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1. GIRIS

Gelisimsel kalgca displazisi (GKD), femur basinin asetabuluma yerlesme
anomalisidir. Femur basinin dogustan asetabulum’un disinda olmasi en bilinen
form olmakla birlikte tam ¢ikigin goriilmedigi formlar1 da mevcuttur. Bu nedenle
GKD, klinik olarak normal olup ultrasonografik veya radyolojik olarak tespit
edilebilen kalca sorunlarindan, klinik olarak belirgin kalga dislokasyonuna kadar

uzanan genis bir spektrum igerisindeki kal¢a problemlerini kapsayan bir terimdir.

Asil etiyolojik sebep bilinmemekle birlikte; fetiis’iin anne rahmindeki
pozisyon degisiklikleri ve oligohidramniyos gibi mekanik faktorler, annenin
Ostrojen hormonun diizeyindeki degisiklikler gibi fizyolojik etkenler ve genetik
faktorler tlizerinde durulmaktadir. Dogum sonrasi g¢evresel faktorler arasinda
bulunan; dogumdan sonraki ilk bir ayda yeni dogan bir bebegi tahta besiklerde
uygun olmayan pozisyonlarda yatirmak veya kundaga sarmak gibi aligkanliklarin,

GKD goriilme oranint normalden 10 kat daha fazla artirdig da ileri siiriilmektedir

(D.

Etiyolojideki genetik faktorler konusundaki ¢alismalar, kalittm modelinin
otozomal dominant ve/veya multifaktoriyel olabilecegini 6ne siirmekle birlikte
heniiz belirlenmis bir gen s6z konusu degildir (2). Bu giine kadar bu konuda
yapilmis smirli sayidaki arastirma ile bazi lokalizasyonlar tanimlanmustir. ilk
olarak Roby ve ark. (1999), kalca eklemindeki erken dejenaratif osteoartropatinin
kromozom 4q35°te yerlesmis olan 11cM biiyiikliigiinde bir bolge ile iliskili

oldugunu bildirmislerdir (3). Mabuchi ve ark. (2006) ise dort kusakta sekiz kalca



displazili birey igeren bir Japon ailesinde “Asetabular Displazi’ zemininde gelisen
osteoartiritin kromozom 13q22 lokalizasyonunda bulunan 6-cM'lik bir bolge ile
iligkili oldugunu bildirmislerdir. 4 ve 13 numarali kromozomlarda bildirilen bu
bolgelere ek olarak Mabuchi ve ark.min (2006) yapti§i ve genom taramasi
verilerini de iceren ayni ¢calismada 6 numarali kromozom da pozitif LOD skorlar
(maksimum 2,26) saptanan bir bolge bulunmasi, bu kromozomunda incelemeye
deger olabilecegini diistindiirmektedir (4). Bu veriler dikkate alinarak gelisimsel
kalca displazisinin gen/genlerinin bulunmasina yonelik yapilacak caligmalarda 4.,
6. ve 13. kromozomlar aday lokalizasyon yaklasimi agisindan on plana
¢ikmaktadir.

Bu arastirmada, 1991-1992 seneleri arasinda, Sivas Yoresinde bulunan bir
GKD ailesi (4ile 2) ile 2005-2007 seneleri arasinda, Ankara Merkez ve Cubuk
ilgelerine dagilmis ikinci bir GKD ailesi (4ile 12) incelenmistir. Calismada,
toplam 16 hasta ve 15 saglikli bireyden olusan bu iki ailenin s6z konusu lokuslara

baglant1 gosterip gostermedigi arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tanimlama

“Gelisimsel kalca displazisi (GKD), kalganin anatomik gelisimindeki
patolojiyi ve ona bagl bir dizi anormalligi tanimlar.” GKD tanim1 kapsamindaki
sorunlar {i¢ grupta degerlendirilmektedir. Dislokasyonda, femur ve asetabulumun
eklem yiizeyleri arasinda hi¢ temas olmayacak sekilde, tam deplasman s6z konusu
iken, subluksasyonda, femur ve asetabulum eklem yiizleri arasinda bir miktar
temasin kaldigi deplasman tanimlanir. Displazide ise asetabulum yeterince
gelismedigi icin femur basinin tam Ortiilemedigi bir durum s6z konusudur (Sekil
1). Klisic ve ark. tarafindan (1989) yapilan bir ¢aligmada kal¢a ¢ikiginin, gocuk
biiyiidiikce iyiye veya kotiiye gidebilme potansiyeline sahip, dinamik bir siire¢ oldugu
gosterilmis ve onceleri kullanilan “konjenital/dogumsal kalga ¢ikig1” teriminin yerine,
dogum aninda var olan veya dogum sonrasi1 donemde ortaya ¢ikabilen kalca eklemi
anormalliklerinin anatomik spektrumunu tanimlayan, daha genel bir terim olan

“gelisimsel kalga displazisi” kullanilmasi 6nerilmistir (5).

@ﬁfﬁgﬁ

C

NORMAL DISPLAZI SUBLUKSASYON DISLOKASYON

Sekil 1. Gelisimsel Kalga Displazisi tanimi1 kapsamindaki kalga eklem problemleri. A) Normal
kalca eklemi B) Kalga eklemi displazisi C) Kal¢a eklemi subluksasyonu D) Kalga eklemi
dislokasyonu



2.2. Tarihce

Dogustan kalga ¢ikigini ilk kez Hippocrates (MO 460-357) tanimlamis ve
sebep olarak gebelik sirasindaki uterus i¢i basinci ve dogum eylemi sirasindaki
travmalar1 gostermistir (6). Guillaume Dupuytren (1832), dogumdaki kalca ¢ikigini
fizik muayene bulgulan ile tariflemis ve “orijinal veya konjenital kalga ¢ikig1”
olarak adlandirmistir (7). Dupuytren, konjenital kalga ¢ikigi olan hastalarda;
uylukta kisalma, abduksiyon kisitliligi, kaslarda zayiflama, pelviste gozle goriiliir
genigleme oldugunu ve trokanter majorun belirginlestigini ifade etmistir. Ayni
zamanda lomber lordozdaki artisi saptamis ve abduktor egilmeyi de net olarak
tanimlamistir.

Putti (1927) kalca ¢ikiginin erken tedavisinin faydalarindan bahsetmis ve
tedaviye hastalar bir yasindan kiigiikken baslandiginda, kalgalarin %90’inda
mitkemmel sonuglar elde edilebildigini gostermistir (8). Ortolani (1935), annesi
tarafindan, bebeginin her yikanisinda, kalgasinda bir “klik™ sesi duyuldugu ifade
edilen bir bebegi muayene etmistir. Anne, bunu nasil yaptigin1 gostermis ve
cekilen grafide bebegin kalgasinin disloke oldugu saptanmistir. Ortolani bu
deneyimini 1937 yilinda “DKC ’nin erken tamisinda ¢ok kiiciik ve onemli bir
isaret” adli makalesinde yaymlamistir. Ortolani’nin kullandig1 “segno del scotto”
terimi, bir hareket veya bir “klunk sesi” olarak ¢evrilebilir (9). Barlow’un (1962)
calismasinda da, kal¢a ¢ikigi olan hastalarda, kalga adduksiyonda iken posteriora
dogru hafif bir kuvvet uygulanmasi ile kalcanin asetabulumun disina kaydigi

hissinin alinabileceginden bahsedilmistir (10). Daha sonra bu iki gdzlem yeni



doganlarda kalca ¢ikig1 taramalarinda kullanilmaya baslamis ve giiniimiize kadar
da gecerliligini korumustur.

Radyolojik tetkiklerin, Ozellikle de kalga ultrasonografisinin, GKD’nin
teshisi ve tedavisinin izlenmesinde duyarli ve klinik muayeneye gore daha ileri bir

yontem oldugunu ise ilk kez Graf ve ark. (1993) bildirmislerdir (11).

2.3. Kal¢a Eklemi Embriyolojisi

Kalca eklemi embriyolojisi lizerine yapilan ve en biiyiik seriyi olusturan
aragtirma Watanabe’nin 1959-1972 yillar1 arasinda 144 embriyonun 288 kalca
eklemi tizerinde yaptig1 arastirmadir (12).

Intrauterin hayat; ovuler, embriyonik ve fotal dénem olmak iizere 3
boliime ayrilmistir. Kemik ve eklemlerin gelismeye basladigi ve tamamen
farklilagtig1 embriyonik donem 2-8. haftalar arasidir. Sekizinci haftadan gebeligin
sonuna kadar siiren fotal donemde ise embriyonik donemde gelisimi bagslayan
organlarin bilylime ve olgunlagmasi tamamlanmaktadir (12).

Femur basi ve asetabulum, primitif mezensimal hiicrelerden gelisir.
Gebeligin 5. haftasinda iki yanli alt taraf tomurcuklarinin i¢inde kalga kusagi ve
alt ekstremite kemiklerinin mezensim modelleri belirir. Kalca eklemi gelisimi
gebeligin 7. haftasinda baslar. Femur basiyla ligamentum teres ve asetabulum
arasindaki aralik 8.haftada artar ve bu haftanin sonunda asetabulumun erken
kikirdak modeli olusur (Sekil 2) (12).

Intrauterin 11. haftada kal¢a ekleminde (femur basi ve asetabulum) tam
kikirdak formasyonu olusmakta (13,14) ve ilk kez bu donemde ¢ikik

olusabilmektedir (15). Bu haftada femur basi sferik olup femoral anteversiyon



acist 5-10°’dir. Bu ag1 fetal hayatin ikinci yarisinda artmakta ve doguma dogru
35°’ye kadar ulagsmaktadir.

12-16. haftalarda; damarlarin dallanmalar1 artmakta, kemiklesme odaklari
yayginlasmakta ve asetabulum derinlesmektedir. Once ilium’da, 4-5. aylarda da
iskium ve pubisteki kemiklesme odaklar1 biiyliyerek kemik formasyonunu

olusturmaktadir (16) (Sekil 2A-2B-2C).

Sekil 2. A) Primitif femur bas1 ve asetabulum arasindaki hiicre toplanmasinin 5. haftadaki
mikroskobik goriintiisii ok ile gosterilmistir B) 7. haftada femur basi sferik bir yapidadir ve
asetabulum etrafinda gelismeye baglamistir, C) 8. haftanin sonunda femur basi ve asetabulumun

erken kikirdak modelleri olugsmaya baslar.

Kal¢a eklemi son bi¢imini 16. haftadan itibaren alir. Kalga ekleminin
ylizeyi olgun hiyalin kikirdakla ortiiliir ve 20. haftadan itibaren islevlerini
biitiinliyle yapabilir duruma erisir (12). Gestasyonun 34. haftasinda, fetal kalca
eklemi; ultrasonografik olarak matiirasyona ulagmistir. Kemik ve kikirdak ¢atinin

matilirasyon silireci ise gestasyonun 34. haftasiyla dogum sonrasi 6. haftalar



arasinda olmaktadir (17). Dogum esnasinda asetabulum tamamen kikirdaktir ve
kenarinda fibrokartilaj yapidaki labrum bulunur.

Fetal dénemde GKD gelisimi yoniinden iig riskli dénem vardir. Ik biiyiik
pozisyonel degisikligin gerceklestigi 12. hafta, femur basini asetabulumdan
cikmaya zorlayan kapsiiler zayiflik, asetabuler siglik veya anormal adale
traksiyonlarinin  goriilebildigi  18. hafta ve anormal mekanik kuvvetlerin
intrauterin malpozisyona (dizlerin ekstansiyonda oldugu makat gelis) neden

olabildigi son 4 hafta riskli donemlerdir (Sekil 3) (12).

o 3
A B C
8.hafta 12.hafta 38.hafta

Makat Gelis

Sekil 3. Intrauterin pozisyonel degisiklikler ve GKD gelisimi.
A. 8 haftalik insan embriyosunun ekstremiteleri
B. 12 haftalik insan embriyosunda ilk pozisyonel degisiklik, kal¢a ekleminin mediale
rotasyonu
C. 38 haftalik insan fetiisiinde makat gelis nedeniyle kalga eklemindeki hiperekstansiyon



2.4. Kal¢a Ekleminin Anatomisi
2.4.1. Kemik Yapilar

Kalga eklemi; femur basi ile asetabulum arasinda transvers, sagital ve
vertikal planlarda poliaksiyel hareket saglayan “articulatio spheroidea”
grubundan, topuz-yuva tipinde bir eklemdir (18).

Asetabulum; ilium, iskium ve pubis kemiklerinden olusur. Bu ii¢ kemik
cocuklarda “Y” kikirdag ile birbirine baglidir. Asetabulum st kenar1 daha kalin
ve saglam olup disa dogru hafifce tasar. Alt kenar1 ise g¢entik seklinde olup
incisura asetabuli adini1 alir. Asetabulum’un arkasinda ilio-iskiadik ¢entik, oniinde
ise iskio-pubik centik bulunur. Asetabulum’un derinligi asetabuler kikirdagin
apozisyonel olarak biiylimesi sonucu artar ve burast daha sonra periost araciligi ile
kemikleserek asetabulumun kemiksel kenarint meydana getirir (19). Ilium, iskium
ve pubisin epifiz merkezleri, 8-9 yaslarinda ossifiye olup goriiniir hale gelirken,
17-18 yaslarinda flizyone olmaktadir. Asetabuler kikirdak, hiicre sayis1 fazla
miktarda olan hiyalin kikirdak yapisindadir. Asetabulum kenari, fibrokartilaj
yapidaki halka (Labrum asetabulare) ile cevrilidir (20)(Sekil 4). Labrum’un
elastik yapida olmasi; asetabulumun derinlesmesi ve femur iist eklem yiiziiniin
yarisindan fazlasini i¢ine alabilecek duruma gelmesini saglar. Ayrica bu yapi
kalganin yerinden ¢ikmasma engel olacak negatif bir basing olusturmaktadir.
Gelisimsel kalca displazili hastalarda femur basinin asir1 basisi nedeni ile labrum
deforme olabilmektedir. Sonucta femur basinin asetabulum igerisine rediiksiyonu

engellenmektedir (21).



Femur basinin orta kisminda bulunan cukura (fovea capitis femoris)
ligamentum teres yapisir. Femur basi, bu ¢ukur alan disinda, eklem kikirdag: ile
ortiiliidiir. Femur basinin femura baglandigi bolime collum femoris (femur
boynu) denilir (Sekil 4). Femur cismi ile femur boynu arasinda bulunan 130°lik
ac1 boyun-saft agis1 (collo-diafizer)dir. Ortalama boyun-saft acisi, 1 yasinda 136°
iken, 18 yasinda bu deger 127°’ye diismektedir. Femur boyun ekseni ile femur
transkondiler ekseni arasinda femoral anteversiyon ag¢ist bulunmaktadir. Fabry ve
ark.’nin, 432 saglikli cocuk (864 kalga) lizerinde yaptigi ¢alismada femoral
anteversiyon agisinin ortalama degerinin, 1 yas i¢in 31,1 derece oldugu ve yasla

diisen bu degerin 16 yas i¢in 15,4 derece oldugu saptanmistir (21).

Pelvis

Labrum asetabulare

Femur basi

> Femur boynu

Sekil 4. Kalga eklemi anatomisi



2.4.2. Eklem Kapsiilii

Eklem kapsiilii, etrafindaki baglar tarafindan kuvvetlendirilmis olup, viicudun en
kuvvetli yapilarindan biridir ve travmatik kal¢a ¢ikigi i¢in 6nemli bir engeldir.
Eklem kapsiilii alt kisimda, ligamentum (lig.) transversuma yapisir. Kapsiil,
femura Onde trokanterler arasi ¢izgiye, igte trokanter mindriin biraz {izerine,
arkada ise trokanterler arasi ¢ikintinin biraz yukarisina yapisir. Eklem kapsiilii,
distan “lig. iliofemorale”, “lig. pubofemorale” ve “lig. iskiofemorale” baglar ile

desteklenmistir. Sirkiiler lifler ise kapsiil etrafinda zona orbikularisi olustururlar.

2.4.3. Femur Basinin Vaskiiler Anatomisi

Eklem kapsiilii; arkada medial sirkumfleks arter ve inferior gluteal arter,
onde, lateral sirkumfleks arter (inferior metafizer arter) ve siiperior gluteal arter ile
kanlanir. Bunlar kapsiil altinda, retinakiiler ag seklinde ve femur boynu etrafinda,
ylizikk gibi (ekstra-kapsiiler halka) yayilma gosterir. Femurun proksimal
bolgesinin kanlanmasi, primer olarak arteria femoris profunda ve bunun iki
onemli dali olan, medial sirkumfleks arter ve lateral sirkumfleks arter tarafindan

saglanir.

2.4.4. Kalca Ekleminin Innervasyonu
Kalga eklemi baslica ii¢ sinir tarafindan innerve edilir.
1) N. Obturatorius’dan gelen dallar eklem kapsiiliiniin 6n-medial kismini innerve
eder.
2) N. Iskiadicus’tan gelen dallar kapsiiliin tiim arka yiiziinli innerve eder.

3) N. Femoralisten gelen dallar eklem kapsiiliiniin {ist kismin1 innerve eder.
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2.4.5. Patolojik Anatomik Degisiklikler

Gelisimsel kalca displazisinde kalcanin patolojik anotomik spektrumu;
dislokasyonun tipi, derecesi ve hastanin yagina baghdir. Uzun siire tedavi
edilmemis gelisimsel kalca displazisinde, asetabulum, proksimal femur, kapsiil ve
yumusak dokular daha ¢ok deforme olur. Cogu degisiklik baslangigta geri doniislii
(reversible) iken, zamanla geri doniisiimsiliz (irreversible) bir hal alir. GKD’li
kalcanin patolojik anatomik degisiklikleri; dislokasyonun tip ve derecesine gore 3
baslikta incelenebilir:

Instabil kal¢ada (sublukse olabilen, ancak disloke olmayan kalga), eklem
kapsiilii gevsek ve wuzamustir. Labrum hipertrofik ve hafif evertedir.
Asetabulum’un posterosuperior kenari, sivriligini kaybetmis, yassilagmis ve
kalinlasmistir. Femur basinin sekli normaldir.

Disloke olabilen kalcada, kapsiil belirgin sekilde uzamistir ve oldukga
gevsektir. Belirgin olarak everte olan labrum ile asetabulumun fibrokartilaj-hyalin
bileskesinde, hipertrofik degisiklikler (neolimbus) olabilir. Ortolani belirtisindeki,
femur basimnin asetabuluma girerken olusturdugu “klunk sesi”, neolimbus
tarafindan meydana getirilmektedir (19).

Disloke olarak kalan kalcalarda, Femur basinin sferikliginin kayboldugu
gozlenir. Baglangigta everte olan labrum zamanla femur basindan kurtularak
inverte olur ve hipertrofik degisiklige ugrar. Asetabulum’un derinliklerinde,
pulvinar olarak bilinen yag dokusunun kalinlagsmasi ve kapsiiliin bir kum saati
seklini alarak, femur basindan daha kii¢iik ¢apli bir darlik olusturmasi,

rediiksiyonu engellemektedir (22).
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2.5. Gelisimsel Kal¢a Displazisi Sitmflamasi (Tachdjian Siniflamasi)

Gelisimsel Kalg¢a Displazisi, Tachdjian’in simflamasinda, kal¢a ekleminin

rediikte olup olmamasina gore iki grupta toplanmaktadir.

Teratolojik tip: Intrauterin donemde tek bir anomali olarak gelisebilecegi gibi,
siklikla myelodisplazi ve artrogripozis gibi noéromiiskiiler bozukluklar ile
birliktelik gosterir. Asetabulum, kiigiik, sig ve fibroadipoz bir doku ile doludur.
Bu kalcalar dogum 6ncesi ¢ikiktir, hareket agikligi sinirhidir ve muayene sirasinda
Ortolani manevrast ile rediikte edilemez (23).

Tipik GKD: Asetabulum genellikle normal derinliktedir. Yeni doganda muayene
eden tarafindan, femur basinin asetabulumdan parsiyel (sublukse) ya da tam
(disloke) deplase edilebildigi ya da disloke pozisyonda duran kalgcanin hekim

tarafindan rediikte edilebildigi instabiliteyi tanimlar (23).
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2.6. insidans

Gelisimsel kalg¢a displazisinin insidansin1 saptamak, hastalarin muayene
edildigi yas, kullanilan tan1 yontemlerdeki farkliliklar, arastirmacilar arasindaki
deneyim farkliliklar1 ve calisilan populasyonlar gibi nedenlerle olduk¢a zordur.
Yeni doganda cesitli derecelerdeki kalga instabilitelerinin insidansinin % 0,1- 3,4
arasinda degistigi, klinik inceleme ve ultrasonografi birlikte kullanildiginda ise bu
oranin daha yiiksek bulundugu bildirilmekterdir (24).

Insidansta, yeni doganm muayene edildigi yasin, degiskenlige neden olan
onemli bir unsur oldugunu gosteren arastirmalar bulunmaktadir. Barlow’un 9289
infant ile yaptig1i arastirmada her 60 infanttan bir tanesinin kalca eklem
insitabilitesi ile dogdugu ve birinci haftanin sonunda instabil olgularin % 60’ 1nin
stabil hale geldigi, ikinci aydan sonra geri kalan %40’mn, % 88’inin de
stabillestigi, % 12’lik grupta ise insitabilitenin devam edip durumun gelisimsel
kalga displazisine yol agtigindan bahsedilmistir. Bu da yaklasik 1,55/1000 canli
dogum oranina karsilik gelmektedir (25).

GKD tanisinda kalga ultrasonografisinin, duyarliliginin, klinik muayeneye
gore daha etkin oldugunu bildiren calismalar mevcuttur. Kutlu ve ark. (1992)
tarafindan yapilan, klinik ve radyolojik inceleme temelli bir calismada yaslar 3-
24 ay arasinda degisen, ortopedik olmayan sikayetlerle hastaneye bagvuran, 4231
bebegin muayenesinde, pozitif muayene bulgusu tagiyan 403 bebege radyolojik
inceleme yapilmis ve 56 bebekte patoloji saptayarak GKD sikligint %1,34 olarak

bildirmislerdir (26). Peled ve ark. (2008); 45,497 yeni dogani klinik muayene ve

kalga ultrasonografisi ile incelemis ve ortalama kalga ¢ikig1 insidansini % 4,53 olarak
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belirlemislerdir (27). Ulkemizde Dogruel ve ark.’nin (2008), 3541 bebegin klinik
muayene ve kalca ultrasonografisi takibini igeren benzer bir ¢alismasinda ise
GKD siklig1 % 4,71 olarak saptamustir (28).

Insidans: etkileyen diger 6nemli bir parametre olan cinsiyet faktdriinii ele
alan ilk c¢alisma Carter ve Wilkinson tarafindan yapilmistir. Bu arastirma
sonucunda, GKD’nin goriilme sikliginin, her 1000 canli dogumda bir oldugu ve
bu patolojinin kiz ¢ocuklarinda 1/4000 oraninda, erkek ¢ocuklarinda ise 1/6000
oraninda ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (29). Ulkemizde de, erkek cocuklarina oranla
kiz ¢ocuklarinda GKD goriilme olasiliginin 4-6 kat daha fazla oldugunu bildiren
veriler mevcuttur (30, 31).

Gelisimsel kalca displazisinin goriilme sikligin1 etkileyen bir diger
faktoriin de cografik, bolgesel ve irksal dagilimlar oldugu ileri siiriilmektedir.

GKD goriilme orani; Isveg’te 1,7/1000 bebek ve Yugoslavya’da 75/1000
bebek iken Kanada- Manitoba’da bu oran 188,5/1000 olarak bildirilmistir (32, 33,
34)

Afrika Bantu kabilesinde incelenen 16000 bebegin hi¢ birinde GKD
saptanmazken, Navajo Hintlileri’'nde her 50 bebekten birinde GKD goriilmesi
rksal farklilig1 gosteren, oldukca eski orneklerdir (35, 36). Ancak sonrasinda bu

durumu inceleyen baska bir arastirma da bulunmamaktadir.
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2.7. Etiyoloji

Gelisimsel kalca displazisinin etiyolojisinin multifaktdriyel oldugu en
yaygin kabul goren goriis olup, tek basina bir etken bilinmese de pek c¢ok
predispozan faktor tanimlanmistir. Bu faktorler 1) ligamentdz laksisite, 2) prenatal

pozisyon, 3) postnatal pozisyon ve 4) irksal/genetik yatkinlig1 icerir (37).

2.7.1. Ligamentoz laksisite

Kalga ekleminin kapsiil ve ligamentlerinin gevseklik ve yetersizligi tipik
GKD etyopatogenezindeki 6nemli faktorlerden birisidir. Kapsiiler ve ligamentoz
gevseklik herediter, hormonal veya mekanik kaynakli olabilmektedir (38, 39).

Ozellikle hormonal kaynakl kapsiiler ve ligamentdz gevseklikte; maternal
Ostrojen, relaksin ve diger hormonlarin, anne pelvisinin doguma hazirlanmasi i¢in
pelvik relaksasyona ve dolayistyla plasentadan gecerek bebekte bag gevsekligine
sebep olduklar1 ve bu etkinin kizlarda erkeklere gore daha kuvvetli oldugu ileri
stiriilmektedir (40, 41). Thieme ve ark.’nin (1968) bu gozlemden yola ¢ikarak
yaptig1 bir baska calismada ise, hayatin ilk 6 giiniinde toplanilan 24 saatlik idrar
orneklerindeki Ostrojen miktarini, GKD’li 16 hastanin idrar Orneklerindeki
Ostrojen miktar1 ile karsilastirdiklarinda, aralarinda 6nemli bir fark bulunmadigini
gostermislerdir (42). Bu calisma gelisimsel kalga displazili yeni doganlarda,
dogumsal Ostrojen metabolizmasinda bir bozukluk oldugu hipotezini
desteklememektedir. Hormonal etki teorisine gore ne asir1 eklem gevsekliginin
gercek sebebi ne de kiz g¢ocuklarinda fazla goriilmesinin nedeni tam olarak

aciklanamamustir.
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Ayrica GKD’si olan yenidoganlarda, kollajen tip 3’lin kollajen tip 1’e
oraninin, kontrollere oranla daha yiiksek oldugunun bulunmasi, GKD’li
bebeklerde bir konnektif doku anormalliginin de olabilecegini diisiindiirmektedir

(43).

2.7.2 Prenatal pozisyon

Fetiis’iin intrauterin pozisyonu, GKD ile kuvvetli bir sekilde
iliskilendirilmektedir. Normal populasyonda makat gelisi oran1 sadece %2-3 iken,
Muller ve Seddon, GKD’li bebeklerin %16’sinin makat gelisi ile dogdugunu
tespit etmislerdir. Buna bagli patolojiyi de intrauterin sikisiklifa ve kalganin
fleksiyon posturiinde sabit kalmasina baglamislardir (44). Yine ilk gebeliklerde ve
oligohidroamnios oldugunda, intrauterin sikisiklik nedeni ile GKD goriilme
oraninin arttigini bildiren yayinlar bulunmaktadir (29) . Sol kal¢a’da sagdan daha
fazla GKD goriilmesinin nedeni olarak; en yaygin kabul edilen goriis, intrauterin
pozisyonda sol kalganin adduksiyonda ve anne sakrumuna dayanir pozisyonda

bulunmasi olarak agiklanmaktadir (45).

2.7.3 Postnatal pozisyon

Ulkemizde bazi bolgelerde halen devam eden geleneksel kundak
uygulamasi, yenidoganin normal kalga fleksiyon hareketine karsi, kalcalarin
tamamen ekstansiyonda tutulmasini saglayan bir yontemdir. Bu pozisyonun GKD
olusumunda rol aldig1 disiiniilmektedir. Kundak uygulamasinin aksine,

bebeklerini, gévdelerinin yan tarafinda, bacaklarin biri 6nde digeri arkada olacak
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sekilde; “ata biner pozisyonda” tasidiklari i¢in, Afrikalilarda GKD goriilme oram

diisiik bulunmasi, bu teoriyi desteklemektedir (29).

2.7.4 Genetik Yatkinlik

GKD gelisiminde genetik etkilerin oldugu; aile hikayesi, kardes ve
ikizlerdeki ¢alismalarla gdsterilmistir.

Konu ile ilgili ¢calismalar ¢ok eski yillardan itibaren baslayip giinlimiize
kadar devam etmektedir. Wynne-Davies 1970’11 yillarda kalitsal ligament6z
laksitenin, GKD kalitimi ile ilgili iki majér mekanizmadan biri oldugunu iddia
etmistir. Asetabuler displazi ve ailesel eklem laksitesi olan erken (neonatal) ve geg
taninmis 589 gelisimsel kalga displazisi vakasinda, ailede goriilme sikligi
arastirilmig ve asagidaki sonuglara ulasilmistir;

1. Normal ebeveyn ve bir ¢ocukta GKD varsa sonraki ¢ocukta

GKD goriilme siklig1 % 6, 2°dir.

2. Anne ve babadan birinde GKD varsa ¢ocukta GKD goriilme

siklig1 % 12,3tir.

3. Anne veya babadan birinde ve bir ¢ocukta GKD varsa daha

sonraki ¢gocukta GKD goriilme siklig1 ise % 36°dr.

Wynne-Davies bu sonuglar 1s1g1nda hastaligin inkomplet gecisli, otozomal
dominant bir karakteri oldugunu ileri siirmiistiir (46). Coleman’in Navajo aileleri
ile yaptig1 calismasinda da bir aile bireyinde kalga displazisi olmasinin, diger aile

bireyleri i¢in riski bes kat arttirdig1 gosterilmistir (47).
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40 y1l dncesinden giiniimiize degin yapilan, bu ve buna benzer ¢aligmalar
GKD’nin etiolojisinde genetik kalitimin olduk¢a 6nemli bir yere sahip oldugunun
kanitlar1 olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Son yillarda GKD ile ilgili yapilan
caligsmalar ve kullanilan molekiiler yontemler ise “Gen Haritalamasi1 ve GKD i¢in

Genetik Kanitlar” (sf. 19) boliimiinde ayrintili olarak anlatilmistir.
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3. GEN HARITALAMASI ve GELISIMSEL KALCA DISPLAZISI ICIN
GENETIK KANITLAR

Genetik hastaliklarin nesiller boyu kalitiminda; etkin olan genlerin tespit
edilmesi, islevlerinin ortaya konulmasi ve bu hastaliklara yonelik gen tedavisinin
gerceklestirilebilmesinde gen haritalamasi 6nemli bir yere sahiptir.

Glinlimiizde, insan genlerinin haritalanmasi, tibbi genetik ¢aligmalarinin en
hizli gelisen ve olduk¢a 6nem kazanmis alanlarindan biridir. Tam bir insan geni
haritasina sahip olmak, 24 kromozom iizerindeki tiim genlerin kromozomlar
tizerindeki lokalizasyonunun, birinin digerine gore pozisyonunun ve aralarindaki
uzakligin bilinmesidir (48).

Insan kromozomlarinin gen haritalariin olusturulmasinda ii¢ farkli
yaklagim kullanilmaktadir: Sitogenetik haritalama, fiziksel haritalama ve
genetik haritalama.

3.1. Sitogenetik Haritalama

Sitogenetik bantlama tekniklerinin gelistirilmesi ile subkromozomal
bolgelerin ayirt edilebilmesi sitogenetik haritalama kavramini ortaya ¢ikarmustir.
Bu tiir haritalar diisiik rezoliisyonlu (yaklasik 6Mb) olmakla birlikte, genlerin ve
diger DNA dizilerinin haritalanmasinda kullanilan kromozom in situ
hibridizasyon yontemi i¢in zemin hazirlamistir. Boylece isaretlenmis DNA (ya da
RNA) problarinin direkt olarak metafaz kromozomlarinda gosterilmesi miimkiin
olmustur. Gilinlimiizde in situ hibridizasyon teknikleri floresan in situ
hibridizasyon (FISH) olarak gelistirilmistir. Yontem, belirli bir DNA bdlgesini

kullanarak tiim kromozomlar i¢inde esdeger bolgeyi bulmak esasina dayanir.
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Daha yiiksek rezoliisyonlu haritalama ise interfaz kromatin lifleri
kullanilarak, DNA fragmentlerinin FISH haritalamas1 ile (fiber-FISH)
gergeklestirilmistir. Birka¢ yliz kb uzaklikta olan belirleyiciler, farkli renkteki
boyalarla isaretlendiklerinde, birbirlerine goére siralarini belirlemek de miimkiin
olmaktadir (49).

Ayrica fenotipin, gozlemlenebilir kromozomal yeniden diizenlenmeleri ya
da kromozomal eksikliklerle iliskilendirilmesiyle de sitogenetik haritalar
olusturulabilmistir. Bunun yaninda, translokasyonlar ve kromozomal
delesyonlardan tliremis pargalar1 iceren somatik hiicre hibridleri ile dogal
kromozom kirik noktalari, ya da radyasyon hibridleri kullanilarak yapay kirik
noktalar1 haritalanabilir. Aynm1 zamanda diisiik resolusyonlu fiziksel haritalar
olarak da adlandirilan bu sitogenetik haritalarda ¢oziiniirliik, genellikle birkag
megabaz uzunlugundadir (50).

3.2. Fiziksel Haritalama

Genler arasindaki fiziksel uzakliga dayali birimler kullanilarak genlerin bir
kromozom boyunca belirli lokalizasyonlara yerlestirilmesidir. Yontem genlerin
kromozomlar tizerindeki yerlerini ve genler arasindaki uzakliklari, DNA uzunlugu
gibi gercek fiziksel Ol¢timlerle belirler. Bunlar1 gergeklestirmek icin her birinin
farkli Ol¢glim birimleri olan farkli metotlar kullanilabilmektedir. Bu yontemler
sonugta tiim kromozomdan, tek bir baz ¢iftine kadar degisen diizeylerde

¢Oziiniirliik saglamaktadir.

Rekombinant gen teknolojisindeki, genomik DNA parcalarinin

klonlanmas1 ve karakterizasyonu ile ilgili son gelismeler sayesinde, detayli bir gen
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haritas1 elde etmek miimkiin hale gelmistir. Boylece genlerin yapisi hakkinda bilgi
edinmenin disinda, gen ve genomlarin evrimi hakkinda da son derece degerli bir
kaynak olan bir genomun tim DNA dizisinin elde edilmesi miimkiin
olabilmektedir. Gilinlimiizde, pek ¢ok model organizmanin (6rnegin; bakteri,
S.cerevisiae, C.elegans, D.melanogaster, F.rubripes, D.rerio, insan) genetik ve
fiziksel haritalarim1 ¢ikararak tiim genom dizilerinin saptanmasini amaclayan
uluslararas1 bir igbirligi siirmektedir ve s6z konusu model organizmalarin
bazilarimin tim genom dizi analizi tamamlanmis bulunmaktadir. Genomlarin

haritalanmasi, analizi ve dizi analizi ile ilgili disipline “Genomiks” ad1 verilmistir.

3.3. Genetik Haritalama

Genetik haritalama i¢in genler arasindaki uzakli§i saptamak amaciyla,
baglant1 analizi adi verilen bir metot kullanilmaktadir. Baglanti analizi, mayoz
boliinme yolu ile bir nesilden digerine gecerken hangi iki genin birlikte
kalitildiginin sikligim1 6lgmeye dayanir. Metot, lokalizasyonu aranan gen ile,
lokalizasyonu bilinen bir genetik belirleyicinin (markir) kusaklar arasinda birlikte
kalitilmasinin test edilmesi esasina dayanir. Baglanti analizi gen ve DNA markiri
arasinda yapilabilecegi gibi, iki DNA markir1 arasinda da yapilabilir. insan genom
projesi kapsaminda bu yontem ile genomda bulunan ve polimorfik o6zellik
gosteren DNA markirlarinin birbirlerine gore lokalizasyonlari ve kromozomlar
tizerindeki diziligleri li¢ kusakli genis aileler kullanilarak haritalanmigtir. Bu
haritalar, insan genom projesine katilan birka¢ farkli laboratuvar tarafindan ayri

ayr1 olusturulmustur. Bu haritalarin birbirleri ile karsilastirmali olarak hazirlanan
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en detayli olan1 Marshfield Genome Merkezi tarafindan hazirlanan haritadir (51)

(http://research.marshfieldclinic.org/genetics/GeneticResearch/compMaps.asp).

Insan genom Projesinin tamamlanmasi ile genetik haritalarin yerini, DNA
markirlarmin ve genlerin fiziksel pozisyonlarii gosteren haritalar almistir (Orn;

www.ensembl.org). Her iki harita da giliniimiizde insan genlerinin kromozom

lokalizasyonlarini saptamada etkin olarak kullanilmaktadir.

Bilindigi gibi kromozomlar mayozda kars1 karsiya gelerek parca
degisimine ugrarlar (“crossing-over”). Bu par¢a degisimleri sirasinda birbirine
yakin genler siklikla bir arada kalhtilirlar. Uzak yerlesimli genler ise bagimsiz
tertiplenme kuralina gore rasgele olarak, birlikte kalitilir ya da ayrilirlar.
Boylelikle yavru kusaklarda ebeveynlerde olmayan, yeni yapilanmalar ortaya
cikar. Bu olaya “rekombinasyon” olayi, ortaya ¢ikan iiriinlere de “rekombinant”
tiriinler denir (Sekil 5). Rekombinasyon kavrami genetik haritalamanin 6nemli bir
parametresidir. Temel hipotez “eger aradigim gen kromozom lokalizasyonunu
bildigim markira ¢ok yakinsa mayozda birbirlerinden ayrilamayacak ve kusaklar
arasinda daima markir allel ile birlikte kalitilacaktir” seklinde 6zetlenebilir. Baska
bir deyisle yavru kusaklarda rekombinant bireylerin fazla sayida bulunmasi
aradigimiz genden uzaklastigimiz anlamina gelecektir. Bu yolla markir allelin yeri
bilindigine gore (6rnegin 13q21 bandi) ilgilendigimiz genin ya da hastaligin yeri

de bulunmus olacaktir (52).
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A B Ebeveyn kromozom ¢ifti
| I oI 1 Diploid, Genotip: AaBa
I N  Ebceveyn Haplotipleri: AB/ab

a b
Mayoz boliinme
[ T I S Dir gamet
Haploid
A b Haplotipi: Ab
Rekombinant

Sekil 5. Rekombinant birey olusum mekanizmasi

Rekombinasyon birimi centimorgan (cM) ile ifade edilir. 1cM her 100
kiside 1 (1/100=0.01) rekombinant birey oldugunun gostergesidir ve 0 (theta)
isareti ile gosterilir. Genetik uzakliklar fiziksel anlamda Ol¢iilebilir uzakliklar
degildir. Teorik olarak iki lokus arasinda 1cM’lik bir uzakliktan s6z edildigi
zaman, yaklagik 1 milyon baz ¢iftinden s6z ediliyor demektir. Sik rekombinasyon
yapan bolgelerde (rekombinasyon hot spot’lari) 2-3 cM’lik bolgeler fiziksel

anlamda bazen beklendiginden ¢ok daha kisa olabilirler.

Genetik haritalama metodu ile bir hastalifin kromozom lokalizasyonunu
saptayabilmek i¢in 6nemli olan asamalar asagida siralanmis ve tez konusu olan

GKD malformasyonu ile ilgili bilgiler izerinden detaylandirilmigtir.

1-) Haritalanacak fenotipin 6zellikleri ¢ok iyi tantmlanmalidir.

2-) Genetik epidemiyoloji ¢aligmalar1 incelenmeli ve tek gen kalitimi ile

uygunlugu aragtirilmalidir.
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3-) Orneklem stratejisini yakindan ilgilendirdigi icin, haritalamada

kullanilacak istatistik analiz bi¢cimine, ¢alismanin basinda karar verilmelidir.

4-) Haritalamada kullanilacak DNA markirlar1 ve bunlara ait harita

bilgileri belirlenmelidir.

5-) Secilecek DNA markir tipine gore genotipleme ¢aligsmasi yapilmalidir.

6-) Uygun istatistik analiz uygulanmal1 ve haplotip analizi yapilmalidir.

3.3.1. Haritalanacak fenotipin ozelliklerinin tanimlanmasinin 6nemi

Fenotip; bir varligin, genler ve cevre etkilesimleri sonucu olusmus,
gozlemlenebilen ya da oOlgiilebilen o6zelliklerinin tliimiidiir. Haritalamada ilk
basamak fenotipin dogru tamimlanmasi, buna bagli olarak ailenin diger
bireylerinden hasta ve sagliklilarin saptanmasidir. Molekiiler ve istatistik
caligmalarin, dogru sonuca gotiirmeleri ancak fenotipe dogru olarak tani
konmasiyla ger¢eklesebilmektedir. Ciinkii yapilan istatistiksel analizlerde, bir
ailede akrabalik dis1 evlenme yolu ile aileye katilan normal eslerin, hastalik genini
ifade etmeksizin tagimalar1 olasilig1 ile ebeveynlerinden biri hasta olan fenotipik
olarak normal eglerin hastalik geni icin tasiyict olma olasiliklart farklilik
gosterecektir. Cinsiyet aymrimi yapan hastaliklarda kadin ve erkeklerin gen
tasiyicisi olma riskleri yine farkli olacaktir. Normal bireylerdeki risk tahminleri

yapilirken, fenotip hastalik i¢in penetrans eksikligi dikkate alinmalidir.
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Bu calismada fenotipik modelleme, Ortopedi boliimlerince tanilari konmus
GKD’li probandlar ve probandlarin Oykiileri dogrultusunda ¢ikartilan

pedigrilerdeki, diger hasta bireyler esas alinarak belirlenmistir.

3.3.2. Gen haritalamast yapmak istenilen hastalikla ilgili genetik epidemiyolojik

arastirmalar

Genetik epidemiyoloji, bir nitelife neden olan genetik ve cevresel
faktorlerin katki paylarii inceleyen bilim dalidir. Toplum taramalari, prevelans,
insidans, aile ¢alismalari, ikiz ve evlat edinilenlerle ilgili ¢alismalar bu disiplinin
en Onemli ilgi alanlaridir. GKD etiyolojisinde genetik yatkinlik oldugunu
diisiindiiren en 6nemli bulgular ikiz ¢aligmalari ile glindeme gelmistir. Bu konuda
yapilan ilk ¢calisma Wynne-Davies’in 1970 yilinda 589 kalca ¢ikikli hasta ve aile
bireylerinde yaptigi c¢aligmadir. Burada, kalitimsal ligamentdz laksisitenin,
gelisimsel kalca displazisinin gelisiminde major faktdrlerden birisi oldugu
belirtilmistir. Wynne-Davies’in bu hastaligin inkomplet ge¢isli, otozomal
dominant bir karakteri olduguna inanmasinin nedeni ise, GKD riskinin tek
yumurta ikizlerinde %34 olmasina ragmen, ¢ift yumurta ikizlerinde bu oranin

yalnmizca %3 olmasidir (46).

Ikiz calismalariin yani sira bir hastalikta genetik yatkinligin saptanmasina
yonelik en Onemli veriler, aile analizi calismalarindan elde edilmektedir. Bu
caligmalarda, sadece hastalifin genetik bir yatkinliginin olup olmadigr test

edilmez, aynm1 zamanda hastalifa 6zgli kalitim kaliplar1 da saptanabilir. Bir
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hastaligin kalitim kalibinin tanimlanabilmesi, daha sonra bu hastaliktan sorumlu
genin bulunabilmesi i¢in 6nemli bir adimdir (53). Aile calismalar1 hastaligin
fenotipik olarak ifade bulmasi agisindan da arastiriciya yardimci olur. Baglama
yasi, baska fenotipik bulgularin olmasi, kusaklar arasinda hastaligin baslama
yasinin daha erken olmasi ve hastaligin siddetinin artmasi ile karakterize
“antisipasyon” durumu, hastaligin bazi1 bireylerde ifade bulmadan bir sonraki
kusaga kalitilabilirligi (penetrans eksikligi) gibi kavramlar aile agaci metodu

kullanildiginda izlenebilmektedir.

Coleman’in Navajo aileleri ile yaptig1 ¢alismada, bir aile bireyinde kalca
displazisi olmasmin, diger aile bireyleri i¢in riski bes kat arttirdigindan
bahsedilmektedir (47). Carter ve Wilkinson’in ¢alismasinda GKD’den sorumlu iki
genetik  kalitm  modeli oldugu varsayilmistir. Bunlardan birincisinin
multifaktoriyel kalitim, ikincisinin otozomal dominant kalitim oldugu
belirtilmistir (2). Bu varsayimla uyumlu olarak Wynne-Davies de, GKD’li 589
hasta ve aileleri lizerinde yaptig1 ¢alisma sonucu; iki etiyolojik grup bildirmistir.
Birinci grupta asetabular displazi vardir ve kalitiminin multifaktoriyel olabilecegi
diistiniilmiistiir. Geg tan1 konan olgularin biiyiik bir kismindan displazi sorumlu
tutulurken, yenidogan doneminde saptanan olgularmin biiyiik bir kismindan ise
eklem gevsekliginin sorumlu oldugunu ileri slirmiistiir. Bu hastalarda otozomal
dominant kalittim gosteren bir genetik yatkinlik olmasina karsin, bilinmeyen dis

etkenlerin de rolii oldugu diisiiniilmiistiir (54).
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Gelisimsel kalca displazisinin otozomal dominant kalitildigini ise ilk kez
Boernfors ve ark Alman c¢oban kopeklerinde yaptiklar1 kalgca displazisi
incelemelerinde ortaya koymuslardir (55). Horton ve ark’da alti kusakli 16 erkek
ve 16 kadinin etkilendigi bir aileyi incelemisler ve erkekten erkege gegcis
oldugunu gozlemlemislerdir. Etkilenen 27 aile ferdindeki kalga cikigini, eklem
gevsekligi ile iliskilendirmisler ve pedigri analizine goére otozomal dominant
kalittim gosterdigini diistinmislerdir (56). Beighton ve ark. (1984) ise, Giiney
Afrika’da 45 kisiden olusan 5 kusakli bir aile ve yine Giiney Afrika’da 6 kusakli
47 kisilik bir baska ailenin pedigri analizlerinde hastalifin otozomal dominant

kalitim ile uyumlu bulundugunu bildirmislerdir (57).

Ulkemizde, hamile bir kadmin pedigri analizi sirasinda 16 aile ferdinde
GKD oykiisti oldugu saptanmis ve pedigri analizinin yiiksek penetransli otozomal
dominant kalitim1 gdsterdigi saptanmistir. GKD’li olgu sayisinin yiiksek oldugu

bu ailede hastaligin sadece bir kusak atladigina da dikkat ¢ekilmistir (58).

Sonu¢ olarak, bu ve buna benzer genis aile caligmalarinda GKD
etiyolojisinde, tek gen kalitimi ve eksik penetransli otozomal dominant kalitim
kalibt varsayimi 6n plana ¢ikmaktadir. Hastaligin ifade bulmasinda ise genetik
yatkinlikla birlikte ¢evre faktorlerinin etkisinin  kaginilmaz oldugu o6n

gorlilmektedir.
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3.3.3. Haritalamada kullanilacak metoda karar verilmesi

Gen haritalama disiplininde baglica iki yaklagim vardir.

a) Parametrik metodlar: Temel olarak Baglanti (Linkage) analizleri olarak
bilinir. Baglant1 analizi lokalizasyonu bulunmak istenilen bir genin, herhangi bir
kromozomda bulunmasi olasiliginin, o kromozomda bulunmamasi olasiligina
oraninin logaritmasi alinarak hesaplanir (Logarithm of Odds ratio, LOD Score).
Baglant1 analizinin basarili olabilmesi i¢in asagida belirtilen parametrelerin
saptanmasina ihtiyag¢ vardir.

1- Kalitim kalib1 kesin olarak bilinmelidir,

2- Markir aleli ile hastalik alelinin, birarada kalitilip kalitilmadiginin
yeterince gozlenebilecegi ii¢ kusakli genis aileler tercih edilmelidir,

3- Ornek toplama yaklasimi, kalitim kalibina gére olmalidir.

Baglant1 analizi kalitim kalib1 varsayimindan dogrudan etkilenir. Sonugta
hesaplanan olasilik 6rnegin analiz sirasinda ilgili hastaligin hangi kromozomda
bulundugu otozomal dominant kalittm kalibi varsayimi altinda sorguladiginda
kalitim kalibinin hatali olarak tahmin edilmis olmasi, sonucun da hatali olmasina
neden olacaktir. Bu nedenle kalittm kalibinin tam olarak belirlenemedigi
durumlarda, istatistik analizler, ayni aile i¢in ya farkli kalittm kalib1 modelleri
varsayilarak tekrarlanir, ya da parametrik olmayan (non-parametrik) deney
yontemleri kurgulanir.

b) Non-parametrik metodlar: Bu tip analizler i¢in kalittm kalibinin
bilinmesine ve genis ailelere ihtiya¢ yoktur. Genel olarak iliskilendirme

(assosiasyon) analizleri olarak bilinirler. Assosiyasyon calismalar1 igin farkli
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istatistiki analizler Onerilmisse de bunlarin hemen hepsinde kusaklar arasi
segregasyonun test edilmesinden ¢ok, vaka ve kontroller arasinda anlamli fark
olup olmadig: test edilmektedir.

Bu metodlarin baglanti analizine gore;

Avantajlari:

1- Kalitim kalibinin bilinmesine gerek yoktur,

2- Vakalarin ve kontrollerin toplanmasi gereklidir.

Dezavantajlari:

1- Ornek sayis1 ¢ok fazla olmahdir,

2- Markir sayisi ¢ok fazla olmalidir

2- Kontrol grubu dikkatli se¢ilmelidir,

3-Sadece bu metoda dayali gen aranmasi, maliyeti yiiksek ¢alismalardir.

GKD hastalig1 ile ilgili genetik kanitlar, eksik penetransli otozomal
dominant bir genin varhigina isaret etmektedir. Ilgili tez konusunda da bu kalitim
modelini destekleyen ve 1i¢ kusaktan analizlere yetecek sayida bireyin
orneklendigi iki bliyiik aileye ait analiz yapilmustir. Giivenilirlik agisindan aile
caligmalarinin giici daha yiiksek oldugundan ilgili tez konusunda parametrik
analizlerin uygulanmasina karar verilmistir. BOylece genotipleme c¢alismasi
tamamlandiktan sonraki istatistiki analiz asamasinda, farkli tek gen kalitim
modelleri varsayilarak baglanti analizi yapmak da analizlerin dogrulugunu arttiran

bir parametre olmustur.
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3.3.4. Haritalamada kullanilacak genetik belirleyicilerin (markir) secilmesi ve
gen haritalarmin etkin olarak kullanilmast

Gen haritalama metodunda, kromozom lokalizasyonu hakkinda hi¢bir 6n
bilgiye sahip olmadigimiz bir hastaligin lokalizasyonunun tahmin edilmesi
hedeflenmektedir. Bu tahmin i¢in her seyden 6nce, hangi kromozomda lokalize
oldugunu kesin olarak bildigimiz genetik belirleyiciler kullanmaya ihtiyacimiz
vardir. Bu genetik belirleyiciler dogrudan genlerin i¢inde oldugu gibi, genlerle hig
ilgisi olmayan DNA pargalar1 iizerinde de olabilir. Ancak her iki durumda da
ortak nokta belirleyicilerin polimorfik nitelik tagimalaridir. Gen haritalamasinda
bu “polimorfik markirlar” kullanilmaktadir. Genetik yapidaki degisiklikler en
genel anlami ile mutasyon olarak tanimlanmaktadir. Mutasyonlar toplumda
goriilme frekanslar1 nadir olan (allel frekans1 <0,0001) ve genetik hastaliklardan
sorumlu olan degisikliklerdir. Polimorfizm kavrami da yine mutasyon gibi genetik
materyaldeki bir degisikligi gosterir ancak ¢ogu zaman mutasyonda oldugu gibi
fenotipik bir degisiklikle sonlanmaz. Polimorfik degisikliklerde, nadir allel
frekanst 0,01 dolayindadir ve toplumda yaygin olarak gordiiglimiiz
degisikliklerdir. Ornegin, genomda hastaliklardan sorumlu olmayan ancak kisiden
kisiye farklilik gosteren kisa DNA tekrarlarindan olusan bolgeler vardir. Bunlar
STRP (Short Tandem Repeat Polymorphism: kisa dizi tekrar polimorfizmi) olarak
adlandirilirlar. Bunlar ikili, ti¢lii ya da dortlii niikleotid tekrarlaridir ve igerdikleri
kopya sayilarina gore c¢ogaltildiklarinda, farkli biiyiiklikte DNA ornekleri
olustururlar ve elektroforezde yiriitiildiikleri zaman farkli biiyiikliikte bantlarin

goriilmesine neden olurlar. Bu 6zellikten yararlanilarak bir kisiye ait DNA 6rnegi,
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genomdaki bu bolgelere 06zgli primerler kullanilarak “Polimeraz zincir
reaksiyonu” (PZR, polymerase chain reaction) yolu ile ¢ogaltilir ve elektroforezde
yiiriitiilecek olursa, o kisiye ait polimorfik markirlardan olusan bir DNA profili
ortaya cikar. Birka¢ kusakli aile bireylerinde bdyle bir amplifikasyon yapilirsa
kromozomlarin kusaklar arasindaki dagilimi, bu polimorfik markirlar aracilig1 ile
saptanabilir. Boylelikle aile bireylerini birka¢ kusak izleyerek, mayoz sirasinda
kromozomlarda olusan parga degisimleri ve olusan rekombinant {iriinler

belirlenebilir.

Bu polimorfik bolgeler, insan genom projesi kapsaminda klonlanmis ve

kromozom lokalizasyonlar1 belirlenmistir (www.hapmap.org). Bu bilgilerle

olusturulan haritalar kullanilarak, hangi genetik belirliyecilerin, gen haritalama
calismasinda kullanilacagina karar verilir. Markir haritalarindaki  bilgileri

kullanarak yapilacak bir gen haritalamasi i¢in baslica 2 yol secilebilir:

a- Aday lokalizasyon yaklasimi: Bu yaklasimda ilgili hastaliktan ya da
malformasyondan sorumlu oldugu diisiiniilen aday bolgeler saptanmaya ¢aligilir.
Daha Once hastalikla baglantili oldugu gdosterilen kromozom bdlgeleri, fonksiyon
acisindan hastaligin olusumunda rol alabilecegi diisiiniilen gen bdlgeleri,
kromozom anomalileri ile birlikte hastalik fenotipinin gdzlendigi bolgeler, farkli
tirlerde (6rnegin farelerde) benzer fenotipin gozlenmesi ve fare-insan homoloji
haritalarinin  kullanim1 ile insanda ilgili geni barindiran bolgeler aday gen
yaklagimi altinda secilen bolgeleri olusturur. Daha sonra bu aday gen bolgelerine

isabet eden DNA markirlar1 belirlenir. Bu amagla genetik haritalar kullanilir
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(http://research.marshfieldclinic.org/genetics/GeneticResearch/compMaps.asp).

Harita bilgilerinden bu markirlarin birbirlerine goére kromozom iizerindeki
siralaniglari, pozisyonlar1 ve aralarindaki uzakliklar elde edilerek aday olarak
secilen bolgeyi tam olarak tarayacak bir markir haritas1 hazirlanir. Daha sonra bu
polimorfik DNA bolgelerine 6zgii PCR analizleri ve genotipleme yapilarak
hastalik ile markir alel arasinda baglanti analizi uygulanir. Aday bdlgelerin
taranmasi bittiginde herhangi bir lokalizasyon saptanamazsa tiim genomun

taranmasina gegilir.

b- Genom-boyu analiz: Tiim genomu belli araliklarla tarayan hazir
polimorfik markir setleri kullanarak sadece aday bdlgeyi degil genomun tamamini
aragtirma islemidir. Bu amacla genomu 5-10cM araliklarla tarayan ve kisa tekrar
dizlerine yonelik markir panelleri mevecut oldugu gibi son yillarda gelistirilen
DNA ¢ip teknolojisi ile genomu ¢ok sik araliklarla tarama kapasitesine sahip tek

niikleotid polimorfizim (SNP) markir panelleri de mevcuttur (52).

GKD konusunda yapilmis sinirlt sayidaki arastirmada bazi lokalizasyonlar
tanimlanmistir. Roby ve arkadaglari tarafindan (1999), dejenaratif osteoartropati
hastaliginin kromozom 4q35°tel1-cM’lik bolge ile iliskili oldugu bildirilmigtir
(3). Mabuchi ve ark. (2006) “Asetabular Displazi” zemininde familyal osteoartrit
gelismis 4 kusakli  bir Japon ailesinde, hastaligi kromozom 13q22
lokalizasyonundaki 6-cM’lik bolge ile iliskilendirmiglerdir (4) ve yine Mabuchi
ve ark. tiim genom taramasi yaptiklari ayni ¢aligmada, 6. kromozomda 6ql6

bolgesinde LOD skoru 2,26 saptamiglardir. Tiim bu verilere dayanarak bizim
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arastirmamizda Oncelikle aday lokalizasyon ¢alismasi yapilmast ve bu iig
calismada hastalikla iligskili bulunan 4., 6. ve 13. kromozomlardaki lokuslara

baglantinin test edilmesi planlanmustir.

3.3.5. Istatistiksel degerlendirmeler

Baglant1 analizi i¢in; LOD Skor (Logaritm of Odds Ratio) analizi
uygulanir. LOD Skor; aranilan genin, test edilen kromozom lokusunda olmasi
olasiligmin, ilgili lokusta bulunmamasi olasiliina oraninin logaritmik olarak
ifade bigimidir. Analiz sonucunda LOD Skor’un 3 ve {istii oldugu degerler
baglantiy1 desteklemesi agisindan anlamli kabul edilirken, 2 ve giderek
negatiflesen degerler ise kesin olarak baglanti yoklugunu destekler. Aradaki
degerlerde lokusun ispatlanabilmesi i¢in bir dizi farkli islem yapilmasi gerekebilir
(aile ve Ornek sayilarinin arttirilmasi, genomun diger bolgelerinin arastirilmasi
vs.). Burada 6nemle belirtilmesi gereken nokta; sonugta bu analiz ile bulunan, bir
olasilik degeridir ve saptanan lokus ger¢ek lokus olmayabilir. Hastaliktan sorumlu
gen ve gen i¢i mutasyon gosterilinceye kadar lokus informasyonu yaniltici olabilir

(59).

LOD Skor analizleri i¢in yaygin olarak kullanilan program J. Ott
tarafindan gelistirilmis olan LINKAGE paket programidir. Bu program amaca
gore kullanilacak 4 alt programdan olusur (MLINK, ILINK, LODSCORE ve
LINKMAP programlari). Iki lokusun birbirine gore test edilmesi (6rnegin,
hastalik lokusunun markir allel’e baglantis1) i¢in MLINK alt programi

kullanilmakta iken, polimorfik nitelikteki markirlarin birbirlerine gore
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lokalizasyonlarinin ~ ve  siralarinin  saptanmasinda  ILINK  programi
kullanilmaktadir. LODSCORE tiim olasiliklarin hesaplanmasi yerine sadece
maksimum olasiliklarin hesaplanmasinda, LINKMAP ise birden fazla markir
icinde haritalanmak istenen genin goreceli pozisyonunun bulunmasinda

(“multipoint linkaj analizi”) kullanilan alt programlardir.

LINKAGE Programi, 6zellikle genis genom verilerinin analizinde ve ayni
anda ¢ok sayida markirin hastalikla iligkilendirilmesine yonelik multipoint linkage
analizinde yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle farkli algoritmalar ve programlar
gelistirilmistir. MERLIN, SIMWALK, GENEHUNTER gibi programlar bu amaca

yonelik gelistirilmis olan programlardir (60).

Bu programlarin tamami birbirine benzer giris dosyalar1 olusturularak
calistirilir. Bu veriler, pedigri verilerini iceren pedigri dosyasi, kalitim bilgileri,
gen frekanslart ve markir alel frekanslarinin tanitildigi bir parametre dosyasindan
olugmaktadir. LINKAGE programi bir indeks vaka iizerinden ailedeki biitiin
akrabalik iligkilerinin birbirine gore tamimlandigi ek bir dosya daha
kullanmaktadir. Analizlerde farkli programlarin ayni genotip verilerinin analizine

yonelik olarak kullanilmas1 veri giivenligini arttirict bir unsurdur.

Ilgili tez cashsmasinda istatistik analizler LINKAGE ve MERLIN

programlari kullanilarak yapilmstir.
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4.GEREC ve YONTEM

Bu ¢aligma Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik AD dgretim
tiyesi Prof. Dr. E. Ferda Per¢in’in yoOneticiliginde, ayn1 bolimden Ars. Gor. Dr.
Kadri Karaer’in, Ortopedi AD’dan Prof. Dr. Aykin Simsek’in, Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik AD’dan Prof. Dr. A. Nurten Akarsu’nun,
Ortopedi ve Travmatoloji Uzmant Prof. Dr. Sitki Per¢in’in katilimi ve Gazi
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’nin (BAP) (SBE-01/2007-83
proje numarasi, Agustos 2007) destegiyle ger¢eklesmistir. Calisma Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu tarafindan 22.01.2007 tarihinde (No:
14) onaylanmistir. Caligmaya katilan tiim hasta ve hasta yakinlarindan, yerel etik
kurulunun onayladig: “bilgilendirilmis goniillii olur formu” ile onamlar alinmastir.
Calisma Agustos 2007-Agustos 2008 tarihleri arasinda, BAP’1in 10.000 TL’lik
biitce destegi ile alinan sarf malzemeleri kullanilarak tamamlanmaistir.

Bu projede, 1994-2004 yillar1 arasinda Cumhuriyet Universitesi Ortopedi
ve Travmatoloji Anabilim Dali 6gretim {iyesi olan Prof. Dr. Sitki Per¢in ve Tibbi
Genetik Anabilim dali 6gretim iiyesi Prof. Dr. E. Ferda Percin tarafindan takip
edilen 11 GKD ailesinden en genis ve baglanti analizinde kullanilabilecek
nitelikte olan bir tanesi (Aile 2), ayrica Gazi Universitesi Ortopedi ve
Travmatoloji Anabilim Dal1 6gretim iiyesi olan Prof. Dr. Aykin Simsek tarafindan
takip edilen 1 hastadan yola ¢ikarak ulasilan genis bir GKD ailesi (Aile 12)
calismaya dahil edilmistir. Calismaya 2 aileden toplam 16 hasta ve 15 saghkh
birey katilmistir (Sekil 6, Sekil 7). Her iki ailede de GKD tanisi, Sivas

Cumhuriyet Universitesi ve Ankara Gazi Universitesi Ortopedi ve Travmatoloji
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Anabilim Dallar tarafindan konulmus, bir proband’dan yola ¢ikarak aile dykiisii
alinmis ve ailelerin ulasilabilen diger hasta ve saglikli bireyleri, muayene edilerek
calismaya dahil edilmistir. Sivas’ta tanimlanan ailenin kanlar1 1994-2004 yillari
arasinda toplanmis olup, DNA’lart “TUBITAK DNA Bankasi ve Gen
Arastirmalar1” laboratuarinda izole edilerek saklanmistir. Ankara’da tanimlanan
ailenin kanlar1 ise Anabilim dalimizca yiiriitilen ve Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu tarafindan 30.10.2006 tarihinde (No: 317) onaylanmis
olan BIYONET projesi (DPT:2006K120040) kapsaminda  kullanilan
bilgilendirilmis onam formlar1 kullanilarak almmistir. Kan 6rnekleri BIYONET
projesi kapsaminda olusturulan, anabilim dalimiz biinyesindeki DNA bankasi
tarafindan izole edilerek saklanmaistir.

Periferik vendz kan 6rnekleri EDTA’ tiiplere (5-10 ml) alinmis ve DNA
izolasyonu i¢in yiiksek tuz konsantrasyonu ile ¢oktiirme yontemi uygulanmistir.
Her bir hastadan elde edilen DNA 6rneklerinin ilgili bolgeleri, primerler araciligi
ile polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) kullanilarak amplifiye edilmistir. Elde
edilen amplikonlar % 6’lik denatiire poliakrilamid jelde yiriitildiikten sonra

glimiis boyama yontemi ile boyanmis ve bantlar1 goriiniir hale getirilmistir.
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4.1. Arac-Gerecler

4.1.1. Kullanilan Cihazlar

Calkalayici
Dikey elektroforez

DNA thermal cycler PZR cihaz1

Gli¢ kaynag1

Gii¢ kaynagi

Fotograf makinasi
Hassas terazi
Mikrodalga firin
Otomatik pipetler

Reaksiyon tiipleri:

Falkon Tiipleri (50 ml)

Falkon Tiipleri (15 ml)

Mikrotiipler (1.5 ml)

Mikrotiipler (0.2 ml)

Santrifiij

Sicak su banyosu

Sogutmali santrifiij

Ultraviyole (U.V) transiluminator

Vorteks

(Fine PCR-CR 300, Kore)

(Life technologies S2001,
ABD)

(GeneAmp PCR System 9700,
Applied Biosystems, ABD)

(Power Station 300, Labnet

Internatinal, Inc)
(Thermo 4000P, ABD)
(Canon, Japonya)

(Boeco, Almanya)

(Argelik, Tiirkiye)

(Gilson, France-Finnpipette,
ABD)

(Greiner Bio-one, Almanya)

(Greiner Bio-one, Almanya)
(Greiner Bio-one, Almanya)
(Axygen Scientific, ABD)
(Hettich, Almanya)

(nb5, Nuve baht, Tiirkiye)
(Beckman Coulture, ABD)
(Synegene, Ingiltere)

(Combi-SpinBoeco, Almanya)
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4.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

50 b¢ DNA leadder
Agaroz

Akrilamid
Amonyum persiilfat
APC film kagidi
Bromofenol mavisi
Bisakrilamid
dNTP

dH»0

Etanol

Etidyum bromiir
Formamid
Glasiyel asetik asit
Glimiis nitrat
Ksilen siyanol
MgCl,

NaCl

Na,EDTA

NH4 Asetat
Orange G

PZR tamponu

Proteinaz K

(Fermantas, ABD)

(Prona, ispanya )
(AppliChem, Almanya)
(Merck, Almanya)
(Promega, ABD)
(Riedel-de Haen, Almanya)
(AppliChem, Almanya)

(Fermantas, ABD)

(Merck, Almanya)
(AppliChem, Almanya)
(Ambresco, ABD)
(Merck, Almanya)
(AppliChem, Almanya)
(Ambresco, ABD)
(Fermantas, ABD)
(AppliChem, Almanya)
(AppliChem, Almanya)
(Ambresco, ABD)
(AppliChem, Almanya)
(Fermantas, ABD)

(AppliChem, Almanya)
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Sodyum dodesil siilfat
Sodyum karbonat
Sodyum Tiyosiilfat
Taq DNA polimeraz
1x TBE tamponu
TEMED
Trimetaksilen

Tripsin EDTA enzimi
Tris-HCI

UI‘G

(Merck, Almanya)
(AppliChem, Almanya)
(Ambresco, ABD)
(Fermantas, ABD)
(AppliChem, Almanya)
(Sigma, ABD)

(Sigma, ABD)
(Biological Industries)
(Ambresco, ABD )

(Merck, Almanya)
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4.1.3. Kullanilan Cozeltiler
4.1.3.1. DNA izolasyonu i¢in gerekli cozeltiler
Niiklei lizis tamponu

e 10mM  Tris-HCI 1,576 gr

e 400 mM NaCl 234 gr

e 2mM Na,EDTA 0,7 gr

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir ve otoklavda sterilize edilir (pH=8,2).

Sodyum dodesil siilfat soliisyonu
e 10gSDS
100 ml distile suda ¢oziiniir, filtre ile sterilize edilir.
TE tamponu
e 10mM Tris-HCI 0,394gr
e 1 mM EDTANay) 0,093gr
Distile su ile 250 ml’ye tamamlanir ve otoklavda 20 dakika sterilizasyonu yapilir.
(pH=7.5)
10 M NH, asetat tampon ¢ozeltisi
e 148 gr NH4 Asetat
Distile su ile 200 ml’ye tamamlanir.
%2’lik agaroz jel
e 2 gragaroz

e 100 ml 1IxTBE
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4.1.3.2. Poliakrilamid Jel Elektroforezi icin gerekli cozeltiler
Yiikleme boyast (loading dye)
Formamid (%95) 9,5ml
Ksilen siyanol (%0,5) 0,05gr
Bromofenol mavisi (%0,5) 0,05gr
Akrilamid bisakrilamid cozeltisi (%40)
Bisakrilamide 2gr
Akrilamid 38gr
60 ml distile suda ¢oziiliir.
Yapistirici ¢ozelti 25ml
Metaksilen 125ul
Glasiyel asetik asit 125 pl
%95’lik etanol 24,750 pl
Cozelti +4 derecede saklanir.
Amonyum persiilfat (APS) (%10°luk)
0,1 gr APS
Distile su ile I ml’ye tamamlanir, her jel i¢in taze olarak hazirlanir.
Sodyum tiyosiilfat (10mg/ml)
0,05 mgr sodyum tiyosiilfat
5 ml distile suda ¢oziliir.
Sodyum karbonat ¢ozeltisi
60 gr sodyum karbonat

2 1t bidistile suda ¢oziiliir.
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Giimiis nitrat cozeltisi
e 3gr Glimiis Nitrat

2 1t bidistile suda ¢oziiliir.

60 ml %6 lik akrilamid/bisakrilamid (19:1), 8M iire jelin hazirlanmast

o Ure

e %40 Akrilamid/Bis (19:1)
e 10XTBE

¢ H,O

e %10 APS

e TEMED

25,2 gr
9 ml

6 ml
24 ml
300 pl

30 ul
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4.2. Yontem

4.2.1. DNA izolasyonu: (Yiiksek tuz konsantrasyonu ile ¢oktiirme yontemi)

Calisma kapsamina giren bireylerden EDTA’l1 tiiplere 5-10 ml periferik venoz

kan alindi. Kan 6rneklerinin DNA izolasyon islemi yiiksek tuz konsantrasyonu ile

¢coktlirme yontemi kullanilarak asagida yazili protokole gore yapildi.

1.

EDTA’l tiiplere alinan 5-10 ml. kan 15 ml’lik steril falkon’a alinip
lizerine Onceden hazirlanmis otoklavlanmis soguk bidistile su ilave
edilerek 2-3 dakika karistirildi.

2200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve slipernatant atildiktan sonra geri
kalan pellet homojenize edildi.

Uzerine 15 ml’ye tamamlayacak sekilde soguk bidistile su ilave edilerek
santrifiij edildi. Bu islem 3 kez tekrarlandi.

Pelletin {izerlerine 35ul Proteinaz K (20 mg/ml), 1500 ul Lysis buffer,
1000 pl %10°luk Sodyum dodesil siilfat (SDS) eklendi ve koplirtmeden alt
iist edilerek ¢alkalandi.

Bir gece 37°C’lik etiivde bekletildikten sonra ftizerlerine 1000 pl
Amonyum asetat (10mM) eklenip 20 kez hizla karistirildiktan sonra 10
dakika oda 1sisinda birakild.

3500 rpm de 15 dakika santrifiij edildikten sonra silipernatant 15 ml’lik
baska tlipe aktarildi ve igindeki sivi miktarinin iki kat1 kadar absolii etanol
eklendi.

Goriiniir hale gelen DNA’lar pipet ucu yardimiyla, icerisinde 250ul TE

Buffer bulunan eppendorflara alindu.
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8. 1 gilin oda sicakliginda bekletilip ¢6ziinmesi saglanan DNA’larin

miktarlar1 spektrofotometrede o6l¢iildii ve konsantrasyonlar1 kaydedildi.

Elde edilen DNA’lar molekiiler analizlerde kullanilincaya kadar -20 ya da

-80°C’deki derin dondurucuda saklandi.

4.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu calismada belirlenen aday gen bolgeleri sirastyla 4q35, 6q16 ve 13q22

kromozom bdlgeleridir. Gen bolgeleri uygun primerler kullanilarak PZR yontemi

ile cogaltildi. Kullanilan primerlerin dizileri ve PZR iiriin biiyiikliigii Tablo 1’de

verilmigtir.

PZR karisimi

. Primer (10 pmol)
. dNTP (25 mM)
° 25 mM MgCl,

. PZR tamponu

o 5 U/ul konsantrasyonda Taq DNA polimeraz

0,5ul
2,5 ul
1,7 ul
2,5 ul

0,3 ul

Toplam reaksiyon hacmi distile su ile 25 pl’ye tamamlandi. Her reaksiyonda

kontaminasyon kontrolii igin DNA igermeyen bir negatif kontrol tiipii de

calismaya eklendi.
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Tablo 1-Kullanilan primerlerin dizileri ve PZR {iriin biiytkligi

4. Kromozom

(4435) Primer Dizileri PZR iiriin bityiikliigii:
D4S1554 Forward primer: | TTATTGAAATGCTGGTCCTC
167 (bg)
Reverse primer: GAATGATGTACTGATCACCCA
Forward primer: | GGTCTGATGAAAATGTTCTCAAGC
D45408 229-243 (bg)
Reverse primer: TAGACTGGGTTGTTAGGGACTCTC
Forward primer: | TGAACCCGTGAAGTGG
D4S1540 185-193 (be)
Reverse primer: GGTGGGATATGTTAATTGC
6. Kromozom . e e . e e e
(641 6)z Primer Dizileri PZR iiriin biiyiikliigii:
Forward primer: | TGGTTCTCCAGCTAGCAAAC
D6S2418 216-244 (bg)
Reverse primer: TCTTAGTGAAGTTTCTCAGATCTCC
Forward primer:
D6S434 p CAGGTAGTCCCCCAAAATCA
6843 193-234 (bg)
Reverse primer: AGCTCAGGGCTTATGCCAGT
Forward primer: | CAGCCATAACCACTCTGA
D6S1692 212-230 (b¢)
Reverse primer: TCCTTTGTGGGAGGTAG
D6S457 Forward primer: | CTGAGAATTGGCAATAGTTACG
247 (bg)
Reverse primer: TCAGGTCGAGTGAGAGATGT
13.Kromozom . e e e e
(13q22) Primer Dizileri PZR iiriin biiyiikliigii:
Forward primer: | TGCAGAAATGTGAGCC
D13S1296 206-228 (b)
Reverse primer: TCCACCTAGAGCAACTACC
Forward primer: | TGGTTTGTTGCAGAAAGCACAC
D135279 241-257 (be)
Reverse primer: TTGGGCCTTGTCAACCTTCATA
Forward primer:
D1 p AGGGATCTTCAGAGAAACAGG
38800 295-319 (bg)
Reverse primer: TGACACTATCAGCTCTCTGGC
D13S156 Forward primer: | CTACTCAACAGGCTGAGGTG
242 (bg)
Reverse primer: GCTGTGGTATGAGTTACTTAAACA
D13S162 Forward primer: | GCAATCTGAAACATTCTCCA

Reverse primer:

TTTCATCACAGATAATGCATGATAC

182-202 (b)
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PZR tepkimesi

Baslangi¢ Denatiirasyonu; 94°C ‘de 2dk (1 Dongii)

Denatiirasyon agamast; 94 °C’ de 2dk

Hibridizasyon asamast; 55-60 °C’ de 30 sn (30-40
Dongii)

Sentez (Uzama) asamasi; 72 °C’ de 5 dk

Son sentez agamasi; 72 °C’ de 5 dk (1 Dongti)

4.2.3. Cogaltilmis DNA larin Elektroforezde Degerlendirilmesi

PZR reaksiyonlar1 sonucu olusan DNA’lar1 yiiriitmek i¢in %2 lik agaroz
jel hazirlandi. Ornekler (10ul PZR iiriinii + 2pl yiikleme tamponu) kuyucuklara
yiiklendi ve 90 Voltta 90 dakika yiiriitiildii. Bantlar ultraviyole lamba altinda

degerlendirildi.

4.2.4. Poliakrilamid Jel Elektroforezi
a)Cam “Plate” lerin hazirlanmasi
e 9% 70’lik etanol ile her iki camin jel ile temas edecek yiizleyeri 3’er kez
silindi.
e Kisa camin iizerine, jelin yiizeye yapismasini saglayan Iml yapiskan

(sticky) soliisyon siiriildii.
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e Uzun camin lzerine, jelin ylizeye yapismasini Onleyecek olan 1 ml
“RainX” soliisyonu yayildi.

e 10 dk beklendikten sonra her iki cam da %70’lik etanol ile silindi.

e Araya separatdrler yerlestirildi ve kisa cam uzun camin iizerine kapatildi.

e Kauguk tutucu ile diizenek fiske edildi. H,0 terazisi ile dengesine bakildu.

b)%6’lik Denatiire Poliakrilamid Jel’in hazirlanmasi ve yiiriitiilmesi

e %6’k denatiire poliakrilamid jel icin; 25,2 gr iirenin {izerine 9 ml
akrilamid bisakrilamid ¢6zeltisi, 6 ml %10’luk TBE soliisyonu ve 24 ml
bidistile su eklendi. Coziiniinceye kadar karistirildi ve polimerlesmesini
saglamak amaciyla icine 300ul %10’luk APS ve katalizor olarak 30ul
TEMED eklendi.

e Hazirlanan ¢ozelti 50’lik enjektoriin pistonu c¢ikarilip hava kabarcig
olusturmadan enjektoriin i¢ine konuldu ve kauguk fiksatérde bulunan 6zel
boliimden igeri enjekte edildi.

e Jel dokiildiikten sonra tarak jelin iist kismina yerlestirildi ve mandallarla
sikistirildi.

e Polimerizasyonun tamamlanmasi i¢in ¢alisma saatlerine gore 3-12 saat
beklenildi.

e Kisa cam ig tarafa gelecek sekilde elektroforez cihazina yerlestirildi.

e (Cihazin hem iist hem de alt kismina %10’luk TBE tamponu ilave edildi.

e Taraklar ¢ikartildi ve bolgeye coken iire pipetle yikanarak uzaklastirildi.
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Elektroforez giic kaynagina baglandi. Boylece jele ornekler yiiklenmeden
once 30 dakika siireyle 1650V 125mA 125W akim uygulanarak (prerun)

porlarin agilmasi saglandi.

¢)Yiiklenecek PZR Uriinlerinin Hazirlanmasi

PZR firiinleri 6pl olacak sekilde hazirland1 ve {izerlerine 4 pl loading dye
eklendi. Ornekler 95 °C’de 3 dk denatiire edildi. Denatiirasyondan sonra
ornekler buza konularak renatiirasyonu engellendi.

“Pre-run’dan sonra taraklar jele yerlestirildi ve her bir kuyuya, 10ul 6rnek
yiiklendi. Ornekler, 1650V 300mA 125W’ta PZR iiriiniiniin biiyiikliigiine

gore 2-4 saat kadar yiiriitildii.

d)Giimiis Boyama

Jel yiirtitiildiikten sonra, jelin yapisik oldugu kisa cam %10’luk gliasial
asetik asit soliisyonu i¢inde 30 dakika fiske olmasi i¢in tutuldu ve disari
alinan jel 3-4 kez kisa araliklarla deiyonize distile su ile yikandu.

%3’liik giimiis nitrat soliisyonu icerisine 3 ml formaldehit eklendi ve jel
glimiis nitrat soliisyonunda 30 dakika c¢alkalandi. Hizli bir durulamanin
ardindan camin arkasi kurulandi.

Glimiis nitratla boyanan jelde bantlarin goriiniir hale gelmesi i¢in, jel; i¢ine
3 ml formaldehit ve 400ul sodyum-tiyosulfat eklenmis sodyum karbonat

soliisyonunda (60gr/It) bantlar goriiniir hale gelinceye kadar ¢alkalandi.
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Bantlar goriiniir hale geldigi zaman cam 9%]10’luk gliasial asetik asit
soliisyonunun i¢ine konularak, bantlar fiske edilene kadar (5-10 dk)
bekletildi. Daha sonra asetik asitin uzaklastirilmasi icin, bidistile su ile

yikand1 ve cam kurumaya birakildi.

e)Fotograflama

1)

2)

Glimiis boyama ile boyanan jellerin; direkt fotograflama teknigi ile ve

tarayicida jelin taranmasi yontemleri kullanilarak goriintiilenerek

genotiplendirildi.

Direkt fotograflama teknigi

Beyaz 151k kaynagi tizerine konulan jel {izerine fotograf kagidi (APC film-

Promega) konarak, duruma gore 40 saniye- 2 dakika aras1 bekletildi.

Alman fotograf kagidi sirasiyla developer (Ilford Ilfotec DD-X Film

Developer), su ve fixer (Ilford Rapid Fixer) soliisyonlarindan gegirilerek

goriiniir hale getirildi.

Tarayicida jelin taranmast

e Tarayici iizerine konulan jel uygun program (HP ScanJet Photo and
Imaging Software) sayesinde bilgisayara aktarilarak tarama islemi

gerceklestirildi.
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4.2.5. Giimiis Boyama Yontemi ile Genotiplendirme Yapilmas: ve Haplotiplerin
Olusturulmasi

Gilimiis boyama sonrast APC film iizerinde goriintiilenen DNA bantlar
biiyiiklik farkliliklarina gbre numaralandirildi. Genotiplemenin ardindan ayni
bolgeden secilen birden fazla genetik belirleyici gen haritasinda yer aldiklari
siraya dikkat edilerek pedigrinin iizerine nakledildi ve anne-babadan gelen aleller

tahmin edilmeye calisilarak haplotipler olusturuldu.

4.2.6. Istatistik Analizler

Sonuglar baglant1 (linkage) ve haplotip analizi yapilarak degerlendirildi.
Baglant1 analizi i¢in iki farkli istatistik programi kullanildi. Hastalik ve markar alel
arasindaki baglantiy1 (two-point linkage) 6lgmek icin Ott tarafindan gelistirilmis
olan Linkage programi (61, 62) ve MLINK alt programi (Fastlink Versiyon 2.0) ,
kullanilirken bolgeden segilen ¢ok sayida markir ile hastalik aleli arasindaki
baglantiy1 (multipoint linkage) o©l¢mek icin Goncalo Abecasis tarafindan
gelistirilmis olan MERLIN (Siiriim 3.0) programi (63, 64) kullanildi.

Baglant1 analizinde sonuglar belirli rekombinasyon oranlar1 varsayilarak
aranilan genin test edilen kromozom lokusunda olma olasiliginin, ilgili
lokalizasyonda bulunmama olasiligina orani: Logarithm of Odds Ratio (LOD
Skor) olarak ifade edildi ve iki noktali baglanti analizinde tablo; ¢ok noktali
baglant1 analizinde ise bolgeye 6zgli grafik haline getirildi (Tablo 4-5-6-7 ve Sekil
17-18) Rekombinasyon fraksiyonu varsayilan rekombinasyon oranlarini

gostermektedir ve birimi cM’dir. Ornek: Hastalik ile markir alelinin daima birlikte
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kalitilmast durumu, yani tam baglanti oldugu varsayiminda rekombinasyon
fraksiyonu 6= 0,0 cM’dur.

Analizler otozomal dominant ve otozomal resesif varsayimlar altinda
tamamlandi. Otozomal dominant varsayim altinda maksimum genetik etkiyi
saptayabilmek i¢in penetrans oran1 0,90 olarak varsayildi. Esit alel frekanslari
Ongoriildii ve hastalik allel frekansi 0,0001 olarak kodlandi. Otozomal resesif
varsayim altinda tam penetrans varsayilarak analizler tekrarlandi.

Aday bolgelerden secilen DNA markirlari, birbirlerine goére kromozom
iizerinde siralanma diizenleri ve genetik pozisyonlar1 (cM cinsinden) Sekil 6’da
sunulmustir. Markirlar secilirken daha O6nce bu bolgelere baglanti bildirilen
yayinlardaki DNA markirlar1 referans alinmis, ya ayn1 markir c¢alisilmis ya da
harita lizerinde ilgili markira en yakin yerlesimli markir secilmistir.

Haplotip analizi i¢in genotip sonuglart CYRILLIC Programina aktarildi.
Rastgele secilmis bir hasta birey proband kabul edilerek hastalik haplotipi
belirlendi. Diger bireylere ait haplotipler bu hastalik haplotipi ile karsilastirilarak
ailedeki hasta bireylerin ayni haplotipi alip almadigi izlendi. Es zamanli olarak
normal bireylerin de kalitim kalib1 varsayimi ile uyumlu olarak hastalik alelini

kalitmamas1 sart1 arandi.
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Kromozom 4

4plB. 3
4plB. 2

4plBal

AplSe 33
4plSe 32
4pl5e 5l
4plSs 2
4plSa1

414

49131
4q13.2
dql3+3
4321+l
it
432143
dq22+1

4922, 2
492243

4325
424
4925
4926
4327

492841

4328, 2

4928+ 3

49%51+1
ks
5]+
931+
493143
493241
493242
4932+ 3
4533
4939442
49344 3
493541
49352

Markir
D4S1554
D4S408
D4S1540

Het.
0,86
0,78
0,60

Pozisyon
192,12 (cM)
195,06 (cM)
199,93 (cM)

Kromozom 6

B 5
i

BpRE.G

Bp22.2
BE22.1

REEL 2
Gp21.51
Br21.2

Br2l.l

Bpl2.3

692231
692232
Bq22.33

6923.1
6923.2
6923.3
6q24.1
6924.2
6924.3
6925.1
£925.2
£925.3

626

6927

Markir
D6S2418
D6S434
D6S1692

Het.
0,83
0,86
0,83

Pozisyon

107,9 (cM)
109,2 (cM)
111,2 (cM)

Kromozom 13

s )

15p12

13p11.2

13r11.1
13911
13912.11
1391212
13912413
13q12.2
13412.3
13413.1
13413.2

13q13.3

13914.11

13914.12
13914.13

13q14.2
13q14.3

13921.1
13421.2
13921.31
13921.32
13921.33
13422.1
13422,2
13422.5
13931.1
13931.2
139313
13932.1
13932.2
13932.3
13933.1
134332
139333

13934

Sekil 6. Kullanilan markirlarin kromozomlar iizerindeki lokalizasyonu, cM cinsinden pozisyonlari ve heterozigozite oranlari

Markir Het. Pozisyon
D13S1296 0,86 52,6 (cM)
D13S279 0,82 53,2 (cM)
D13S800 0,75 55,3 (cM)
D13S156 0,80 55,9 (cM)
D13S162 0,86 58,5 (cM)
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5. BULGULAR

Bu aragtirmada, fenotipin iyice detaylandirilabilmesi amaciyla ¢alismaya
katilmay1 kabul eden 2 aileden (Aile 2 ve Aile 12), toplam 16 hasta ve 15
saghkh birey ile goriisiilmiistiir (Ailelerin pedigrileri Sekil 7 ve Sekil 8’de
sunulmustur).

Gorilismeler sonucunda, Sivas—Zara bolgesi kokenli ikinci aile ve Ankara-
Cubuk bolgesi kokenli onikinci ailenin hasta bireylerinin GKD tanisi, Sivas
Cumhuriyet Universitesi ve Ankara Gazi Universitesi Ortopedi ve Travmatoloji
Anabilim Dallar1 tarafindan konulmus bir probanddan, yola ¢ikarak saptamustir.
5.1. Ailelerin Fenotipik Ozellikleri

Aileler “Hasta grubu” ve “Hasta yakinlar1 grubu” olarak ikiye ayrilmistir
(Tablo 1).

Aile bireylerinin fenotipik 6zelliklerinin dokiimii Tablo 2, 3A ve 3B’de
gosterilmistir.

Her iki ailedeki toplam 31 bireyden, Tachdjian Siniflamasi’na gore basit
tipte olduklar1 6ngdriilen 16 hasta bireyin 13’1 kadin, 3’1 erkekti. Toplam 15
sagliklt bireyin 9’u kadin, 6’s1 erkekti (Tablo 2). Aile 2’nin hasta grubunda
ebeveynleri arasinda akrabalik olan sadece bir birey varken, Aile 12°de akraba
evliligi yapan higbir birey yoktu. Aile 2’de hasta olan 8 bireyin, 3’liniin sag kalcga
ekleminde, geri kalan 5’inin ise her iki kal¢a ekleminde GKD saptanirken, Aile
12’de hasta olan 8 bireyin, 3’lniin sol kalga ekleminde, 2’sinin sag kalca
ekleminde, geri kalan 3’{iniin de her iki kal¢a ekleminde GKD saptandi (Tablo

3A-3B).
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Tablo 2. Hasta ve yakinlarinin cinsiyetlerine gore dagilimi

Cinsiyet Hasta Grubu Hasta Hasta Grubu Hasta
Yakinlar Yakinlari
Aile 2 Grubu Aile 12 Grubu
Aile 2 Aile 12
Kadin 5 2 8 7
Erkek 3 1 0 5
Toplam 8 3 8 12

Tablo 3A. Ailelerdeki hasta grubun, ebeveynleri arasindaki akrabalik ve GKD’nin

saptandigi kalca eklemi

Aile 2 Ebeveynleri GKD’nin
Pedigri Numaras: Cinsiyet arasinda akrabalik  goriildugii kalga
eklemi

T1 E + Sag
T2 K - Bilateral
T3 K - Bilateral
T5 K - Sag
T6 E - Bilateral
T8 K - Bilateral
T10 E - Sag
T11 K - Bilateral
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Tablo 3B: Ailelerdeki hasta grubun, ebeveynleri arasindaki akrabalik ve GKD’nin
saptandigi kalca eklemi

Aile 12 Ebeveynleri GKD’nin
Pedigri Numarasi Cinsiyet arasinda akrabalik  goriildiigi kalca
eklemi

DKC2 K - Sag
DKC 4 K - Sol
DKC 8 K - Sol
DKC 10 K - Sol
DKC 12 K - Bilateral
DKC 16 K - Bilateral
DKC 18 K - Bilateral
DKC 19 K - Sag
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II

111

1 2 3 4 5
T-12 T-7 T-1 T-2

) ‘ ‘ ‘ * *
1 2 3 4 / 5

T-10 T8 T-11 T-3

Sekil 7. Aile 2’nin pedigrisi

Aile 2
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Aile 12

3
il

R S

§ 7 g
DEG-13 DEG-14 DEG-15
5 & 7 \ 8 9 10 11
DEG-1 DEC-18 DEC-19 DEC-20 DEC
1 2 3
DEG2 DEG-18

Sekil 8. Aile 12’nin pedigrisi
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5.2. Pedigri Analizi

Her iki pedigrinin formal genetik incelemeleri hastaligin otozomal
dominant eksik penetransli bir genle kalitildigim diisiindiirmektedir. Iki ailede
kalitimin izlenebildigi toplam 8 birey vardir ve bunlarin 6 adedi hasta olup niteligi
bir sonraki kusaga aktarmis, 3 adedi ise kendileri normal olduklari halde
malformasyonu bir sonraki kusaga iletmis durumdadirlar. Bu durumda hastaligin
penetransi 6/8= 0,80 dolayinda goriinmektedir.

Analizler ilk planda otozomal dominant eksik penetrans varsayilarak
tamamlanmistir. Tam olarak dislanamadigi i¢in, resesif kalitim varsayimi altinda
alan sonugclar da tez igeriginde gosterilmistir.

5.3. Genetik belirleyicilerin (markirlarin) secimi ve Molekiiler analizler

Bu c¢alismada oncelikle gelisimsel kalga displazisi bozuklugunda daha
once bildirilmis 4935 ve 13g21 kromozom bdlgelerinin taranmasi hedeflenmistir.
Bu bolgelere ek olarak LOD skoru yiiksek saptanmis olan 6ql16 kromozom
bolgesinin de ¢alisilmasi uygun goriilmiistiir. Taranacak olan kromozomlara karar
verildikten sonra bu kromozomlardaki GKD ile iliskili oldugu belirtilen genetik
belirleyiciler saptanmistir (Tablo 1, Sekil 5).

Haplotip degerlendirmeleri ise sekiller lizerinde gosterilmistir (Sekil 9-10-

11-12-13-14-15).
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5.3.1. Kromozoma 13’e ait haplotip analizi (Sekil 9-10-11):
-Aile 12°deki 1 ve 2 numarali bireylerin varsayilan haplotipi, bir sonraki kusaga
bakarak, genetik belirleyiciler arasinda en az rekombinasyon diizeyi verecek

sekilde olusturulmustur ve tahmini haplotiplerdir.

-Pedigrilerde yer alan bu haplotipler bir sonraki kusakta her kromozom ayr1 ayr1
goriilecek sekilde ici tamamen dolu, i¢i tamamen bos ve enine ¢izgili olan

siitunlar seklinde her bir bireyin altinda gdsterilmistir.

-I¢i dolu siitunlar varsayilan hastalik allelini tastyan bireyleri, i¢i bos siitunlar da

normal allelleri tasiyan bireyleri gostermektedir.

-Hastalik alleli Aile 2 i¢in 4-4-4-2-3, Aile 12 i¢in ise 5-2-3-7-3 haplotipi olarak
belirlendiginde her iki ailede de ¢ok sayida hasta bireyin ilgili haplotipi tasimadigi
ve ailelerde hastalikla birlikte kalitilan ortak bir haplotip izlenmedigi goriilmiistiir.
Bu varsayima gore Aile 2 i¢in 3, 12, 14 numarali bireylerin, Aile 12 igin ise 9, 15,
20, 27 ve 34 numarali bireylerin tahmini allelleri tasimadiklar1 goriilmektedir.
Dolayis1 ile 2 ailede de 13. kromozomun assosiasyon bildirilen bu bolgesine

baglant1 gésterilmemistir.

59



Markir sira ve pozisyonu JZ__,@/ Aile 2

D13S51296 (69.55 Mb) 1 ? Kromozom 13921
D13S278 (70.49 Mb)

D13S800 (72.77 Mb)
D13S156 (73.55 Mb)

D13S162 (74.87 Mb) r1==o

3 5 6
T-5 T-6 T-13
2 6 4 1 1 6
3 5 4 4 1 4
2 3 4 2 4 2
4 5 2 4 6 4
3 8 3 9 8 8
9

GWN N
 —
——
~NOWN =

I—|
o
0—|
.

Sekil 9: Sag iist kdsede kromozom lokalizasyonu (13g21), sol iist kdsede ¢alisilan genetik belirleyiciler (markir)
(D13S1296, D13S278, D13S800, D13S156, D13S162) ve pozisyonlari

D13S156

16117 1811920 21|15

P 3 112 J1SH 6 Fol 1287510 §8
IRELLl T TLTLT T ET T

Sekil 9a: D13S156 numarali genetik belirleyicisine ait allel dagilimini gosteren fotograf



Markir sira ve pozisyonu .
D13S1296 (69.55 Mb) Aile 12

D138278 (70.49 Mb) Kromozom 13921
D13S800 (72.77 Mb) 7
(10)
m]gz
8

1
D13S156 (73.55 Mb)
(?)  (10) (3) (7) | 10 10 (2) (?) 4 5 (10)  (10) (10) (5)
(?) (1) (7) (7) 7 7 (2) (7) 4 2 (] (7) (2)
(?) () (3) (1) 3 3 (3) (3) 1 3 3) (M (3) (3)
? @ (3) (3) 4 4 (4) (3) 4 7 “4) (5 (4) (7)
? @ (4) (7) 3 3 (3) (4) 8 3 ) )

.

(10)] (5
n1@
@16
@ 1@
(3) 1 ®

[—
O
L]
O—

=[]

@.—
|
P -
L]

D13S162 (74.87 Mb) ﬁiHH
(8) (3)

14 15 16 17 18 23 24 25
DKC-3 DKC-4 DKC-2 DKC-7 DKC-13 DKC-14 DKC-15
5 8 4 8 (10) (?) 5 4 3 10 2 5 2 5 2 5
2 4 4 4 @ @ 2 4 4 7 2 2 7 2 7 2
3 3 1 3 @) @ 3 1 3 3 3 3 3 3 3 3
7 3 4 1 @ @ 7 3 3 4 4 7 3 7 3 7
3 9 8 7 @) @ 3 9 2 3 3 3 4 8 4 3

32 19 20 21 26 27\ 28 29 31
DKC-1 DKC-10 DKC-11 DKC-17 DKC-18 DKC-19 DKC-20 DKC-21
10 5 2 (? 3 10 7 10 3 4 10 10 10 5 10 10 10 5
7 2 2 7 7 7 7 2 3 7 7 7 2 7 7 7 2
3 3 3) (?) 3 3 1 3 4 4 3 3 3 3 1 3 1 3
4 7 2 (? 3 4 3 4 1 1 4 4 4 4 5 4 5 7
3 3 2 O 4 3 7 3 8 4 3 8 3 8 8 8 8 3
33 34
DKC-9 DKC-16
2 10 3 10
2 7 2 7
3 3 4 3
2 4 1 4
2 3 8 8

Sekil 10: Sag iist kosede kromozom lokalizasyonu (13q21), sol iist kdsede ¢alisilan genetik belirleyiciler (markir) (D13S1296, D13S278, D13S800, D13S156,

D13S162) ve pozisyonlar1
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13q21

%
D13S1296 D13S162
5.9 cM
5.320 Mb
Genetik
Uzaklik 0.6 cM 2.1 cM 0.6 cM 2.6 cM
(cM)
<<
Fiziksel
Uzaklik
(Mb)
70.0 Mb 75.0 Mb
\ 4 Y
D13S279 D13S156
70 493 Mh 73 555 Mh
v v v
D13S1296 D13S&800 D13S162
69 554 Mh 72 772 Mh 74 74 Mh

Sekil 11: D13S1296, D13S278, D13S800, D13S156, D13S162 numaral genetik belirleyicilerin (markir) harita iizerinde birbirine gore lokalizasyonlari:
Calisilan kromozom lokalizasyonu (13g21) en iistte belirtilmistir. Onii¢lincii kromozomun bu bolgesinde tezimizde yer alan genetik belirleyicilerin birbirlerine gore
lokalizasyonlar1 skalanin alt kisminda gosterilmistir. Genetik belirleyicilerin konumu skalanm iist kisminda genetik uzaklik (cM) cinsinden verilmistir. Skalanin alt
kisminda ise bu yerlestirme fiziksel uzaklik megabaz (Mb) cinsinden yapilmustir.

* Mabuchi ve ark.’nin (2006) dort jenerasyonda sekiz kalga displazili birey iceren bir Japon ailesinde “Asetabular Displazi’ zemininde gelisen osteoartirit ile

iliskilendirdikleri 5.9-cM’lik kritik bolge (4).
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5.3.2. Kromozom 4’e ait haplotip analizi: (Sekil 12-13-14)
-Aile 12°deki 1 ve 2 numarali bireylerin varsayilan haplotipi bir sonraki kusaga
bakarak, genetik belirleyiciler arasinda en az rekombinasyon diizeyi verecek

sekilde olusturulmustur ve tahmini haplotiplerdir.

-Pedigrilerde yer alan bu haplotipler bir sonraki kusakta her kromozom ayr1 ayri
goriilecek sekilde i¢i tamamen dolu, i¢i tamamen bos, enine ¢izgili ve yanina

cizgili olan stitunlar seklinde her bir bireyin altinda gosterilmistir.

-I¢i dolu siitunlar varsayilan hastalik allelini tastyan bireyleri, i¢i bos siitunlar da

normal allelleri tasiyan bireyleri géstermektedir.

-Hastalik alleli Aile 2 i¢in 1-5-9, Aile 12 igin ise 6-7-9 haplotipi olarak
belirlendiginde her iki ailede de ¢ok sayida hasta bireyin ilgili haplotipi tagimadigi
ve ailelerde hastalikla birlikte kalitilan ortak bir haplotip izlenmedigi goriilmiistiir.
Bu varsayima gore Aile 2 i¢in 3, 12, 14 numarali bireylerin, Aile 12 i¢in ise 9, 15,
17, 20, 28 ve 34 numarali bireylerin tahmini allelleri tasimadiklar1 goriilmektedir.
Dolayis1 ile 2 ailede de 4. kromozomun assosiasyon bildirilen bu bdlgesine

baglant1 gésterilmemistir.
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Aile 2
Kromozom 4q35

Markir sira ve pozisyonu 1
D4S1554 (184.92 Mb)
D4S408 (185.38 Mb)
D4S1540 (186.49 Mb)
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Sekil 12: Sag iist kdsede kromozom lokalizasyonu (4q35), sol iist kdsede caligilan genetik belirleyiciler (markir)

(D4S1554, D4S408, D4S1540) ve pozisyonlari

D4S1554

-

N B ules 5 12 20 7 914

I > &
Sekil 12a: D4S1554 numarali genetik belirleyicisine ait allel dagilimint gosteren fotograf



Markir sira ve pozisyonu

D451554 (184.92 Mb)
(185.38 Mb) | 1 °
D4S5S1540 (186.49 Mb)  §

D45408

Aile 12
Kromozom 4935

Sekil 13: Sag iist kdsede kromozom

pozisyonlari

16
?2 2
?2 2
?2 2

~w~

OoON

23

DKC-8
(?) (?) (8 4) (8 2 8 (8)
() (CORQ) T (™ 3 1 (4)
™ @ © O 9 7 ©

o N ©
~N = 0
o~ ®

DKC-10 DKC-11
6) (2 4 8 8 2
6) (7 7 1 7 3
©) () 9 7 9 9
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lokalizasyonu (4q35), sol iist kosede caligilan

genetik belirleyiciler (markir) (D4S1554, D4S408, D4S1540) ve
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4q35

* D4S1554 D4S3051
11.65 cM
184.925Mb 3.335 Mb 188.261Mb
Genetik D4S3051
Unakhik 2.94 cM 4.87 cM 3.84 cM |
(cM)
<
Fiziksel
Uzaklik
(Mb) 184.0 Mb 185.0 Mb 188.0 Mb
\ 4
D4S408
185 388 Mh |
A 4
D4S1554 D4S1540
184 925 Mh 1R6.493 Mh

Sekil 14: D4S1554, D4S408, D4S1540 numaral genetik belirleyicilerin (markir) harita iizerinde birbirine gore lokalizasyonlar1

Calisilan kromozom lokalizasyonu (4q35) en {iistte belirtilmistir. Dordiincii kromozomun bu bdlgesinde tezimizde yer alan genetik belirleyicilerin birbirlerine gore
lokalizasyonlar1 skalanin alt kisminda gosterilmistir. Genetik belirleyicilerin konumu skalanmn iist kisminda genetik uzaklik (cM) cinsinden verilmistir. Skalanin alt
kisminda ise bu yerlestirme fiziksel uzaklik megabaz (Mb) cinsinden yapilmustir.

* Roby ve ark.’nin (1999) kal¢a eklemindeki erken dejenaratif osteoartropati ile iligskilendirdikleri 11.65 cM’lik kritik bolge (3).
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5.3.3. Kromozom 6’ya ait haplotip analizi: (Sekil 15-16-17)
-Aile 12°deki 1 ve 2 numarali bireylerin varsayilan haplotipi bir sonraki kusaga
bakarak, genetik belirleyiciler arasinda en az rekombinasyon diizeyi verecek

sekilde olusturulmustur ve tahmini haplotiplerdir.

-Pedigrilerde yer alan bu haplotipler bir sonraki kusakta her kromozom ayr1 ayri
goriilecek sekilde i¢i tamamen dolu, i¢i tamamen bos, enine ¢izgili ve yanina

cizgili olan stitunlar seklinde her bir bireyin altinda gosterilmistir.

-I¢i dolu siitunlar varsayilan hastalik allelini tastyan bireyleri, i¢i bos siitunlar da

normal allelleri tasiyan bireyleri géstermektedir.

-Hastalik alleli Aile 2 i¢in 6-14-1, Aile 12 igin ise 3-14-9 haplotipi olarak
belirlendiginde her iki ailede de ¢ok sayida hasta bireyin ilgili haplotipi tasimadigi
ve ailelerde hastalikla birlikte kalitilan ortak bir haplotip izlenmedigi goriilmiistiir.
Bu varsayima gore Aile 2 i¢in 3 numarali bireyin, Aile 12 i¢in ise 15, 17, 20, 27,
28 ve 34 numarali bireylerin tahmini allelleri tasimadiklar1 goriilmektedir.
Dolayis1 ile 2 ailede de 6. kromozomun assosiasyon bildirilen bu bdlgesine

baglant1 gésterilmemistir.
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Markir sira ve pozisyonu
D6S2418 (101.45 Mb)
D6S434 (102.54 Mb)
D6S1692 (103.90 Mb)

b

1

b

Aile 2
Kromozom 6q16

-
-

]

6
T-5 T-6 T-13
5 3 6 3 2 2
12 10 14 10 2 9
1 1 1 1 1 1
8 9 10 11
T-12 T-7 T-1 T-2
6 2 5 3 6 2 2 6
14 9 6 12 14 12 | 10 14
1 1 1 1 1 1 6 6

-~

e o

-

12
T-10
6 5
14 6
1 1

14 15 16
T-8 T-11 T-3
6 3 6 2 2 6
14 12 14 10 12 14
1 1 1 6 1 6

Sekil 15: Sag iist kosede kromozom lokalizasyonu (6q16), sol iist kosede calisilan genetik belirleyiciler (markir)

(D6S2418, D65434, D6S1692) ve pozisyonlart

r N P Syt
i T
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T
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D6S1692

617 18192021151413 126 5 4 3 2 17 811109 ' {
) !

R

Sekil 15a: D6S1692 numarali genetik belirleyicisine ait allel dagilimini gosteren fotograf
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Markir sira ve pozisyonu
D6S2418 (101.45 Mb)

D6S434 (102.54 Mb) jri

D6S1692 (103.90 MDb) 1

Aile 12
Kromozom 6q16

3) (?)
(14) (3)
(9) (?)

T e = b o

8 9 10 11 12 13

2 2 5|:|I3 @) 6 5HI3 (3>|:||:|(2) (5)|:||
2 2 11 14 @ an | 14 1) | an
? 2 6 9 ) (9 9 9 (1) (8) (6)

Sekil 16: Sag iist kdsede kromozom lokalizasyonu (6q16), sol iist kosede caligilan genetik belirleyiciler (markir) (D6S2418, D6S434, D6S1692) ve

pozisyonlari
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6q16

D6S434
Genetik 1.3 cM 2.0 cM
Uzaklik
(cM)
<<
Fiziksel
Uzaklik
(Mb) 100.0 Mb 105.0 Mb
D6S434
1025472 Mh
A\ 4 \ 4
D6S2418 D6S1692
101 459 Mh 103 905 Mh

Sekil 17: D6S2418, D6S434, D6S1692 numarah genetik belirleyicilerin (markir) harita iizerinde birbirine gore lokalizasyonlar:

Calisilan kromozom lokalizasyonu (6q16) en iistte belirtilmistir. Altinc1 kromozomun bu bdlgesinde tezimizde yer alan genetik belirleyicilerin birbirlerine gore

lokalizasyonlari skalanin alt kisminda gdsterilmistir. Genetik belirleyicilerin konumu skalanimn iist kisminda genetik uzaklik (cM) cinsinden verilmistir. Skalanimn alt

kisminda ise bu yerlestirme fiziksel uzaklik megabaz (Mb) cinsinden yapilmustir.

* Mabuchi ve ark.'nin (2006) genom taramasi verilerini de igeren dort jenerasyonda sekiz kalca displazili birey igeren bir Japon ailesinde “Asetabular Displazi’®

zemininde gelisen osteoartirit calismasinda pozitif LOD skoru 2.26 saptanan index markir (4).
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5.4. Istatistiki Analizler

Yapilan LOD skor analizleri 4q35, 6q16 ve 13g21 numarali kromozom
bolgelerinden secilen belirleyici alleller ile tiplendirdigimiz ailelerdeki GKD
fenotipi arasinda baglanti olmadigini gosterdi.
a) Iki noktali LOD skor analiz sonuglar
Tablo 4: 2 numarali ailede hastalik aleli ile markir aleli arasinda iki noktali (two
point) lod skor sonuglari.

Rekombinasyon fraksiyonu (6 cM)

DNA Pozisyon Pozisyon (.00 0.01 0.05 0.10 Dislanma

Markar (Mb) (cM) (cM)
7>-2,0
D4S1554 184.92 192.12 -0 -2.65 -1.29 -0.74 2
D4S408 185.38 195.06 - ® -2.61 -1.26  -0.72 2
D4S1540 186.49 199.93 -0 -2.61 -1.27  -0.74 2

D6S2418 101.45 107.88  -3.75 -047 0.13 032 ----
D6S434 102.54 109.19  -385  -0.57 0.05 0.25 ----
D6S1692 103.90 111.17 0.23 0.22 0.19 0.16 ----

D13S1296 | 69.55 52.64 -0 -2.56  -1.21  -0.68 1
D13S279 70.49 53.17 -445 -1.16 -049 -0.24 -
D13S800 72.77 55.31 -4.58 -157  -0.86 -0.55 -—--
D13S156 73.55 55.85 -427 -128 -059 -0.31 -
D13S162 74.87 58.54 -0 -2.65 -1.28 -0.73 2

* Analiz dominant kalitim kalib1 ve %90 penetrans orani varsayilarak yapilmistir.

Markirlarin fiziksel ve genetik pozisyonlart yanlarinda verilmistir. Diglanma

araligi cM cinsinden Z> -2,0 olarak hesaplanmugtir.
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Tablo 5: 2 numarali ailede hastalik aleli ile markir aleli arasinda iki noktali (two

point) LOD skor sonuglari.

Rekombinasyon fraksiyonu (6 ¢cM)

DNA Pozisyon Pozisyon 0.00 0.01 0.05 0.10 Dislanma
Markir (Mb) (cM) (cM)
7>-2,0
D4S1554 18492 19212 -o -2.02 -0.76 -0.31 1
D4S408 185.38 19506 -o -198 -0.72 -0.28
D4S1540 186.49 19993 -« -032 022 0.34
D6S2418 101.45 107.88 -  -2.04 -0.73 -0.25 1
D6S434 102.54  109.19 -o -1.68 -0.42 -0.08
D6S1692 103.90 111.17 047 045 039 0.33
D13S1296 | 69.55 52.64 -0 -5.61 -2.88 -1.77 8
D13S279 70.49 53.17 -0 =392 -191 -1.12 4
D13S800 72.77 55.31 -0 =239 -1.08 -0.59 1
D13S156 73.55 55.85 -0 =234 -1.03 -0.55 1
D13S162 74.87 58.54 -0 -4.00 -198 -1.18 4

* Analiz resesif kalitim kalibi ve tam penetrans orani varsayilarak yapilmustir.

Markirlarin fiziksel ve genetik pozisyonlari yanlarinda verilmistir. Dislanma

araligi cM cinsinden Z> -2,0 olarak hesaplanmustir.
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Tablo 6: 12 numarali ailede hastalik aleli ile markir aleli arasinda iki noktal1 (two

point) LOD skor sonuglari.

Rekombinasyon fraksiyonu (6 cM)

DNA Pozisyon Pozisyon  0.00 0.01 0.05 0.10 Dislanma
Markir | (Mb) (cM) (cM)
7>-2,0

D4S1554 184.92 192.12 -0 -346 -1.88 -1.15 4
D4S408 185.38 195.06 -0 -489 -2.63 -1.60 7
D4S1540 186.49 199.93 -0 285 -144 -0.84 2
D6S2418 101.45 107.88 -5.08 -1.24 -0.46 -0.12
D6S434 102.54 109.19 -0 -5.85 -373 247 12
D6S1692 103.90 111.17  -4.17 -240 -1.42 -0.88 2
D13S1296 69.55 52.64 -0 -4.65 -259 -l.61 7
D13S279 70.49 53.17 -0 472 2,65 -1.65 7
D13S800 72.77 55.31 -1.82 -134 -035 0.01
D13S156 73.55 55.85 -0 -2.19 -1.18 -0.65 1
D13S162 74.87 58.54 -0 =537 -349 246 13

* Analiz dominant kaliim kalibi ve %90 penetrans orani varsayilarak

yapilmistir. Markirlarin fiziksel ve genetik pozisyonlari yanlarinda verilmistir.

Dislanma araligi ¢cM cinsinden Z> -2,0 olarak hesaplanmuistir.
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Tablo 7: 12 numarali ailede hastalik aleli ile markir aleli arasinda iki noktal1 (two

point) LOD skor sonuglari.

Rekombinasyon fraksiyonu (6 cM)

DNA Pozisyon Pozisyon (.00  0.01 0.05 0.10 Dislanma
Markir (Mb) (cM) (M)
7>-2,0

D4S1554 184.92 192.12 -0 -3.07 -146 -0.79 2
D4S408 185.38 195.06 -0 -7.14  -3.63 -2.17 10
D4S1540 186.49 199.93 -0 466 -2.79 -1.83 8
D6S2418 101.45 107.88 -0 =254 -139  -0.82 2
D6S434 102.54 109.19 -0 407 -195 -1.08 4
D6S1692 103.90 111.17 -0 =377 201 -1.22 5
D13S1296 69.55 52.64 -0 471 255  -1.58 7
D13S279 70.49 53.17 -0 413 248 -1.63 7
D13S800 72.77 55.31 1.19 1.17 1.04 0.87
D13S156 73.55 55.85 -0 =282 -1.35 -0.71 2
D13S162 74.87 58.54 -0 -3.06 -1.65 -1.04 3

* Analiz resesif kalitim kalibi ve tam penetrans orani varsayilarak yapilmistir.

Markirlarin fiziksel ve genetik pozisyonlart yanlarinda verilmistir. Diglanma

araligi cM cinsinden Z> -2,0 olarak hesaplanmustir.

74



b) Multipoint LOD skor analiz sonuclari

AILE 2 DOMINANT MODEL

Location Score
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| N
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Position (cM)

196
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Sekil 18: Aile 2 icin MERLIN programi kullanilarak hem resesif hem de dominant modele goére yapilan multipoint LOD skor analiz sonuglari.

Y axis’de LOD skor degerlerleri X-axis’te ise rekombinasyon fraksiyonu (6 cM) verilmistir. Cok noktali analizde tiim bdlgeye 6zgii markirlara yonelik

analiz yapildig1 icin LOD skor yerine Lokalizasyon skoru tanimi kullanilir. Gerek dominant gerekse resesif kalitim varsayimi altinda test edilen her ii¢ aday

bolgede de kritik bolgenin tamamini kapsayacak sekilde negatif LOD skorlar elde edildigi goriilmektedir.
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Sekil 19: Aile 12 icin MERLIN programi kullanilarak hem resesif hem de dominant modele gore yapilan multipoint LOD skor analiz sonuglari.
Y axis’de LOD skor degerlerleri X-axis’te ise rekombinasyon fraksiyonu (8 cM) verilmistir. Cok noktali analizde tim bolgeye 6zgii markirlara yonelik
analiz yapildig1 i¢in LOD skor yerine Lokalizasyon skoru tanimi kullanilir. Gerek dominant gerekse resesif kalitim varsayimi altinda test edilen her ii¢ aday

bolgede de kritik bolgenin tamamini kapsayacak sekilde negatif LOD skorlar elde edildigi goriilmektedir.



6. TARTISMA

Hippocrates’in, dogustan kalca ¢ikigini ilk kez tarif ettigi ve sebep olarak
da gebelik sirasindaki uterus i¢i basinci ve dogum eylemi sirasindaki travmalari
gosterdigi, MO 400°lii yillardan giiniimiize degin kal¢a problemleri ¢ocukluk ve
adolesan yas grubu icerisinde, oldukca sik goriilen bozukluklar olarak 6nemini
korumaktadir. GKD, tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de sik goriilen kalgca
sorunlarinin basinda yer almaktadir. Ozellikle erken donemde tanis1 ve tedavisi
miimkiin olan bir hastaliktir. Bu nedenle tiim yeni doganlarin muayene edilmesi,
hastaligin risk faktorlerinin bilinmesi ve riskli hastalarin taranmasi, ayn1 zamanda
Oonemli bir sosyal sorun olan bu hastaligin 6nlenmesini miimkiin kilacaktir.

Son yillarda GKD hastaliginin patofizyolojisini ortaya ¢ikarmak amaciyla
genetik metotlar kullanilmaya baslanmistir. Son 40 yil i¢inde, birden fazla bireyin
etkilendigi genis aile ve ikiz calismalar1 sonucunda kal¢a eklemini ilgilendiren
pek cok rahatsizligin etiyolojisinde genetik yatkinlik oldugu anlagilmistir (29).

Ozellikle son 10 yil icinde, séz konusu patolojilere yatkinlik yaratan
genlerin saptanabilmesi amaciyla baglanti analizleri basta olmak Tizere
arastirmalar yapilmis ve ilgili birka¢ lokus saptanmistir (3,4). Ancak belirlenen bu
lokuslarda hastaliktan sorumlu tek bir gen etkisi ortaya konamamistir. Bunun en
onemli nedeni; bu hastaligin kompleks bir dogasinin olmasi, klasik mendeliyen
kalitim gostermemesi, etiyolojisinde birden fazla genin (poligenik) ve ayrica gen
+ c¢evre (multifaktoriyel) etkilesiminin s6z konusu olmasidir. Kompleks kalitim
gosteren ve gen + cevre iliskilerinin s6z konusu oldugu hastaliklarin genetik

modellemesi tam olarak yapilamadigi i¢in bu hastaliklara yatkinlik yapan genlerin
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saptanmast gilictlir. Ancak bu hastaliklar icin de, ailede kalitsallifin
gosterilebildigi ve tek gen kaliiminin modellenebildigi genis aileler biiyiik
avantaj olarak kabul edilmektedir. Buna en iyi 6rnek, bilinen en kompleks hastalik
olan kanserlerin genetigidir. Meme kanserlerinde ailevi yatkinliklar {izerinden
BRCA gen mutasyonlarimin tespiti (65), mide kanserinde E-Cadherin gen
mutasyonlarinin kalitsal “diffuse gastric” kansere yol actiginin gosterilmesi gibi
pek ¢ok ornek kompleks etiyolojili hastaliklarda tek gen kalitiminin roliine isaret
etmektedir. Bu nedenle tez konusu olan aileler GKD malformasyonunun kalitsal
etiyolojisini arastirmada kritik oneme sahiptir.

Pedigri analizi ile genetik kokenli bir hastaligin kalittm kalibinin
saptanmast hem arastirmayi planlama hem de sonuca ulasilmasi agisindan
onemlidir. Temel olarak Aile 2’nin pedigri analizi, otozomal dominant kalitim1
distindiirmekle birlikte otozomal resesif kalitim da dislanamamistir. Otozomal
dominant kalitimin 6zelligi olan; hastaligin kusak atlamamasi, hastaligin hem
kizlarda hem de erkeklerde goriilmesi ve hasta bireylerin ¢ocuklarinda hastaligin
%350 oraninda ortaya ¢ikmasi Aile 2’nin pedigrisinde izlenmektedir (Sekil 7).
Birinci kusaktaki 1 ve 2 numarali bireyler (I-1, I-2) ile ii¢lincii kusaktaki 2 ve 3
numarali bireylerin (III-2, III-3), c¢ocuklarinda hastaligin gdzlemlenip,
kendilerinde olmamasi da bu kalitim tipinin diger 6nemli bir o6zelligi olan
“penetrans eksikligi” ile aciklanabilmektedir. Otozomal resesif kalitim kalibi
acisindan incelendiginde Aile 2’nin pedigrisinde, akraba evliligi yapan tek bir ¢ift
olmasina karsin Sivas ilinde akraba evliliginin yiliksek olmas1 (66), birinci (I-1, I-

2) ve ligiincii (ITI-2, III-3) kusaktaki bireylerin hasta olmamalarina ragmen
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cocuklarinin hasta olmas1 ve yine 3. kusaktaki bireylerin (I1I-4, III-5) her ikisinin
ve tiim ¢ocuklarinin (IV-4, IV-5, IV-6) hasta olmalar1 bu kalitim modelinin de s6z
konusu olabilecegini diisiindiirmektedir. Diger kalitim kaliplart g6z Oniine
alindiginda; babadan ogula kalitimin gézlenmesi nedeni ile aile 2’nin pedigrisi
hem X’e bagh resesif kalitim modeline hem de X’e bagh dominant kalitim
modeline uymamaktadir.

Aile 12, Ankara’da yerlesmis ve rolatif olarak Aile 2°den daha biiyiik bir
ailedir. Pedigri analizinde, hastaligin her kusakta goriilmesi nedeni ile kalitim
kalib1 otozomal dominanta daha ¢ok uymaktadir (Sekil 8). Ikinci kusakta (II-1) bir
bireyde hastaligin gdzlemlenmeyip ¢ocuklarinda (III-2, I11-4) ortaya ¢ikmasi OD
kalittmin penetrans eksikligi ile aciklanabilir. Otozomal resesif kalitim
kalibindan ise ikinci kusakta akraba olmayan ancak hasta olan (II-8, II-9)
bireylerin ¢ocuklarinin (III-6, III-7, III-8) higbirinin hasta olmamasi nedeniyle
uzaklasilmasina ragmen, hastaligin genetik heterojenitesinin yiiksek oldugu da
g0z Oniinde bulundurulmalidir. Ayrica ikinci kusaktaki saglam bireylerin (II-1,1I-
2) cocuklarinda hasta bireylerin (III-2, I1I-4) olmasi da resesif kalitim kalibini
desteklemektedir. Bu nedenle kalitim modeline net olarak karar verilemediginden,
istatistiksel analizler yapilirken resesif model de incelenmistir.

X’e bagh resesif kalitim modelinde, normal bir erkekle evlenen hasta
bayanlarin, kiz ¢ocuklarinda bu hastaligin goriilmesi beklenemeyeceginden Aile
12°nin pedigri analizi bu kalitm kalibina uyum gdstermemektedir. ikinci
kusaktaki esinin (II-2) ve kendisinin (II-1) saglikli oldugu varsayilan bireyin,

kizlariin (I1I-2, 11I-4) hasta olmasi nedeni ile daha ¢ok babadan ogla kalitim
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gozlenmesi ile ekarte edilebilen X’e bagh dominant kalitim modeli, erkek hasta
gorlilmeyen Aile 12 pedigrisinde de ekarte edilebilmistir.

Bu durumda, literatiir bilgileri de kullanilarak bu ailelerde hastaligi
olusturan tek bir major gen oldugu varsayimi iizerinde durulmus ve istatistiki
analizleri, hem otozomal dominant, hem de otozomal resesif kalitim kaliplar1 6n
goriilerek yapilmistir.

Calismada aday lokalizasyon yaklasimi kullanilarak daha 6nce GKD
malformasyonu ile ilgili oldugu bildirilen toplam ii¢ lokalizasyon i¢in baglanti
analizi calismasi yapilmistir. Bu lokalizasyonlardan ilki Roby ve arkadaglarinin
(1999), Beukes tipi GKD ile iliskilendirdikleri kromozom 4q35 lokiisiidiir. Roby
ve arkadaglariin yaptig1 bu ¢alismada GKD lokiisii D4S1554 ile D4S3051 DNA
markirlar1 arasindaki 11-cM lik bélgeye haritalanmistir (Sekil 14). Fiziksel olarak
bu bolge 4 numarali kromozomun 184,9-188,0 megabazlari arasinda bulunan
bolgedir ve fiziksel biiyiikligii 3,1 Mb’dir. Calismamizda bolgeyi tamamen
kapsayan tic adet DNA markiri, D4S1554 (184,92 Mb)-D4S1408 (185,38Mb) ve
D4S1540 (186,49 Mb) kullanilmis ve baglant1 analizinde her {ic markir iginde
hastalik ve markir alelleri arasinda negatif LOD skor oranlar1 elde edilmistir
(Tablo 4-5-6-7) . Bu markirlardan en ¢ok informasyon alinan DNA markiri
D4S408 dir ve sadece bu markira ait sonuglar bolgeyi hem telomerik hem de
sentromerik tarafindan 7 cM (toplam 14cM) olacak sekilde diglamistir.

GKD i¢in ikinci aday bolge Mabuchi ve arkadaslarinin (2006), tanimladigi
kromozom 13q22°de yeralan D13S1296 ve D13S162 markirlar1 arasindaki

6cM’lik bolgedir (Sekil 11). Bolgeden secilen alti adet DNA markir ile negatif
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LOD skorlar elde edilmis, D13S1296 ve D13S162 markirlar1 bdlgeyi sentromerik
tarafta 7cM, telomerik tarafta da 13cM olacak sekilde dislamistir. Bu durum 69-
75 megabazlar arasinda yer alan boélgenin tamamen dislandigi anlamina
gelmektedir. Analizlerde test edilen iicilincii bolge ise yine Mabuchi ve arkadaglar
tarafindan yapilan genom taramasi ¢alismasinda (2006) maksimum LOD skorun
2,26 saptanmasi nedeniyle secilen ve kromozom 6ql6’da yer alan D6S2418 ile
D6S1692 markirlar1 arasindaki 3,3 cM’lik bolgedir (Sekil 17). Bolge fiziksel
olarak 101,4-103,5 megabazlar arasinda kalan 2 Mb’lik bir alandan ibarettir ve bu
bolgeyi taramak i¢in secgilen ii¢ markir da negatif LOD skor vermistir.

LOD skor analizlerine es zamanl olarak yapilan haplotip analizleri de her
iic bolgenin dislanmasini teyid etmistir. Ilgili bolgeler olas1 bir otozomal resesif
kalitim varsayimi altinda da test edilmis ve her ii¢ bolge bu varsayim altinda da
dislanmistir (Tablo 5 ve Tablo 7)

Giinlimiize kadar bildirilen, GKD ile iliskilendirilmis kromozom
bolgelerinin tezimizde dislanmasi, yani baglanti gostermediginin anlasilmasi
baska bir lokus/lokuslarin varhigini, yani hastalifin genetik heterojenite
gosterdigini diisindiirmektedir. Bu durumda ya farkli aday gen yaklasimi ile
baglanti analizlerine devam etmek ya da tiim genomun rastgele taranmasi
prensibine dayali genom-boyu tarama calismasi planlanmasi uygun olacaktir.
Ilgili tez ¢alismasi, kullanilan ailelerin genom boyu analiz i¢in giiciiniin ¢ok
yiiksek oldugunu da ispatlamistir. Ozellikle dislanma analizinde markirlar
informatif oldugu durumda istatistik a¢idan dislanma i¢in anlamlilik Slgiitii olan

Zmax =-2 degerine rahatlikla ulasilabilmektedir. Bu durum genom boyu
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analizlerde Tip I hata (baglanti olmamasi halinde baglanti varmis sonucu
alinmasi) olasiligin1 diistirmektedir.

Ileriye yonelik yapilmasi planlanan c¢alismalarda aday gen yaklasimi
benimsendigi takdirde GKD etiyolojisinde fonksiyon agisindan 6nemi olabilecek
genler su sekilde 6zetlenebilir. Bilindigi gibi eklemin olusumu hiicresel olaylarin
karmasik bir diizende meydana gelmesiyle ortaya ¢ikmaktadir. Kikirdak yapinin
ossifikasyonu ve uzun kemik taslagi eszamanli olarak belirlenmektedir. Molekiiler
teknikteki ilerlemeler sayesinde “bone morfojenik proteinlerin” (BMPs-gelisimde
anahtar rol oynayan bir hiicre sinyal molekiilleri ailesi), eklem olusumunun c¢ok
onemli bir komponenti oldugu anlasilabilmistir. Biiylime ve diferansiyasyon
faktorii 5 (GDF-5), iizerinde en ¢ok calisilan ve uygun eklem gelisimi i¢in gerekli
olan BMP’dir. Kromozom 20q11.2 de lokusu bulunmus olan GDF-5, hiicresel
yogunlasmanin erken donemlerinden hiicre kavitasyonuna kadar, ekstremitenin
gelismekte olan eklemlerinin hemen hepsinde tespit edilmistir (67). Kollajen
baglarin olusumundan sorumlu 17g21.3 lokalizasyonlu COL1A1, 1722
lokalizasyonlu COL1A2 ve 2q31 lokalizasyonlu COL1A3 genleri ve konnektif
doku olusumundan sorumlu 6q23.1 lokalizasyonlu CTGF geni ilk olarak
calisilmasi planlanan aday gen bolgeleridir (68).

Bu Dbolgelerin negatif ¢ikmasi durumunda genom-boyu tarama
caligmalarina gecilmesi zorunlu olacaktir. Son yillarda SNP c¢ip teknolojisinin
gelismesi tek bir deneyde genomu 10.000-1.000.000 SNP ile calisilabilecek
boyuta getirmistir. Bu denli biiyiik bir rezoliisyonun tez igeriginde kullanilan STR

markirlar ile elde edilebilmesi miimkiin degildir. Yine gerek zaman gerekse efor
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acisindan ¢ip analizleri biiyiik avantajlar sunmaktadir. Genom boyu analiz
yapildiginda tiim kromozomlarin ¢ok sik araliklarla taranmasi hem parametrik ve
non-parametrik linkage analizlerinin es zamanli olarak kullanilmasini olanakl
kilmakta, hem de sitogenetik analiz ile tespit edilemeyecek Olgiideki
mikrodelesyon ve duplikasyonlarin tespit edilebilmesini olanakli kilmaktadir.
Maliyet acisindan aday gen yaklasimina gore daha pahali bir yontemdir. Ancak
kazandiracagl avantajlar agisindan tartisilmaz bir istiinliige sahiptir. Tim bu
yonleri ile diisiintildiiglinde ilgili tez ¢alismas1 genom boyu analizleri baslatacak
yeterli 6n veriye sahiptir ve GKD etiyolojisine yol acan gen/genlerin bulunmasi

yolunda kritik bir asamay1 tamamlamaistir.
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7. SONUCLAR

Gelisimsel kalca displazisi (GKD), femur basinin asetabuluma yerlesme
anomalisidir. Asil etiyolojik sebep bilinmemekle birlikte; mekanik
faktorler, fizyolojik etkenler ve genetik faktorler lizerinde durulmaktadir.
Kalitsal GKD etiyolojisinde otozomal dominant, eksik penetrans
varsayimi genom taramalarinda kullanilabilecek etkin bir varsayimdir.
Kalitsal GKD genetik olarak heterojen bir hastaliktir.

Calismamizda, GKD ile iliskili oldugu diisiiniilen kromozom 4q35°’te,
D4S1554 ile D4S3051 markirlart arasindaki 8-cM’lik bdlge, kromozom
13g22°te, D13S1296 ve D13S162 markirlar1 arasindaki 6-cM’lik bolge ve
kromozom 6ql6’da D6S2418 ile D6S1692 markirlar1 aras1 3,3-cM’lik
bolge dislanmustir.

Genetik heterojenitesi yiiksek ve kompleks kalitildigr diistiniilen GKD
hastaligi i¢in asosiyasyon ¢alismalar1 planlanmadan o6nce tek gen
varsayimini  destekleyen ailelerin bulunmasi ve 1ii¢ kusak boyunca
orneklenebilmesi bu hastaliga yol acan genlerin saptanabilmesinde

tartismasiz oneme sahip caligmalardir.
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9.0ZET

“Gelisimsel kalca displazisi ile iligkili gen/genlerin arastirilmast”

Gelisimsel Kalga Displazisi (GKD), femur basinin asetabuluma yerlesmesi
ile ilgili sik rastlanilan bir anomalidir. Kapsiiler laksisite ile femoral basin hafif
insitabilitesinden, femoral basin asetabulumdan tam c¢ikigima kadar degisen
siddette goriilebilmektedir. Genelde bilateral olup, kadinlarda, erkeklere oranla
daha sik (5:1) goriilmektedir. GKD daha ¢ok izole olarak karsimiza ¢ikmakla
birlikte, farkli sendromlarin bulgusu ya da kromozomal anomalilerle birlikte de
goriilebilmektedir. Goriilme sikligini etkileyen 6nemli bir diger faktor de, cografik

ve 1rksal dagilimlardir.

Literatiirde, bu hastaliginin kalitm modeli olarak siklikla otozomal
dominant ve/veya multifaktoriyel kalitim ifade edilmekle beraber, ortak olarak tek
bir gen veya birka¢ gen tanimlanmamaktadir. Bu tez ¢alismasi ile baglant1 analizi
teknigi kullanilarak GKD hastaliginin etiyolojisinde sorumlu olabilecek aday gen
ve/veya genlerin belirlenmesi hedeflenmistir. Calisma kapsamina, penetrans
eksikligi ile birlikte giden otozomal dominant kalitim modeline sahip, 16 hasta ve
15 saglikli bireyden olusan iki genis aile alinmistir. Hastalik ile iligkili olabilecegi
diisiiniilen 3 aday bolgenin (4932, 6q16 ve 13g23) caligilmasi yapilmis ve yapilan
haplotip ve iki noktali LOD skor analizleri sonucunda, GKD ile bu bdlgelerin

hicbirine baglanti gdsterilememistir.

Sonug olarak, bu tez ile iki biiyiik ailede baglanti analiz ¢alismasi
yapilarak, giinlimiize kadar GKD ile birlikteligi sunulan 3 aday bdlgenin iligkili
olmadig1 gosterilmistir. Bu da genetik heterojen olan bu hastalikta, baska aday
genlerin sorumlu olabilecegi diisiincesini dogrulamaktadir. Bu nedenle hastalikla
iliskili olabilecek genleri belirlemek i¢in, baglanti analiz ¢aligmalarinin devam
edilmesinin veya tlim genomun rastgele taranmasi prensibine dayali genom-boyu

tarama ¢aligmalarinin yapilmasinin anlamli olabilecegi diigiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gelisimsel Kalgca Displazisi, aday gen, baglanti analizi,

genetik heterojenite
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10.ABSTRACT

“Research of the gene/genes associated with developmental hip displasia”

Developmental dysplasia of the hip (DDH) is a common location
abnormality of the femoral head in the acetabulum. Its severity ranges from mild
instability of the femoral head with slight capsular laxity, through the moderate
lateral displacement of the femoral head from the acetabulum. DDH, often
bilateral, is more frequent in females than in males, with a ratio of 5:1. It mostly
occurs as an isolated anomaly or as a component of the genetic syndromes or
chromosomal disorders. The other factors affecting the frequency of the DDH are

the geographic and the ethnic differences.

In the literature, genetic inheritance pattern of the DDH was mostly
reported as autosomal dominant and/or multifactorial, without a common
addressed gene or genes related with this disease. In this project, we aimed to
detect the candidate gene or genes accompanying the DDH disease by usage of
linkage analysis. Two large family; a total of 16 patients and 15 healthy
individuals, autosomal dominantly inherited with reduced penetrance, were
studied. Three common reported susceptibility regions (4932, 6ql16 and 13q23)
were screened. No linkage could be detected for these regions after the result of
haplotype and two-point LOD score analysis.

In this thesis, by using linkage analysis, the chromosomal regions reported
until today related with DDH were excluded. As a genetic heterogene disorder
DDH, could be related with new candidate gene or genes. Linkage analyses
studies going on different candidate genes and the genome-wide screening
analysis of the genome length based on the principle of random scan will help to

evaluate the genetic origin of the disease.

Key Words: Developmental hip dysplasia, linkage analysis, candidate gene, genetic

heterogenity
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