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1. GIRIS ve AMAC

Sclerosteosis hastaligt (OMIM 269500); osteoblastlarin hiperaktivasyonu sonucu
ozellikle kafatas1 ve alt ¢cene kemiklerinde asir1 biiylime ile karakterize, otozomal resesif
gecisli bir “craniotubular hyperosteosis” hastaligidir. Sclerosteosis hastaliginin prevalansi
Giiney Afrika populasyonunda yaklasik 1/75.000 olup, Sclerosteosis hastalarinin ortalama
yasam siireleri 33 yil olarak bildirilmistir (1, 2).

Sclerosteosis hastaligimin  en belirgin 6zellikleri: Kalvaryumda kalinlagsma,
mandibulada asir1 biiylime ve tiibiiler kemiklerin korteksinde kalinlagsmadir. Genisleyen
kafa kemiklerinin, kranial sinirleri sikistirmas1 sonucu; yiiz felci, isitme ve gérme kayiplari
oldukg¢a sik goriilen klinik bulgulardir (3, 4, 5, 6). Sclerosteosis hastalifina ait spesifik
bulgulardan birisi de yiiksek intrakranial basin¢tir. Kafatasinin hiperosteosizi ve
sklerosteosizi sonucu kalvaryum ve kafa tabaninin kalinlagsmasina bagli olarak intrakranial
hacim azalmaktadir. Yine kemiklerin asir1 bilylimesi nedeniyle serebral kan akisi ve
serebrosipinal sivinin geri emiliminde bozulmalar meydana gelmektedir. Biitiin bu etkenler
sonucunda intrakranial basing git gide artmaktadir. Foramen magnum kafa kemiklerindeki
kalinlasma sonucunda daralmakta ve medulla oblangatayr sikistirip ani Oliimlere neden
olabilmektedir (5). Sclerosteosis hastaligina spesifik diger klinik bulgular; unilateral olarak
gozlenen bas parmak ve orta parmagin bir deri ile birlesmesi olarak tanimlanan kutanoz
sindaktilisi ve gigantizm (devlesme) olarak tanimlanan uzun bir boy ve iri bir viicut
yapisidir (4).

2001 yilinda birbirinden bagimsiz iki grup tarafindan Sclerosteosis hastaligindan
sorumlu gen 17. kromozomun 17ql12-q21 bolgesinde lokalize SOST geni olarak
tammmlanmistir (7, 8). SOST (NM_025237.2); iki ekzonlu bir gen olup 213 amino asitlik
Sclerostin (NP_079513.1) proteinini kodlamaktadir. Sclerostin proteini, Wnt ve Bmp
sinyal sistemlerine antagonist (zit etkili) olarak ¢aligmaktadir (9, 10). Wnt ve Bmp sinyal
sistemleri kemik olusumunun diizenlenmesi ve kontrol edilmesinde gorevli sinyal

sistemleridir. Sclerostin proteini sentezlenmediginde bu sinyal sistemleri siirekli aktif
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durumda kalmaktadir. Boylece kemik yapiminin ara vermeden devam etmesine neden
olmaktadir. Sonug olarak, kemiklerde asir1 biiyiime ile seyreden Sclerosteosis veya Van
Buchem hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir (9, 10).

Giiniimiize kadar, SOST geni ile iligkili olarak 6 farklt mutasyon tanimlanmistir (6,
7, 8, 11, 12, 13). Bu mutasyonlardan ii¢ii nonsense, ikisi splising bélge mutasyonu ve biri
de genin downstream tarafinda, enhancer bolgesini tutan 52 kb’lik bir delesyondur. Bu
mutasyonlardan dordii: p.Q23X, p.W124X, p.R126X ve IVS1 +3A->T Sclerosteosis
hastalarinda gosterilmistir (7, 8). Van Buchem hastalarinda ise IVS1 +1G>C ve genin
downstream tarafindaki enhancer bolgesini tutan 52 kb’lik delesyon gosterilmistir (6, 11,
12, 13).

Sclerosteosis hastalii ender goriillen bir hastalik oldugundan Sclerosteosis
hastalarina tan1 konulmasinda gii¢liik yasanmakta ve sik sik benzer bulgular gosterilen Van
Buchem hastalig1 ile karistirilmaktadir. Craniotubular hyperosteosis hastaliklar arasinda
klinik olarak Sclerosteosis hastaligina en fazla benzeyen hastalilk Van Buchem
(Hyperostosis corticalis generalisata) hastalifidir. Bu iki hastaligi birbirinden ayiran
bulgular; Sclerosteosis hastaligina spesifik olan yiiksek intrakranial basing, el anomalileri
ve gigantizim (devlesme) bulgulardir (6).

Calismanin amact; 2003 yilinda Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi,
Kulak Burun Bogaz Hastaliklari Anabilim Dali poliklinigi’'nde Sclerosteosis 6n tanisi
almig iki hastaya SOST geni mutasyon analizi yapilarak Sclerosteosis tanisinin
kesinlestirilmesidir. Bunun icin hastalarda oOncelikle, baglanti analizi ile SOST genine
baglant1 gosterilmesi ve daha sonra SOST geninde DNA dizi analizi yapilarak sorumlu
mutasyonun tanimlanmasi amaglanmigtir.

Sclereosteosis hastaligl otozomal resesif gecis gosterdigi icin ortaya ¢ikmasi, ancak
iki tagtyicinin bir araya gelmesi ile miimkiin olmaktadir. Bu da, Sclereosteosis hastaliginin
tagiyicilarimin tespit edilmesini zorlagtirmakta ve hastaligin sinsice yayilmasina neden
olmaktadir. Caligmamizda, aile bireylerinden alinan bilgilere gore halen hayatta 42 bireyi
bulunan alt1 kusakli bir aile incelenmistir. Ailede Sclerosteosis on tanist almis iki kardes,
ikinci derece akraba evliligi sonucunda diinyaya gelmistir. Calismamizin diger bir amaci
ise ailedeki tasiyicilarin belirlenmesidir. Tasiyicilarin belirlenmesi sonucunda aileye
genetik damisma imkan1 verilebilecektir. Bu yonii ile bakildiginda calismamizin insan

sagligina saglayacagi katkinin 6nemli olduguna inanmaktayiz.



3
Ulkemizde literature ge¢mis herhangi bir Sclerosteosis vakasi bulunmamaktadir.
Dolayisiyla bu c¢alisma, toplumumuzda Sclereosteosis hastaliginin genetik etiyolojisinin

aydinlatilmasinda bir 6n ¢aligma niteligindedir.



2. GENEL BIiLGILER

Sclerosteosis hastahgr (OMIM: 269500); osteoblastlarin hiperaktivasyonu sonucu
ozellikle kafatas1 ve alt cene kemiklerinde agin biiyiime ile karakterize otozomal resesif gecisli
bir “craniotubular hyperosteosis” hastahgidir. Bu giine kadar; Japonya, Almanya, Ispanya,
Amerika, Senegal ve Brezilya’dan Scleosteosis vakasi bildirilmesine ragmen bu hastalarin biiyiik
bir boliimii Giiney Afrikali ve 17.yy da Hollanda’dan Giiney Afrikaya go¢ eden Flemenk
kokenli Giiney Afrikalilardir.  Sclereosteosis hastaliginin  prevalans1  Giiney = Afrika
populasyonunda yaklasik 1/75.000 olup hastalarin ortalama yasam siiresi 33 yildir (1, 2, 14, 15).

Sclereosteosis hastah@r ilk defa 1929 yilinda Osteopetrosis hastahi@ olarak
tammlanmustir  (16). Osteopetrosis veya diger adiyla “Albers-schonberg” hastaligy;
osteoklastlarin kemik yikilimindaki yetersizligi sonucu artmug kemik dansitesiyle karakterize bir
hastaliktir. Osteopetrosis konjenital bir hastalik olup bazen sporadik bazen de kalitsal bir hastalik
olarak ortaya ¢ikmaktadir (17, 18). Kalitsal formlari genellikle otozomal resesif kaliim kalibina
uygun olmakla birlikte, nadir olarak otozomal dominant formlar1 da bulunmaktadir (19, 20).
Sclerosteosis hastah@min Osteopetrosis hastaligi olup olmadigi uzun yillar tartismustir (21).
1937 yilinda akraba evliligi sonucu diinyaya gelmis 2 kardeste benzer tartismali bir vaka rapor
edilmigtir. Daha sonra 1958 yilina kadar Osteopetrosis olup olmadig: tartisilan benzer vakalar
bildirilmistir (23-25). 1958 yilina gelindiginde Sclerosteosis hastaligi, Osteopetrosis hastaligimin
sindaktili gosteren bir bagka morfolojik varyanti olarak tammlanmistir. Sclreosteosis hastaligi,
Osteopetrosis hastaligimin morfolojik bir varyanti olarak gosterilmis ve sindaktili haricinde dort
farklh 6zellik agisindan Osteopetrosis hastah@indan ayridmustir: 1. Atrofik distal falankslar, 2.
Metakarpal ve metatarsal govdelerinde kalinlasma, 3. Kafatas1 kemeri, yiiz kemikleri ve alt cene
kemiginde kalinlagma, 4. Baz1 vakalarda kopriiciik kemiginde kalinlagma (26).

1967 yihna gelindiginde bu hastalik Osteopetrosis hastaligindan tamamen ayrilmis ve
“Sclerosteosis’adinda yeni bir hastalik olarak tammlanmstir (27). Daha sonra, cesitli
aragtiricilarin - raporlart hastaligin  tanimlanmasina katkida bulunmustur ve 1988 yilinda
Sclerosteosis, nadir goriillen otozomal resesif gecisli bir hastalik olarak “craniotubular

hyperosteosis” grubuna dahil edilmistir (28-37).



Sclereosteosis hastaliginin en belirgin klinik bulgular arasinda; kalvaryumda kalinlagsma,
mandibulada asirt biiyiime ve tiibiiler kemiklerin korteksinde kalinlasma sayilabilir. Biiyiik
oranda asimetrik alt ¢cene genislemesi ve buna bagl olarak mid-fasiyal hipoplazisi sonucunda
yiizde sekilsel bozulmalar goriiliir. Alt cenenin asirt bilyiimesi genellikle cocukluk déneminde
fark edilir ve yetiskinlik boyunca ilerler. Kalvarianin asirt bityiimesi sonucunda adim adim almin
yiikselmesi, gozlerin hipertelorizmi (gozler arast mesafenin artmasi), proptozisi (goz kiiresinin
tiimiiyle one ve asagl dogru yer degistirmesi) ve yassilasmis burun kokii ylizdeki sekilsel
bozulmalarin diger nedenleridir. Sclerosteosis hastalarinin dis yapilar genellikle normaldir ( 1, 5,
32,38).

Sclerosteosis hastaliginda genisleyen kafa kemiklerinin, kafa sinirlerini sikigtirmast
sonucu; yiiz felci, isitme ve gorme kayiplart meydana gelmektedir. Yiiz felcleri 4 yas civarinda
goriilmeye baglayan ve hastalarin % 82’sinde goriilen yaygmn bir bulgudur. Yiiz felcleri
baglangicta tekrarlayan tek tarafl olarak goriiliirken ilerleyen donemlerde cift tarafh ve kalic1 yiiz
felcine doniismektedir (1, 32).

Sclerosteosis hastaliginda siklikla goriilen bir diger bulgu da isitme kaybidir. Isitme kaybi
6 yas civarinda ortaya ¢ikar ve geng yetiskin donemde ilerlemeye devam eder. Isitme kayiplarina
neden olan en biiyiik etken; siirekli devam eden kemik gelisimi sonucunda, temporal kemigin
boyutlarinda artig ve asirt skleroz meydana gelmesidir. Bu artisa bagh olarak dis kulak kanalinda,
orta kulak boslugunda, internal akustik meatusta ve fasial sinir kanalinda daralma gergeklesir.
Temporal kemigin tutulmasi ile baglangicta ses iletiminin engellenmesi olarak goriilen belirtiler
daha sonra tamamiyle ses algilanmasinin kaybina doniisiir (1, 5).

Gorme kayiplart Sclerosteosis hastaliginin ilerleyen donemlerinde siklikla goriilen, geg
bir bulgudur. Optik kanalin daralmasina baglh olarak optik sinirlerin sikismasi sonucu gelisen
gorme kaybi tek tarafli veya cift tarafli olabilir (5).

Sclereosteosis hastaliginin spesifik bulgulardan birisi de yiiksek intrakranial basingtir.
Kafa kemiklerinin agir1 kalinlasmasi nedeniyle serebral kan akisi ve serebrosinal sivinin geri
emiliminde bozulmalar meydana gelmektedir. Buna bagh olarak intrakranial sivi hacmi artmakta
bu da intrakranial basincin artisgina neden olmaktadir. Bunun sonucunda erken g¢ocukluk
doneminde siklikla siddetli bas agrilart goriilmektedir. Sclerosteosis hastalarinda yiiksek
intrakranial basing 5 yas civarinda fark edilir. Bu bulgu, hastalifin erken teshisine olanak
saglamaktadir (1, 5).

Sclerosteosis hastaliginin en trajik bulgusu; herhangi bir yasta meydana gelebilen ani
oliimlerdir. Kafa kemiklerinin kalinlagmasina bagh olarak daralan foramen magnumun medulla

oblangatay1 ani olarak sikigtirmasi sonucu ani oliimler meydana gelebilmektedir (1, 32).



Sclereosteosis hastaligina ait en spesifik bulgu iki parmagn bir deri vasitasiyla birlesmesi
olarak tammlanan kutandz sindaktilisidir. Bu bulgu; hastaligin dogustan fark edilebilmesine
olanak saglar ve hastalarin % 76’sinda goriilebilmektedir. Genellikle tek tarafli, isaret parmagi ve
orta parmak arasinda goriiliirken, nadir olarak {iiclincii ve dordiincii parmaklar arasinda da
goriilebilir. Etkilenmis parmaklarda, terminal falankslarda radial deviasyon siklikla goriiliir.
Seyrek olarak goriilen diger bir karakteristik bulgu da tek tarafli veya cift tarafli olan indeks
parmagin orta falanksinda hipoplazi veya aplazi ile birlikte radial deviasyondur. Ayrica
tirnaklarda displazi veya apilazi goriilebilen diger el anomalileridir ( 1, 5 ).

Sclerosteosis hastalarinda, normal insanlara oranla, degisken ama siklikla goriilen diger
bir bulgu ise gigantizm (devlesme) olarak adlandirilan daha uzun bir boy ve iri bir viicut
yapisidir. Sclerosteosis hastalarmin viicut agirhklan oldukca fazla olmasina ragmen obez
degildirler. Sclerosteosis hastalarinda gorillen bu asir1 viicut agirliginin kaynagi kemiklerin
boyutlarindaki artistir (1, 32).

Sclerosteosis hastaliginda nadir olarak goriilen bir bulguda koklama sinirlerinin gectigi
kanalin daralarak sinirleri sikistirmasi sonucu gelisen anosmiadir (koku almama) (5).

Sclerosteosis hastalarinda bazen, alt ¢enenin asiri genislemesi ve dislerin aym hizada
olmamasindan kaynaklanan konusma bozukluklarn goriiliir. Konusma bozukluklarinda, fasial
sinirin etkilenmesi sonucu olusan yiiz felci ve agzin tam olarak kapanmamasi 6nemli bir etkendir
(.

Sclerosteosis hastaligina benzer bir sekilde; osteoblastlarin hiperaktivasyonu sonucu asiri
kemik biiyiimesi ile karakterize olan baska bir “craniotubular hyperosteosis” hastaligi da Van
Buchem Hastaligi’dir (OMIM 239100). Van Buchem hastahgy; ilk kez 1955 yilinda Van
Buchem F.S.P tarafindan kesfedilmis olup orjinal ismi “Hyperostosis Corticalis Generalisata
Familiaris’dir (40). Van Buchem hastaligimin klinik bulgular1 Sclereosteosis hastaligina benzer
olarak; kafatasi ve alt cene kemiklerinde kalinlasma, kafa sinirlerinde sikisma, yiiz felci, sagirhk
ve gdrme bozukluklaridir. Bu benzer klinik bulgular iki hastaligin birbirinden ayrilarak kesin
tamsinin konulmasinda oldukca giicliik yaratir. Bunun yanisira, yiiksek intrakranial basing, el
anomalileri ve devlesme bulgulart Sclerosteosis hastaligina 6zgii olup, bu iki hastaligin
birbirinden ayrilmasim saglamaktadir (4).

1999 yilinda Sclerosteosis tanisi almg iki ailede yapilan genetik haritalama sonucunda
Sclereosteosis hastaliginin 17. kromozomun 17q12-q21 bolgesine baglanti gosterdigi rapor
edilmigtir (4). 2001 yilinda ise birbirinden bagimsiz iki grup tarafindan Sclereosteosis
hastaligindan sorumlu gen 17. kromozomun q kolunda 17q12-q21 bolgesinde lokalize SOST
geni olarak tammlanmistir (Sekil 1) (7, 8).
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Sekil 1. SOST geninin 17. kromozomun 17q21.31 bolgesindeki lokalizasyonu.

SOST, iki ekzonlu bir gen olup 213 aminoasitlik Sclerostin proteinini (NP_ 079513.1)
kodlamaktadir. Sclerostin proteini; 24 kDa molekiil agirligina sahip, ilk 23 aminoasit dizisinde
sekresyon sinyali tastyan bir propeptittir. Sclerostin proteini; 8 sistein ve 1 glisin olmak {izere
toplam 9 korunmus aminoasit bulundurdugu igin “sistein-diigiim motif” proteini olarak
simiflandiriimastir (7, 8).

Giiniimiize kadar SOST geninde 6 farkli mutasyon tanimlanmustir (6, 7, 8, 11, 12). Bu
mutasyonlarin 4 tanesi Sclereosteosis hastalarinda tanimlanirken 2 tanesi de Van Buchem
hastalarinda gosterilmistir. p.GIn24X, p.Argl26X, p.Trpl124X nonsense mutasyonlar1i ve
IVS1+3A->T splicing mutasyonu Scleosteosis hastalarmda gosterilmistir (7, 8).

SOST geninde tanimlanan diger iki mutasyon Van Buchem hastalarinda gosterilmistir (6,
11, 12, 13). Bunlardan birisi SOST geninin downstream bolgesindeki enhancer bolgesini tutan 52
kb’lik delesyondur (12). Diger mutasyon ise IVS1 +1G->C bir splicing bolge mutasyonudur
(11). Transgenik farelerde yapilan caligmalarda SOST geninin -35 downstream bolgesinde
olusturulan delesyonun, genin ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (42). Bu iki hastaliktan; Van
Buchem hastaligi Sclerosteosis hastaligina oranla daha ihml klinik bulgular gostermektedir.
Bununla birlikte bugiine kadar bu hastalik nedeniyle 6len herhangi bir vaka bildirilmemistir.
Simdiye kadar yaklasik 20 vaka bildirilmistir (15).



Sclerosteosis hastaligi SOST geninde mutasyon oldugunda ve Sclerostin proteini
sentezlenemediginde meydana gelen bir hastaliktir. Sclerostin proteini korunmus 8 sistein ve 1
gilisin aminoasiti yoniinden diger sistein diigiim motifi proteinleri olan CNN gen ailesi proteinleri
ve gonodotropin proteinlerine benzerlik gosterir (8). Diger taraftan Sclerostin proteini 80-167.
aminoasitleri arasinda bulunan korunmus 6 sisteince zengin bolge acisindan; dan, cerberus/cerl,
gremlin/drm, prdc, caronte ve dante proteinlerini iceren Dan protein ailesine benzerlik
gostermektedir (7). Sclerostin proteinin fonksiyonu ile ilgili yapilan caligmalarda Sclerostin
proteininin, kemik metabolizmasinda 6nemli bir kontrol noktasi olan Wnt sinyal sistemine
antagonist (zit etkili) olarak calistig1 gosterilmistir. Sclerostin proteininin yoklugunda Wnt sinyal

sistemi baskilanamamakta ve hiperaktivasyonu sonucu siirekli kemik yapimi olmaktadir (9, 10).

2.1. Wnt Sinyal Sistemi

Memelilerde pek ¢ok hiicrenin proliferasyonu ve farklilasmasinin diizenlenmesinde
gorev alan 6nemli bir sinyal sistemidir (43, 44). Son yillarda yapilan calismalarda Wnt sinyal
sisteminin memelilerde kemik yogunlugunun diizenlenmesinde merkezi bir rol {iistlendigi
gosterilmistir (45). Wnt protein ailesi, sisteince zengin glikoproteinlerdir ve ihtiva ettikleri
sisteince zengin bolgeler CRD (cystein rich domein) sayesinde hiicre yiizey reseptorlerine
baglanabilen Wnt sinyal sistemi ligandlar olarak gorev alirlar. Bugiine kadar insan genomunda
19 Wnt geni belirlenmistir (46). Wnt sinyal yolunda ligand olarak salgilanan Wnt proteinleri
osteoblastlar tarafindan salgilanirlar ve osteoblastlarin farklilagsmasinin diizenlenmesinde gorev

alirlar (47).

2.2. Wnt Sinyal Sistemi Temel Bilesenleri

Wht sinyal yolunda hiicre yiizey koreseptorii olarak gorev alan Lip5/6; LDL (low density
lipoprotein) protein ailesine ait reseptor proteinlerdir (47). Wnt sinyal sisteminin diger hiicre
yiizey reseptorii frizzled proteinleridir (47). Bu proteinler 7 domeinli transmembran
proteinleridir. Wnt sinyal yolunda anahtar molekiil olarak ¢alisan B-catenin; hiicre membraninda
adhezyon proteinleri olan kadherinlerde yer ahr ve hiicre iskeletindeki aktin flamentleri ile
baglanarak hiicre sekillenmesi, adhezyon ve hiicre gogiinde gorev alir (47). B-cateninin Wnt
sinyal sistemindeki gorevi hiicre ¢ekirdegindeki Lef/Tcf transkripsiyon faktorlerine baglanmak
ve hedef genlerin transkripsiyonunu baglatmaktir. GSK3-f (glycogen synthase kinase-3p); bir
cok farkl sinyal yolunda gorev alan serin-tirozin kinazlardir. B-catenin, APC ve Axin gibi Wnt
bilesenlerini fosforile ederek proteozomlar tarafindan yikilir. APC (adenomatous polyposis coli)

timor baskilayict bir proteindir ve -cateninin proteozomal yikim kompleksine olan afinitesini



artirarak B-cateninin stoplazmada yikimina yardimci olur. Dishevelled (Dsh); Wnt sinyal
yolunda B-cateninin proteozomlarla yikilmasim diizenleyen bir sitoplazmik sinyal proteinidir
(47). Lef/Tcf transkripsiyon faktorleri (Lymphoid Enhancer Factor / T-Cell Factor); Wnt sinyal

yolununun hedef genlerinin transkripsiyonunu saglayan molekiillerdir.

2.3. Wnt Sinyal Sisteminin Hedef Genleri
Whnt sinyal sisteminin hedef genleri: insan kolon kanseri ile ilgili genler, c-myc gen ailesi
genleri basta olmak iizere cogu hiicre proliferasyonunu ve farklilagmasim diizenleyen genlerdir

(46).

2.4. Wnt Sinyal Sisteminin Calisma Mekanizmasi
Whnt sinyal sisteminin aktivasyonu, sinyal yolunda anahtar molekiil olan B-catenin’nin

hiicre icersindeki lokalizasyonu ve seviyesi ile diizenlenir (Sekil 2).

A B

\ Hedef zenler baskilamr / \( Llidlel e 2 thir edili.r)

Sekil 2. Wnt sinyal sistemi modellenmesi. A. Wnt ligandi olmadig1 durumda Wnt sinyal
sisteminin hedef genleri baskilanir, B. Wnt ligandi oldugu durumda Wnt sinyal
sisteminin hedef genleri aktive edilir.

2.4.1. Wnt Sinyali Olmadig Durumda
Eger Wnt sinyal yolunu aktiflestirecek bir Wnt sinyal ligand1 yok ise; Dsh inaktif, GSK-
3B ise aktif durumdadr.
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Sitoplazmadaki GSK3p, CKI ( casein kinase), Axin ve bir timor baskilayici faktor olan
APC bir komplex olusturarak p-cateninin spesifik aminoasitinin N-terminaline baglanirlar, -
cateninnin fosforillenmesini ve F-box proteozomu ve E2 ligazlan icin hedef haline gelmesini
saglarlar (47). Sitoplazmadaki B-cateninler proteozomlar ile yikilarak sitoplazmadaki B-catenin
seviyesi diistiriiliir boylece hicbir B-catenin molekiilii hiicre iskeletinde aktin filamentlerine ve
hiicre adhezyonunda gorevli kadherin molekiillerine baglanamaz (59). B-cateninin degredasyonu
da, hiicre cekirdeginde “Tcf/Lef ” grubu transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanarak Wnt
sinyal yolunun hedefi olan genlerin transkripsiyonlarim1 baskilamalarma neden olur (48).

Boylece Wnt sinyal sisteminin hedef genlerinin transkripsiyonu gerceklesmez.

2.4.2. Wnt Sinyali Oldugu Durumda

Wnt proteini Fzd resoptorii ve LRP5/6 koreseptorlerine baglanarak bir komplex
olustururlar. Bu komplex LRP5/6’'min intracelliiler kismini fosforile ederek Axin’in de bu
molekiile kenetlenmesini saglar (47). Axin Lrp5/6’ya baglandiktan sonra Dsh vasitasiyla
GSK3p’1n aktivitesi baskilamr. Bu durum GSK3p-CKI-Axin-APC kompleksinin olusumunu
engeller ve B-cateninin fosforilasyonunu ve degredasyonunu inhibe eder. Boylece sitoplazmada
[-catenin konsantrasyonu artar. Stoplazmada fazlaca birikmis olan B-cateninin bir siire sonra
Whnt sinyal sisteminin hedefledigi genleri aktiflestirmek icin hiicre cekirdegine gecer (47).
Normalde bu hedef genler niikleusta inaktif durumda bulunurlar. B-catenin nukleusta Lef/Tcf
transkripsiyon faktorleri ile etkilesir. B-catenin Lef/Tcf transkripsiyon faktorlerinin “Groucho”
korepresorlerinin yerine geger. [B-catenin ve Lef/Tcf birlesmesi ile olusan heterodimer,
transkripsiyon koaktivatorleri ile birlikte DNA’ya baglanir ve hedef genlerin transkripsiyonu
baslatir (47).

2.5. Sclerostin Proteini ve Wnt Sinyal Sistemi

Sclerostin proteini, kemik metabolizmasinda 6nemli bir kontrol noktasi olan Wnt sinyal
sistemine antagonist (zit etkili) olarak cahgir. Sclerostin proteini Lip5/6 yiizey koreseptorlerine
baglanarak Wnt sinyal ligandinin, Wnt sinyal sistemi ylizey reseptorlerine baglanmasim
engeller. Boylece B-catenin sitoplazmada degredasyona ugrar ve hedef genlerin transkripsiyonu
gerceklesmez Aksi durumda, SOST geninde herhangi bir mutasyon oldugunda Sclerostin
proteini sentezlenemez ve Wnt sinyal sistemi hiperaktif bir sekilde calisarak, osteoblastlarin
hiperaktivasyonuna neden olur. Boylece kemik yapimi ara vermeden devam eder ve sonug
olarak da kemiklerde asir bilyiime ile seyreden Sclereosteosis ve Van Buchem hastaliklarinin

olusumuna neden olur.(9, 10).
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Sekil 3. Sclerostin proteini ve Wnt sinyal sistemi.

Sclerostin proteini; homolog yapida oldugu diger sistein diigiim motif proteinleri gibi

kemik olusumunda kontrol gorevi goren BMP sinyal sistemine antagonist olarak ¢aligmaktadir.

2.6. Sclerostin ve BMP Sinyal Sistemi

BMP sinyal sistemi; pek ¢ok doku ve organda hiicre proliferasyonunu, farklilasmasini ve
morfogenezini diizenlemek suretiyle embriyogenezis ve morfogeneziste gorev alan bir sinyal
sistemidir (49).

Yapilan caligmalarda Sclerostinin; osteoblastlarin aktivite ve farklilasmalarinda 6nemli
rolii olan BMP sinyal sistemi antagonisti oldugu bildirilmistir (50). Sclerostin; osteositlerden,
BMP’nin transkripsiyonunu negatif regiile ederek, osteoblastlarin proliferasyonu, farkhilagmasi
ve aym zamanda olgun osteoblastlarin aktivasyonunu kontrol etmek iizere salinir. Bu yiizden
sclerostinin yoklugu veya fonksiyon mutasyonu BMP lerin negatif regiilasyon kaybina neden
olacagindan hayat boyunca kemiklerde agin bilyiime goriilecektir (50).

Sclerostin proteini BMP antagonistidir fakat klasik BMP antagonistlerinden farklidir.
Sclerostinin BMP reseptorlerine afinitesi diger BMP antagonistlerine oranla daha azdir. Bu
yiizden de reseptorlere baglanmak igin bir aract molekiile ihtiyac duyar (39). Sclerostinin heniiz
bilinmeyen kemik olusumunu uyaran bir biiyiime faktoriinii etkilemek suretiyle BMP yanitlarin

inhibe etmesi Gnerilen bir baska modeldir (39).



3. MATERYAL METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Calisma Grubu

Bu calisma Kasim 2006-Temmuz 2007 tarihleri arasinda Karadeniz Teknik
Universitesi, T1ip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Kulak Burun Bogaz Hastaliklar1 Anabilim
Dallarinda gerceklestirildi.

Calisma grubu; Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi, Kulak Burun Bogaz
Hastaliklari Anabilim Dali Poliklinigi’nde Sclereosteosis ¢n tanisi almis iki kisinin
bulundugu alt1 kusakli ve aile bireylerinden alinan bilgilere gore halen hayatta 42 bireyin
bulundugu bir ailedir (Sekil 4). Calismanin ilk asamasinda SOST genine yonelik aday
lokalizasyon yaklasimiyla baglant1 analizi yapildi. Sclerosteosis hastaligi otozomal resesif
kalitim gosterdigi icin baglanti analizinde, yalmizca etkilenmis bireylerin yer aldigi
cekirdek aile degerlendirmeye alindi. Bu aile; iki Sclerosteosis tanis1 almis kardes (VI:9 ve
VI:11), bir saglikli kardes (VI:10) ve anne-baba’dan (V:7, V:8) olusmaktaydi. Anne ve
baba arasinda akraba evliligi bulunmaktaydi.

Calisma, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan

onaylanmistir.



Sekil 4. Sclerosteosis 6n tanili bireylerin yer aldig1 aile agaci.
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3.1.2. Kimyasallar

14

Calismada kullanilan kimyasal maddeler, kitler ve sarf malzemeler degisik

firmalardan temin edildi.

Acrylamide (C3HsNO)
NN-Metilenbisacrylamide (C7H;oN,O)
Agaroz

Amonyum persulfat (NHy4),S,03)
Sodyum kloriir (NaCI)

Sodyum hidroksit (NaOH)

Sodyum dodesil sulfat (SDS)

Glacial asetik asit (C,H405)

Hidroklorik asit (HCI)

Bromfenol mavisi ( C;9H;oBrs Os S)
Xylene cyanol (C,sH»7N206S;Na)
Trizma hydrochloride (C4H12CINOs)
Trizma baz (Tris-base) (C4H;1NOs)
[zopropanol (%100)

Ethil alkol (C,HsOH)

Etidium bromide (C;,H;oN3Br)
Etilene-diaminetetra-acetic acide (EDTA)
Deoxynucleotide Triphosphates (ANTP)
Taq DNA polimeraz

Expand long template PCR kiti
Oligonucleotide primer

Proteinaz K

®X174 DNA / Hinf I markir

Amonyum kloriir (NH4CI)

Sodyum karbonat (Na;CO3)

Kalsiyum kloriir (CaCl,)

Glimiis nitrat (AgNO3)

GenomeLab™ methods development kit
Borik asit (H;BO3)

QIAquick gel extraction kit

Merck, 8.00830.1000
Sigma, M-2022
Applichem, A2114.0100
Sigma, 9164

Merk, 1.01540.0500
Merk, 1.06462

Merk, 822050

Merk, 1.00056.2500
Merk, 1.00314.2500
Merk, 1.08122.0005
Merk, 1.12007.2500
Merck, 1.01547.0100
Applichem, A2264.1000
Sigma [-9516

Tekel, Tuirkiye

Sigma, E-7637

Sigma, E-5134
Invitrogen, ABD
Fermantas, MBI
Roche, Almanya
Invintrogen

Promega, V3021
Promega, E3511
Merck, 1.01145.1000
Merk, 1.06398.1000
Merck, 910TA654681
Sigma, S-6506
Beckman Coulter, ABD
Merk, 1.00160
QIAGEN, Almanya
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Formaldehyde (CH,0O) Sigma, F-8775
Yagmur kaydirici ABD
y-methacryloxypropyltrimethoxysilane Promega, Q421A

N,N,N,N- tetramethylethyleneamide (TEMED) Merk, 1.10732.0010

3.1.3. Gerecler
Calismada kullanilan arag¢ ve gerecler degisik firmalardan saglandi. Bazi cihazlai

yerli firmalara imal ettirilmistir.

Yatay elektroforez diizenegi

Dikey elektroforez diizenegi

Dogru akim gii¢ kaynagi (3000 volt)

Yiiksek devirli santrifiij
Vorteks

Ultraviole transilliiminator
Poloroid kamera
Termocycler

Otomatik pipet seti
Orbital sallayict
Epondorf tiipler
Polaroid kamera filmleri
Hassas terazi

pH metre
Spektrofotometre
Manyetik karistirici

Buz makinesi
Mikrodalga firin

Distile su cihazi

Pastor firini

Otoklav

Derin dondurucu (-35)
Buz dolab:

Etiiv

Max FILL, Ingiltere
Owel, ABD

CONSORT E833, Belcika
Eppendorf 6820, Almanya
IKA, ABD

Vilbert Lourmat, Fransa
Gel Cam, ingiltere
Techne TC-512, ingiltere
Gilson, Fransa

El yapimi

Axygene, ABD

Sigma, ABD

Mettler Toledo AB204-S, isvigre
Hanna , Portekiz
Shumatsu, Japonya

IKA, ABD

Scotman, Ingiltere

Beko, Tiirkiye

CFL 2004, Almanya
Memmert, Almanya
Medexport, Rusya

Bosch Tiirkiye

Arcelik, Tiirkiye

Memmert, Almanya
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3.1.4. Soliisyonlar
3.1.4.1. DNA izolasyon tamponlari

1. Eritrosit Lizis Tamponu (pH: 7.4)

10x stok soliisyonu hazirlanisi:

83 gr NH,CI (155mM)
10 gr KHCO; (10mM)
20 ml Na,EDTA (0.5 M) 500 ml deiyonize suda ¢oziildii pH

7.4’e ayarlandiktan sonra son hacim 1000 ml’ye tamamlandi. 121 ® C’ de 1 atm. basingta

25 dk otoklavlandi.
Ix calisma soliisyonu hazirlanisi:
10x stok soliisyonundan 50 ml alinip deiyonize su ile 500 ml tamamlandi. 121 ° C’

de 1 atm. basingta 25 dk otoklavlandi.

2. Nuclei Lizis Tamponu (pH 7.5)

10 mM Tris-HCI
400 mM NaCl,
10 ml Na,EDTA
Hazirlanisi:
0.787 g Tris HCI
11.70 g NaCl
0.74 g 0.1M Na,EDTA 300 ml deiyonize suda ¢oziildii. pH 7.5e

ayarlandiktan sonra son hacim 500 ml’ye tamamlandi. 121 ° C’ de 1 atm. basingta 25 dk

otoklavlanda.

3. Proteinaz K Cozeltisi (20mg/ml)

Proteinaz K c¢ozeltisi, 20 mg Proteinaz K tartilarak 1ml deiyonize suda ¢oziildii.
Proteinaz K ¢ozeltisi 250 pl olacak sekilde 1,5 m1’lik eppendorf tiiplere boliindii ve -20 °
C’ de sakland1.
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4. % 10’luk (w/v) Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Soliisyonu

10 gr SDS deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlanarak 68 ° C’de 1sitilarak ¢oziildii.
Soliisyon oda 1s1sinda sakland.
5. Sodyum Kloriir (6M)

58.4 g NaCI 30 ml deiyonize su i¢inde ¢6ziildiikten sonra 100 ml’ye tamamlandi.

6. 0.1IM Na,EDTA (pH 8.0)

37,22 g Na,EDTA 700 ml deiyonize su icinde ¢oziildii. 10 M’lik NaOH ile pH
8.0’a ayarlandi. Deiyonize su ile 1000 ml’ye tamamlandi. 121 ° C* de 1 atm. basingta 25
dk otoklavlandi. 4°C” de saklandi.

7. IM Tris-HCI
157.6 g Tris-HCI 800 ml deiyonize suda ¢oziildii. pH 7.4’e ayarlandi. Deiyonize su
ile 1000 ml’ye tamamlandi. 121 ® C* de 1 atm. basingta 25 dk otoklavlandi. 4°C’ de

saklandi.

8. TE Tamponu

10 mM Tris HCI
I mM Na,EDTA
Hazirlanmisi:
1 mM Tris HCI (pH 7.4)
0.1M Na,EDTA (pH 8.0) ayr1 ayn hazirlanir. Her ikisinden 5’er ml alinir.

Uzerine 490 ml steril deiyonize su ilave edilerek 500 ml’ye tamamlanir. 121 ° C’ de 1 atm.

basingta 25 dk otoklavlandi. 4°C’ de saklandi.

3.1.4.2. Agaroz Jel Elektroforez Soliisyonlar:

1. TAE Elektroforez Tamponu (pH~ 8.5)
50x stok soliisyon hazirlanisi:

242 ¢ Tris base

372 ¢ Na,EDTA-2H,0
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57.1 ml Glasial asetik asit deiyonize su kullanilarak 800 ml’de ¢oziildii.
NaOH peleti kullanmildi pH ayan yapildi. Deiyonize su ile son hacim 1000 ml’ye

tamamlandi. Calisma soliisyonu olarak deiyonize su ile 1x olarak sulandirildi.

Ix calisma soliisyonu hazirlanisi:
40 mM Tris asetat
2 mM EDTA
2. Etidium Bromide Soliisyonu:
10 mg/ml olacak sekilde deiyonize su kulanilarak hazirlandi. Isiktan muhafazal

olarak saklanda.

3.1.4.3. Poliakrilamid Jel Elektroforez Soliisyonlari

1. 0.5M Na,EDTA (pH 8.0)

186.1 g Na,EDTA 700 ml deiyonize su icinde ¢oziildii. 10M’lik NaOH ile pH 8.0’a
ayarlandi ( yaklasik 50 ml). Son hacim deiyonize su ile 1000 ml’ye tamamlandi. 121 ° C’
de 1 atm. basingta 25 dk otoklavlandi. 4°C” de saklandi.

2. TBE Elektroforez Tamponu (pH~ 8.5):

10x stok soliisyou hazirlanisi:

108 g Tris base
55¢ Boric aside
40 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) deiyonize su kullanilarak 800 ml’de ¢oziildii.

pH ayan yapildiktan sonra son hacim 1000 ml’ye tamamlandi. Calisma soliisyonu olarak
deiyonize su ile 1x olacak sekilde sulandirildi.

Ix calisma soliisyonu hazirlanigi:

89 mM Tris base
89 mM Borik asit
2 mM EDTA

3. %10’luk (w/v) APS (Amonyum Persulfat)
0.1 g Amonyum persulfat iizerine 1 ml dH,O eklendi ve vorteks ile iyice

karistirildi. Her ¢alismada taze olarak hazirlandi.
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4. Yapistirica Soliisyon

9.9 ml Etanol (%96)
50 ul Glasiyal asetik asit
50 ul y-methacryloxypropyl-trimethoxysilane

Falkon tiip i¢ersinde karistirilarak 4°C” de saklanur.
3.1.4.4. Yiikleme Tamponu
Denatiire Yiikleme Tamponu (6x)

Formamide %95

Xylene cyanole %0.5

Bromfenol mavisi ~ %0.5

Deiyonize su ile hazirlandi ve 4°C’ de saklandi.

3.1.4.5. Giimiis Boyama Soliisyonlar:
1. %10’luk Asetik asit:
1350 ml Distile su
150 ml Glasial asetik asit

2. % 0.1’lik Giimiis Nitrat Soliisyonunun Hazirlanmasi:

Giimiis nitrat % 0.1 (v/w)

Formaldehite % 0.078 (v/v)
Hazirlanmisi:

11t Distile su

lg Glimiis nitrat

2 ml Formaldehit (% 39’1uk)

Formaldehit kullanilmadan hemen 6nce ilave edilir.

3. Sodyum Karbonatin (Developer) Hazirlanmasi:

Sodyum karbonat 9%3.4 (viw)

Formaldehite % 0.078 (v/v)
Hazirlamst:

11t Distile su

34g Sodyum karbonat

2 ml Formaldehit ( % 39’Iuk)

Formaldehit kullanilmadan hemen oOnce ilave edilir. Soliisyon buz iizerinde

sogutulduktan sonra kullanilir. Kullanma sicakhigi yaklagik 10 °C’ dir.
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3.2. Metod

Sclerosteosis hastaligindan sorumlu gen, SOST geni olarak tamimlanmistir ( 3, 4 ).
Bundan dolay1 calismada oncelikle aday lokalizasyon yaklagimindan hareketle, V:7, V8,
VI:9, VI:10 ve VI:11 numaral bireylerden olusan ¢ekirdek ailede baglant1 analizi yapilarak
SOST genine baglanti olup olmadig1 arastirildi. Baglant1 analizi SOST genine komsu 6 STR
(short tandem repeat) markirt kullamilarak yapildi. Baglanti gosterildikten sonra SOST
geninin, kodlayan bolgeleri ve ekzon—intron baglant1 bolgeleri PCR yontemiyle amplifiye
edildi. PCR firiinleri agaroz jelden kesilip alimarak QIAquick Gel Extraction Kit ile
saflastirildi. PCR {iriinlerinin niikleotid dizilimi dideoksi sonlandirma yontemi olarak
bilinen DNA dizileme yontemi kullanilarak sekanslandi. PCR ile ¢ogaltilan gen bolgesine
ait driin saflastirildiktan sonra floresan isaretli dideoksiniikleotidler ile dongiisel
sekanslama (dongii dizileme) yapilarak otomatik sekans cihazinda (Beckman Coulter)
sekanslandi. Elde edilen dizileme sonuglar1t SOST geninin Gen Bankasindan alinmig olan
referans dizisi ile karsilastirildi. SOST geninde tanimlanan baz degisiminin ailedeki

dagilimi ARMS (Amplification Refractory Mutation System) ile gosterildi.

3.2.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

DNA, 10 mI’lik EDTA’l kandan izole edildi. EDTA’l1 kan 50 ml’lik falkon tiiplere
bosaltildi ve iizerine 40 ml eritrosit lizis tamponu eklenerek buz iizerinde 30 dakika
bekletildi. Daha sonra 2500 rpm’de +4 °C’de 15 dakika santrifiij edildi ve siipernatant
kismi atildi. Pellet iizerine tekrar 40 ml eritrosit lizis tamponu eklendi ve kuvvetlice
calkalandi. Ortamdaki eritrositleri parcalayip uzaklastirmak icin yapilan bu yikama islemi
3 kez tekrarlandiktan sonra, pellet iizerine sirasiyla 4 ml niiklei lizis tamponu, 150 pl
proteinaz K (20 mg/ml), 425 pl %10’luk SDS eklenerek 37 °C’lik etiivde bir gece (O/N)
birakildi. Etiivden cikartilan tiipler oda sicakliginda 30 dakika bekletilerek sogutuldu.
Tiiplerin iizerlerine 1,4 ml 6M NaCI eklenerek 10 saniye kuvvetlice calkandi. Oda
sicakliginda 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant yeni bir tiipe aktarilarak
oda sicakliginda 6000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant temiz bir tiipe alindi.
Siipernatant iizerine 3 kat1 kadar %96’lik etil alkol dokiildii. Etil alkol dokiilen tiip hafifce
alt-tist edildi ve bu sekilde DNA’nin presipite olmasi saglandi. Presipite olan DNA pipet
ucuyla 1.5 mI’lik eppendorf tiipe alinarak iizerine 500 ul %70’lik soguk etil alkol eklendi
ve alt-iist edilerek santrifiijde 15.000 rpm’de 45 saniye cevrilerek DNA’nin ¢okmesi

saglandi. Hizli santrifiij islemi tekrarland1 ve tiipte kalan etil alkol pipet ucu ile alindi. 65



21

C’lik etiivde DNA 20 dakika kurutulduktan sonra iizerine 500 pl TE eklendi ve ¢éziinmesi
icin bir gece oda sicakliginda bekletildi (51).

3.2.2. DNA’nin Spektrofotometrede Konsantrasyonunun Olciimii

Izole edilen DNA’larin 1/50 diliisyonlar1 hazirland1 ve 260 nm dalga boyundaki
absorban degerleri okundu. 1 OD’nin 50 ng/ul DNA miktarina esitliginden gidilerek 260
nm dalga boyunda okunan absorban degerlerinden, Orneklerdeki konsantrasyonu
hesaplandi. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilmak {izere DNA’lar steril deiyonize su

ile 50 ng/pl olacak sekilde sulandirildi (52).

3.2.3. Aday lokalizasyon yaklasim

Sclerosteosis hastaligindan sorumlu SOST geni, 17. kromozomun 17q21.31
bolgesinde lokalizedir (53). Calismamizda Oncelikle ¢alismada yer alan ailede, hastaligin
SOST geni ile birlikte kalitihp kahtilmadiginin aday lokalizasyon yaklasimi ile
belirlenmesi amaclanmistir. Sclerosteosis hastaligi otozomal resesif gegisli bir hastalik
oldugundan 42 bireyden olusan tiim aile yerine Sclerosteosis tanisit almis bireylerin yer
aldig1 cekirdek aile degerlendirilmeye alinmistir. Hasta iki kardes, anne, baba ve normal
bir kardesten olusan ¢ekirdek ailede SOST geninin bulundugu 17. kromozomun 17q21.2-
17921.31 bolgesinde 0.6 cM’luk SOST geni ve lokalize oldugu bolge D17S1801,
D17S1329, D17S1789, D17S1860, D17S1861 ve D17S1804 markirlar ile tarandi (Sekil
4). SOST genine komsu olan STR marker bilgilerine ulagmak icin “UCSC Human Genom
Browser” internet adresi kullanildi (53). Baglanti analizinde kullanilan markirlarin baz
dizileri, baslangi¢ ve bitig yerleri, iiriin uzunluklar1 ve heterojeniteleri Tablo 1’de verildi.
Baglanti analizinde kullanilan 6 STR markir1 secilirken heterojenitelerinin yiiksek

olmasina 6zen gosterildi.



17p13.2
17p12

17p11.2

17q12

17q21.31
17q21.32

17422
17423.2
17q24.1

17q24.3

17q25.2

cM
3.7
— -
10k |
E g
7KDL
3
J36KD
iy —
—
= 208 KD
By 4

22

01751801 (37.669.256-37.669.614)

01751329 (3897799438, 978.177)
DITSITEY {39,108, 391-39. 108.719)

S05T

D1751860 (39.125.182-39.126.150)

D1751861 (40.162.457-40.162. T89)

01751804 (40.370.664-40. 370, 982)

Sekil 5. SOST geni baglant1 analizinde kullanilan STR markirlar1 ve kromozom {izerindeki

lokalizasyonlart.
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Tablo 1. Baglanti analizinde kullanilan STR markirlar1 (Mb: Mega baz)

Markir Lokalizasyon Maksimum

isim Markar baz disisi (5'2>3') (Mb) heterozigotluk PCR iiriinii
D17S1801F ATCCTCCCACCTCAGC 376 0.64 235-245 bp
D17S1801R ATGAAAAATGAAATTACAAACAATC
D17S1329F GACTCTGAAGGTAAAGAGCA 38.9 0.80 183 bp
D17S1329R CTCCCCTGCCTTGGGAGTAG
D17S1789F ATTGNCCTGGCTTCTG 39.1 0.70 167-211 bp
D17S1789R GGCTGGAGCAGGGACT
D17S1860F GCGCAATCTCAGGTCA 39.7 0.78 195215 bp
D17S1860R ACCACCGTGTCTGGCTA
D17S1861F AGGGGCAGCAGTCCTGTA 40.1 0.83 94-116 bp

D1751861R  ACATCATCCTGAAATCTAATGGG
D1751804F GCTTCCCTATTTAGACATTAGGTT 40.3 0.74 221-239bp
D1751804R  ATCGCACCATTGCACTC

3.2.3.1. Baglant1 Analizi icin PCR Reaksiyonu

PCR reaksiyonu, 25 pl toplam hacimde 200 pl’lik tiiplerde yapildi. DNA polimeraz
enzimi olarak Fermantas Tag DNA polimeraz enzimi kullamldi. Bir PCR reaksiyonu
karisimi i¢in kullanilan bilesen miktarlari ve PCR reaksiyonun gerceklestigi optimum

kosullar su sekildeydi.

PCR master mix 1 Reaksiyon
PCR 10X reaksiyon tamponu 2.5ul
MgCI, (25mM) 1.4 ul
dNTP (10mM) 0.4 nl
Primer Forward (10pm/ pl) 1l
Primer Reverse (10pm/ pl) 1ul
Taq DNA Polimeraz (5U/ pl) 0.2 ul
Genomik DNA (50ng/ pl) 2ul
Deiyonize Su 16.5 wl

Toplam 25 ul
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PCR Kosullari

[k denatiirasyon 94 °C 5dk

Denatiirasyon 94 °C 30sn

Baglanma 52°C 45sn 40 Déngii
Uzama 72 °C 45sn

Son uzama 72 °C 5dk

Sakalama 4°C 0

3.2.3.2. PCR Uriinlerinin %2’lik Agaroz Jelde Kontrolii
8 wl PCR iiriinii tizerine 3 pl yiikleme tamponu ilave edildi. Hazirlanan karigimin
tamami TAE tamponu ile hazirlanan %?2’lik agaroz jelde 100 voltta 30 dakika yiiriitiilerek

PCR reaksiyonunun olup olmadigi, olmus ise PCR iiriin bantlarinin spesifikligi kontrol

edildi.
3.2.3.3. Denatiirant Poliakrilamid Jel Elektroforezi

1. Denatiirant Poliakrilamid Jel Elektroforezi icin Camlarin Hazirlanmasi

PCR iiriinlerinin analizi 35X45 cm olgiilerinde sekans elektroforez diizenegi
kullanildi. Kulakli ve diiz camlar %70’lik Etil alkol ile iigcer kere silindi. Kulaksiz cama 0.5
ml yapistirict soliisyon dokiildii ve cama homojen bir sekilde dagilmasi icin gazli bezle
iyice yayildi. Kulakli cama yagmur kaydirici dokiilerek homojen bir sekilde dagilmasi i¢in
gazli bez ile iyice ovuldu. Her iki camda gazli bez veya kagit havlu kullanilarak %70’lik
etil alkol ile ticer kere daha silinerek yapigkan soliisyonun ve yagmur kaydiricinin fazlasi
camlarin yiizeyinden alindi. Camlarin iki yanina ve alt kismina 0.4 mm spacerlar konularak

klempsler ile tutturuldu.

2. % 6.6’ ik Denatiirant Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi ve Dokiilmesi
Baglanti analizinde, % 6.6’lik denatiiran poliakrilamid jel kullanildi. Akrilamid-
bisakrilamid oram1 19:1 olarak ayarlandi. Jele denatiiran olarak iire konuldu. Her bir jelin

hazirlanmasinda:
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Akrilamid 3.72¢g

Bis akrilamid 0.198gr

10x TBE tamponu  6ml

Ure 25.2gr

dH20 e karisimi hazirlandi.

Karisim iire, akrilamid ve bis akrilamid tamamen c¢oziinene kadar manyetik

karistiricida karigtirildi. Jel dokiilmeden hemen Once {izerine

350 wl APS (%10’1uk ) (taze hazirlanmis)
35 ul TEMED ilave edildi.

Toplam 60 ml hazirlanan jel 50 ml’lik enjektorle daha once hazirlanan camlarin
arasia hava kabarcigi kalmayacak sekilde dokiildii. Tarak yerlestirilerek klempsler ile

tutturuldu ve polimerlesmesi i¢in bir saat beklendi.

3. PCR Uriinlerinin Poliakrilamid Jele Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Iki cam arasma dokiilen jel polimerlestikten sonra tarak ve alt spacer ¢ikartildi.
Camlarn iizerine bulasmis olan ve tarak yerlestirilecek bolmedeki jel kalintilart musluk
suyu ile yikanarak iyice temizlendi. Alt spacerin olusturdugu bosluk ve elektroforez
cihazinin alt haznesi 1xTBE tamponla dolduruldurularak, jel elektroforez cihazina
yerlestirildi. Cihazin iist haznesi 1XTBE tamponla dolduruldu. Uzerine 5 pl yiikleme
tamponu ilave edilen PCR iiriinlerinin 8 pl’si kuyucuklarina yiiklendi. Ornekler 65 watta

(yaklasik 1300-1600 Volt), PCR iiriinlerinin uzunluguna bagh olarak 1.5-3 saat yiiriitiildii.

4. Giimiis Nitrat ile Boyama

i. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra giic kaynagi kapatildi ve jel camlarla
birlikte diizenekten alindi. Jelin yapismis oldugu kulaksiz cam tutularak kulakli cam
kenarinda hafifce zorlanarak kaldirildi.

ii. Jelin yapismis oldugu cam distile su ile hazirlanmis %10’luk asetik asit i¢cinde 30
dakika orbital kanstiricida calkanarak fiske edildi. Fiksasyon islemi tamamlandiktan
sonra jel ii¢ kez 3 dakika siire ile distile su ile yikandi. Jel taze hazirlanmis % 0.1°lik

giimiis nitrat soliisyonunda 30 dakika ¢alkandi.
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iii. Jel, giimiis nitrattan sonra jelin yapismis oldugu uzun camin arka yiizeyi distile su ile
hizlica yikandi.

iv. Jelin iizerinde %3.4 (w/v) sodyum karbonatin yaris1 dokiildii. Bantlar goriiniir hale
gelince sodyum karbonat bosaltilip geride kalan taze sodyum karbonat jelin {izerine
dokiildii. Bantlar koyulasinca fiksasyon icin jel %10’luk asetik aside alindu.

v. %10’ luk asetik asit igersinde 2-3 dakika tutularak boyama islemi durduruldu.

vi. Jel cesme suyunda yaklagik 5-6 dakika dakika yikandi ve degerlendirmeye alindi (54).

3.2.4. DNA Dizileme Analizi

SOST geninin kodlayan ve ekzon—intron baglanti bolgelerini kapsayan bolgelerin
amplifiye edebilecek sekans primerleri dizayn edildi. Amplifikasyonda kullamilan
primerler sekans analizi icinde kullanildi. Amplifikasyonda kullanilan primerlerin
niikleotid dizileri ve PCR iiriinlerinin biiyiikliikleri Tablo 2’de verildi. Daha sonra PCR ile
amplifiye edilen bolgeler %2’lik agaroz jelden saflastirnllarak DNA dizi analizi

reaksiyonunda kullanildu.

Tablo 2. SOST geninin iki ekzonu ve ekzon-intron baglanti bolgelerinin
amplifikasyonunda kullanilan primerler

Forward Primer Reverse Primer PCR
Ekzon No
5'23 5'>3 iriini
Ekzon 1 SOST_ExI1F SOST_ExIR
397 bp

Baz Dizisi GCTGGCATGAAGCAGAGAG CCAAGCCTCCCAAAGAGAAG

Ekzon 2 SOST_Ex2F SOST_Ex2R
599 bp
Baz Dizisi GAGACAGGCTTGGCAAAAG CGCAGAGGACAGAAATGTGG

3.2.4.1. DNA Dizi Analizi icin DNA Orneklerinin PCR ile Cogaltilmasi

SOST geni mutasyon analizi i¢in VI:9 numarali hasta bireyde ve kontrol olarak bir
saglikli bireyde SOST geni DNA dizi analizi yapildi. SOST geninin birinci ekzonu
SOST_ExI1F ve SOST_Ex1R primer c¢ifti ile amplifiye edildi (Tablo 2). Amplifikasyon 25
pl toplam hacimde 200 pl’lik tiiplerde yapildi. DNA polimeraz enzimi olarak Fermantas
Taq DNA polimeraz enzimi kullanildi.
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SOST geni birinci ekzonunun, SOST_Ex1F ve SOST_ExIR primerleri ile

amplifikasyonunda, bir PCR reaksiyon karisimi icin kullanilan bilegen miktarlar1 ve PCR

reaksiyonun gergeklestigi optimum kosullar su sekildeydi.

PCR master mix

1X

PCR 10x reaksiyon tamponu
MgCI, (25mM)

dNTP (10mM)

Primer forward (10pm/ pl)
Primer reverse (10pm/ pl)
Taq DNA polimeraz (SU/ pl)
Genomik DNA (50ng/ pl)

Deiyonize su

2.5u
2 ul
1wl
1wl
1wl
0.2 ul
2ul
153wl

Toplam

PCR Kosullari

25 pl

[k denatiirasyon 94°C

Denatiirasyon 94°C
Baglanma 56°C
Uzama 72°C
Son Uzama 72°C
Saklama 4°C

5dk

30 sn

45 sn 35 Dongii
30 sn

5dk

SOST geni ikinci ekzonunun, SOST_Ex2F ve SOST_Ex2R primerleri ile Expand Long

Template PCR System, Roche kiti kullanilarak amplifiye edildi.

Kitin protokoliine uygun olarak PCR reaksiyonu 50 pl hacimde hazirlandi. Bir PCR

reaksiyon karigimi i¢in kullanilan bilesen miktarlar1 ve PCR reaksiyonun gerceklestigi

optimum kosullar su sekildeydi.
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PCR Mix 1X
dNTP (10mM) 25u
10X PCR buffer(1,2,3) Sul
Primer forward (10pmol/ pl) 2.5 ul
Primer reverse(10pmol/ pul) 2.5l
DNA (25ng/ pl) 4 ul
Enzim mix 0.75 ul
dH,0 3275 wl
Toplam 50 pl
PCR Kosullar:
islem Sicaklik (°C) Siire
[lk denatiirasyon 94 2 dk
Denatiirasyon 94 10sn  ——
Baglanma 55 30 sn 10 Dongii
Uzama 68 45 sn s
Denatiirasyon 94 I5sn  ——
Baglanma 55 30 sn 25 Dongii
Uzama 68 45 sn

-
Son Uzama 68 7 dk
Saklama 4 o0

3.2.4.2. PCR Uriinlerinin %2’lik Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi
25 pl PCR fiiriinii tizerine 7 pl yiikleme tamponu ilave edilerek TAE tamponu ile
hazirlanan %2’lik agaroz jelde 100 voltta 40 dakika yiiriitiildii. PCR reaksiyonunun olup

olmadigi, olmus ise PCR iiriin bantlarinin spesifikligi kontrol edildi.

3.2.4.3. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi
PCR fiiriinlerinin temizlenmesi QIAquick Gel Extraction, Kit, GmbH,Germany

kullanilarak yapildi
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PCR iiriinleri bir bistiirii yardimi ile jelden kesilerek 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere
konuldu. Jelin kesimi sirasinda miimkiin oldugunca PCR bantlarinin digina ¢ikmamaya
dikkat edildi.

Eppendorf tiiplerin iizerine 300 ul Buffer QG eklenerek 10 dakika 50 °C su banyosunda
rengi sar1 oluncaya kadar ¢ozdiiriildii. Jelin iyice ¢dziinmesi i¢in 2-3 dakikada bir tiipler
altiist edildi.

Karisim kolumn tiiplerine aktarilarak 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Son kalan jel kalintilarin1 temizlemek i¢in, kolumnun altta kalan kisimi dokiilerek
izerine 500 pl Buffer QG eklendi ve 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Tiiplerin iizerine 700 pl PE Buffer eklendi ve 2-5 dakika bekletildikten sonra 13.000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Alt kisim uzaklastirildiktan sonra tiipler ikinci kez 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi.

Kolumn tiiplerinin membranli kapaklarnt 1.5 ml’lik eppendorf tiipe aktarilarak
izerlerine PCR {iriinlerinin bant yogunluklaria gore 30-50 pl EB Buffer (10mM Tris-
Cl, ph. 8.5) eklendi ve 1 dakika bekletildikten sonra 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi.

viii. Eppendorfa gecen PCR iiriinlerinden 2 pl’si %?2’lik agaroz jelde 100 voltta 20 dakika

yiiriitiilerek kontrol edildi.

3.2.4.4. Dongii dizileme reaksiyonu

DNA dizi analizi icin yapilan dongii dizileme reaksiyonu Genome Lab™ Methods

Development Kit ,Dye Terminator Cycle Sequncing kiti kullanilarak yapildi.

Dongii dizileme PCR Premixi asagidaki sekilde hazirland.

PCR Premix

10X PCR Buffer 200wl
dNTP Mix 100ul
ddTTP 200ul
ddGTP 100l
ddCTP 200ul
ddATP 200l

Toplam 1100p1
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Dongii dizileme PCR reaksiyonu son hacim 20 pl olacak sekilde hazirlandi.

Premix 12 pl

Primer (10pmol/ pl) 1,5 ul

PCR iiriinii 1l

dH,O 55u

Toplam 20ul

PCR Kosullar:

96 °C 20sn

50°C 20sn 30 Déngii
60°C 4dk

4°C 0

3.2.4.5. Etanol Presipitasyonu ile PCR Uriinlerinin Piirifikasyonu

i

iii.

.

Vi.

PCR iiriinleri 500 pl ‘lik tiiplere aktarilir. Asagida gosterildigi sekilde hazirlanan

5 ul stop soliisyonu/glikojen karigimu tiiplerin tizerine eklendi.

2l 100mM Na, -EDTA pH.8.0
1wl 20 mg/ml Glikojen

60 ul %96’ 1ik soguk Etanol (-20 °C) eklenerek vortekslendi ve 14.000 rpm’de 15dk
+4°C’de santrifiij edildi. Siipernatant pipet yardimiyla dikkatlice uzaklastirildi.
Pellet iizerine 200 pl %70’lik soguk(-20 °C) etanol eklenerek +4 °C’de minimum 2
dakika 15.000 rpm’de santrifiij edildi. Bu islem 2 kez tekrar edildi. Siipernatant
pipet yardimiyla dikkatlice uzaklastirild.

Tiipler ters cevrilerek 10 dakika oda sicakliginda kurutuldu.

Tekrar suspande edilerek, BECKMAN COULTER,USA sekans cihazina yerlestirildi.
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3.2.5. ARMS ile p.Trp124Stop Mutasyonun Aile Icindeki Dagihmimin Gésterilmesi

SOST geninin ikinci ekzonunda tespit edilen ¢.371G>A mutasyonunu ¢alismaya
katilmay1 kabul eden 14 aile bireyindeki dagilimi, ARMS (amplification refractory
mutation system) yontemi ile belirlendi. ARMS icin normal diziye spesifik SOST_NSP
primeri, mutant diziye spesifik SOST_MSP primeri ve SOST_C forward primer olmak
tizere 3 adet primer dizayn edildi (Tablo 3). Normal veya mutant dizinin

amplifikasyonundan elde edilen PCR iiriinii 181bp’dir.

Tablo 3. c.371G>A mutant allelinin aile bireylerindeki dagilimimin ARMS metodu ile
belirlenmesinde kullanilan primerler

Primer ad1 Primer baz dizisi 5'=>3' PCR iiriinii

SOST_NSP ATGCAGCGGAAGTCGGGCCCACTAGGTCGCCAAC
SOST_MSP ATGCAGCGGAAGTCGGGCCCACTAGGTCGCCAAT 181 bp

SOST_C TGTCCGAGTACAGCTGCCGCGAGCTGCACTTC

3.2.5.1. ARMS i¢in PCR

PCR, 25 pl toplam hacimde 200 pl’lik tiiplerde yapildi. Reaksiyon karisimi buz
tizerinde hazirlandi. PCR reaksiyonu master mixi bilesenlerinin son hacimdeki
konsantrasyonlart: 10x reaksiyon tamponunun (100 mM Tris-HCI (pH 8.8, 500 mM KClI,
% 0.8 (v/v) Nonidet P40 ) son konsantrasyonu 50mM KCI, 10mM Tris-HCl , (25mM)
MgCl,, son konsantrasyonu 1.5mM, (10mM) dNTP son konsantrasyonu 200 uM, her bir
primerden (10pm/ pl) son konsantrasyonu 0.2 pm/ pl, (25ng/ pl) genomik DNA son
konsantrasyonu 2ng/ pl ve Taq Polimeraz son konsantrasyonu 0.02U/ pl olacak sekilde
hazirlandi. Normal dizinin amplifikasyonu i¢in ilk siklus 94 °C’de 5 dakika denatiirasyon,
35 dongii olan ikinci siklus 94 °C’de 30 saniye denatiirasyon, 61 °C’de 35 saniye primer
baglanmasi (annealing), 72 °C’de 1dakika sentez (extension), Son sentez siklusu 72 °C’de
5 dakika ve 4 °C’de saklama seklinde yapildi. Mutant dizinin amplifikasyonu i¢in ilk siklus
94 °C’de 5 dakika denatiirasyon, 35 dongii olan ikinci siklus 94 °C’de 30 saniye
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denatiirasyon, 59 °C’de 45 saniye primer baglanmasi (annealing), 72 °C’de 1 dakika 20
saniye sentez (extension), son sentez siklusu 72 °C’de 5 dakika ve 4 °C’de saklama

seklinde yapildi.

3.2.5.2. ARMS Uriinlerinin %2’lik Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi
25 pl PCR fiiriinii iizerine 7 pl yiikleme tamponu ilave edilerek TAE tamponu ile
hazirlanan %?2’lik agaroz jelde 100 voltta 40 dakika yiiriitiildii. Ultraviole 15181 altinda

¢.371G—> A mutant allelinin aile bireylerindeki dagilimi goriintiilendi.



4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular
4.1.1. Fizik Muayene Bulgulari

Uzun zamandir devam eden bas agris1 ve tekrarlayan yiiz felci sikayeti ile 2003
yilinda Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Hastaliklari
Anabilim Dali Poliklinigi’ne gelen hasta Prof. Dr. Refik CAYLAN tarafindan muayene
edildi. Hastanin kafaya ait yliksek ¢oziiniirliiklii temporal kemik tomografisinde belirgin
bir sekilde, kranial kemiklerde kalinlasma ve skleroz artigt buna bagh olarakta internal
akustik kanallarda fasial kanallarda, foramen rotundum ve foramen ovale’de daralma
izlendi. Bu bulgular 151831nda hastada Van Buchem hastalig1 olabilecegi diisiiniildii, daha
sonra aile ile ilgili detayli arastirma yapildiginda anne baba arasinda ikinci derece
akrabalik oldugu ve iki g¢ocuklarinin daha bulundugu belirlendi. Diger kardeslerde
hastaneye cagrilarak muayene edildi ve yiiksek ¢oziiniirliiklii temporal kemik tomografisi
ve el diiz rontgen filmleri cekildi. Yapilan muayene ve tetkikler sonucunda en kiiciik
kardeste de benzer bulgular gozlendi ve enteresan olarak sol elinde 2. ve 3. parmaklar
arasinda hafif derecede kutandz sindaktilisine rastlandi. Bu bulgular esliginde ve ailedeki
akrabalik dikkate alinarak hastalara Sclerosteosis 6n tanist konuldu.

Hastalar dort y1l sonra 2007 yilinda ikinci kez Karadeniz Teknik Universitesi, Tip
Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Hastaliklar1 Anabilim Dali Poliklinigi’ne davet edildi.
Hastalara yapilan muayene ve tetkikler sonucunda VI:9 numarali bireyde (11 yas) yasinin
daha biiyiik olmasi ile uyumlu olarak ilerlemis bir Sclerosteosis tablosu goriildii. Hastanin
ailesinden alinan bilgilere gore hasta ilk defa 3.5 yasinda tek tarafli gecici fasial paralizis
gercirdigi ve son 7.5 yil icerisinde 7-8 kez tek ve degisken tarafli periferik tipte fasial
paralizis gecirdigi Ogrenildi. Halen hastanin sagda periferik tipte “House-Brackman

skalasi”na gore grade 4 fasial paralizisi ve solda grade 3 fasial paralizisi bulundugu
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belirlendi. Her iki taraftaki fasial paralizis sekelleri nedeniyle hastanin yiiziinde tipik mid-
fasial hipoplazi gozlenmekteydi. Solda agiz kenarinda miiskiiler sinkinezi mevcuttu.
Genisglemis ve prognatik mandibula, yiiksek alin, hastada goriilen Sclerosteosis hastaligina
ozgli diger klinik bulgulardi. Burun kokii basikti, os nasale genislemis ve palpasyonda
diizensiz olarak ele gelmekteydi. Burun tipi infantil ve septal kartilajda gelisme azlig
goriilmekteydi. VIII, IX, X, XI ve XII'inci sinirlerin fonksiyonlar1 normaldi. Gozlerde
hipertolerizm, goriillen diger bir fiziksel bulguydu. Hastaya yapilan saf ses odyometri
testinde, hastanin isitmesi normal olarak degerlendirildi.

Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi G6z Hastaliklart Anabilim Dali
Poliklinigi’'nde hastaya yapilan genel gdrme muayenesi sonucunda herhangi bir gérme
kaybi tespit edilmedi.

Karadeniz Teknik Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi Oral Diagnoz ve Radyoloji
Anabilim Dali Poliklinigi’nde hastanin ¢ene ve dis yapisi incelendiginde; koseli cene
yapisi, yer yer lamina dura kaybi, malokliizyon, alt ve iist ¢ene boyutlarinda artma,
mandibula korteksinde kalinlagsma gozlendi. Ayrica erupsiyonda gecikme, alt ve iist ¢enede
buzlu cam goriintiisii ve birinci molar dislerde hipotaurodontizm tespit edilen diger klinik
bulgulariydi.

Indeks hastalardan VI:11 numarali birey (7 yas) VI:9 numaral birey ile benzer
klinik bulgular gostermesine ragmen tutulum VI:9 numarali birey kadar ileri asamada
degildi. ilk etapta hastada dikati ceken bulgular; koseli alt cene ve fasial paralizisi sekelleri
sonucu olusan maske yiiz goriintiisiiydii. Hastanin ailesinden alinan bilgilere gore; hasta ilk
kez 3.5 yasinda tek tarafli periferik tipte fasial paralizisi gecgirmis olup fasial paralizisi,
simdiye kadar 4-5 kez tek ve degisken tarafli olarak tekrarlamisti. Hastada su anda
bilateral, iyilesmis, grade 2 periferik tipte fasial paralizisi mevcuttu. Agiz kenar1 miiskiiler
sinkinezik ovaldi . Burun kokii basik ve palpasyonda os nasale, genis ve hafif diizensiz
olarak ele gelmekteydi. Yine diger kardeste oldugu gibi VIII, IX, X, XI ve XII’inci kranial
sinirlerin fonksiyonlar1 normaldi. Yapilan saf ses odyometri testine gore hastanin sol
kulaginda 2000-4000 Hz frekanslarinda hafif derecede sensorindral isitme kaybi tespit
edildi.

Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklar1 Anabilim Dali
Poliklinigi’'nde hastaya yapilan genel gbérme muayenesi sonucunda herhangi bir gérme

kayb1 tespit edilmedi.
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Karadeniz Teknik Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi Oral Diagnoz ve Radyoloji
Anabilim Dali Poliklini’nde dis ve cene yapisi ile ilgili yapilan muayene ve tetkikler

sonrasinda, dislerde say1, sekil, doku acgisindan herhangi bir anomali gozlenmedi.

4.1.2. Radyolojik Bulgular

VI:9 ve VI:11 numarali bireylere c¢ekilen yiiksek ¢oziiniirliiklii temporal kemik
tomografisinde kranium ve kafa tabanimi olusturan tiim kemik yapilarinda belirgin
derecede diffiiz sklerotik kalinlasma izlenmekte olup kafa tabani diizeyinde foramenlerin
belirgin bir sekilde daralmis oldugu goriildii. Fasial sinir kanali bilateral mastoid segmentte
daralma gozlendi. Bilateral dis kulak yolu, orta kulak boslugu ve i¢ kulak elemanlar
(koklea ve semisirkiiler kanallar) normal yapidaydi. Internal akustik kanalda her iki
bireyde de daralma goriiliirken bu daralma VI:9 numarali bireyde daha belirgindi (Sekil 6,
7).

Hastalara cekilen el kemiklerinin diiz rontgen filmleri sonucunda; VI:9 nolu bireyde
sag elde hafif sol elde daha belirgin olarak radial deviasyon ve tiibiiler kemiklerde
genigleme goriilmekteydi (Sekil 8-A/B).

VI:11 numaral bireyde goriilen el anomalileri daha belirgin sekildeydi. Sag el 2.
metakarpal ve falankslarda belirgin radial deviasyon, sol elde 2. ve 3. parmaklar arasinda
hafif kutandz sindaktilisi mevcuttu . Bunun yam sira sol elde; 2. ve 5. metakarpal ve
falankslarda belirgin radial deviasyon ve 3. parmagin falankslarinda palmar deviasyon

izlenmekteydi. Ayrica, hastanin sol elinde simian ¢izgisi bulunmaktaydi (Sekil 8-C/D).

4.1.3. Biyokimyasal Bulgular

VI:9 ve VI:11 numarali bireylere yapilan rutin biyokimyasal testler sonucunda
hastalarda herhangi bir anormallik izlenmedi. Bunun yami sira, kanda alkalin fosfataz
seviyesi Ol¢iimii sonucu, VI:9 numarali bireyde 880 U/L, VI:11 numarali bireyde 696 U/L

olarak belirlendi.
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Sekil 6. VI:9 numarali hastaya ait yiiksek ¢oziiniirliiklii temporal kemik tomografisi.
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Sekil 7. VI:11

numarali hastaya ait yiiksek ¢oziiniirliiklii temporal kemik tomografisi.
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Sekil 8. Sclerosteosisli hastalarda el fotograflar ve grafileri: A.VI:9 numarali bireye ait sag ve sol
el fotografi, B. VI:9 numarali bireye ait sag ve sol el diiz rontgen filmi, C. VI:11 numarali
bireye ait sag ve sol el fotografi, D. VI:11 bireye ait sag ve sol el diiz rongen filmi.
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4.2. SOST Genine Baglantinin Gosterilmesi

Calismamizda, alt1 kusakli ve aile bireylerinden alinan bilgilere gore halen hayatta
42 bireyi bulunan bir aile incelenmistir (Sekil 3). Ailede Sclerosteosis 6n tanisi almis olan
iki birey (VI:9 ve VI:11), ailedeki V:7 ve V:8 numarali bireylerin yapmis oldugu akraba
evliligi sonucunda diinyaya gelmistir. Sclerosteosis hastalii otozomal resesif kalitim
gosterdigi i¢in baglant1 analizi yapilirken yalmzca etkilenmis bireyler, ekilenmis bireylerin
normal kardesi ve anne-baba’dan olusan ¢ekirdek aile degerlendirmeye alindi (Sekil 9).
SOST genini igine alan 17. kromozomun 17q12-q21 bolgesindeki alt STR markir
(D1781801, D1781329, D1781789, D171860, D1751861, D17S1804) ile yaklasik 0.6 cM
‘luk bolgede etkilenmis bireyler icin homozigotluk arastirllmistir. Baglanti analizi
sonucunda her iki hasta bireyin de alt1 farkli STR markir i¢in homozigot oldugu, mutant
olarak kabul edilen kromozomun hem anne-baba’da hem de normal kardeste heterozigot
olarak bulundugu tespit edildi (sekil 9). Mutant kromozomun aile igindeki dagilimi
otozomal resesif kalitim kalib1 ile uyumlu olup elde edilen sonug hastalifin SOST geni ile

kalitildigini destekler nitelikte idi.



V1

Ol e T e

o O = o —
oo C———
= I

Ol e T e

o e T e V)
—

o = T = V)

o T T —

— e T T T

-
S —omo—=

[ B W wa L Ty d e )

— T 0T 00 0V [ 00 00 00
(R e e ey

—{ ]« aYatatatata)

r

=
=

(]

Pt
~NOZ
—]S
=

Wl

0
=

VI3

-
L

Yl

Sekil 9. Baglant1 analizi sonucu elde edilen bireysel haplotiplerin aile agaci iizerinde

gosterimi.
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4.3. SOST Geni Mutasyon Analizi

Baglanti analizi sonucunda hasta bireylerde SOST genine homozigot baglanti
gosterilmesinin ardindan SOST geninde meydana gelen degisimleri tespit etmek i¢in SOST
genine DNA dizi analizi yapildi. DNA dizi analizi i¢in Sclerosteosis tanist almis, VI:9 nolu
bireyin genomik DNA’s1 kullanildi. SOST geninin protein kodlayan dizisi ve exon-intron
baglant1 bolgelerini icine alacak sekilde tasarlanan primerler ile genin her iki ekzonu ayri
ayr1 amplifiye edildi. Birinci ekzonun amplifikasyonundan 397 bp ve ikinci ekzonun
amplifikasyonundan 599 bp’lik iiriinler elde edildi (Sekil 10). Agaroz jelde yiiriitilen PCR
tiriinleri jelden kesilip alinarak saflastirildi, ayn1 primerler kullanilarak sekans reaksiyonu
gercgeklestirildi ve takiben ornekler temizlenerek otomatik sekansirda yiiriitiildii.

DNA dizi analizi sonuglarinin degerlendirilmesinde SOST geninin ikinci ekzonunda
371. pozisyonundaki guaninin bazinin adenin bazi ile yer degistirmesiyle olusan bir
371G A transisyonu goriildii. Bu transisyon, sclerostin proteininin 124. pozisyonundaki
triptofan amino asidini stop kodonuna doniistiirmekteydi (Sekil 11). SOST geninde
belirlenen degisimin normal bir SOST gen dizisinde kontrol edilebilmesi icin saglikli bir
bireyde SOST geni DNA dizi analizi yapildi. Hasta bireyde goriilen degisime normal

bireyde rastlanmadi.

713 bp

553 bp

417bp

Sekil 10. SOST geninin iki ekzonu ve ekzon-intron baglanti bolgelerinin PCR ile
amplifikasyonu. 1: Ekzon 1’in amplifikasyonundan elde edilen 397 bp’lik PCR
iriinii, 2: Ekzon 2’in amplifikasyonundan elde edilen 599 bp’lik PCR fiiriinii.
M: ®X174 DNA / Hinf 1 Markir.



42

A B
Arg Gly Lys Trp Trp Arg Arg Gly Lys Stop
CGCG GCAAGT GGT GGCGA CGCGGUAAGTAGT GGC GA
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Normal dizi p.Trp124Stop (p.W124X)

Sekil 11. SOST geni mutasyon analizi. A. Kontrol bireye ait kromotogram. B. VI: 9
numarali hasta bireyde ¢.371G—> A mutasyonunu gosteren kromatogram.

4.4. p.Trp124Stop Mutasyonun Aile icindeki Dagihmimnin ARMS ile Gosterilmesi
Calismamiza konu olan ailede, etkilenmis bireylerden birinde yapilan SOST geni
DNA dizi analizi sonucunda, Sclerosteosis hastaligindan sorumlu mutasyon olarak
belirlenen p.Trp124stop mutasyonunun, ailede calismaya dahil olan bireylerdeki dagilim
ARMS yontemi ile gosterildi (Sekil 12). Buna gore; III:1, V:7, V:8, VI:10, IV:2, V:12
numarali bireylerin ¢.371G—> A mutasyonunu heterozigot olarak tasidiklar goriildii. Diger
taraftan V:1, V:3, V:5, IV:1, V:11, VI:16 numarali bireylerin ise bu mutasyonu
tasimadiklar1 ve her iki kromozomlarinda da normal allel bulundurduklan goriildii.
Hastaligin ailedeki kalitimi ile uyumlu olacak sekilde yalnizca VI:9 ve VI:11 numaral
bireylerde ¢.371G>A mutasyonu homozigot olarak goriildi. ARMS kullanilarak elde
edilen sonug gerek hastaligin aile i¢indeki dagilimi ile gerekse baglanti analizinden elde

edilen sonuglar ile tam olarak uyumluydu.

*
T
S emeaned O Sul S9 Ha
S sEEES s 288
Normal allel
Mutant allel

Sekil 12. p.Trp124Stop mutasyonun ¢aligmaya dahil olan aile bireylerindeki dagiliminin
ARMS ile gosterilmesi. Ust panel normal allel dagilimini, alt panel mutant allel
dagilimin1 gostermektedir. * : Hasta bireyler.



5. TARTISMA

Scleosteosis hastaligl otozomal resesif gegisli 6liimciil bir kalitsal hastaliktir (2).
Bugiine kadar yaklasik 80 Sclerosteosis vakasi bildirilmistir. Bu vakalardan 70’ten
fazlasin1 Hollanda kokenli Giiney Afrikalilar olusturmaktadir (15). Diger bildirilen
Sclerosteosis vakalari; Amerika, Almanya, Japonya, Brezilya, Senegal ve Ispanya asilhidir.

Scleosteosis hastalarinda goriilen tipik fiziksel bulgular; kalinlasmis kafatasi,
yiiksek alin, genislemis ve prognatik mandibula, basik burun kokii, genislemis burun
kemigi, gozlerde hipertolarizm ve proptozistir. Calismada yer alan her iki hastanin klinik
bulgular1 ve fenotipik goriiniimleri Sclerosteosis hastaliginin genel tablosuyla uyumludur.
Sclerosteosis hastaliginda kemik yapimu siirekli olarak devam etmektedir. Bu nedenle yas
ilerledik¢ce hastaligin seyri de agirlasmaktadir. Bu yiizden iki kardesten biiyiik olanda
goriillen klinik bulgularin kiiciik kardese oranla belirgin olarak agirlasmis oldugu
gozlenmektedir.

Sclerosteosis hastaliginin seyri; asirt kemiklesme sonucunda kafa kemiklerinin
giderek kalinlasmast ve buna bagh olarak kafadaki kanallarin gittikce daralmasi
seklindedir (5). Hastalara yaptigimiz bilgisayarli temporal kemik tomografisi analizi
sonucunda biiyiik kardeste daha ileri derecede olmak iizere her iki hastada da kranium ve
kafa tabanini olusturan tiim kemik yapilarinda belirgin derecede diffiiz sklerotik kalinlasma
ve kafa tabanindaki foramenlerinde daralma goriilmiistiir. Ayrica fasial sinir kanali ve
bilateral mastoid segmentte daralma izlenmistir.

Bugiine kadar bildirilen verilere gére Sclerosteosis hastalarinin yaklasik % 82’sinde
akut ve tekrarlayan yiiz felcleri goriiliir. Yiiz felcleri 4 yas civarinda goriilmeye baglar ve
baslangicta tekrarlayan tek tarafli olarak goriiliirken ilerleyen donemlerde kalici ve cift
tarafl1 yiiz felcine doniisiirler (1, 32). Incelenen her iki hastada da tek ve degisken tarafli
periferik tipte fasial paraliz mevcuttur. Fakat biiyilk kardeste kalici fasial paralizler

olmasina ragmen kiiciik kardeste heniiz kalici paralizler izlenmemektedir. Etkilenmis iki
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kardes, fasial paraliz acisindan karsilastirildiginda; yas1 daha biiyiik olan kardesin kalict
fasial paralizlerinin daha belirgin ve ilerlemis olmasi hastaligin zamanla seyrinin artarak
agirlagmasi ile uyumlu bir bulgu olarak degerlendirilmistir.

Kafa kemiklerinin kalinlagmasina bagli olarak gelisen diger spesifik bulguda
yiiksek intrakranial basingtir. Sclerosteosis hastalarinda yiiksek intrakranial basing 5 yas
civarinda fark edilir ve siddetli bas agrilann ile kendini gosterir (1). Caligsmada
degerlendirilen her iki hastanin bas agris1 sikayetleri intrakranial basincin artmasinin bir
gostergesi olarak degerlendirilmistir (1).

Sclerosteosis hastaliginda siklikla goriilen bir diger bulgu da isitme kaybidir. Isitme
kayb1 cocukluk doneminde 6 yas civarinda ortaya cikar ve genc yetiskin donemde
ilerlemeye devam eder. Bu giine kadar bildirilen verilere gore isitme kaybi, Sclerosteosis
hastalarinin  %82’sinde goriillen yaygin bir bulgudur (1). Hastalar1 isitme yOniinden
inceledigimizde; biiyiikk kardeste isitme kaybi gozlenmemis ve isitmesi normal olarak
degerlendirilmistir. Internal akustik kanalda radyolojik olarak belirgin derecede daralma
olmasina ragmen, isitmesinin normal olmasi, kanaldaki daralmanin gecen fasial, isitme ve
denge  sinirlerinin  fonksiyonunu  etkileyecek  kadar ilerlemedigi  seklinde
degerlendirilmistir. Hastadaki fasial paralizisler ise fasial sinirin temporal kemik i¢inden
gecerken etkilenmesi sonucu olustugu seklinde yorumlanmistir. Enteresan olarak kiiciik
kardese yapilan isitme testinde sol kulakta yiiksek frekanslarda hafif derecede sensorinoral
isitme kayb1 tespit edilmistir. Bilyiik kardeste internal akustik kanalda radyolojik olarak
daha belirgin derecede daralma olmasina ragmen isitmesinin normal olmas1 kiiciik
kardesteki isitme kaybinin baska dis etkenler sonucu olustugu seklinde degerlendirilmistir.

Sclereosteosis hastaligina ait diger bir bulgu da el anomalileridir. Bunlar genellikle
iki parmagin bir deri vasitasiyla birlesmesi olarak tanimlanan kutanéz sindaktilisidir.
Sindaktili, Sclerosteosis hastalarinin % 76’sinda goriilen yaygin bir bulgudur (1).
Etkilenmis parmaklarda, terminal falankslarda radial deviasyon siklikla goriiliir. Ayrica
tirnaklarda displazi veya apilazi goriililen diger el anomalileridir (1, 5). Incelenen
hastalarin her ikisinde de benzer olarak tiibiiler kemiklerde kalinlasma ve farkli
parmaklarin falankslarinda deviasyon goriilmiistiir. Ek olarak kiigiik kardeste sol elde 2. ve
3. parmaklar arasinda hafif kutan6z sindaktilisi, 3. parmagin falankslarinda palmar
deviasyon ve simian ¢izgisi mevcuttur. El anomalileri Sclerosteosis hastaligi icin spesifik

bir bulgu olup hastaligin erken tanisinda ve Van Buchem hastaligindan ayrilmasindaki en
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onemli ayirt edici Ozelliktir (4). Bu nedenle, calismada yer alan hastalarda goriilen el
anomalileri hastalarin Sclerosteosis tanisini almasinda biiyiik etken olmustur.

Optik sinirlerin atrofisine bagh olarak gelisen gérme kayiplari, Sclerosteosis
hastaliginin ilerleyen donemlerinde siklikla goriilen, ge¢ bir bulgudur (5). Hastalarimiza
yapilan gérme muayenesi sonucunda her iki hastada gérme kaybi gozlenmemistir. Bu
bulgu hastalarin heniiz ¢ocukluk doneminde olmalari ile iliskilendirilmistir.

Sclerosteosis hastalarinin dis yapilart genellikle normaldir (1). Hastalarimiza
yapilan genel dis muayenesinde, dislerde sayi, sekil, doku acisindan literatiir ile uyumlu
olarak herhangi bir anomali gozlenmemistir.

Sclerosteosis hastalarinda bazen alt ¢enenin asir1 genislemesi ve dislerin
aynt hizada olmamasindan kaynaklanan konusma bozukluklart goriiliir. Konusma
bozukluklarinda, 7. kafa sinirinin sikisarak yiiz felci ve dengesiz dil kapamasi olusturmasi
da onemli bir etkendir (1). Her iki hastamizda da konusma bozukluklart goriilmektedir.
Biiyiik kardeste, konusma bozuklugunun fasial paralizis sekelleri ve malokliizyondan (alt
ve iist cenenin diizgiin bir sekilde kapanmamasi nedeniyle dislerin karsilikli olarak
optimum c¢igneme pozisyonuna gelememesi) kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Kiigiik
kardesteki konusma bozuklugunun ise fasial paralizis sekelleri sonucu agiz ve dudaklarin
ses ¢ikaracak uygun pozisyonu alamamasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Bugiine kadar Sclerosteosis hastalarina yapilan endokrinal ve biyokimyasal
testlerde herhangi bir anormallige rastlanmamigtir. Bunun yanisira bazi Sclerosteosis
hastalarinda alkalin fosfataz seviyesi yiiksek cikmistir. Fakat bu bulgu Sclerosteosis
hastalig1 i¢in genel bir bulgu olarak kabul edilmemistir (11, 39). Hastalarimiza yapilan
biyokimyasal testler sonucunda literatiirle uyumlu olarak herhangi bir anormal deger
kaydedilmemistir. Hastalarimizin her ikisinde de alkalin fosfataz seviyesi yiiksek ¢ikmistir
ancak hastalar ¢ocukluk caginda oldugundan ve kemik gelisimleri fazla oldugundan bu
veri anormal olarak degerlendirilmemistir.

Bu giine kadar SOST geninde 6 farkli mutasyon tanimlanmistir (6, 7, 8, 11, 12, 13).
Calismamizda, Sclerosteosis Ontanist almis iki Tiirk hastada yaptigimiz SOST geni
mutasyon analizi sonucunda literatiirde tanimlanmis SOST geni mutasyonlarindan farkli
olarak yeni bir p.Trpl24X nonsense mutasyonu tespit edilmistir. SOST geninin ikinci
ekzonunun 371. pozisyonundaki guanin bazinin adenin bazina doniismesi (c.371G2>A) ile
Sclerostin proteininin 124. pozisyonunda bulunan triptofan amino asit kodonu stop

kodonuna doniiserek erken sonlanma kodonu (premature termination kodon) olusmasina
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neden olmustur. Daha once Brezilyali bir ailede SOST geninde p.Trp124X mutasyonu
bildirilmistir (8). Her iki mutasyon da 124. pozisyondaki triptofan amino asidini kodlayan
kodonun stop kodonuna doniismesine neden olur ancak, Tiirk hastalarda tespit edilen
mutasyon, kodlayan bolgedeki 371. guanin bazinin adenin bazina doniismesi iken
Brezilyal ailelerde tespit edilen mutasyon 372. guanin bazinin adenin bazina déniigmesi
seklindedir. Her iki mutasyon farkli mutasyonlar olmasina ragmen mutasyonlarin arka
arkaya gelen bazlarin degisimi ile olugmasi ve her iki mutasyon sonucunda transkriptin
erken sonlanmasi akla SOST geninin bu bolgesinin sicak nokta (hot spot) olup olmadigini
getirmektedir. Yine Amerikali bir ailede bildirilen p.Trp126X mutasyonu bu diisiinceyi
destekleyici niteliktedir (8). Goriildiigii tizere; Tiirk hastalarda belirlenen yeni mutasyon ile
daha once bildirilen mutasyonlar goz 6niine alindiginda, SOST geninin ikinci ekzonunda
c.371G2A, ¢.372G2A, ¢.376C>T nonsense mutasyonlarinin kiimelendigi bu bolgenin
SOST geni i¢in, mutasyonlara agik bir mutasyonel sicak nokta oldugunu diisiindiirmektedir.

Su ana kadar literatiirde tanimlanmig SOST geni mutasyonlarindan iicii nonsense,
ikisi splising bolge mutasyonu ve biri de genin downstream tarafinda enhancer bolgesini
tutan 52 kb’lik bir delesyondur. Bu mutasyonlardan dordii: p.Q23X, p.W124X, p.R126X
ve IVS1 +3A->T Sclerosteosis hastalarinda gosterilmis, IVS1 +1G>C ve genin
downstream bolgesindeki enhancer bolgesini tutan 52 kb’lik delesyon olmak iizere diger
ikisi Van Buchem hastalarinda gosterilmistir (6, 11, 12, 13). Bu mutasyonlardan iicii erken
sonlanma kodonu olusturan nonsense mutasyon, ikisi ise ¢cerceve kaymasina (Frame-shift)
neden olan splising bolge mutasyonlaridir. Yaptigimiz ¢alismada tespit ettigimiz yeni
nonsense mutasyonu ile SOST geninde goriilen nonsense mutasyon sayisit 4’e ¢ikmistir.
SOST geninde meydana gelen nonsense mutasyonlar ile sclerostin proteinini kodlayan
kodonlardan biri erken sonlanma kodonuna doniismektedir. Diger taraftan izerinde erken
sonlanma kodonu bulunduran transkriptlerin, nonsense mediated decay (NMD) olarak
adlandirilan ve transkriptlerin hizli bir sekilde yikilmasina neden olan bir sistemle yikildigi
bilinmektedir (55, 56, 57). Bu bilgi 15181nda, tespit ettigimiz nonsense mutasyon sonucunda
sclerostin proteini sentezinde erken sonlanan transkriptin, NMD sistemi ile yikildigi ve
sclerostin ~ proteininin  sentezlenemedigi diisiiniilmektedir. Nonsense mutasyonlar
sonucunda; erken sonlanan transkriptlerden kismi fonksiyona sahip olabilecek kisa
proteinlerin olusma olasiligi da vardir (58). Fakat, bu olasilik hastaligin agir seyri ile

uyumsuzdur. Eger bu mutasyon sonucunda kismen de olsa fonksiyon gosteren bir
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sclerostin proteini sentezlenseydi hastaligin, allelik varyanti olan Van Buchem hastaliginda
oldugu gibi daha hafif seyretmesi beklenirdi.

Van Buchem hastaliginda gosterilen SOST geninin downstream tarafindaki 52 kb’lik
delesyonun, SOST geninin enhancer bolgesini kaybina neden oldugu ve buna bagli olarak
genin ekspresyonunu azalttigr bildirilmistir. Bu mutasyon sonucunda; az miktarda da olsa
biitiin  ozelliklerini koruyan fonksiyonel sclerostin proteini sentezlenmekte ve kemik
metabolizmasindaki fonksiyonunu minimal seviyede de olsa yerine getirmektedir. Bu nedenle
de Van Buchem hastalig1 agir norolojik bulgular gostermeyerek Sclerosteosis hastaligindan
daha hafif seyretmektedir (12,13). Sclerosteosis hastalar1 ortalama 33 yasina kadar
yasamaktayken bu giine kadar Van Buchem hastaligindan olen herhangi bir vaka
bildirilmemistir.

Wnt ve Bmp sinyal sistemleri kemik olusumunun diizenlenmesi ve kontrol
edilmesinde gorevli sinyal sistemleridir. Wnt ve Bmp sinyal sistemlerinin aktif olmasi
durumunda kemik yapinu siirekli devam etmektedir. Sclerostin proteini Wnt ve Bmp sinyal
sistemlerinin antagonisti olarak ¢alisarak bu sinyal sistemlerinin baskilanmasin1 ve kemik
olusumunun kontrollii bir sekilde devam etmesini saglamaktadir. Bu ¢alismada gosterilen
nonsense mutasyonu Sclerostin proteininin sentezlenmesini engelleyerek Wnt ve Bmp
sinyal sistemleri iizerindeki baskiy1 kaldirmaktadir. Bunun sonucunda Wnt ve Bmp sinyal
sistemleri hiperaktif bir sekilde calisarak asir1 kemik olusumuna neden olmaktadir.
Calismamizda belirlenen nonsense mutasyonun etkilenmis bireylerde hastaliktan sorumlu
mutasyon oldugu diisiiniilmektedir (9, 10, 39).

Calismamiz sonucunda tespit ettigimiz ¢.371G>A mutasyonunun, 2001 yilinda
Brezilyali hastalarda bildirilen ¢.372G—> A mutasyonu ile ¢ok yakin olmasi ve her ikisinin
de sclerostin proteininin ayni1 kodonunda erken sonlanma kodonu olusturmasi akla her iki
hasta grubunun klinik bulgularinin birbirine yakin olmasi gerektigini getirmektedir. Ancak,
her iki hasta grubuna ait klinik bulgular karsilagtirilmis ve belirgin bir sonu¢ elde
edilememistir.

Tiirkiye’de heniiz bildirilmis bir Sclerosteosis vakast yoktur. Calismamiz,
Sclerosteosis hastaliginin genetik etiyolojisi ile ilgili tilkemizde yapilan ilk ¢alismadir. Bu
calisma ile Sclerosteosis 6n tanist almig bir ailede SOST geninde yeni bir mutasyon
gosterilerek hastaligin tanisinin konulmasina katki saglanmistir. Calismaya dahil edilen
aile bireylerinde tasiyicilik belirlenmis ve isteyenlere genetik danigsma alma imkani

saglanmistir.



6. SONUC ve ONERILER

Bu calisma ile Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz
Hastaliklar1 Anabilim Dali Poliklinigi ve Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda Sclerosteosis 6n
tanist almig iki kardesin bulundugu bir ailede SOST geni mutasyon analizi yapilmistir.
Mutasyon analizi sonucunda literatiirde daha once bildirilmemis olan yeni bir SOST geni
mutasyonu tespit edilmistir. Bu mutasyon, SOST geninin 371. pozisyonundaki guanin
bazinin adenin bazina doniisiimii (c.371G=>A) ve bunun sonucu olarak da genin kodladigi
proteinin 124. pozisyonundaki triptofan aminoasidini kodlayan kodonunun stop kodonuna
donitigsmesi ile olusan p.Trp124X mutasyonudur. Calismada yer alan hasta bireylerde
homozigot olarak goriilen bu mutasyon hastaliktan sorumlu mutasyon olarak gosterilmis ve
hastalara kesin tan1 konulmasina katki saglanmistir.

Indeks ailede sorumlu mutasyon tespit edildikten sonra ¢.371G->A mutant allelinin
aile i¢indeki dagilimi ¢alismaya katilan biitiin aile bireylerinde ARMS ile gosterilmistir.
Boylece, ailedeki tasiyict bireyler belirlenmis ve c¢alismaya dahil edilen bireylere
istedikleri taktirde genetik danigsma alma imkani taninmustir.

Belirledigimiz yeni mutasyon ile daha once bildirilen mutasyonlar gdz Oniine
alindiginda, SOST geninin ikinci ekzonunda ¢.371G2>A, ¢.372G2>A, ¢.376C->T nonsense
mutasyonlarinin kiimelendigi bu bolgenin SOST geni i¢in bir mutasyonel sicak nokta
oldugu onerilmistir.

Sclerosteosis hastaligl agir seyreden ve heniiz tedavisi mevcut olmayan 6liimciil bir
hastaliktir. Ve hastalarin ortalama yasam siireleri 33 yildir. Hastalar cocukluk doneminden
baslamak iizere siddetli bas agrisi, yiiz felci, isitme kayb1 ve gorme kaybi gibi sorunlarla
kars1 karsiya kalmaktadir. Sclerosteosis hastaligi ender goriilen bir hastalik oldugu i¢in tani
konmada zorluklar yasanmaktadir. Sclereosteosis hastaligi klinik bulgular yoniinden
siklikla. Van Buchem hastalign ile kanstirilmaktadir. Bu yonii ile bakildiginda,

calismamizin sonucunun hastaligin tanisinin koyulmasina katki saglayacagi kanaatindeyiz.
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Calismanin devaminda, ailenin yasamis oldugu bolgede genis bir alan galigmasi
yapilarak aile ile kan bagi olan biitiin bireylerin saptanmasi ve goniillii olan bireylerde
tasiyiciligin belirlenmesinin yararh olacagi diisiiniilmektedir.

Yaptigimiz ¢calisma, Tiirkiye’de Sclerosteosis hastaliginin genetigi ile ilgili yapilan
ilk calismadir. Bu calisma ile ender goriilen ve oliimciil bir hastalik olan Sclerosteosis
hastalign hakkinda bilgi ve deneyim sahibi olunmustur. Edinilen bilgi ve deneyimin
tilkemizdeki diger ilgili birimlerle paylasilarak toplumumuzdaki tasiyicilarin belirlenmesi

ve iilkemizde hastaliga ait mutasyon profilinin olusturulmasi 6nerilmektedir.



7. OZET

Sclerosteosis hastalign (OMIM: 269500); osteoblastlarin hiperaktivasyonu sonucu
ozellikle kafatas1 ve alt ¢ene kemiklerinde asir1 biiyiime ile karakterize otozomal resesif
gecisli bir hastaliktir. Bu hastaliktan sorumlu gen 17. kromozomun 17q21.31 bolgesinde
lokalize SOST genidir (NM_025237.2). Bu gen iki ekzonlu bir gen olup sclerostin
proteinini  (NP_079513.1) kodlamaktadir. Giiniimiize kadar SOST geninde 6 farklh
mutasyon gosterilmistir.

Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Hastaliklari
Anabilim Dali ve Tibbi Biyoloji Anabilim Dali isbirligi ile yiiriitiilen bu calismada
Sclerosteosis on tanist almis iki bireyde sorumlu mutasyonun belirlenmesi amaglandi. Bu
amagla, aday lokalizasyon yaklasimi ile baglanti analizi yapild1 ve hasta bireylerde SOST
genine homozigot baglanti gosterildi. Bu gendeki sorumlu mutasyonu tespit etmek
amactyla SOST geni DNA dizi analizi ile tarandi. Dizi analizi sonucunda daha Once
literatiirde yayinlanmamis yeni bir nonsense mutasyonu ¢.371G>A (p.Trp124Stop) tespit
edildi. Ilgili mutasyonunun ¢alismaya dahil olan biitiin aile bireylerindeki dagilimi, bir
mutasyon tarama yontemi olan “Amplification Refractory Mutation System” (ARMS) ile

gosterildi ve tastyicilar belirlendi.



8. SUMMARY

Mutation Analysis of The SOST Gene In A Family With Sclerosteosis

Sclerosteosis (OMIM: 269500) is an autosomal recessive disorder characterized
with overgrowth of especially skull and mandible resulting in hyperactivation of
osteosblasts. The gene responsible for the disease is SOST (NM_025237.2) and localised at
17921.31 region of the 17. choromosome. SOST gene contains two exons and encodes
sclerostin protein (NP_079513.1). So far 6 different mutations have been identified in
SOST gene.

In this study which was cooperated by Otorhinolarynglogy and Medical Biology
Departments of Karadeniz Technical University Faculty of Medicine, it was aimed to
determine the mutation responsible for disease in two individuals who were prediagnosed
with Sclerosteosis. For this purpose, linkage analysis was performed with cadidate
localisation approach and the homozygote linkage was shown the SOST gene in affected
individuals. In order to determine the mutation responsible for the disease, SOST gene was
scanned by DNA sequencing analysis and a new nonsense mutation c¢.371G>A
(p-Trp124Stop) was identified unpublished in the literature. Relevant mutation’s
segregation among all family members included in this study was shown by
“Amplification Refractory Mutation System” (ARMS) which was one of the mutation

scanning methods and carriers in the family were determined.



9. KAYNAKLAR

. Hamersma, H., Gardner, J., Beighton, P.: The natural history of Sclerosteosis. Clin.
Genet., 63:192-197, 2003.

. Balemans W.and Van, Hul, W.: Human genetics of SOST. J. Musculoskelet Neuronal
Interact. Review., 6(4):355-356, 2006.

. Gorlin, R.J., Cohen, M.M., Hennekam, R.C.M.: Syndrome of the head and neck.
Oxford university pres., 296-297, 2001.

. Balemans, W., Van Den Ende, J., Freire Paes-Alves, A., Dikkers, F.G., Willems, PJ.,

Vanhoenacker, F., de Almeida-Melo, N., Alves, C.F., Stratakis, C.A., Hill, S.C., Van
Hul, W.: Localization of the gene for sclerosteosis to the van Buchem disease-gene
region on chromosome 17q12-q21. Am. J. Hum. Genet., 64(6):1661-9, 1999.

. Nager, G.T., Stein, S.A., Dorst. J.P., Holliday, M.J., Kennedy, D.W., Diehn, K.W.,
Jabs, E.W.: Sclerosteosis involving the temporal bone: clinical and radiologic aspects.
Am. J. Otolaryngol., 4:1-17, 1983.

. Balemans, W., Patel, N., Ebeling, M., Van Hul, E., Wuyts, W., Lacza, C., Dioszegi,
M., Dikkers, F.G., Hildering, P., Willems, P.J., Verheij, J.B., Lindpaintner, K.,
Vickery, B., Foernzler, D., Ve Van Hul, W.: Identification of a 52 kb deletion
downstream of the SOST gene in patients with van Buchem disease. J. Med. Genet.,
39(2):91-7, 2002.

. Brunkow, M.E., Gardner, J.C., Van Ness, J., Paeper, B.W., Kovacevich, B.R., Proll, S.,
Skonier, J.E., Zhao, L., Sabo, P.J., Fu, Y., Alisch, R.S., Gillett, L., Colbert, T., Tacconi,
P., Galas, D., Hamersma, H., Beighton, P. ve Mulligan, J.: Bone dysplasia sclerosteosis

results from loss of the SOST gene product, a novel cystine knot-containing protein.
Am. J. Hum. Genet., 68(3):577-89, 2001.

. Balemans, W., Ebelling, M., Patel, N., Van Hul, E., Olson, P., Dioszegi, M., Lacza, C.,
Wuyt, W., Van Den Ende, J., Willems, P., Paes-Alves, A.F., Hill, S., Bueno, M.,
Ramos, F.J., Taccani, P., Dikker, F.G., Stratakis, C., Lindpainter, K., Vickery, B.,
Foernzler, D., Van Hul, W.: Increased bone density in Sclerosteosis is due to the
deficiency of a novel secreted protein (SOST). Hum. Mol. Genet., 10:537-43, 2001.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

53

Li, X., Zhang, Y., Kang, H., Liu, W., Liu, P., Zhang, J., Harris, S.E, Wu, D.: Sclerostin
binds to LRP5/6 and antagonizes canonical Wnt signaling. J. Biol. Chem.,
280(20):19883-7, 2005.

Semenov, M., Tamai, K., He, X.: SOST is a ligand for LRP5/LRP6 and a Wnt
signaling inhibitor. J. Biol. Chem., 280(29):26770-5, 2005.

Balemans, W., Cleiren, E., Siebers, U., Horst, J., Van, Hul.: W.A generalized skeletal
hyperosteosis in two siblings caused by a novel mutation in the SOST gene. Bone,
36(6):943-7, 2005.

Staehling-Hampton, K., Proll, S., Paeper, B.W., Zhao, L., Charmbley, P., Brown, A.,
Gardner, J.C., Galasa, D., Schatzman, R.C., Beighton, P., Papapoulos, S., Hamersma,
H., Brunkow, M.E.: A 52 kb deletion in the SOST-MEOXI intergenic region on
17q12-g21 is associated with Van Buchem Disease in the Dutch population. Am. J.
Med. Genet., 110:144-52, 2002.

Loots, G.G., Kneissel, M., Keller, H., Baptist, M., Chang, J., Collette, N.M.,
Ovcharenko, D., Plajzer-Frick, 1., Rubin, E.M.: Genomic deletion of a long-range bone

enhancer misregulates sclerostin in Van Buchem disease. Genome Res., 15:928-935,
2005.

Beighton, P. and Hamersma, H.: Sclerosteosis in South Africa. S.Afr.Med.J., 55:783-
788, 1979.

“GeneReviews”, http://www.geneclinics.org. Last update: 2 February, 2007.

Hirsch, I.S.: Generalized osteitis fibrosa. Radiology., 13:44-84, 1929.

Hannart, E: Uber die Genetik der einfach-rezessiven Formen der
Marmorknochenkrankheit und zwei entsprechende Stammabume aus der Schweiz.
Helvetica Pediatrica Acta, 3:113, 1948.

Thompson, J.: Osteopetrosis in Successive Generations. Archives of Disease in
Childhood, 24:143, 1949.

Mcpeak, C.N.: Osteopetrosis Report of Eight Cases Occuiring in Three Generations Of
One Family. American Journal of Roentgenology and Radium Therapy, 36:816, 1936.

Nussey, A. M.: Osteopetrosis. Archives of Disease in Childhood, 13:161, 1938.



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

54

Kretzmar, J. H., Roberts, R.A: Case of Albers-Schonberg disease. Br.Med. J. 1:837-38,
1936.

Falkoner, A.W., Ryrie, B.J.: Report on a familial type of generalized osteosclerosis.
Med. Pres., 195:12-14, 1937.

Higinbotham, N. L., Alexander, S.F.: Osteopetroses, four cases in one family. Am. J.
Surg., 53:444-454, 1941.

Kelley, C.H., Lawlah, J.W.: Alber-Schonberg disease- a familial study. Radiology,
47:507-513, 1937.

Pietruschka, G.: Weitere Mitteilungen iiber die Marmorkrankheit. (Albers-Shonberg
‘sche Krankheit) nebst Bemerkungen zur Differential Diagnose. Klin. Monatsbl.
Augenheilkd., 132: 09-525, 1958)

Truswell, A.S.: Osteopetrosis with syndactyly, a morphologic variant of Albers-
Schonberg disease. J. Bone. Joint. Surg., 40:208-218, 1958.

Hansen, H.G.: Sklerosteose, in Handbuch der Kinderheilkunde, vol. 6, Opitz J, Schmid
F., (Eds) Berlin, New York, 351-355, 1967.

Klinworth, G.K.: The neurologic manifestations of Osteopetrosis. (Albers-Schonberg
disease). Neurology, 13:512-519, 1963.

Witkop, C.J.: Genetik disease of the oral cavity, In: Tiecke R.W. (ed.). Oral Pathology,
New York, McGraw-Hill, 1965.

Sugiura, Y., Yasuhara, T.: Sclerosteosis. J. Bone Joint. Surg. 57A:273-276, 1955.

Beighton, P., Cremin, B.J., Hamersma, H.: Radiology of Sclerosteosis. Br. J. Radiol.,
49:934-939, 1976.

Beighton, P., Durr, L., Hamersma, H.: The clinical features of Sclerosteosis. Ann.
Intern. Med., 84:393-397, 1976.

Beighton, P., Davidson, J., Durr, L., et. al.: Sclerosteosis an autosomal recessive
disorder. Clin. Genet., 11:1-7, 1977.

Beighton, P., Cremin, B.J.: Sclerosing Bone Dysplasias. Berlin, Heidelberg, New York,
Springer, 1980.



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

55
Cremin, B.J.: Sclerosteosis in children. Pediatr. Radiol. 8:173-177, 1979.

Epstein, S., Hamersma, H., Beighton, P.: Endocrine function in Sclerosteosis. S. Afr.
Med. J., 55:1105-1110, 1979.

Beighton, P.: Sclereosteosis. J. Med. Genet., 25:200-203, 1988.

Stephen, L.X.G., Hamersma, H., Gardner, J., Beighton, P.: Dental and oral
manifestations of Sclerosteosis. Int. Dent. J., 51:7-10, 2001.

Van, Bezooijen, R.L., ten, Dijke, P., Papapoulos, S.E., Lowik, C.W.: SOST/ Sclerostin,
an osteosyte-derived negative regulator of bone formation. Cytokine Growth
FactorRev., 16(3):319-27, 2005.

Van, Buchem, F.S.P., Hadders, H.N., Ubben, S.: An uncommon familial systematic
disease of the skeleton, hyperosteosis corticalis generalisata familiaris. Acta. Radiol.,
44:109-19, 1955.

Beighton, P., Barnard, A., Hamersma, H., Van, Der, A., Wouden.: The syndromic
status of sclerosteosis and Van Buchem Disease. Clin. Genet., 25:175-81, 1984.

Kneissel, M., Keller, H.J., Baptist, M., Rubin, E.-M.: Van Buchem disease mause
models and genomic comparison reveal a bone -—spesificenhancer regulating
scleroteosis causing gene SOST. Proceedings of the abstract 27th Annual Meeting
American Society of Bone and Mineral Research (hhtp://www.asbmr.org/meeting/
abstracts.cfm).

Wodarz, A. And Nusse, R.: Mechanisms of Wnt signaling in development. Annu. Rev.
Cell. Dev. Biol., 14:59-88, 1998.

Preifer, M. and Polakis, P.: Wnt signaling in oncogenesis and embryogenesis-a look
outside the nucleus. Science., 287 (5458):1606-9, 2000.

Johanson, M.L., Harnish, K., Nusse, R., Van Hul, W.: LRP5 and Wnt signaling: a
union made for bone. J. Bone. Miner. Res., 19(11):1749-57, 2004.

Wnt internet sayfasi: http://www.stanford.edu/~rnusse/wntwindow.html, Last update:
1 August, 2007.

Glass, D.A., Karsenty, G.: Molecular bases of the regulation of bone remodeling by
canonical Wnt signaling pathway. Curr. Top. Dev. Biol. Review., 73:43-84, 2006.



48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

56

Tufan, A.C.: Endokondral Kemiklesme ve Wnt Sinyal Yollari. Pamukkale Universitesi
Tip Fakiiltesi, Anatomi Anabilim Dali.

“www.RnDSystems.com”, R&D Systems Cell Biology Focus, spring, 2006.

Winkler, D.G., Sutherland, M.K., Geohegan, J.C., Yu, C., Hayest, T., Skonier, J.E.,
Shpektor, D., Johanas, M., Kovacevich, B.R., Staehling-Hampton, K., Appleby, M.,
Brunkow, M.E., Latham, J.A.: Osteocyte control of bone formation via sclerostin, a
novel BMP antagonist. Embo. J., 22(23):6267-6276, 2003

Miller, S.A., D.D., Polesky, H.F.: A simple salting out procedure for extracting DNA
from human niicleated cells. Nucleic Acides Research, 16(3);1215, 1988.

Heptinstall, J., Rapley, R.: Spectrophotometric analysis of nucleic acide. In the nucleic
Acide Protocols Handnbook. Rapley, R. (Ed.), Totowa, New Jersey, Human Press Inc.,
2000, pp. 57-60

“UCSC Human Genom Browser”, http://www.genome.ucsc.edu/

Slatko, B. E., And Albrigth, M.: Denaturing gel electrophoresis for sequencing. In
current protocols in molecular biology, Comprehensive protocols for sequencing gels
(ed. F.M. Ausubel et al.), Greee Publishing Associates and Jhon Wiley and Sons, New
York, 1993, pp. 7.6.1-7.6.13

Behm-Ansmant, LI, Zaurralde, E.: Quality control of gene expression: a stepwise
assembly pathway for the surveillance complex that triggers nonsense-mediated
mRNA decay. Genes. Dev., 15;20(4):391-8, 2006.

Hillman, R.T., Green, R.E., Brenner, S.E.: An unappreciated role for RNA
surveillance. Genome. Biol. 5(2):8, 2004.

El-Bchiri, J., Buhard, O., Penard-Lacronique, V., Thomas, G., Hamelin, R., Duval, A.:
Differential nonsense mediated decay of mutated mRNAs in mismatch repair deficient
colorectal cancers. Hum. Mol. Genet., 15;14(16):2435-42, 2005.

NCBI Books “www. ncbi.nlm.nih.gov”. Anthony, J. F. G., William, M. G., Jeffrey, H.
M., Richard, C. L.: Modern Genetic Analysis, pp.7.1.

Aberle, H., Bauer, A., Stappert, J., Kispert, A., Kemler, R.: beta-catenin is a target for
the ubiquitin-proteasome pathway. EMBO. J., 16(13):3797-804, 1997.



	YELDA BİRİNCİ

