM38B) 

Grup C: kollajen katlanması ve çapraz bağlanma defektleri (SERPINH1, FKBP10, ve 

PLOD2)  

Grup D: osifikasyon ya da mineralizasyon defektleri (IFITM5 ve SERPINF1)  
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Grup E:  kollajen yetersizliği ile osteoblast gelişimindeki defektler (WNT1, 

CREB3L1 ve SP7) (Aglan et al., 2012; Forlino & Marini, 2016; Rossi et al., 2019) 

olarak sıralanabilir.  

2.4. Osteogenezis İmperfektanın Tıbbi Yönetimi  

Osteogenezis imperfekta, en iyi şekilde multidisipliner bir ekip tarafından yönetilir. 

Hastalık deneyimi olan bir terapist tarafından yapılan fizik rehabilitasyonu, 

fonksiyon için tartışmasız en önemli katkıdır. Kırılgan kemikler, zayıf kas ve fraktür 

ve kullanmama döngülerinin kombinasyonu bir hastanın özellikle yürüme gibi kaba 

motor becerilerini elde etmesi ve sürdürmesi için önemli zorluklara neden olur. Kas 

gücü ve eklemin hareket açıklığına odaklanan fizyoterapi ve hidroterapi, kişinin 

fonksiyonlarını ve bağımsızlığını en üst düzeye çıkarmak için çok önemlidir. Çoğu 

şiddetli Oİ kliniği olan kişiler, öz bakım, transfer (yatak, tuvalet ve sandalye arasında 

bağımsız bir şekilde geçiş yapabilme kabiliyeti) ve bağımsız yaşam, eğitim ve 

meslek başarısı için ihtiyaç duyulan becerilerini elde edebilir. Hafif Oİ kliniğine 

sahip kişiler, genellikle sadece temas sporları dışında, çok yüksek seviyede işlev 

görebilir (Bregou Bourgeois et al., 2016; Forlino & Marini, 2016; Palomo et al., 

2017; Rossi et al., 2019). 

Solunum fonksiyonu bozukluğu, osteogenezis imperfektadaki morbidite ve 

mortalitenin ana nedenidir. Solunum fonksiyon kaybı, 60°'den fazla skolyoz ve 

solunum kaslarını ve göğüs duvarı hareketini değiştiren, solunum yolu 

enfeksiyonlarına ve yetmezliğine katkıda bulunan göğüs kafesi ve pektal 

deformiteyle ilişkilidir. Skolyozu olmayan pediatrik hastalar dahi, anormal kollajenin 

primer kardiyopulmoner etkisini destekleyen progresif bir kısıtlayıcı pulmoner 

hastalık gösterirler. Ana kardiyak belirtiler özellikle aortik ve mitral regürjitasyon 

olmak üzere valvülerdir (Alharbi, 2016; Palomo et al., 2017; Rossi et al., 2019). 

İşitme kaybının, hastaların yaklaşık %5'inde ilk veya ikinci on yılda başlamasından 

dolayı odyoloji muayenesi çocukluk döneminde başlamalıdır. İşitme kaybı, saf iletim 

tipi veya duyusal kayıplara sahip birkaç olgu ile çoğunlukla karma sensorinöraldir. 

Hastaların işitme cihazlarına veya koklear implantlara ihtiyacı olabilir. 

Stapedektomi, uzun süreli takipte iletim tipi kaybın restorasyonunu sağlar (Forlino & 

Marini, 2015c; Marini, 2018; Rossi et al., 2019). 
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Platibazi, baziler invajinasyon ve baziler impresyon da dahil olmak üzere kafa 

kaidesi anomalileri, boy SDS Z skorunun -3'ten az olan hastalarda sıktır. Foramen 

magnum kenarının kafatasına katlandığı baziler impresyon, bozukluğun en ciddi 

nörolojik komplikasyonudur. Beyin sapı, hidrosefali ve sirinksin baskısına neden 

olabilir (Forlino & Marini, 2016; Rossi et al., 2019).  

Bu çalışmada;  

1. Osteogenzis İmperfekta hastalarında, hedeflenmiş yeni nesil dizi analiz yöntemi 

ile hızlı şekilde hastalığa sebep olan genlerdeki mutasyonları saptamak, yeni ve hızlı 

tanı aracı geliştirmek, 

2. Oİ’ye neden olabilecek sorumlu yeni genleri saptamak, 

3. Yeni Oİ tiplerinin tanımlanması,    

4. Hastalıktaki fenotip-genotip ilişkisini ortaya koyarak izlem ve tedavi olanaklarının 

geliştirilmesi amaçlanmıştır.   

 

3. Gereç – Yöntem 

Bu çalışmaya Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Çocuk Endokrinolojisi, Çocuk Genetik 

Bilim Dalları ve Tıbbi Genetik Anabilim Dalı tarafından izlenen, moleküler genetik 

nedeni bilinmeyen 0-18 yaş arası Oİ tanılı 30 hasta alındı.    

Çalışmaya dahil edilme kriterleri; 

1. Klinik ve/veya radyolojik olarak Oİ tanısı almış olmak,  

2. Kemik kırılganlığına neden olabilecek Oİ dışında herhangi bir başka genetik 

sendromu veya bulgusu olmaması, 

3. Hasta ve ailesinin çalışmaya katılmayı kabul etmesi, 

Çalışma dışlanma kriterleri; 

1. Osteogenezis İmperfekta dışında başka bir nedenle klinik veya genetik kesin tanısı 

konmuş kırılgan kemik sendromu, 

2. Başka kronik hastalık öyküsü olanlar veya ilaç (steroid, kemoterapi v.b) 

kullanımına bağlı kırılgan kemik sendromu olduğu düşünülen hastalar, 
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3. Hasta ve/veya ailesinin çalışmayı kabul etmemesi.  

Olguların demografik verileri (yaş, cinsiyet, anne/baba akrabalığı, aile öyküsü), fizik 

bakı bulguları, klinik tiplendirmeleri, aldıkları tedavi, tedaviye yanıtları, izlemdeki 

yıllık kemik kırıkları sayısı, kemik deformitleri, kemik grafileri bulguları hastanın 

arşiv dosyasındaki verileden elde edildi ve hasta dosyasına kaydedildi. Ayakta 

durabilen olguların boyları, ağırlık, boy standart deviasyon skorları (SDS) değerleri 

Demir K. ve arkadaşlarının gelişitirdiği CEDDÇÖZÜM programı ile otomatik olarak 

hesaplandı (Demir et al., 2019).  

Araştırma Ege Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri (BAP) tarafından 

desteklenmiştir (TGA-2018-20185). Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Araştırma Etik 

Kurulu’ndan çalışma için onay (Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Klinik Araştırmalar 

Etik Kurulu (Karar no: 16-2.1/16) alınarak başlanan bu araştırmada, tüm 

katılımcılardan gönüllü olur formu imzalatıldıktan sonra hasta grubu ve 

ebeveynlerinden 2 ml EDTA’lı tüpe kan örnekleri alındı. Örnekler, örnek toplama 

işlemi tamamlanıncaya kadar -20
o
C derecede saklandı.  

3.1. Genetik Analizler 

Her hastadan öncelikle hastalığın çoğundan sorumlu olan COL1A1 ve COL1A2 

genlerine ait dizi analizi yapıldı. Bu genlerde mutasyon saptanmayan hastalarda yeni 

nesil dizi analizi Nextseq550  platformu kullanılarak IFITM5, SERPINF1, CRTAP, 

LEPRE1, PPIB, SERPINH1, FKBP10, BMP1, SP7 genlerinin tüm ekzonları hedef 

zenginleştirme ve örnek hazırlama kiti ile hazırlandı ve örnekler indekslendi. Daha 

sonra örnekler Nextseq550  cihazına yüklenerek 50X covarage ile okuma yapıldı. 

Sonuçlar IGV programı ile analiz edildi. Mutasyon saptanan hastaların 

mutasyonlarının olduğu ekzonlar çoğaltılarak Sanger dizi analizi ile doğrulandı.  

Ayrıca anne-baba kanları elde edilerek DNA’larından ilgili bölge çoğaltılıp Sanger 

dizi analizi ile mutasyonlar araştırıldı. Bu aşamalarda aşağıdaki işlemler 

gerçekleştirildi.  

3.2. Hedeflenmiş Yeni Nesil Dizi Analizi 

Elde edilen DNA’lardan çalışılan gen bölgeleri TruSight One DNA zenginleştirme 

kiti ile çoğaltıldı. Protokole uygun olarak, aşağıda yazılı adımlar izlendi. 
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DNA tegmentasyonu 

1. Örnekler için 2.5 ng/μl konsantrasyondaki DNA’dan 20 μl DNA 0.2’lik 

eppendorf tüp içine alındı.  

2. Bu işlemden sonra  25 μl Tagment DNA (TD) Buffer eklendi. 

3. 5 μl Tagment DNA Enzyme (TDE1) eklenip 10 kez pipetej yapıldı. 

4. 280 x g hızda 20
0
C’de 1 dakika santrifüj uygulandı. 

5. PCR tüpleri thermocyclera yerleştirildi. Aşağıda verilen şartlarda  inkübasyon 

uygulandı. 

55
0
 C’de 5 dakika 

10
0
 C’de ∞ 

Tegmente DNA’nın temizlenmesi 

6. İnkübasyon işlemi yapıldıktan  sonra örnekler üzerine 15 μl Stop Tagment 

Buffer (ST) ilave edildi ve  10 kez pipetaj uygulandı. 

7. Oda ısısında 5 dakika süre ile inkübasyona bırakıldı. 

8. 280 x g  hızda 20
0
C’de 1 dakika santrifüj uygulandı. 

9. Tüplerin üzerine 52 μl AMPure XP Beads eklenip 10 kez pipetaj yapıldı. 

10. Oda ısısında 10 dakika inkübasyon uygulandı. 

11. 280 x g  hızında 20
0
C’de 1 dakika süre ile santrifüj uygulandı. 

12. Manyetik stand üzerinde  2 dakika süre ile bekletildi. 

13. Supernatant kısmı tüpten  atıldı. 

14. Manyetik standden kaldırmadan taze hazırlanmış %80’lik etanol 200 μl olacak 

kadar  eklendi. Daha sonra  30 saniye bekletildi. 

15. Supernatant kısmı tüpten alınarak atıldı. 

16. 14 ve 15. basamaklar tekrarlandı. 

17. Manyetik standden kaldırmadan oda ısısında 10 dakika süre ile  kuruma işlemine  

bırakıldı.  

18. Manyetik standden kaldırılıp 22.5 μl Resuspension Buffer eklendi ve 10 kez 

pipetaj uygulandı. 

19. Manyetik standde 2 dakika süre ile bekletildi. 

20. 20 μl supernatant yeni bir tüpe aktarıldı. 

PCR amplifikasyonu 
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21. 19.basamakta elde edilen 20 μl ürüne aşağıdaki oranlarda belirtilen ve  

hazırlanan miks  eklendi. 

20 μl 10x PCR Master Mix  

5 μl İndex1      

5 μl İndex 2 

22. 280 x g hızda 20
0
C’de 1 dakika santrifüj edildi. 

23. Daha sonra PCR tüpleri thermocyclera yerleştirilerek aşağıda verilen koşullarda 

inkübasyon sağlandı. 

72
0
 C’de 3 dakika  

98
0
 C’de 30 saniye  

10 siklus 

98
0
 C’de 10 saniye  

60
0
 C’de 30 saniye 

72
0
 C’de 30 saniye 

72
0
 C’de 5 dakika  

10
0
 C’de ∞ süre ile 

PCR Pürifikasyonu 

24. Ürün thermocyclerdan çıkarıldı ve 280 x g  hızda 20
0
C’de 1 dakika süre ile  

santrifüj uygulandı. 

25. Ürün üzerine 45 μl AMPure XP Bead konuldu ve 10 kez pipetaj uygulandı. 

26. Oda ısısında 10 dakika süre ile  inkübasyona bırakıldı. 

27. Manyetik standde 2 dakika süre ile bekletildi. 

28. Supernatant kısmı tüpten alınarak atıldı. 

29. Manyetik standden kaldırmadan taze hazırlanmış %80’lik etanol 200 μl volümde 

eklendi. 

30. Supernatant kısmı  tüpten alırnarak atıldı. 

31. 28 ve 29. basamaklar tekrarlandı. 

32. Manyetik standden kaldırmadan oda ısısında 15 dakika süre ile kuruma işlemine  

tabii tutuldu.  

33. Manyetik standden kaldırılıp 40 μl Resuspension Buffer eklendi ve 10 kez 

pipetaj uygulandı. 

34. Manyetik stand üzerinde 2 dakika süre ile bekletildi. 
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35. 38 μl supernatant yeni tüpe aktarıldı. 

36. Ürünlerin DNA konsantrasyonu ölçümü için  Qubit DNA konsantrasyon ölçme 

cihazı  kullanıldı . Her bir örnekten en az 500 ng DNA içerecek ve toplam volüm 40 

μl olacak şekilde birleştirildi. 

İlk hibridizasyon 

37. 36. basamakta elde edilen 40 μl ürüne aşağıdaki oranlarda belirtilen şekilde miks 

katıldı. 

50 μl Nextera Capture Target Buffer 1 (NCT1) 

10 μl TruSight Content Set Custom Selected Oligos (CSO) 

38. 280 x g hızda 20
0
C’de 1 dakika santrifüje edildi. 

39. Daha sonra PCR tüpleri thermocyclera yerleştirildi.  Aşağıda verilen koşullarda 

inkübasyon sağlandı. 

95
0
 C’de 10 dakika 

18 siklus 

93
0
 C’de 1 dakika, her siklus 2

0
 C düşerek 

58
0
 C’de 16-20 saat İlk yıkama 

40. Ürün thermocyclerdan çıkarılarak 280 xg hızda 20
0
 C’de 1 dakika santrifüj 

edildi. 

41. 250 μl Streptavidin Magnetic Beads (SMB) eklendi ve 20 kez pipetaj yapıldı. 

42. Oda ısısında 30 dakika inkübasyon uygulandı.. 

43. 280 x g hızda 20
0
C’de 1 dakika santrifüj edildi. 

44. Manyetik standde 2 dakika bekletildi. 

45. Supernatant kısmı atıldı ve manyetik standden kaldırıldı. 

46. 200 μl Wash Solution 1 (WS1) eklendi ve 20 kez pipetaj yapıldı. 

47. Manyetik stand üzerinde  2 dakika bekletildi. 

48. Supernatant kısmı atıldı ve manyetik standden kaldırıldı. 

49. 200 μl Wash Solution 2 (WS2) eklendi ve 20 kez pipetaj yapıldı. 

50. Manyetik stand üzerinde 2 dakika bekletildi. 

51. Supernatant kısmı atıldı ve manyetik standden kaldırıldı. 

52. Tekrar 200 μl WS2 eklendi ve 20 kez pipetaj yapıldı. 

53. PCR tüpü thermocyclera yerleştirilerek 42
0
C’de 30 dakika inkübasyonu 

sağlandı. 
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54. Ürün thermocyclerdan çıkarılarak hızlıca manyetik stande alınıp 2 dakika 

bekletildi. 

55. Supernatant kısmı atıldı ve manyetik standden kaldırıldı. 

56. 52-55. basamaklar tekrarlandı. 

57. 200 μl Wash Solution 3 (WS3) eklendi ve 20 kez pipetaj yapıldı. 

58. Manyetik stand üzerinde  2 dakika bekletildi. 

59. Supernatant kısmı atıldı ve manyetik standden kaldırıldı. 

60. 57-59. basamaklar tekrarlandı. 

61. Ayrı bir PCR tüpünde aşağıdaki oranlarda mix hazırlandı.  

28.5 μl Elute Target Buffer 1 (ET1) 

1.5 μl 2N NaOH (HP3)     

30 μl total volüm 

62. 60. basamakta elde edilen ürüne 23 μl hazırlanan mix eklendi ve 20 kez pipetaj 

yapıldı. 

63. Oda ısısında 5 dakika inkübe edildi. 

64. 280 x g hızda 20
0
C’de 1 dakika santrifüj edildi. 

65. Manyetik standde 2 dakika bekletildi. 

66. 21 μl supernatant yeni bir tüpe alındı. 

67. Üzerine 4 μl Elute Target Buffer 2 (ET2) eklendi ve 10 kez pipetaj yapıldı. 

İkinci hibridizasyon 

68. 67. basamakta elde edilen 25 μl ürüne aşağıdaki oranlarda hazırlanan mix 

katıldı. 

50 μl NCT1 

10 μl CSO 

15 μl ddH2O 

69. 280 x g hızda 20
0
C’de 1 dakika santrifüj edildi. 

70. Bundan sonra PCR tüpleri thermocyclera yerleştirildi. Aşağıda verilen 

koşullarda inkübasyon işlemi yapıldı. 

95
0
 C’de 10 dakika 

18 siklus 

93
0
 C’de 1 dakika, her siklus 2

0
 C düşerek 

58
0
 C’de 16-20 saat  
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İkinci yıkama 

71. Ürün thermocyclerdan çıkarılarak 280 xg  hızda 20
0
 C’de 1 dakika santrifüj 

işlemi uygulandı. 

72. 250 μl SMB eklendi ve 20 kez pipetaj yapıldı. 

73. Oda ısısında 30 dakika süre ile  inkübasyon  işlemi yapıldı. 

74. 280 x g hızda 20
0
C’de 1 dakika santrifüj edildi. 

75. Manyetik stand üzerinde  2 dakika süre ile bekletildi. 

76. Supernatant kısmı tüpten uzaklaştıralarak atıldı ve manyetik standden kaldırıldı. 

77. 200 μl WS1 eklendi ve 20 kez pipetaj yapıldı. 

78. Manyetik stand üzerinde 2 dakika bekletildi. 

79. Supernatant kısmı atıldı ve manyetik standden kaldırıldı. 

80. 200 μl WS2 eklendi ve 20 kez pipetaj yapıldı. 

81. Manyetik stand üzerinde  2 dakika bekletildi. 

82. Supernatant kısmı atıldı ve manyetik standden kaldırıldı. 

83. Tekrar 200 μl WS2 eklendi ve 20 kez pipetaj yapıldı. 

84. PCR tüpü thermocyclera yerleştirilerek 42
0
C’de  30 dakika inkübasyonu 

sağlandı. 

85. Ürün thermocyclerdan çıkarılarak hızlıca manyetik stande alınıp 2 dakika 

bekletildi. 

86. Supernatant kısmı atıldı ve manyetik standden kaldırıldı. 

87. 52-55. basamaklar tekrarlandı. 

88. 200 μl WS3 eklendi ve 20 kez pipetaj yapıldı. 

89. Manyetik standde 2 dakika bekletildi. 

90. Supernatant kısmı atıldı ve manyetik standden kaldırıldı. 

91. 57-59. basamaklar tekrarlandı. 

92. Ayrı bir PCR tüpünde aşağıdaki oranlarda mix hazırlandı.  

28.5 μl ET1 

1.5 μl 2N HP3     

30 μl total volüm 

93. 60. basamakta elde edilen ürüne 23 μl hazırlanan mix eklendi ve 20 kez pipetaj 

yapıldı. 

94. 5 dakika süre ile  oda ısısında inkübsayon uygulandı. 

95. 280 x g hızda 20
0
C’de 1 dakika süre ile  santrifüj işlemi uygulandı. 
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96. Manyetik standde 2 dakika süre ile bekletildi. 

97. 21 μl supernatant yeni bir tüpe alındı. 

98. Üzerine 4 μl ET2 eklendi ve 10 kez pipetaj yapıldı. 

PCR amplifikasyonu 

99. 98. basamakta elde edilen 25 μl üründen 20 μl alınarak aşağıdaki belirtilmiş 

olan oranlarda hazırlanan miks eklendi. 

25 μl PMM 

5 μl PPC (PCR Primer Cocktail) 

100. 280 x g hızda 20
0
 C’de 1 dakika santrifüj  işlemi yapıldı. 

101. Daha sonra PCR tüpleri thermocyclera yerleştirilsi. Aşağıda belirtilen  

koşullarda inkübasyon  işlemi sağlandı. 

98
0
 C’de 30 saniye 

12 siklus 

98
0
 C’de 10 saniye 

60
0
 C’de 30 saniye 

72
0
 C’de 30 saniye 

72
0
 C’de 5 dakika 

10
0
 C’de ∞ 

102. Ürün thermocyclerdan çıkarılarak üzerine 90 μl AMPure XP Bead eklendi ve 

10 kez pipetaj işlemi uygulandı. 

103. 15 dakika süre ile oda ısısında inkübe edildi. 

104. Manyetik stand üzerinde  5 dakika süre ile  bekletildi. 

105. Supernatant kısmı tüpten alınarak atıldı. 

106. Manyetik standden kaldırmadan taze hazırlanmış %80’lik etanol 200 μl 

volümde eklendi ve 30 saniye süre bekletildi. 

107. Supernatant kısmı tüpten alınarak atıldı. 

108. 106 ve 107. basamaklar tekrarlandı. 

109. Manyetik standden kaldırmadan oda ısısında 15 dakika kurumaya bırakıldı.  

110. Manyetik standden kaldırılıp 30 μl Resuspension Buffer (RSB) eklendi ve 10 

kez pipetaj yapıldı. 

111. 2 dakika süre ile oda ısısında inkübasyon yapıldı. 

112. 5 dakika süre ile manyetik stand üzerinde  bekletildi. 
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113. 28 μl supernatant yeni tüpe aaktarıldı. 

114. Qubit DNA konsantrasyon ölçme cihazı kullanırak ürünlerin DNA 

konsantrasyonu ölçüldü.  

115. Son üründen 15 ng DNA içerecek şekilde uygun koşullarda Nextseq550  v2 

300 siklus kite yüklendi.  

116. Kartuş Nextseq550  cihazına yerleştirilip uygun program seçilerek çalıştırıldı. 

3.3. Veri Analizi 

Kullanılan panelin (TruSight One
TM

) kapsadığı tüm 4800 gene ait kodlayıcı bölgeler 

referans genom ile karşılaştırılarak işaretlendi. İlk olarak, COL1A1 ve COL1A2 

genleri değerlendirildi. Osteogenezis imperfektaya neden olduğu bilinen bu 

genlerdeki heterozigot, homozigot ya da birleşik heterozigot varyantlar arasından 

toplum veritabanlarında (NCBI dbSNP build141 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/), 1000 Genomes Project 

(http://www.1000genomes.org), Exome Aggregation Consortium (ExAC) 

(http://exac.broadinstitude.org/) ve NHLBI Exome Sequencing Project (ESP) Exome 

Variant Server (http://evs.gs.washington.edu/EVS/) sıklığı %0.5’den fazla olarak 

tespit edilmiş olanlar elenerek, az olanlarla analiz sürdürüldü. Belirlenen varyantların 

protein yapısı düzeyinde etkisi MutationTaster (Schwarz, Rödelsperger, Schuelke, & 

Seelow, 2010), Polyphen-2(Adzhubei, Jordan, & Sunyaev, 2013)  ve SIFT (Pollard, 

Hubisz, Rosenbloom, & Siepel, 2010)  in silico belirleme programları ile 

değerlendirildi. Türler arasında evrimsel korunmuşluk ele alınırken PhyloP 

algoritması ve GERP kullanıldı. Değerlendirilmeler yapılırken Varsome veri tabanı 

(https://www.varsome.com/) kullanıldı. 

İkinci olarak, en sık hastalıktan sorumlu genler olan COL1A1 ve COL1A2 

genlerinden herhangi birinde hastalık yapıcı varyant belirlenemeyen hastaların dizi 

analizi verileri sırasıyla paneldeki diğer Oİ genleri için de analiz edildi.  

Son olarak, bu paneldeki Oİ ile ilişkili olduğu bilinen hiçbir gende mutasyon 

saptanmayan olgular, bu paneldeki geri kalan tüm genler için de değerlendirildi. 

3.4. Doğrulama ve Segregasyon Analizleri 

https://www.varsome.com/
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Elde edilen DNA’lardan çalışılan gen bölgeleri PCR yöntemi ile uygun primerler 

kullanılarak çoğaltıldı. PCR işlemi için kullandığımız malzemeler ise; PCR Master 

Mix (Thermo Scientific 0.05 U/µL), ddH2O ve DNA Ladder’dır.  

PCR reaksiyonu için örnek sayısına göre distile su, PCR Master Mix, forward ve 

revers primerler (Tablo 2) hazırlandı. Her bir örnek için 0.2 ml’lik PCR tüplerine 

dağıtılarak, üzerlerine hastaya ait DNA örneklerinden 5 µl eklendi. ABI 2720 termal 

cycler ile uygun programlarda (Tablo 3) ekzonların amplifikasyonu gerçekleştirildi. 

Tablo 2. Amplifikasyon İçin PCR Miksi Hazırlanışı 

PCR Master Mix 12.5 µl 

ddH2O 5 µl 

Forward Primer 1.25 µl 

Revers Primer 1.25 µl 

DNA 5 µl 

Toplam 25 µl 
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Tablo 3. Ampfilikasyon İçin PCR Koşulları 

 Sıcaklık Süre Döngü Sayısı 

Denatürasyon 94 ºC 5’ 1 

Denatürasyon 

Bağlanma 

Uzama 

94 ºC 30” 

35 57.5 ºC 30” 

72 ºC 45” 

Son Uzama 72 ºC 7’ 1 

Bekleme 4 ºC ∞  

Amplifiye edilen bölgenin değerlendirilmesi 

PCR ürünlerinin amplifiye olup olmadığını anlamak için örneklerin yürütüleceği 

%2’lik agaroz jel hazırlığı yapıldı. 100 ml’lik erlenmeyer içine, 2 gr agaroz ve 100 

ml 0.5XTBE konulup mikrodalga fırında ısıtılarak agarozun çözülmesi sağlandı. 

Çözelti berrak bir görünüm alınca, üzerine 16 µl etidyum bromür eklendi ve  

karıştırıldı ve ürünlerin yükleneceği kuyucukları oluşturmak için içine taraklar 

yerleştirilmiş tabağa dökülerek jel 20 dakika donmaya bırakıldı. Daha sonra parafilm 

üzerinde 5 µl Orange G ve 5 µl PCR ürünleri karıştırılarak kuyucuklara yüklendi. 

Amplifiye olan ürünlerin uzunluklarını değerlendirmek için örneklerin başı ve 

sonundaki kuyucuklara DNA ladder yüklendi. Örnekler 140 Volt akımda yürütüldü. 

Jel görüntüleme sistemi ile görüntüleri alındı. 

Jel görüntüleri yorumlandıktan sonra uygun uzunlukta amplifiye olmuş ürünlere, dizi 

analizi bölümünde anlatıldığı şekilde çalışmanın devam eden basamakları uygulandı 

(PCR ürünlerinin birinci pürifikasyonu işlemi, Pürifikasyon ürünlerinin cycle 

sequencing işlemi, Ürünlerin ikinci pürifikasyon işlemleri, Örneklerin dizileme 

cihazına yüklenmesi). 
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4. Bulgular 

Çalışmaya alınan 30 olgunun (Erkek/Kız:16/14) 8’inde  (%26.6) anne ve babası 

arasında akraba evliliği var idi.  Ailede etkilenmiş başka birey öyküsü 13’ünde 

(%43.3) saptandı. Hastaneye başvuru anında ortalama yaş: 4.0±3.9 yıl, vücut ağırlığı 

SDS: -1.6 (-16.1+2.5) SD ve boy SDS: -2.3 (-15.4 - +1.2) SD olarak 

belirlendi. Klinik tiplendirme yapıldığında; olguların 12’si (%40) Tip I, 3’ü (%10.0) 

Tip II, 11’i (%37) Tip III ve 4’ü (%13.3) ise Tip IV olarak saptandı. Olguların 

17’sinde (%56.6) kemik deformitesi saptanırken, 16’sı (%53.3) bağımsız mobil 

olarak değerlendirildi.   

Olguların 22’sinde (%73.3)  mavi sklera, 6’sında skolyoz  (%20), 4’ünde 

dentinogenezis imperfekta  (%13.3), 2’sinde işitme kaybı (%6.6) saptandı.  

COL1A1 geninde 16  (%53.3)  ve COL1A2 geninde ise 3 (%10.0) hastada    

mutasyon saptandı. Bir (%3.3) olguda ise her iki gende de mutasyon mevcuttu. Bu 

genlerde mutasyon bulunmayan 10 hastanın 5’inde (%16.7) hedeflenmiş dizi analizi 

sonucunda 3 farklı gende (SERPINF1, FKBP10 ve P3H1) mutasyon bulundu. 

Araştırılan tüm genlerde saptanan mutasyonların 12’si (%40) daha önce literatürde 

bildirilmemiş olup in-silico analiz programlarına göre hastalık yapıcı olarak 

değerlendirildi. Klinik olarak OI olan 5 (%16.7) hastada ise Oİ ile ilişkili olduğu 

bilinen ve panel listesinde bulunan toplam 15 gende hastalık yapıcı bir varyant 

saptanmadı.  

COL1A1 gen mutasyonu saptanan olguların (n=16), 9’u kız, 7’si erkek idi. 

Başvuruda ortalama yaş 5.02 ± 4.21 yıl, ağırlık ve boy SDS sırası ile -1,05 ± 1.20,  - 

1.91 ± 1.73 idi. Klinik olarak Tip I: 7 (%43.8),  Tip II: 2 (%12.5),  Tip III : 7 (%43.8) 

idi.  Olguların 14’ünde (%87.5) tekrarlayan patolojik kırıklar, 7’sinde (%43.7) 

ekstemitelerde deformite saptandı. Dört olgunun (%25) ancak destekli mobilizasyonu 

ya da oturabilme yetisi vardı. Diğer olgularda ise kendi başlarına mobilizasyonları 

tamdı.  Tümünde mavi sklera ve 3’ünde (%18.7) dentinogenezis imperfekta 

mevcuttu.  

COL1A2 geninde mutasyon saptananların (n=3, 1 kız, 2 erkek) ortalama başvuru 

yaşları: 3.42 ± 2.64 yıl, ağırlık SDS: -4,25 ± 2.33, boy SDS: - 3.09 ± 0.58 idi. 
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Olguların klinik tiplere dağılımı birer olgu ile Tip II, Tip III ve Tip IV idi.  Olguların 

tümünde de 2 ve daha fazla tekrarlayan patolojik kemik kırıkları ve deformiteleri, 

2’sinde mavi sklera, 1’inde ise dentinogenezis imperfekta saptandı.  

Üç (2 kız/1 erkek) hastada SERPINF1 geninde mutasyon saptandı. Olgularından 

birinde birleşik heterozigot Glu28Glyfs*37/Arg303Ter mutasyonuna sahipti ve bu 

hastanın Oİ fenotipi ağır deformiler, sık tekrarlayan kırıklar, ağır boy kısalığı ile Tip 

II Oİ ile uyumluydu.  

Akraba evliliği öyküsü olan bir olguda P3H1 geninde homozigot yeni c.446T>G* 

mutasyonu saptandı. Başvuru yaşı 0.2 yaş olan kız olguda ağırlık SDS: -0.36, boy 

SDS: - 2.12, ağırlık klinik bulgulara sahipti.   

Bruck sendromu Tip I klinik tanısı olan erkek bir olguda FKBP10 geninde daha önce 

tanımlanmış homozigot c.15dupC mutasyonu saptandı. Anne babası heterozigot olan 

olgunun benzer fenotipe sahip kardeşinde de aynı mutasyon gösterildi. Bu olgularda 

şiddetli osteogenezis imperfekta ve büyük eklemlerin konjenital kontraktürleri, kısa 

boy ve skolyoz mevcuttu.  

Osteogenezis imperfekta ile ilgili mutasyona sahip olguların hastaların genotip ve 

fenotip özellikleri Tablo 4’te verilmiştir.  
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Tablo 4. Osteogenezis imperfekta ile ilgili mutasyona sahip olguların hastaların genotip ve fenotip özellikleri 

Hasta Yaş/Cins Gen Mutasyon 

(c.DNA) 

Mutasyon 

(protein) 

ACMG/AMP 

kriteri 

ExAC*,# 

(Allel 

sıklığı) 

Klinik 

Tip 

Mobilizasyon Başvuruda 

Kırık 

Sıklığı 

Kemik 

deformitesi 

Mavi 

Sklera 

İşitme 

Kaybı 

Dentinogenezis 

İmperfekta 

1 8,3/K COL1A1 c.120C>A Cys40Ter P - Tip 

IIIIII 

Mobil 3 kez/yıl Var, alt 

ekstremite 

Var Yok Yok 

2 1,8/K COL1A1 c.1283delG Gly428Valfs*113 P - Tip II Mobil 3 kez/yıl Yok Var Yok Yok 

3 1,2/E COL1A1 c.1283delG Gly428Valfs*113 P  Tip II Mobil Yok Yok Var Yok Yok 

4 2,4/E COL1A1 c.1699C>T Pro567Ser ÖBV - Tip IV Mobil 3 kez/yıl Var, alt 

ekstremite 

Var Yok Var 

5 6,1/K COL1A1 c.1699C>T Pro567Ser ÖBV - Tip IV Mobil Yok Yok Var Yok Var 

6 0,2/E COL1A1 

COL1A2 

c.3677A>G 

c.2296G>C 

Asp1226Gly 

Gly77Arg 

ÖBV - Tip I Mobil 2 kez/yıl Var, alt 

ekstremite 

Var Yok Yok 

7 0,7/K COL1A1 c.626G>A Gly209Asp ÖBV  Tip II Destekli 

yürüme 

3 kez/yıl Var, çok 

ağır, yaygın 

Var Yok Yok 

8 3,7/K COL1A1 c.1057-2A>C  P  Tip III Mobil 6 kez/yıl Yok Var Yok Yok 

9 3,6/E COL1A1 c.1081C>T Arg361Ter P  Tip I Mobil 3 kez/yıl Yok Var Yok Yok 

10 12,8/E COL1A1 c.1299+1G>A rs664907707 P  Tip I Mobil 3 kez/yıl Yok Var Yok Yok 

11 7,9/K COL1A1 c.1299+1G>T rs66490707 P  Tip I Mobil 4 kez/yıl Var, alt 

ekstremite 

Var Yok Yok 

12 0,1/E COL1A1 c.1353+2T>C rs72648335 P  Tip III Destekli 

yürüme 

2 kez/yıl Var, alt 

ekstremite 

Var Yok Yok 

13 3,4/E COL1A1 c.1405C>T Arg469Ter P  Tip I Mobil 2 kez/yıl Yok Var Yok Var 

14 0,1/K COL1A1 c.2596G>A Gly866Ser P  Tip II Oturma 1 kez/yıl Yok Var Yok Yok 

15 7,8/E COL1A1 c.3235G>A Gly1079Ser P  Tip III Mobil 3 kez/yıl Yok Var Yok Yok 

16 10,6/K COL1A1 c.350G>A Gly1169Ser ÖBV  Tip III Destekli 

yürüme 

3 kez/yıl Var, alt 

ekstremite 

Var Yok Yok 

17 3,0/K COL1A1 c.1128delT Gly37Ala   Tip I Mobil 2 kez/yıl Yok Var Yok Yok 

18 10,3/E COL1A2 c.1972G>A Gly658Ser ÖBV - Tip III Destekli 

yürüme 

4 kez/yıl Var, alt 

ekstremite 

Yok Yok Yok 

19 0,9/K COL1A2 c.3250G>T Gly1084Cys ÖBV - Tip IV Destekli 

yürüme 

2 kez/yıl Var, alt 

ekstremite 

Var Yok Yok 

20 0,3/K COL1A2 c.928G>C Gly310Arg ÖBV  Tip II Destekli 

oturma 

3 kez/yıl Var, alt ve 

üst 

ekstremite 

Var Yok Var 

21 0,7/K SERPINF1 c.80dupA 

c.907C>T 

Glu28Glyfs*37 

Arg303Ter 

P 

 

 Tip III İmmobil 4 kez/yıl Var, çok 

ağır, yaygın 

Yok Yok Yok 
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P 

22 8,6/E SERPINF1 c.317G>C Arg106Pro ÖBV  Tip I Mobil 2 kez/yıl Yok Var Yok Yok 

23 0,5/K SERPINF1 c.988C>T Gln330Ter P  Tip III Destekli 

oturma 

4 kez/yıl Var, 

omurga 

Yok Yok Yok 

24 0,2/K P3H1 c.446T>G Leu149Arg ÖBV  Tip III Mobil 4 kez/yıl Var, alt 

ekstremite 

Yok Yok Yok 

25 8,3/K FKBP10 c.15dupC Ser8Glnfs*67 OP  Tip III Destekli 

oturma 

4 kez/yıl Var, çok 

ağır, yaygın 

Yok Yok Yok 

26 3,4/E --- --- ---   Tip I Mobil 3 kez/yıl Yok Yok Yok Yok 

27 2,1/E --- --- ---   Tip III Oturma yok 2 kez/yıl Var, alt 

ekstremite 

Yok Var Yok 

28 1,5/E --- --- ---   Tip I Destekli 

oturma 

3 kez/yıl Var, çok 

ağır, yaygın 

Var Yok Yok 

29 2,4/E --- --- ---   Tip I Mobil 2 kez/yıl Yok Yok Yok Yok 

30 5,2/E --- --- ---   Tip IV Mobil 4 kez/yıl Yok Var Yok Var 

E: erkek, K: kız, OP: olası patojenik, ÖBV: önemi belirsiz varyant, P: patojenik, 

* Exome Aggregation Consortium (http://exac.broadinstitude.org),  

#
ExAC veritabanındaki allel sıklığı tüm etnik grupları temsil etmemektedir. 
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5. Tartışma 

Osteogenezis imperfekta, oldukça heterojen klinik ve genetik özelliklere sahip 

kollajen sentez ve yapı kusurları ile karekterize en sık görülen kırılgan kemik 

sendromları grubudur. Olguların bazıları intrauterin başlayan ve erken ölüm ile 

sonuçlanan ciddi kırıklar ile seyrederken, bazı hafif tiplerinde ancak erişkin dönemde 

kemik kırıkları ve osteoporoz fenotipi ile tanı konulabilir (2,5,59).  

Klinik ve genetik heterojenitenin çok yüksek olduğu Oİ’de genetik etiyolojinin tam 

olarak belirlenmesi, tekrarlayan kemik kırıklarına bağlı deformitlerin önlenebilmesi, 

uygun tedavi seçimi, hasta bireylerin etkin bir şekilde izlemi ve aile ve olguya 

kapsamlı genetik danışma verilebilmesi için çok önemlidir (Bregou Bourgeois et al., 

2016; Palomo et al., 2017; Rossi et al., 2019).   

Yeni nesil dizileme (YND) teknolojisinin genetik biliminde araştırma ve tanıda 

kullanıma girmesi ile birlikte, özellikle fenotipik bulgularla moleküler tanının tahmin 

edilemediği, genetik heterojenitesi yüksek olan hastalıklarda, aynı anda, kısa sürede 

ve nispeten daha ucuza çok sayıda genin araştırılabilmesi mümkün hale gelmiştir. Oİ 

gibi genetiği oldukça heterojen hastalıklarda YND teknolojisi kullanımı tanı için 

oldukça kullanışlıdır (Lim et al., 2017b; Rossi et al., 2019).  

Bu çalışmada, klinik olarak Oİ tanısı alan 30 olguda moleküler etiyolojinin 

belirlenmesi amaçlanmıştır. Öncelikle tüm olgulara yeni nesil dizileme ile 

hedeflenmiş mutasyon tarama yapıldı. Öncelikle COL1A1 ve COL1A2 gen dizileri 

incelendi. Bu genlerde mutasyon saptanamayan 10 olgu için bilinen 15 Oİ genini de 

içeren toplam 2761 genin kodlayıcı bölgelerini ve yakın komşuluğunu kapsayan 

genlerin analizi yapıldı.  

Olgularmızın %25.8 inde ailesinde akraba evliliği, %41.5’inde ise ailede benzer olgu 

öyküsü vardı. İtalyan kökenli 364 olgunun COL1A1 ve COL1A2 gen mutasyonlarının 

değerlendirildiği bir çalışmada ailede benzer öykü oranı %57.7 oranında bildirlmiştir 

(85). Ancak bu çalışmada sadece OD kalıtılan bu 2 gen dışında diğer tipler 

çalışılmadığı için oran yüksek olabilir. Literatürde ailede benzer öykü oranı Kore 

popülasyonunda %53 (Lee et al., 2006)  iken farklı toplumlarda %32-33 civarında 

bildirilmiştir (Lin et al., 2015; Venturi et al., 2006; Zhang et al., 2012). Bu farkın 
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sebebi toplumsal genetik farklılık olabileceği gibi, genetik analiz yöntemi farklılığı 

ve de novo mutasyon sıklığındaki değişkenliklere bağlı olabilir.  Yine toplumdaki 

akraba evliliği sıklığı ve kurucu mutasyon sıklığına göre toplumlarda Oİ’dan 

sorumlu genlerin dağılımı değişken olabilir. Çalışmamızda COL1A1 geninde  %53.3 

ve COL1A2 geninde %10.0 ve %3.3 olguda ise her iki gende de mutasyon olmak 

üzere %63.3 olguda bu iki gende varyant saptandı.  Daha önceki çalışmalarda bu iki 

gendeki mutasyonlar hastalığın %51-73’ünden sorumlu bulunmuştur (Ho Duy et al., 

2016; Lin et al., 2015; R. M. Patel et al., 2015). Diğer yayınlara benzer şekilde 

COL1A1 genindeki mutasyonlar, COL1A2 gen mutasyonlarına göre çok daha sık 

saptandı (Steiner et al., 2019). Bu genlerde mutasyon bulunmayan 10 hastanın 5’inde 

(%16.7) hedeflenmiş dizi analizi sonucunda 3 farklı gende (SERPINF1, P3H1 ve 

FKBP10) varyant saptandı. Hastların 3’ünde (%10), SERPINF1, 1’inde (%3.3)   

P3H1,  1’inde de  (%3.3) FKBP10 genlerinde mutasyonlar bulundu.  Abalı ve ark.  

(“55th Annual Meeting of the European Society for Paediatric Endocrinology 

(ESPE), Paris, France, September 10-12, 2016: Abstracts,” 2016)  tarafından 

ülkemizden yapılan çalışmalarda çalışmamızdakine benzer şekilde 89 hastanın 

%61.4’ünde COL1A1 ve COL1A2 genlerinde mutasyon saptanırken; hastaların 

5’inde (%5.6) FKBP10, 2’sinde (%2.2) LRP5 ve 1’er tanesinde de (%1.1) P3H1, 

CRTAP, BMP1 ve SPARC genlerinde mutasyon saptanmıştır.  

Mavi sklera, Oİ'deki ayırt edici klinik özelliklerden biridir ve Oİ tip I hastalarında 

sıklıkla gözlenir. Osteogenezis imperfekta tip III ve IV olan hastalarda doğumda 

mavi sklera görülebilir, ancak mavimsi renk artan yaşla birlikte kaybolur (Bregou 

Bourgeois et al., 2016; Forlino & Marini, 2015b; Rossi et al., 2019). Çalışma 

grubumuzda olguların 22’sinde (%73.3)  mavi sklera mevcuttu.  

Dentinogenezis imperfekta (Dİ)  özellike Tip III ve daha az olmak üzere Tip I Oİ’de 

bildirilmiştir (Andersson et al., 2017; Saeves et al., 2009). Çalışmamızda da olguların 

5’inde (%16.6) Dİ saptandı. Dentinogenezis imperfekta başka bir çalışmada da daha 

ağır klinik tipe sahip (Tip III ve 4) olgularda ılımlı gruplara göre (Tip I) daha sık 

saptandığı bildirilmiştir (Lindahl et al., 2015). Niteliksel mutasyona sahip olanlar 

(kollajen yapısında sorun) daha çok Dİ gelişimi riski altındadır. Çünkü yapısal olarak 

normal olmayan  kollajen, minerilizasyon işlemi sırasında predentin içindeki diş 

germ hücre gelişimini etkiler (Malmgren et al., 2017).  
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5.1. COL1A1 ve COL1A2 Gen Mutasyonları 

Tip I kollajeni kodlayan COL1A1 ve COL1A2 genlerindeki mutasyonlar etiyolojinin 

çoğundan sorumludur. Bizim çalışmamızda COL1A1 geninde: %53.3 ve COL1A2 

geninde %10.0 ve %3.3 olguda ise her iki gende de mutasyon olmak üzere %63.6 

olguda bu iki gende mutasyon saptandı.  Daha önceki çalışmlarda bu iki genedeki 

mutasyonlar hastalığın %51-73’ünden sorumlu bulunmuştur (Ho Duy et al., 2016; 

Lin et al., 2015; Mohd Nawawi et al., 2018; R. M. Patel et al., 2015). Diğer 

yayınalara benzer şekilde COL1A1 genindeki mutasyonlar COL1A2 gen 

mutasyonlarına göre çok daha sık saptandı (Lin et al., 2015; Mohd Nawawi et al., 

2018; Zhang et al., 2012). 

Oİ'deki kemik kırık ve  deformiteleri genellikle erken yaşlardan itibaren  ortaya çıkar 

ve genellikle uzun kemiklerde sık görülen kemik kırılmaları ve tekrarlanan kemik 

modellemesinden kaynaklanır (Rossi et al., 2019; Tournis & Dede, 2018). Bu, 

hastaların büyümesini ve boyunu, fonksiyonel ve mobilite durumlarını etkiler. 

Çalışmamızda COL1A1 muatasyonu olan hastaların %25’i, COL1A2 mutasyonu 

olanların ise tamamı yürümekte zorlanmakta idi. COL1A1 mutasyonu olan hastaların 

%43.7’sinde,  COL1A2  mutasyonu olanların ise tamamında ekstemitlerde deformite 

saptandı. Nawawi ve ark. (Mohd Nawawi et al., 2018) yaptığı çalışmada tüm Oİ 

olguları içinde hastaların% 63.6'sının ortalama yaşta 9 yaşında kemik deformiteleri 

olduğunu ve yardımla yürümek zorunda kaldıklarını göstermişlerdir. Çalışmalar, 

kemik deformitelerinin, kalitatif mutasyon olan hastalarda, kantitatif mutasyonlara 

göre daha yaygın olduğunu göstermiştir (Lin et al., 2015; Mohd Nawawi et al., 

2018). Hald ve ark. (Hald et al., 2016) kalitatif mutasyonlarla karşılaştırıldığında, 

kantitatif defektli Oİ hastalarının, kemik yapısındaki kollajen yetersizliğine rağmen 

normal protein yapısına sahip olduğunu gösterdi. Bu, kemik mineralizasyonunun 

gerçekleşmesini sağlar ve yalnızca kalitatif kusurlardan daha az kırılmaya neden olur 

(Forlino & Marini, 2016; Hald et al., 2016) 

5.2. SERPINF1 Gen Mutasyonları 

Çalışmlarda bazı toplumlarda SERPINF1 ve CRTAP mutasyonları en sık resesif 

Oİ’dan sorumlu bulunmuştur. Hatta bazı mutasyonların toplumları için “founder- 
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kurucu etkiye”  neden olduğunu bildirmişleridir (Bardai, Moffatt, Glorieux, & 

Rauch, 2016).  

Çalışmamızda farklı aileden 3 hastada 4 farklı mutasyon saptandı. SERPINF1 

mutasyonuna sahip olgular daha ağır klinik tabloya ve erken başvuraya sahip idi.   

Doğumdan itibaren kırıkları, yaygın deformitleri, ağır boy kısalığı olan süt 

çocuğunda (olgu 21) birleşik heterozigot c.80dupA (p.Glu28Glyfs*37)/c.907C>T 

(p.Arg303Ter) mutasyon bulundu. In silico analizlerde her iki mutasyonun da 

hastalık ile ilişkili olduğu düşünüldü.  Olgunun mavi sklera, Dİ ve işitme kaybı 

saptanmadı. İzlemde tedaviye rağmen kırıkları tekrarladı, deformitleri arttı, bağımsız 

mobilazyonu hiç gelişmedi. Yine yaklaşık 6 aylık iken ağır klinik tablo ile başvuran 

başka hastada homozigot c.988C>T (p.Gln330Ter) mutasyonu saptandı. Bu hastada 

da vertabra ve alt ekstrmite kırıkları mevcuttu. Bizim olgulara benzer şekilde daha 

önce literatürde SERPINF1 gen mutasyonlarının daha çok çerçeve kayması ve 

anlamsız mutasyon (nonsense)  mutasyonlardan kaynaklandığı bildirilmiştir (Al-

Jallad et al., 2015; Becker et al., 2011). 8.6 yaşında başvuran tekrarlayan kırıkları 

olan ancak defromiteleri olmayan daha hafif klinik tabloya sahip bir hastada ise 

yanlış anlamlı (missense) homozgot c.317G>C (p.Arg106Pro)  varyantı bulundu. Bu 

variant  daha önce bildirimemişti ve önemi belirsiz variant olarak tanımlandı.  Bu 

mutasyonlar PEDF protein fonksiyonunun kaybı yanında aynı zamanda dolaşımdaki 

PEDF üretimi de bozar (Rossi et al., 2019). Serumdaki PEDF konsantrasyonunun 

ölçümünün hastalarının klinik ağırlıklarını değerlendirmede potansiyel bir belirteç 

olabileceğini bildirdiler (Rauch, Husseini, Roughley, Glorieux, & Moffatt, 2012).  

5.3. P3H1 Gen Mutasyonu 

Çalışma grubumuzda 0.2 yaşında iken tekrarlayan kırıklar ile başvuran ve anne- baba 

akrabalığı olan kız olguda P3H1 geninde homozigot c.446T>G (p.Leu149Arg) 

mutasyonu saptandı. In silico analizlerde hastalık ile ilişkili olduğu düşünülen 

varyant daha önce tanımlanmamış idi. Ağır klinik tabloya sahip olguda tekrarlayan 

kırıklar devam etti. Literatürde de P3H1 gen mutasyonuna bağlı Oİ tip VIII de klinik 

tipler orta/ağır fenotipik özelliklere sahiptir (Mohd Nawawi et al., 2018).  P3H1 

geninde Batı Afika toplumunda yaklaşık 1/240 gibi oldukça yüksek  c.1080+1G> T 

değişimi +taşıyıcılığı saptanmıştır. Homozigot durumda ağır hastalık – perinatal 
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ölümcül form ile ilişkilendirilmiştir. Bu mutasyonun kurucu mutasyon olduğu 

düşünülmüştür (42,103) Bizim 30 serilik olgularımızda bu değişime rastlanmadı.    

5.4. FKBP10 Gen Mutasyonu 

Konjenital eklem kontraktürleri, tekrarlayn kırıklar, göğüs deformitesi gibi Bruck 

sendromu kliniği ile başvuran 8.3 yaşında kız olguda homozigot c.15dupC 

(p.Ser8Glnfs*67) mutasyonu saptandı. Anne babasında akrabalık yok idi. FKBP10 

gen mutasyonları ağır Oİ ve Bruck sendromu ile ilişkilendirilmiştir (Forlino & 

Marini, 2015c; Rossi et al., 2019). Bruck sendromlu 2 erkek kardeşte Shaheen ve 

ark. (Shaheen, Al-Owain, Sakati, Alzayed, & Alkuraya, 2010) FKBP10 geninde bir 

homozigot 8-bp insersiyonluk mutasyon tanımlamıştır. Alanay ve ark. (Alanay & 

Krakow, 2010)  ise Shaheen ve ark. yayınındaki olguların Bruck sendromu 

olabileceğini ve bisfonat tedavi almaları nedeni ile kliniğin daha hafif olmuş 

olabilceğini bildirmişlerdir. Araştırmacılar FKBP10 genindeki değişik mutasyonların 

hastalığın değişken ağılıktaki fenetopileri açıklayabileceğini bildirmişlerdir.  

Çalışmamızda 5 (%16.6) hastada hedeflenmiş YNDA yönteminde kullanılan 

TruSight One
TM

 kapsadığı genlerin herhangi birinde mutasyon saptanmadı. Bu 

olgularda sorumlu olabilecek panel dışı bilinen Oİ genleri ya da bugüne kadar 

bilinmeyen yeni genler olabilir.  
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6. Sonuç 

Bu çalışma Oİ hastalığının klinik ve moleküler özelliklerini ortaya koyan geniş 

kapsamlı bir araştırma olup hedeflenmiş dizi analizi yöntemi ile 30 olgunun 25’inde 

(%83.3) genetik etiyoloji belirlenmiştir. Ayrıca Oİ genlerinde 12 yeni varyant 

saptanarak literatüre önemli katkı sağlanmıştır. Ancak bu çalışmada hedeflenmiş dizi 

analizi panelinde Oİ ile ilişkili olabilcek herhengi bir yeni gen adayı 

saptanamamıştır. Mutasyon sapatanamayan olgularda tüm ekzom dizileme gibi ileri 

genetik analizler planlanacaktır. Bu tür genetik heterojen hastalıklarda panel 

çalışmaları mutasyon saptama oranının yükseltilmesi açısından kritik öneme sahiptir.  
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EKLER 

EK 1:  

Olgu Rapor Formu 

 

Araştırmanın adı: Osteogenezis imperfektalı hastalarda  yeni nesil dizi analizi 

yöntemi ile hedeflenmiş moleküler genetik tanı ve sorumlu yeni genlerin 

araştırılması   

 

Hasta no: 

Doğum tarihi:  

Cinsiyet:  

Doğum ağırlığı/boyu 

 

Anne /baba akrabalığı ( var ise ayrınlı yazınız):  

 

Ailede benzer olgu( var ise ayrıntılı yazınız):  

 

İlk başvuru yaşı: 

 

Başvuru yakınmaları: 

 

 

Başvuruya kadar olan kırık sayısı:  

 

Defromite varlığı ( var ise açıklayınız) 

 

 

 

OI fenotipik özellikleri: 

 

Ağırlık (SDS):                   boy (SDS):                     VKİ (SDS):                        Baş 

çevresi (SDS):                            Oturma boyu (SDS):                     Kulaç Boyu:   

 

Deformitileri:  
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Mavi sklera: 

 

Mental gerilik: 

 

 

Motor gerilik:  

 

Kemik mineral dansitesi ( tanı anında ):  

 

Tedavi:  

 

Klinik tip:  

 

Genetik sonuç: 
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Ek 2:  

Etik Kurul Belgesi  
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Ek 3:  

BAP belgesi  

“Osteogenezis imperfektalı hastalarda yeni nesil dizi analizi yöntemi ile 

hedeflenmişmoleküler genetik tanı ve sorumlu aday genlerin araştırılması” başlıklı 

çalışmamız, TGA-2018-20185 proje kodu ile Ege Üniversitesi Bilimsel Araştırma 

Projeleri Koordinatörlüğü tarafından desteklenmiştir. 
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