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1. GIRIS VE AMAC

Osteogenezis Imperfekta (OI) uzun kemik deformiteleri ve kiriklari ile
seyreden beraberinde mavi sklera, dis bozukluklari, isitme kaybi ve ligament6z
laksite goriilebilen genetik bir bag dokusu hastaligidir. Sillence ve ark. tarafindan
klinik, kalitim sekli ve radyolojik 6zelliklere gore Ol klasik olarak dort smifa
ayrilmaktadrr. Yaklagik 0,3-0,7/10.000 canli dogumda bir goriilmektedir.
Giiniimiizde Ol’nin OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) veri tabaninda
17 farkli tipi bildirilmistir. Kalitim sekli tiplere gore farklilik gostermekle birlikte
otozomal dominant (OD) ve otozomal resesif (OR) gecisi mevcuttur (1,2).

Yakm zamana kadar klasik bilgilerimiz santral dogma olarak tanimlanan
DNA’da depolanmis materyalin haberci RNA’ya (mRNA) transkribe olmasi ve
sonrasinda da tastyict RNA (tRNA) aracilifiyla ribozomlara tasinarak gerekli
proteinlerin sentezlenmesi yoniinde idi. Fakat yapilan genom ve islevsel analiz
calismalar1 protein kodlamayan RNA (non-coding RNA- ncRNA) molekiillerinin
de oldugunu gostermistir (3). Bu ncRNA’lar da kendi iginde mikroRNA
(miRNA), small interfering RNA (siRNA), interacting RNA’lar (piRNA) ve long
non-coding RNA (IncRNA) gibi smiflara ayrilmistir. Yapilan ¢aligmalar genom
iizerinde protein kodlamayan, transkripsiyonu kontrol eden (promoter) ve arttirici
(enhancer) bolgeler ile gen ekspresyonunu diizenlemekle gorevli ncRNA’larin
hastaliklar ile iliskili oldugunu ve genetik farkliliklar1 sagladigmi gostermistir
(4,5). Tim bu gelismeler mikroRNA’larm bu siireglerdeki roliinii ve viicut
sivilarindan izole edilebilen bu niikleoproteinlerin biyobelirte¢ olarak kullanilip
kullanilamayacag1 sorusunu akla getirmistir.

Kiiciik kodlamayan RNA’larin bir smifi olan mikroRNA (miRNA)’lar
gelisim, homeostaz, bagisiklik ve ossifikasyon gibi siireglerde 6nemli rol
oynamaktadirlar. miRNA’larin inflamasyondan kansere kadar ¢ogu hastalikla
iliskili oldugu gdosterilmistir. mRNA yikilmasi veya translasyon baskilanmasi ile
gen ekspresyonunu diizenleyen miRNA’larm, cesitli hastaliklardaki rollerinin
ogrenilmesi onlarin biyobelirte¢ olarak degerlendirilmesine yol agmistir (6).
Varolan kanitlar, ossifikasyon siirecinde miRNA’larin  hedef mRNA'larin

ekspresyonunu baglama ve bastirma ile etkiledigini dolayisiyla osteoblastik



proliferasyon, farklilasma ve osteoklastik aktivitede etkili translasyon tiriinlerini
de etkiledigini gostermistir.

Yapilan aragtrmalarin ¢ogunda dogrudan kemik hastaliklariyla iliskili
miRNA'lar tamimlanmamistir ancak miR-26a, miR-29a, miR-133a kemik ile
iliskili eksprese oldugu diisiiniillen miRNA’lardandir. miR-133a, Runx2’yi ve
Smad5 yolaklarmi baskilayarak osteoprogenitor hiicre farklilagmasini fonksiyonel
olarak inhibe eder ve sinerjik olarak kemik olusumuna katkida buldugu
distinilmektedir (7). miR-29a ise osteoblast farklilasmasmi uyaran Wnt
sinyalizasyonunun negatif diizenleyicileri olan DKKI1, Kramen 2, ve SFRP2
ekspresyonunu baskilayarak etki etmektedir (8). miR-26a’nin kemik doku
iizerindeki etkisi ile ilgili yapilan ¢aligmalar sinirli olmakla birlikte osteoporotik
farelerden iiretilen mezenkimal kok hiicrelerin iizerinde invitro kosullarda kemik
rejenerasyonunu hizlandirici etkisi oldugu gosterilmistir (9).

Bu baglantilar1 destekleyen deneysel kanitlar kisith  oldugundan
ossifikasyon siirecince rol aldig1 diisiiniilen miRNA’larla iliskinin anlagilmasi igin
daha c¢ok c¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu biyobelirteglerin belirlenmesi,
hastaligin erken donemde saptanmasi, hastaligin seyrinin ve yeni bir terapotik
hedef olasiligi olan miRNA’lardan yola ¢ikarak tedaviye cevabin izlenmesi
acisindan &nemli olabilmektedir. Osteogenezis Imperfekta yaygin osteoporoz,
tekrarlayan kemik kiriklari ve bunun sonucunda olusan deformiteler ile
karekterize kesin tedavisi olmayan genetik bir hastaliktr. Bu nedenle
calismamizda, Oi’da mikroRNA’larm klinik heterojenitedeki roliinii saptamak,
biyobelirteg¢ olarak kullanilabilirliginin anlasilmasina katki saglamak ve yeni bir
terapotik hedef olasiligr amaciyla kemik iligkili miRNA’lardan miR-26a, miR-
29a, miR-133a’nin hasta ve saglikli kontrol gruplari arasinda ekspresyon

farkliliklarinin belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kemik Yapisi

Kemikler, kaslar ve diger bag dokusu elemanlar1 ile birlikte hayati
organlarin korunmasi, postiiriin saglanmasi, biiylime ve gelismenin yani sira kanin
sekilli elemanlarinin iiretimi gibi sistemik gorevler de iistlenmis viicudun en sert
dokusudur. Erigkin bir insan viicudunda ortalama 206 kemik bulunur. Bu say1
cocuklarda heniiz bazi kemik boliimlerinin kaynasmamis olmast nedeniyle
dogumda 270, 14 yasinda 254 tiir (10).

Kemik dokusu embriyolojik donemde mezodermden gelisen yapilardan
biridir ve bag dokusunun iki farkli mekanizma ile kemiklesmesinden olusur.
Mezenkimal dokuda membrandz bir kilif icinde baslayan siirece intramembrandz
kemiklesme denir. Kafatasi, klavikula gibi yassi kemikler bu sekilde olusur.
Mezodermden kikirdak dokusu olusumunu takiben kikirdak dokunun
mineralizasyonuna da intrakartilagindz kemiklesme denir. Uzun ve kisa tiibiiler
kemikler bu sekilde olusur (11,12).

Kemigin eklem ile biiyiime plagi arasinda kalan bolgesi metafiz, biliylime
plagi ile uzun kemiklerin uglar1 arasinda bulunan hyalin kikirdak ile kapli bolgesi
epifiz, uzun kemiklerde iki metafiz arasinda kalan bolgesi ise diafiz (kemik saft1)
olarak isimlendirilir (12,13). Tiim kemiklerin gevresi periost isimli 6zellesmis bag
dokusundan olusan bir zar ile gevrilidir. Periost tendon ve diger bag dokusu
elemanlarinin kemige tutunmasini saglar. Sinir uglar1 yoniinden zengindir ve
kemigin sinirsel iletiminden sorumludur. Kan damarlarindan zengin olmas1 nedeni

ile kemigin beslenmesi ve liizum halinde onarilmasinda da rol oynar (10,12,13).
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Sekil 2.1. Uzun kemigin anatomik ve histolojik boliimleri (13).

Kemik, yapisina esneklik kazandiran organik maddeler (%30-40) ve
yapisina sertlik kazandiran inorganik tuzlar (%60-70) olmak iizere iki ana
maddeden yapilmistir. Organik matriks %90°1 kollajen %10’u non kollajen olan
proteinlerden (heparan siilfat, dermatan siilfat gibi proteoglikanlar ve osteopontin,
trombospontin, alkalen fosfataz, glikoproteinler gibi 6zellesmis proteinler) olusur.
Kemigin inorganik boliimiinii kalsiyum fosfat (CaPQ,) (%85), kalsiyum karbonat
(CaC0Os3) (%10), magnezyum fosfat (MgPO.) (%]1,5), kalsiyum floriir (CaFy),
kalsiyum Kkloriir (CaCl) ve alkali tuzlar1 meydana getirir. Kemik dokuda
osteoprogenitdr, osteoblast, osteosit ve osteoklast isimli 6zellesmis hiicreler de

vardr (11,12,13).

Tablo 2.1. Kemik dokunun non-kollajen proteinleri ve inorganik igerigi.

Kemik Doku Non-Kaollajen Proteinler

Kemik Doku Inorganik Kisim

1. Proteoglikanlar
- Dermatan siilfat
- Heparan siilfat
2. Glikoproteinler
- Osteopontin
- Trombospontin
- Alkalen fosfataz
- Osteonektin
3. Kemik Siyalo Protein
- Matriks Gla Protein (MGP)
- Osteokalsin

1. Kalsiyum fosfat (CaPQ,)

2. Kalsiyum karbonat (CaCO3)
3. Magnezyum fosfat (MgPO,)
4. Kalsiyum floriir (CaF,)

5. Kalsiyum klortir (CaCl)




2.1.1. Osteoprogenitor hiicreler

Mezenkim kokenli, bag dokusu hiicrelerinden farklilagarak mitotik aktivite
gosteren, boliinme sonrasi bir kismi osteoprogenitdr hiicre olarak kalir iken bir
kismi da hormonal ve epigenetik etkenler ile kondroblast ya da osteoblastlara
farklilasan hiicrelerdir (12). Islev olarak fibroblastlara benzerler. Kemik
matriksinin salgilanmasinda islev goriirler. Periostun i¢ katmaninda, kemik iligi
boslugunu doseyen kemik i¢i zarinin (endosteum) yapisinda, havers ve volkman

kanallarindan gegen damarlarin bag dokusu i¢inde bulunurlar (12,14).
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Sekil 2.2. Osteoprogenitor hiicre (12).

2.1.2. Osteosit

Kemik dokunun en uzun omiirlii ve en ¢ok sayida bulunan asil hiicresidir.
Osteoblastlarin ~ farklilasmas:  sonucu olusurlar (15). Mineralize matriks
icerisindeki lakiinlerde yass1 oval sekilli ve olduk¢a uzun dentritik uzantilari1 olan
hiicrelerdir (10). Bu dentritik uzantilar1 ile basta osteoblastlar, osteoklastlar, diger
osteositler ve kan damarlar1 olmak {izere kemik yapilar1 ile besin maddeleri,
hormonlar, sinyal molekiilleri ve diizenleyici sitokinlerin aligverigini saglarlar
(14). Bu yol ile osteoblast ve osteoklastlar1 etkileyerek kemik yeniden
yapilandirilmas1 ve mineralizasyonunda merkezi role sahiptir. Paratiroid

hormonun direkt etkinlik gosterdigi hiicrelerden biridir (16,17,18).



Osteosit apoptozu kemik yeniden yapilandirilmasi ve tamirinde tetikleyici
rol oynar. Glukokortikoidler Wnt/beta-Katenin yolagi tizerinden osteosit ¢limiinii
indiiklerken; Ostrojen, bifosfonatlar, kalsitonin vb. gibi maddeler osteosit
apoptozunu inhibe ederler (16,17).

Osteositler PHEX, MEPE, DMP-1 gibi molekiiller ile fosfat metabolizmasi
ve kemik mineralizasyonunun da diizenlenmesinde rol alirlar. DMP-1 ve PHEX

mutasyonu FGF-23’1i inhibe ederek OR hipofosfatemik riketse neden olurlar (18).

2.1.3. Osteoblast

Aktivitelerine gore prizmatik, yassi veya kiibik goriiniimlii olabilen graniillii
endoplazmik retikulum (GER) ve golgi aparatindan zengin hiicrelerdir. Kemik
trabekiilleri ve kemik lamellerinin gelisimi sirasinda bu yapilarin yilizeyine tek sira
dizilim gosterip kemik yap1 ve yeniden yapilandirilmasinda dinamik rol oynarlar.
Temel gorevleri kemik yapisinda bulunan makromolekiilleri ve tip-1 kollajeni
sentezlemektir (12,13).

Endokrin, parakrin ve otokrin yollar ile sitokinler, hormonlar, transkripsiyon
ve biiyliime faktorleri osteoblastlarin inhibisyonu, aktivasyonu ve farklilagsmasinda
rol oynarlar. Ayrica osteoblastlarin farklilasmasinda rol oynayan tanimlanmis
genler de vardir. Transforming growth faktor beta (TGF-p), insuline like growth
faktor (IGF), leptin, vitamin D, bone morfogenik proteinler (BMPs) vb gibi
biomolekiiller; WNT, NOTCH, RUNX, OSTERIX vb gibi genler bunlara 6rnektir
(19,20).

2.1.4. Osteoklast

Monositlerin bir araya gelerek farklilagsmasi ile olusan, lizozom ve golgi
aparatindan zengin, multiniikleer dev hiicrelerdir. Asit fosfataz, kollagenaz,
proteaz vb gibi 6zellesmis enzimleri mevcuttur ve egzositoz ile hiicre disinda da
yikim yapabilen kemik yikimindan sorumlu hiicrelerdir (12,13). Niikleer faktor
kappa B reseptor aktivator ligand (RANKL) ve makrofaj koloni stimulan faktor
(M-CSF) bu hiicrelerin islev ve 6zellesmesinde etkilidir (21,22).

Cok sayida sitokin ile etkileserek ve kendisi de sitokin salgilayarak

retikiiloendotelyal sistem hiicresi gibi davranir. Osteoklastlar1 stimiile eden



biyomolekiiller; Interlokin (IL) 1, IL 6, IL 11, IL17, prostoglandin (PG) E2, PTH,
Kalsitriol, Ttimor Nekrozis Faktor (TNF) alfa iken; IL-4, 12, 13, 18 ve Interferon
(IFN) gama inhibe eder (19).

2.1.5. Kemik ekstraselluler organik matriksi

2.1.5.1. Kollajen

Kollajen; kikirdak, tendon, kemik organik matriksi ve goz korneasinin en
onemli elemant olan basit fibriler bir skleroproteindir. Kollajenin aminoasit dizisi
tekrarlayan tripeptitlerden olusur. Glisin-X-Prolin ya da Glisin-X-Hidroksiprolin
seklinde gosterilebilir. Burada X herhangi bir aminoasiti temsil eder. Bu yap1
taslar1 ile olusan polipeptit zincirlerinden {i¢ii bir araya gelip biikliimlenerek tiglii
sarmal yapiyr olusturur. Bu tglii sarmal yapimin stabilitesinde prolin ve
hidroksiprolinin rotasyonu sinirlamasi; lizin ve hidroksilizin kalintilar1 arasinda
olusan g¢apraz baglar 6nemli rol oynar (23). Kollajen bir ekstraselliiler matriks
proteinidir ve kemik dokuda da ekstraselliiler matriksin inorganik bilesenleri
arasinda gomiiliidiir. Fakat sentezi fibroblastlarda hiicre igerisinde baslar, hiicre igi
ve hiicre dis1 bir¢ok enzimin dahil oldugu metabolik asamalardan gecerek son
halini alir (23,24).

28 farkli tip kollajen tanimlanmistir. Viicudumuzda en c¢ok bulunan ve
kemik yap1 ekstraselliiler organik matriksinin de %90’m1 olusturan tip I
kollajendir. Farkli kromozomlarda bulunan ve ismi COL ile baslayan kollajen
sentezi ile iliskilendirilmis 34 farkli gen tanmimlanmistir (21). Kollajen
metabolizmast ile ilgili hastaliklara OI, Ehler-Danlos sendromu, skorbiit, Menkes
hastaligi, kutis laksa 6rnek verilebilir. Bu hastaliklarin genetik altyapisi ile ilgili
veriler mevcuttur fakat halen arastirmalar devam etmektedir (24,25).

Is1 sok proteinleri kollajen sentezinde 6nemli bir role sahiptir. Hsp-47 en
onemlilerinden biridir. SERPINH1 (Hsp47’yi kodlayan gen) genindeki mutasyon
sonucu OR tip OI bildirilmistir. Yine aym genin serpin ailesi iiyesi olan serin
proteaz sentezinden sorumlu bdlgesindeki mutasyon tip VI Ol ile
iliskilendirilmistir (26,27).

Uclii sarmal yap1 olusumunda énemli bir saperon rolii oynayan FKBP65’i

kodlayan gendeki bir mutasyon sonucu bildirilmis OR tip Ol vakalar1 mevcuttur



(26,28). Prolil 3 hidroksilaz enzim kompleksinin bir komponenti olan Kkartilaj
iligkili proteini (CRTAP) kodlayan LEPRE1 genindeki mutasyon sonucu
tanimlanmis OR tip OI olgular1 vardir (26,29).

2.1.5.2. Non-kollajen proteinler

Kemik  organik  matriksinin ~ %10’unu  non-kollajen  proteinler
(glikoproteinler, hyaluronik asit, proteoglikanlar, osteopontin, trombospontin)
olugturur. Kemigin  esnekligi, kollajen yapismin  desteklenmesi ve

mineralizasyonda rol alirlar (10,11).

2.1.6. Kemik turnover

Saglikl bir insanda kemik dokunun olusmasi ve varligmi siirdiirmesi ile
iligkilidir; modelling (diizenlenme) ve remodelling (yeniden dilizenlenme).
Biiyiime ve gelisme siirecinde iskelet yapinin normal yapi1 ve fonksiyonlarina
ulagabilmesi igin bir yandan kemik yapimi olur iken, diger yandan yikimi
gerceklesir buna ‘modelling” denir. Remodelling ise olgun kemik dokusunda
yaslanan hiicrelerin yerini geng hiicrelerin almasi siirecine verilen isimdir. Kemik
hastaliklarmin biiyiik bir yiizdesi bu siiregteki hassas dengenin bozulmasi sonucu
ortaya ¢ikar (30). Klinik pratikte en sik karsilasilan remodelling kusuru
osteoporozdur. 2010 yiinda ABD’de yapilan bir ¢alismada 50 yasin {izerinde
osteoporoz veya diislik kemik kiitlesi bulunan 99 milyondan fazla yetiskin oldugu
tespit edilmistir. Remodelling kusurlar1 ¢ocukluk doneminde ise karsimiza kemik
metabolizmasi hastaliklari olarak ¢ikmaktadir (31).

Son yillarda yapilan epigenetik calismalar kemik remodellingi {izerinde
DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu kadar mikroRNA’larin da etkin
oldugunu gostermistir (32). 2011 yilinda Zhang ve ark. tarafindan osteoblast
farklilagsmasinda ve osteogenezisin diizenlenmesinde ciddi rol oynayan
RUNX2’in transkripsiyonunda aktivatdor ve inhibitor rol oynayan 11 farkl
miRNA kesfedilmistir. Bunlar miR-23a, miR-30c, miR-34c, miR-133a, miR-
135a, miR-137, miR-204, miR-205, miR-217, miR-218 ve miR-338. miR-218
digindaki diger miRNA’larin in vitro hiicre kiiltiirlerinde asir1 ekspresyonlarinin

RUNX2 transkripsiyonunu downregiile ettigi gosterilmistir (33). Farkli bir



calismada miRNA  diizenleyici  ¢ercevesinin  ¢ikarilmast  durumunda
osteoprogenitdr hiicrelerin Dicer geninin COL1a-Cre sistemi vasitast ile kosullu
olarak silindigi bunun da fetal iskeletin gelismemesi ve Oliim ile sonuglandigi
gosterilmis. Ilging bir sekilde olgun osteoblastlarda Osteokalsin-Cre sistemi
araciligiyla Dicer geninin in vivo olarak c¢ikarilmasi sonucu canli dogumlar
oldugu, fakat kemik mineralizasyonunun geriden geldigi gosterilmistir (34).

Ik 1990 yilinda Frost ve ark. tarafindan tanimlanan remodelling siirecinde
osteoklastlar ve osteoblastlar isbirligi icerisinde calisirlar. Bir araya gelerek
olusturduklar1 birime temel ¢ok hiicreli birim (BMU) ismi verilir. Remodelling
dort evreden olusur bunlar; aktivasyon, rezorbsiyon, geri doniisiim, formasyondur
(35). Remodeling olacak kemik alanina osteoklastlarmm ¢agirilmast ve
osteoklastlarmm bu bolgeye migrasyonu aktivasyon fazidir (36). Rezorbsiyon
fazinda temel ¢ok hiicreli birim (BMU) tarafindan kemik yiizeyinde oyuklar
olusturulur. Ardindan osteoklastlar tarafindan bu alan osteoblastlar i¢in uygun
olacak sekilde diizeltilir. Son olarak osteoblastlar bu bdlgeye goc¢ eder ve non-
kollajen proteinleri  (glukozaminoglikanlar ve proteoglikanlar) sentezler.
Olusturulan bu gegici matriks kollajenden fakirdir (36). Bir sonraki asamada
rezorbe edilen alanin yiizeyi osteoblastlar tarafindan sentezlenen glikoproteinler
ile kaplanir. Rezorbsiyon alanmin smirlar1 salgilanan bu non-kollajen protein ile
isaretlenir. Bu evreye geri doniisim evresi denir. Osteopontin bu evrede anahtar
rol oynayan bir proteindir (37). Son asama olan formasyon fazinin ana hiicreleri
osteoblastlardir. Osteoblastlar kemik matriksi sentezlerler ve ardindan osteositlere

doniistirler (38).
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2.1.7. Kemik mineralizasyonu

Biyolojide, mineralizasyon, inorganik maddelerin organik bir matrikse
cokelmesi anlamma  gelir.  Mineralizasyonun lokalizasyonu,  miktari,
kompozisyonu ve morfolojisi organizmanin Ozellesmis hiicreleri tarafindan
kontrol altinda tutulur (39). Insan viicudunda kemik mineralizasyonu osteoblastlar
tarafindan tetiklenir ve kontrol edilir. Kondrosit matriksinde bulunan
ekstraselliiler yerlesimli vezikiiller de bu siirecte Onemli bir rol oynar. Bu
vezikiiller alkalen fosfataz (ALP), kalsiyum ve inorganik fosfattan zengindir (40).

ALP enzimi en iyi alkali pH’da iglev goriir. Temel fonksiyonu niikleotidler,
proteinler ve alkaloidler olmak tizere ¢esitli biomolekiillerden fosfat grubunun
koparilmasi ve inorganik pirofosfatin inorganik fosfata doniistiiriilmesidir (41).
Bu enzimin fonksiyon kaybi ya da diisiikliigiinde ¢esitli kemik hastaliklar
gorilir. Diisiik ALP seviyesi ile karakterize hipofosfatazya bu hastaliklardan
biridir. Hastaligin temel fizyopatolojisinde ALP sentezi ile iligkili TNSAPL gen
mutasyonu sorumludur. Basit mineralizasyon defektinden fatal seyire kadar genis
bir klinik spektrumu olan hastalik kemik, iskelet kasi, bobrek, akciger,
gastrointestinal sistem ve sinir sistemi dahil olmak iizere birgok sistemi
etkileyebilir (42).

Mineralizasyonda bir diger ©onemli faktér de ekstraselliiller sividaki
inorganik fosfat ve pirofosfat seviyeleridir. Bu seviye enzim islevine sahip dort
membran proteini tarafindan kontrol edilmektedir. Bunlar ANK (ankilozis
protein) tastyicilar1 (pirofosfatr hiice disma tasir), PIT-1 (inorganik fosfati
hiicrelere aktarir), PC-1 (Niikleotidlerden fosfat kopararak pirofosfat iiretir) ve
dokuya 06zgiil olmayan ALP’dir (43). Clement ve ark. yaptiklar1 bir ¢aligmada
mMiR-9’un asir1 ekspresyonunun PC-1, Pit-1 ve TNAP’in post transkripsiyonel
negatif regiilasyonuna neden oldugunu gdstermistir. miR-9’un inorganik fosfat ve
pirofosfat dengesini bozarak kusurlu kondrosit olusumuna neden oldugu bunun da
osteoartrit gibi bazi hastaliklarin etiyolojisinde rol oynayabilecegini One

stirmiislerdir (43).
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2.2. Osteogenezis Imperfekta

Osteogenezis imperfekta uzun kemik deformiteleri ve kiriklar ile seyreden
beraberinde mavi sklera, dis bozukluklari, isitme kaybi, ligamentoz laksite
goriilebilen genetik bir bag dokusu hastaligidir. Intrauterin dsnemde bulgu veren
ve fatal seyreden, basit bir travma sonrasi bazen travma olmadan da uzun kemik
ve vertebra kompresyon kiriklar1 goriilebilen, yasam kalitesi diistikliigiine sebep
olabilen formlar1 olmasinin yaninda sadece eriskin donemde generalize osteopeni
ile fark edilip gec tan1 alan formlar1 da vardir.

IIk tipik OI olgusu 1849 yilinda Vrolik’in gelisme geriligi ve ¢oklu kirik ile
dogan bir bebegi tanimlamasi ile ortaya ¢ikmigsa da, ilk tarihsel olgu antik Misir’a
kadar dayandirilir (44,45). Genis klinik yelpazesi nedeni ile hastaligin
tanimlanmas1 kadar genetik kalitim sekli de uzunca bir siire arastirilmaktadir.
Dominant tek bir genin mutasyon, penetrans ve ekspresyonundaki farklilik sonucu
ortaya ¢iktig1 (Caniggia ve ark.1958; Smars 1961) ya da yakm baglantili dominant
gen kompleksindeki mutasyonun neden oldugu (Seedorf, 1949) yoniinde
hipotezler One siiriilse de, hastalarin detayli aile Oykiileri alindiginda
pedigrilerinden OR bir kalitim formunun da oldugu Kaplan ve Baldino (1953),
Rohwedder (1953), Goldfarb ve Ford (1954), Adaita (1957), Awwaad ve Reda
(1960), Chawla (1964), Maloney (1969), Remigio ve Grinvalsky (1970),
McKusick (1972), Wilson (1974), Horan ve Beighton (1975), Tsuruta ve Sugiura
(1977) tarafindan bildirilmistir (39). Bu ¢alismalar sonucunda OI teriminin tek bir
klinik yansima ya da genetik mutasyonu degil igerisinde farkli varyasyonlari
barindiran genis bir tanim oldugu sonucuna varilmaktadir (Cocchi, 1964; Ibsen,
1967; Francis ve ark., 1975; McKusick, 1975). OI’'nm ilk klinik smiflamasi
Sillence ve ark. tarafindan yapilmis ve klasik dort tipi tanimlanmustir (1).

Giintimiizde OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) veri tabaninda

17 farkl1 OI olgusu bildirilmistir ve cogunlugu OR tiplerdir (2).
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2.2.1. Epidemiyoloji

Osteogenezis Imperfekta prevalansi 0,3-0,7/10.000 canli dogum, olarak
bilinse de agir vakalarin prenatal tani alarak terminasyonu ya da spontan abortus
ile sonuglanmasi; bazi hafif klinik seyirli tiplerinin ise ge¢ tani almasindan dolay1

insidansin sanildigindan daha yiiksek oldugu diisiiniilmektedir (46,47).

2.2.2. Klinik

Osteogenezis Imperfekta’nin genis bir klinik yelpazesi vardir. Tip 1 kollajen
kemik, tendon, deri, sklera ve dentin dokularda bulundugu igin sadece iskelet
anomalileri degil dis problemleri, isitme kusurlari ve kardiyovaskiilar
problemlerle de hastalar karsimiza ¢ikabilir. Hastaligin ciddiyet derecesi de bir o
kadar degiskendir. Sadece progresif osteopeni ile kirik olmadan seyreden hafif
formlari, ciddi yasam kalitesi diisiikliigline sebep olacak diizeyde boy kisaligi,
tekrarlayan kirik, kemik deformitesine sebep olan formlar1 oldugu gibi intrauterin

tan1 alan ve fatal seyreden ¢ok daha agir tipleri de vardir (47,48,49).

Osteogenezis Imperfekta Tip |

Kemik kiriklarinin normal baslangi¢ yasi ¢ocugun yiirimeye basladigi
doneme denk gelmektedir. Nadiren intrauterin ya da perinatal donemde kirik
olugmaktadir. Ergenlik donemine kadar ortalama 50 kirik olustugunu bildiren
yayinlar mevcuttur. Kiriklar 6zellikle kol ve bacaklar gibi uzun kemiklerde
gozlenir fakat kaburgalar, el ve ayak kiiclik kemiklerinde de olabilmektedir.
Genellikle iyi kallus olusumu ve deformite olmadan iyilesme gézlenebilmektedir
(50).

Kafatas1 bulgular1 yumusak ve ince kalvarium, genis fontanel, wormian
kemikleri, frontal ve temporal belirginlik, oksipital diizlesmedir (51). Mavi sklera
gozlenir. Bu olgular yetiskinlik doneminde yavas yavas mavi-gri skleraya
donebilir. Diger goz bulgular periferik korneada opasite, keratokonus veya
megalokorneadir. Bu tipin dis bulgular1 enamel hipoplazisi, sar1 veya gri disler,
dis ¢iiriikleri, diizensiz yerlesim ve gec¢ dokiilmedir. Dentinogenezis imperfekta
nadir goriilir (52,53).

Otoskleroza sekonder 4. ve 5. dekadlarda igitme kaybi gozlenir. Erken

evrede orta kulak kemiklerinin kirilip yeniden kaynasmasi siirecinde iletim tipi
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isitme kaybi goriilebilir. Tipik olarak yiiksek frekansh tipte isitme kaybi,
timpanometri ile karakteristik iki yonlii uyum egrisine neden olur. Ergenlik
donemi sonrasinda isitme kaybi miks tipe donebilir ve cerrahi miidahale bu
vakalarda zorlasir (54).

Mitral kapak prolapsusu, aort kapak yetmezligi ve disseksiyona neden
olmayan aort kok capinda artig bu tipe eslik eden kardiyovaskiiler problemlerdir.
Eklemlerde hipermobilite, trombosit fonksiyon kaybmna bagli kanamaya egilim,
kilcal damar kirllganliginda artig, umblikal ve inguinal herni eslik edebilecek
diger klinik bulgulardir.

Genellikle normal boyludurlar, ancak omurga tutulumu olan olgularda biraz
yiikseklik kaybi olabilir (55).

Osteogenezis ImperfektaTip 11

Perinatal lethal form olarak da bilinen bu formda 6liimlerin en sik sebebi
akciger yetmezligi, konjestif kalp yetmezligi ve enfeksiyonlardir. Intrauterin
bliylime geriligi, prematiirite ve non-immun hidropsun 6nemli nedenlerinden
biridir (56).

Kisa boy, kraniofasiyal deformiteler, son derece yumusak kalvarium, koyu
mavi sklera mikrognati, kal¢a eklemi tutulumuna bagl kurbaga pozisyonu, kisa ve
deforme eklemler tipik 6zellikleridir (57).

Toraks boslugunun normalden daha dar ya da asimetrik gelisimine bagli
akciger hipoplazileri, kosta kiriklarina ikincil gelisen pndmotoraks ve kanamalar,
kifoskolyoz, vertebra basisi, pektus karinatum.. vb gibi iskelet deformitelerine
ikincil gelisen fonksiyonel kapasitede azalma oOnde gelen mortalite
nedenlerindendir (58). Prognozu kétiidiir. Bir yildan uzun yasayan olgu sayisi ¢ok

nadirdir.

Osteogenezis Imperfekta Tip 111

Bu tipin 6zelligi deformitelerin progresif seyretmesidir. Makrosefali, tipik
licgen yliz gorlinlimii, kardiyopulmoner yetmezlige neden olabilecek diizeyde
kifoskolyoz, progresif seyirli eklem deformiteleri fenotipik 0Ozellikleridir.

Intrauterin kiriklar ile de karsimiza ¢ikabilir (59).

13



Dogumda normal renkte skleralar1 olabilecegi gibi, agik mavi sklera ile
dogup yasamin ilerleyen dénemlerinde beyaza donebilir. Isitme kaybi ve
dentinogenezis imperfekta da bu alt tipin klinik bulgular1 arasindadir (59).

Tip II’ye gore daha iyi fakat tip I’e gore kotii prognozu vardir. Coklu kirik
ve deformiteler ile hayatta kalim miimkiindiir. Inaktivite kaynakli eklem
kontraktiirleri, kas gligsiizligi ve progresif kifoskolyoza bagli boy kisalig
izlemde karsilasilan diger problemlerdir. Kardiyak dekompansasyon, pulmoner
yetmezlik ve beyin sap1 basisina neden olan baziller arter anevrizmasi en sik 6liim

nedenlerindendir (60,61).

Osteogenezis Imperfekta Tip 1V

Intrafamilyal ve interfamilyal fenotipik varyasyon olarak da degerlendirilir.
Hafif-orta dereceli kemik deformitelerinden yenidogan déneminde ortaya ¢ikan
kiriklara kadar degisken bir klinigi olabilir. Skleralar1 beyazdir fakat gri sklerali
olgular da bildirilmistir. Olgularin ¢ogunda dentinogenezis imperfecta vardir.
Olgularin bazilarinda isitme kaybi da gozlenebilir (57).

Kardiyopulmoner komplikasyona neden olabilecek diizeyde kifoskolyozu
olmayan olgularda beklenen yasam omrii normale yakindir. Uygun tedavi ve
komplikasyonlar1 onlemek admna alman onlemler ile yasam kalitesi ylikseltilip

normal bir 6miir siirebilirler (62,63).

2.2.3. Genetik patogenez

Kollajen sentezi ve kemik metabolizmasi ¢ok basamaklidir. Birgok
biyomolekiil ve genetik etken tarafindan kontrol edilir. Bu nedenle farkli
basamaklardaki aksakliklar ya da mutasyonlar farkli klinik yansimalar ile kendini
gosterir. Tip 1 kollajeni kodlayan genlerde 250’ye yakin mutasyon gdsterilmistir
(64). Otozomal dominant kalitim gosteren COL1 geni bunlardan biridir ve klasik
tip Ol hastalarmin %90’inda bu mutasyon vardr. COL1A1l (17g21) geni
prokollajen alfa 1 zincirini COL1A2 (7922) geni ise prokollajen alfa 2 zincirini
kodlar (65). Klasik dort tip bu genler ve mutasyonlart ile iligkilendirilir. Fakat son
yillarda OI’'nin sadece dominant degil resesif gecisli tiplerine ait cok sayida gen

tanimlanmigtir; BMP1, CREB3L1, CRTAP, FKBP10, IFITM5, P3H1, P4HB,

14



PLOD2, PLS3, PPIB, SEC24D, SERPINF1, SERPINH1, SP7, SPARC, TMEM38B
ve WNT1 bunlardan bazilaridir (66,67).

Bu genler kemik mineralizasyonu, kollajen sentez ve konfigurasyonu,

osteoblastlarm islev ve diferansiyasyonunda gorev alirlar (49).

Tip 1 kollajenin sekillenmesi ile iliskili genler; CRTAP, PPIB, TMTM38B,
LEPRE1, P4HB

Tip1 kollajenin sentez ve islenmesi ile iliskili genler; COL1A1, COL1A2,
BMP1

Tip 1 kollajenin katlanmasi ve capraz baglarim etkileyen genler;
PLOD2, SERPINH1, FKBP10

Mineralizasyon bozukluguna neden olanlar; SERPINF1, IFITMS

Osteoblast gelisiminde defekte neden olanlar; Osterix (SP7), WNT,
CREB3L (68,69,70).

Bu bilgiler 15131nda smiflamaya yeni eklenen OI tipleri;

Tip 5 OI; IFITM5 (interferin induced transmembran protein 5) (11p15)
genindeki OD mutasyon sonucu olusur. Bu gen ayni1 isimli bir protein (IFITM5)’i
kodlar, mutasyonunda kemik formasyon ve mineralizasyonunda bozukluklar
ortaya ¢ikar (71).

Tip 6 OI; SERPINF1 geni glikoprotein yapisindaki pigment epitelyum
derived factor (PEDF) proteinini kodlar. Gorevi anjiogenezisin inhibisyonu olan
bu proteinin eksikliginde osteoid miktarinda artma, lameller dezoryantasyon,
mineralizasyon kusurlar1 ve osteoblast fonksiyonlarinda azalma gozlenir (72).

Tip 7, 8, 9 OI; CRTAP geni Crtap proteinini, LEPRE1 geni prolil 3
hidroksilaz1 ve PPIB geni peptidil prilil izomerazi kodlar. Bu ii¢ protein yapinin
olusturdugu 3-prolil hidroksilaz kompleksi prolin rezidiilerini hidroksilleyerek
t¢lii sarmal yapmin kararlihigmi saglar. CRTAP mutasyonunda tip 7, LEPRE1
mutasyonunda tip 8 ve PPIB mutasyonunda tip 9 Ol olur. Ug tipinde klinigi agir
seyreder (73,74,75).

Tip 10 OI; Kollajen saperon like protein (CBP2) ve HSP47’yi kodlayan
SERPINH1 (11q13) geni mutasyonunda kollajenin katlanmasinda kusur olur (76).
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Tip 11 Of; FKBP10 geni kollajenin katlanmasinda saperon rolii iistlenen
ayni isimli proteini kodlar, mutasyonunda telopeptide hidroksilizin ¢apraz baginda
kusur olusur. Bu gen Bruck sendromu ile de iliskilendirilmistir (77).

Tip12 Of; SP7/0SX (12g13) geni osteoblast ve osteosit maturasyonunda rol
oynayan ¢inko parmak yapidaki spesifik protein 7/osterix isimli transkripsiyon
faktoriinii  kodlar. Mutasyonunda osteoblast diferansiasyonunda ve kemik
organizasyonunda defektler olur (78).

Tip13 OI; BMP1 (8p21) geni C-propeptidi prokollajenden ayirmakla
gorevli proteolitik aktiviteye sahip gen ile ayni isimi tagtyan proteini kodlar. TGF-
beta siiper ailesinin {iyesi olan bu enzim mutasyonunda ciddi iskelet anomalileri

olusur (79).

Tablo 2.2. Osteogenezis imperfekta tipleri, kalitim sekli, fenotipleri ve iliskili
genler (47).

_ Osteogenezis Kahtim
Imperfekta Tipi Sekli

Klasik Sillence Siniflamast

Fenotip Gen Defekti

COL1A1 allel sessiz

Tip | oD Hafif mutasyonu

Tip 1l oD Lethal COL1Al ve COL1A2

Tip I oD Progresif Deformite COL1Alve COL1A2

Tip IV oD [limlt COL1A1 ve COL1A2
Etiyolojisi bilinmeyen

Tip V | OD |Histolojik bulgular [ IFITM5
Mineralizasyon defekti

Tip VI ‘ OR ‘ Mineralizasyon defekti ‘ SERPINF1
3-hidroksilasyon defektleri

Tip VII OR Siddetli / lethal CRTAP

Tip VIII OR Siddetli / lethal LEPRE1

Tip IX OR [liml1 / lethal PPIB
Saperon defekti

Tip X OR Siddetli / lethal SERPINH1

Tip XI OR Progresif Deformite FKBP10

Tip 14 Ol; TMEM38B (9931) geni trimeric intraselliiler katyon kanal tip B
(TRIC-B) proteinini kodlar. Bu protein monovalan katyon spesifik kanal 6zelligi

tasir ve intraselliller depolardan kalsiyum akismni saglar. Mutasyonunda
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kalsiyumun kofaktor olarak islev gordiigii yolaklarda aksama olarak kemik
metabolizmasi patolojileri olusur (80).

Tip 15 OI; WNT1(12913) geni yedi kangalli transmembran reseptdr
ailesindendir ve beta katenin yolagi ile iligki halindedir. Osteoblast fonksiyonunda
etkilidir ve mutasyonunda zeka geriliginin de eslik ettigi Ol klinigi goriiliir (81).

Tip 16 OI; CREB3L1 (11pl11) geni kemik matriks sentezi ve
formasyonunda etkili OASIS (Old astrosit specifically induced substance)
proteinini kodlar. Bu protein siganlarda tip 1 prokollajenin ifade edilmesini regiile
eden endoplazmic reticulum-stress transducer1 olarak gorev yapar. Heniiz yeterli
sayida veri yoksa da mutasyonunda osteopeni ve spontan fraktiirlerin gézlenmesi
nedeniyle OI ile iliskilendirilmektedir (82).

Tip 17 OI; SPARC (5033) geni sisteinden zengin, asidik, glikoprotein yapili
bir proteinin sentezinden sorumludur. Tip 1 kollajen ve diger ekstraselliiler
proteinleri baglar. Mutasyonunda kollajen ticlii helikal yapisin1 kazanamaz,

progresif osteoporoz ve kemik sekil degisiklikleri olur (83).

COL1A1 geni COL1A2 geni
al zinciri «2 zinciri Mutant 1 zinciri

G; glisin, X;sudvda prolin,
¥:nklkda hidroksiprolin

Sekil 2.4. COL1A1 ve COL1A2 mutasyonu, tip-1 kollajen ti¢lii heliks yapisi (84).

Genetik alanindaki heyecan verici gelismeler ve OI'min bilindik
kalitimindan farkli yeni alt tiplerinin kesfi etiyopatogenezde mikroRNA’lar ile de
iliskilerinin olup olmadig1 sorusunu akla getirmistir. Kaneto ve ark. OI

hastalarindaki kemik iligi stromal hiicrelerinin osteoblast farklilagmasi sirasinda
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COL1A1 ekspresyonunun ve miR-29b seviyelerinin diisiik oldugunu gostermistir.
Calismanin esas amact COL1A1 ve miR-29b arasindaki iligkiyi incelemek olmasa
da, bulgular mineralizasyon sirasinda kollajen proteini birikimini diizenleyen
mMiR-29b’nin COL1Al’den transkripte olan mRNA miktarina bagli oldugu
sonucunu ortaya ¢ikmustir (85). Bir baska ¢alismada miR-133’iin kemik olusumu
icin gerekli olan erken bir BMP (bone morfogenic protein) yanit geni olan
Runx2’yi dogrudan hedefledigi ve miR-135’in ise Smad5’i hedefledigi
gosterilmistir. Her iki miRNA da, Runx2 ve Smad5 yolaklarmi zayiflatarak
osteoprogenitorlerin farklilagmasini fonksiyonel olarak inhibe eder. MiR-133’iin
MEF-2’ye bagimli myogenezi destekledigi bilinmesine ragmen, Runx2 aracili
osteogenezisi inhibe etmek i¢in ikinci bir tamamlayict fonksiyonu oldugu tespit

edilmistir (86).
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Sekil 2.5. Osteogenesis tizerinde etkili mikroRNA’lar (87).

2.2.4. Tam

Oykii (travma olmadan gelisen tekrarlayan kirik, ¢oklu kirik) ve fizik
muayeneye (gelisme geriligi, iskelet deformitesi) ek olarak bazi laboratuvar ve
radyolojik goriintiileme yOntemlerinden de yararlanilir. Bunlar direkt grafi,

ultrasonografi, DEXA ve mutasyon analizidir.
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Direkt grafi bulgulari; siddetli osteoporoz, Ozellikle uzun kemiklerde
kortikal incelme ve egrilik (bowing), hiperplastik kallus, patlamis misir
kalsifikasyonu (metafizler ve epifizlerde c¢ok sayida tarakli sklerotik kenar
bosluklar1 olan radyolusent alanlar), zebra serit isareti (siklik bifosfonat tedavisi
alanlarda, iyilesen kirik bolgelerinde psddoartroza bagh sklerotik biiyiime
kurtarma ¢izgileri) gozlenir. Vertebralarda kompresyon kiriklari, kifoskolyoz,
codfish (morina balig1) goriiniimii, platyspondili gbzlenebilir. Pektus ekskavatum
veya karinatum en sik eslik eden gogiis kafesi deformitesidir. Pelviste asetabulum
protruzyonu ve coxa vara saptanabilir (88).

Prenatal sonografik 6zellikle tip II (perinatal lethal form) ve tip III’de yararh
olabilir. Kalvaryum ossifikasyonunda azalma, kiriklar ve kemik deformitelerine
ait bulgular saptanabilir. Baz1 olgulara polihidramnioz da eslik eder (89).

Dual energy X-ray absorptiometry (DEXA) de mineral dansitesindeki
azalma onemli bir bulgudur. DEXA, tan1 kadar tedaviye yanit ve takip i¢cin de
Oonemli bir tetkiktir.

Biyopsi materyalinin patolojik incelemesinde ince korteksler, azalan
trabekiiler kemik hacmi, daha kiiclik apatit kristaller, kusurlu mikrovaskiiler
diizenlenme ve hatali sentezlenmis kollajen fibriller tan1 i¢cin 6nemlidir.

Deri fibroblast kiiltiiri ya da kandan mutasyon analizi kesin tani
koydurucudur.

Ayirict tanida benzer klinik bulgular1 ile hipofosfatazya, rikets, juvenil
osteoporoz, osteomalazi, Cole-Carpenter sendromu ve tekrarlayan Kkiriklar,
radyografide eski kirik bulgular1 ile ¢ocuk istismarindan ayirt edilmesi bir diger

onemli noktadir (90,91,92).

2.2.5. Tedavi

Medikal tedavi, ortopedik cerrahi yaklagimlar ve fizyoterapi temel tedavi alt
basliklaridir. Hastaligin tam bir kiirii olmamasina karsin uygun tedaviler ile yasam
kalitesi yiikseltilerek, yillik kirik sayilar1 ciddi oranda diistiriilebilir. Medikal
tedavide ilk akla gelen ve en etkin kabul edilen, temel mekanizmasi osteoklast
aktivitesini azaltmak olan, IV pamidronat (bifosfonat) tedavisidir (93). Ortopedik

yaklagimlardan en sik kullanilant intramediiller c¢ivilerdir. Uzun kemik
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merkezlerindeki kemik iligi kanallarina yerlestirilen bu aparatlar ile kirik
sayisinda ve deformitede azalma amaglanir (94). Fizik tedavide ise oncelikli hedef
immobilizasyona bagl kas atrofisinin Oniine gecerek kemik ve eklem dokusunu

kaslar ile desteklemektir.

2.3. Mikro RNA’lar

Son yirmi yila kadar klasik bilgilerimiz santral dogma olarak tanimlanan
DNA’da depolanmigs materyalin haberci RNA’ya (mRNA) transkribe olmasi ve
sonrasinda da tasiyict RNA (tRNA) vasitasiyla ribozomlara tasmarak gerekli
proteinlerin sentezlenmesi yoniinde idi. Fakat yapilan genom ve islevsel analiz
calismalar1 hiicrede var olan fakat protein kodlamayan RNA (non-coding RNA-
ncRNA) molekiillerinin de oldugunu gostermistir (3). ncRNA’lar da kendi iginde
mirkroRNA (miRNA), small interfering RNA (siRNA), interacting RNA’lar
(piIRNA) ve long non-coding RNA (IncRNA) gibi smiflara ayrilir. Yapilan
calismalar genom iizerinde protein kodlamayan, transkripsiyonu kontrol eden
(promoter) ve arttirict (enhancer) bolgeler ile gen ekspresyonunu diizenlemekle
gorevli ncRNA’larin hastaliklar ile iliskili oldugu ve genetik farkliliklari
sagladigmi gostermistir (4,5).

miRNA terimi ilk defa 1993 yilinda Lee ve arkadaslar1 tarafindan
Caenorhabditis elegans’ta lineage-deficient-4 (lin-4) ve lethal-7 (Irt-7) isimli
miRNA’larin  tespit edilmesi ile giindeme gelmistir (95). mMIRNA’lar
transkripsiyon ve post transkripsiyon seviyesinde negatif gen diizenleyici olarak
gorev yapan; hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi, farklilagmasi, metabolizma, homeostaz..
vb gibi bir¢ok fizyolojik olayda etkin olduklar1 bilindigi gibi, bir¢ok hastaligin
fizyopatolojisinde de rolleri olan mikromolekiillerdir (6). miRNA’larmn memeli
mRNA’larmin %50’si {izerinde etkin oldugu saptanmustir. insan genomunun
%3’lntii  olusturan miRNA’lar protein kodlayan genlerin  %30’unun
diizenlenmesinde rol oynar. Tek bir mRNA birden fazla miRNA tarafindan
diizenlenebilirken tek bir miRNA da yiizlerce mRNA’y1 hedefleyebilir (96,97).
miRNA’lar kendilerin kodlayan gen lokusundaki bir mutasyon sonucu gorevli

olduklar1 protein sentez yolagini etkiledikleri i¢in ¢esitli hastaliklarin ortaya
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c¢ikmasina neden olabilirler. Bu nedenle giliniimiizde bazi hastaliklarin erken

tanisinda miRNA biyobelirtegleri tan1 amaciyla kullanilmaya baslanmistir (98).

2.3.1. miRNA biyogenezi

miRNA biyosentezi birbirini izleyen 3 basamakta gerceklesir. miRNA’lar,
DNA’dan transkribe edilen ama proteine translasyonu yapilmayan RNA genleri
tarafindan kodlanir. Cogu miRNA genleri intergenik bdlgelerde, %40 intronlarda,
nadiren ekzonlarda yer alir. Hiicre ¢ekirdeginde RNA Polimeraz 2 (Pol II) enzimi
aracilig1 ile binlerce baz uzunlugunda primer miRNA (pri-miRNA) sentezlenir.
Ikinci asamada nukleus i¢inde pri miRNA’lar yaklasik 70 niikleotidlik prekiirsor
miRNA’ya (pre-miRNA) doniistiiriiliir. Uciincii asamada ise sitoplazma iginde
pre-miRNA’lar 21-25 niikleotidlik matiir miRNA’ya c¢evrilir (97,98). Pri-
miRNA’lar, RNA polimeraz II enzimi tarafindan DNA’dan sentezlenir ve
yaklagik 700 niikleotid uzunlugundadir. Cift zincirli pri-miRNA, RNAaz Il
enzim ailesinin bir endoniikleaz1 olan Drosha ve kofaktori DGCRS8 (Di-George
sendromu kritik bolge geni-8) tarafindan sag¢ tokasina benzeyen pre-miRNA’ya
dontstiiriiliir. Drosha ve kofaktorii DGCRS8’in olusturdugu komplekse mikro
islemci kompleks ismi verilmistir (97,98,99). pri-miRNA, niikleus i¢inde RN Aaz-
IIT endoniikleaz kompleksi (Drosha ve kofaktor Pasha) ile kuyruk pargalari
atilarak hairpin sekilli yaklagik 70 niikleotidlik pre miRNA’ya doniisiirler.

Transaktive edici cevabi olusturan RNA baglanan protein (TRBP),
argonaute ve Dicer proteinleri bir araya gelerek trimerik bir riboniikleoprotein
kompleksi olan RISC (RNA tarafindan uyarilmis susturma kompleksi)’ni
olusturur. Dicer tarafindan pre miRNAnin ilgili kisimlar1 kesildikten sonra RISC
kompleksine olusan miRNA-miRNA dupleksinden sadece biri katilir. Katilacak
olan miRNA ipligi kilavuz iplik olarak isimlendirilir ve RISC ile hedef
mRNA’nin susturulmas: amaci ile etkilesime girer. miRNA aktif RISC
kompleksine entegre olduktan sonra Argonaute proteini yardimi ile hedef
mRNA’nm yikimi ya da susturulmasini saglar (100).

miRNA’lar hedef mRNA’ya seed adi verilen 6-8 niikleotidden olusan bir
bolgeye baglanarak etkilesir. Hedef mRNA ve miRNA’nin seed dizisi 5° ucunda

yer alana 2. - 8. niikleotidleri arasinda eslesme olmasi hedefin belirlenmesi
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acisindan Onemlidir. miRNA’lar hedef mRNA’ya kismi ya da tam esleserek
baglanirlar. Bu eslesmenin diizeyi hedefin ne kadar ve nasil baskilanacagini
belirler (101). miRNA’lar post transkripsiyonel diizenlemeyi genellikle
translasyonu baskilayarak veya mRNA’nin yikimmi saglayarak gerceklestirir.
Eslesmenin seviyesi yliksek ise RISC hedef mRNA’y1 yikar. RISC i¢indeki
kilavuz iplikle mRNA’nin poliA ve 5’cap kisimlarini kopararak kararliligini
azaltir ve hiicrede bulunan enzimler tarafindan par¢alanmasini saglar. Eslesmenin

az oldugu durumlarda ise yikim olmaz translasyon azalir (102,103).
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Sekil 2.6. mMiRNA biogenezisi (104).
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2.3.2. miRNA islevleri ve iliskili hastahiklar

miRNA’larin ayni1 yolagi birden fazla noktada etkileyerek kontrol etme
kabiliyetleri hematopoetik sistem iizerindeki etkilerinde net bir sekilde
gozlenebilir. Bu kabiliyetleri nedeni ile ekspresyonlarindaki kii¢iik degisikliklerin
biiyiik biyolojik sonuglar dogurabilecegi tahmin edilebilir bir sonugtur.
Hematopoetik sistem {izerine direkt etkili olabildikleri gibi transkripsiyon
faktorleri tizerinden de etki edebilirler (105). Eritropoez ve graniilopoez tizerinde
etkili olan NFI-A geni miR-223 tarafindan modiile edilir. miR-223 tarafindan
baskilanan NFI-A eritropoetik transkripsiyonel programlart engellerken
graniilopoezi harekete gecirir (106,107). NFI-A genini etkileyen bir diger miRNA
da miR-424’diir. miR-424{in asir1 ekspresyonu NFI-A genini downregiile ederek
monositik farklilasmayi tesvik eder (107). Bunun yani sira monositik farklilasma
RUNXTI'i ve miR-17-92 ile de ilgilidir. Bu yolaktaki bir aksama maligniteler ile
sonuglanmaktadir (108). Jia ve ark.’nin fare modeli {izerinde yaptiklar1 bir
calismada miR-17-92 ekspresyonunun baskilanmasinin, kronik miyeloid l6sem

gibi BCR-ABL geni ile iliskilendirilen 16semik hiicrelerin olusumunu engelledigi

gosterilmis (109).
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miRNA’larm  bir diger fonksiyonlar1 ise hiicre proliferasyonu,
differansiasyonu ve apopitozisi diizenlemektir. Yong Li ve ark. yaptiklar1 bir
calismada farkli kanserler ile sik¢a ismi anilan ve temel fonksiyonu hiicre
proliferasyonunu inhibe etmek ve apoptozisi tesvik etmek olan miR-195 ile
Ozefagus kanseri arasindaki iligkiyi incelemislerdir. mTOR / p70s6k sinyal yolu
iizerinden kanser hiicrelerinin hayatta kalmasi ve ¢ogalmasimi saglayan HMGA2
geninin miR-195 seviyesini belirgin olarak azalttig1 gosterilmistir (111).

Organogenezis, mikroRNA’larin etkiledigi bir diger biyolojik siirectir.
Organogenezis epitelyal ve mezenkimal kok hiicrelerin etkilesimi temeline
dayanir. Biiylime faktorleri ve ekstraselliller matriks elemanlar1 tarafindan
diizenlenir. Hayashi ve ark. fetal fare submandibular tiikiiriik bezi dokusunda
mezenkimal hiicreler ile epitelyal hiicreler arasinda mezenkime spesifik olgun
mikroRNA yiiklii eksozomlarin mobil genetik sinyaller verdigini tespit
etmislerdir. Bu sinyal yolu ile miR-133b yiiklii vezikiillerin iki doku arasinda
organizasyonu sagladigi ileri siiriilmistiir (112).

miRNA’larin ndrodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
metabolik hastaliklar gibi pek cok sistemik hastalikta da rol aldigini1 gdsteren
yayinlar mevcuttur (110).

miRNA ve hastaliklarla iligkileri ile ilgili caligmalarda en genis yeri ise
kanser arastirmalar1 almaktadir. Meme kanseri (miR-216a-9-330), lenfoma (miR-
30a-182), endometrium kanseri (miR-145), akciger kanseri (let7), kolorektal
karsinom (miR-139-5p), prostat kanseri (miR-17-19, let7) etiyopatogenezi
miRNA’lar ile iliskilendirilen kanserlerden bazilaridir. Giiniimiizde olasi gen

terapileri tizerinde ¢alisilmaktadir (113).

2.3.3. Antagomirler

Oligoniikleotid sinifindan biyomolekiiller olan antagomirler anti-mir’ler
veya blokmirler olarak da adlandirilmaktadir. Molekiillerin mRNA {izerinde
istenen bolgeye baglanmasini dnleyen sentetik olarak gelistirilmis molekiillerdir
(114). Antagomirin miRNA’yi inhibe ettigi siirece antagomirizasyon denir.
Mekanizmas1 heniiz aydinlatilamamis olsa da miRNA’lara irreversible

baglanarak inhibe ettigi diisiiniiliir. Blockmirler, mikroRNA’larin baglanma yeri
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olan mRNA dizisini tamamlayan bir diziye sahip olacak sekilde tasarlanmistir.
Baglandiktan sonra, antagomirler mikro RNA’nin ayni bolgeye baglanmasini
bloke ederek, sessizlestirme kompleksi (RISC) yoluyla hedef mRNA’nin
bozulmasini onler. Antagomirler, mikroRNA temelli gen regiilasyonunun
modiilasyonunu mitkemmel 6zgiinliikle saglar. Tipik olarak hedef mRNA’smin
agonistidir, yani hedef mRNA tarafindan kodlanan proteinin sentezini arttirirlar
(115).

Young ve ark. fare modeli lizerinde yaptiklar1 ¢caligmalarinda blokmir CDS5-
2’nin miR-27 ve kadherin arasindaki etkilesimi inhibe ederek iskemik hasardan
sonra iyilesme sagladigini gostermislerdir (116). Ayni blokmirin pankreas
kanserinin fare modellerinde immunoterapi ile kombine kullanildiginda T hiicre
infiltrasyonunu arttirdigi gésterilmistir (117).

Farelerde mikroRNA-103/107 inhibisyonunun, artan insiilin duyarliligina
yol actigini gosteren ¢aligmalar vardir (116,118). Caveolin-1 eksik farelerde ise
mikroRNA-103/107 inhibisyonunun insiilin duyarliigi ve sinyal vermede
herhangi bir etkisi olmadig1 gosterilmistir. Bu da mikro103/107°’nin Caveolin-1’1

hedefleyerek insiilin duyarliligimi etkiledigini gostermektedir (119).

2.3.4. Mir-26a

MiR-26 ailesi miR-26a-1, miR-26a-2 ve miR-26b’den olusur ve sirasiyla 3.,
12. ve 2. kromozomlardan kodlanirlar. Pre-miR-26 intraniiklear ve
intrastoplazmik bir dizi islemden sonra matiir miR-26’ya doniislir. Sonrasinda
kodlandiklar1 gen bolgesine gore miR-26a-1, miR-26a-2 ve miR-26b’ye
doniisiirler. miR-26a-1, miR-26a-2 ile 2 niikleotid istisna olmak {izere aynm diziye
sahiptir (120).

miR-26a inhibisyonu diiz kas hiicrelerinin farklilasmasmi hizlandirip,
cogalmasini inhibe ederken ayni zamanda, apoptosisi tesvik eder. miR-26a’nin
inhibisyonu, SMAD-1 ve SMAD-4’lin gen eckspresyonunu arttirrken, asiri
ekspresyonu halinde SMAD-1’i inhibe eder (121).

miR-26a ayn1 zamanda akciger kanserinin molekiiler mekanizmasinda anti-
onkojen olarak 6nemli rol oynamaktadir. miR-26a ifadesi normal dokulara kiyasla

akciger kanseri dokularinda azdir. Akciger kanseri hiicre dizisindeki miR-26a’nin
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asir1 ekspresyonunun, hiicre proliferasyonunu dramatik olarak inhibe ettigi, G1 / S
faz gecisini engelledigi, apoptozu indiikleyerek ve hiicre metastazini inhibe
ettigini gosteren ¢aligmalar mevcuttur (122).

mMiR-26a replasmani, metastatik melanom i¢in potansiyel bir tedavi stratejisi
olarak oOnerilir. miR-26a, melanom hiicrelerinde birincil melanositlere kiyasla
azalmistir. miR-26a’nin melanom hiicre serileri iizerinde apoptotik etkisinin
oldugu bu etkisini de BAG4/ SODD (Silencer of Death Domains Protein)
tizerinden yaptig1 diistiniilmektedir (123).

miR-26a’nm kemik doku iizerindeki etkisi ile ilgili yapilan ¢aligmalar sinirlt
olmakla birlikte osteoporotik farelerden {iretilen mezenkimal kok hiicrelerin
iizerinde invitro kosullarda kemik rejenerasyonunu hizlandirici etkisi oldugu
gosterilmistir (9).

mMiR-26a’nin  mezenkimal kok hiicrelerin osteogenik farklilasmasinda
diizenleyici roli oldugunu gosteren calismalar mevcuttur: Osteogenik
farklilagmanin birincil diizenleyici transkripsiyon faktorleri RUNX2 ve OSX
proteinleridir ve bu proteinlerin TGFbeta/BMP ve WNT sinyal yolaklariyla
uyarilmasi osteoblastik farklilasmay1 bagslatmaktadir. TGFbeta/BMP sinyal
yolaginin aktive ettigi SMAD1 transkripsiyon faktoriiniin miR-26a tarafindan
baskilandigi ancak miR-26a’nmn osteogenik farklilasmay1 inhibe eden cesitli
proteinlerin ifadesini de azalttig1 bildirilmistir. Bazi ¢alismalarda ise, adipoz
doku veya kemik iligi gibi, farkli kaynaklardan elde edilmis mezenkimal kok
hiicrelerde, miR-26a’nin osteogenik farklilasmay1 baskilayabilecegi veya
uyarabilecegi One siirilmustiir (124,125) Bunlara ek olarak, WNT sinyal
yolagimin negatif diizenleyicisi olan GSK3beta enziminin miR-26a’nin hedefi
oldugu; miR-26a uyarimi ile WNT-betaCatenin aracili osteogenik aktivitenin
desteklendigi bildirilmistir (126,127). Bu verilere dayanarak, miR-26a/polimer
bilesiklerinin kullanildigi bir in vivo c¢alismada farelerde osteoblastik

aktivitenin uyarildig1 gosterilmistir.
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Osteoblastik uyarim yaninda miR-26’nin osteoklastik aktivite ilizerinde de
diizenleyici rolii oldugu bildirilmektedir. Olgun osteoklastlarin farklilasmasi
stirecinde hiicre-hiicre fiizyonunda rol alan CTGF’nin miR-26a tarafindan
baskilandigi ve bdylece RANKL-aracili osteoklastogenezin engellendigi
gosterilmistir.  Ancak  RANKL-aracili  osteoklast  farklilagmasinin  geg
donemlerinde, miR-26a ekspresyonunun arttig1 da gozlenmistir. Dolayisiyla
RANKL ve miR-26a arasinda bir negatif feed-back etkilesim oldugu
diistiniilmektedir (128).

Osteosarkoma patogenezinde de miR-26a’nin diizenleyici role sahip oldugu
gozlenmistir. Osteosarkoma hiicrelerinin ¢ogalma ve metastaz siireglerinde miR-
26a’nin baskilandigi, ¢esitli miRNA ve Inc-RNA molekiillerinin de yer aldigi
karmagik bir etkilesimin  s6z konusu oldugu Dbelirlenmistir. Kanser
patogenezindeki rolii acisindan incelendiginde, miR-26a bazi kanserlerde tiimor
baskilayic1  olarak  gbzlenirken  diger kanserlerde  onkogen  olarak
saptanabilmektedir (129,130).

Literatiirdeki veriler gostermektedir ki miR-26a transkriptinin etkileri
hiicre tipine, gelisme basamagina ve zamana bagli olarak degismektedir. Kemik
gelisiminde ve yapisinin diizenlenmesinde miR-26a’nin diizenleyici rolii

bilinmektedir ancak etki mekanizmalar1 heniiz tam olarak agiklanamamustir.

2.3.5. miR- 29a

Memelilerde iki transkripsiyonel iinitede transkribe edilen dort miR-29
prekiirsorii kodlanmistir. miR-29a ve miR-29b-1, kromozom 7’den kodlanmamis
bir kopyanin intronundan trasnkribe edilir. miR-29b-2 ve miR-29¢c kromozom
1’den birlikte transkribe edilir. Bu Onciillerden islenen ii¢ ana olgun miRNA,
miR-29a, miR-29b ve miR-29c olarak bilinir (131).

Insanlarda miR-29 ailesinde miR-29a, miR-29b ve miR-29¢ olarak ii¢ olgun
mIiRNA bulunmaktadir. miR-29a / miR-29b-1 genleri 7 no’lu kromozomda yer
alirken miR-29b-2 / miR-29¢ genleri 1 no’lu kromozomda yer almaktadir (131).
miR-29a geni transkripsiyonunda MYC, NFkB, CEBP ve TCF/LEF gibi
transkripsiyon faktorii proteinlerin yer aldigi ayrica Wnt sinyal yolaginin da rolii

oldugu bildirilmistir.
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Miyeloid 16semi hiicre farklilagsma proteini (MCL1), birgok T hiicreli
16semide bozuklugu tespit edilen TCL1A (T-hiicreli 16semi / lenfoma) onkogeni,
akciger kanserinde siklikla yiliksek bulunan DNA metil transferazlart DNMT3A
ve DNMT3B ile iliskisi tespit edilmis ise de tam olarak mekanizmasi
aydmlatilamamustir (132,133,134).

miR-29a’nin  Runx2 asetilasyonu yoluyla glukokortikoid kullanimi ile
tetiklenen kemik kaybi ve kemik iligi yaglanmasini hafiflettigini gosteren
caligmalar mevcuttur (135).

MiR-29 ailesinin hiicresel etkileri arasinda baslica ekstraselliiler matriks
diizenlenmesi, hiicre c¢ogalmasi ve apoptozis yer almaktadir. Ekstraselliiler
matriks yapisinda bulunan ¢ok sayida proteinin ekspresyonu miR-29 ailesi
tarafindan diizenlenmektedir. Ozellikle kollajen proteini alt tiplerinin ekspresyonu
iizerinde, var olan kollajen genlerinin yaridan fazlasinda, bu ailenin diizenleyici
rolii bulunmaktadir. Cesitli dokularda gozlenebilen fibrozis siireclerinde miR-29
ailesinin belirgin etkileri oldugu ve 6zellikle profibrotik TGFbeta sinyallerinin
mMiR-29’1ar1 baskilayarak fibrozisi diizenledigi one siirtilmistiir (136).

mMiR-29 tarafindan miktar1 diizenlenen matriks proteinlerinlerinden birisi de
osteonektindir. Kollajenden sonra kemik yapisinda en yiiksek oranda bulunan
matriks proteini olan osteonektin, miR-29a ve miR-29¢ tarafindan post-
transkripsiyonel olarak baskilanmaktadir. Osteoblast farklilasmasinin erken
donemlerinde osteonektin ekspresyonunun yiiksek oldugu, ancak farklilagsmanin
ilerleyen dénemlerinde osteonektin ekspresyonunun azaldigi ve bu asamada miR-
29a Ve -29c¢ ekspresyonunun artis gosterdigi saptanmustir (137).

Osteoblastik  gelisimi  inceleyen calismalarda WNT  sinyallerinin
osteoblastlardaki miR-29a ve miR-29¢ ifadesini artirdigi gézlenmistir. Primer
osteoblastlarda ve mezenkimal kok hiicrelerde, miR-29a’nin WNT yolagi
inhibitorii olan ¢esitli proteinleri baskiladig1 ve boylece WNT sinyallerini artirdigi
belirlenmistir. Sonu¢ olarak miR-29 ve WNT arasindaki karsilikli etkilesimin
pozitif feedback 6zellikte oldugu anlasilmigtir (138).

Literatlirdeki veriler miR-29’un osteoblastik farklilagsmay1 direkt WNT
yolag1 iizerindeki etkileri yaninda HDAC4’li baskilayarak da etkileyebildigini
ortaya koymaktadir. HDAC4 ile iligkili epigenetik degisikliklerin, miR-29a
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etkisiyle azaltilmast sonucunda, RUNX2 ve osteocalcin gibi osteoblast

farklilagmasini siirdiiren genlerin ifadesinin arttigi belirlenmistir (139).

2.3.6. miR-133a

Insan genomunda bilinen {i¢ tane miR-133 geni vardir. miR-133a-1, miR-
133a-2 ve miR-133b sirasiyla 18, 20 ve 6 kromozomlarindan transkribe edilir
(140).

Olgun miR-133a ve miR-133b transkriptleri baslica kas dokularinda
eksprese edilmektedir. miR-133a mezenkimal kok hiicrelerin  farklilagsmasi
sirecinde miyoblast serisi yoniinde farklilasmay1r uyarirken; osteoblast-
kondroblast serisine yonelik farklilasmayr baskilayici role sahiptir. Miyoblast
farklilagmasmi dilizenleyen SRF ve MEF2 transkripsiyon faktorleri, yapisal
miyosit proteinlerinin ekspresyonlarmi artirirlar ve ayni zamanda negatif geri-
besleme mekanizmasini uyarmak i¢in miR-133a transkripsiyonunu da uyarirlar,
clinki SRF transkripti, miR-133a’nin hedefi olan transkriptler arasinda yer
almaktadir (7).

Mezenkimal kok hiicrelerden osteoblast farklilasmasi silirecinde ise miR-
133a’nin  baskilanmasi1 gereklidir ki bu baskilanmada ¢esitli osteogenik
transkripsiyon faktorlerinin karmasik etkilesimi s6z konusudur. RUNX2
transkripsiyon faktor proteini, osteoblastlarda farklilasmay1 diizenleyici 6nemli
proteinlerden birisi olarak, miR-133a’nin hedefidir ancak ayni zamanda RUNX2
tarafindan ekspresyonu uyarilan OSX proteini miR-133a’nin ekspresyonunu
baskilayic1 fonksiyona sahiptir. Dolayisiyla osteogenik farklilasmanin devam
edebilmesi i¢in  RUNX2-OSX-miR-133a arasmnda siirekli bir etkilesim
gerceklesmektedir (8).

miR-133a brons duvari diiz kas hiicrelerinde RhoA ekspresyonunu negatif
olarak regiile eder, miR-133a diizeylerinde azalma RhoA’nin overekspresyonuna,
bu da brons duvarinda kasilma ve asir1 duyarliliga neden olur (141).

Tam olarak mekanizmasi aydinlatilamamis olsa da, diyabetik
kardiyomiyopatisi olan hastalarin serum miR-133a diizeyleri diisiikk tespit

edilmigtir (142).
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Castario ve ark.’nin fare modeli iizerinde yaptiklar1 bir ¢caliymada miR-133a
lokal inhibisyonu ile kok hiicrelerin osteogenik potansiyelinin arttirilabilecegi
hipotezini 6ne siirmiiglerdir. miR-133a spesifik antagomir ile inhibe edildiginde
temel etki mekanizmasi olan RUNX1 ekspresyonu iizerindeki negatif diizenleyici
etkinin ortadan kalktigi ve bunun kok hiicrelerin osteogenik potansiyellerini
arttirdigr gosterilmistir. Calismada bunun umut vaad eden bir terapotik yol

olabilecegi ileri siiriilmiistiir (143).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Olgularin Secimi ve Ornek Eldesi

Hasta grubumuz Akdeniz Universitesi T1p Fakiiltesi Cocuk Endokrinoloji
ve Cocuk Genetik Polikliniginde muayene edilen ve OI tanisi ile takip edilen 0-18
yas grubu hastalar, kontrol grubumuz ise Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Saglam ve Genel Cocuk Poliklinigine bagvuran higbir hastaligi olmayan 0-18 yas
aras1 saglikli cocuklardan olusturuldu.

Saglikli g¢ocuklardan olusturulan gruptaki her olgu poliklinik hekimi
tarafindan muayene edilerek calismaya uygunlugu teyid edildi. Saghkl
cocuklardan plazma Ornegi rutin kontrol i¢in kan Orne§i alinmasi gereken
zamanda alinarak aymrildi. Her iki gruptaki olgularin ebeveynleri ¢alisma icerigi
konusunda bilgilendirildi ve yazili onam alindi. Bu ¢alisma i¢in Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul Onayr alindi (Karar tarih ve sayisi;
26/02/2016 -70904504 / 126) (Ek 1).

Cahsmaya Alinma Kriterleri
» Tan1 almis Ol hastasi olmasi
* Ek bir hastaliginin olmamasi
» Diizenli ila¢ kullanim dykiisiiniin olmamas1 (Ol tedavisi disinda)

* Caligmaya katilmay1 kabul etmesi

Cahsmadan Dislanma Kriterleri
* Calismaya alinma kriterlerine uymamasi
* Calismaya katilmay1 kabul etmemesi

» Referans miRNA seviyesinin dlgiilemeyecek seviyede diisiik olmasi

Hastalarin dosyalar1 retrospektif taranarak ve yeni tani alanlarin prospektif
degerlendirmeleri yapilarak klinik ve laboratuvar bulgulari, olgular ve/veya
aileleri ile gortsiilerek demografik verileri kaydedildi. Olgular ve/veya ailelerinin
onay1 ile EDTA’l1 tiipe 5 cc periferik vendz kan 6rnegi alindi. Kan drneklerinden
en ge¢ 2 saat i¢cinde santrifligasyon ile plazma elde edildi. Plazma ornekleri
QIAzol Lysis Reagent (Qiagen) ile karistirilip -20°C’de miRNA izolasyonu

basamagina kadar saklandi.
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3.2. Plazma miRNA izolasyonu

Olgulara ait plazma Orneklerinden miRNA izolasyonu i¢in miRNeasy
Serum/Plasma Kit (Qiagen, 217184) kullanild1 ve ¢alisma basamaklar1 dnerildigi
sekilde uygulandt:

1- 200 pl plazma Ornegi lizerine 1 ml QIAzol Lysis Reagent eklendi,
karigtirildi ve oda sicakliginda 5 dakika homojenize olmasi i¢in inkiibe
edildi. Karisim miRNA izolasyonunun yapilacagi giine kadar -20°C’de
saklandi1 ve izolasyon Oncesi oda sicakliginda bekletilerek ¢oziildii.

2- Ornekler iizerine 200 pul kloroform eklendi, hizla karistirild: ve sogutmali
santrifiijde 10 dk 13.000 g’de santrifiij edilerek RNA fazi elde edildi.

3- RNA faz1 yeni bir tiipe alinip iizerine esit hacimde isopropanol eklendi,
karistirildi ve RNA izolasyon kolonuna yiiklenip 13.000 g’de 30 sn
santrifiij edildi.

4- Wash Buffer 1 ve II ile iki defa kolon yikamasi yapildi ve son olarak
kolondaki etanoliin uzaklastirilmasi i¢in 13.000 g 1 dk sanrifiij edildi.

5- Kolonlardan 50 pl Elution Buffer ile RNA eliisyonu yapildi ve elde
edilen RNA -80°C’de saklandh.

3.3. ¢cDNA Hazirlanmasi

Plazma miRNA o6rneklerinden cDNA sentezi i¢in miScript II Kit (Qiagen,
218161) kullanild1.

Reaksiyon karisimi kit manuelinde belirtildigi {izere asagidaki gibi

hazirlandi;
5x HiSpect Reaction Buffer 4 pul
10x Nucleic Mix 2 ul
Reverse Transcriptase 2ul
RNA 7 ul
DW 5ul
Toplam 20 ul
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cDNA sentezi i¢in asagidaki sicaklik programi kullanilds;

37°C  60dk
95°C 5dk
4°C o0

Hazirlanan cDNA 0Ornekleri -20°C’de saklandi.

3.4. Preamplifikasyon

Plazma miRNA Orneklerinden hazirlanan ¢cDNA kalibi miScript PreAmp
PCR Kit (Qiagen, 331452) kullanilarak hedef miRNA molekiilleri agisindan

zenginlestirildi. Reaksiyon karigimi kit manuelinde belirtildigi lizere asagidaki

gibi hazirlandi;
5x PreAmp Buffer S5ul
Taqg Polimeraz 2ul
PreAmp Primer Mix 5ul
Universal Primer 1 ul
cDNA (1/5dil) 5ul
DW 7 ul
Toplam 25 nl

Preamplifikasyon PCR i¢in asagidaki sicaklik programi kullanilds;

95°C 15 dk
12 dongii;

94°C 30 sn
60°C 3dk

Hazirlanan preamplifikasyon 6rnekleri -20°C’de saklandi.

33



3.5. Kantitatif PCR

Plazma miRNA o6rneklerinden hazirlanan cDNA kalibinin zenginlestirilmesi
sonrasinda hedef miRNA molekiillerinin kantitasyonu i¢in gercek zamanli
kantitatif PCR calismas1 yapildi. Hedef miRNA molekiillerine 6zgli primer ve
problar i¢in miScript Primer Assay (Qiagen) kullanildi.

miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen, 218075) kullanilarak her bir hedef
miRNA molekiilii i¢in ayrt1 PCR karisimi kullanildi. Reaksiyon karisimi kit
manuelinde belirtildigi lizere asagidaki gibi hazirlands;

2x SYBR Green Taq Polimeraz mix 10 ul

Hedef miRNA Primer Mix 2 ul
Universal Primer 2 ul
preAMP kalip (1/20 dil) 2ul
DW 4l
Toplam 20 pl

Hazirlanan PCR karisimi asagidaki sicaklik profili kullanmak {izere

kantitatif ger¢ek zamanli PCR cihazina (Light Cycler 480, Roche) yiiklendi.

95°C 15 dk

45 dongii;

94°C 15 sn

55°C 30 sn

70°C 30 sn + floresans Ol¢iim

Erime Egrisi;

95°C 10 sn

50°C 30 sn

50°C - 94°C arasi siirekli floresans 6l¢tiim

PCR islemi sonras1 6rneklere ait dongii esik degerlerinin (Cycle Treshold,
CT) analizi i¢in Light Cycler 480 programmda Second Derivative Maximum

metodu kullanildi.
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3.6. miRNA ifadesi Degerlerinin Analizi

mIRNA ifadesi analizinde referans miRNA olarak miR-16-5p kullanildi.
Hedef miR-16-5p, miR-26a-5p, miR-29a-3p, mIiR-133a-3p molekiillerinin
kantitatif PCR ile belirlenen CT degerleri REST® (Pfaffl MW ve ark. Nuc Acid
Res, 2002; 30(9): E36) programi kullanilarak normalize edildi ve her bir
miRNA’nin ifade degeri hesaplandi.

3.7. istatistiksel Analiz

Tanimlayici istatistikler frekans, yiizde, ortalama, standart sapma, medyan,
minimum, maksimum degerleri ile sunulmustur. Normallik varsayimi Shapiro
Wilk Testi ile kontrol edilmistir. iki grubun sayisal verileri arasindaki farkin
analizinde veriler normal dagilima uydugu durumda Independent Samples t test
(Bagimsiz iki Orneklem t Testi), uymadigi durumda Mann-Whitney U Testi
kullanilmistir.  Sayisal veriler arasindaki iliskiler non-parametrik Spearman
Korelasyon Testi, parametrik Pearson Korelasyon Testi ile degerlendirilmistir.
Analizler SPSS 23.0 programi ile yapilmistir. P<0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda OI tanili hasta grubu (n=26) ile saglikli cocuklardan olusan
kontrol grubu (n=16) arasinda istatistiksel olarak anlamli yas farki bulunmadi.
Hasta grubun yas ortalamasi 8,3+1,1 iken, kontrol grubunun yas ortalamasi
6,5+1,3 olarak bulundu. Hastalarmm demografik ve klinik bulgular1 Tablo 4.1°de
Ozetlenmistir.

Hasta grubumuzu olusturan 26 olgunun %26,9’u (n=7) kiz, %73,1’i (n=19)
erkek idi. Hastalarin %50’sinin anne ve babasinda akrabalik Oykiisii var iken,
%45,5’inde ailede en az bir kiside OI dykiisii oldugu saptand1 (Tablo 4.1).

Olgularm %34,6’s1 (n=9) prenatal, %23’ (n=6) 1 yas altinda, %30,7’s1
(n=8) 2-5 yas arasinda ve %11,5’i (n=3) 6 yas ve sonrasinda tani aldi. Tani
koyulan hastalarmm %88,5’inin ilk basvuru sikayeti kirik iken, %11,5’1 kiriksiz
bagvurmus ve diger (kemik deformitesi, gelisme geriligi) Klinik bulgular1 ile tani
almigtir.

Tedavi baglanan hastalarm %7,6’sinda izlemde kirik gozlenmez iken,
%92,4’linde sikhig1 azalmak ile birlikte kirik olugmaya devam etmistir. Tim
hastalarin kirik lokalizasyonu smiflandirildiginda %65,3’iinde (n=17) ekstremite
kirigi, %11,5’inde (n=3) ekstremite-kosta, %3,8’inde (n=1) ekstremite-skapula
kirigi, %7,2’sinde ekstremite-skapula-kosta kirigi, %3,8’inde (n=1) parmaklarda
kirik gozlendi.

Hastalarimizin %30,7’sinde (n=8) bagimsiz hareket yetisi var iken, %69,3’l
(n=18) yiiriimek i¢in destege ihtiya¢ duyuyor ya da yiirliyemiyor, %7,6’sinda
inguinal herni, %7,6’sinda umblikal herni mevcuttu. %80,8’inde (n=21)
ekstremite egriligi saptanirken, %7,6’smin entelektiiel diizeyinde gerilik oldugu
tespit edildi.

Hastalar sklera renklerine gore gruplandirildiginda %354’iinde (n=14) mavi,
%30,7’sinde (n=8) gri, %15,3’linde (n=4) beyaz sklera oldugu saptandi.

Olgularin %7,6’sinda isitme kaybi, %65,4’tinde dentinogenezis imperfecta,
%86,4’linde boy kisalig1 ve %36,4’linde fontanelin yasa gore genis olup, eslik

eden kalvaryal kemik deformitesi oldugu saptandu.

36



Tablo 4.1. Demografik ve klinik bulgular.

n %
Cinsiyet Erkek 19 73,1
Kiz 7 26,9
Yas 10 yas alt1 19 73
10 - 20 yas 7 27
Baslangi¢ Yasi Prenatal 9 34,6
0-1yas 5 19,2
2- 5 yas 9 34,6
6 yas ve listii 3 11,5
Akrabalik OyKkiisii Yok 12 46,1
1. Derece 9 34,6
2. Derece 2 7,6
Ayni kdy 3 11,5
Aile OyKkiisii Yok 12 38,7
Var 14 61,3
Basvuru Kirik Sayisi 1 Kirik 7 26,9
2 Kirik 2 7,6
3 Kirik 2 7,6
4 Kirik 1 3,8
5 Kurik 4 15,2
Coklu Kirik 7 26,9
Kirik Yok 3 11,5
Tedavi Sonras1 Yilik Kirik Sayis1 1 Kirik 4 15,3
2 Kirik 5 19,2
3 Kirik 4 15,3
4 Kirik 3 115
5 Kirik 1 3,8
Coklu Kirik 7 26,9
Kirik Yok 2 7,6
Kirik Yeri Ekstremite 17 65,3
Ekstremite, Kosta 3 11,5
Ekstremite, Skapula 1 3,8
Ekstremite, Kosta, Skapula 2 7,2
Parmaklar 1 3,8
Yok 2 7,2
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Tablo 4.1 (Devam). Demografik ve klinik bulgular.

%
Ekstremite Egriligi Var 80,8
Yok 19,2
Bagimsiz Hareket Yetisi Var 53,8
Yok 46,2
Sklera Rengi Mavi 54
Gri 30,7
Beyaz 15,3
Isitme Kaybi Var 7,6
Yok 92,4
Dentinogenezis Imperfecta Var 61,5
Yok 38,5
Entelektiiel Yeterlilik Var 7,6
Yok 92,4
Fitik Yok 84,8
Inguinal Herni 7,6
Umblikal Herni 7,6

Hasta ve kontrol gruplarinin miRNA diizeyleri arasinda dikkat cekici
diizeyde fark oldugu ve hasta grubunun miRNA diizeylerinin daha yiiksek oldugu
saptand1 (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Tablo 4.2).
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Sekil 4.1. Hasta ve kontrol grubu miR-133a diizeyleri.
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Sekil 4.2. Hasta ve kontrol grubu miR-26a diizeyleri.

0.12-

0.09-

0.03-

Normalize Ekspresyon Seviyesi
S
T

0.00

Kontrol grubu miR-29a Hasta grubu miR-29a

Sekil 4.3. Hasta ve kontrol grubu miR-29a diizeyleri.

39



Tablo 4.2. Hasta ve kontrol grubu plazma miRNA diizey karsilagtirmasi.

mMiRNA Grup n Ortalama+SD Ortanca (max-min) p
. Kontrol 15 1,08+0,94 0,99 (0,14-3,64)
miR-26a 0,011
Hasta 26 2,69+2,41 1,72 (0,26-9,66)
. Kontrol 15 0,04+0,02 0,03 (0,01-0,07)
miR-29a <0,001
Hasta 26 0,08+0,04 0,08 (0,01-0,19)
. Kontrol 15 | 0,0012 + 0,01 0,0019 (0,0002-0,0037)
miR-133a 0,001
Hasta 26 0,01+0,03 0(0-0,15)

mirl33a diizeyi yiiksek olan hastalarn serum kalsiyum ve D vitamini

diizeyleri diger gruplara gore daha diisiik bulundu (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Hasta grubunda miRNA diizeyleri ve biyokimyasal belirteglerin

kiyaslanmas.
. _ Kalsiyum Fosfor D-vit ALP
TRIIRINEA =2 (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/di) U/t
miR-29a 0,656 0,204 0,734 0,901
miR-133a 0,02 0,939 0,018 0,123
miR-26a 0,166 0,579 0,564 0,774
1500~ 75 =
L ]
I 1000- - ._—.5 504 .
= =2 .
— [ ] E ]
5 » - *s :
<< 500~ . * é_- s5de * %
L] . et
F. i- . F-'.‘ [ ]
L * -
0
E.l}m 0.005 0.010 0.015 0,000 0.005 0.010 0.015
miR-133a miR-133a

Sekil 4.4. Hasta grubu miR-133a diizeyleri ile D vit. ve ALP diizeylerinin
kiyaslanmast.
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miRNA diizeyleri ve ALP, fosfor, PTH diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik saptanmadi.

Hasta ve kontrol grubu miR-26a diizeyleri ile yas arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iligki saptandi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Hasta ve kontrol grubunda miR-26a diizeyi ile yas arasindaki iligki
(kirmiz1: hasta grubu, siyah: kontrol grubu).

miRNA diizeyleri ve cinsiyet farkliligi, akrabalik Oykiisi ve aile
bireylerinde hastalik dykiisii varligi arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmadi.

Hastalarin bagvurudaki kirik sayilari, yillik ortalama kirik sayilari, Klavikula
ve skapula kirig1 goriilme sikligi ile miRNA diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik saptanmadi.

Dentinogenesis imperfecta goriilme siklig1 ile miRNA diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. Ancak miR-26a ekspresyonunun

dentinogenezis imperfektali hastalarda dnemli diizeyde arttig1 (p=0,09) gozlendi

(Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. miRNA diizeyleri ve dentinogenesis imperfekta varligi.

g Dentinogenesis Ortanca
miRNA imperfekta n Ortalama+SD (max-min) p
) Var 16 3,242,7 2,05 (0,72-9,66)
miR-26a 0,09
Yok 10 1,45+1,3 1,01 (0,25-3,7)
) Var 16 0,08+0,04 0,07 (0,01-0,19)
miR-29a 0,37
Yok 10 0,05+0,04 0,05 (0,01-0,1)
) Var 16 0,013+0,03 0,003 (0,007-0,14)
miR-133a 0,21
Yok 10 0,0027+0,002 | 0,002 (0,002-0,005)

Mental retardasyon, sklera rengi, fitik goriilme sikligi, hipermobilite,
fontanel genisligi, kalvaryal deformiteler ve isitme kayb1 goriilmesi ile miRNA

diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.
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5. TARTISMA

MikroRNA terimi 1990’11 yillarda giindeme gelmis olup tip literatiiriine
2000’li yillarn basinda girmis ve bu tarihten sonra bir¢ok canli organizmada
oldugu gibi insanlarda da bulundugu kesfedilerek islev tanimlar1 yapilmaya
baslanmistir (144). Tip diinyasinda heyecan uyandiran bu gelisme beraberinde
bir¢ok ¢alismay1 dogurmus ve insan genomundaki genlerin miRNA’lar tarafindan
da diizenlendigi saptanmistir (145). Diizenleyici rol oynayan bu kiiciik
niikleoproteinlerin fonksiyon kayb1 ya da mutasyonlarinda hastaliklara da sebep
olabilecegi fikri bunun yani sira viicut sivilarindan da izole edilebilirligi nedeni ile
hastaliklara neden oluyor iseler biomarker olarak kullanilabilirligi sorulari
giindeme gelmistir (146,147).

Glinlimiizde 06zellikle kanser fizyopatolojisi olmak iizere otoimmun
hastaliklardan kas-iskelet sistemi hastaliklarmma kadar bir¢cok alanda kesfedilen
mMikroRNA’lar hastaliklarin karanlik kalan noktalarina 1s1k tutarak erken tani ve
olasi tedaviler ile giindeme gelmektedir (148,149,150). Kemik metabolizmasi ve
hastaliklar1 da bu alanlardan biri olarak goziikmektedir.

Kemik metabolizmasi, osteoblastlarin anabolik aktiviteleri ve osteoklastlarin
katabolik aktiviteleri arasindaki hassas denge ile siirdiiriilir. miRNA'lar,
olgunlasmalar1 i¢in gerekli olan bir enzim olan Dicer’in fonksiyon kaybi1 analizleri
ile kanitlandig1 tizere, her iki hiicre tipinin olgunlasmasi ve fonksiyonunda rol
oynar. Dicer’in genel bir null mutasyonu, embriyonik fatal seyredebilir ve
Ozellikle gastrulasyonda normal bir omurgali viicut planinin olusumunu engeller
(151). Gaur ve ark. olgun farelerle yaptigi calismasinda osteoblastlarda olgun
mMIRNA ekspresyonu i¢in 6nemli olan kosullu Dicer allelinin ablasyonu ile
BGLAP/OC (insan kemik gama-karboksi glutamik asidi i¢eren protein /
osteokalsin) promoteri ve ya COL1AL1 (kolajen tipi 1 sentezinden sorumlu alan)
geninden Cre (cyclization recombinase) ekspresyonu azalmasi oldugunu tespit
etmis, sonug olarak fetal sag kalimi ve kemik olusumunu tehlikeye atan bir dizi
metabolik aksama oldugunu gostermistir (152). Noda ve ark. yaptiklar1 bir
calismada osteoklast farklilasmasma aracilik eden NFkappaB ligand1 (RANKL)

ve makrofaj koloni uyaric1 faktdér (M-CSF) igin reseptoriin dicer silinmesi ile
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sayica azaldigmi tespit etmistir. Sonuc¢ olarak osteoklasta 6zgii Dicer gen
eksikliginin osteoklastik kemik resorpsiyonunu baskiladigini gostermistir (153).
Buna benzer birgok calisma gostermistir ki kemik metabolizmasi ve iligkili
hastaliklarda mikroRNA’lar etkin rol oynamaktadir. Osteogenezis Imperfecta gibi
heniliz tam olarak aydinlatilamamis bircok kemik hastaliginin bu bakis agisi ile
yeniden degerlendirilmesi bize yeni ufuklar agabilecektir.

mMiR-29 ailesinin hiicre dig1 matriks ile ilgili en az 16 geni hedefledigi
gosterilmistir. Bu genler, ekstraseliiler matriksin fizyolojik veya patolojik
formasyonunda yer alan anahtar proteinlerin birka¢mi kodlarlar. Kollajen ve
izoformlar1 olan laminin, fibrilin, elastin, matriks metalloproteinaz ve integrin
bunlardan bazilaridir (154,155). miR-29’lar ile hiicre dis1 matriks genlerini
kodlayan mRNA'lar arasindaki etkilesim, ¢ofu vakada, 3° UTR (translate
edilmemis bdlgede) seed bolgesine baglanmasi yoluyla olur. Bagka higbir
miRNA'nin, 20 kollajen geninin 11'inden fazlasini hedef aldig1 6ngoriilmemistir
(156). miR-29'ar tarafindan hedeflenen hiicre dis1 matris genlerinin transkripte
ettiZi mMRNA miktarinin azaldigi ve ya mRNA stabilitesini kismen azalttig1
varsayllmaktadir  (157). Ekstraseliiler —matriksin  miR-29’lar  tarafindan
diizenlenmesi, kalp (158), bobrek (159), akciger (160) ve karaciger (161) gibi
bircok organin fibrozisinin yam sira sistemik skleroz gelisiminde de rol oynar
(162). Birgok hiicre dis1 matriks geninin 6nemli bir transkripsiyonel uyaricisi olan
transforme edici bliyiime faktorii renal epitel hiicreleri, insan fetal akciger
fibroblastlar1 ve goz trabekiiler ag hiicreleri de dahil olmak {tizere fibrotik
kosullarda miR-29'lar1 downregiile eden 6nemli bir faktor olabilir (163,164). miR-
29 ailesinin downregulasyonu fibrozis ve hastaliklar ile iliskilendirilmistir (161).
Bir baska c¢alismada miR-29a ve Wnt sinyalizasyonunun osteoblast
farklilasmasimi1 modiile edebilen diizenleyici bir devrede pozitif feed back
etkilesimi ile yer aldigi gosterilmisti. Insan mezensimal kok hiicrelerinin
osteoblastlara diferansiyasyonu ekstraselliiler matriks elemanlar1 tarafindan
kontrol edilir. Wnt sinyali, insanlardaki kemik kiitlesinin korunmasi i¢in 6zellikle
onemlidir. Mikro RNA’larin aracilik ettigi transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonu
da osteoblast farklilasmasinin kontroliinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu

calismada da osteoblast farklilagmasi swrasinda miR-29a'nin arttigi, insan
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osteoblastlarindaki Wnt sinyalizasyonunu olumlu bir geri besleme dongiisiiyle
modiile ettigi gosterilmistir. Ayrica, Wnt sinyalizasyonunda Dikkopf-1 (Dkk1),
Kremen2 ve sFRP2 (salimmis frizzled ilgili protein 2) negatif regiilatorlerinin,
miR-29a'nin direkt hedefleri oldugu bulunmustur. Wnt antagonistlerinin, sentetik
MiR-29a inhibitori ile transfekte edilen hiicrelerde arttigi, buna karsilik miR-29a
mimikleri ile yapilan transfeksiyonun bu antagonistlerin ekspresyonunu azaltarak
Wnt sinyalizasyonunu gii¢lendirdigi gosterilmistir (165).

Sisteinden zengin, asidik bir non-kollajen protein olan osteonektin, kemik
ekstraselliiler matriksinde bol miktarda bulunur ve kemik remodellinginin
regiilatorii olarak oOnemli rol oynar. Iskelette, osteonektin, kemik kiitlesi
bakimmda ve paratiroid hormonuna (PTH) yanit olarak kemik olusumunu ve
emilimini dengelemek i¢in sarttir. Fare osteonektin 3 ' UTR proksimal bdlgesinin
miRNA'lar (miR-29a ve miR-29c¢) ile etkilesime giren iyi korunmus baskin bir
diizenleyici motif icerdigini gosteren bir ¢alismada, osteoblastik hiicrelerin miR-
29a inhibitorleri ile transfekte edilmesinin osteonektin protein seviyelerini
arttirdig1r gosterilmistir. Bu miRNA'larin up-regiilasyonu, matriks maturasyonu
sirasinda ve gec diferansiyasyonun mineralizasyon fazlarinda azalmis osteonektin
proteini ile korelasyon gostermistir (166).

Calismamizda OI hastalarm plazma miR-29a diizeyi kontrol grubuna gore
istatistiksel anlamli olarak yiiksek saptanmistir. Literatiirde bildirildigi iizere miR-
29a’nin kemik dokusunda osteoblastik aktivite ile iliskisi bulunmaktadir. Bizim
verilerimizde de benzer sekilde hasta grubunda miR-29a diizeyinin yiiksekligi
OI’da devam eden osteoblastik aktiviteyle uyumlu goriilmektedir. Ancak miR-29a
diizeyi ile hastalarmm demografik ve klinik bulgular1 arasinda anlamli bir iliski
gozlenmemistir.

Mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik veya kondrojenik farklilagsmasinda
Oonemli rolii olan RUNX2’in miRNA’lar ile etkilesimini arastiran bir ¢alismada
RUNX2’i hedefleyen yedi farkli miRNA’nin (miR-23a, miR-30c, miR-34c, miR-
133a, miR-135a, miR-205 ve miR-217) varlig1 tespit edilmistir. Calismamizda
inceledigimiz miR-133a da bunlardan biridir. RUNX2’i hedefleyen her bir
miRNA’nin etkinligi, osteoblastlar ve kondrositler arasinda farklilik gosterse de,

onceden etkinlesmis osteoblastlar ve kondrositlerin olgunlagmasini etkili bir
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sekilde bloke ettikleri gdsterilmistir. Dahasi, bu miRNA’larin, mezenkimal kok
hiicreleri adipogenik hiicre kaderine yonlendirebildigi gosterilmistir (167).

mMIiRNA’lar Runx2’nin osteojenik aktivitesini kontrol edip etmedigini ve
osteoblast olgunlagsmasini etkileyip etkilemedigini ele alan bir baska ¢alismada da
Runx2 hedefleyen miRNA miR-23a, miR-30c, miR-34c, miR-133a, miR-135a,
miR-137, miR-204, miR-205, miR-217, miR-218 ve mIiR-338 olarak
belirlenmistir. Aralarinda miR-133a’nin da bulundugu bu miRNA’larm farkl
yollar kullanarak da olsa ayn1 sonuca ulastiklari, osteoblastlar ve kondrositlerdeki
Runx2 protein ekspresyonunu inhibe ettikleri gosterilmistir. Tim Runx2’1
hedefleyen miRNA’larm  (miR-218 harig) o6nemli dlgiide osteoblast
farklilagsmasmi engelledikleri gosterilmis ve etkileri anti-miRNA’lar tarafindan
tersine ¢evrilerek teyid edilmistir (168).

Calismamizda inceledigimiz Ol hastalarinda plazma miR-133a diizeyi
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli olarak yiliksek saptanmistir. Literatiirde
miR-133a osteoblastik aktivite ile ters iliskili oldugunu bildiren yaymlar
mevcuttur. Ancak bizim verilerimizde farkli olarak hasta grubunda miR-133a
diizeyinin ytksekligi, hastalardaki olgun osteositlerin daha diisiik seviyede
olmasiyla iligkili olabilir. Osteogenesis imperfekta hastalarinda Runx2 protein
ekspresyonunun daha diisiik oldugu bilinmektedir. Buna bagh olarak, Ol
hastalarinda Runx2 ve OSX aracili negatif feed back mekanizmanin yetersiz
kalmas1 miR-133a yiiksekligi ile iliskili olabilecegi dngoriilebilir.

mMiR-133a diizeyi ile hastalarimizin demografik ve klinik bulgulari
arasindaki iliski degerlendirildiginde, miR-133a diizeyi ile D vitamini diizeyi
arasinda pozitif korelasyon varligi saptanmistir. Panizo ve ark.’nin D vitamini
reseptor aktivatorleri (VDRA) ile kardiyak fibrozisin hafifletilmesine katkida
bulunduguna dair yaptiklar1 ¢alismada D vitamini ile miRNA (miR-29b, miR-
133b, miR-30c) diizeyleri arasinda anlamli iligki bulmustur. Bu miRNA’larin
promotorlerinde D vitamini yanit elemanlarinin var oldugu ve vitamin D’nin
mIiRNA ekspresyonunda etkin bir role sahip oldugu 6ne siiriilmektedir (169).
Caliymamizda miR-133a diizeyi yliksek olan hastalarin serum vitamin D
diizeylerinin de yiiksek oldugu gozlenmistir. Ancak literatiirde miR-133a ve

Vitamin D iligkisini direkt olarak inceleyen bir yayma rastlanmamigtir.
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Osteogenesis imperfekta hastalarinda miR-133a ve Vitamin D arasindaki iligkinin
ayrmtili olarak incelendigi ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Somatik kok hiicreler (USSC), insan kordon kanmdaki nadir bir popiilasyon
olup, lic germ tabakasini temsil eden hiicrelere indiiklenebilir. miRNA’larin
USSC’deki osteojenik farklilagma tizerindeki islevsel etkisinin analiz edildigi bir
calismada miR-26a / b ve miR-29b’nin upregiile olduklar1 ve osteogenik
farklilagsmay1 hizlandirdiklar: gosterilmistir (170).

Yapilan farkli bir c¢alismada gozenekli bir hidroksiapatit iskele ile
birlestirilen modifiye adipoz kaynakli kok hiicreler (ASC)’in  miR-26a
transfeksiyonu sonrasi osteogenik tarafa kaydigi gozlenmistir. Osteogenik
genlerin belirgin bir bicimde upregiile oldugu ve ALP iiretimi, kollojen
sekresyonu ve ekstraselliiler matriks mineralizasyonunun arttig1 goézlenmistir.
Histolojik degerlendirme, modifiye hiicrelerin gézenekli bir hidroksiapatit iskele
esliginde yeni kemik olusumunu tesvik ettigini gostermistir. Sonug¢ olarak, miR-
26a transfeksiyonu, ASC’lerin osteogenik potensini 6nemli Olgiide gelistirmistir
(171).

Calismamizda OI hastalarinda miR-29a ve miR-133a’ya benzer sekilde,
plazma miR-26a diizeyi de kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli olarak
yikksek saptanmustir. Bildirildigi ilizere miR-26a’nin osteoblastik aktivite ile
iligkisi bulunmaktadir. Bizim verilerimizde de benzer sekilde hasta grubunda
miR-26a diizeyinin yiiksekligi OI’da devam eden osteoblastik aktiviteyle uyumlu
goriilmektedir. miR-26a diizeyi ile hastalarin demografik ve klinik bulgulari
arasinda iliski degerlendirildiginde hasta grubunda miR-26a diizeyi ile yas
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptandi. Ancak literatiirde miR-26a
ile yas iliskisini direkt olarak inceleyen bir yayma rastlanmamistir.

Literatirde =~ OI  hastalarmda  miRNA’larin  biyobelirteg  olarak
kullanilabilirligi sorusuna yanit arayan sinirh sayida ¢alisma olmak ile birlikte,
Wang ve ark.’nin yaptiklar1 bir cahsmada 22 OI tanili hasta (yas ortalamasi
9,54£3,6) ve 10 saglkli bireyden (yas ortalamasi 8,2+0,4) alman plazma
orneklerinde karsilastirilmigtir. Hastalarda miR-133a ve mir29a’nin saglikli gruba
gore daha diisiikk, miR-26a’nin ise yiiksek oldugu belirlenmistir (172). miR-26a

ekspresyonu agisindan verilerimiz benzerlik gdstermekle birlikte, miR-29a ve
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miR-133a ckspresyonlarinda farklilik saptanmigtir. Calismamizda alinan
orneklem sayilar1 (hasta grup n=26; saglikli grup n=16), yas ortalamasi (hasta
grup 8,3+1,1; kontrol grubu 6,5+1,3), mikroRNA’larin plazmadan elde edilmis
olmasi agisindan ¢alismalar arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Ancak tanimlanan
degiskenlerin, miR-29a ve miR-133a ekspresyonundaki farklilik agisindan kesin
olarak nasil bir etkiye sahip olduklar1 heniiz bilinmemektedir. Gerek saglikli
gerekse Ol olgularinda yapilacak daha genis hasta sayis1 igeren calismalarda
bakilacak miRNA ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi gerekmektedir.
Calismamizin kisithiliklar1 olarak nadir bir hastalik grubunu inceleyen ve tek
merkezli yapilmis calismada hasta sayisinm gorece az olmasi, Ol ve miRNA
arasindaki iliskiyi daha net degerlendirilebilmek agisindan OI hastalarimizda
molekiiler analizlerinin olmamasidir. Literatiirdeki az sayidaki benzer yayinla
kiyaslandiginda ¢alismamizin giliclii yan1 ise hastalarin demografik ve Klinik
ozelliklerinin ayrintili bir sekilde incelenmesi ve bunlarin miRNA ekspresyonlar1

ile iligkilerinin de karsilastirilmasidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Osteogenezis imperfekta uzun kemik deformiteleri ve kiriklar1 ile seyreden
nadir genetik bir bag dokusu hastahgidir. Intrauterin donemden itibaren bulgu
verebilen, lethal olabilen, basit bir travma ile veya travma olmadan da uzun kemik
ve vertebra kompresyon kiriklar1 goriilebilen, yasam kalitesi diisiikliigiine sebep
olabilen, morbiditesi ve mortalitesi yiiksek bir hastaliktir. Osteogenezis
Imperfekta yaygm osteoporoz, tekrarlayan kemik kiriklar1 ve bunun sonucunda
olusan deformiteler ile karekterizedir ve kesin tedavisi yoktur. Osteogenezis
Imperfekta tanis1 ve takibi icin kullanilabilecek biyobelirteglerin belirlenmesi,
hastaligin erken donemde saptanmasi, hastali§in seyrinin ve yeni bir terapotik
hedef olasiligi olan miRNA’lardan yola c¢ikarak tedaviye cevabimn izlenmesi
acisindan Snemli olabilmektedir. Osteogenezis Imperfekta’da mikroRNA’larm
klinik heterojenitedeki roliinii saptamak, biyobelirte¢ olarak kullanilabilirliginin
anlagilmasina katki saglamak ve yeni bir terapdtik hedef olasiligi amaciyla kemik
iliskili miRNA’larda deneysel kanitlar kisitli oldugundan, ossifikasyon siirecince
rol aldig1 diisiiniilen miRNA’larin incelendigi daha c¢ok c¢alismaya ihtiyag
duyulmaktadir.
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7. OZET

Osteogenezis Imperfektah Hastalarda Plazma miRNA (miR-26a, miR-29a,

mMiR-133a) Ekspresyon Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Giris-Amag: Osteogenezis Imperfekta (OI) uzun kemik deformiteleri ve
kiriklar1 ile seyreden beraberinde mavi sklera, dis bozukluklari, isitme kaybi ve
ligamentoz laksite goriilebilen genetik bir bag dokusu hastaligidir. Sillence ve ark.
tarafindan klinik, kalitim sekli ve radyolojik 6zelliklere gore OI klasik olarak dort
smifa ayrilmaktadir. Giiniimiizde OI’nin OMIM (Online Mendelian Inheritance in
Man) veri tabaninda 17 farkli tipi bildirilmistir. Kalitim sekli tiplere gore farklilik
gostermekle birlikte otozomal dominant (OD) ve otozomal resesif (OR) gegislidir.

Yakin zamana kadar klasik bilgilerimiz santral dogma olarak tanimlanan
DNA’da depolanmigs materyalin haberci RNA’ya (mRNA) transkribe olmasi ve
sonrasinda da tastyict RNA (tRNA) aracilifiyla ribozomlara tagmnarak gerekli
proteinlerin sentezlenmesi yoniinde idi. Fakat yapilan genom ve islevsel analiz
caligmalar1 protein kodlamayan RNA (non-coding RNA- ncRNA) molekiillerinin
de oldugunu gostermistir. Kiiciik kodlamayan RNA’larin bir smifi olan
mikroRNA’lar (miRNA) gelisim, homeostaz, bagisiklik ve ossifikasyon gibi
siireglerde onemli rol oynamaktadirlar. miRNA’larin inflamasyondan kansere
kadar ¢cogu hastalikla iliskili oldugu gosterilmistir. Varolan kanitlar, ossifikasyon
stirecinde miRNA’larin hedef mRNA'larin ekspresyonunu baglama ve bastirma ile
etkiledigini dolayisiyla osteoblastik proliferasyon, farklilasma ve osteoklastik
aktivitede etkili translasyon iiriinlerini de etkiledigini gostermistir. Yapilan
arastrmalarin ¢cogunda dogrudan kemik hastaliklariyla iliskili miRNA'lar
tamimlanmamustir ancak miR-26a, miR-29a, miR-133a kemik ile iliskili eksprese
oldugu diisiiniilen miRNA’lardandir.

Calismamizda, OI’da mikroRNA’larm klinik heterojenitedeki roliinii
saptamak, biyobelirte¢ olarak kullanilabilirliginin anlagilmasina katki saglamak ve
yeni bir terapdtik hedef olasiligi amaciyla kemik iligkili miRNA’lardan miR-26a,
miR29a, miR-133a’nin hasta ve saglikli kontrol gruplari arasinda ekspresyon

farkliliklarinin belirlenmesi amaglanmistir.
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Gere¢ ve Yontem: Calismaya Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Endokrinoloji ve Cocuk Genetik Polikliniginde degerlendirilen ve OI tanis: ile
takip edilen 0-18 yas grubu 26 hasta, kontrol grubu olarak Akdeniz Universitesi
Tip Fakiiltesi Saglam ve Genel Cocuk Poliklinigine bagvuran hastaligi olmayan 0-
18 yas aras1 16 saglikli gocuk alindi. Olgulara ait plazma 6rneklerinden miRNA
(miR-26a, miR-29a, miR-133a) izolasyonu i¢in miRNeasy Serum/Plasma Kit
(Qiagen, 217184) kullanildi. Kantitatif PCR ile belirlenen degerler RESTO (Pfaffl
MW ve ark. Nuc Acid Res, 2002; 30(9): E36) programi kullanilarak normalize
edildi.

Bulgular: Hasta ve kontrol gruplarinin miRNA diizeyleri arasinda dikkat
cekici diizeyde fark oldugu ve hasta grubunun miRNA diizeylerinin daha yiiksek
oldugu saptandi. miR-133a diizeyi yiiksek olan hastalarin serum kalsiyum ve D
vitamini diizeyleri diger gruplara gore daha diisiik bulundu. Dentinogenesis
imperfecta goriilme sikligi ile miRNA diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi. Ancak miR-26a expresyonunun dentinogenezis
imperfektali hastalarda arttig1 (p=0,09) gozlendi.

Sonug: Osteogenezis Imperfekta yaygin osteoporoz, tekrarlayan kemik
kiriklar1 ve bunun sonucunda olusan deformiteler ile karekterize ve kesin tedavisi
olmayan nedir bir hastaliktir. Osteogenezis imperfekta’da mikroRNA’larm klinik
heterojenitedeki roliinli saptamak, biyobelirte¢ olarak kullanilabilirliginin
anlasilmasina katki saglamak ve yeni bir terapotik hedef olasiligi amaciyla kemik
iligkili miRNA’larda deneysel kanitlar kisitli oldugundan, ossifikasyon siirecince
rol aldig1 diisiiniilen miRNA’larmm incelendigi daha ¢ok calismaya ihtiyag
duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Osteogenezis imperfekta, mikroRNA, miR-26a, miR-29a,
miR-133a
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8. ABSTRACT

Evaluation of Serum miRNA (mir-26a, mir-29a, mir-133a) Expression Levels

in Patients with Osteogenesis Imperfecta

Objective: Osteogenesis Imperfecta (OIl) is associated with long bone
deformities and fractures, accompanied by a genetic connective tissue disorder
with visible blue sclera, tooth disturbances, hearing loss and ligamentous
laceration. According to their clinical, inherited, and radiological characteristics,
Ol is classically divided into four classes by Sillence et al. So far 17 different
types of Ol has been reported in OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man)
database. There are autosomal dominant (OD) and autosomal recessive (OR)
transitions, although inheritance patterns differ according to types.

Until recently, our classical knowledge has been described as central
dogma, in which DNA stored in genetic material is transcribed into messenger
RNA (mRNA) and then carried by transporter RNA (tRNA) to move to ribosomes
to synthesize the necessary proteins. However, genome and functional analysis
studies have shown the presence of non-coding RNA (ncRNA) molecules.
MicroRNAs (miRNAS), a class of small non-coding RNAs, play important roles
in processes such as development, homeostasis, immune system and ossification.
miRNAs have been shown to be associated with a variety of diseases from
inflammation to cancer. Existing evidence suggests that miRNAs affect the
expression of target mRNAs by binding and suppression in the process of
ossification which in turn influence the osteoblastic proliferation, differentiation
and osteoclastic activating translational products. miR-26a, miR-29a, miR-133a
are believed to be associated with bone tissue.

In this study we aimed to identify the role of microRNAs in the clinical
heterogenity of Ol, contribute to the understanding of their utility as biomarker,
and also to determine the expression differences of bone-associated miRNAs
(miR-26a, miR29a, miR-133a) between the patients and healthy controls in order

to search for their possibile use as a new therapeutic target.

52



Method: Control group was made up of healthy children between the ages
of 0 and 18 who applied to the General Child Policlinic of Akdeniz University
Medical School. Patient group was 0-18 age children, followed by Ol diagnosis in
Akdeniz University Medical School, Endocrinology and Child Genetics
Departments. MiRNeasy Serum / Plasma Kit (Qiagen, 217184) was used for the
isolation of mMiIRNA (mir-26a, mir-29a, mir-133a) from the plasma samples of the
participants. The values determined by quantitative PCR were normalized using
the REST programme (Pfaffl MW et al., Nuc Acid Res, 2002; 30 (9): E36).

Results: There was a noticeable difference between the miRNA levels of
the patient and control groups and the miRNA levels of the patient group were
higher. Serum calcium and vitamin D levels of patients with higher mirl33a
levels were lower than those of the other groups. There was no statistically
significant difference between the incidence of dentinogenesis imperfecta and
miRNA levels. However, expression of miR26a was significantly increased in
dentinogenesis imperfectant patients (p = 0.09).

Conclusion: Ol is characterized by diffuse osteoporosis, recurrent bone
fractures and resulting deformities, and there is no definitive treatment.
Identification of biomarkers may be important in the diagnosis and follow-upof
Ol, detection of the disease at an early stage, monitoring the response to
treatment, and determining miRNAs that are likely to be a new therapeutic targets.
microRNAs are shedding light on early detection and possible treatments by
shedding light on the dark areas of some diseases. Osteogenesis Imperfecta is also
one of these diseases. Although there is need for more sufficient and extensive

clinical trials currently microRNAs can be used as biomarkers

Key Words: Osteogenesis Imperfecta, microRNA, miR-26a, miR-29a, miR-133a
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