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OZET

Giris: Osteogenezis Imperfekta, ISDS smiflamasinda ‘azalmis kemik dansitesi’ grubunda yer
alan ve sikligi 1/10,000-20,000 arasinda bildirilen, siddeti ve baslama yasi perinatal letal
formlardan, ilerleyen yaslarda saptanan hafif formlara kadar degiskenlik gdsteren bir
hastaliktir. Major bulgulari, azalan kemik Kkitlesi, kemik kirilganhiginda artig, mavi sklera,
dentinogenezis imperfekta, isitme kaybi, laksite, artmig eklem hareketliligi, kisa boy, kolay
morarma, goz, kardiyo-pulmoner ve norolojik anomalilerdir. Olgularin %85°1 Tip-1 kollajeni
kodlayan genlerin dominant mutasyonlariyla iligkili olup, son 15 yilda sentez, katlanma,
posttranslasyonel modifikasyonlar, saperon fonksiyonlar1 ve osteoblastik aktivite gibi farkli

gorevlere sahip proteinlerin resesif mutasyonlariyladailiskilendirilmistir.

Yontemler: Bu calismada, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik AD polikliniginde, 2000-
2019 tarihleri arasinda pre/perinatal donemde ayirici tamida OI tanis1 alan 26 fetal
olguda, lon Torrent platformunda 6zgiin tasarlanan OI ve azalmis mineralizasyon iliskili 26
geni kapsayan panel-gen testinde, yeni nesil dizileme teknigiyle (YND) elde edilen

varyantlar degerlendirildi.

Sonuglar: ACMG kriterleri baz alinarak degerlendirilen 26 olguda 4 farkli gende (COLIAI,
COLIA2, IFITM5, P3HI), toplam 17 varyant saptandi (tani, %65,3). Olas1 patojenik
varyantlar Sanger dizi ile dogrulandi, uygun ailelerde segregasyon analizi yapildi. Patojenik
varyant saptanmayan  olgularda, @MLPA  analiziyle @COLIAI genindeki olas1
delesyon/duplikasyonlar diglandi. Tiim olgu grubunda YND sonuglarinda kopya sayisi
varyant (KSV) analiz programi kullanilarak biiyiik delesyon ve duplikasyonlar diglandi.

Tartisma: Bu caligmada, tasarlanan panel-gen testinin OI’nin molekiiler tanisindaki etkinligi,
olas1 genotip-fenotip korelasyonu ve letal iskelet displazilerinde genetik danigmanin 6nemi

vurgulandi.

Anahtar Kelimeler: OI, YND, genetik danisma, letal
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ABSTRACT

Introduction: Osteogenesis Imperfekta (OI) incidence is reported to 1/10,000-20,000. The
severity and age of onset of the disease may vary from severe forms that are fatal in the perinatal
period to mild forms detected later in life. Major findings are decreased bone mass, increased
bone fragility, blue sclera, dentinogenesis imperfecta, hearing loss, laxity, increased joint
mobility, short stature, easy bruising. In the last 15 years, despite the discovery of new genes, 85%

of cases are associated with dominant mutations in genes encoding type 1 collagen.

Methods: In this study, we evaluated 26 fetal cases with OI in differential diagnosis in pre /
perinatal period between 2000 and 2019 in Istanbul Medical Faculty, Department of Medical

Genetics, with panel-gene test through the next generation sequencing tecnics

Results: We have identified total of 17 pathogenic variants in four genes (COLIAI, COLIA2,
IFITMS5, P3HI) in 26 different cases. Gross deletions and duplications in COLIAI gene are
excluded by MLPA in cases with no identified known mutations, furthermore all samples are
investigated and exluded for copy number variants (CNV) in Ion Reporter analysis program for

genes in the panel.
Discussion: Our study conducted in our Medical Genetics department, efficacy and contribution

of panel- gene test in molecular diagnosis of OI are evaluated, genotype-phenotype correlation

and importance of providing complete genetic counseling is emphasized.

Key Words: OI, NGS, genetic counseling, lethal



GIRIS VE AMAC

Iskelet anomalileri, kemik ya da kikirdagm gelisim ve biiyiimesini etkileyerek iskeletin
farkli boliimlerinde sekilsel ve islevsel anomalilerle sonuglanan karmagik bir grup
bozukluktur. Klinik a¢idan metabolik kemik bozukluklari, osteokondrodisplaziler, disostozlar,
malformasyon/rediiksiyon defektleri ile major iskelet bulgusu tasiyan multiple konjenital
anomali sendromlar1 adi altinda incelenen, heterojen bir gruptur. Etyolojide kromozom
anomalileri, vaskiiler anomaliler, ¢evresel faktorler ve molekiiler defektler gibi ¢ok farkli

nedenler rol oynar.

Iskelet anomalileri iginde kemik ve kikirdagin gelisim ve biiyiime siirecindeki yolaklarda
gorev alan yapisal proteinlerin yapim, modifikasyon ve regiilasyonundaki kalitimsal
bozukluklarin rol oynadigi osteokondrodisplaziler ilk kez 1970’te “Kemigin Yapisal
Hastaliklarinin Uluslararas1 Isimlendirilmesi” (International Nomenclatures of Constitutional
Diseases of Bone) tarafindan sistematik olarak degerlendirilmis, radyolojik anormallikler
temelinde ise ilk kez Spranger tarafindan siiflandirilmistir (2). 2015 yilinda "Uluslararasi
Iskelet Displazileri Toplulugu (ISDS)" tarafindan hazirlanan son nosolojide, molekiiler,
biyokimyasal ve radyografik kriterlerin kombinasyonu ile 42 grup, 436 hastalik ve iligkili 364
gen belirlenmistir (2). (Tablo 1)

Tablo 1. ISDS siniflamasi 2015 revizyonundan uyarlanmistir (Ref. Nosology and classification of genetic skeletal

disorders: 2015 revision. Bonafe L

Grup Hastaligin Adi
FGFR3 kondrodisplazi grubu

Tip 2 Kollajen Grubu

Tip 11 kollajen grubu

Sulfatasyon defekti grubu

Perlecan grubu

Aggrecan grubu

Filamin grubu ve iliskili hastaliklar

TRPV4 grubu

Wi o N U AW N e

Major iskelet tutulumu olan siliyopatiler

[
°

Multipl epifizyal displazi ve psddoakondroplazi grubu

=
=

Metafizyal displazile

[
N

Spondilometafizyal displaziler (SMD)

[
w

Spondilo-epi-(meta)-fizyal displaziler (SE(M)D)




Agir spondilodisplastik displaziler

15. Akromelik displaziler

16. Akromezomelikdisplaziler

17. Mezomelik ve rizo-mezomelik displaziler

18. Kampomelik displazi ve iliskili hastaliklar

19. Silindir kemik displazileri grubu

20. Multipl eklem gikiklari ile giden displaziler

21. Kondrodisplazi punktata (CDP) grubu

22. Neonatal osteosklerotik displaziler

23. Osteopetrozis ve iliskili hastaliklar

24, Diger skleroze kemik hastaliklari

25. Osteogenezis imperfekta ve azalmis kemik dansitesi grubu
26. Anormal mineralizasyon grubu

27. Lizozomal depo hastaliklari-iskelet tutulumu (dizostozis

multipleks grubu)

28. Osteolizis grubu

29. iskelet bilesenlerinin disorganize gelisimi grubu

30. Asiri biyime (uzun boy) sendromlari-iskelet tutulumu
31. Genetik inflamatuar/romatoid benzeri osteoartropatiler
32. Kleidokranial displazi ve iligkili hastaliklar

33. Kraniosinostoz sendromlari

34. Dizostozlar - belirgin kraniofasial tutulum

35. Dizostozlar — belirgin vertebra -/w kosta tutulumu

36. Patellar dizostozlar

37. Brakidaktililer (ekstraskeletal tutulumun gérilmedigi)
38. Brakidaktililer (ekstraskeletal tutulumun géraldigi)
39. Ekstremite hipoplazisi-rediiksiyon defektleri grubu

40. Ektrodaktili — ek bulgular

41. Polidaktili-Sindaktili-Trifalangizm grubu

42, Eklem gelisiminde defektler ve sinostozlar

Iskelet displazilerinin siklig1 2-5/10 000 canli dogum olup, (3,4) yaklasik 50’si perinatal
donemde letal seyreder. Perinatal mortalite hiz1 %0,9” dur. Letalite genellikle toraks darlig1 ve
buna eslik eden akciger hipoplazisiyle iligkilidir (5). Letal iskelet displazileri grubu, tipik
olarak non-letal gruba gore daha erken baglangic ve agir-ayirt edilebilir fenotipik 6zelliklere
sahip oldugundan daha yiiksek bir prenatal tan1 potansiyeline sahiptir (6). Ikinci trimesterde
(<24 hafta) ortalamaya gore 5. persantil veya 2 SD’nin altinda femur veya humerus uzunlugu
gosteren herhangi bir fetiis, tim fetal iskeletin degerlendirilmesi acisindan uzmanliga ve
genetik tani algoritmasina sahip bir merkezce degerlendirilmelidir. Degerlendirmede uzun

kemiklerin incelenmesine ek olarak, fetal yiiz profile, vertebra govdelerinin sekli, kemik



mineralizasyonu, el ve ayaklarin goriiniisii, egiklik (bowing) ve kirigin eslik edip etmemesi
gibi bir ¢ok ek ultrason parametreleri vardir (7). Baz1 patognomik bulgular (iliak crestte dantel
goriiniimii, mandibular a¢inin kaybolmasi, wormian kemik, akroosteolizis, epifizlerde
noktasal kalsifikasyonlar gibi) izlenebilecegi gibi birden fazla hastalig1 diislindiirecek
bulgulara (osteopetrozis, makrosefali, egilmis kemik, hipoplastik skapula) ek olarak iskelet
dis1 semptomlarla (fetal hipokinezi, NT artisi, hidrops, santral sinir sistemi anomalileri,
konjenital kalp hastaliklari, gastrointestinal anomaliler ve anormal genital yap1) ayiric1 tam
giiclesebilir. Antenatal donemde tani konamayan olgularda postmortem klinik muayene,
radyografiler, ve histopatoloji molekiiler test algoritmasinin belirlenmesi agisindan oldukca
degerlidir (8,9).

Letal iskelet displazileri arasinda azalmis mineralizasyon, kirik, egrilik, dar toraks
bulgulariyla antenatal donemde tani1 konabilen osteogenezis imperfekta (OI), ilk kez 1979
yilinda Sillence tarafindan klinik siddet baz alinarak 4 grupta degerlendirilmis (91), 2010°da
revize edilerek (10) 5 alt gruba ayrilmis, son nozolojide de klinik siddete dayali bu
siiflamaya sadik kalinmistir (2). Sikligr 1/15.000-20.000°dir (13). Tip I OI’de populasyon
frekanslarinin 100.000'de 2.35 ile 4.7 arasinda degistigi bildirilmistir. Tip II OI insidansi
raporlart 1-1,4/ 40.000-100.000 canli dogum arasinda degismektedir. Tip III ve IV OI ise tam
insidans1 bilinmemekle birlikte, tip I'den daha az yaygindir (14).

OP'nin major klinik bulgulari; kisa boy, azalan kemik kitlesi, kemik kirilganliginda artis,
mavi sklera, dentinogenezis imperfekta (DI), isitme kaybi, laksite ve artmis eklem
hareketliligi, kolay morarma, goz, kardiyopulmoner ve norolojik anomalilerdir (17). Perinatal
donemde agir seyreden letal formlardan, ilerleyen yaslarda saptanan hafif formlara kadar
siddet ve baslangi¢ yasi degiskenlik gosterir. En hafif sekli olan OI Tip I, kiriklar, mavi sklera
ve isitme kaybi ile katrakterizedir. DI nadiren goriiliir. Kirik sikligi ergenlikle azalir. Bu
bireyler normal boya yakin ve minimal kemik deformasyonuna sahiptir (13). Tip II genellikle
yenidogan doneminde c¢oklu dogumsal kiriklar, mikromeli ve siddetli akciger hastaligi ile
letaldir (18). OI Tip III progresif formdur. Etkilenen bireyler yiizlerce kirik yasayabilir. Cogu
iicgen vyiiz, frontal bossing mavi / gri sklera, DI ve iskelet deformitelerine sahiptir.
Bir¢ogunun platisbazi veya basilar invaginasyonlar1 vardir. Boylar ¢ok kisadir (19). OI Tip
IV, T ve II ile ortliisen tip olup orta siddette bir fenotipe sahiptir. Etkilenen bireyler

diizinelerce uzun kemik kirig1 gegirir ancak cogu ambulasyon saglar.



Son 15 yila kadar OI’'nin, tip I kollajenin sirasiyla al ve a2 zincirlerini kodlayan COLIA1
ve COLIA2 genlerindeki dominant varyantlarin neden oldugu bir kemik displazisi oldugu
diisiintilmiistiir. Zamanla ¢ogu resesif yeni genin kesfedilmesi ile kollajenin yapisal, enzimatik
ozellikleri ve ekstreseliiler alana transportunu etkileyen farkli proteinlerdeki kusurlarin
tanimlanmas1 normal kemik gelisimi ve kollajen patofizyolojisi ile ilgili bilgiye katki
saglamistir (20). Daha yakin zamanda genomik diizeyde yapilan calismalarda, OI ile Ortlisen
fenotiplerin sayilar1 20’lere (12) iliskili gen sayis1 da 26’ya (BMPI, COLIAI, COLI1A2,
CREB3LI CRTAP DLX3, FAM46A, IFITM5, LRP5, MBTPS2, NBAS, NTRK1, P3HI, P4HB,
PLOD2, PPIB, SCNYA4, SEC24D, SERPINF1, SERPINHI, SLC2A42, SP7, SPARC, TMEM38B,
WNTI) ulagsmistir (11) (Tablo 5)

Genetik heterojenitesi nedeniyle OI ve benzeri hastaliklarda genlerin tek tek
dizilenmesi tanisal siireci zorlastirmaktadir. Es zamanli, ¢ok sayida olguda, birden fazla
sayida gen ve ekzonun diisiik maliyetle dizilenmesine olanak saglayan yeni nesil dizileme

teknolojisi, molekiiler genetik tanida 6nemli bir ¢6ziim sunmaktadir.

Bu calisma ile, genis prenatal ve postmortem olgu arsivine sahip olan Istanbul Tip
Fakiiltesi, Tibbi Genetik AD kliniginde, Ocak 2000-Haziran 2019 yillar1 arasinda patolojik
USG bulgulari, radyolojik ve/veya laboratuar yontemleriyle ayirici tanisinda OI diistliniilerek
sonlandirilan, [UMF ile sonlanan veya yenidogan olgularin dosya bilgilerinin retrospektif

degerlendirilmesiyle 26 kisiden olusan olgu grubu olusturuldu.

Ayirict tamida OI diisiiniilen 26 fetal olguda OI ve azalmis mineralizasyonla giden
fenotiplerle iliskili 26 genin tiim ekzon, ekzon-intron sinir bolgelerini kapsayan ve Ion Torrent
platformunda yapilan panel-gen testi yeni nesil dizi incelemesinden elde edilen varyantlarin
degerlendirilmesinin yapilmasi amagclandi. Klinik 6nemi belirlenen degisimlerin 6zgiin
primerler tasarlanarak Sanger dizi ile dogrulanmasi, uygun ailelerde segregasyon analiz
sonuglarinin irdelenmesi, herhangi bir patojenik varyant iliskisi saptanmayanlarda panelin
tasarim geregi kapsam dis1 biraktigi bolgelerin HGMD (Human Genome Mutation Database)
veri tabaninda bildirilen patojenik varyant bolgeleri agisindan degerlendirilmesi planlandi.
Ayrica tim hasta grubunda yeni nesil dizileme (YND) platformunda biyoinformatik
istatistiksel hesaplamaya dayali kopya sayisi varyant (KSV) analiz programi kullanilarak
biiyiik delesyon ve duplikasyonlar ve COLIAI geninde yapilan MLPA (Multiple Ligation
Dependent Probe Amplification) analizinde delesyon/duplikasyonlar arastirildi. Patojenik
varyant saptanmayan olgular tekrar degerlendirildi ve bu degerlendirmenin sonuglarinin

secilmis olgulara tanisal yaklasim saglayacak yeni bir projeye temel olusturmasi 6ngoriildii.



Nihayetinde c¢alisma sonuglarinin risk altindaki ailelere olas1 {ireme segeneklerini
(prenatal/preimplantasyon tani) i¢eren biitlinliiklii bir genetik danigsma verilmesini saglamasi

amaglandu.



2. GENEL BILGILER

2.2.1 Iskelet Sistemi Embriyolojisi

Iskelet sistemi embriyolojik koken olarak mezoderm ve néral krest orijinli mezenkim
hiicrelerinden meydana gelir. 3. haftanin basinda noéral tiipiin iki yaninda yogunlasan
paraksiyel mezodermin gelisimiyle ortaya c¢ikan somitomerlerden 4. haftanin basinda,
kranialden kaudale 44 cift somit farklilasarak notokorda dogru hareketlenip cevrelemeye
baglar. Ventral ve medialdeki hiicrelere sklerotom, olusturduklar1 gevsek dokuya mezenkim
veya embriyonik bag dokusu denir. (Sekil 1) Sklerotomlardan fibroblast, kondroblast ve
osteoblastlar farklilasarak aksiyal iskeleti olusturur (22)
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neural crest
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tube
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Sekil 1. Somit gelisimi (ref. Dr Mark Hill 2019,UNSW Embryology)

Kraniyal bolgedeki noral krest hiicreleri dogrudan mezenkime doniiserek yiliz ve kafatasi
kemiklerinin olusumuna katkida bulunur. Sternum ise tamamen bagimsiz olarak ventral

duvardaki somatik mezodermden olusur.

Mezenkim endokondral ve intramembrandz ossifikasyon olmak iizere iki farkh
mekanizma araciligiyla hiicresel yogunlasmaya ugrar. Apendekiiler ve aksiyel iskelet,
programlanmis bir endokondral ossifikasyon modeline maruz kalirken, kalvarium, klavikula

ve pubisin kisimlari membran6z ossifikasyon ile ossifiye olur (23, 24).

Endokondral ossifikasyonda mezenkimal hiicreler potansiyel kemigin bir modelini
olusturacak olan kondrositlerde yogunlagmaya baslar. Merkezdeki proliferatif kondrositlerin
non-proliferatif hipertrofik duruma farklilagsmasi ile tetiklenen karmasik bir islem baglar.
Bunu kikirdak igine osteoblast progenitorleri, osteoklastlar, kan damar1 endotel hiicreleri ve
hipertrofik hematopoetik hiicrelerin istilast izler. 12. haftanin sonunda, ossifikasyon

merkezleri arasindaki kikirdak “biiyiime plagi” veya “epifiz” adi verilen bir alanda sikisip



kalir. Ara madde i¢ine gomiilen osteoblastlar osteosit’e doniisiir. Cevredeki osteoblastlar
faaliyete devam eder. Bu sekilde kemik trabekiilleri olusur. Bu islem siirerken kan damarlar
yoluyla gelen Ca-fosfat tuzlar1 doku icine ¢oker. Kikirdak matriks mineralize olur ve kemik
dokusu ile yer degistirir. Eger kompakt kemik gelisecek ise lameller yap1 olusacaktir. Burada
tekrar osteoklastlar devreye girerek dokuda bosluklar acar, Hawers ve Volkmann kanallari
gelisir. Hipertrofik kondrositler yiiksek diizeyde alkalen fosfotaz ve kollajen tip X iiretir ve
zamanla apoptoza ugrar ve bdylece primer ossifikasyon merkezi olusur. Ossifikasyon,
kemigin saft kismindaki primer merkezden uglardaki kikirdaga dogru ilerler, biiyiime

sonlandiginda kemigin safti ile birleserek kaybolur (239) (Sekil 2).
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Sekil 2. Endokondral kemik olusumu (Ref, Maes C, Kronenberg HM. Bone development and remodeling. 2010.

Yass1 kemiklerde gerceklesen intramembrandz kemiklesmede ise kikirdak doku olmadan
mezenkimal dokunun primer hiicreleri, direkt osteoblastlara, osteoblastlarin yiizeyel tabakasi
da periosta dontsiir. Osteoblastlardan kollajen liflerinden zengin kemik matriksi
sentezlenerek direkt kemik doku olusur. Osteoblastlar bir yandan mineralize olmus osteoid

dokuyu c¢evrelerken, matrikste kalan osteoblastlar ise osteositlere doniistir (Sekil 3)
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Sekil 3. intramembranéz kemiklesme (Ref Olsen BR. Bone embryology, American society for bone and mineral
research.2006:2-6.

Paraksiyal mezodermden somitlere farklilasmaya ve ekstremite gelisimine kadar ki tiim
siireg, farkli sinyal yolaklari ile kontrol edilmektedir. Bazi biiylime faktorleri (FGF, Wnts,
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), kemik morfojenik proteinleri (BMP), TGF-beta,
insiilin benzeri biliylime faktorleri, tiroid hormonlari, ekstraselliiler matriks proteinleri
(kollajen, proteoglikanlar, matriks metalloproteinazlari), transkripsiyon faktorleri (SOXO,
Runx2, Runx3) ve epigenetik faktorler (histon deasetilazlar, DNA metilasyonu) biitiin bu
stireclerde 6nemli rol oynar.(25) Paraksiyal mezodermin noral tiipiin her iki yaninda ayn1 anda
somitlere farklilasma zamani, yiizey reseptorii Notchl (Neurogenic Locus Notch Homolog
Protein 1) ve ligandlar1 araciligiyla gerceklesir. Lateral plak mezoderminden ekstremite
tomurcuklarinin olusumunda, tomurcugun ucu apikal ektodermal kabarti ile cevrelenerek
proksimal-distal, dorsal-ventral ve posterior-anterior olmak {iizere ii¢ eksende sekillenir (25,
243) Proksimo-distal eksende gelismesi FGF’ler (fibroblast growth factors) ile anterior-
posterior eksende gelismesi ise Sonic hedgehog (Shh) protein araciligiyla olur (242).
Mezengimal hiicrelerin osteoblast veya kondrositlere farklilagmasi ise B-catenin bagimli Wnt
sinyal yolagi ile kontrol edilir (4). Ekstraseliiler Wnt sitokinleri hiicre i¢indeki B-cateninin
parcalanmasi engelleyerek osteoblastik hiicre farklilagmasi igin gerekli genlerin (core binding
factor al/Runt domain factor 2, OSX gibi) ekspresyonunda artisa neden olur (240). Biiyiime
plaklarindaki kondrosit proliferayon ve farklilagmas: kemik morfogenetik proteinlerinin
(BMP) FGF’ler iizerindeki kontroliiyle diizenlenir. BMP’ler, kikirdak onciisii hiicrelerin
kondrositlere doniismesi i¢in gerekli uyariyr saglar. FGF’ler kritik bir diizeye erisip,

ekstremite yeterli biiyiikliige ulastiginda BMP’ler aktifleserek FGF’lerin salgilanmasini



baskilar. FGF’lerin uyarisinin ortadan kalkmasi ile Shh ekspresyonu da baskilanir ve

ekstremite biiyiimesi durur.

Fetal kemik ossifikasyonu intrauterine 8. haftada klavikular kemiklesme ile baglar. 9.
haftada mandibula, vertebra korpuslart ve noral arklar, 10-11. haftalarda frontal kemik ve

uzun kemikler izler. Ileum ve skapula 12. haftada; metakarpal ve metatarsallar 12—16 hafta

boyunca kemiklesir (26,27). (Sekil 4).

Gebelik haftasi

9 10 11 12 13 14 15 16
Mandibula —/
Klavikula [ ]
Maksilla  E——
Humerus  ——
Radius/Ulna =/
Femur  ———
Tibia/Fibula | s —
Oksipital kemik ————

Terminal ———
falankslar

ilium [ ]

Skapula | ——

Kostalar | I —
Vertebra —————
Orta falankslar | —

Metakarplar I —

Metatarslar [ ]

Kranium tabam | ——

Sekil 4. Fetal kemik gelisimi (ref, Copyright byPearson Education inc)

Sekonder (epifizeal) kemiklesme merkezleri radyograflar tarafindan yaklasik 20 hafta
gebelikte ultrasonografi ile goriiliir (Sekil 5).
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Sekil 5. Fetal haftaya gére kemik radyolojisi (Ref. ‘Atlas of Fetal Ultrasound’ dan uyarlanmstir. T. Kalayci, 2017)

Iskeletogenezi etkileyen tiim bu mekanizmalar sonucunda, kemik boyunda uzama ve
eklem yilizey caplarinda artis meydana gelir; bu yolaklar1 kodlayan genlerde ve biiylime

plagindaki bozukluklar iskelet displazilerine neden olur. (28)

2.2.2. Kemik biyokimyasi

Kemik, mineralize kollajen ¢atis1 ile 6zellesmis dinamik bir bag dokusudur. Kemigin
baslica gorevi viicut icin mekanik destek saglamak, kaslarin hareket etmesine izin vermek,
ozel eklem yapilarinda hareket etmek, beyin ve spinal kord (omurilik) gibi dnemli yapilar
koruyarak basta kalsiyum olmak {izere bir¢ok mineral i¢in depo gorevi yapmaktir (21).
Kemiklerin boyut ve sekillerinin, tiim bu fonksiyonlar1 saglamak i¢in dikkatlice koordine

edilmesi gerekir. Bu koordinasyon hem lokal hem de sistemik faktorler tarafindan saglanir

(238).
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Kemik, kat1 bir dis (kortikal) katman ve icindeki boslugu dolduran gozenekli bir
trabekiiler agdan olusur. Kortikal kemik havers sistemleri veya osteon olarak adlandirilan
silindir seklindeki birimlerin bir araya gelmesiyle olusmustur. Kortikal kemik kiitlesinin
%70'ni inorganik madde, %5-8'ini su, geri kalanim1 da organik veya ekstraselliiler matriks
olusturur. Organik matriksin %98’ini kollajen ve nonkollajen tipte proteinler (proteoglikanlar,

glikoproteinler, Gla proteini, osteopontin, kemik sialoproteini gibi), kalan %?2'sini ise kemik

hiicreleri olusturur.
Osteocyte Osteon
Lamellae — £
! Spongy
Canaliculi BorL
Osteon J<=. Haversiar
| canal
Periosteum
Volkmann's
canal

Sekil 6. Kortikal kemik kesiti (ref. Embryology.med.unsw.edu.au)

Hiicresel kisimda yer alan osteoblastlar, osteoid adi verilen kemik matriksin tip I
kollajenini ve bazi non-kollajen proteinlerin sentez ve salgilanmasindan sorumludur. Kemik
matriks matilir kemigin olusumunda gerekli mineralizasyon i¢in adeta bir kalip gorevi saglar.
Kemikteki diger bir mezenkimal kaynakli hiicre bazi transkripsiyon faktorlerinin araciligi ile
osteoblasttan gelisen osteosittir. Komsu osteositler, ylizeyde yerlesmis osteoblastlarla ve
birbirleriyle uzantilar1 sayesinde, yaygin bir iletisime sahiptirler. Osteositlerdeki bu uzantilar,
kimyasal ve mekanik sinyallerin iletilmesiyle, kemik homeostazini saglar (34,35).
Osteoklastlar ise kemik homeostazinda, siirekli yeniden yapilanma, yeniden sekillenmede

etkindirler. Bu durum insanlarda her yil kemiklerin %4-10’unun yenilenmesine neden olur.

Kemigin temel organik bilesenleri, tip I kollajen ve hidroksiapatit kristalleridir (30). Bu
kristaller hidroksi apatit ve Ca-CO0; birlesimi olan kalsiyum tuzlaridir. Kemigin sert yapisini ve
yogunlugunu saglarlar. Kemigin mineral fazindaki hidroksiapatit kristallerinin boyutlar1 ve
dizilimleri kemigin yliklenmeye cevabinda 6nemli rol oynamaktadir. Tek tip kristal bulunmasi

kemik rezistansini azaltarak, kirllganliga neden olur.
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Kollajen, ¢ekme mukavemetinden, hiicre adezyonunun diizenlenmesinden ve doku
gelisiminin yonetiminden sorumlu olup, mineralize olma 6zelligine sahiptir. (31). Kollajen
lifleri arasinda bulunan bosluklarda nonkollajen proteinler veya mineral birikimleri yer alir.
Non-kollajendz proteinlerin bazilar1 kollajen fibrilleri organize ederken, digerleri minerallerin
matrikse baglanmasini ve mineralizasyonunu saglarlar (29).

Kollajen, bir ekstraselliiler protein olmakla birlikte, olgun bir kollajen lifi haline gelmeden

once bag doku fibroblastlarinda, intraselliiler prekiirsor molekiil halinde sentezlenir. (Sekil 7).

M Procollagen
ANNSAD ) chains

.

Nucleation at the
C-propeptide

SN 5 Procollagen
N . @ & trimer
N—pro!einase? Tc-proteinase

|

et T i
1| 1|. £ f ™1 | Fibril

i) rovmn.
i sy e g PO S

Sekil 7. Kollajen sentezi (Ref,'Procollagen trafficking, processing and fibrillogenesis’ Elizabeth G.

Canty)
Fibroblastlarda en once ortaya cikan kollajen prekiirsorii, N-terminalinde yaklasik 100

amino asitlik bir sinyal dizisi iceren preprokollajendir. Devaminda olusan prokollajen,
endoplazmik retikulumun vezikiiler araliginda modifiye edilir. Bu modifikasyon, polipeptit
yapist i¢indeki prolin ve lizin kalintilarinin hidroksillenerek hidroksiprolin ve hidroksilizin
haline doniismesiyle baslar, prolin kalintilarinin hidroksiprolin kalintilarina dontisiimii, prolil-
4-hidroksilaz veya prolil-3-hidroksilaz enzimleri tarafindan katalizlenir. Hidroksillenme
yapiy1 stabilize eder. Kollajenin polipeptit zincirlerinin her iki ucunda (N-terminal ve C-
terminal), sistein rezidiileri iceren alanlar vardir. N-terminal sistein rezidiileri zincir-igi
disiilfiir baglarini olusturur. C-terminal sistein rezidiileri ise, hem zincir i¢i, hem de zincirler-
arasi distlfiir baglarin1 olusturarak, 3 polipeptit zincirinin birbiri {izerinde sarilmasina aracilik
eder; bdylece triple heliks (iiglii sarmal) yap:1 sekillenir (Sekil 8). Intraselliiler
modifikasyondan sonra, hidroksillenmis ve glikozillenmis prokollajen molekiilii, Golgi

kompleksi yoluyla hiicre disina salgilanir ve hiicre disinda prokollajenin N- ve C- terminal
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uclar1 (propeptit) enzimatik olarak kirpilir polimerize olan protein birimi olan tropokollajen

olusur. Boylece kollajen, polimerlesmeden 6nceki son halini almis olur.

TT-terminat C-termmal
propeptide Telopeptide Triple helix Telopeptide propeptide
[ 11 1 11 11 1
Pro-ad(l) '

|
OH  Glycosylation

—

 MIBRT  MLBRZ  MIBRZ
alll) 8 e 200 601 e 823 010 == 064 AA

N

| C
i LPGly—)(aa—Yaa repeat

___________________________________________________________________________

Sekil 8. Tip 1 kollajenin yapisi (ref, Osteogenesis imperfecta. Nat Rev Dis Primers. 2017 Aug)

2.2.3. Kemigin biyo-mekanik ozellikleri

Kemik oldukc¢a viskoelastik bir malzemedir. Fizyolojik veya mekanik ortamdaki
degisikliklere siirekli olarak adapte olma yetenegine sahiptir. Bu yetenek sadece kemik
dokusunun miktaria degil, kalitesine de baglidir. Kemik mineral yogunlugu (Bone mineral
density-BMD) kemik giiclinli gésteren onemli bir parametredir, ancak ek olarak kemiklerin
sekli ve geometrisi, trabekiillerin li¢ boyutlu organizasyonu ve matrisin mineral ve kollajen

iceriginin dzellikleri (mineral ve kollajen) de kemik giiciine katkida bulunan yapilardir (41).

Kemik anisotropik 06zelliktedir yani longitiidinal olarak uygulanan yikleri ¢ok iyl
karsilarken dik olarak uygulanan yiikleri karsi direnci dusiiktiir. Viskoelastik olarak hizli bir
yiikklenmede daha dayanikli iken, yavas hizda yiiklenildiginde ayn1 dayanikliligi gosteremez.
Yiiklenmenin baglangicinda kemigin seklinde deformasyon olusur, %3 den daha az
deformasyona ugradiginda yiik kaldirildiginda orijinal sekline geri doner. Bu elastik cevabin
sonlandig1 noktadan sonra kemik dokusunun dis lifleri degisiklige ugrar ve kemik yikimi
olusur. Kemikte kalic1 deformite meydana gelir ve yiiklenme devam ederse kemik kirilir. Yiik
kaldirilsa bile kemik orijinal haline geri donemez. Mineral kayb1 kemikte kivrilmaya, kollajen

kaybr ise kiriga sebep olur.
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2.2.4. Kingin evrimi

Insanlar, en yakin yasayan akrabalarimiza (sempanzeler) ve insanimsi atalarimiza kiyasla,
nispeten ince bir iskelete sahiptir. Binlerce yillik insan evrimi hakkindaki yeni arastirmalar,
modern insanlarin, bacak eklemlerinin daha diisiik trabekiiler yogunluga sahip oldugunu ve
iskeletlerimizin daha hafif ve kirilgan hale geldigini gostermektedir. Holosen 6ncesi (>11.000
yil) Homo sapiens dahil olmak {izere soyu tiikenmis homininlerin, insan dis1 primatlarda
goriilen yiiksek seviyede kemik kitlesini koruduklari bildirilmistir. (42)

Tarima gegis, tek ekin {izerine kurulu beslenme bi¢iminin insan sagliginda bir diisiise
neden oldugu diisiiniilse de 7.000 yasindaki ilk toplayicilar kendilerinden 6300 yil sonraki
ciftcilerden ¢ok daha giiclii kemiklere sahiplerdi (Sekil 9). Yasam boyunca mekanik
yiikklenme artisinin kemiklerdeki trabekiiler kemik mineral yogunlugunu, goreceli olarak
kemik giiclinde artisa yol agtigii gosteren ¢ok sayida kanit sunulmustur (43). Yeni modern
insanin sempanzeler ve orangutanlarla karsilastirldiginda humerus ve metakarpal
kemiklerinde diisiik trabekiiler kemik fraksiyonu (TBF) ve mineral yogunluguna sahip oldugu
gosterilmistir (44,45,46). Bu durum dogal olarak insanlarin sempanzelere kiyasla hareket i¢in

iist ekstremitelerini kullanmamasiyla direkt iliskilidir.

Sekil 9. Kemik organizasyonunun evrimi (Ref. Image Courtesy Of © Amnh/J. Steffey And Brian Richmond)

Sonug olarak kemigin mikroyapisindaki degisikliklerin yaptig1 katkiyla birlikte azalan kemik
kiitlesi, yapisal proteinlerdeki evrimsel farkliliklar ve matriks icerigi nedeniyle bozulan kemik

geometrisi modern insanin kemiklerini kirilmaya kars1 daha hassas hale getirmistir. (47)
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2.3. intrauterin fetal kiriklar
Intrauterin kiriklar ise, maternal travma, konjenital psddartoz, idiopathic juvenile
osteoporosis gecici kirllgan kemik fenotipi, fetal akinezi gibi nedenler ve kemigin yapisal letal

hastaliklariyla olusabilir (48,49).

Fetiis amniyotik siv1 ile korundugundan, ¢ogu vakada fetal yaralanmaya neden olmak ig¢in
ciddi maternal travma gereklidir. Spontan izole kiriklar, kallus formasyonu ile birlikte in-utero
iyilesme potansiyeline sahiptir. izole bir kingin dogum &ncesi ydnetimi, travma veya iskelet
displazileriyle iliskili intrauterin kiriklarin  yonetiminden biiylik Ol¢lide farklilik
gosterdiginden, ciddi iskelet displazilerinden ayrilmalidir. Kirigin lokalizasyonu, sekli, ek
USG anomalisinin eslik etmedigi, letalite degerlendirmesi, egrilik ve kisalik bulgular1 gibi
tim degerlendirmeler uygun bir algoritmayla profesyonel bir ekip tarafindan yapilmalidir.
Tanisal dogruluk hem mevcut gebeligin devami hem de olas1 gebeliklerde prenatal tani

secenekleriyle ilgili dogru bir genetik danisma siirecinin uygulanabilmesi agisindan 6nemlidir.

2.4. Letal iskelet Displazileri

Iskelet displazilerinde dogum &ncesi tam1 kuskusuz aile dykiisii ve fenotipin bilinmesi
durumunda daha kolaydir, ancak vakalarin ¢ogunda, anormal bir iskelet bulgusu ilk kez rutin
sonografik incelemede farkedilir. Goriintiileme yontemleri ve molekiiler testlerde elde edilen
gelismeler ve birgok iilkede 2. trimester USG’sinin konjenital anomali taramasinda rutine
girmesi sonucunda, iskelet displazilerinin prenatal donemde taninabilirligi hizli bir artig
gostermistir (50). Bu oran letal iskelet displazileri i¢in displaziye bagli olarak %31-65
arasindadir (51).

Ozellikle USG’de yapilan dlgiimlerde femur uzunlugu gebelik haftasina gore 5 p. veya -2
standart sapma (SD) altinda ise karin g¢evresi orani, dar toraks ve azalmis kemik dansitesi
letalite olasiligi agisindan mutlaka tespit edilmelidir. Dar toraks, pulmoner hipoplaziye yol
acarak 6liime neden olabilir. Gogiis ¢evresi / abdomen gevresi <0,6, femur uzunlugu/abdomen
cevresi <0,16 ise, mortalite i¢in artmis risk s6z konusudur (52,53). 2. trimesterde 0.16 ile 0.22
arasindaki borderline vakalarin 6zellikle 25. haftadan once farkedilmesi durumunda 24-28.
gebelik haftalar1 arasinda orta biyometrik tarama ile yeniden degerlendirilmesi onerilmektedir
(54,55). Uzun kemiklerin degerlendirilmesine ek olarak, degerlendirilmesi gereken, yardimei
USG parametreleri arasinda, kraniyal sekil, mineralizasyon, egrilik, skapulanin sekli, kirik,
fetal yliz profili, akral bulgular, vertebra cisimlerinin varligi ve sekli gibi ek bulgular
arastirilmalhidir (7). Cogu prenatal baslangichh iskelet displazileri, kranyum ile

karsilastirildiginda goreceli orantisizlik gosterir. Sonuglar, rutin midtrimester taramasinda
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“borderline” femur kisaligi bulgusunda uzman bir hekim tarafindan diizenli takibin
gerektigini gostermektedir. Femur boyu / ayak orani 6zellikle FL uzunlugunun <10p oldugu
her durumda o6l¢iilmelidir (55,56).

Iskelet displazisinin erken saptanmasinin hasta ve ailesinin farkindalik diizeylerini
arttirarak hazirlik yapmalarina olanak saglamasi, gerekli konsiiltasyonlarin planlanmasi ve
molekiiler taniya yonelik yeterli ve gerekli materyallerin elde edilmesi gibi avantajlar1 vardir.
Bu durum, 6zellikle letal olmayan ama yenidogan déneminde agir klinik ile karakterize bir

iskelet displazisi durumunda daha da 6nem arzeder.

2.4.1. Letal iskelet displazilerinde simiflama, radyolojik ve histopatolojik bulgular
2.4.1.1. FGFR3 grubu

FGFR3’lin aktive edici mutasyonlariyla iligkili iskelet displazileri genellikle {igiincii
trimester rutin ultrasonunda uzun kemiklerde kisalik farkedilerek tani alir (57). Bu gruptaki
letal displaziler, tanatoforik displazi tip 1 ve tip 2 (TD1; OMIM 187600, TD2; OMIM
187601) ve SADDAN displazisidir. (agir akondroplazi ve akantoz nigrigans, OMIM #
616482). Letal formlar femurlarda agilanma bulgulariyla daha erken haftalarda bile taninabilir
(58). Radyolojide kisa kotlar, dar toraks, makrosefali, siddetli platyspondili ve kiigiik kisa
iliak kemikler izlenir. Tip 1 ve SADDAN displazisinde egri femur (telephone receiver) ve
tibialarin varligi, tip 2'de ise yonca yapragi seklinde kafatas1 sekli dikkat ¢ekicidir.

2.4.1.2. Tip II kollajen grubu

Bir ¢ok tipi OD kalitim (spondiloepifizeal displazi konjenitada OR kalitim bildirilmistir)
(59,60). gosteren birkag farkli kolajen tip II bozuklugu wvardir. Siddetine gore tipleri
akondrogenez tip II (akondrogenez imperfekta, Langer-Saldino; OMIM# 200610),
platispondilik displazi Torrance tipi (OMIM# 151210), hipokondrogenezis (OMIM# 200610)
ve konjenital spondiloepifizyal displazi (OMIM#183900)'dir. Akondrogenezis tip II’de
vertebralarin ve sakrumun ossifikasyonu neredeyse tamamen yoktur veya gecikmistir.
Tiibiiler kemikler kisa ve metafizyel cupping izlenir. iskelet bulgularina diiz yiiz profili, Pierre
Robin sekanst (PRS) ve 6dem / hidropik goriiniim eslik edebilir. Hipokondrogenezisde,
servikal vertebral cisimlerin ve pubik kemiklerin ossifikasyon kaybi izlenir. Ekstremite
kisalig1 akondrogenezis II kadar siddetli degildir. Platispondilik displazi Torrance tipi’nde
vertebra cisimleri oldukg¢a incedir. Uzun siireli sagkalimi olan birka¢ olgu bildirilmisse de

olgularin ¢ogu dogumda veya dogumdan kisa bir siire sonra kaybedilir. (61,62)
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2.4.1.3 Siilfasyon bozukluklar: grubu

Stilfatlama, siilfotransferazlar (ST'ler) olarak bilinen bir enzim smifi tarafindan
diizenlenen ve glikan omurgasi i¢indeki ¢esitli pozisyonlarda ortaya ¢ikabilen, hiicre-hiicre ve
hiicre-ECM etkilesimleri gibi hiicre dist sinyalleri modiile eden bir post-translasyon
modifikasyondur (63). Siilfatlanma derecesindeki degisiklikler, Akondrogenez tip 1B;
(OMIM# 600972), atelosteogenez tip 11 (OMIM# 256050) ve diastrofik displazi (OMIM#
222600) gibi farkli bozukluklar ile iligkilidir. Akondrogenezis Tip 1B’de vertebral cisimlerin
ve sakrumun agir ossifikasyon kaybi, mikromeli ve hidropik goriiniim izlenirken
Atelosteogenesis tip II, vertebral cisimlerin koronal klefti, abdukte bagparmak ve PEV ile
daha hafif fenotipe sahiptir (64). Bu grubun histolojisi, 12. GH’daki bir fetusta bile
goriilebilen epifiz plag istirahat zonunda izlenen non spesifik kist benzeri dejenerasyon ile

karakterizedir (5).

2.4.1.4 Filaminopatiler

Filamin ailesi, hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi ve gogiinii diizenleyen c¢oklu reseptorler ve
hiicre i¢i proteinlerle etkilesime giren aktin baglayict 6zellikte bir protein grubudur.
Atelosteogenesis tip 1 (AOI, OMIM# 108720), atelosteogenesis tip III (AOIIl, OMIM#
108721) ve Boomerang displazisi (BOOMD, OMIM# 112310) (65) bu gruptaki letal
displazilerdir. Ozellikle humerus ve femurda dislokasyon, vertebrada koronal kleft ve azalmis
ossifikasyonla karakterizedirler. Boomerang displazide femurda egrilik, omfalosel ve
ensefalosel gibi iskelet dis1 bulgular gozlenir (66). Kikirdak histolojisinde ¢ok c¢ekirdekli
biiyiik kondrositler izlenir.

2.4.1.5 Kisa kot polidaktili grubu

Cogunda kisa ekstremiteler ve cok kisa kotlara genellikle bobrek kistleri, polidaktili,
konjenital hepatik fibroz ve pankreas fibrozu gibi birgok iskelet dis1 malformasyon eslik eder
(67). Primer silier defekte bagli olusurlar. Bazilarinda beyin ve kalp malformasyonlari

bulunabilir. Kikirdak histolojisi normaldir.

2.4.1.6 Mineralizasyon bozukluklari

Perinatal letal hipofosfatazya, tiibiiler kemiklerin kisa ince ve bazen egri, toraksin dar
izlendigi, stres kiriklarmin goriilebildigi yaygin hipomineralizasyon ile karakterizedir.
Metafizeal ossifikasyon, osteogenezis imperfektadakinin aksine, diizensizdir. Kemik spurlari
ve pretibial gamzelenme eslik edebilir. Serum alkalen fosfataz (ALP) diizeyi diisiiktiir.
Histoloji, epifiz biiyiime plaginda diizensiz bir transformasyon bélgesi ile kemigin kusurlu

mineralizasyonunu gosterir. Azalmis penetrans ve ekspressivite degisikligi goriilebilir.
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2.4.1.7 Bent bone displaziler-Kampomelik displazi

Kampomelik displazi (CD), Pierre Robin sekansi, ekstremitelerde kisalik ve egrilik, club
foot ve ambigus genitalya ile karakterize bir iskelet displazisidir. Tiibiiler kemiklerde egrilik
yoksa antenatal US’de gozden kacabilir. Diger letal iskelet displazileri ile karsilastirildiginda,
CD'deki 6liim nedeni dar toraks degil, trakeo-bronsiomalazi veya servikal omurga instabilitesi

ile iliskilidir. Bununla birlikte hayatta kalabilen, bazi CD'li olgular da bildirilmistir. (68)

2.4.1.8 OI ve azalmis kemik dansitesi grubu

"Uluslararas1 Iskelet Displazileri Toplulugu (ISDS)”, siddet simiflandirmasim evrensel
olarak kabul eden Sillence siniflamasina bagli kalmay1 tercih etmis, ancak zaman iginde
benzer klinik bulgular1 nedeniyle Ol ile klinik olarak 6rtiisen birka¢ nadir sendromun bu grup
altinda tanimlanmasina ihtiya¢ duymustur.

Ortiisen fenotipler arasinda daha dnce “konjenital kontraktiirlerin eslik ettigi OI” olarak
bilinen Bruck sendromu (OMIM# 259450 ve 609220) “OlI okiiler formu” olarak tanimlanan
osteoporoz-psddoglioma sendromu (OMIM# 603506), kraniyosinostoz, hidrosefali, ayirt edici
yiiz 6zellikleri ve Ol'yi hatirlatan kemik bulgulari ile Cole-Carpenter sendromu (OMIM#
112240) yer alir. Prenatal donemde Wormian kemikler, kirikk ve eklem kontraktiirleri
bulgulariyla prezente olan Bruck Sendromu muhtemelen dogumda ilk kiriklar ortaya
cikincaya kadar artrogripozis multipleks konjenita olarak yanlis yorumlanabilmektedir (71).
Bruck sendromu, eklem hareketlerinde kisitlilik bulgularina, isitme kaybi ve DI'nin eslik
etmemesiyle OI tiplerinden ayrilabilir (72,73). Kemik histolojisi OI’ye benzemekle birlikte
farkli olarak degisik caplarda kollajen fibrillerinin izlenmesiyle OI’den ayrilabilir.

Cole-Carpenter sendromu ilk kez 1987 yilinda tanimlanmis olup, kraniyosinostoz, okiiler
proptosis, hidrosefali, ayirt edici yiiz 6zellikleri ve kemik kirilganligi ile karakterizedir. (74)

Ehler Danlos/OI fenotipinde hastalar tipik bir OI fenotipi gostermezler. Esas olarak
siddetli eklem hiperlaksisitesi, yumugsak ve esnek bir cilt, anormal yara iyilesmesi, kolay
morarma ve bazen de arteriyel frajilite belirtileri gosterirler. Ek olarak, mavi sklera, gorece

kisa boy ve osteopeni veya kiriklar gibi OI belirtileri gosterirler.

2.5. Osteogenezis iImperfekta
OI kavrami, primer olarak yasam boyu kirilmaya yatkinlikla karakterize heterojen bir bag
dokusu sendromu grubu i¢in ortak kullanilan bir terimi olarak kabul edilirse tarihte ¢ok sayida

eponimi oldugu goriiliir. (Tablo 2).
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Tablo 2. Ol eponimleri (ref, Baljet, B. (2002). Aspects of the history of Osteogenesis imperfecta (Vrolik’s syndrome).

Ekman sendromu (Ekman 1788)

Mavi sklera sendromu (Axman 1831)

Lobstein's hastaligi (Lobstein 1833)

Osteogenesis imperfekta konjenita [Vrolik] (Vrolik 1844- 1849)

Fetal rikets (Kaufman 1892)
Spurway sendromu (Spurway 1896)

Osteomyopathia
Osteoporosisfetalis

Osteitis parenchymatosa chronica
Porak-Durante hastalig

Rachitis congenital

Dark sclerotics and fragilitas osseum (Eddowes 1900)

Adair-Dighton sendromu (Adair and Dighton 1912)

Fragile bones (Ostheimer 1914)

Heriditary hypoplasia of the mesenchyme (Voorhoeve 1918)

Van der Hoeve-De Kleyn sendromu (Van der Hoeve and De Kleyn 1918)
Fragilitas ossium heriditaria tarda (Caniggia et al. 1958)

Ekman-Lobstein sendromu (Caniggia et al. 1958)

2.5.1. Tarihce

Paleomedikal ¢alismalar, hastaligin ve dolayisiyla insanlhigin tarihine ve evrimine
benzersiz bir bakis olanag1 verir (76). Ol’nin bu yolla elde edilen en erken kanitlar1 M.O.
1000 yilinda Misir’da bulunan bir ¢ocuk mumyasmna aittir. 1967°deki radyolojik
degerlendirmede alt ekstremitelerde egrilik, cok sayida kirik ve kraniyal tabanin enine
katlanmasma bagli kafa kubbesinin diizlesmesi ile olusan ’tam-o-shanter deformity’
goriinimii  saptanan mumya, en eski OI olgusu olarak halen British Museum’da

korunmaktadir (Sekil 10). (77)
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Figure 12B

Sekil 10. M.O. 1000 yilinda Misir'da bulunan bir cocuk mumyasina ait kalintilar (Ref. (Gray P (1969) A case of

osteogenesis imperfect, associated dentinogenesis imperfect, dating from antiquity.)

Hastaligin ilk kez tibbi bir metinde bildirilmesi 17. yy Fransa’sina denk gelir. Metinde
“yirmili yaslarinin sonunda bir kadinin, viicudun her tarafinda yaygin agrist oldugu, yeni
kiriklara neden olmadan ona dokunmanin imkansizlastig1 anlatilir. Otopside ¢ok sayida kirig
oldugu, kemiklerinin ince ve manipiilasyon sonrasi, ¢lirimiis aga¢ kabugu gibi dagildigi,

kafatasinin.15 giinliik bir yenidoganda bulunanlara benzedigi kayithidir (Sekil 11).

Clinleal Anatomy 00:00=-00 {2016}

A GLIMPSE OF OUR PAST

Oldest Medical Description of Osteogenesis
Imperfecta (17th Century, France)

PHILIPPE CHARLIER,"?* ANTONIO PERCIACCANTE,” ano RAFFAELLA BIANUCCI™®

Sekil 11. OFnin bildirildigi ilk tibbi metin (ref. Oldest medical description of osteogenesis imperfecta (17th Century,

1788'de ilk bilimsel ¢alisma, Uppsala Universitesi’nde Isvegli bir askeri cerrah olan Olof
Jakob Ekman tarafindan li¢ kusakta etkilenmis olgularla “’osteomalacia congenita" adiyla

doktora tezi olarak sunulmustur.

1831'de Almanyada Westheim'daki Edmund Axmann, kiriklara egilime ek olarak mavi
skleradan ilk kez bahsetmistir. 1849°de konjenital anomalilerin patolojisiyle ilgilenen
Anatomi Profesorii Willem Vrolik (Amsterdam Universitesi), Patolojik Anatomi ve Tabula
(Tabulae ad illustrandam embryogenesin hominis et mammalium, naturalem tam abnormem)

notlarinda hidrosefali ve sayisiz kirik ile dogup 3 giin sonra kaybedilen bir infant
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tanimlamistir (Sekil 12). Vrolik metinde osteogenezis imperfekta terimini ilk kez kullanan

kisi olmustur. Infantin yillar sonra tekrar degerlendirilmesinde biiyiik bir kafatasi, genis ve
yiiksek bir alin, s1§ orbitalar, protriide oksiput, ¢ok sayida Wormian kemigi azalmis
mineralizasyon saptandi (78). Tiibiiler kemikler hafif kavisli olmasma ragmen normal
uzunlukta iken kaburgalar olduk¢a ince idi. Tiim iskelet yapilar1 bir veya daha fazla kirik ve
kirik sonrast kallus olusumu gosterdi. Willem Vrolik, iskelet bulgularinin g¢agdaslarinin
inandig1 gibi, "rasitizm" veya "osteomalazi" gibi dogum sonrasi edinilmis bir hastaligin
sonucu olmadigini ilk fark edenlerden biriydi (79).

1906'da E Looser (Mittlg Grenzgebiete Med Chir, 1906)

hastaligr agirligina gore "conjenita" (Vrolik) ve "tarda"

(Lobstein) olarak iki forma ayirdi (81).

Van der Hoeve and de Kleyn, kemik kirilganlhigi ve

presenil

sagirlik iliskisine vurgu yaparken (82), Bell, mavi sclera,
kemik kirilganligt ve otosklerotik sagirligin ortak bir

iliskisi oldugunu ve OD kalitildigin1 vurguladi (83).

Sekil 12. Willem Vrolik tarafindan tanimlanan fetusa ait illustiiriasyon (ref. Aspects of the history of Osteogenesis
imperfecta (Vrolik's syndrome) B. Balje 2002

Seedorf 1949°da kaburgalarin "tespih" goriiniimiine sahip oldugunu ve uzun kemiklerin,
armonika koriikleri gibi, eksenel olarak birbirine bastirilmis gibi goriinlimiiyle letal perinatal
tip Ol'yi agik¢a tanimladi (84). Bauze dominant OI aile dykiisii ve hafif bulgular1 olan bir
grup hastada, in vitro kimyasal prosediirlerle kollajenin azaldigin1 gosterdi (87). Remigio ve
Grinvalsky (88), Wilson (89) ve Tsuruta ve Sugiura (90) tarafindan, normal anne babali
etkilenen kardes olgulara, akrabaligin da eslik ettigi OR kalitim ile uyumlu soyagaclari

gosterdiler.

2.5.2. Klinik Siniflama

Ol ilk kez 1979 yilinda Sillence tarafindan klinik siddet baz alinarak 4 alt grupta
smiflandirildi (91). Bu calismada yillik dogum hizi 1/60.000 olan Avustralya’nin Victoria
eyaletinde, 1965-1977 yillar1 arasinda OI tanis1 alan 180 hastanin saglik kayitlari, aile dykiisii,
kirik zamani, x- ray goriintiileri, histopatolojik ornekler ve pedigri analizleri degerlendirilmis,

91’1 muayene edilmisti. Olgular klinik bulgular temelinde 4 ayr1 grupta degerlendirildi.
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OI Tip I mavi skleranin eslik ettigi OD formda tekrarlayan kiriklarla gozlenen hafif
formdur. DI’nin yokluguna veya varligina bagl olarak A ve B alt tipleri vardir. Ergenlikten
sonra kiriklarin sikligi azalir. Olgularin ¢ogu okul 6ncesi donemde ilk kiriklarii gegirirken,
nadiren dogumda bildirilen olgular mevcuttur. Skolyoz, ilk dekatta saptanmazken ergenlik

doneminde progresyon gozlenmistir. Etkilenen Tip 1 olgularinin sadece % 7'sinin dogum

boyu 10p’den diisiikken, yetiskinlerin %50'sinde boy 3p’nin altinda saptanmistir. Bu kisaligin
ilerleyici  platisspondili, spinal osteoporoz ve deformasyonlara sekonder oldugu

distiniilmiistiir.

Olgularin % 18'inde bas c¢evresi 97p’den fazla oldugu gosterilmis, % 75'inde aileler
cocuklarinin kolayca yaralandigim1 bildirmislerdir. Ciddi isitme bozuklugu olanlarin %
20'sinde, bulgular 20 yasindan 6nce belirginlesmistir. Calisma sirasinda sadece 3 hastanin (2
cocuk ve 1 yetiskin) tekerlekli sandalye kullandig1 kaydedilmis, ailesel ve de novo olgular

arasinda fenotipik bir farklilik izlenmemistir.

OI Tip II’de, 12 aileden kaybedilen 16 olgu tespit edildi. 10’u sporadikti. Hepsinin iist ve
alt ekstremitelerinde kisalik ve egrilige sahip oldugu kaydedilmis, 8 vakanin 7'sinde mavi
sklera, X-ray’de akordiyon benzeri femur, {ist ekstremite kemiklerinde kiriklar,
mineralizasyonu azalmis kisa tiibliler kemikler, deformasyon, platyspondili, kaburgalarda

beading ve azalmis kraniyal ossifikasyon bildirildi.

Tip III ‘te, normal sklerali progresif deforme tip olarak tanimlanan 21 olgudan 14'i
cocuk, biri yeni dogan déneminde kaybedildi. Ugte ikisi dogumda kirigi olan bu grupta,
ekstremite ve omurgada ilerleyici deformasyon izlendigi bildirildi. Skleral maviliklerin
yogunlugunun, tip I’e gore daha az goziiktiigli, benzer yiiz goriinlimlerinin izlendigi,
kraniyumun, boydaki agir kisaliga ve ince yapilara gore daha biiyiik oldugu kaydedildi.
Yasayan 7 olgunun hepsinde 15 aylikken kirik tespit edilmis ve iskelet deformasyonlarinin
ergenlik doneminde ilerledigi goriilmiis, 6 eriskin hastanin 5'inde ciddi kifoskolyoz ve gdgiis
deformitesi oldugu bildirilmisti. Tiim ¢ocuklarin % 50'sinde 6zellikle metakarpo-falangeal ve
interfalangeal eklemlerde belirgin ligament gevsekligi, % 45'inde DI gosterildi. Kolay
morarma, grup 1'deki hastalarin %75'inin aksine, 19 kisiden sadece 5 (% 26, 3) ile iliskili
bulundu. 14 yasin iizerindeki 6 hastanin sadece 1'inde isitme kaybi tespit edilmis, 2 yasin
iizerinde olan 17 hastadan 15'inin (%88) belirgin sekilde yliriime zorlugu yasadig: kaydedildi.
6 yetiskinin 2'sinde bagimsiz hareketlilik oldugu gosterildi.
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Tip IV OI normal skleranin eslik ettigi OD tipdir. Bu olgularda, uzun kemiklerin
degisken derecede deformite ve kirigima normal skleranin eslik ettigi, hastalarda veya aile

iiyelerinde igitme bozuklugunun tip 1°‘e gore nadir oldugu bildirildi.

1981 de Sillence, hastalia dair yaptigi genisletilmis revizyonda, bazi gruplarda
kollajen sentezinin diizensizligine dair kanitlar olsa da, bazi durumlarda primer kusurun
iskelet-hiicre metabolizmasinda olabilecegini, OD ve OR kalitima ek olarak X'e bagli OI
cesitliligiyle klinik olarak tanimlanan bu gruplarin molekiiler simniflart temsil etmesinin
muhtemel olduguyla ilgili bir dizi benzersiz degiskenden bahsetti. (14)

1983-85 yillarinda, kollajen tip I'in sirasiyla alfa-1 ve alfa-2 zincirlerini kodlayan
COLIAI ve COLIA2 genlerinde ilk mutasyonlar tanimlanmis (92,113), ilerleyen yillarda,

mutasyonlar tiim OI tiplerinde tespit edilmeye devam etti.

2.5.3. Genisletilmis Sillence siniflamasi
1995-2003 yillar1 arasinda o tarihe kadar yayinlanmis 680 yayin incelenerek 3 ek grup
daha tanimlandi (tipVI, VII, VIII) (93). (Tablo 3)

Tablo 3. Genisletilmis Sillence siniflamasi (Ref, Rauch, F. & Glorieux, F. H. (2004). Osteogenesis imperfecta. The Lancet,

363(9418)
Tip | Klinik Siddeti Tipik Ozellikleri Tipik Mutasyonlar
I Hafif Hafif kisa boy, mavi sklera COLIAl  erken
stop
II Perinatal letal Dogumda ¢oklu kemik kiriklari, belirgin COL1A1 ve
. . . . COL1A2’de
deformite, azalmig kraniyal mineralizasyon
glisin degisimleri
I Agir deforme Belirgin kisalik, liggen yliz, agir skolyoz, DI COL1ALI ve
COL1A2’de
glisin degisimleri
v Orta diizeyde Orta diizeyde kisalik, orta-agir skolyoz, gri- COL1A1 ve
deformasyon beyaz sklera, DI COLIAZ’de
glisin degisimleri
V Orta diizeyde Hafif-orta kisalik, radius basi dislokasyonu, Bilinmiyor
deformasyon mineralize interossedz membran, hiperplastik
kallus, normal sklera
VI Orta-agir Orta diizeyde kisalik, skolyoz, balik pu/ Bilinmiyor
deformasyon
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VII Orta diizeyde Hafif kisa boy, kisa humerus ve Bilinmiyor

deformasyon femur,normal sklera

Her iki kolajen tip I geninin mutasyon taramasinin normal sonuglanmasi ile kolajen tip
I mutasyonlar ile iligkili goriinmeyen yeni bir otozomal dominant OI seklinde siniflamada

yerini ald1 (69). Bu gruplara ait molekiiler ¢aligmalar devam ederken, 2006 yilinda, letal

OI'nin ilk OR nedeni, yani CRTAP (cartilage associated protein) geninde protein islevinin
tamamen kaybina neden olan bi-allelik varyantlar OI tip VII ile iligkilendirildi (94,95) ve
sirastyla PPIB (96,97), SERPINH]I (98), FKBP10(99), SP7 (100) ve SERPINF'I (101) genleri

tanimlandi. Molekiiler tekniklerdeki gelismelerin ilerlemesiyle 2010°dan sonra olusan yeni
terminoloji, spesifik klinik o6zellikler ve kaliim paterni nedeniyle Sillence’in bes OI tipini
tanimlamasinda olan temel unsurlar1 goézeterek molekiiler patogenez temelinde yeni genlerle

geniglemeye devam etti.

2.5.4 Molekiiler Patogenez

Klasik OI mekanizmalar1 hiicresel, matriks (ECM) ve doku seviyelerinde kollajen
degisikligini ve disfonksiyonu kapsar. Matrisin bilesim ve organizasyonu, kemik hiicrelerinin
artmast ve farklilagmasi i¢in Onemli olan biiyiime faktorlerinin ve sitokinlerin varligiyla
kemik sertligini veren minerallesmeyi etkiler (102,103). Dominant tip I-IV OI, tip I kollajeni
kodlayan iki gendeki (COLIAI veya COL1A42) mutasyonlardan kaynaklanir. Mutasyonlar, tip
I kollajenin yapisal olarak normal oldugu ancak normal miktarin yaklasik yarisinin
sentezlenebildigi nicel kusurlar ve siddeti degisen yapisal kusurlar olarak iki kategoriye
ayrilabilir. Hafif OI formlar1 tipik olarak normal tip I prokollajenin azalan sentezinden
kaynaklanirken, orta derecede siddetli veya letal OI formlar1 ise, genellikle tip I prokollajen

zincirlerinden birindeki yapisal kusurlardan kaynaklanir,

2.5.4.1 Tip 1 kollajenin sentez ve islenme defekti

Kollajenler, iiclii heliks yapt olusturmak iizere ii¢ polipeptid zincirin bir araya geldigi,
tekli molekiillerden (monomerler) olusan bir protein ailesidir. Kollajen t¢lii sarmalinin
nispeten basit yapisina ragmen, tip I kollajenin biyosentezi, ¢ok sayida adim igeren,
translasyon sonrasi degisiklikler, katlanma, tasinma, salgilanma ve kalite kontrolii i¢in

proteinlerin bir araya getirilmesini gerektiren son derece karmasik bir sistemdir (36)
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Uglii heliksteki her iigiincii aminoasid bir glisin rezidiisii olup, genel olarak zincir yapisi
Gly-X-Y olarak gosterilir. Gly en kiiciik amino asittir ve her zaman {iglii sarmalin merkezinde
yer alir, ¢linkii daha biiylik bir amino asidi barindiracak yer yoktur. X ve Y ise siklikla,
strasiyla prolin ve hidroksiprolindir. Gly-X-Y tekrarinin Y pozisyonundaki sarmal prolinler
C4 pozisyonunda prolil 4 hidroksilaz 1 (P4H1) ile hidroksile edilirken, X pozisyonlarindaki
spesifik prolinler prolil 3 hidroksilaz 1 (P3H1) ve prolil 3 hidroksilaz 2 (P3H2) ile hidroksile

edilir. Hidroksi lizinlerin glikosilasyonu, prokollajen galaktosiltransferaz 1 ve prokollajen
glukosiltransferaz 1 ile katalize edilir. Karboksi-terminal propeptitin sentezinden sonra,
zincir ici disiilfit baglar1 olusturulur ve rER zarina baglamlir. Uclii sarmal olusumu igin
zincirleri dogru siraya sokan ve iiclii sarmal olusumunu baglatan bir ¢ekirdek olusur.
Prolin ve lizin rezidiilerinin hidroksilasyonu devam eder ve tiglii sarmal olusumu, C-
terminal ucundan amino-terminal ucuna dogru ilerler. Bu asamada, FKBPI10-P3HI-CRTAP-
PPlaseB (peptidil- prolil cis-trans izomeraz B) tarafindan olusturulan bir kompleks,
hidroksilasyon diginda kollajen fibrilleri, saperonlar1 veya kiigiik 16sin bakimindan zengin
proteoglikanlarin baglanma bolgesi olarak islev gormektedir (13, 95,107). (Sekil 13).
Sarmalin ¢ogu katlandiginda, N-propeptitler bu alan igindeki kiiciik {i¢lii sarmallar
birlestirir.  Yeni olusturulan {i¢lii sarmal Serpin H1 (SERPINHI) ve FKBP65 (FKBPI10
tarafindan kodlanir.)
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Sekil 13. Ol molekiiler patogenezi (ref, 2017 Mac millan Publishers Limited, part o f Springer Nature)

tarafindan stabilize edilir. SERPINH]I ayrica molekiiliin sarmal kismi boyunca baglanma
bolgelerine sahiptir ve katlanmis kollajenin Golgi'ye yerlestirilmesine yardim eder

(108,109). Bu biyosentetik adimlar, uygun bir rER ortamina baghdir. Uygun bir sekilde
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katlanmayan molekiilleri elimine etmek i¢in ER veya otofaji aracili lizozomal degredasyon

sistemi devreye girer.

Prokollajen propeptitleri, bir kez salgilandiginda trombospondin motifleri 2 (ADAMTS?2)
ve kemik morfogenetik protein 1 (BMPI) igeren bir disintegrin ve metaloproteinaz ile ayrilir.
Bu, kollajen lif olusumunu baglatir ve bu fibriller, tiglii sarmaldaki ¢apraz bag olusumuyla
stabilize edilir.

Ortaya ¢ikan kemik hastaliginin ciddiyeti, hem ii¢c boyutlu fibrillerin yapisindaki
degisikliklerin hem de mutasyonun spesifik yerlesiminin bir sonucu olarak goriinmektedir. o-
1 zinciri boyunca, kolajenin diger kolajen molekiilleriyle veya hiicre dis1 matriks proteinleri
ile etkilesimi ile ilgili spesifik bolgeler, yani major ligand baglama bolgesi (MLBR)
mevcuttur. Ozellikle, tropokollajendeki iki "major ligand baglanma bolgesi", tip I kollajen
genlerinde mutasyon sonucu etkilendiginde genellikle agir veya letal bir OI fenotipine neden
olmaktadir. (106). Mutasyonlu tip I kollajeni barindiran osteoblastlardan salgilanan diger
matriks proteinlerinin de anormal ekspresyonu s6z konusudur. Bu matriks anormallikleri
mineral fazi etkiler, kortikal kalinlik ve trabekiiler kemik miktar1 azalmigtir. Mineralize OI

kemigi daha serttir, mikrohasar birikimi daha fazladir ve daha kolay kirilir.

2.5.4.2 Yapisal ve kantitatif kollajen kusurlari

Tip 1 kollajen cogunlukla bag dokusunda olmakla birlikte kemik, kornea, dermis ve
tendonda da bol miktarda bulunan fibriler bir proteindir. Tip I kollajen endoplazmik
retikulumda al ve o2 prokollajen zincirleri olarak sentezlenir. (114). Baslangicta olusan
polipeptid zinciri, amino (N-) ve karboksil (C-) uglarinda telopeptid ad1 verilen helix olmayan
iki uzantiya sahip sarmal bir molekiildiir. Amino terminal uzantisinin, molekiiliin ER'ye
girisini yonlendiren bir sinyal dizisi vardir. Pre-prokollajen molekiilii, peptidaz tarafindan
sinyal peptidinin ¢ikarilmasiyla prokollajen molekiillerine doniistiiriiliir ve posttranslasyonel
modifikasyona ugrar.

Hidroksiprolin ve hidroksilisin, ER'de prolin ve lisin rezidiilerinin hidroksilasyonu ile
olusturulur. Hidroksilasyon icin gerekenler basta prolil ve lisil hidroksilaz olan spesifik
enzimler, o-ketoglutarat, demir iyonlari, molekiiler oksijen ve askorbik asittir (C vitamini)
Galaktosil ve glukosil transferazlar, bir hidroksisil rezidiisiine glukoz ve galaktoz eklenmesini
katalize eder. Hidroksilasyon ve glikozilasyonu takiben, polipeptit zincirleri {iglii bir sarmal
olusturur ve interstisyel alana salgilanmadan 6nce Golgi kompleksine gecer. Hiicre dis1 alanda
amino-peptidaz ve karboksilaz enzimleri prokollagen molekiiliintin her iki tarafinda yer alan

telopeptid uzantilarini ¢ikarir ve tropokollajen olusur. Spesifik lisil veya hidroksilizil
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kalintilarinin lizil oksidaz ile oksidatif deaminasyonu ile fibrillerin ¢apraz baglanmasinda

olusacak aldehit baglar1 ve nihayetinde kollajen fiberleri olusur.

Triple heliksin stabilizasyonu; tekrarlayan glisin amino asidi, yliksek miktarda prolin ve
hidroksiprolin igermesi, zincirler arasi hidrojen baglarin varligi, elektrostatik etkilesim iceren

lizin ve aspartat sayesinde saglanir.

2.5.4.3. OI’de Kollajen genler

COLIAI geni, Uglii sarmalin iki o-1 ve bir a-2 zinciri igerdigi tip I kollajende a-1
zincirlerini kodlar. 17q21.33°de lokalize, 18 kb capinda 1464 amino asitlik bir proteini
kodlayan 51 ekzonlu bir gendir. Bu gendeki mutasyonlar OI tip I-IV, Ehlers-Danlos
sendromu tip VIIA, Ehlers-Danlos sendromu klasik tip, Caffey hastaligi ve idiyopatik
osteoporoz ile iliskilidir (Sekil 14).

Sekil 14. COL1A1 ve COL1A2’nin 3 boyutlu gérseli (Ref. Molecular Target Synopsis )

COL1A2,7q21.3 de lokalize, 36.67 kb 1366 amino asitlik bir proteini kodlayan 52
ekzondan olusur. Bu gendeki mutasyonlar osteogenezis imperfekta tip I-IV, Ehlers-Danlos
sendromu tip VIIB, resesif Ehers-Danlos sendromu Klasik tip, idiyopatik osteoporoz ve atipik

Martfan sendromu ile iliskilidir

COL1A4I ve COLI1A2'deki mutasyon tiiriinden ilki miktar1 azaltilmig normal tip I kolajene
neden olan kantitatif kusurlari, ikincisi degistirilmis yapiya sahip kolajen molekiillerinin
sentezine yol acabilen yapisal kusurlar tarifler (106). Kantitatif kusurlar daha hafif fenotiple
iligkili iken kollajendeki yapisal defektler, tipik olarak II-III ve IV gibi orta siddetten letale
kadar uzanan bir dizi farkli fenotipe neden olabilir (91). Yapisal mutasyonlar katlanmis o-1
zincirlerinin ER'de translasyon sonras1 modifiye edici enzimlere uzun siire maruziyeti sonucu
asir1 modifikasyonuna neden olur (110). Bu asirt modifiye kollajen molekiilleri, bozuk
fibriller i¢inde birleserek, kemik kirillganliginin altinda yatan temel o6zelliklerden biri olan
anormal hiicre dis1 matriks ile sonuglanir. Bu durum bazen ER stresine neden olarak otofaji

stimiilasyonu, apoptoz aktivasyonu ve bozulmus osteoblast farklilasmasi ile sonuglanir (111,
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112). Yapisal kolajen kusurlarina neden olan en yaygin mutasyonlar, Gly-X-Y ig¢indeki
glisinin yerine daha fazla hacimli veya yiiklii bir aminoasit gegmesine neden olan tek

niikleotid degisimleridir (Sekil 15).

(a) COL1A7T gene COLTAZ gene
(b) Wild-type ou1(1) chain Wild-type ot2(1) chain Mutant ce1(l) chain

r,-r

Sekil 15. Tip 1 kollajende tek niikleotidlik dedisim (Ref. Emerging therapeutic approaches for osteogenesis
imperfecta Sophia Millington-Ward 2005)

COLIAl ve COLIA2'de % 20-25 siklikta saptanan splicing kusurlart zincir
hizalamasini degistirerek katlanmay1 ve hiicre disina transportu bozar (116). Gly-X-Y
ticliisiinde insersiyon veya silinme sonucu olusan mutasyonlar, heterotrimerik molekiilde
zincirlerde kaymaya neden olarak oldiiriicli veya agir Ol ile sonuglanir (118).

Mutasyonlarin % 5'inden daha az1 zincir iliskisini bozan ve / veya katlanma gecikmesine
neden olan prokollajenin C propeptid bolgesinde meydana gelir (117). C- propeptidindeki
mutasyonlar o zincirin taninmasin1 bozar ve ER ile iligkili degredasyonun aktivasyonuna

neden olur (111) (Sekil 16).

a-1 zinciri boyunca tanimlanan ii¢ ana ligand baglayic1 bolge matriks kalitesi i¢in ozellikle
onemlidir (115). Ote taraftan o-2 zincirinde, proteoglikanlarin baglanmasiyla iliskili
bolgelerdeki mutasyonlar da benzer bir sekilde hiicre dis1 matriks organizasyonunu bozar ve

biiyiik dl¢tide dldiiriicii sonuglara sebep olur (115, 119).
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Sekil 16. COL1A1 ve COL1A2 ekzonlarinda tanimlanan mutasyon diyagrami

2.5.4.4. OI’de Non-Kollajen genler ve patogenez

2.5.4.5. Mineralizasyon Defektleri (OI Tip V/ OI Tip VI)

OI Tip V ve VI kemik mineralizasyonundaki farkli kusurlarla karakterize klinik
fenotiplere sahiptir

OI tip V, orta-agir siddette kemik displazisi, artmig kirik insidansi, vertebral kompresyon
kirig1 skolyoz bulgularinin izlendigi /FITMS5’in dominant mutasyonla iliskilidir. Ozgiin
radyolojik bulgular1 arasinda radius basi dislokasyonu, 6n kol interosse6z membranda
ossifikasyon, 6n kol metafizlerinde belirgin bant goriiniimii ve hiperplastik kallus olusumu yer
alir. (Sekil 17). Olgular arasinda fenotipik kombinasyon ve zamanlama degiskenlik
gosterebilir (69). Tip V hastalarinin higbirinde mavi sklera veya DI bulunmadigi, ancak
ligament gevsekliginin tip IV olan hastalardakine benzedigi, iliak kemige ait biyopside,
lamellerde ag benzeri diizensizlik, kantitatif histomorfometride, OI tip IV'te oldugu gibi

azalmis kortikal ve siingerimsi kemik miktarlar1 bildirilmistir (211).
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Sekil 17. [IFITM5 mutasyonu tasiyan olgunun iskelet bulgulari. A) Bilateral iki arka kot kirigi B) Lateral gériintiide
vertebral kompresyon kirigi izlenmiyor. C) Akut distal radyal kirilma ve distal ulnar metafizlerin eski kiriga bagl genislemesi.
D) Sag humerusun én-arkadan gériiniimii ve proksimal metafizyel kirigi (Ref. J. Bone Miner Res. 2013 Nov; 28(11): 2333-
2337. Monica Grover)

Tip VI resesif SERPINF1 mutasyonlariyla iligkilidir. Dogumda genellikle kiriklar1 yoktur
ancak yillar i¢inde artarak (yilda 10'dan fazla) kemik deformitesine neden olan kiriklar
meydana gelir. Olgularin ¢ogunda vertebral kompresyon kirig1r ve skolyoz bildirilmistir. Tip
VI'da biliylime geriligi orta agirlikta, sklera beyaz ve disler normaldir (70, 212,213). Kemik
histolojisinde, genis mineralsiz osteoid gruplari, polarize 1sikta balik pulu goriiniimiinde

lamellasyon dikkat ¢ekicidir.

2.5.4.6. Saperon ve ¢apraz baglanma kusurlar1 (OI TiP XI/ Tip X/ Bruck Sendromu)

Kollajenin c¢apraz baglanmasi, kollajen fibrillerinin bitisik fibrillerle gii¢lii kimyasal
baglar olusturmasini ifade eder. Fibroziste asir1 miktarda kollajen birikir. Biriken kollajende,
telopeptitler igindeki hidroksillenmis lizin rezidiilerinden tiiretilmis piridinolin ¢apraz
baglarinda bir artis izlenir. Piridinolin ¢apraz baglarindaki artigin, telopeptitlerin (telopeptit
lisil hidroksilaz veya TLH) hidroksilasyonundan sorumlu olan enzimin aktivitesindeki

eksiklikten kaynaklanabilecegi 90’larin sonundan itibaren tartisilmis fenotipik olarak ilk kez
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2004’te pterijium, kontraktiir ve multipl kiriklarla dogan bir Tiirk olguda PLOD?2 geninin
bulunmasiyla molekiiler siire¢ tanimlanmistir (192, 193).

SERPINHI ve FKBPI0 genleri prokollajen molekiillerinin uygun sekilde katlanmasinda
gorev alan saperonlardan sirasiyla HSP47 ve FKBP65 proteinlerini kodlarlar. Saperonlardaki
mutasyonlar kollajen molekiillerinin hiicre i¢i tutulmasi veya toplanmasiyla hiicre i¢i kollajen
trafigini bozar ve elektron mikroskopisinde ER'de dilatasyona neden olur (143). Zincirler
katlandiginda, yeni bir post-translasyonel modifikasyona ugrayamazlar. Ana sarmalin
katlanmas1 tamamlandiginda, SERPINHI ve FKBPI0, ER i¢inde erken fibril olusumunu
onlemek i¢in tip I prokollajen ile etkilesime girer. Prokollajen molekiilleri ER'den ayrilir,
Golgi'ye gider ve salg1 vezikiillerinde paketlenerek hiicre dis1 matrikse salinir. SERPINH]I ve
FKBP10 genlerindeki kusurlar sirastyla OI Tip X ve OI XI ile iligkilendirilmistir

SERPINH]I null fareler, ER'de yanlis katlanmig kollajen, gecikmis kollajen sekresyonu ve
nihayetinde kusurlu kollajen fibrillojenezi nedeniyle embriyonik olarak letaldir. (126,127).

Osteogenesis Imperfecta

Bruck Syndrome

= Coltat

/@/1_/ /X’ Col1a1

1 Col1a2
1

fs?@\_

t v
Cellular Collagen Matrix
Trafficking Cross-linking Signaling

Sekil 18. . Ol veya Bruck sendromunda tip | kollajenin mutasyonu sonucu post-translasyonel modifikasyonundaki

anomaliyi gésteren illiistratif bir 6rnek (Ref)

FKBPI0un resesif mutasyonlari, agir osteopeni, kiriklar, ligamentéz gevseklik,
platispondili ve skolyoz bulgulariyla deforme OI bulgularina benzer klinikle ilk kez Tirk
olgularda bildirilmistir, FKBP10 mutasyonlar1 konjenital kontraktiirler ile karakterize Bruck
sendromu ile iliskilendirilmistir (Sekil 18) (128,129).
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2.5.4.7. Post-translasyonel kusurlar (OI Tip VII/ Tip VIII/ Tip IX)

Kollajenin post-translasyonel modifikasyonu, kollajen telopeptidi ile helix arasindaki
gerilme Ozelliklerini yoneten kovalent ¢apraz baglarin olusumunu etkileyebilir. Bu kusurlar
post-translasyonel modifikasyonun ve tip I pro-kollajenin uygun sekilde katlanmasinda
onemli rol oynayan proteinleri sifreleyen genlerdeki CRTAP (cartilage-associated protein),
P3H]I (Prolyl3-hydroxylasel / LEPRE1) ve PPIB (siklofilin B /Peptidyl-Prolyl Isomerase)
resesif mutasyonlu hastalarin tanimlanmasiyla ortaya ¢ikmis (95,126) ve sirasiyla VII /Tip
VIII/ ve Tip IX olarak tanimlanmustir (Sekil 19).

P3HI, CRTAP ve PPIB ER’da prolil 3 hidroksilaz adinda trimerik bir kompleks olusturur.
(Sekil 19). Bu kompleksin prolil 3-hidroksilasyonu, peptidil-prolil baglarinin cis-trans

izomerizasyonu ve saperon fonksiyonu olmak iizere {i¢ gérevi vardir.

Sekil 19. Prolil 3-hidroksilasyon kompleksi ve fibril kollajenler (izerindeki aktivitesi (Ref. Homan, E. P., Lee, B., & Morello,

R.(2014)

CRTAP, o-1 zincirinin hidroksilasyonunun azalmasi, gecikmis sarmal katlanmas1 ve tip I
kollajenin agir1 modifikasyonuna neden olarak kompleksin karmasik stabilite ve aktivitesi i¢in
gerekli olan temel kofaktor gibi goériinmektedir (95). CRTAP gen varyantlari, rizomeli ve
neonatal kiriklarla agir bir tabloya neden olur. Nadir de olsa sag kalanlar ciddi biiyliime

geriligine sahiptir (Sekil 20).
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Sekil 20. Kikirdak lliskili proteini (CRTAP) kodlayan gendeki mutasyonu tastyan otozomal resesif letal Ol tanil olgu (Ref)
Morello R, Bertin TK, Chen Y, Hicks J, Tonachini L, et al: CRTAP is required for prolyl 3-hydroxylation and mutations cause

recessive osteogenesis imperfecta. Cell 127:291-304 (2006)

LEPRE] mutasyonlu olgularda OI II/OI IIl'e benzer bir fenotipte klasik OI bulgularina ek
olarak normal sklera, yuvarlak yiiz ve fi¢1 seklinde toraks yapis1 saptanmistir (125). PPIB'deki
kusurlar, rizomeli disinda CRTAP ve P3HI ile ortiisen klinik ve biyokimyasal fenotip ile
sonuclanir. (58, 61-63). Bat1 Afrikalilarin yaklasik % 1,5'i ve Afro-Amerikalilarin % 0,40
LEPRE] geninde kurucu bir mutasyon tasir (18, 19). PPIB eksikligi, CRTAP / P3HI'in
stabilitesini etkilemez ancak prolil 3-hidroksilaz aktivitesi iizerinde olumsuz sonuglar dogurur

(201,202,96).

2.5.4.8. Kollajen isleme kusurlar1 (OI Tip XIII/ Osteogenesis Imperfecta/Ehlers—

Danlos Fenotipi)

C-propeptid veya N-propeptitte ayrilma bolgelerini etkileyen dominant veya ayrilmayi
katalize eden enzimleri etkileyen resesif mutasyonlar (BMP1 ve ADAMTS?2) kendine 6zgii
fenotiplerde ortaya ¢ikar.

C-propeptidini prokollojen molekiiliinden ayiran bdliinme bolgesi mutasyonlart ciddi
OI'den hafif kemik kirilganhigina kadar degisen fenotiplerle sonuglanir. Ayrilmay: saglayan
enzimi kodlayan BMP1, tip I ve tip III kollajenin C-propeptitlerini isleyerek hiicre dis1 matris
diizenegini ve yapisini genis dl¢lide etkiler (122,123,124). Bu mutasyonlarin boliinme bdlgesi
mutasyonlarindan daha ciddi OI formlarina yol agtig1 diistiniilmektedir. OI Tip XIII normal

digler, soluk mavi sklera, agir biiylime geriligi, osteoporoz ve yilda ortalama 10 ila 15 kirikla
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karakterizedir. Aym1 zamanda BMPI mutasyonlar1 artmis kemik dansitesi (BMD) ve
tekrarlayan kirik Oykiisii olan Tiirk kokenli iki kardes olguda tanimlanmistir. BMP1’deki
homozigot p.Glyl2Arg'n neden oldugu mutasyonun yetersiz kollajen islenmesine ve
muhtemelen kemikte ektopik mineral birikimine yol actigi bildirilmigtir. Kemikte artmig
mineralizasyona karsin yetersiz kollajen yapisal olarak kirilmaya egilim gosterir (203).
Artmis kemik mineralizasyonu ve kirik iligskisine dair patofizyolojideki belirsizligin daha
fazla olgu ve arastirma gerektirdigi kesindir.

Kollajen sarmalinin al veya a2 zincirinde, N-terminal amino asidini etkileyen dominant
mutasyonlar, N-propeptid béliinme bdlgesinin tersiyer yapismi degistirir. ADAMTS2 (A
Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs-2) adi verilen N-proteinaz
terminal bolgeyi prokollejenden ayiramaz (196). Kollajen molekiiliinde N-propeptidinin
tutulumu ayrica protein fosforilasyonu, kollajen sentezi ve hiicre yapigsmasi gibi propeptidin

hiicre ici fonksiyonlarini tehlikeye atar (120,121).

2.5.4.9. Osteoblast farkhllasmasi ve islevindeki kusurlar (OI Tip XII/ OI Tip XIV/

OI Tip XV/ OI Tip XVI)

OR OI i¢in yeni lokuslardan biri kemik hiicrelerinin diferansiyasyonunda gérev alan ve
kemik olusumu icin gerekli olan osteoblast spesifik transkripsiyon faktoriinii (Osx/osterix)
kodlayan Sp7 genidir. Sp7/Osx spesifik olarak kortikal ve trabekiiler osteoblastlarda ve daha
diisiik seviyede biiylime plaginin pre-hipertrofik kondrositlerinde eksprese edilir. SP7 geni
null farelerde osteoblast farklilagmasi, proliferasyonu ve osteoblast markorlerinin ekspresyonu
azalmigtir. Mezenkimal hiicreler, osteoklastlar ve kan damarlari birlikte endokondral iskeletin
mineralize kikirdak matriksini istila eder, periosteumdaki hiicrelerden osteoblastlara
farklilasma gerceklesmez. Yani hem endokondral hem de intramembran6z kemik olusumlari
bozulur. Sinirli dokuda ekspresyonu nedeniyle sklera normaldir (130,100). Gen, resesif OI’'li
bir olguda hipomorfik mutasyonun (kismi fonksiyon kaybi) bildirildigi OI Tip XII fenotipiyle
iligkilendirilmistir (100).

OI Tip XIV ile iligskili TMEM38B, ER'de yer alan ve katyon kanalindan sorumlu protein
olan TRIC-B'yi kodlar. Bu kanal hiicre farklilasmasinda yer alan, hiicre i¢i kalsiyum akis1 i¢in
gerekli olan tek degerli bir katyona ozgiidiir. TRICB -/- fareler azalmis kemik hacmiyle
yenidogan doneminde kaybedilir (133,134).

Osteoblast islevleriyle iligkili bir diger gen wntl (Wingless-type MMTYV integration site
family member 1) dir. Wnt gen ailesi, embriyo gelisimi, hiicre ¢cogalmasi ve farklilasmasi ile
doku yenilenmesi dahil olmak iizere bircok gelisimsel ve homeostatik siirecte yer alan dual

aktivite gosteren, amino asit yan zincirlerine kovalent bag ile oligosakkaritlerin baglandigi
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glikoprotein yapidaki proteinleri kodlamaktadir. Bildirilen mutasyonlarin genetik ¢esitliligi
(homozigot/heterozigot) ve bu mutasyonlarla iligkili farkli fenotipler (erken baslangich
osteoporoz/orta derecede siddetli OI), Wntl'in kemik homeostazindaki roliinii agiklamakta
zorluklar1 da beraberinde tasir (135). Wntl mutasyonlarinin iskelet fenotipleriyle iliskisinden
once, erken beyin gelisiminde kusurlar ve ciddi serebellar anomalilerle kaybedilen hayvan
deneyleri bildirilmistir (138). Wntl'deki homozigot/bi-allelik mutasyonlar, ilk kez erken
baslangi¢li ve tekrarlayan kiriklar, kemik deformitesi, kemik yogunlugunda belirgin azalma,
kisa boy ve mavi sklera bulgular1 tantyan bir Tiirk ailede saptanmis ve yol ac¢tig1 fenotip OI
Tip XV olarak tanimlanmistir (135). Genin heterozigot ya da monoalleliik mutasyonlarinin
ise erken baslangi¢h osteoporozla iliskisi gosterilmistir (135,136,137). Bu olgualarda, isitme
ve dis gelisimi genellikle bozulmamaktadir (199). Osteositlerden asir1 Wntl ekspresyonunun,
kismen mTORCI sinyalinin aktivasyonuna bagli osteoblast sayisin1 ve aktivitesini artirarak
kemik olusumunu uyardig1 ve artmis kemik dansitesine neden oldugu bildirilmistir

Whntl, lipoprotein reseptorii ile iligkili protein 5/6 (LRP5/ LRP6) ile kemik olusumunda
etkilesime girer (139). LRP5, Wnt proteinlerini baglayan dogal bir yardimci reseptor gorevi
goriir ve mutasyonlarinda Wnt sinyal aktivitesi azalir. Son calismalar, Wnt sinyallerinin
LRP5/6 olmadan dogrudan da diizenledigini bildirmistir. Homozigot/biallelik LRPS5’'in
fonksiyon kazandirict mutasyonlar1 insanlarda yiiksek kemik kiitlesi (BMD) ile giden
fenotiplerle (7,8), heterozigot fonksiyon kazandiran mutasyonlar1 ise van Buchem hastaligi
tip 2 ile (endosteal hiperostoza) iliskilendirilmektedir (140,141,142). LRPS5’in bi-allelik
fonksiyon kaybi mutasyonlarmin ise erken baslangi¢li primer osteoporoz ve osteoporoz-
psodoglioma sendromuna (OPPG) yol actigi bildirilmistir (9-11). Erken baglangi¢hi primer
osteoporozda OI’ye ait herhangi bir iskelet bulgusu bulunmaz. Bu mutasyon spektrumunun
farkliligi, kemik homeostazinda Wnt ligandinin dual fenotiplerinden dozaj farklilifinin

sorumlu oldugunu diistindiirmektedir.

2.5.4.10. Endoplazmik retikulum ve olas1 metabolik komponentler (OI Tip XVI
/01 tip XIX)

ER fonksiyon kapasitesini asan fizyolojik veya patolojik durumlarda liimende
katlanmamis ya da yanlis katlanmig protein birikimi meydana gelir ve bu durum ER stresi
olarak isimlendirilmektedir (204). Okaryotik hiicreler, ER'den sitozol veya cekirdege kadar
cesitli sinyaller iireterek ER islev bozukluguna adapte olabilir. Bu sinyal yolaklar1 toplu

olarak katlanmamis protein yanit1 (UPR) olarak bilinir. ER'deki yanlis katlanmis kollajen
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zincirleri, UPR’yi aktive eder ya kollajen katlanmasina yardimci olmak igin saperon

aktivitesini tetikler veya alternatif olarak mutant protein yikimini arttirir (Sekil 21) (205).
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Sekil 21. Endoplazmik retikulum (ER) stresi ve katlanmamis protein yaniti (UPR) (Ref.Atsushi Saito, January 2014)

CREB3LI (cyclic AMP responsive element binding protein 3-like 1), UPR iliskili bir
transkripsiyon faktorii olan OASIS’1 (Old Astrocyte Specifically Induced Substance) kodlar.
OASIS, gelisim siiregleri, farklilasma ve olgunlasma ile ilgili genlerin transkripsiyonunu
diizenleyen bir ER stres doniistiirticiisiidiir. Aktiflesmesi ER'nda katlanma kapasitesini arttir,
mutant protein translasyonunu azaltir, yanlis katlanmig proteinlerin bozulmasini hizlandirir ve

basarisiz olursa apoptoz i¢in sinyaller verir (Sekil 22).
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Sekil 22. OASIS'in aktivasyon mekanizmalari. OASIS, diizenlenmis intramembran proteoliz (RIP) ile transmembran

bélgesindeki ER stresine cevap olarak béliiniir ve CRE dizisine badlanma yoluyla hedef genlerin ekspresyonunu tesvik etmek

icin cekirdege geger (Ref.Atsushi Saito, January 2014)
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CREB3LI nakavt farelerde, spontan kiriklar ve kemikte azalmis tip I kollajen iiretimi
ile siddetli osteopeni goriiliir. (144). CREB3L]1 iligkili OI tip XVI prenatal baslangigli, letal
tipte, c¢oklu kiriklar, mavi sklera, kraniyal mineralizasyonda belirgin kayip, agir
demineralizasyonun dogum oncesi baslangici ile karakterize bulgularla yine ilk kez bir Tiirk
olguda bildirilmistir. (Sekil 23) (143). Heterozigot mutasyon tasiyan aile iyeleri,
minimal travmaya yol agan tekrarlayan kiriklar, osteopeni ve mavi sklera gibi hafif

bulgulara sahip olabilmektedir.

Sekil 23. CREB3L1 mutasyonlu olgu érnedi. A. 19. haftalik fetusta egrilik ve pes ekinovarus B. Fettisiin X-ray bulgulari

(uzun kemiklerde coklu kiriklar ve kostalarda ‘beading’ gériiniimii) sunulmaktadir (Ref. Symoens, S. et al. 2013)

Osteoblastlardaki diizenlenmis intramembran proteoliz (intramembrane proteolysis
/RIP) yolunun pargasi olan proteinlerden biri olan site-2 metalloprotease (S2P)’nin
(MBTPS?2 tarafindan kodlanir) mutasyonlariyla iligkili OI Tip XIX, X linked resesif
(XLR) gegislidir (195, 206). 2 yasinda bir erkek olguda orta boy, mavi sklera, pektus
karinatum, alt ekstremitede uzun kemiklerde egrilik, azalmis kemik dansitesi, etkilenen
erigskin erkeklerde gebelikten itibaren baslayan kiriklar, tibial angiilasyon, osteopeni, kisa

boy ve skolyoz saptanmistir (Sekil 24) (206).
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Sekil 24 A. MBTPS2'deki mutasyonu tasiyan mavi sklera, pektus karinatum ve anterior biikiilmiis bacaklara sahip 2
yasinda erkek olgu. B. Yasamin 1. giiniinde radyografilerde kosta, humerus, femur ve tibiada saptanan kiriklar

gosterilmektedir (Ref. Uschi Lindert,Nature 11920 (2016).

Intramembrandz proteoliz, membrani kapsayan diizenleyici proteinlerin, zarm diizlemi
icindeki proteazlarla boliinmesini icerir. MBTPS2'de farkli pozisyonlardaki mutasyonlar,
Olmsted sendromu, X-linked keratosis follicularis spinulosa decalvans (KFSDX) ve IFAP
Sendromu (folikiiler iktiyoz, atrisi ve fotofobi ile karakterize) gibi farkli spektrumlara neden
olmaktadir. (207-209). Baz1 olgularda 6zellikle vertebral malformasyonlar ve yarik el gibi
cesitli iskelet malformasyonlar1 bildirilmistir (210). MBTPS2'deki farkli mutasyonlarin
tamamen ayr1 gelisimsel bozukluklara neden olmasi bozulmus hidroksilasyon ve kollajeninin

capraz baglanmasi gibi teorilerlere baglansa da mekanizmasi belirsizligini korumaktadir.

2.6. OI’da Iskelet Dis1 Bulgular
2.6.1. OI’ tada Isitme Kaybi
Isitme kayb1 OI’da tiim olgularin yaklasik % 45 -% 58 sinde izlenir (146,147). Cogunlukla
OI Tip I’ e ait bir bulgu gibi goriinse de bir miktar Tip III ve IV hastasinda da goriilebilir
(145). Dominant tip iki tarafli, simetrik ve miks tipte isitme kaybidir. Genellikle yasamin
ikinci ve dordiincii dekadi arasinda siklikla baslayan ileti tipi isitme kaybi farkli siddetlerde

miks tipe doniisiir (146). Piir sensorinoral kaybin baglamasi herhangi bir yasta olabilmektedir
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(145). Erken ¢ocukluk yaslarinda sik otitis media 6ykiisii olan olgularin okul déneminde
yaklasik %10‘unda timpanometrede patoloji izlenir. OI'deki sensori-ndral bilesen koklear
hiicrelerinin ve stria vaskularisin atrofisine, perilenfte kanamaya, mikrofrakturlara, otik
kapsiilde otosklerotik kemik olusumuna ve membran bozulmalarina neden olabilir. (147,
148). Piir ileti tipi kayip siklikla, stapes ayaginin fiksasyonunu ve temporal kemikteki yaygin
otoskleroza baglanmistir. (149,150,151).

Isitme kaybinin, tipi veya siddeti, mutasyona ugrayan gen veya mutasyonun yeri ile iliskili
degildir. Ayrica, aym1 mutasyonlarin, isitme diizeninde kayda deger, inter / intrafamilyal
degiskenlige yol agmaz. Otitis media Oykiisii, kafa travmasi ve giiriiltiiye maruz kalma, igitme
engelli OI hastalarinda daha sik rapor edilmis olsa da, bu risk faktorlerinin higbiri isitme kaybi
olusumu ile anlaml bir sekilde iligkilendirilmemistir. (145). Ol'ye neden olan mutasyonlar
isitme kaybinin ifadesi i¢in yeterli degildir. Bu nedenle, ilave bir genetik tetikleyicinin OI'deki
isitme kaybindan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (145). Kantitatif veya kalitatif kolajen
defekti olan hastalar mutasyon-isitme kaybi tipi, orta kulak operasyonu prevalansi ve ve
isitme cihazi kullanimi agisindan karsilastirildifinda da herhangi bir fark bulunamamistir.
Bagimsiz bir faktor olarak yas artisina bagh isitme kaybi sikliginin arttig1 bildirilmistir. Miks
tip isitme kayb1 olan olgulardaki sagirhigin siddetinin pilir olanlardan daha agir oldugu

bildirilmistir (152).

2.6.2. OI’ tada Go6z Bulgular

Tip I kollajen, sklera, kornea, trabekiiler ag oOrgilisii, lens kapsili, uvea ve lamina
kribosa'nin ayrilmaz bir parcasidir (153). Literatiirde OI ile ilgili tanimlanan karakteristik
okiiler bulgular genellikle mavi sklera, incelmis kornea, miyopi, keratokonus, retina
dekolmani ve glokomdur. Okiiler bulgularla ilgili literatiir genellikle en yaygin ve en hafif tip
olan tip I OI ile smirldir (154, 155). Karsilagtirma yapabilen kisth sayida ¢aligmada tip I deki
korneal kalinlik, tip III ve IV’de gore daha ince bulunmustur (156). Tip I’deki mavi sklera
sikliginin diger tiplerle kiyaslandiginda fazla olmasi sadece korneal kalinliktaki azalmayla
degil, ayn1 zamanda korneal stromal farkliliklarlada iliskilidir. Sklera rengi c¢ocuklukta
maviden beyaza dogru zamanla solabilir veya erigkinlikte griye donebilir (152). Sklera rengi
tanisal olarak goriinse de silipheli hafif OI olgularin belirlenmesinde santral korneal

kalinligiin (CCT) 6lgiilmesi 6nerilmektedir (152).
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2.6.3. Dentinogenezis imperfekta

Dentinogenezis imperfekta (DI) dentin matrisinin olusumunda, bilesiminde veya
organizasyonundaki bozukluklardan dolay1 olusan ince, yari saydam ve grimsi kahverengi
renkte disklorasyonun eslik ettigi anormal bir dentin yapisidir. Hem primer hem de kalict
disleri etkiler. Dentin yaklasik %70 mineral, %20 organik matriks ve %10 sudan olusur.
Dentinin organik bdliimiiniin %86’s1 kollajen tip 1’den olusur. Zayif mineralli dentin
nedeniyle, dis minesi sik sik catlar, bu da dislerin dis etinde bile hizli asinmasina yol acar.

(Sekil 25) (20).

Sekil 25. Dentinogenezis Imperfekta érnedi (Ref.Tracy Thomas By Pinterest 2009

OI tip I hastalarinda Dentinogenesis Imperfecta (DI) prevalansi %8 ile %40 arasinda
degisirken, en yiiksek DI insidansit OI tip III ve IV olan hastalarda bulunmustur (157).
Radyografik olarak DI etkilenen dislerde, dentin birikmesi nedeniyle pulpa odasinin ve kok
kanallarinin tamamen yok olmasi, bulboz bir tag, kisa ve daralmis kokler ve siirekli dentin
iiretimi nedeniyle, pulpar daralma izlenir. Gelismekte olan diglerde genislemis pulpa odalari
ve gecikmis eriipsiyonu, tamamen gelismis dislerde total pulpa obliterasyonu, kisa kokler,

servikal daralma, pulpa taglar1 ve taurodontizm rapor edilmistir (20).

2.6.4. Kraniyo-spinal anomaliler

O'li olgular, frontal bossing ve siklikla malokliizyona yol acan mandibular
malformasyonlu liggen bir yiiz sekline sahiptirler. Membrandz ve enkondral kemigin genel
olarak bozulmasi, anormal derecede ince veya kalin bir kalvariuma, platisbasi, baziller
impresyon (BI- Sekil 26), gorece ya da gercek makrosefali, fontanellerin ve siiturlarin erken
veya gecikmis kapanmasi ile meydana gelen Wormian kemiklerinin olusmasina yol agar.
Birden fazla Wormian kemigi erigkinlige kadar devam edebilir (158,20).

Norolojik bulgular genellikle kafatasi tabanindaki kemigin yumusamasi sonucunda {ist

servikal omurganin ve odontoid progesin kafatasina dogru gocti ile baslar.
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Sekil 26. Baziller impresyon (Ref. By Chester J Donnally)

Omurganin yukar1 dogru gocii beyin sapinin sikismasina, beyin omurilik sivist
dolagiminin ~ kisitlanmasiyla birlikte kraniyal sinirlerin ve norovaskiiler yapilarin
kompresyonuna neden olabilir. Beyin parankimi, hastaliktan etkilendiginde; atrofi, hidrosefali
ve serebellar hipoplaziye bagl klinik bulgular izlenir (159). Progresyon kraniyal ve spinal
MRI ile takip edilmelidir. OI'deki cerrahi digi yOnetimin genel amaci, kirik insidansini
azaltmak ve hareketliligi ve bagimsizligi arttirmaktir. Bununla birlikte semptomatik BI
mevcutsa, yalnizca cerrahi dekompresyon ve stabilizasyon, ilerlemesini durdurabilir (160).
Bas agrisi, kranyal sinir felgleri ve servikal kifozun korda basisina bagli komplikasyonlar

goriilen diger norolojik bulgularidir.

2.6.5. 5. Endokrin anomaliler

Kisa boy, OI'nin temel oOzelliklerinden biridir. Biiyiime bozuklugunun ciddiyeti, genel
olarak OI'nin ciddiyeti ile de iligkilidir. Agir OI tip III olan hastalarin yetiskin boylar1 genel
olarak pre-pubertal cocuk seviyesinde kalirken (<100 cm) (161), OI tip IV olan hastalar
ortalama yetiskinin final boyuna sahip olabilirler (162). Hafif OI tip I hastalar, standart
biliylime egrilerinde yiizde 5'in altina diisebilirler. OI hastalarinda biiyiime geriligi etiyolojisi
tam olarak anlasilmamustir, farkli OI siddeti olan hastalarda boy gelisiminin degerlendirilmesi
giiniimiizde zordur. Genel olarak, OlI'deki zayif biiyiimenin, kalitatif kolajen defekti olan
hastalarda, nicel defektli hastalardan daha belirgin oldugu goriilmekte, boylece OI olan
cocuklarda biiyiimenin incelenmesi, genotip-fenotip korelasyonlar1 i¢in ¢aligmalar i¢in 6nemli
bir alan haline getirmektedir (163). Kollajen defekti olan ¢ogu olguda biiyiime aksinin
endokrin degerlendirmesi normaldir. 5 yasindan biiyiikk olgularda, genel olarak IGF-I ve
IGFBP-3'te 6nemli bir degisiklik gosterilmemistir. Deneysel veriler, biiylime hormonunun

kolajen metabolizmast iizerinde muhtemel bir pozitif etkisi oldugunu gdstermektedir: Insiilin
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benzeri biiylime faktorii I (IGF1) ve insililin benzeri biliylime faktorii baglayici protein
3(IGFBP-3), 'iin osteoblast kiiltiirlerinde ekspresyonu uyardigi ve bunun da tip I kolajen
sentezini diizenledigi bildirilmistir (165,166,167). <5 yas ¢ocuklardaki ¢aligmalarin beslenme
alimi, boylari, agirliklar1 dikkatlice degerlendirilerek IGF-I ve IGFBP-3 seviyelerinin daha
fazla olgu ve takiple arastirilmasi gereklidir. (164).

2.6.6. Kardiyo-vaskiiler anomaliler

OI ve kardiyovaskiiler anormallikler arasindaki iliski yillardir bilinmesine ragmen
kardiyovaskiiler anormalliklerin spektrumu ve insidansi hakkindaki bilgiler smirh sayida
literatiirde yer almistir. Yaygin bag dokusu bozukluklarinin aksine, kardiyovaskiiler tutulum
OI'de nispeten nadirdir. Kardiyovaskiiler tutulum derecesi, iskelet hastaliginin ciddiyeti ile
iligkili degildir (168). Kollajen tip I, miyokarddaki toplam kollajenin yaklagik %80'ini
olusturur ve aortta bulunan kollajenin %80-901 tip 1 ve III'tiir. Kalpte, kollajen tip I kalp
kapaklarinda, korda tendinealarda, annuli fibrozalarda ve interventrikiiler septumda bulunur
(169). Toplam 499 OI olgusunu kapsayan 45 yillik literatiir taramasinda (170) OI’li olgularda
kardiyovaskiiler ilk bulgu dispne veya kalp krizidir. 40 olguda aort kapak yetersizligi, 24
hastada mitral kapak yetersizligi, 2 hastada trikiispit yetersizligi saptanmistir. Baz1 hastalarda
valviilopati kombinasyonu bildirilmistir. OI hastalarinda kardiyovaskiiler cerrahi sonrasi 6lim
orani %15 civarindadir. Artan doku ve vaskiiler frajilite, gecikmis veya zayif yara
iyilesmesinin yani sira asir1 kanama ve transflizyon gereksinimlerine yol acabilmektedir.
Bozulmus trombosit faktorii salimimina bagli trombosit disfonksiyonu ve trombosit
agregasyonundaki anormallikler de kanama sikligmin artmasina katkida bulunmaktadir.

(171,172)

2.6.7. Cilt bulgular:

Kolajen, yiliksek gerilme oOzelliklerine sahip lifli proteindir (173). OI hastalarda cilt
normale cilde gore daha sert ve incedir, kolay yaralanir. OI hastalarla yapilan ¢aligmalarin
hepsinde elastikiyet, duyarlilik ve ¢ekme kuvvetine karsi olusan enerji kaybi kontroller ile
karsilagtinldiginda azalmis oldugu goriilmektedir (174,175). Olgulardaki histo-patolojik
caligmalar, yaslanmis derideki bulgulara benzer sekilde kollajen iceriginde ve dermal
kalinlikta azalma oldugunu gdstermektedir. Hafif OI vakalarindan elde edilen orneklerdeki
kollajen liflerinin ¢ap1 daha ince iken, agir OI vakalarindan gelen kollajen normal bir ¢apa

sahip olmasina ragmen mikro-iplik¢ikler daha yipranmis goriinmektedir (191).
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Cilt biyopsilerinin optik tekniklerle (two-photon excited fluorescence; TPEF ve second-
harmonic generation; SHG) degerlendirilmesinde, kollajen yon dagilim ve lif boyutu gibi
ozellikler incelenmis ve sadece normal ciltten degil, ayn1 zamanda OI alt tiplemeleri acisindan

da farklilik gosterdigi saptanmistir. (176) (Sekil 27).

Sekil 27.0I alt tipleri arasinda optik cilt biyopsi farklari gésterilmektedir (Ref. Photograph by James Stevenson/science

Photo Library which was uploaded on October 4th, 2018)
2.6.8. Diger Bulgular
Azalmis kas kuvveti, orta ve agir Ol formlarinda 6nemli olabilir. Eklem gevsekligi siktir
ve Ozellikle ayak bilekleri, kalca, omuzlar, bas parmaklar ve dirseklerin sik burkulma ve
c¢ikiklarma katkida bulunur. Iskelet deformiteleri hareket kisithiligi ve ambulasyon destegi
gerektirebilir. Fitiklar OI'li ¢ocuklarda genel popiilasyona gore daha siktir ve dogumdan
itibaren saptanabilir. Hastalarin %36'sinda goriilen hiperkalsitiri bobrek taslarina neden

olabilir. (177).

2.7. TANI
2.7.1. Biyokimyasal tani

D vitamini, kalsiyum, fosfor ve alkalin fosfatazin kirilmaya cevaben akut yiikseklikleri
disinda serum konsantrasyonlar1 normaldir (178).

Tip I kollajenin yap1 ve miktarinin kiiltiire edilmis fibroblast analizi OI tip I ‘de %90, OI
tip II’de % 98, Ol tip III ve OI tip IV’de yaklasik % 84 oraninda tanisal bilgi verebilmektedir.
Calismalarda hem hidroksiprolin iiretiminin hem de kolajen capraz baglarmin azaldigi,
osteoid mimarinin anormal oldugu, kemikteki kollajen liflerinin ince filamentler veya gevsek
bicimde sikistirilmis demetler halinde hiicre disinda toplanamadigi goriilmiistiir. (179,180).
Elektron mikroskobunda, normal yuvarlak seklini koruyan kolajen fibrillerinin ¢aplar1 énemli

Olciide normalden daha kiigiik kalmaktadir. Translasyon sonrasi artmis modifikasyondan
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dolay1 kollajen zincirinin molekiiler agirliginda artis oldugu ve migrasyonun yavasladig
saptanmistir. Bu anormallikler kismen OI’y1 karakterize eden ve sik kiriklarla sonuglanan
kemigin fiziksel Ozelliklerinde meydana gelen degisiklikleri aciklayabilmekte ve muhtemel
hastaligin ekstra-osse6z klinik belirtileri, bu kollajen aberasyonlarinin kemige 06zgii
olmayabilecegini gostermektedir. Ancak kollajen fibrillerinin diizenli lifler halinde
toplanmasindan sorumlu faktdrler tam olarak heniiz bilinmediginden OI’daki anormal
kollajen morfolojisinden sorumlu olan biyokimyasal bozulmalar arastirilmaya devam

etmektedir.

2.7.2. Prenatal Tam

Fetal iskelet displazileri fenotipin aile Oykiisii ya da rutin ultrason muayenesiyle
yapildigma bagl olarak, prenetal donemde farkli gebelik haftalarinda taninabilir. Prenatal
USG ile iskelet displazisi siiphesi uyanmissa, oncelikle mevcut durumun letalite olasiligi
sonra da ayirici tanisi1 yapilmalidir. Letal iskelet displazileri grubu, tipik olarak letal olmayan
gruba gore daha siddetli fenotipik Ozelliklere ve daha erken bir baslangica sahiptir (6)
Antenatal 14-16. haftalarda uzun kemiklerde agir kisalik, diisiik femur boyu-karin g¢evresi
orani, hipoplastik toraks ve belirgin egrilik veya kiriklar ile letalite kestirilebilir. Bu haftalarda
mikromeli ve iskeletin azalmis mineralizasyonu saptanirsa, ayirict tanida OI tip I, tanatoforik
displazi, akondrogenez tipleri ve agir infantil hipofosfatazya yer alir (181,7). Deneyimli
merkezlerde, genellikle sonografik degerlendirmeyle daraltilmis veya spesifik klinik taniya
ulagilabilir. Prenatal US’de OI'yi hem diger letal iskelet displazilerinden ayirmak hem de alt
tiplendirmesini yapabilmek ailelere verilecek genetik danigma ve test secimini belirleyecektir.
Bu durum, letal olmayan ama yenidogan doneminde agir klinik ile karakterize bir iskelet

displazisi durumunda ailelerin buna hazirlik yapabilmesinde 6zellikle 6nemlidir.

OI'li olgularin tanisinda zamansal profil hayati 6neme sahiptir ¢linkii erken yenidogan
doneminde fenotip cesitli OI alt tipleri arasinda benzerlik gosterebilir. OI tip 1 ve OI tip IV
gibi hafif OI formlarinda genellikle iskelet deformiteleri 20. GH’ndan sonra bulgu verir (182).
OI tip III, 18 haftadan 6nce nadiren tanimlanir ve taninin dogrulanmasi i¢in USG takibi

gerektirir.

OI tip II ¢ogunlukla agir seyreden, genellikle in-utero mikromeli, dar toraks, ¢cok sayida
kirik ve buna bagli olarak uzun kemiklerin ve kaburgalarin diizensiz iyilesmesi bulgulariyla

genellikle 20 GH’ndan 6nce goriiliir.



45

Ol aile oykiisii ve etkilenmis kardes varliginda tekrar riski, gonadal mozaisizm olasig
nedeniyle %1-50 arasinda degismektedir. Ailede mutasyon biliniyorsa basvuru zamanina gore,
CVS hiicreleri, amniyositler ya da korddan izole edilen DNA kullanilarak, molekiiler analiz
yapilabilir.

Gebeligin doguma kadar devam etmesi durumunda, genetik degerlendirme ve alt

tiplendirmede, yenidogan déneminde postnatal/postmortem degerlendirme ve radyografi onemlidir.

2.7.3. Postnatal Tam
Aile Oykiisiiniin  olmadigt postnatal donemde basvuran olgularda kisalik, kirik,
mineralizasyon, egrilik gibi genel iskelet degerlendirmesi klinik ve radyolojik olarak yapilmali,

skleralar, KVS, isitme ve dental anomaliler birlikte degerlendirilmelidir (Sekil 28).
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Sekil 28: Ol'da postnatal tani algoritmasi (Ref) Osteogenesis Imperfecta: A Review with Clinical Examples Molecular

syndromology 2(1):1-20 - December 2011
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2.8. OI’de Radyolojik Tam

2.8.1. TiP1
OI tip I’in, fetal ultrason ile tanimlanmasi zordur, ¢iinkii OI tip I'de,
ekstremite uzunlugu cogunlukla normaldir ve femoral bowing nadirdir ve
genellikle 20 haftalik gebelikten sonra farkedilir. Bu nedenle, OI tip I icin
risk altindaki gebeliklerde USG bulgusu olmasa da molekiiler tani
onerilmektedir (236) (Sekil 29).

Sekil 29.: Tip | Ol fetiis 6rnedi (Refb https://doi.org/10.1016/j.tjog.2012.04.020

2.8.2. Tip Il

Radyolojik kriterlere gére OI Tip II tige ayrilir. Tip IIA ve IIB arasindaki ortak bulgular,
azalmis mineralizasyon, mikromeli, uzun kemiklerde egrilik ve kiriklardir. OI tip IIC oldukca
nadirdir, uzun, ince, yetersiz modellenmis kemiklere, ¢coklu kiriklar ve beading goriiniimlii
kostalar eslik eder. Ek olarak kirik ylizeyleri yassi kemiklein dig marjinleri ve matefizlerde

osteoskleroz izlenir (185)

2.8.3. Tip IIA

OI tip ITA'da kisa genis ve "crumpled" uzun kemikler, tibiada ag¢ilanma, femurda

akerdeon goriiniimii ve kostalarda beading izlenir. (Sekil 30)
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Sekil 30. Ol Tip lIA COL1A1 mutasyonlu fetus igin érnek goriintii
(A-E ) (Ref. Radiographic features of osteogenesis imperfecta ‘Armelle

Renaud).

2.8.4. TIP IIB
OI tip IIB'de, kafatasi ve uzun kemiklerdeki bulgular, tip IIA’’ya
benzer ancak uzun kemiklerin deformasyon derecesi daha az belirgindir.

Farkli olarak kaburgalar incedir ve kotlarda beading izlenmez. (Sekil 31)

Sekil 31. A. COL1A1 missense mutasyonlu Tip I1B’li olgu, kranial mineralizasyon
normal, alt ekstremitelerde bowing, ince kotlar, fraktiir yok

2.8.5. TIP IIC

Ol Tip II C‘de wuzun, ince, yetersiz modellenmis
kemiklere, ¢oklu kiriklar ve beading igeren kostalar eslik
eder (18) (Sekil 32)

OI tip II’nin bu ii¢ tipi arasinda OI II C, ince, biikiilmiis
kirikli  uzun  kemikler, normal vertebra yiiksekligi

bulgulariyla fenotipik olarak ayrilir. Ayirict ek goriiniim

olarak, kirik yiizeyleri, yass1 kemiklerin dis marjinleri ve

metafizlerde osteokleroz izlenmesidir. (185).

Sekil 32. Uzun, ince, yetersiz modellenmis kemikler, ¢oklu kiriklar, beading igeren kostalar (Ref. Hum Genome Var.

2014; 1: 140)



48

2.8.6. Tip 111
Belirgin kisalik, liggen yiiz, agir skolyoz ve DI ile karakterize tiptir. Neonatal donemde
agir seyreder ve tekrarlayan kiriklara bagli ekstremite ve vertebral deformasyonlarla

progresyon izlenir (Sekil 33).

Sekil 33. Deforme uzun kemikleri gésteren radyografisiyle Tip Ill olgusu (Ref. Horacio Plotkin, The Journal

of Clinical Endocrinology & Metabolism, Volume 85, Issue 5, 1 May 2000, Pages 1846—1850)

28.7. TiplV
Siklikla normal sklera, osteopeni ve minimal travma ile kirigin eslik ettigi bu form pozitif
aile Oykiisii nedeniyle genellikle prenatal donemde farkedilir (187). Bazen sadece kirigin eslik

etmedigi kisalik ya da egrilik gibi bulgularla presente olabilir (Sekil 34)

Sekil 34. Ol Tip IV 23 haftalik fetiis radyografisi. ince klavikula ve kisa edri femurlar gériinmektedir (Ref Chih- Ping

Chenabcdefg 2012, Pages 271-275)

2.8.8. TIPV
OI Tip V postnatal 6zgiin bulgulan (kiriklardan sonra hiperplastik kallus olusumu; 6n
kolda interossedz kalsifikasyon) ile diger tiplerden ayrilsa da antenatal donemde benzer

fenotiple ayrilamayabilir. (188) (Sekil 35)
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Sekil 35. Ol Tip V fetusta sol humerus ve kotlarda kiriklar X-ray gériintiisiine ait bir 6rnekte 20 haftalik gebelikte
polihidramnios, alt ekstremitelerde egilme ve kisalma bulgulariyla takip edilen olgudan postnatal radyografisi (Ref. Non

classical IFITM5 Mutation Located in the Coding Region Causes Severe Osteogenesis Imperfecta With Prenatal Onset )

2.8.9. TIP VII

CRTAP ve LEPREI genlerindeki mutasyonlar OI tip II / III'teki gibi agir fenotipten daha
hafif Ol tip VII' ve VIII’ e kadar genis bir fenotipik araliga sahip olabilir (Sekil 36, 37). Prolil
3-hidroksilasyon kompleksindeki defektin agirligina gére bazi mutasyonlar prenatal donemde
COLIAI/COLIA2 genlerinden kaynaklanan agir olgulara benzer bicimde dogumda uzun
kemikler ve kotlarin ¢oklu kiriklari, deformasyonlar ve azalmis kalvaryal mineralizasyona
sahip olabilir. Radyolojik olarak ayirmak zordur. Ozellikle resesif kalitimi destekleyen akraba
ebeveyn varliginda diisiiniilmelidir (186).

Sekil 36. (D—F) CRTAP delesyonundan etiklenmis 3 haftalik Ol olgusuna ait radyolojik gériintiiler (Ref Deficiency of
Cartilage-Associated Protein in Recessive Lethal Osteogenesis Imperfecta in New England Journal of Medicine

355(26):2757-64 - January 2007)
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2.8.10. TiP VIII

Sekil 37. (G-I) Postnatal homozigot LEPRE1 mutasyonlu (c.401_402delAA) infanta ait radyolojik gériintiiler (Ref.
Lethal/Severe Osteogenesis Imperfecta in a Large Family: A Novel Homozygous LEPRE1 Mutation and Bone Histological

Findings)

2.8.11. TIP IX
PPIB genindeki OR mutasyonlarina bagli olusan agir Ol tipidir (Sekil 38)

Sekil 38. Kranial mineralizasyon normal, alt ektremitelerde bowing, ince kotlar, fraktiir yok, prox., femur metafizlerinde

diizensizlik izlenen PPIB geni homozigot delesyonlu olguya ait radyolojik gériintii. (Ref. Van Dij k, F. S 2011)

2.9. Postmortem Histo-patoloji
Iskelet hastaliklarinin tanisinda prenatal ultrasonun gorece zayif kaldigi durumlarda,
spesifik tanida, molekiiler genetik analiz, radyografik yoOntemlere veya postmortem
muayeneye baglidir. Ek olarak gebeligin erken sonlandirilmasinda veya giivenilir postmortem
radyografik kontrol olmadigi kiirtaj materyali gibi biitiinligii bozulmus fetal Srneklerde,
histolojik taninin kullanimi 6nem kazanmaktadir. Perinatal 6liimle sonuglanan olgularda bu
orneklem otopsi ile, diger hastalarda elektif operasyonlar esnasinda alinabilmektedir. Bu

inceleme i¢in iliak krestte bliylime plagi bolgesinden biyopsi almak en uygunudur.



51

Tani1 slireci makroskobik inceleme ile baglar. Gelisim geriligi, kraniyal ossifikasyon
kaybina bagli yumusak kivamda kraniyum, kiriklara bagli olusan deformasyonlar, kostalarda

nodiilarite gibi makroskobik bulgular tanida yol gostericidir (Sekil 39).

Sekil 39. Postmortem multipl kostal fraktiirler (21. GH) ve fetal kraniyumda ossifikasyon kaybi ve beyni saran fibréz

dokunun saydamligi (Ref. Humpath.com - Human pathology / Osteogenesis imperfecta Bruno Kusznir Vitturia)

Tip 1 kollajen fibroblast, kondroblast, osteoblast, odondoblast, diiz kas, Schwan hiicreleri,
hepatositler ve retikiiler hiicrelerce sentezlenirler. Kollajen 75 nm lik (20-90 nm) kalin
fibrillerden olusur. Fibriller, lifleri, lifler de paralel dizilerek kollajen demetlerini olusturur.
Kollajen lifleri asidofilik yapida olup, 15181 ¢ift kirma oOzellikleri sirius kirmizisi ile
boyandiginda artar. Lifler Eozin ile pembe, Mallory’deki asit anilinile mavi, Massondaki light

green ile yesil, Sirius kirmizisi ile kirmizi boyanirlar.

Formalin fiksasyonu ve dekalsifikasyon islemi sonrasinda, parafin bloklarda kollajen
lifleri i¢in rutin H&E ve trikrom boyasi, glikojen, kikirdak yapisi ve sitoplazmik inkliizyonlar

gostermek i¢inse PAS ve Alcian mavisi ile boyama yapilir.

Kemik histolojisi, klinik fenotip ile yakin bir korelasyon gostermektedir. OI tip I hafif
azalmis lamellar kalinlik, normale yakin mineralizasyon paterni ile histolojik olarak ta en
hafif tabloya neden olurken, OI tip II belirgin dagilmis osteoid, incelmis kollajen lifleri,
bliylime plaginda kusurlu kemik olusumu ve yamali minerallesme paterni ile karakterizedir.
Histolojik incelemede tip II'nin, hiperseliiller kemik trabekiilii, fibrotik kemik iligi ve
metafizlerde kiiciik metaplastik kikirdak adalar1 gibi benzer bulgularla alt tiplendirmesi
yapilamaz. Tip II kollajen fibrillerinin yap1 ve dagiliminda daha belirgin anormallikler
gosterirken Tip IV, Tip I'e benzer sekilde hafif bulgular gosterir (189). Tip II/IIT gibi orta-agir
formlarda kalsifiye kikirdak matriksinden olusan seyrek trabekiiller, artmis subperiosteal
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seliilerite, tlbiiler kemiklerde ve kotlarda diyafizyel kiriklar saptanabilir. Zayif periosteal
kemik olusumu nedeniyle kemik kalinlig1 normalden daha incedir (Sekil 40). Trabekiil sayis1
azalir, lamel paterni bozulur (190). Sekil 41°de polarize 151k altinda kemik lamellasyon

farkliliklari izlenmektedir.

Normal Osteogenesis imperfecta
Cortical

(BB BN BN BNV E SN SN SN N e

— WS\ e\ e\ \e\e e

4—— Bone thicknes§ ——» Osteoid Osteoclast

Sekil 40. Ol’de kemik histolojisi (Ref. Rauch, F., & Glorieux, F. H. (2004). Osteogenesis imperfecta.)

Sekil 41. Polarize 1sik altinda gériilen kemik lamellasyonu farklliklari; (A) Saglikli kontrol. (B) Osteogenez imperfekta tip
I; lameller normalden daha incedir ancak laminasyon diizgiindiir. (C) Osteogenezis imperfekta tip Ill; lamellasyon hafif
diizensizdir. (D) Osteogenez imperfekta tip IV; lamellasyon tip Ili‘e benzer. (E) Osteogenezis imperfekta tip V; ag benzeri
desen. (F) Osteogenez, imperfekta tip VI; balk pulu gérinimi. (Ref. Rauch, F., & Glorieux, F. H. (2004). Osteogenesis

imperfecta.)



53

3. MATERYAL - METOD

3.1. Olgu Grubu ve Klinik Degerlendirmeler
Bu calisma, 2000-2019 yillar1 arasinda, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik AD ile
Kadmn Hastaliklar1 ve Dogum AD, Perinatoloji BD ortak konseyinde ultrason bulgular
nedeniyle ayirict tanida OI diisiiniilen olgularin daha 6nce Tibbi Genetik AD polikliniginde
hazirlanmis klinik dosyalarinin degerlendirilmesi ve saklanmig DNA 6rnekleri ile yiiriitiildi.
Olgularin klinik dosyalar1 oykii, ii¢ kusak aile agaci, laboratuvar- muayene bulgular
fotograflari, ek tetkikleri ve grafileri ile klinik olarak ayrintili bir sekilde degerlendirildi. Olgu
secim kriterleri; ayirici tanida OI veya mineralizasyon defekti sendromlarinin olmasi, normal
karyotip saptanmasi, ileri incelemeler icin olgulara ait prenatal veya postmortem siiregte
aliman fetal doku orneklerinden DNA simin izole edilerek bankalanmis olmasi, ailelerin
etkilenmis fetuslarinda gerekli molekiiler genetik incelemeye onam vermis olmast idi. Bu
kriterleri saglayan toplam 26 olgu ¢alismaya dahil edildi.
Aile i¢i segregasyon analizi i¢in alt1 olgunun anne ve babasindan ve bir olgunun sadece

annesinden periferik kan 6rneginden elde edilen DNA 6rnegi kullanildi.

3.2. Molekiiler Yontemler

3.2.1. DNA Kalitesinin Degerlendirilmesi ve Yogunlugunun Ol¢iimii

2000-2019 yillart arasinda alinan invaziv yontemler (CVS, AS, KS, kardiyosentez) veya
postmortem fetal deriden izole edilerek elde edilen gDNA manuel/ soliisyon/manyetik boncuk
bazli sistemlere 0Ozgiin kitler (DNA  Isolation Kit for Mammalian Blood,
Rochel11667327001/Magnapure Large Volume KIT, Roche03730972001 ve EZ1 DNA
Isolation Kit for Mammalian Blood, Qiagen 951054) kullanilarak, firma protokollerine uygun
sekilde izole edildi ve bankalandi. Bankalanmis DNA ornekleri -20°C’den ¢6ziildii ve oda
sicakligina gelmesi beklendi.

Calismaya alinacak DNA orneklerinin yogunluklar1 (ng/ul) ve absorbsiyon dlgiimleri
(A260/280~1,80 - 1,89) spektrofotometrede Olciilerek kayit edildi (Nanodrop 2000c, Thermo
Scientific). A260/280 degerleri 1,80’den daha diisiik olan DNA 6rneklerinde protein
kontaminasyonu, 1,21°den yiiksek olan 6rneklerde ise RNA kontaminasyonu olabilecegi
diistintildiigiinden 6rneklerin temizlenmesi amaciyla manuel ¢oktiirme ile saflagtirma iglemi
uygulandi. Saflagtirma islemi asamalari; son konsantrasyonu 2mM Ammonium Asetat

(NH4CH3CO2)C2H302 , 2.5 hacim %100 etanol (C2H50H ) ve %?2’lik glikojen ile
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coktiiriildiikten sonra, pellet 2 defa %80’lik ve bir defa %100’liik etanolde yikandiktan sonra
kurutularak, dH20 veya TE’de (10mM Tris-HCl,pH 8.0 + 1m MEDTA, pHS8.0) ¢oziildii.
A260/280 degerleri 1.80-1.89°den fazla olan 6rnekler ise RNase enzimi ile muamele edilerek
fazla olan riboniikleik asitler pargalandi. DNA oOrnekleri, YND ve PZR islemleri
gergeklestirilinceye kadar +4° C’de saklandi.

3.2.2. Yeni Nesil Dizileme Tabanh Panel-Gen Testi

Yeni nesil dizileme tabanli panel gen ¢alismasi lon Torrent S5 platformunda yapildi.

3.2.2.1. Hedef Genlerin Belirlenmesi

Giincel literatiir, OMIM ve HGMD profesyonel veritabanlari kullanilarak, OI klinigi ile
iligkili 26 gen belirlendi (Tablo 4).

Tablo 4: Ol panel genleri, kromozomal yerlesimleri ve iliskili fenotipler

Kromozomal Transkript
Gen adi yerlegimi numarasi iliskili hastaliklar
BMP1 Bone morphogenetic protein 1 8p21.3 NM_006129.4 Ol, otozomal resesif Ol
EDS, Gnatodiafizeal displazi, Ol Tip
COL1A1 Collagen type | alpha 1 chain 17g21.33 NM_000088.3 I, Il, A, lI, 11I/IV, dentinogenezis
imperfekta
EDS, Ol tip I, Il, HA, 1, IV, jiavenil
COL1A2 Collagen type | alpha 2 chain 7922.1 NM_000089.3
osteoporoz
cAMP responsive element
CREB3L1 11p11.2 NM_052854.3 Otozomal resesif Ol
binding protein 3 like 1
Ol tip I, IV, VII, otozomal resesif
CRTAP Cartilage associated protein 3p22.3 NM_006371.4
Ol, non-letal resesif Ol
Trikodentoosseus sendrom, Ol &
DLX3 distal-less homeobox 3 17921 NM_005220.2
zihinsel yetersizlik
FAM46A  Terminal nucleotidyltransferase
6q14 NM_017633.2
(TENTSA)  5A
Bruck sendromu, Ol tip IV,
FKBP10 FKBP prolyl isomerase 10 17921.2 NM_021939.3

otozomal resesif Ol



IFITM5

LRP5

MBTPS2

NBAS

NTRK1

P3H1

P4HB

PLOD2

PPIB

SCN9A

SEC24D

SERPINF1

SERPINH1

SLC2A2

SP7

SPARC

TMEM38B

WNT1

Interferoninduced
transmembrane protein 5

LDL receptor related protein 5

Membrane bound transcription

factor peptidase, site 2

Neuroblastoma amplified

sequence

Neurotrophic receptor

tyrosine kinase 1

Prolyl 3-hydroxylase 1

Prolyl 4-hydroxylase subunit beta

Procollagen-lysine,2-oxoglutarate

5-dioxygenase 2

Peptidylprolyl isomerase B

Sodium voltage-gated channel

alpha subunit 9

SEC24 homolog D, COPIl coat

complex component

Serpin family F member 1

Serpin family H member 1

Solute carrier family 2 member 2

Sp7 transcription factor

Secreted  protein  acidic and

cysteinerich

5031.3-932 NM_003118.3
Ol tip IV

Transmembrane protein 38B

Whnt family member 1
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11p15.5

11q13.4

Xp22.13

2p24

1921-922

1p34.1

17925

3023-q24

15q21-922

2q24

4926

17p13.1

11q13.5

3926.1-g26.2

12913.13

9931.2

12913

NM_001025295.2

NM_002335.3

NM_015884.3

NM_015909.3

NM_001012331.1

NM_022356.3

NM_000918.3

NM_182943.2

NM_000942.4

NM_002977.3

NM_014822.3

NM_002615.6

NM_001235.3

NM_000340.1

NM_001173467.2

NM_018112.2

NM_005430.3

Ol tip V, prenatal baslangigli boy
kisaliginin eslik ettigi Ol

Osteoporoz-psédoglioma

sendromu

Ol

Ol

Otozomal resesif Ol

Ol tip I, lI, IV, otozomal resesif Ol,

non-letal Ol

Bruck sendromu, Ol, Ol tip Il

Ol tip, I, NI, IV, VI, otozomal

resesif Ol

Ol, otozomal resesif Ol

Ol

Ol tip Illi IV, otozomal resesif Ol

0l, hidransefali ile  birlikte

seyreden Ol
Otozomal resesif Ol

Otozomal resesif Ol

Otozomal resesif Ol

Ol tip IV, otozomal dominant Ol,

otozomal resesif Ol

Ol: Osteogenezis imperfekta

EDS: Ehlers-Danlos sendromu
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Bu genlerin referans transkriptlerinin kodlayan tiim ekzonik bolgeleri, 10 bazlik intronik
(ekzon-intron sinirlar1) ve varsa mutasyon tanimlanmis diger kodlamayan ekzonik ve intronik

(5’UTR ve 3’UTR, regiilator, derin intronik) bolgeleri hedef olarak belirlendi.

3.2.2.2. Qubit Florometre ile DNA Yogunluklarinin Ol¢iimii

Izolasyon sonrasi calismaya alinacak DNA &rneklerinin  yogunluklar1 ng/pl birimi
cinsinden Olgiildii. DNA oOrnekleri Ol¢iilmeden once, kitin igeriginde bulunan iki farkh
standart Ornek kullanilarak Qubit dsDNA HS Assay Kit ile kalibrasyon oOl¢iimii yapildi.
Standart 6rnek basina 199 ul Qubit® dsDNA HS Buffer ve 1 pl Qubit® dsDNA HS Reagent
kullanilarak c¢alisma solusyonu hazirlandi. On mikrolitre standart 6rnek 190 pl c¢alisma
solusyonu ile kanstirilarak 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra Qubit
Florometre’de dl¢glim yapildi. Kalibrasyon 6l¢iimii sonrasinda, her bir 6rnek i¢in ayni sekilde
hazirlanmis ¢alisma solusyonu kullanilarak bir karisim (198 pl ¢alisma solusyonu + 2 ul
seyreltilmis DNA &rnegi) hazirlandi. iki dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 6l¢iim
yapildi. Ornek DNA yogunluklar1 istenen konsantrasyon araligina (7,5-8,5 ng/ul arasi)
gelinceye kadar seyreltme ya da deristirme islemleri uygulandi ve her defasinda Slglimler

tekrarland.

3.2.2.3. Hedef DNA bolgelerinin ¢cogaltilmasi
Hedef DNA bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in primer havuzunun her biri igin Tablo 5’de

gosterilen miktarlarda soliisyon hazirlanir.

Tablo 5: 2X primer havuzu i¢in hazirlanan miks.

Malzeme Miktar
5X Ton Ampliseq HiFi Mix 1l
2X Ton Ampliseq Primer 2,5 ul
Havuzu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) i¢in kullanilan soliisyon Tablo 6’da gosterildigi sekilde

hazirlandi.
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Tablo 6: Kullanilan PZR soliisyonlari.

2X primer havuzu icin hazirlanan karisim 3,5ul
Seyreltilmis DNA 6rnegi 1,5 pl
Toplam hacim S5ul

5X primer havuzu i¢in hazirlanan karisim

Malzeme Miktar
5X Ton Ampliseq HiFi Mix 1l
2X Ton Ampliseq Primer Havuzu 1l
5X primer havuzu icin hazirlanan 2 ul
karisim
Seyreltilmis DNA 6rnegi 3ul
Toplam hacim Sul

Hazirlanan PZR reaktifleri, Tablo 7°de gosterilen program kullanilarak ve Tablo
8’de gosterilen primer ¢ifti sayist dikkate alinarak termal dongii cihazinda hedef bdlgelerin

cogaltilmasi i¢in kullanildi.

Tablo 7: Hedef bolgelerin cogaltilmasinda kullanilan termal dongii programi

Evre Basamak Sicakhik Siire
Bekleme Enzim aktivasyonu 99°C | 2dk
Denatiirasyon 99°C | 15sn
Dongii (Havuzdaki primer ¢iftine gore ayarlanir)
Baglanma ve uzama 60 °C | 4 dk*
Bekleme - 10°C | oo

*Primer havuzu bagma <1536 primer ¢ifti i¢in 4 dk, 1537-6144 primer ¢ifti i¢in 8
dk, 6145-24576 primer ¢ifti i¢in ise 16 dk ayarlanir.




Tablo 8: Havuzdaki primer ciftine gore dongii ayarlama
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Havuz basina primer c¢ifti

Onerilen amplifikasyon dongii sayis1 (10 ng DNA/RNA, 3000

kopya)

Yiiksek kaliteli DNA/RNA

Diisiik Kkaliteli niikleik asit

(FFPE DNA/RNA  veya
cfDNA/RNA)
Sadece gen flizyon 27 30
panellerinin tespit edilmesi igin
12-24 21 24
25-48 20 23
49-96 19 22
97-192 18 21
193-384 17 20
385-768 16 19
769-1536 15 18
1537-3072 14 17
3073-6144 13 16
6145-12288 12 15
12289-24576 11 14

Durma noktasi: PZR sonrasi elde edilen iiriinler gece boyu termal dongii cihazinda

10°C’de bekletilirken, uzun siireli saklama gerektiginde -20°C kullanildi.

3.2.2.4. Primer Dizilerinin Kismi Olarak Kesilmesi

Bu asamadan 6nce, her bir DNA 6rneginin farkli primer havuzlar ile ¢ogaltilmis olan
PZR firiinleri, her birinden 2,5 ul alinarak tek bir tiip i¢ine birlestirildi. Birlestirilmis tUiriinlere

0,5 ul FuPa Reagent eklenerek (primer havuzu sayisina gore FuPa Reagent miktari

degisebilir), Tablo 9°da gosterilen programda termal dongii cihazina konuldu.

Tablo 9: Primer dizilerinin kesimi i¢in kullanilan termal dongii program

Sicakhik Siire

50°C 10 dk*

55°C 10 dk*

60 °C 20 dk

10 °C Bekleme (1 saate kadar)

*1536 primer ¢iftinden fazla primer igeren havuzlar i¢in 20 dk yapilir.

Durma noktasi: Ornekler -20°C’de uzun siire bekletilebilir.
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3.2.2.5. Barkod ve Adaptorlerin Baglanmasi
Her bir barkod (lon Express™ Barcode), lon P1 Adapter ve niikleazdan arindirilmis su

ile karistirilarak Tablo 10’da gosterildigi gibi 1:4 oraninda seyreltilir.

Tablo 10: Ornek barkod adaptor karisimu

icerik Hacim
Ion P1 Adapter 2 ul
Ion Xpress™Barcode X' 2 ul
Niikleazdan arindirilmis su 4 ul
Toplam hacim Sul

1: Se¢ilmis barkod

Primer dizilerinin kismi kesiminden sonra elde edilen iiriine, Ornek basina, Tablo
11’de gosterilen miktarlarda switch solusyonu, barkod adaptor karisimi ve DNA ligaz
eklenerek, termal dongili cihazinda Tablo 12°de gosterilen program kullanilarak barkod —

adaptorlerin ligasyonu gergeklestirildi.

Tablo 11: Barkod-adaptor ligasyon solusyonu

Malzeme Hacim
Switch solusyonu 1l
Barkod-Adaptor Karigimi 0,5 pl
DNA ligaz 0,5 pl
Toplam Hacim 7,5 nl

Tablo 12: Ligasyon icin kullanilan termal dongii program

Sicakhik Siire

22°C 30 dk

68 °C 5dk

72 °C 5 dk

10 °C Bekleme (24 saate kadar)

Durma noktasi: PZR sonrasi elde edilen tiriinler geceboyu termal dongii cihazinda

10°C’de bekletilirken, uzun siireli saklama gerektiginde -20°C kullanildi.
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Barkod — adaptdrlerin ligasyonu sonrasinda ¢ogaltilmamuis kiitiiphane tirtinlerinin

saflastirilmasi asamasina gecildi.

3.2.2.6. Cogaltilmamns Kiitiiphane Uriinlerinin Saflastiriimasi

Bu asamada Agencourt® AMPure® XP Reagent ve taze hazirlanmis % 75’lik etanol
kullanildi.

Her bir 6rege 11,25 pl (toplam 6rnek hacminin 1.5 kati) Agencourt® AMPure® XP
Reagent eklenerek pipet yardimiyla karistirildi ve 5 dk oda sicakligina bekletildi. Ardindan
ornekleri iceren plate manyetik rafa (DynaMag™ 96 Side Magnet (Cat.no.12331D) alind1 ve
soliisyon berraklasincaya kadar (~2 dk) oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
pellete zarar vermeden supernatant uzaklastirildi. Ardindan her bir 6rnege 37,5 ul taze
hazirlanmis % 75°lik etanol eklendi. Plate, manyetik raf iizerinde her iki yana hareket
ettirilerek, barkodlanmis amplikonlarin bagli oldugu manyetik boncuklarmn etanol ile
yikanmasi saglandi ve supernatant uzaklastirildi. Bu islem ikinci kez tekrarlandiktan sonra
alkoliin tamamen ortamdan uzaklastiZindan emin olmak i¢cin 5 dk oda sicakliginda
inkiibasyon yapildi. Ardindan kiitiiphane {irlinlerinin normalizasyonu i¢in kantitasyon

asamasina gecildi. Kiitliphane {irlinlerinin kantitasyonu;

e FEqualizer kit,
e kantitatif PZR,
e  Qubit florometre

ile yapilir.

3.2.2.7. Qubit florometre ile kiitiiphane iiriinlerinin kantitasyonu

Kiitiiphane {iriinlerinin bulundugu plate manyetik raf iizerinden alindiktan sonra, {iriin
basina Tablo 13’de gosterildigi sekilde hazirlanan Qubit karisimindan 13 pL bead pelletlerin
iizerine dagitildi ve iyice pipetleyerek karistirildi.

Tablo 13: Uriin basina hazirlanan Qubit miksi

Malzeme Hacim

Platinum™ PZR SuperMix HiFi 12,5 uLb

Library Amplification Primer Mix 0,5 uL

Toplam 13 uL
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Tekrar manyetik rafa alman plate, 2 dakika beklettikten sonra ~ 12,5 pL siipernatant,
pellete dokunmadan alinip temiz kuyucuklara aktarildi. Plate, seal ile kapatilarak termal
dongii cihazinda ayarlanan, Tablo 14°deki programa alind.

Tablo 14: Qubit PZR termal dongii programi

Evre Sicakhk Siire
Bekleme 98°C 2 dk
Dongii (x5) 98°C 15 sn
64°C 1 dk
Bekleme 10°C 0

Durma noktasi: PZR sonrasi elde edilmis iirtinler -20°C’de saklanabilir.

3.2.2.8. Amplifiye kiitiiphane iiriinlerinin saflastiriimasi
Ik tur saflastirma

Her bir 6rnege 6,25 pl (toplam 6rnek hacminin 0.5 kat1) Agencourt® AMPure® XP
Reagent eklenerek pipet yardimiyla karistirildi ve 5 dk oda sicakligina bekletildi. Ardindan
ornekleri igeren plate manyetik rafa alinip, soliisyon berraklasincaya kadar (~5 dk) oda
sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi pellete zarar vermeden supernatant temiz

kuyucuklara aktarildu.

Ikinci tur saflastirma

Her bir 6rnege (ilk tur saflagtirmadan elde edilmis siipernatant) 15 pl (toplam 6rnek
hacminin 1.2 kat1) Agencourt® AMPure® XP Reagent eklenerek pipet yardimiyla karistirildi
ve 5 dk oda sicakligima bekletildi. Ardindan 6rnekleri iceren plate manyetik rafa alinip,
soliisyon berraklasincaya kadar (~3 dk) oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
pellete zarar vermeden supernatant uzaklastirildi. Ardindan her bir 6rnege 37,5 ul taze
hazirlanmis % 75°1lik etanol eklendi. Plate, manyetik raf iizerinde her iki yana hareket
ettirilerek, barkodlanmis amplikonlarin bagli oldugu manyetik boncuklarm etanol ile
yikanmas1 ve supernatantin uzaklastirilmasi saglandi. Ikinci kez tekrarlandiktan sonra alkoliin

tamamen ortamdan uzaklastigindan emin olmak i¢in 5 dk oda sicakliginda inkiibasyon
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yapildi. Plate manyetik raf tizerinden alinip her pellet iizerine 12,5 pL Low TE eklenerek bead
pelletler pipetlenerek karistirildi.

3.2.2.9. Kiitiiphane kantitasyonu ve seyreltme faktorunun hesaplanmasi

Standart ve kiitiiphane {iriinii basina 199 ul Qubit® dsDNA HS Buffer ve 1 ul Qubit®
dsDNA HS Reagent kullanilarak ¢alisma solusyonu hazirlandi. Bes mikrolitre standart veya
ornek 95 ul ¢alisma solusyonu ile karistirilarak 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten
sonra Qubit Florometre’de 6l¢iim (ng/mL) yapildi.

Olgiilen degerler panelin ortalama amplikon biiyiikliigiine gore Tablo 15°de gdsterilen
degerlere boliinerek 100 pM’a esitlendi.

Tablo 15: Ortalama amplikon biiyiikliigiine gore seyreltme faktoriiniin

hesaplanmasi

Ortalama amplikon biiyiikliigii Bir ng/mL’deki konsantrasyon (~100pM)
140 bg 9

175 bg 11

225 bg 15

275 bg 18

375 bg 24

Ornek;

125-175 bg (adaptorlerle birlikte 225 bg) seklinde tasarlanan bir panel igin seyreltme
islemi asagidaki sekilde hesaplanir.

e Kiitliphane {iriinii 450 ng/mL olarak 6lgiildiiyse,

o Seyreltme faktorii : 450 ng/mL/15 ng/mL=30

e Bu 10 pL kiitiiphane iiriiniin 290 pL. Low TE (nukleazdan arindirilmis su veya miliQ
su) ile seyreltildiginde yaklasik 100 pM’a esitlenecegi anlamina gelir.

3.2.2.10. Veri Analizi

Dizileme sonrasinda Torrent Server yazilimina (Coverage Analysis v5.6.0.1 (1021)),
Torrent Variant Caller v5.6.0.4 (1022) yama programlart ekli) aktarilan verilere ait BAM
dosyalari, 6nce calismalarin kalite incelemeleri, kapsanmayan ya da yeterli tekrar okuma

saptanamamig bolgeler arastirildi ve analiz i¢in Ion Reporter Uploader programi kullanilarak
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bulut tabanli Ion Reporter (v.5.6) varyant analizi, annotasyonu ve raporlama programina

aktarildi.

Hedef bolgelere ait BED dosyasi eklenerek ve gerekli parametreler onerilen araliklarda
tutularak, lon Reporter’da analiz akis semasi olusturuldu. Her bir hasta, bu akis semasi ile
analiz edildi. Elde edilen varyantlar minor allel frekansi (MAF) %1’in altinda olacak sekilde,
1000 Genom Projesi veri tabanindan, UCSC ve RefSeq veritabanlarindan ve c¢alisma
grubumuzda gozlenen sik varyantlar yoniinden filtrelendi. Filtrelemelerden sonra amino asit
degisikligine neden olmayan niikleotit degisiklikleri ve ekzon sinirina 10 bg¢’den uzak olan
intronik varyantlar ilk asamada degerlendirme dis1 birakildi. Elde edilen tiim homozigot,
birlesik heterozigot, heterozigot ve hemizigot varyantlar IGV kullanilarak goriintiilendi.
Varyant isimlendirmeleri, dbSNP ve HGMD veri tabanlariyla karsilastirilarak yapildi.
Varyantlar kodlanan protein tizerindeki etkisi, tiirler arasindaki korunmusluk diizeyine gore
degerlendirildi. Varyantlar, mutasyon ¢esitlerine gore oncelikle stop kodon, ¢erceve kaymasi,
kirpilma hatas1 ve missense varyantlar olarak siniflandirilarak 6nceliklendirildi. Aday genler
Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), ClinVar, Genecards ve UCSC Genome
portallar1 kullanilarak incelendi (194-197). Varyantlarin toplum sikligi ExAC (60.706
akrabalik iliskisi ve ¢ocukluk ¢agr hastaliklart olmayan, hastaliklara ve topluluklara 6zgiin
ekzom verileri) ve GME Variome (Orta Dogudan toplanan 2497 bireye ait tiim ekzom dizi

verileri) veritabanlarindan kontrol edildi.

Varyantlar, cesitli tahmin programlarina gore zarar verici lehine olarak degerlendirilenler,
sikliklari, bilinen gelisim yolaklar1 ile olan etkilesimleri, i¢inde bulunduklar1 genin
ekspresyonu ve fonksiyonu, diger kohortlardaki varligi, siklig1 ve son olarak ailede hastalikla
birlikte segrege olma durumlar1 gibi segim kriterleri uygulanarak yorumlands. Ilk filtrelemede
iligkili genlerdeki varyantlar degerlendirmeye alind1 ve aile agaci degerlendirmesine gore
kalittm modeli esas almarak segregasyonu incelendi. ikinci filtrelemede ise en az iki in silico
analizde patojenik 6zellik gosteren, MAF degeri %1’°den az olan ve kalitim modeli ile uyumlu

olan tiim diger genlerdeki degisimler degerlendirildi.

Daha once tanimlanmamig degisimlerin in silico olarak patolojik olup olmadig: cesitli
veritabanlar1 (SIFT, PolyPhen2, MutationTaster) kullanilarak degerlendirildi. Fenotip ve
kalitm modeli ile uyumlu bulunan tanimlanmamis degisimlerin ko-segregasyon caligmalari

yapild.



64

Calisma sonrasinda fenotipik iligkili hi¢bir varyant saptanmayan olgularin “noCall”
varyantlar1 gorsel olarak incelendi, tek yon okuma, diislik tekrarli okuma ya da yon uyumsuz
okuma gibi nedenlerle “noCall” olarak siniflanan lokasyonlar IGV ile gorsel olarak incelendi,
okuma olmamasi nedeni ile “noCall” olarak smiflanan lokasyonlar kapsanmayan bolge

calismalar1 kapsaminda Sanger dizileme ile tarandi.

3.2.3. YND ile Saptanan Degisimlerin ve Panel-Gen Testi ile Kapsanmayan veya

Diisiik Okuma Alinan Bolgelerin Sanger Dizileme Calismalari

Calismada olgularda saptanan degisimlerin dogrulanmasi ve aile segregasyon caligmalari
ilgili varyantlarin saptandigi genin ekzonlarina 6zgiin primerler tasarlanarak Sanger dizileme
yontemi ile tarandi.

Ayrica, YND temelli Panel-Gen Testinde kapsanmayan ve diisiik okuma alinan bolgeler
belirlenerek, veritabanlarinda daha 6nceden tanimlanmis mutasyon igerenler incelendi. YND

kapsaminda mutasyon saptanmayan tiim olgularda bu bolgeler tarandi.

3.2.3.1. Sanger Dizileme I¢in Primerlerin Tasarlanmasi

Primerlerin tasarlamasinda dikkat edilen hususlar; secgilen primerlerin, dbSNP
veritabaninda daha onceden saptanmis herhangi bir SNP veya tekrarlayan dizi igermemesi,
ileri, geri primerlerin baglanma 1silarinin birbirlerine yakin olmasina (en fazla +/- 2-5°C fark),
icerdigi A-T ve C-G niikleotid igeriginin esite yakin dagilim gostermesine, uzunlugunun 17-
24 niikleotid arasinda olmasina ve ilgili bolgede YND ile saptanan mutasyonlarin analiz
edilmesine olanak saglayacak bir kapsama sahip olmasina (dizi analizinde ~30-50 bazin iyi
okunamayabilecegi gozetilerek) 6zen gosterildi. Ozgiinlik, UCSC Genome Bionformatics
(http://genome.ucsc.edu/index.html )’den “in silico PZR” interaktif sistemi, NCBI Primer
Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) ve Integrated DNA Technologies
OligoAnalyzer 3.1 (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer) ile test edildi.

3.2.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Her bir PZR reaksiyonu; 1X tampon soliisyonu [10X (NH4)2SO4] (Thermo Scientific),
25 mM MgCI2 (Thermo Scientific), 200 uM dNTP (Thermo Scientific), 0,2/0,5 uM ileri ve
geri primerler, 0.5 U Taq polimeraz enzimi (Thermo Scientific) ve gerektigi durumda % 0-10
DMSO (Biomatik Corporation) kullanilarak hazirlanan ve bidistile su (dH20) ile 50 ul’ye
tamamlanan karisimda, 200 ng gDNA ile gergeklestirildi. Tiim ¢aligmalar buz ya da soguk tiip


http://genome.ucsc.edu/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)
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mahfazasi ilizerinde gergeklestirildi. Her PZR calismasinda amplifiye edilen her bir bolge
DNA icermeyen kontrol PZR (negatif kontrol)’1 ile birlikte ¢alisildi.

PZR islemi; 10 dk siliresince 95°C’de gergeklesen tek asamali genomik DNA
denatiirasyonu, ardindan 35-40 defa tekrar eden ve 95°C de 30 sn siiren PZR iiriin
denatiirasyonu, 30 sn siiren ve primerlerin Tm (Temparature of Melting) degerlerine gore
hesaplanan sicaklikta (55°C - 65°C araliginda) gergeklesen primer baglanma ve 70°C de 45-
90 sn (1 kb / 1 dk) siiren uzama basamaklarindan olusan ii¢ basamakli amplifikasyon asamasi
ve son olarak 70°C de 10 dk’lik son uzama asamasindan olusan PZR dogiisiinii iireten termal
dongii cihazlarinda (MJ Research PTC-200 ve DNA Engine-BIORAD-T100) gerceklestirildi.
Amplifikasyon sonrasinda PZR o6rneklerinden 5 pl alinarak, 50 b¢’lik merdiven markori
(Sigma) paralelinde 8 pg/ml etidyum bromiir iceren %]1.2’lik agaroz (Sigma) jelde, 1X TBE
tamponunda, 120 V da, 20 dk yiriitiilerek {riinlerin boyutlarina goére ayrismasi saglandi.
Ultraviyole 151k altinda elde edilen bant goriintiileri kaydedildi ve boyutlarinin dogrulanmasi

yoniinde degerlendirildi.

3.2.3.3. Enzimatik Yontem ile PZR Uriin Saflastiriimasi

Saflagtirma islemi i¢in Exonuclease-1 (Lot:00173016-Thermo Scientific) enzimi ve Rapid
Alkaline Fosfataz (04898133001-Roche) enzimleri kullanildi. Termal dongii cihazinda PZR
protokolii ile 37 °C de 30 dakikalik inkiibasyon ile gerceklestirilen saflagtirma iglemi,
kullanilan enzimlerin 85°C de 15 daklik inkiibasyon ile inhibisyonu ardindan sonlandirildi ve
4°C ye getirildi. Saflastirilan {riinler cihazdan alinarak bir sonraki islem i¢in -20°C’de

karanlikta saklandi.

3.2.3.4. DNA Dizi Analizi
PZR {irlinliniin saflagtirilmasi ile elde edilen amplikonlarin dizi analizi, ABI3500 otomatik
sekiz kapilerli elektroforezinde (Applied Biosystem) gergeklestirildi. Dizi analizi reaksiyonu,

saflastirilan PZR iiriinleri ile termal dongii cihazinda yapild.

3.2.3.5. Dizi PZR Reaksiyonu

5X tampon soliisyonu olan BigDye buffer (PZR i¢in gerekli kimyasallan igerir), BigDye
v3.1 (ddNTP leri ve AmpliTaq DNA polimeraz i¢ermektedir), Primer (PZR da kullanilan
primerlerden biri ya da iki ¢ifti ayr1 yonlii olarak (dizi okuma kalitesi igin se¢ilir) saflagtirilmig
PZR iiriinii ve dH20O ilavesiyle final hacmi 10pl olacak sekilde plate (plate - USA Scientific-
800-522-8477) tizerinde bir kuyucuga bir {iriin gelecek sekilde hazirlandi. Karisim termal
dongii cihazina alinarak, protokol toplam 25 dongiide; 96°C de 10 sn ile denatiirasyon, 50°C
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de 5 sn ile baglanma ve 60°C de 4 dk ile sonlanma basamaklari ile olusturuldu. 4°C ye gelen

cihazdan dizi reaksiyon iirtinleri alindu.

3.2.3.6. Dizi PZR Reaksiyonu Uriinlerinin Saflastirilmasi

BigDye dizi reaksiyonu iriinlerinin kullanilmayan primer ve diger reaktiflerden
arindirilmasi igin plate igerisinde {iriin bagina 1 pl 125 mM EDTA, 1 pl 3M sodyum asetat, 1
ul %2°1ik glikojen ve 25 pl %100 soguk etanol eklendi. Plate aluminyum koruyucu yapiskan
bantla (seal) kapatilarak oda 1s1sinda 15 dakika beklendi. 3810 rpm’de 45 dak. santrifiij edildi.
Plate iizerindeki koruyucu yapiskan bant acild1 ve plate ters ¢evrilerek 1100 rpm’de 30 sn.’ye
kisa santrifiij yapildi. Her bir kuyucuga 35 pl %70’lik soguk etanol eklendi. Plate koruyucu
yapiskan bant ile kapatildi ve 3460 rpm’de 15 dak. santrifiij edildi. Plate {izerindeki koruyucu
yapiskan bant agildi1 ve plate ters ¢evrilerek 1170 rpm’de 60 sn.’ye kisa santrifiij yapildi. Her
bir kuyucuga 10 pl HiDi formamid (Highly Deionized Formamid) eklendi. Ornekler 95 °C
de 5 dak. denatiire edildi ve 2 dak. buz lizerinde bekletildi.

3.2.3.7. Elektroforez Cihazina Yiikleme

Plate ABI3500 cihazina yerlestirilip yiirlitme islemi secildi. Cihaz yiiriitme igsleminde
kalibrasyonu yapilmis dizileme boya seti olan Dyeset segildi.

Yiiriitme voltaji: 13,4 kVolts, 6n yiiriitme voltaji: 15 kVolts, injeksiyon voltaji:1,6 kVolts,
yiiriitme siiresi:2.520 sn, 6n yiiriitme siiresi:180 sn, injeksiyon zamani:8 sn ve veri gecikmesi

(data delay): 250 sn. ’ye ayarlanarak iiriinler ytrtiildii.

3.2.3.8. Elektroforez Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Kapiller Elektroforez sonucunda alinan fasta dosyast ABI Sequencing Analysis v5.4
yazilim ve SeqScape v.3.0 (34) programlarinda bilgisayar ortaminda analiz edildi. SeqScape
v.3.0 programinda analiz asamasina ge¢cmeden Once programa referans dizi yiiklendi ve
tanitilan transkriptin ekzon ve intronik boélgeleri program igerisinde gosterildi. Dizileme
isleminden sonra fasta formatina almman olgu dizisi programa yiiklendi ve analiz komutu
verildi. Bu islemden sonra, olgu dizisinin hedef gen bolgesi iizerindeki yeri, dizilendigi
primerin yoniiniin dogrulugu (ileri ya da geri primer veya her ikisi), saflastirma kalitesi,
dizilenen baz sayisi, goriintiilenen pik kalitesi, pik yliksekligi ve arka alan kirliligi olup
olmadig1 kontrol edilerek degerlendirildi. Belirtilen kontrollerden sonra herhangi birinde
farklihik var ise calisma PZR asamasi veya yeterli ornek mevcutsa, dizi saflastirma

asamasindan itibaren tekrarlandi. SeqScape v.3.0 programinda analiz asamasinda, elde edilen
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olgu dizisi ile referans dizi karsilagtirillarak tanimlanmis degisimler NCBI Entrez SNP,
ENSEMBL GeneSNPView ve HGMD gibi veritabanlar1 kullanilarak programda isaretlendi.
Elde edilen sonuglar YND ile elde edilen sonugclarla karsilastirildi.

3.2.4. MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) Analizi

Calismamizda MLPA testi, P271 (Osteogenesis Imperfecta Lot B2-0516) kiti uygulandi.
MLPA kitlerinin kapsadigt COL1A1 (NM_000088.3), geninin ilgili bolgelerinde (Ekzon 1-
51) delesyon/duplikasyon analizi yapildi.

3.2.4.1. MLPA Cahsmasi

Tek bir PZR protokolii ile icerisinde uygun sicaklikta bekletme ve ekleme gibi islemleri
ile denatiirasyon, hibridizasyon, ligasyon ve amplifikasyon asamalar1 DNA Engine
(BIORAD)-T100 termal dongii cihaz1 kullanilarak gerceklestirildi. Ardindan size standart
(Lize 500 (GS500-250)) esliginde kapiller elektroforez cihazinda fragmanlar yiirtitiildii.

3.2.4.2. DNA Denatiirasyonu ve Prob Karisimi ile Hibridizasyon Asamasi

Denatiirasyon 6ncesinde stok DNA yogunlugu 25 ng/ul-30 ng/ul olacak sekilde ~25ul
miktarda TE tamponu igerisinde ¢ozdiiriilerek seyreltildi. Prob kitinden SALSA, Prob miks ve
SALSA MLPA tamponu c¢ikarilarak oda 1sisinda ¢oziilmesi saglandi. Tampon vorteks ile
karistirldi ve kisa santrifiijleme ile ¢oktiiriildii. Prob miks pipet yardimiyla iyice karistirildi
(uzun problar ¢okebilecegindenbu karisim santrifuj edilmez). DNA ¢o6zeltisinden her 6rnek
icin 5ul DNA etiketlenmis 200 pl’ lik PZR tiiplerine alindi ve termal dongii cihazinda
98°C’de 5 dak. denatiire edildi. Her bir 6rnek i¢in 1,5 ul MLPA tampon ve 1,5 ul prob olmak
tizere karigim hazirlandi ve 25°C’de beklemeye alinan tiiplere cihaz tizerinde 3 pl olmak iizere
dagitilarak pipetaj yapilarak iyice karismasi saglandi. 95°C de 1 dakika kisa prob
denatiirasyonundan sonra 37 °C de 16 saat (gece boyu) hibridizasyon isleminin ger¢eklesmesi

icin bekletildi. Hibridizasyon sonrasi bekletme yapilmadan ligasyon islemine gegildi.

3.2.4.3. Ligasyon Asamasi

Ligasyon agamasinda hazirlik olarak Ligasyon tamponu A ve Ligasyon tamponu B
dondurucudan c¢ikarilarak oda 1sisinda ¢oziilmesi beklendi. Her bir 6rnek i¢in 25 pl dH20, 3
ul tampon A, 3 ul tampon B ve 1 pl Ligaz 65 enzimi eklenerek karisim hazirlandi. Termal

dongii cihazi 54°C‘de bekleme basamagina getirilerek sicaklik 54°C’de iken her bir tiipe
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hazirlanan 32 pl ligasyon karigimi eklendi ve 54°C’de 15 dakika basamagina geg¢ildi. Elde

edilen ligasyon tiriinii 4°C’de saklandh.

3.2.4.4. PZR Asamasi

On hazirlik olarak dondurucuda bekleyen SALSA PZR tamponu, SALSA PZR primeri
(FAM boyali) ¢ikarilarak ¢oziilmesi beklendi. Karigim ic¢in 6rnek basina ayri bir tiipe 7,5 pl
dH20, 2 ul SALSA PZR primeri ve 0,5 ul SALSA polimeraz enzimi eklendi ve iyice pipetle
karistirilarak homojen sekilde olmasi saglandi. Ligasyon tiriinlerinin {izerine 10’ar pl eklendi.
PZR karisimi hazirlanirken, primerler floresan isaretli oldugundan 1giktan korunmasina dikkat
edildi. Her bir 6rnek i¢in eklenen karigimin pipetaj ile karismasi saglandi. 20°C’de bekleme
asamasindaki termal dongili cihazinda sonraki basamaga ge¢is yapildi; 35 dongiide; 95°C de
30 saniye, 60°C de 30 saniye,72°C de 60 saniye, 72°C de 20 dakika ve 4°C de bekleme
asamalarl. 4°C’ye gelendrnekler icin kapiller elektroforezine yiikleme ve fragmanlarin
yiirlitiilmesi agamasina ge¢ildi. PZR iiriinleri saklanacaksa tiriinlerin ya 151k almayan kutuda

saklanmasina ya da alliminyum folyo ile sarilmasina dikkat edildi.

3.2.4.5. Kapiler Elektroforez Cihazi ile Fragmanlarin Yiiriitillerek Ayristirilma
Asamasi

Bos bir miks tiipiine yiiriitiilecek 6rnek basina 0.2 pl LIZ size standard (Liz-500, Lot:
0904226, Applied Biosystems) ve 9.5 ul formamid (Highly Deionized - HiDi) konularak
karistirildi ve kapiller elektroforezine yiliklenmek icin olusturulan numaralandirilmis ABI3500
cihazi i¢in uygun olan plate (USA Scientific-800-522- 8477) herbir kuyuya bir 6rnek basina
9,7 ul dagitildi. Uzerine 0,3 pl PZR reaksiyon iiriinii plate kuyularma olgu numaralaria gore
dagitildi. Plate kuyucuklarmin {izeri uygun septayla (AB Applied Biosystems-182901S9R)
kapatilarak, plate santrifiijinde (BIOSAN LMC300) 4000 rpm de 2 dakika gevrilerek dibe
cokmesi saglandi. Santrifiij bitince, plate ABI3500 cihazina yerlestirildi ve kapiller
elektroforez cihazinda yiiriitme ayarlari diizenlenerek fragman platformunda yiiriitme
islemine gecildi. Yiiriitme voltaji; 13,4 kVolts, on yiiriitme voltaji; 15 kVolts, injeksiyon
voltaji: 1,6 kVolts, yliriitme siiresi: 2.520 sn, 6n yiiriitme siiresi: 180 sn, injeksiyon zamant: 8
sn ve veri gecikmesi siiresi (data delay): 250 sn. Kapiller sicakligr 60 °C, fsa formatindaki

ham veri Coffalyser.net (v.1400701.0000) programi kullanilarak degerlendirildi.
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3.2.4.6. Veri Analizi

Kapiller elektroforez cihazindan fsa formatinda elde edilen fragmanlar Coffalyser.Net
(MRC-Holland) programina tanitilarak aktarildi. Coffalyser.net programimin gerekli analiz
ayarlar1 (prob tiirii, 6rnek tiirti, kitin lot numaras1 ve analiz tiirii, Sekil 3-3) yapilarak 6rnekler
yiikklendi. Referans Ornekler segilerek, Once fragman analizi ardindan karsilastirmali
istatistiksel analiz yapildi. Analiz isleminden sonra pik degerleri ve bar grafikleri
degerlendirilerek var olan kopya sayist degisiklikleri tanimlandi. Siipheli sonug¢ gosteren
olgular tekrar MLPA islemine alind1 ve siire¢ tekrarlandi. Tek ekzonla sinirli delesyon ve
duplikasyonlarda prob ligasyon bdlgesindeki varyasyonlarin diglanmasi amaciyla Sanger

yontemiyle dizileme yapildi.

3.2.5. Ion Torrent Platformunda CNV Analizi

Ion Torrent PGM’de, osteogenezis imperfekta ile iligskili 26 genin kodlayan ekzon
bolgeleri ile ekzonlarin 10 bg intron sinir bolgelerini iceren 86,94 kb’lik alanda toplam 315
amplikon ile % 98,29 kapsam (coverage)’da yapilan dizileme sonucunda elde edilen veri
kullanilarak CNV analizine 6zgiin is akis1 olusturuldu. Panel-gen testinde nokta mutasyonu
saptanan 15 olgunun verileri kullanilarak /on Reporter programinda CNV analizi i¢in referans
olarak kullanilmak tizere baseline olusturuldu. Ion reporter v5.2 programinda yapilan CNV
analizinde giivenlik (confidence) skorlar1 (10) ve MAPD degeri (0.3) temel alinarak
uygulanan filtreleme isleminden sonra fenotiple iligkili olan varyantlar 6nceliklendirdi.
Kontrol olarak, Sanger dizileme yontemi ile klinik tabloyu agiklayabilen mutasyon saptanan,

bu nedenle delesyon/duplikasyon tasimamasi beklenen hastalar kullanildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik AD polikliniginde, Ocak 2000-
Haziran 2019 tarihleri arasinda pre/perinatal donemde degerlendirilen ve ayirict tamida Ol
diistiniilen 26 fetal olgunun klinik dosyalar1 degerlendirildi. OI ve azalmig mineralizasyonla
giden benzer fenotiplerle iliskili literatlir taramasinda saptanan 26 gene Ozgiin panel
test hazirlandi, 26 genin kodlayan ekzon ve UTR bdlgeleri ile ekzonlarin 10 bg intron sinir
bolgelerini igeren 139,54 kb’lik alan toplam 511 amplikon ile %97,41 kapsam (coverage)’da
dizilendi. (Sekil 42)
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Sekil 42 A) Kwrmuzi: Cip iizerinde yiiklemenin yiiksek oldugu yerler, Cip iizerinde yiiklemenin az oldugu yerler,
Mavi: Yiiklemenin olmadigi yerler (Cip disindaki alanlar) B) Cipin yiiklenme ve okunma oranlart C) Okunan fragman
sayisimin_fragman uzunluguna gére dagilim

Dizileme sonrasinda Torrent Server yazilimina (Coverage Analysis v5.6.0.1 (1021)),
Torrent Variant Caller v5.6.0.4 (1022) yama programlart ekli) aktarilan verilere ait BAM
dosyalari, once ¢aligmalarin kalite incelemeleri acisindan arastirildi ve analiz igin Ion
Reporter Upload program kullanilarak bulut tabanli Ion Reporter (v.5.6) varyant analizi,
annotasyonu ve raporlama programina aktarildi. YND sonuglarinin analizinde saptanan
varyantlar degerlendirildi ve olas1 fenotip iligkisi arastirildi. Panel-gen testinden elde edilen
ve tahmin programlarina gore klinik 6nemi oldugu Ongoriilen ya da daha Once literatiirde
ve veri tabanlarinda bildirilmemis olan degisimler 6zgiin primerler tasarlanarak Sanger dizi
yontemi ile dogrulandi, uygun ailelerde segregasyon analizi ile sonuglar irdelendi, herhangi
bir patojenik varyant iligkisi saptanmayan olgularda panelin tasarim geregi kapsam dist
biraktigi ancak HGMD veri tabaninda patojenik varyant saptandigi bildirilen bolgeler, 6zgilin

primerler tasarlanarak Sanger dizi ile incelendi.



70

26 olgunun 17’sinde dort ayr1 gende (COLIAI, COLIA2, IFITM5, P3HI) 6’s1 daha
once tanimlanmamig ancak in silico analizleri patojenik tahmini veren toplamda 17 varyant
saptandi. Varyantlarin % 46,11 COLIAI (12/26), %11,5’i COL142 (3/26), %3,8’ i P3HI
(1/26), %3,8’1 IFITM5 (1/26) geninde gosterildi (Sekil 43A). Olgulara ait antenatal tani

haftalari, invaziv islem sayilar1 ve demografik veriler sekil 43 B ve C’de belirtilmistir.

A
m COL1A1 = COL1A2
= P3H1 m [FITM5
Yurtdis
B Ege 12% Karadent C
aradeniz
4% 42%
Akdeniz -
4% \ 14 !
1
Dogu-
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Y AKRABALIK TANI <20 GH INVAZIV ISLEM CINSIYET

38%

Sekil 43. A) Patojenik varyant saptanan genler B-C) Olgulara ait demografik veriler ve antenatal tani haftast

Olgulara ait kaliim modeli ve panel-gen testinden elde edilen iliskili ve/veya olasi
iligkili varyantlar ve tipleri Tablo 16’da ayrintili postmortem muayene bulgular1 ise Tablo

17°de tanimlanmustir.



Tablo 16. Saptanan Ol iliskili patojenik variant tipleri
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Kahtim Parental
modeli Zigosite Gen Ekzon Niikleotid Protein Varyant tipi konfirmasyon Hastalikla iliskilili kaynak no
oD Het. COLI1Al 19 c.1282G>T p.Gly428Cys Yanlis anlamli Incelenmedi Marini (2007)/ rs#72648331
Kirpilma Yeni/c.2398-1G>A varyant i¢in
oD Het. COLI1A1 35  ¢.2398-2A>G  p.? hatasi(SA) Anne-baba tasimiyor  gopieit (2015)
OD Het. COLIA1 43 c.3145G>A p.Glyl049Ser  Yanlis anlamli Incelenmedi Lund (1997) /rs#67641695
OD Het. COLIA1 35 c.2425G>A p-Gly809Ser Yanlig anlaml Incelenmedi Westerhausen (1990) /rs#72651663
oD Het. COLI1Al 50 c.4238A>G p-Aspl413Asn  Yanlis anlamhi Anne-baba tasimiyor  Yeni
oD Het. COLI1Al 25 c.1678G>A p.Gly560Ser Yanlis anlamli Incelenmedi Lindahl (2015) /rs#67507747
OD Het. COLIA1 44 ¢.3226G>A p.Glyl076Ser  Yanlis anlamli Incelenmedi Lindahl (2015) /rs#67394386
Anne heterozigot; .
oD Het. COLI1A1 25 c.1678G>A p.Gly560Ser Yanlis anlamli baba incelenmedi Lindahl (2015)rs#67507747
oD Het. COLI1A1 45 c.3316G>C p.Glyl106Arg  Yanlis anlamh Incelenemedi Yeni
oD Het. COLI1Al 33 c.2336G>T p.Gly779Ser Yanlis anlamli Anne-baba tasimiyor  Yeni
oD Het. COLI1A1 16 ¢.1013G>T p.Gly338Val Yanlis anlamli Incelenmedi No publications/rs#1555574249
OD Het. COLIA1 31 c.2101G>A P.Gly701Ser Yanlig anlaml Incelenmedi Marini (2007)/rs#68114505
Kirpilmahatasi . . .
oD Het. COL1A2 47 c3159+1G>A p.? (SD) Incelenemedi Yeni
oD Het. COL1A2 47 c.3134G>A p.Glyl045Asp  Yanlis anlamh Incelenemedi Yeni
OD Het. COL1A2 36 c.2152G>A p.Gly718Ser Yanlig anlaml Incelenmedi Marini (2007) /rs#72658168
. Anne-baba .
OR Hom. P3H1 13 c.1852delC gbLeu6 18GInfs*  Cergeve kaymast  atearozi got Yeni
. . Guillén-Navarro
oD Het. IFITMS5 1 c.119C>T p.Ser40Leu Yanlis anlamli Incelenmedi (2014/1s#786201032
OR: Otozomal resesif, OD: Otozomal dominant, SA: splicing acceptor, SD: splicing donor
Tablo 17:.YND panel gen testinde mutasyon saptanan olgularin postmortem bulgular
Olgu Kraniyal Kisa Bowing Kirik Beading | Platisspondili Ek
Ossifikasyon ekstremiteler anomaliler
Oli1 Azalmis + + Kot + - -
Ol#2 Azalmis + - Tibia, fibula, kot + - -
Ol#3 Azalmis + Femur, tibia Femur, kot _ - -
Ol#4 Azalmis + femur + + -
Ol#5 Azalmis + - Tibia, fibula, kot - - -
Ol#6 Azalmis + Femur, tibia humerus - - -
Ol#7 - + Femur, tibia - - - -
Ol#8 - + Femur - - - -
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Ol#9 Azalmis Femur, tibia + ekojenik
(Grade Il) ve
dilate
barsaklar,
minimal asit,
VSD ?
hipoplazik
pelvis

OI#10 Azalmis Femur, tibia - -
Ol#11 Azalmis Femur, tibia Tibia, kot Kamptodaktili
Ol#12 Azalmig Tibia
Ol#13 Azalmis Humerus, femur, Femur, humerus, -
tibia kot
Ol#14 Azalmis Humerus, femur Humerus, femur, Ambigus
tibia, kot genitalya
Ol#15 Azalmis Femur, tibia Humerus, ulna, -
radius, kot
Ol#16 Azalmis Femur ,tibia Femur, kot Yaygin 6dem
OlI#17 Azalmis Humerus, Radius, kot -
femur, tibia

Daha 6nce patojenik variant saptanmamis ancak in silico analizleri patojenik tahmini veren

7 olgu ve herhangi iliskili bir varyant saptanmayan 9 olgunun dahil oldugu toplam 16 olguda

COLI1AI geni i¢gin MLPA analizi yapildi ve herhangi bir delesyon/duplikasyon saptanmadi.

Tim hasta grubunda YND platformunda yanlis pozitif sonuglar goz Oniline alinarak

biyoinformatik istatistiksel hesaplamaya dayali diisiik filtreleme ile giivenlik skoru 10, MAPD

skoru 0,3 filtreleme seviyesi ile yapilan CNV analizinde, biiylik delesyon ve duplikasyonlar

dislanda.
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4.1.1 Aile (OI#1)
4.1.1.1. Klinik Bulgular
Aile dykiisii; Anne yas1:26, Baba yasi: 27, GITT1 (Sekil 45A)

USG bulgular; 18+ GH, kalvaryal hipokalsifikasyon, transduser basisi ile komprese
kalvaryum, kisa ve irregliler kostalar, toraks ¢ap1 5-20 p (76 mm), mikromeli, tiim tiibiiler
kemiklerde fraktiir lehine dik agilanmalar, vertebra normal goriinlimde.

Olasi klinik tani; OI Tip II
Prenatal Invaziv islem/Karyotip: CVS/46,XX
Gebelik akibeti; 19. GH’da tibbi terminasyon

PM fizik muayene bulgulari; boy 16 cm, tart1 150 gr, OFC 13,5 cm, palpe edilemeyen
kraniyal kemikler, tiim ekstremiteler belirgin kisa, ozellikle tibia ve femurda asimetrik

egrilikler ve bilateral sandal gap (Sekil 44 A-C)

Sekil 44. (dile OI#1) indeks olgu. (A-C). Ekstremite ve fasiyal bulgular (D-F) Direkt grafi gériintiisii



75

X-ray bulgulari; Kraniumda ossifikasyon kaybi, kemik dansitesinde azalma, tiibiiler
kemiklerde ileri derecede kisalik, egrilik, kalinlasma, femurlarda akordeon benzeri goriiniim,
kotlarda diizensizlik ve multiple fraktiirler, vertebra ossifikasyonu dogal (Sekil 44 D-F)

Klinik tani; OI Tip I1T1A

4.1.1.2. Molekiiler Bulgular

Saptanan varyant; COLIAI geninde (NM 000088.3)  heterozigot c¢.1282G>T,
(p-Gly428Cys) ([hgl9]) (Sekil 45 B)

Varyantin 6zellikleri; Hastalik iligkisi bilinen, yanlis anlamli

Varyant konfirmasyonu; YND okuma derinligi iyi, Sanger konfirmasyonu yapilmadi.
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Sekil 45. (A) (dile ‘01#1) Aile agaci. (B) Indeks olguda COLIAI geni c.1282G>T heterozigot varyantina ait IGV

gortintuisii

4.1.2. Aile (OI#2)
4.1.2.1. Klinik Bulgular
Aile oyKkiisii; Anne yast: 26, Baba yas1:32, G2P1TT1, akrabalik yok (Sekil 47 G)

USG bulgulari; OFC 6l¢iimii 19 GH, ekstremite 6l¢iimleri 15 hafta ile uyumlu, kranium
ossifikasyonu azalmis, skalp 6demi, tiim tiibiiler kemiklerde ileri derecede kisalik, tibia ve
fibulada fraktiir, toraks 2.5-5 p, kostalarda fraktiir lehine disa dogru agilanma, kisa nazal

kemik ve hafif mikrognati, intrakranial yapilar normal.



76

Olasi Tani: OITipII

Prenatal invaziv islem/Karyotip: Aile islem yaptirmak istemedi

Gebelik akibeti; 19. GH ‘da tibbi terminasyon

PM fizik muayene bulgulari; Boy 18 cm, OFC 14 cm, tart1 200 gr, kulag boyu 14 cm, alt
segment 4 cm, kranium kemikleri palpe edilemedi. Kisa ve yukar1 ¢ekik palpebral fissiirler,
kisa burun, antevert burun delikleri, malar hipoplazi, mikroretrognati, bilateral diisiik kulaklar,
tiim ekstremitelerde belirgin kisalik, kemik deformitelerine sekonder diizensiz agilanmalar
(Sekil 46 A-C)

X-ray bulgulari; Kranium ossifikasyonu yok, tiim tiibiiler kemiklerde azalmis kemik
dansitesi, tiibiiler kemiklerde multipl fraktiirlere sekonder ileri derecede kisalik, egrilik,
kalinlagsma ve femurlarda akordeon benzeri goriiniim, kostalarda multipl fraktiirler, vertebra

ossifikasyonu dogal (Sekil 46 D-F).

Sekil 46. Aile (OI#2), indeks olgu. (A-B). Indekse ait ekstremite ve fasival bulgular (D-F) Direkt grafi goriintiisii

Klinik tani; OI Tip IIA
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4.1.2.2. Molekiiler Bulgular

Saptanan variant: COLIAI geninde (NM_000088.3) heterozigot ¢.2398-2A>G (p.?)
varyant1 (Sekil 47 H)

Varyantin 6zellikleri; hastalik iligkisi bildirilmis, kirpilma hatasina yol agmasi beklenen (SA

bolgesi) nokta mutasyonu

Varyant konfirmasyonu; YND okuma derinligi iyi, Sanger konfirmasyonu yapilmadi

D Arnavutluk

éf}ﬂﬁﬁé%ﬁ T

—

Sekil 47. Aile (OI#2), (G) aile agaci. (H) Indeks olguda COLIAI geni ¢.2398-24>G (p.?) splicing
varyantina ait IGV goriintiisii
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4.1.3.Aile (OT#3)

4.1.3.1. Klinik Bulgular
Aile oyKkiisii; Anne yast: 31, Baba yas1:27, GIPITT1, Akrabalik yok (Sekil 49 A)

USG bulgulari; 29 (+) GH, her iki femurda kisalik (39 mm), fraktiir lehine sert
acilanmalar, ¢ift tarafli tibia-fibulada kisalik ve egrilik, iist ekstremite kemikleri 5.p altinda,
vertebra ve skapulalar normal (uzunlamasmna 24 mm), kostalar birbirine paralel, normal
uzunlukta ve fraktiir yok, toraks perimeteri normal (201 mm, 25-30. p), kalvariyum sekli ve

ossifikasyonu normal

Olas1 ayirier tanilar; OI Tip III, OI Tip II, Hipofosfatazya
Prenatal invaziv islem/Karyotip: Kardiyosentez/46,XX
Gebelik akibeti; 29. Gh’nda tibbi terminasyon

PM fizik muayene bulgulari; Boy 36 cm, tart1 1330 gr, OFC 26 cm, kulag¢ boyu 37,5 cm,
iist/alt orani: 2,27, kafa kemikleri yumusak ve basmakla ice ¢okiiyor, hafif hipertelorizm,
sinirda  diisiik kulaklar, ekstremitelerde rizomelik kisalik, bilateral uyluk palpasyonunda

krepitasyon, femoral ve tibial bowing, sol elde hokey ¢izgisi ve bilateral PEV (Sekil 48 A-C)

X-ray bulgulari; Kalvaryum mineralizasyonu yetersiz, tiibiiler kemikler kisa ve
osteopenik, sagda sekizinci kot distalinde kirik, humeruslarda hafif, femur ve tibialarda
belirgin egrilik, femur distal metafizlerinde kirik ile uyumlu  goriiniim, metafizyel
genisleme, femurlar kalin ve kisa goriinlimde, akordeon benzeri crumpling, vertebra

ossifikasyonu gorece normal, korpus yiikseklikleri dogal. (Sekil 48 D-F)

Klinik tani; OI tip 1I-B
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Sekil 48. Aile (OI#3), indeks olgu. (4-C). Indekse ait ekstremite ve fasiyal bulgular (D-F) Direkt grafi goriintiisii

4.1.3.2. Molekiiler Bulgular

Saptanan varyant; COLIAI geninde (NM_000088.3) ¢.3145G>A (Gly1049Ser) varyanti
(Sekil 49 B).
Varyantin ozellikleri; Hastalik iligkisi bilinen, yanlig anlaml1 nokta mutasyonu

Varyant konfirmasyonu; YND okuma derinligi iyi, Sanger konfirmasyonu yapilmadi.
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Sekil 49. Aile (OI#3), (4) aile agact.(B) Indeks olguda COLIAI geni c.3145G>A heterozigot varyantina ait IGV
goriintiisti
4.1.4.Aile (OT#4)
4.1.4.1. Klinik Bulgular

Aile dykiisii; Anne yasi: 30, Baba yas1:39, G2P1TT1, akrabalik yok (Sekil 51 G)
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USG bulgulari; 17 GH, azalmis kraniyal ossifikasyon, tiim tiibiiler kemiklerde kisalik,
kisa, kirik, diizensiz kotlar, dar toraks, muhtemel VSD, vertebra ossifikasyonu, skapulalart ve

parmak sayilari normal
Olas1 Tani: OI

Prenatal invaziv islem/Karyotip: Aile islem yaptirmak istemedi

Gebelik akibeti; 17.GH nda tibbi terminasyon

PM fizik muayene bulgulari; Boy 14 cm, tartt 120 gr, OFC 11 cm, kafa kemikleri
yumusak, pinpon topu kivaminda, basmakla ice ¢okilyor, antevert burun delikleri, bilateral
diisiik kulaklar, tiim ekstremiteler belirgin kisalik ve deformasyon, sol alt ekstremite dizden

itibaren ampute, sol ayak izlenmedi (travmaya sekonder?) (Sekil 50 A-C)

X-ray bulgulari; Tiim tiibiiler kemik dansitelerinde azalma, iist ve alt ekstremite tiibiiler
kemikleri belirgin kisa, kalin, egri ve osteopenik goriiniimde, akordeon benzeri femurlar,
kalvaryum mineralizasyonu yetersiz, kotlarda fraktiirler ve beading, platispondili (Sekil 50 D-
F)

Sekil 50. Aile (OI#4) (A-C). Indekse ait ekstremite ve fasiyal bulgular (D-F) indeks olguya ait direkt grafi
goriintiisti

Klinik tani; OI Tip IIA

4.1.4.2. Molekiiler Bulgular

Saptanan varyant; COL1A1l  geninde (NM_000088.3) heterozigot
c.2425G>A (p.Gly809Ser) varyant1 (Sekil 51 H)

Varyantin 6zellikleri; Hastalik iliskisi bilinen, yanliy anlamli nokta mutasyonu
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Varyant konfirmasyonu; YND okuma derinligi iyi, Sanger konfirmasyonu yapilmadi.

G Sivas Kastamonu
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Sekil. 51. Aile (OI#4), (G) aile agaci. (H) Indeks olguda COLIAI geni c.2425G>A (Gly809Ser) heterozigot varyantina

ait IGV goriintiisii

4.1.5. Aile (OI#5)
4.1.5.1. Klinik Bulgular

Aile oyKkiisii; Anne yast: 34, Baba yas1 32, G1TT]1, akrabalik yok (ICSI gebelik, SMA Tip ‘1
tanili kuzen 6ykiisii) (Sekil 53 G)

USG Bulgularni; 22+ GH, kraniyum mineralizasyonu yetersiz, toraks deforme,
ekstremitelerde kisalik ve belirgin egrilik, tibia ve fibulada 90 derece agilanma, vertebralarin
mineralizasyonu yeterli

Olasi Tani: Ol

Prenatal Invaziv islem/Karyotip: Kardiyosentez/46,XX
Gebelik akibeti; 22 GH’nda tibbi terminasyon

PM fizik muayene bulgulari; Boy 27 cm, tarti 600gr, OFC 20 cm, kraniyal kemikler
palpasyonda yumusak kivamda, hipertelorizm, asagi ¢ekik palpebral fissiirler, bilateral
proptozis, geriye yerlesimli kulaklar, her iki humerusta, bilateral ©6n kolda, bilateral
femurlarda fraktiir ile uyumlu krepitasyon ve femurlarda acilanma, bilateral ellerde kamptodaktili

(2-5) (Sekil 52 A-C)

X-ray bulgulari; Kraniyal kemiklerin mineralizasyonu yetersiz, tiibliler kemikler
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kisa, her iki humerus, sag radius, her iki femur, tibia ve fibula saftlarinda fraktiir, multipl

fraktiirlii ve ince kotlar, aksiyel iskelet mineralizasyonu nispeten korunmus (Sekil 52 D-

F)

Sekil 52. Aile (OI#5), (A-C). Indekse ait ekstremite ve fasiyal bulgular, (D-F), indeks olguya ait direkt grafi goriintiisii

Klinik tani; OI Tip IIC
4.1.5.2. MolekiilerBulgular

Saptanan varyant; COLIAI geninde heterozigot c.4238A>G (p.Aspl1413Asn) varyant1 (Sekil
53 H).

Varyant 6zellikleri; Hastalik iligkisi bilinmeyen (novel), yanlis anlamli de novo
Konfirmasyon: Sanger  dizileme (Sekil 531)
Parental analiz: Sanger dizileme ile normal (Sekil 531)

MLPA sonucu; Normal (Sekil 53 J).

Fetis

Baba

COL1A1 c.4238A>G

Sekil 53. Aile (OI#5), (G) Aile agaci, (H) Indeks olguda COLIAI geni c.42384>G heterozigot varyantina ait IGV

goriintiisii, (I) Indeks olguda ve ebeveynlere ait elektroferogram goviintiisii, (J) MLPA goriintiisii
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4.1.6. Aile (OI#6)
4.1.6.1. Klinik Bulgular
Aile dykiisii; Anne yasi: 35, Baba yas1:38, GITT1, Akrabalik yok, (Sekil 55 A).

USG Bulgulari; 22-GH, kraniyum mineralizasyonu yetersiz, sag radius (5-50p) ve sag
fibula (5-50p) disinda tiim tiibiiler kemikler 5.p altinda, toraks ¢evresi normal (128 mm, 25-
50p), sag ve sol femoral bowing, deforme toraks, ekstremitelerde kisalik ve belirgin egrilik,
tibia ve fibulada 90 derece agilanma, paralel yerlesimli kotlar, skapulalar normal ekojenitede,
vertebralarin mineralizasyonu yeterli.

Olasi Tani: Ol

Prenatal invaziv islem/Karyotip: Kordosentez/46,XX
Gebelik akibeti; 24+ GH sinda tibbi terminasyon

PM fizik muayene bulgulari; Boy 20 cm, kula¢ 26 cm, tart1 480 g, OFC 20 cm, kafa
kemikleri palpasyonla igeri ¢okiiyor, alin genis, gorece makrosefali, kas kemerleri ¢okiik,
proptozis, iist ekstremiteler orantili, femurlarda kisalik ve bilateral bowing, sagda daha
belirgin olmak {izere bilateral hafif tibial bowing (Olguya ait resim kayitlarda

bulunamamastir)

X-ray bulgular; Ozellikle lateral grafide kranyum kemiklerinde yer yer ossifikasyon
kaybi, ince ve minimal diizensiz kotlar, kostokondral uglar spatiile goriinlimde, sol humerusta
orta bolimde vertikal, kallus benzeri bir yapi, bilateral femurlarda kisalik, egrilik, hafif
crumpled goriinlimii, tibia ve fibulalar normal uzunlukta, tibialarda hafif bowing (Sekil 54

D-F)

Klinik tani; OI
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Sekil 54. Aile (OI#6) (D-F) Indekse ait direkt grafi goriintiisii

4.1.6.2. Molekiiler Bulgular

Saptanan varyant; COLIAI geninde heterozigot ¢.1678 G>A (Gly560Ser) variant (Sekil
55 B)
Varyant ozellikleri; Hastalik iligkisi bilinen, yanlis anlamli nokta mutasyonu

Konfirmasyon; YND okuma derinligi iyi, Sanger konfirmasyonu yapilmadi

Yugoslavya Kinm - .
O———0O O T;'!Zf e e e e
i | Sl K _LiL

P 5 P

o

D Hipokalsemi oykisd

Sekil 55 Aile (OI#6), (A) aile agac1. (B) Indeks olguda COLIAI geni c.1678G>A heterozigot varyantina ait IGV

gortintuisii
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4.1.7. Aile (OI#7)

4.1.7.1. Klinik Bulgular

Aile oyKkiisii; Anne yasi: 32, Baba yasi: 35, G1TT1, Akrabalik yok. (Sekil 57 A)

USG Bulgulari; 24- GH US, sag ist ekstremite hari¢ tiim ekstremiteler kisa ve angiile
Olas1 Tani: Letal iskelet Displazisi

Prenatal Invaziv islem/Karyotip: Aile islem yaptirmak istemedi

Gebelik akibeti; 24+ GH sinda tibbi terminasyon

PM fizik muayene bulgulari; Boy 30,2 cm, kulag 23,5 cm, tart1 680 g, OFC 21 cm,
supraorbital kemikler ¢okiik, retrognati, femurlarda kisalik ve bilateral howing, solda daha

belirgin bilateral tibial bowing (Sekil 56 A-C).

Sekil 56. (Aile OI#7) indeks olgu. (A-C). Ekstremite ve fasiyal bulgular

X-ray bulgulari; Sol ulna, radius ve alt ekstremitelerde acilanma, sol 8-9. Kotlarda

midklavikular hatta kirik izlendi (Olguya ait x-ray goriintiisii kayitlarda bulunamamastir).

4.1.7.2. Molekiiler Bulgular

Saptanan varyant; COLIAI geninde heterozigot ¢.3226G>A (Gly1076Ser) varyanti
(Sekil 57 B)

Varyant ozellikleri; Hastalik iligkisi bilinen, yanlis anlamli nokta mutasyonu.
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Konfirmasyon; YND okuma derinligi iyi, Sanger konfirmasyonu yapilmadi

A =
Edirne/Yugoslavya Bulgaristan = _
O+ O —
P g N e =
O

A - 1 :..' B -

Sekil 57. (Aile OI#7) A) aile agaci. (B) Indeks olguda COLIAI geni c.3226G>A heterozigot varyantina ait IGV

gortintiisii

4.1.8. Aile (OI#8)
4.1.8.1. Klinik Bulgular

Aile oykiisii; Anne yasi: 27, OI klinik tanili, Baba yasi: 31, G1P1, 3,5° kuzen evliligi
(Sekil 59 G)

Etkilenmis anne; bilateral femoral fraktiirle dogmus. 5 yasina kadar 5 kez tekrarlayan
kirik oykiisii, yaygin osteopeni bulgulariyla OI tanisiyla kalsitonin tedavisi almis. 14 yasina
kadar alt ekstremitede 10-15 kez minimal travmayla kirik dykiisii mevcut. Kemik biyopsisinin
polarize 151k mikroskobuyla incelenmesinde kallus formasyonu, histolojisinde yerini fibrozise
birakmis kemik iligi disinda 6zellik saptanmamis. Primer hipotiriodi nedeniyle L-Tiroksin
tedavisi aliyor. Muayenede boyu 135,5 cm (<3SD), tartis1 81 kg (99p), kulag 153 cm, OFC
56 cm (46p) idi. Sag alt ektremitede proksimal femur kisaligini diisiindiiren 1,5 cm lik kisalik

disinda sistemik muayenesi normal idi. (Sekil 58)

USG bulgulary; 21. GH, femur ve humeruslar <lp, fibula ve tibia <Sp, femurlarda
fraktiir lehine belirgin agilanma, toraks ¢ap1 10p.

Olas1 Tam: OI
Prenatal Invaziv islem/Karyotip: Amniosentez/ arr (1-22,X)x2

Gebelik akibeti; Ayrintili genetik danismayi takiben aile gebelige devam karar1 verdi.
Aileden alinan bilgide 35+6. gebelik haftasinda sezeryanla 1975 gr (25-50p) tart1 ve 7-9
APGAR la dogan disi olgunun tasipneleri nedeniyle 2 giinii entiibe olmak iizere 10 giin

yenidogan yogun bakimda kalmis. Muayenesinde sol alt ekstremite kalgadan itibaren
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hiperfleksiyon posture, femurda egrilik ve eklem laksitesi saptanmis. Yatisi sirasinda
yapilan kraniyal USG’de periventrikiiler 16komalazi, EKO’da sekundum ASD ve periferik
pulmoner stenoz saptanarak sonografik takibe alinmis. Babygramda kirik bulgusu
saptanmamis (Sekil

58) Klinik durumunda diizelme sonrasi Onerilerle taburcu edilmis. Tez yazim

asamasinda olgu heniiz genetik poliklinigimizde degerlendirilmemisti.

Klinik tani; OI Tip IV

Sekil 58. Aile (OI#8), (A-D) indekse ve etkilenmis anneye ait dismorfik bulgular (E-F) Infanta ait direkt grafi goriintiisii

4.1.8.2. Molekiiler Bulgular

Saptanan varyant; COLIAI geninde heterozigot c.1678G>A (Gly560Ser) varyant1 (Sekil
590

Varyant ozellikleri: Hastalik iliskisi bilinen, yanlis anlamli nokta mutasyonu
Konfirmasyon; Sanger dizileme (Sekil 59 J)

Etkilenmis anne; Sanger dizileme ile ayn1 mutasyon i¢in heterozigot (Sekil 59 J).

=z Fetis

RERS 3 TXY i
{4

= e

Anne

COL1A1 c.1678G>A

Sekil 59. Aile (OI#8) (H) Aile agact. 1) Indeks olguda COLIAI geni c.1678G>A (Gly560Ser) heterozigot varyantina
ait IGV goriintiisii (J) Indeks olgu ve anneye ait elektroferogram gériintiisii
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4.1.9. Aile (OI#9)

4.1.9.1. Klinik Bulgular
Aile dykiisii; Anne yasi: 33, Baba yas 35, G2P1TT1, yakin koyler (Sekil 61 A)

USG Bulgular; 21- GH, kraniyum kemiklerinde azalmis mineralizasyon ve transduser
basis1 ile komprese kalvaryum, mega sisterna magna (12.1 mm). Tiibiiler kemikler ileri
derecede kisa ve fraktiir siiphesi verecek sekilde deforme, her iki alt ve iist ekstremite
fleksiyon postiiriinde, hareketsiz, toraks cevresi 68 mm (<2.5 p), ileri derecede dar kisa
kotlar, belirgin frontal bossing ve mikroftalmi, binokuler ¢cap: 24 mm (5 p), interokuler ¢ap 10
mm (5-50 p), okuler ¢ap: 6 mm (<5 p), nazal kemik yoklugu, ekojenik (Grade II) ve dilate

barsaklar, minimal asit, VSD ?

Olasi tani; OI Tip II, Akondrogenezis Tip B
Prenatal invaziv islem/Karyotip: Kardiyosentez/46,XX
Gebelik akibeti; 24 GH’da tibbi terminasyon

PM fizik muayene bulgulari; Boy 23 cm, tartt 220 gr, OFC kraniyal deformasyon
nedeniyle degerlendirilemedi. Kraniyum kemikleri palpe edilemedi, her iki palpebral fissiir
komissiirlerinde ve sol agiz komissiiriinden zigomaya uzanan laserasyon, sag goz kiiresi
disarda, sol goz kiiresi yok, skalpte (oksipito-parietalde), boyunda ve sirtta travmaya sekonder
laserasyonlar, tiim ekstremitelerde belirgin kisalik, her iki 6n kolda dorsale dogru agilanma el
bagparmaklar1 opozisyonda, her iki bacakta 6ne dogru agilanma, bilateral pes planovarus ve

femur distallerinde fraktiire baglh oldugu diisiiniilen krepitasyon (Sekil 60 A-B)
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X-ray bulgular;; Kraniyal kemiklerde agir mineralizasyon defektine sekonder
deformasyon, tiibiiler kemiklerde agir mineralizasyon kaybi, kisa, kalin ve deforme tiibiiler
kemikler, femurlar ve tibialarda akordeon benzeri goriiniim, sag ve sol radius ve ulnada

acilanma ve hipoplazik pelvis, kisa, kalin kotlar, platispondili (Sekil 60 C-D)

Sekil 60. Aile (OI#9), indeks olgu. (A-B). Indekse ait ekstremite ve fasival bulgular (C-D) Direkt grafi goviintiisii,

Klinik tani; OI Tip 1T
4.1.9.2. Molekiiler Bulgular

Saptanan varyant; COL1A41 geninde heterozigot ¢.3316G>C (Glyl1106Arg) varyant1 (Sekil
61 B)

Varyant ozellikleri; Hastalik iliskisi bilinmeyen, in silico analiz programlar1 tarafindan
patojenik tahmini verilen yanlis anlamli nokta mutasyonu

Konfirmasyon; Sanger dizileme (Sekil 61 C)

Parental analizler; Ebeveynlerden konfirmasyon i¢in kan alinamadi.

MLPA sonucu; Normal (Sekil 61 D)
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Sekil 61. (Aile OI#9) (4) Aile agaci, (B) Indeks olguda COL1AI geni ¢.3316G>C (Glyl1064rg) heterozigot
varyantina ait IGV goriintiisi, (C) Indekse ait elektroferogram goriintiisii, (D) COL1A1 MLPA goriintiisii

4.1.10. Aile (OI#10)
4.1.10.1. Klinik Bulgular
Aile oykiisii; Anne yasi: 37, Baba yas1 37, G2P1TT1, Akrabalik yok (Sekil 63 A)

US bulgulari; 19+ GH, brakisefali, kalvaryumda yetersiz mineralizasyon, hipoplazik
nazal kemik (2mm), tiim tiibiiler kemiklerde kisalik ve egrilik, dar toraks (toraks cevresi:
69mm; <2.5p) ve kotlarda disa dogru acilanmalar, her iki skapula, vertebra ossifikasyonu

normal, el ve ayaklardaki parmak sayilar1 net degerlendirilememis.

Olasi tam; OI Tip 11
Prenatal invaziv islem/Karyotip: Amniyosentez/46,XY
Gebelik akibeti; 20+ GH’ da tibbi terminasyon

PM fizik muayene bulgulari; Boy 18 cm, tart1 200 g, OFC 14.5 cm, oksipital kemik
hari¢ kalvarium kemikleri palpe edilemedi. Basik burun kdokii, bulbdz burun ucu, kisa
kolumella, uzun filtrum, dar yiiksek damak ve bilateral belirgin traguslar, dar toraks, batin
distandii, mikromeli, tiim ekstremitelerde fraktiir ile uyumlu agilanma ve krepitasyon, PEV
ve sandal gap (Sekil 62 A-C)

X-ray bulgular; Kalvarian kemik ossifikasyonu azalmis, kalin, kisa, egri ve osteopenik
tiibliler kemikler, femur ve tibialarda daha belirgin egrilik, metafizyel genisleme, kotlar

nispeten kalin, hipodens ve diizensiz yapida, beading goriiniimii mevcut (Sekil 62 D-F).
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Sekil 62. Aile (OI#10), indeks olgu. (A-C). Indekse ait ekstremite ve fasiyal bulgular (D-F) Direkt grafi goriintiisii

Klinik tani; Ol tip 1I-A

4.1.10.2. Molekiiler Bulgular

Saptanan varyant; COLIAI geninde heterozigot c.2336G>T, (p.Gly779Ser) varyanti
(Sekil 63 B)

Varyant ozellikleri; Hastalik iliskisi bilinmeyen, de novo, in silico analiz programlari
tarafindan patojenik tahmini verilen yanlis anlamli nokta mutasyonu

Konfirmasyon; Sanger dizileme (Sekil 63 C)

Parental analiz; Sanger dizileme ile normal (Sekil 63 C)

MLPA sonucu; Normal (Sekil 63 D)
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Sekil 63. Aile (OI#10) (A) Aile agact (B) Indeks olguda COLIAI geni c.2336G>T heterozigot varyantina ait IGV

goviintiisii  (C) Indeks olgu ve ebeveynlerine ait elektroferogram goriintiisii, (D) COL1A1 MLPA goriintiisii
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4.1.11. Aile (OI#11)
4.1.11.1. Klinik Bulgular

Aile oyKkiisii; Anne yas1 36, Baba yasi: 33, G2P1TT1, Akrabalik yok (Sekil 65 G)

USG bulgulari; 22+ GH, toraks ¢evresi dar, (44 mm,<2.5 p), femur uzunlugu < 3.p,
diger tiim tiibliler kemikler 5.p altinda, femurda telefon ahizesi goriiniimii, tiim tiibiiler
kemiklerde angulasyon, skapulalar normal, vertebral mineralizasyon yetersiz, karin hafif

protuberan

Olasi Tam: OI Tip II

Prenatal invaziv islem/Karyotip: Amniyosentez/46,XX
Gebelik akibeti; 24. GH’da tibbi terminasyon

PM fizik muayene bulgulari; Boy 26 cm, tartt 560 g, OFC 19.2 cm, kula¢ boyu 26.5
cm, tiim kranial siitiirler agik, kalvaryum kemikleri pinpon topu kivaminda, toraks dar ve
batin hafif protuberan, ekstremitelerde kisalik, bilateral kamptodaktili, her iki femur ve
tibiada ice dogru agilanma (Sekil 64 A-C)

X-ray bulgulari; Kalvaryum mineralizasyonu yetersiz, tiim tiibiiler kemiklerde dansite
belirgin olarak azalmis ve kisa, olas1 kiriklara bagli deforme goriiniim, kotlar ince, sag 7. kotta
ve sag klavikulada fraktiir, her iki femurda telefon ahizesi goriiniimii, sagda daha belirgin

olmak tiizere her iki tibiada howing, (Sekil 64 D-F)

Sekil 64. Aile (OI#11) indeks olgu. (A-C). Indekse ait ekstremite ve fasival bulgular (D-F) Direkt grafi goriintiisii

Klinik tani; Ol Tip I B
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4.1.11.2. Molekiiler Bulgular
Saptanan varyant; COL1A4]1 geninde heterozigot ¢.1013G>T (p.Gly338Val) varyanti
(Sekil 65 H)

Varyant ozellikleri; Hastalik iligkisi bilinen, rs numarasi mevcut ancak yayini yok.

Konfirmasyon; Sanger dizileme (Sekil 65 I)

Parental analiz; Ebeveynlerden konfirmasyon i¢in kan alinamadi.

LI

¢.1013G>T p.Gly338Val

Sekil 65. Aile (OI#11) ((G) Aile agact (H) Indeks olguda COL1AI geni c.1013G>T heterozigot varyantina ait IGV

goriintiisii (I) Indeks olguda elektroferogram goriintiisii

4.1.12. Aile (OJ#12)
4.1.12.1. Klinik Bulgular
Aile dykiisii; Anne yasi: 24, Baba yasi: 38, G2P1TT1, Yakin koyler (Sekil 67 G)

US bulgular; 16. GH, bilateral alt ve iist ekstremite tiibiiler kemiklerde kisalik, tibia,
radius ve ulnada egrilik ve PEV, vertebral kolon, kraniyum kemikleri, skapula, kostalar ve

klavikula normal konfiglirasyon ve mineralizasyonda, toraks normal goriiniimtide, (9. p)
Olasi tani; Bent-bone displaziler

Prenatal Invaziv islem/Karyotip: CVS/46,XX
Gebelik akibeti; 16 GH’nda tibbi terminasyon

PM fizik muayene bulgular; 16 GH, boy 13 cm, tart1 150 gr, OFC 10 cm, skalp alindan
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itibaren lasere, kranium kemikleri palpasyon haftasina gore hafif yumusak, belirgin burun

kokii ve malar hipoplazi, bilateral 6n kolda, keskin kenarli ige agilanma, bilateral uyluk
distalinde bowing, bacak orta hatta 90 derece acilanma, el ve ayaklar normal anatomik
goriiniimde (Sekil 66 A-C)

X-ray bulgulari; Tim kemiklerin ossifikasyonununda azalma, sol humerus, bilateral
radius ve ulna distalinde egrilik, bilateral femurlar kisa ve kalin, sinirlart diizensiz ve sag
femurda fraktiirle uyumlu agilanma, sag tibiada kisalik, kalinlagsma ve ice egrilik, sol tibiada

fraktiirle uyumlu keskin i¢e agilanma (Sekil 66 D-F)

Sekil 66. Aile (OI#12) indeks olgu. (A-C). Indekse ait ekstremite ve fasiyal bulgular (D-F) Direkt grafi goviintiisii

Klinik tani; OI tip II
4.1.12.2. Molekiiler Bulgular

Saptanan varyant; COLIA1 geninde heterozigot c.2101G>A (Gly701Ser) varyant1 (Sekil
67 G)

Varyant ozellikleri; Hastalik iliskisi bilinen, yanlis anlamli nokta mutasyonu (Sekil 67 G)

Konfirmasyon; Sanger dizileme (Sekil 67 H)
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Sekil 67. Aile (OI#12) (F) aile agact) (G) Indeks olguda COLIAI geni c¢.2101G>A (Gly701Ser) heterozigot varyantina

ait IGV goriintiisii, (H) Indekse ait elektroferogram goriintiisii

4.1.13. Aile (OI#13)
4.1.13.1. Klinik Bulgular
Aile oykiisii; Anne yasi: 24, Baba yasi: 28, G1TT1, Akrabalik yok (Sekil 69 I)

USG bulgulan; 18. GH, kraniyum, vertebra ve kostalarda mineralizasyon kaybu,
kalvaryum transduser basisi ile komprese, tiim tiibliler kemiklerde kisalik, nazal kemik
yoklugu, toraks cevresi 82 mm (10-25 p), kostalarda fraktiire bagli oldugu diisiiniilen
deformasyon, sag alt ve sol iist ekstremite distal tiibiiler kemiklerde 6ne dogru ileri derecede
acgilanma

Olas1 Tan: OI

Prenatal Invaziv islem/Karyotip: CVS/46, XY ve SOX9 dizi analizi normal

Gebelik akibeti; 25. GH’da tibbi terminasyon

PM fizik muayene bulgulari; Boy 29 cm, tartt 900 gr, OFC 22 cm ve kulag boyu 25 cm,
kraniyal mineralizasyon yetersiz, supraorbital ark deprese, bitemporal basiklik, basik ve genis
burun kokii, kisa burun, malar hipoplazi ve mikroretrognati, tim uzun kemiklerde belirgin
kisalik, sag kolda krepitasyon, sol 6n kolda bowing ve bilateral klinodaktili, bilateral
femurlarda digsa agilanma ve krepitasyon, tibial bowing ve bilateral PEV deformitesi (Sekil
68 A-C)

X-ray bulgulari; Kalvaryumda yetersiz mineralizasyon, kalin, kisa, korteks devamlilig
bozulmus ve osteopenik goriiniimde tiibiiler kemikler, humeruslarda hafif, femur ve tibialarda
daha belirgin egrilik, sag humerus distalinde ve bilateral femur proksimallerinde kirik ile
uyumlu goOriinlim, metafizyel genisleme, femurlar kalm ve kisa, akordeon benzeri
goriiniimde, kisa, kalin ve diizensiz goriiniimde kotlar, beading, sagda yedinci kot ortasinda

kirik ve platispondili (Sekil 68 D-F)
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Sekil 68. Aile (OI#13) indeks olgu. (A-C). Indekse ait ekstremite ve fasiyal bulgular (D-F) Direkt grafi goriintiisii

Klinik tani; OI Tip IT A
4.1.13.2. Molekiiler Bulgular

Saptanan varyant; COL/A2 geninde heterozigot ¢.3159+1G>A(p.?) varyant1 (Sekil 69
G)

Varyant ozellikleri; Hastalik iligkisi bilinmeyen, in silico analiz programlar1 tarafindan

patojenik tahmini verilen, SD boélgesinde kirpilma hatasina yol agan nokta mutasyonu

Konfirmasyon; Sanger dizileme (Sekil 69 H)
Parental analiz; Ebeveynlerden konfirmasyon i¢in kan alinamadi

MLPA sonucu; Normal (Sekil 69 J)



)]
I

‘ﬁ

€.3159+1G>A
Total count: 823 i
A:359 (44% 131+, 228-) I Erzincan, /Adana Gaziantep
C:0
G 1 464 (56%, 204+, 260-) i (@] m] o] O
T:0
N:0
INS: 1 i oo e (o} 0oooo.m
PNA
o] A @
] P

.....................

LHRRLIT

9:1',f‘f: e B e
__‘Hﬂf‘.;.oﬂElj‘]Cr]ﬂl“l."“@:"—f'?a

B R R R

Sekil 69. Aile (OI#13) (G) Indeks olguda COLIA2 geni c.3159+1G>A (p.?) heterozigot varyantina ait IGV
goriintiisii (H) Indeks olguda elektroferogram gériintiisii (1) aile agact, (J) COLIAI MLPA gériintiisii

4.1.14. Aile (OI#14)
4.1.14.1. Klinik Bulgular

Aile oyKkiisii; Anne yasi: 25, Baba yasi1:31, G3P1A2, Ovulasyon indiiksiyonu, Akrabalik
yok (Sekil 71 G)

USG bulgulari; 17+ GH, yetersiz kraniyum mineralizasyonu, kisa kotlar ve dar toraks,

ekstremiteler ileri derecede kisa ve egri, skapulalar normal,

Olasi tani; Hipofosfatazya, akondrogenezis, letal iskelet displazisi grubu
Prenatal Invaziv islem/Karyotip: Amniyosentez/46,XY
Gebelik akibeti; 18. GH’da tibbi terminasyon

PM fizik muayene bulgulari; Boy 12 cm, tarti 90 g, OFC 11 cm, cilt 6demli,
temporal kemikler diginda kraniyal kemik palpe edilmedi, verteks iizerindeki deri
lasere, beyin dokusunun cogu ekstrude goriiniimde, antevert burun delikleri, uzun
filtrum, mikrognati, diisiik kulaklar, 6n kollar ve bilateral tibia ileri derecede kisa,
kollar ve femurlarda bilateral howing, bilateral belirgin sandal gap ve pes varus, dis

genitalya Prader evre III ile uyumlu (Sekil 70 A-C)

X-ray bulgular; Kafa kemikleri kafa tabaninda pargali ossifikasyon haricinde
kemiklesmemis, kotlarda diizensizlik ve beading. Tiim uzun kemikler veklavikulalarda,
kiriklara baglt kortikomeduller diizensizlik, bilateral margo skapula diizensiz, bilateral

iliak kanatlar kiictik (Sekil 70 D-F)
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Sekil 70. Aile (OI#14) (A-C). Indekse ait ekstremite ve fasiyal bulgular, (D-F) indekse ait direkt grafi goriintiisii

Klinik tani; OI Tip II

4.1.14.2. Molekiiler Bulgular

Saptanan varyant; COLIA2 geninde heterozigot ¢.3134G>A (Gly1045Asp) degisimi
(Sekil 71 H)
Varyant ozellikleri; Hastalik iliskisi bilinmeyen, in silico analiz programlar tarafindan

patojenik tahmini verilen yanlis anlamli nokta mutasyonu

Konfirmasyon; Sanger dizileme (Sekil 71 1)
Parental analiz; Ebeveynlerden segregasyon i¢in kan alinamadi. De novo?

MLPA sonucu; Normal (Sekil 71 J)
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Sekil 71. Aile (OI#14) G) aile agaci, (H) Indeks olguda COL1A2 geni c.3134G>A (G1045D) heterozigot varyantina ait

IGV géviintiisii (1) Indeks olguda elektroferogram goriintiisii (J) COL1A1 MLPA gériintiisii

4.1.15.Aile (OI#15)
4.1.15.1. Klinik Bulgular
Aile oyKkiisii; Anne yasi: 37, Baba yasi: 47, G3P1AbITT1, Akrabalik yok (Sekil 73 A)

USG bulgulary; 32(+) GH, toraks ¢evresi dar (170 mm, <2.5 p). Kalvaryal kemiklesmede
azalma, frontal bossing, her iki gdzde proptozis, tlibiiler kemiklerde kisalik ve kontiirlerinde

diizensizlik, kisa ve irregiiler kotlar, ulna ve radiusta telefon ahizesi goriiniimii.

Olasi klinik tani; OI Tip II
Prenatal invaziv islem/Karyotip: Kardiyosentez/46,XX
Gebelik akibeti; 33. GH’da tibbi terminasyon

PM fizik muayene bulgulari; boy 33 cm, kula¢ 33 cm, tart1 1520 g, OFC 29,5 cm
Ol¢iildii. Kafa kemikleri yumusak ve basmakla ice c¢okiiyor. Yuvarlak yiiz, hipertelorizm,
proptozis, basik burun kokii, genis burun ucu, uzun filtrum, mikro-retrognati ve bilateral
smirda diisiik kiiciik kulaklar. Tiim ekstremitelerdeki belirgin kisaliga eslik eden tibial ve
femoral bowing, dar toraks, palpasyonla femur, humerus basi ve kotlardan krepitasyon
bulgusu (Sekil 72 A-C)

X-ray bulgulary; kranium ossifikasyonu yok, kisa, kalin ve multiple kiriklara bagh
deforme ve osteopenik goriiniimde tilibiiler kemikler. Humerus distali, ulna proksimali ve
radius shaftinda kirik. Kotlar kisa, platispondilik, hipomineralize goriiniimde. Kotlarda kirik
ve multiple beading. Femurlarda akordeon benzeri goriiniim, tibialarda belirgin egrilik (Sekil

72 D-F).
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Sekil 72. Aile (OI#15) indeks olgu. (A-C). Indekse ait ekstremite ve fasiyal bulgular (D-F) Direkt grafi goriintiisii

Olas1 Tani: OI Tip 1A
4.1.15.2. Molekiiler Bulgular

Saptanan varyant; COLIA2 geninde heterozigot ¢.2152G>A (Gly718Ser) degisimi
(Sekil 73 B).
Varyant ozellikleri; Hastalik iligkisi bilinen, yanlis anlamli nokta mutasyonu. 73 B).

Konfirmasyon; YND okuma derinligi iyi, Sanger konfirmasyonu yapilmadi.

A siNoP KONYA/SINOP —

o

Romatoid artrit

F Boy kisaligi (140 cm)

Sekil 73. Aile (OI#15) (A) aile agact. (B) Indeks olguda COLIA2 geni ¢.2152G>A (Gly718Ser) heterozigot varyantina ait

IGV goriintiisii
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4.1.16. Aile (OI#16)
4.1.16.1. Klinik Bulgular
Aile dykiisii; Anne yasi: 34, Baba yas1:34, G3P2TT1, 1.° Kuzen (Sekil 75 G)

USG bulgulary; 20. GH, azalmis kalvaryum ve vertebral ossifikasyonu. Kraniyumda prob
kompresyonu ile basi bulgusu, toraks ¢evresi: 110 mm (10-25.p), humerus, ulna, femur, tibia,
fibula <l.p, radius 14.p’de ve egri. Bilateral femoral kirik. Sol ayakta PEV, sag ayakta

rocker bottom bulgusu.

Olasi tam; OI Tip 11
Prenatal invaziv islem/Karyotip: Amniyosentez /46,XY
Gebelik akibeti; 21. GH’da tibbi terminasyon

PM fizik muayene bulgulari; boy 25 cm, kulag boyu 25,5 cm, tart1 590 gr, OFC 20 cm.
Kafa kemikleri pinpon topu kivaminda. Skalp ve tiim viicut 6demli boyun kisa goriiniimde.
Hipertelorizm, bilateral yukar1 g¢ekik palpebral fissiirler, periorbital 6dem, genis ve basik
burun kokii, genis burun kemeri, uzun filtrum. Tiim ekstemitelerde rizo-mezomelik 6zelligi
belirgin kisalik ve bowing, sag dirsekte 20° ekstansiyon kisithiligi. Alt ekstremitede, sagda
daha belirgin bilateral femoral ve tibial bowing, bilateral PEV ve bilateral firlak topuk.
Palpasyonla sol femurda krepitasyon (Sekil 74 A-C)

X-ray bulgulari; kalvaryum mineralizasyonu azalmig, tlibliler kemikler kisa ve
osteopenik goriiniimde. On kol, femur ve tibialarda belirgin egrilik, metafizyel genisleme, sol
femur proksimal metafizde fraktiir, multiple kot kiriklar1 (sagda 6-11 kotlar, solda 8-11 arasi
distal 1/3’te). Vertebra ossifikasyonu gdérece normal, korpus yiikseklikleri dogal (Sekil 74 D-
F).
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Sekil 74. Aile (OI#16), indeks olgu. (A-C). Indekse ait ekstremite ve fasiyal bulgular (D-F) Direkt grafi goriintiisii

Klinik tani; OI Tip II B
4.1.16.2. Molekiiler Bulgular
Saptanan varyant; P3H homozigot c.1852delC (p.Leu618GInfs*20) (Sekil 75 H).

Varyant ozellikleri; Hastalik iliskisi bilinmeyen in silico analiz programlar tarafindan

patojenik tahmini verilen delesyon/cergeve kaymasi

Konfirmasyon; Sanger dizileme (Sekil 75 J).

Parental analizler; anne-baba Sanger dizileme ile heterozigot (Sekil
75J).

MLPA sonucu; Normal (Sekil 75 I).
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Sekil 75. Aile (OI#16) (G) aile agact. (H) Indeks olguda P3HI geni c.1852delC (p.Leu618GInfs*20) homozigot

varyantina ait IGV goriintiisii (I) MLPA goriintiisii (J)Indeks ve ebeveynlerine ait elektroferogram goriintiisii

4.1.17. Aile (OI#17)
4.1.17.1. Klinik Bulgular
Aile dykiisii; Anne yas1:27, Baba yas1:32, G1TT1, Akrabalik yok (Sekil 77 G)

USG bulgulari; 18(-) G,H tiim tiibiiler kemikler <5p. FL <3. p altinda, ileri derecede
acilanma ve egrilik. Kranium kemiklerinde kompresyonla sekil degisikligi. Vertebra, klavikula
ve skapulalarin ossifikasyonu normal. Toraks ¢evresi normal (92 mm, 10-25 p). Kotlar

ozellikle sag tarafta olas1 kiriga bagli daha ag¢ili ve diizensiz.

Olasi klinik tani; OI Tip II
Prenatal Invaziv islem/Karyotip: Aile islem yaptirmak istemedi
Gebelik akibeti; 19. GH’da tibbi terminasyon

PM fizik muayene bulgulari; boy 19 cm, tarti 260 g, OFC 14.6 cm, kulag 18 cm. Kafa
kemikleri yumusak, pinpon topu kivaminda. Burun kokii diiz ve genis, burun ucu basik ve
hafif bifid. Tiim ekstremitelerde kisalik, deformiteler ve bowing. Ust ve alt ekstremitelerde

distalde daha belirgin olmak tizere ileri derecede agilanma (Sekil 76 A-C)

X-ray bulgulan kalvaryum ossifikasyonu azalmis, tim kemikler osteopenik goriiniimde.
Her iki humerus, radius, ulna, tibia ve fibulada kallus olusuma sekonder ileri derecede
angulasyon. Bilateral femurlar kisa, kalin ve akordeon goriiniimiinde, kotlar diizensiz ve
beading goriinlimii. Platispondili, lateral grafide L4-L5 vertebralarda longitudinal kleft. (Sekil
76 D-F).
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Sekil 76. Aile (OI#17), indeks olgu. (A-C). Indekse ait ekstremite ve fasiyal bulgular (D-F) Direkt grafi goviintiisii

Klinik Tani; OI Tip IIA

4.1.17.2. Molekiiler Bulgular
Saptanan varyant; [FITM5 geninde heterozigot ¢.119C>T (p.Ser40Leu) (Sekil 77 H).
Varyant ozellikleri; Hastalik iliskisi bilinen, yanlis anlamli nokta mutasyonu

Konfirmasyon; YND okuma derinligi iyi, Sanger konfirmasyonu yapilmadi.

G Sakarya Sinop
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c.119C>T

Sekil 77. Aile (OI#17) (G) aile agact. H) Indeks olguda IFITM5 geninde c.119C>T (p.Ser40Leu) heterozigot varyantina ait
IGV gériintiisii



105

4.1.18. Mutasyon Saptanmayan Olgular

Herhangi bir patojenik variant saptanmayan olgular dosya bilgileri, antenatal ve
postmortem muayene bulgulartyla olasi bir yeni projenin olusturulmasina alt yap1 saglamak
amaciyla yeniden degerlendirildi.

Olgu OI#18°de 21. GH’nda HC<3. p, AC<3 p, FL<3.p, humerus <5p 6l¢ililmiis, simetrik
IUGR, anhidroamnios, hiperekojenik barsak, uteroplasental yetmezlik saptanmisti. Post-
mortem muayenede simetrik [UGR’a ek olarak, hafif dolikosefali, belirgin alin, iiggen yiiz,
belirgin burun ve bilateral firlak topuk yapisi disinda 6zellik yoktu. Babygramda; kemik
mineral dansitesi ve yogunlugunda ileri derecede azalma ve tiibiiler kemiklerde kisalik
disinda, ek anomali izlenmedi. Olgunun bu ozellikleriyle azalmis mineralizasyon grubu
icindeki fenotipler agisindan WES analiziyle degerlendirilmesi planlandi (Tablo 19).

Olgu OI#19°da post travmatik laserasyonlar ve maserasyon nedeniyle dismorfik
degerlendirme suboptimal yapilabilmisti. Yaygin cilt 6demi ve dev kistik higroma ile
uyumlu olarak ileri derecede bol skalp ve ense cildi izlendi.Yarik damak,
ptotik/hipoplastik dil, mikroretrognati saptanmistir. Kranium hipomineralize ve platispondili
mevcuttur Tiim tiibliler kemiklerde orantili hafif kisalik, metafizyel radyoliisensi ve cupping
izlenmistir. Olgunun Tip II kollajenopatiler agisindan degerlendirilmesi planlanmistir (Tablo
19).

Olgu OI#20’de 24. GH’ nda tiim tiibiiler kemiklerde kisalik, sag femurda kirik izlenmisti.
Kalvaryum ve vertebra ossifikasyonu normal gozlenmis, sag radius diyafizinde radyoopasite,
bilateral femur diyafizinde kallus ile uyumlu goriiniim bulgulariyla ayirict tanisinda OI III
/IV tanilar1 yer almaya devam etmektedir (Tablo 19).

Olgu OI#21°de her iki humerusta, sag ulna ve radiusta belirgin agilanma, her iki kolda
fraktiir izlendi. Bilateral tibia, ulna ve radiuslarda sagda belirgin saftta bowing izlendi.
Azalmig vertebra - kranium mineralizasyonu ve platispondili izlendi. Pubik ossifikasyon
yoktu. Bu bulgularla OI ayirici tanida 6n planda yer almaya devam etti (Tablo 19).

Olgu OI#22’de antenatal ultrasonda oligohidramniyos, 10.p.’de femur uzunlugu, grade II
hiperekojen barsak, lomber skolyoz, TUA?, mikrognati?, hipoplazik sol bdbrek, sag renal
agenezi? saptanmis, postmortem muayenesinde dismorfizm, abdominal kaslarda hipoplazi,
ekstremite kaslarinda hipertrofik goriiniim, yaygin kontraktiirler, kisa ve kalin, modeling
anomalileri olan bowed femur-tibialar ve mikropenis mevcuttu. Ayiric1 tanida ilk sirada
kaba yiiz goriiniimii, eklem kontraktiirleri ve yumusak doku hipertrofisi ile Caffey-like
sendromu diisiiniildii (Tablo 19).

Olgu OI#23’te antenatal USG bulgulart (kisa tiibliler kemikler, dar toraks, tiibiiler
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kemiklerde bowing, kisa kotlar) ve olumsuz prognoz nedeniyle tahliye edilen 20 haftalik disi
fetusun postmortem muayenesinde Pierre-Robin sekansi, hafif dismorfizm kamptodaktili,
ekstremitelerde kisalik ve egrilik izlendi. Fetusun grafisinde agir platispondili, kisa tiibiiler
kemikler, metafizyel diizensizlikler/cupping, uvzun kemiklerde bowing gibi iskelet sistemi
bulgulartyla Bruck Sendromu tip II/ kifomelik displazi diisiiniildii (Tablo 19).

Antenatal USG bulgular1 (IUGR, dar toraks), postmortem fizik muayene ve grafi bulgular
(kraniotabes, ekstremite kisaligi, kalvaryum, tiim tiibiiler kemikler ve aksiyel iskeletin
yetersiz mineralizasyonu, platispondili, femurlarda ve tibiada bowing) ile ayirict tanida
Hipofosfatazya (perinatal-letal form) ve ikinci sirada osteogenezis imperfekta tip 11
diisiiniilerek panele alinan OI#24 olgusunda panel 6ncesi ALPL dizi analizinde mutasyon
saptanmamisti. Azalmis mineralizasyon grubu i¢indeki fenotipler agisindan WES analiziyle
degerlendirilmesi planlandi (Tablo 19).

19. GH’nda kraniyal ossifikasyonu olmadig, tiibler kemiklerde belirgin kisalik saptanan
OI#25 olgusunda sol kol, sol 6n kol ve sol femurda daha belirgin asimetrik kisalik, sag 6n
kolda ve bilateral femurlarda bowing bulgulariyla ayrict tanida Tip II kollajenopatiler
diisiiniilmiis ve WES analiziyle degerlendirilmesi planlanmistir (Tablo 19).

USG’ye gore 21. gebelik haftasinda kisa kotlar, dar toraks (66 mm), mikromeli ve
kranium ossifikasyon kaybi izlenen olgu OI#26 ‘nin grafisinde kranium ossifikasyonu
olmadigi, dar toraks, kotlarda multipl kiriklar ve beading saptanmisti. Tim tubuler
kemiklerde mezomelik kisalik, egrilik, femurlarda akordeon goériiniimii ile YND panel testte
CREB3LI1 geninde ekzon 5’de saptanan c.605 606insC ve ¢.659 660insC insersiyonlart SD
ile dogrulanamadi. Panel-gen test sonuglari geriye doniik degerlendirildiginde yalnizca geri
okumalarda goriildiigii ve kalite skorunun diisiik oldugu goriildii OI 6n tanistyla ileri

incelemeler planlandi. (Tablo 18)

Tablo 18. YND ile Mutasyon Saptanmayan Olgular

Olgu Karyotip Akrabalik Ol iligkili bulgular Ek bulgular Panel-gen testi lon Torrent Olasi Tani
sonucu * platformunda
CNV analizi
OI#18] 46,XX Kemik mineral simetrik IUGR, COL1A2 N A/T: Azalmig
dansitesi ve anhidroamnios, geninde mineralizasyon
yogunlugunda ileri hiperekojenik barsak, heterozigor fenotipleri
derecede azalma uteroplasental yetmezlik ¢.1514G>C
(Gly505Ala)
degisimi SD ile
dogrulanamadi
OI#19] 46,XY TUm tibuler Hidrops, N N A/T:Tip 2
kemiklerde orantili Yarik damak, Kollajenopatiler
hafif kisalik, ptotik/hipoplastik dil,
metafiziyel mikro-retrognati
radyolusensive
cupping
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O120|  46,xY 1° kuzen Tim tiibiler yok N A/T:OHIL/IV
kemiklerde kisalik,
sag femurda kirik
Ol#21 46,XY - Ust ve alt Pubik ossifikasyon N A/T: Ol
ekstremitede yoklugu
fraktir, bowing
Azalmis vertebra -
kranium
mineralizasyonu ve
platispondili
Ol#22 46,XY 1° kuzen Kisa femurlar oligohidramniyos grade I N A/T: Caffey-like sendromu
hiperekojen barsak,
lomber skolyoz, TUA?,
mikrognati?, hipoplazik sol
bobrek, sag renal agenezi?
kisa ve kalin, bowed
femur-tibialar ve
mikropenis, eklem
kontrakturleri
OI#23 46,XX - Kisa tubuler Pierre-Robin sekansi, N A/T:Bruck Sendromu tip Ii
kemikler, dar toraks, kamptodaktili, agir
tubiler kemiklerde platispondili, metafizyel
bowing, kisa kotlar dizensizlikler/cupping
o24]  asxv 2° kuzen Kraniotabes, IUGR N A/T: Kifomelik displazi
ekstremite kisaligi,
kalvaryum, tim
tibuler kemikler ve
aksiyel iskeletin
yetersiz
mineralizasyonu,
platispondili,
femurlarda ve
tibiada bowing
Ol#25] 46,XX 1° kuzen Kraniyal ossifikasyon sol femurda belirgin N A/,T: Aza'ﬂm|§ o
kaybi, tubtler asimetrik kisalik mlner.allzasyon fenotipleri
kemiklerde belirgin A./'I.':Hlpgf.osfatazya(ALP L
) dizi analizi :N)
kisalik ve bowing
01426 Mikromelive CREB3L1 A/T:Tip Il kollajenopatiler

kranium
ossifikasyon kaybi
kotlarda multipl
kiriklar ve beading
femurlarda
akordeon
gorinimu

geninde ekzon
5’de saptanan
€.605_606insC
ve
€.659_660insC
insersiyonlari
SDile
dogrulanamadi
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5. TARTISMA

Osteogenezis imperfekta, OD, OR ve X’e baghh kaliim modelinin goriildiigli nadir
genetik bir hastaliktir. Perinatal donemde letal formlardan, ilerleyen yaslardaki hafif formlara
kadar klinik bulgulart degiskenlik gosterir. Hastaligin genetik etyopatogenezinde,
cogunlukla tip I kollajeni kodlayan COLIAI ve COLIA2 genlerinin dominant kalitilan
mutasyonlar1 rol oynar. Bu genlerin kodladigi proteinlerin her biri, amino ve karboksil
terminal uglarindan  propeptitlerle ¢evrili (Gly-Xaa-Yaa)n tripeptidinin  kesintisiz
tekrarlarindan olusan alfa zincirlerini kodlar (106). Tripeptidi kodlayan 43 eksonun her biri
bir glisin (Gly) kodonu ile baglar ve bir Y-pozisyonu kodonu ile biter (116). 2000’ li yillarin
basindan itibaren, OI fenotipi ile iligskilendirilen genlerin tanimlanmasi hastaligin
molekiiler etyolojisinin gelismesine neden olmus, iskelet sistemi hastaliklarinin 2015 yilinda
revize edilen son nozolojisinde azalmis kemik dansitesi grubunda 20 den fazla genle iligkili
Ol fenotipi tanimlanmustir (2, 11).

Oningenetikheterojenitesive Tip 1 kollajeni kodlayan genlerin ekzon
sayilarinin ¢ok ve intronlarmin biiyiik olmasi nedeniyle Sanger yontemi ile dizilenmesi
yiiksek maliyet ve yogun emek gerektirmektedir. Diinyadaki bicok merkezde etyolojisinde
cok sayida ve bilyik genin tamimlandigi hastaliklarda YND temelli panel testler
kullanilmaktadir. 2017 yilinda Liu ve ark. tarafindan yapilan ve Osteoporos Int 2017°de
yayinlanan kohortta 101 aileden 103 olguda YND panel teknigi kullanilarak Ol ile iliskili 14
gende patojenik dizi varyantlar1 arastirilmis, genotip fenotip korelasyonu irdelenmis, 43’0
daha 6nce tanimlanmamis 75’1 OD, 15’1 OR, toplam 79 farkli mutasyon tariflenmistir. 2016
yilinda Kristof Arvai ve ark. tarafindan OI ile iliskili 19 gende YND teknigi kullanilarak
yapilan  analizde olgularm  yaklastk %  90’ninda  saptanan 4  gene it



109

(COLIAI, COL1A2, CRTAP ve LEPREI) 126 ekzon ayni anda incelenmis ve 3’ yeni
olmak tizere 23 farkli varyant tespit edilmistir. Bu calismada ozellikle klinik olarak hafif
etkilenmig OI tanili olgularin molekiiler tani almasi miimkiin olmus OI alt tiplerine ait
fenotipik bulgular genisletilmistir. Calisma OI'nin  gelisiminde rol oynayan gen ve
varyasyonlarin her gecen giin sayica artmasi, konvansiyonel yontemlere kiyasla hizl,
kapsamli ve varyant bulmadaki yiiksek potansiyeliyle YND teknolojisinin &zellikle prenatal
tan1 silirecindeki Gnemine vurgu yapmis, aile Oykiisii olmayan, klinik OI tanili olgularda
kollajen genlerinde mutasyon tespit edilememesi durumunda OI ile iligskili tiim genlerin
dahil edildigi genisletilmis panellerin kullanilmasi onerilmistir. Hedefli panel-gen testi tiim
ekzom analizi yaklagimi ile kiyaslandiginda, belli bir fenotip ile iligkisi bilinen genler daha
yiiksek kapsam ve okuma derinliginde analiz edilebildiginden, bu caligmada OI ile iligkisi
tanimlanmis 26 geni ¢eren panel-gen testi yaklasimi tercih edilmis ve olgular molekiiler genetik

acidan degerlendirilmistir.

YND ile panel-gen tekniginde kiitliphanenin hazirlanmasi ve biyoinformatik analizlerin
tasarimi kaliteli sonuglara ulasmanimn en 6nemli araglarindandir. Ancak, kapsanmayan ve
diisiik tekrarli okunan bdlgelerdeki varyantlarin atlanmasitekrar bélgelerindeki artislarin
saptanamamast ve ©6zel analizler hari¢ delesyon/duplikasyon bodlgelerinin tespit
edilememesi testin duyarliliginin diismesine neden olmaktadir. Ote yandan YND yéntemi
yiiksek tekrarla okunan bolgelerde klasik yontemlerle saptanamayan diisiik oranli mozaisizmin
gosterilmesinde ¢ok basarilidir. Iyi kalitede ve derinlikte okunmus olan varyantlarm Sanger
dizileme ile dogrulanmasina gerek duyulmazken, orta kalitedeki varyantlarn  varlhig
mutlaka dogrulanmali, kapsam dis1 kalan ya da diisiik kapsamda okunan bolgeler, Sanger dizi
yontemi ile taranmalidir. Analiz sonrasinda bilinen genlerde kalitim modeline uygun olarak
yeni tamimlanan ve in silico analiz programlar1 ile patojenik /olasi patojenik olarak
yorumlanan degisimlerin de Sanger dizileme yontemi ile dogrulanmasi ve ailede segregasyon
analizi ile desteklenmesi gerekmektedir. YND ile saptanan varyantlarin hastalik iligkili olup
olmadiginin degerlendirilmesinde O6zellikle 6nemi bilinmeyen varyantlarin (VUS, variant of
unkonwn significance) yorumlanmasi veritabanlar1 ve gilincel literature ragmen kolay olmayip

aile i¢i ko-segregasyon ¢aligmalar ile desteklenmelidir.

Bu calismada antenatal donemde, ayiric1 tanida OI disiiniilen 26 olguda OI ile iligkili
hedef genlerin 6zglin tasarlanmis panel-gen testi ile dizilenmesi, COLIAI genine 6zgii MLPA
yontemi ile delesyon/duplikasyonlarin arastirilmasi ve YND ile elde edilen verilere dayanan
kopya sayis1 degisikliklerinin istatistikselyontemlerle arastirllmasi planland1 ve

sonuglar demografik, klinik, ultrasonografik, radyolojik ve fenotipik ozellikler acisindan
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yorumlandi.

Olgulara ait demografik verilerin incelenmesinde 26 olgunun 11’inin Karadeniz
bolgesinden, 10’unun Dogu-Giineydogu Anadolu bélgesinden, birer olgunun Ege ve Marmara
bolgesi, lic olgunun da Yugoslavya- Moldovya-Arnavutluk kokenli olduklari bildirildi. Akraba
olan ebeveyn sayis1 5/26, yakin yerlesim yerinden olan ebeveyn sayist 7/26 iken, akrabalik
iligkisi olmayan olgu sayis1 14/26 olarak saptando. OI’de OD kalitilan tipler ig¢in etnik-
bolgesel ya da cinsiyet temelli farkliliklar bildirilmemistir. Literatiirle benzer olarak patojenik
variant tanimlanan 17 olgunun klinigi ile etnik kdkeni ve cinsiyeti arasinda da anlamli bir iligki
bulunmamistir (9 erkek/8 disi). Letal iskelet displazilerinde klinik genellikle erken gebelik
haftalarinda ve daha agir bulgularla ortaya c¢iktigindan gebelikte tan1 alma zamani agisindan
olgular incelendiginde 11 olgunun 20. gebelik haftasindan 6nce tani aldigi belirlendi.. Son ii¢
ayda patolojik USG bulgusuyla iki olgu (OI# 3 ve OI#16) COLIAI’de saptanan mutasyonlari
ile tan1 alirken, non-kollajendz genlerle (P3H1 ve IFITMY) patojenik degisimler tasiyan olgular
(OI#17 ve OI#18) sirayla 20. ve 18. gebelik haftalarinda tan1 almistir. 3. trimestirda tan1 alan iki
olgudan (OI#3 ve OI#16) birinin erken donem USG’sinde patolojik bulgu saptanmadigi,
digerinde ise takipsiz gebelik Oykiisii nedeniyle tanida gecikme oldugu raporlanmistir. Prenatal
donemde invaziv islem se¢iminde olgularin 7’sinde CVS, 7’sinde AS, 3’iinde kardiyosentez,
2’inde KS yapilmis, hi¢bir olguda isleme baghh herhangi bir komplikasyon bildirilmemisti.
Invaziv islem yaptirmak istemeyen aile sayis1 7 idi. Patojenik variant saptanan 17 olgunun
tamamina yakininda antenatal USG’de azalmis kraniyal ossifikasyon ve tiim tiibiiler kemiklerde
kisalik saptanirken, hastaliga ait klasik bulgulara ek olarak bir olguda ekojenik (Grade II) ve dilate
barsaklar, minimal asit, VSD siiphesi hipoplazik pelvis bulgulari, bir olguda ambigus genitalya,

diger bir olguda ise yaygin viicut 6demi tespit edilmistir.

26 olguda 4 ayn gende (COLIAI, COLIA2, IFITM5, P3HI) 7’si daha 0&nce
tamimlanmamis ancak in  silico analiz programlarindan patojenik/olas1  patojenik
yorumuna ulasilmis, toplam 17 degisim (% 69,2; 18/26) saptanmustir. Degisimlerin % 46,11
COLIAI (12/26), %I11,5°1 COLIA2 (3/26), %3,81 P3HI (1/26), %3.8’1 IFITM5 (1/26)

geninde yer ald1.
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Ol’de genotip-fenotip iligskisini anlamlandirmaya c¢alisan birden fazla model
gelistirildi. Modelleme ¢aligma verileri, iki kollajen zincirinin matris biitiinliiglinde farkl
roller oynadigini, COLIAI'deki mutasyonlarin genellikle COLIA2'deki mutasyonlardan
daha sik goriildiigii ve daha siddetli bir fenotip ile iliskili oldugunu gostermekle birlikte
her iki gendeki benzer mutasyonlar, genis  Olclide  degisken  fenotipler
sergileyebildiginden, genotip-fenotip korelasyonu tam olarak agiklanamamaktadir (244).
Olgu serimizde de patojenik varyantlar literatiire benzer sekilde g¢ogunlukla COLIAI
geninde saptanmustir. COLIAI geninde letal degisimlerin dagilimi tiim zincir boyunca
esit degildir. Ik 200 amino asitteki yer degisimler genellikle katlanma ve sarmal
stabilitesini etkilemediginden letal degildir. Peptidin ilk 22 amino asiti, transkripti
endoplazmik retikuluma yonlendirmek, 23-161 arasindaki amino asitler ise propeptid
domainini  olusturmakla  gorevlidir.  (UniProt; COI141 HUMAN-P02452). Olgu

grubumuzda ilk 200 amino asit i¢inde herhangi bir patojenik varyant saptanmamustir.

Kollajen peptidlerinin mekanik 6zelliklerinin, glisin mutasyonlarina degisen derecelerde
baghh oldugu gozlemlenmistir. Degistirilen amino asitlerin hidropati endeksi (H endeksi, bir
amino asitin hidrofobik veya hidrofilik olmasini1 tanimlar) ve kalinti hacmi (V) gibi baz
ozelliklerinin OI hastaliginin ciddiyet derecesi ile ilgili peptidin mekanik o6zelliklerini
degistirdigi ve molekiiliin sertliginin bu iki faktoriin fonksiyonuyla iliskisini gosteren
calismalar vardir (244, 245). Mutasyon tipleri acisindan her iki gende glisinin yerine
serin, sistein ve arjinin gelmesiyle olugsan yer degistirmelerin tahmin edilenden daha sik
meydana geldigi ve tim a-1 substitiisyonlarinin % 78.6'sin1, sisteinle ikame edilmesi, her
iki zincirdeki vakalarin yaklasik % 25'inde olusturdugu bildirilmistir. Olgu grubumuzda
glisin degisimlerinin 12°si COLIAI geni, Ugii ise COLIA2 geninde yer almaktadir.
COLIAIdeki 12 glisin degisiminin 7’si serin, biri valin (p.Gly338Val) digeriis e sistein
(p.Gly428Cys) degisimleridir (Tablo 19). COLIA2 geninde saptanan iki yanlis anlaml
(p.Glyl045Asp ve p.Gly718Ser) degisimin biri aspartat, digeri ise serin olup, bu
degisimlerin ikisi de daha oOnce tanimlanmamistir. Serin yan, karsit zincir veya su ile
hidrojen bag1 yapabilen hidrofilik bir amino asittir. COLIAI’de ayn1 kodonda saptanan serin
degisimi (c.1678G>A; p.Gly560Ser), olgu grubumuzda iki farkli olguda (OI#6 ve OI#8)
gosterilerek  klinik tablolarinin literatiir ile uyumlu oldugu saptanmistir (236). Olgu
OI#6°da, femurlarda hafif telefon ahizesi goriinlimii, sol humerusta kallus goriinlimi ve
kafatas1 kemiklesmesinde azlik nedeniyle terminasyon sonrasi ayirict tanida Ol disiiniilmiis,
ancak, kiriklara bagl crumpled goriiniimiin letal tipte saptanan yogunlukta olmamasi nedeniyle
alt tiplendirme yapilamamigti. OI#8’de ise Ol tanili annenin gebeliginin, 21. haftasinda
USG’de; tiim tiibiiler kemiklerde kisalik, femurlarda belirgin agilanma ve fraktiir

bulgulart ile takibe alinmigti. Anne adaymin postnatal femoral fraktiir Oykiisii ile
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dogdugu, normal skleraya sahip olup, ergenlikten sonra kiriklarinda azalma olmasi nedeniyle
OI Tip IV tamis1 almisti. USG takibi sonrasi aile, siiregelen gebelik icin devam karari
vermisti. Tez yazim asamasinda dogumu gerceklesen ancak postnatal muayenesi
yapilamayan OI#8 ile ilgili aileden alinan bilgide sol alt ekstremitede kalgadan itibaren
hiperfleksiyon postiirii, egri femur ve eklem laksitesi bulgulartyla dogdugu, radyolojik
degerlendirmesinde kirik saptanmadigi 6grenilmistir.26 olgunun ig¢inden canli dogumla
sonuglanan bu t e k olgudaki siire¢ yoOnetiminde; aile Oykiisii varliginda ayirici taninin
kolaylastig1 ancak fenotipik variabilitenin prenatal donemde verilen genetik danigmada
zorluklara neden oldugu ve yasayan olgularin postnatal donemde klinik, radyolojik ve

biyokimyasal olarak yeniden degerlendirmesinin 6énemli oldugu birkez daha vurgulanmis oldu.

Aspartik asit, arjinin ve valin gibi yiiklii ya da dalli bir yan zincire sahip olan
amino asit kalintilari, genellikle al zincirinde meydana geldiginden oldiiriicii fenotiplerle
sonuclanmaktadir. a-1 olgularinin % 73'inde letal degisim valin ile, %15'" alanin ile
iligkili  bulunmaktadir (106). Valin, a-2 ile iligkili degisimlerin sadece %17'sinde
oldiiriiciidlir. a-2 zincirinin amino-terminalindeki glisin degisikliklerinin %30'u letal
seyrederken, o-2 karboksil terminalindeki degisiklerin %60°1 letal sonuglar dogurur.
Calismamizda OI#9°da COLI1A41 geninde (p.Glyl106Arg) bir adet arjinin degisimi, olgu
#11’de COLIAIl geninde valin degisimi ( p.Gly338Val) ve olgu #15te COLIA2
geninde p.Glyl045Asp degisimi saptanmistir. Olgu grubumuzda, toplamda her iki

gende sadece dort olguda glisinin serin disindaki amino asitlere degisim oldugu gozlenmistir.

OI siddetinin kollajen molekiilii boyunca serpistirilmis 6nemli ve 6nemli olmayan
bolgeleri yansittigini belirten bir diger model olan bolgesel modelde ligand baglanma
yerlerini temsilen ‘lethal cluster’lar tanimlanmustir (106, 221, 222, 223). Calismalar, al
veya o2 zincirlerinde aymi glisinin ¢oklu degisimlere ugradiginm1 ve bunun al zincirinin
uzunlugu boyunca dagilan CpG diniikleotitleriyle iligkili olabilecegini varsaymaktadir.
Ancak al veya a2 zincirlerinde glisinin yer degisikligi yapmadig: iki bolge (484-493 ve
721-736 arasi) tanimlanmistir. Bu alanlarda patojenik varyant saptanmamasinin nedeni
degisimlerin eksik kapsanmasi ya da klinik olarak tespit edilmeyen embriyonik letal
sonuclart yansitmast nedeniyle olabilir (220). Literatiirle uyumlu olarak, bizim
olgularimizin da hi¢ birinde bu amino asit bolgelerinin bulundugu kiimelerde (484-493 ve
721-736 arasi) patojenik bir degisime rastlanmamistir. Yalnizca iki letal bolge (691-823 ve
910-964), ana ligand baglanma bolgeleriyle (MLBR'ler) hizalanarak kollajen
monomerlerinin veya fibrillerin integrinler, matris metaloproteinazlar (MMP'ler),

fibronektin ve kikirdak oligomerik matriks proteini (MMP'ler) ile onemli etkilesimlerini



gosterir.

(106). Calismamizda
OI#10°da 33. ekzonda p.Gly779Ser degisimi, OI#12’de ise ekzon 31’de

Ol#4’te
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COLIAI’de ekzonda p.Gly809Ser varyanti,

p.Gly701Ser

degisimlerinin bu tanimlanan letal bolgeler i¢inde yer aldig1 tespit edilmistir.

Tablo 19. COLIAI ve COLI1A2 genlerinde saptanan Glisin>Serin doniisiimiine neden olan patojenik degisimlerin

antenatal, postnatal ve molekiiler tani ile birlikte klinik siniflandirmasi gosterilmektedir.

Olgu Gen Protein Antenatal Postnatal Molekiiler
Tani Tani Tani

Ol#3 COL1A1 p.Gly1049Ser Ol tip Il Ol Tip IIB OITip I
Oi#4 COL1A1 p.Gly809Ser OITip Il Ol Tip A OITip Il
Ol#6 COL1A1 p.Gly560Ser OITip Il OITip Il Ol Tip IV
Ol#7 COL1A1 p.Gly1076Ser Ol Tip Il Ol Tip Il OlTip Il
Ol#8 COL1A1 p.Gly560Ser Ol Tip IV Ol Tip IV Ol Tip IV
Ol#10 COL1A1 p.Gly779Ser Ol Tip Il Ol Tip 1A OITip HIl/IV
Ol#12 COL1A1 P.Gly701Ser Ol Tip Il Ol Tip Il Ol Tip 1Nl
Ol#16 COL1A2 p.Gly718Ser Ol Tip Il Ol Tip 1A OlTip Il

Kollajen genlerinde glisinin yanlig anlamli degisimlerinden sonra, en sik goriilen varyant
tipi kirpilma bolgesi degisiklikleridir (216). Bu tiir degisimler, ekzon atlamasina, intronlarin
okunan bolgeye katilmasina, intron veya ekzonlardaki kriptik alanlarm aktivasyonuna yol
acabilir. Kirpilma hatast degisimlerinin mRNA ve protein iizerindeki etkisi, bu degisikliklerin
cerceve iginde olup olmamasi veya translasyonel degisimler iiretip liretmemesine baglidir. OI
varyant veri tabaninda 300’{in iizerinde kirpilma hatasina neden olan degisim bildirilmistir
(233). COL1AI ve COLIA2'deki kirpilma hatast mutasyonlar1 nadiren letaldir. COLIAI
donodr bolgesinde gozlenen en yaygm dizi degisikligi G>A geg¢isidir (230). COLIAI de
intronlarin alict bolgelerindekinin aksine, verici tarafta G>A degisimi farkli OI fenotiplerine
yol agabilir. Ayni intronda ayni mutasyonlara sahip kisilerin genellikle benzer fenotiplere
sahip oldugu bildirilmektedir. Calismamizda daha once bildirilmemis, biri COLIAI
geninde SA (splicing acceptor) bolgesinde (c.2398-2A>G), digeri COLIA2 geninde SD
(splicing donor) bolgesinde (c.3159+1G>A) olan iki kirpilma hatasi degisimi saptanmaistir.
Literatiirde COLIAI genindeki SA bolgesindeki ¢.2398-1G>A degisimi daha 6 nce
Schleit ve ark. (2015) tarafindan Ol ile iliskilendirilmistir (230).
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Mutasyonlarin fenotiple iligkisini anlamlandirmaya calisan fenotip-gradyan modelinde,
mutasyonun iiclii sarmal iizerindeki konumu, hastalik siddetini belirleyen temel faktordiir.
Propeptidler prokollajenin her iki ucunda yer alir ve peptidin ¢Ozliniirliglini artirr,
translasyon sonrast modifikasyon islemi sirasinda hareketini saglar. Bu modelde katlanma C-
terminalden baglayip N-terminale dogru ilerlediginden, N-terminale yakin yerlesim gosteren
mutasyonlarin, C-terminale yakin yerlesim gosteren mutasyonlardan daha hafif fenotip
gostermesi  beklenmektedir (224). Amino terminal propeptid (N-propeptid) bolgesinde
meydana gelen degisimler defektif capraz baglarin olustugu OI/EDS fenotipleriyle
iligkilendirilmistir (196). Eklem laksitesi ve ciltte hiperekstansibilitenin klasik OI
fenotiplerine eslik ettigi bu hafif tabloda, mutasyon nedeniyle N-propeptid bolgesi
cikarilamaz, olgunlasmamis capraz baglar ve stabilitesi azalmis prokollajenin katlanmasi
bozulur (196). Olgu grubumuzda N- propeptid bolgesinde herhangi bir patojenik degisim
saptanmamustir. Karboksil- terminal propeptid (C-propeptid) bolgesini etkileyen degisimler
i s e genellikle, sisteinin yan zincirindeki thiol ile kurulan disiilfit baglarinin bozulmasi ile
ortaya c¢ikar. Bu bolgeki mutasyonlar iiclii heliks mutasyonlarmma gore olduk¢a nadir
gozlenir. C-propeptid mutasyonlar1 ile ilgili literatiirde, gecikmis trimerizasyon, azalmis
sekresyon ve azalmig prokollajen iiretimine neden olduklari (117) ve bu gorevlerine ek
olarak osteoblastlarin erken farklilasma doneminde, TGF-B ve kollajen sentezini modiile
eden bir sinyal molekiilii gibi davrandiklar bildirilmistir (185). Ek olarak COLIAI ve
COL1A2 genlerinin C-propeptid ayrilma bdlgesinde yer alan degisimlerin saptandigi baz1
olgularda (p.Asp1441Tyr, p.Thr1416RfsX10, p.Alal387Val), tipik OI bulgularina ek olarak
artmis kemik yogunlugunun saptandigi farkli fenotipler de bildirilmigtir. Olgu grubumuzda
olgu#5’te COLIAI geni ekzon 50’de saptanan heterozigot ¢.4238A>G (p.Aspl413Asn)
varyant1 C-propeptid bolgesi i¢inde yer alan ve literatiirde daha 6nce tanimlanmamis bir
degisimdir. Literatiirde ayn1 bdélgede c.4237G>A (Aspl1235Asn) degisimi OI Tip II (234),
c.4239T>A (Asp1235Glu) degisimi ise OI Tip I ile iliskilendirilmistir (235).

COLI1A1 ve COL1A2°de saptanan klasik OI degisimlerinin yan1 sira 2000’11 yillardan sonra
cogunlukla otozomal resesif kalitilan non-kollajenéz genler de OI fenotipleriyle
iliskilendirilmistir. Olgu grubumuzda COLIAI/COLIA2 genlerinin disinda yer alan diger 24
genin sadece ikisinde patojenik varyant saptanmistir. Bunlardan biri P3HI digeri ise
IFTMS5 genidir. Bu genler genellikle Tip I kollajen ile etkilesime giren, kollajen sentezi,
katlanmas1 ve translasyonel modifikasyon, kolajenin hiicre i¢i trafigi ve kolajen fibrillerinin
capraz baglanmasi ile iligkili farkli fonksiyonlara sahip olan proteinleri kodlar. Calisma

grubumuzda P3HI geninde saptanan degisim daha Once tanimlanmamis g¢erceve kaymasina
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neden olan homozigot (c.1852delC/ p.Leu618Ter) bir delesyon idi. Birinci derece kuzen
olan ebeveynlerine yapilan Sanger dizi analizi heterozigot ebeveynlerin tasiyict olduklarim

gostermis ve aileye OR tipi kalittm modeline uygun genetik danisma verilmistir.

Calisma grubumuzda OI Tip II fenotipiyle prezente olan bir olguda IFITMS5 geninde
heterozigot c.119C>T (p.Serd40Leu) degisimi (OI# 8) saptanmistir. OD kaliim gosteren
IFITM5 geni, Ol Tip V ile iliskilidir. Literatiirde /FITM5 geninde c¢.119C>T mutasyonu
saptanan olgunun 20.gebelik haftasinda tiim tiibiiler kemiklerinde kisalik ve egrilik saptandigi,
40. GH’inda 42,5 cm boy (<3p) ve 9/10 APGAR’la dogdugu, ¢ok sayida kot kingi, dar
toraks ve kalgca dislokasyonu izlendigi bildirilmektedir. Yaygin osteoporozu olan olguya 4
aylikken pamidronat tedavisi baslandigi, 18 aylikken dis siirimiinde gecikme ve motor
gerilige sahip oldugu, 5 yas kontroliinde ise 2 kot fraktiirii ve 3 kez sag femur fraktiirii oykiisii
oldugu bildirilmistir. Biligsel fonksiyonlar1 ve dil gelisimi normal olan olgunun bes yasinda
iken halen desteksiz yiiriiyemedigi bildirilmistir. Sonraki yillarda degisimle ilgili bildirilmis
yeni olgularda (153) OI Tip V’e 6zgiin bulgularin (hiperplastik kallus, interoséz kalsifikasyon,
radius basi dislokasyonu) tiimiiniin mutasyon bildirilen olgularda bulunmadigi ve fenotipik
heterojenitenin  gdzlendigi bildirilmistir. Olgumuzun postmortem radyolojik incelemesinde
heterojeniteyi destekler sekilde hiperplastik diizeyde kallus olusumlar1 saptanmadi. Degisim
Sanger dizileme yontemi ile dogrulanmis olup, anne babada segregasyon analizi yapilamamis
ve degisim bolgesinin tiirler arasinda evrimsel olarak korunmasi nedeniyle patojenik olarak

kabul edilmistir.

COLIAI'in OI ile iliskisi ilk kez 1983 yilinda, gendeki delesyonla saptanmistir. (92).
Ancak kollajen tip I genlerinin ¢ok ekzonlu biiylik delesyonlar1 oldukga nadirdir. Literatiirde
az da olsa yaymlanmig kismi ya da tim gen delesyonlarinin varligt MLPA tekniginin de
tanisal yaklagimda kullanilmasin1 6nermektedir (23). Genel olarak, COLIAI veya COLIA2
genlerindeki cergeve i¢inde kalan delesyonlarin iiglii sarmalin ig¢ine girerek dominant negatif
etki ile letal veya siddetli bir OI fenotipi ile sonuglanabilece§i bildirilmektedir. Kollajen
genlerinin delesyonlar1 “dur” kodonu veya cer¢eve kaymasi mutasyonlarina benzer fenotipte de
ortaya ¢ikmaktadir. Ancak yanlis anlamli mutasyonlar katlanmayr bozdugu i¢in null
mutasyonlardan daha agir fenotipe yol agcmaktadir. Tim COLIAI genini igeren 17g21.33
lokusundaki delesyonda COLIAI alelinin tamamen silinmesinin, COLIAI  ekspresyonu
iizerinde yukarida tarif edilen dominant negatif etkiyi ortadan kaldirdigi ve daha hafif bir
klinik tablo ile sonuglandig1 goriilmiistiir (232). Mavi sklera, dogumda kirik dykiisii, osteopeni,
mikrognati, yarik damak ve marfanoid 6zelliklerle COL1A41’in timiini igeren 17q21.33-g23.1
delesyonu bildirilmistir (235). Mikroarray analiziyle incelenen diger bir 6rnekte, sadece

COLIAI‘in degil komsu genlerin (DLX3 ve DLX4) de dahil oldugu ardisik gen
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sendromu tablosunda dislerde diskolorasyon ve kemik kirilganhiginda artis bulgulan

saptanmistir (234). Bu nedenle COL1A41/COL1A2 dizi analiziyle herhangi bir patojenik degisim
saptanmamig Ozellikle kollajen genleriyle ilgili kalitim paterni veya klinik bulgulari1 varliginda
MLPA ile olas1 delesyon ve duplikasyonlarin dislanmasi dnerilmektedir (234).
Olgu grubumuzda COLIAI genindeki CNV’ler i¢in MLPA Kkitlerinin kapsadigi genin ilgili
bolgelerinde (Ekzon 1-51) delesyon/duplikasyon analizi yapilmistir. Referans &rnekler
secilerek, once fragman analizi ardindan karsilagtirmali istatistiksel analiz yapilmis, boylelikle

gendeki olasi delesyon veya duplikasyonlar diglanmastir.

Olgularimizda, panel-genlerde olasi CNV'ler, IonTorrent platformunda yapilan YND
verileri kullanilarak genis hassasiyetli glivenlik (confidence) skorlar1 (10) ve MAPD degerleri

(0.3) temel aliarak incelendi ve dislandi.

Uclii sarmal alan icindeki herhangi bir ekleme veya silinme ii¢lii sarmalin diizgiin bir
sekilde katlanmasimi bozar. Calismamizda OI#26’da CREB3LI geninde YND ile saptanan iki
farkli insersiyon Sanger dizileme ile dogrulanamamistir. Her ikisi de CREB3LI geni ekzon
5’de bulunan c.605 606insC ve c¢.659 660insC insersiyonlari veri tabanlarinda daha once
tanmimlanmamis ancak, in silico tahmin programlar1 tarafindan patojenik olarak
degerlendirilmisti. Sanger dizi ile dogrulanamayan bu degisimler i¢in panel-gen test sonuglari
benzer sekilde geriye doniik degerlendirildiginde c¢ift yonlii okumalarda goriilmedigi, kalite
skorunun diisilk oldugu ve saptanan mutasyon bolgesini kapsayan amplikon agisindan da

panelin hassasiyetinin diisiik olduguna karar verilmistir.

Sonu¢ olarak letal OI formlarinin altinda yatan mekanizmalarin gesitliligi g6z Oniine
alindiginda, genotip ve fenotip arasindaki iligskinin anlasilmasi, hali hazirda mevcut olandan
daha fazla sayida klinik veriyi ve patojenik varyantin tespitini gerektirmektedir. Karmagik
modelleme sistemlerinin oldugu, genetik heterojenitesi olan hastaliklarda ailelere verilecek
genetik danismada en dogru strateji yukarida bahsedilen ve her biri ayr1 bir yaklagimin pargasi
olan molekiiler modellerin temsil ettigi bilgiyi ¢oklu tahmin araglariyla birlestirerek
yorumlamaktir. Umuyoruz ki ¢alismamizdan ¢ikan yeni varyantlar, genotip-fenotip iliskilerini

incelemek i¢in  mevcut bilinen bu molekiiler/klinik modellere  katki  saglar.
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uygun bulunmus olup, tutanaklar ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi rica ederim.

™

Prof. Dr. A.Ya§id URESIN

Istanbul Ti

iltesi Klinik Aragtirmalar

Etik Kurul Bagkam
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EK-2: BILGILENDIRILMiS GONULLU ONAM FORMU

T.C
iSTANBUL UNIVERSITESI
istanbul Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dali
(tel: 0212 414 2000/ 32564-32327-35067)

MOLEKULER ARASTIRMALAR iCiN BiLGILENDIRILMiS GONULLU ONAM FORMU

Proje Adi: Pre-perinatal donemde ayirici tanida osteogenezis imperfekta diisiiniilen olgularda
yeni nesil dizilemenin kesin taniya katkisi
Proje No.:
Projenin baslama tarihi:
Projenin bitis tarihi:
Doktorlarimiz ailenizde yaptiklari degerlendirmeler sonucunda temel bag dokusu proteinlerinden biri
olan tip 1 kollajenin yapi ve/veya sentezinde bir sorun oldugunu disindiiler. Sizde de saglik sorunlarina
yol acabilecek bu hastalik, “Osteogenezis imperfekta” olarak adlandiriimaktadir. Bu hastaliga yol agan
onlarca gen vardir ve her ailede bunlardan hangisinin sorumlu oldugunu belirlemek bu hastaliklarin
tedavisi, ailedeki diger olgularin erken tanisi ve hatta saglikh ¢ocuk sahibi olmak icin gereklidir. Size ve
ailenize yardimci olmak amaciyla bu hastaliklarin tanisinda kullanilan ¢ok 6zel laboratuar testleri kendi
laboratuarimizda yaparak oncelikle size ve sizin gibi diger hastalarda da kolaylikla uygulanmasini
saglamak istiyoruz. Bu galismada sizin aileniz gibi saghk sorunlari olan kisilerden kan ve/veya deri
ornekleri alinarak bu dokularda testler yapmayi planliyoruz. Proje igin ayrica bir girisim yapiimayacaktir.
Bu calismaya katilmaya davet edildiniz fakat karar vermeden once c¢alismanin riskleri ve yararlar
konusunda bilgilendirmek istiyoruz. Bilgilendikten sonra anne babanizla birlikte Molekiiler Arastirmalar
icin Bilgilendirilmis Gonilli Onam Formunu okuyup katilmayi kabul ediyorsaniz formu imzalamaniz
gerekmektedir
1. Projeye Katim icin Gerekli Kriterler; Projeye katihm icin en énemli kriter istanbul Universitesi Tip
fakiltesi Tibbi genetik ABD poliklinigi’/nde klinik ve radyolojik testlerle “Osteogenezis imperfekta” klinik
tanisi konulmus ya da ailesinde Ol tanili olgu olmasidir.
2. Yapilacak islemin tanimi: Klinik degerlendirmede projeye katihm kriterleri saglandiginda bu calisma
icin yaklasik 2 ml kan érnegi ve/veya deri érnegi (4mm biyiikligiinde) alinmasi gerekecektir. Ornekler
sadece bu ¢calisma kapsaminda calisilmak Gzere 6zel kosullarda saklanacaktir.

Bu ¢alismaya katilmaniz igin sizden herhangi bir ticret istenmeyecektir ve gonillii katilim esastir.
3. Ornek Aliminin Olasi riskleri:
a. Kan Ornegi alimi; Rutin testler amaciyla kan érnekleri alinirken KsEDTA It mor kapakli tiipe alinan
drnegin 2 ml si bu calisma amaciyla kullanilacaktir. Bu isleme bagh; (1) igne-batmasi sirasinda hafif bir aci
duyulabilir, (2) igne batmasi sonrasinda ¢ok nadiren de olsa enfeksiyon gelisebilir.
c. Deri Biyopsisi alinmasi; Bolgesel anestezi altinda uygulanir. Biyopsi alinacak boélge saptandiktan sonra
bu alan 6nce temizlenir, tek bir enjeksiyon ile lokal anestezi yapilir. Bu isleme bagh olarak; (1) anestezi
ignesinin girisine bagh hafif bir aci hissedilebilir, biyopsi alani uyustuktan sonra 4 mm kesi yapilarak deri
dokusu alinir ve bu alan steril bir flasterle kapatilir, (2) biyopsi sonrasinda ¢ok nadir enfeksiyon gelisebilir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler:

Yapilacak testler, sizin ve ailenizdeki diger bireylerin gelecekte bu genetik hastaliktan
etkilenecegini ortaya cikarabilir ve bu bilgi sizde psikolojik sorun yaratabilir.Bu bilgiyi 6grenmeyi
tamamen ret edebilirsiniz. Bu calisma ile elde edilecek genetik bilgiler kesinlikle gizli kalacaktir ve sizin
disinizda baskalari ile paylasiimayacaktir, bilginin paylasimi sadece sizin izninize bagh olacaktir. Genetik
testlerin 6nemli bir riski de bu testler sonucunda anne yada babanin biyolojik kimliginin saptanmasidir.
Bu durumlarda da gizlilik ilkesine bagh kalinacaktir. Size ait kan ve doku ornekleri sadece bu g¢alisma igin
kullanilacaktir.

Olasi yararlar: Bu calismanin esas amaci sizde ya da ailenizde saptanan hastaliga neden olan genetik
faktorleri 6grenmektir. Biz bu asamada heniiz yapilacak testlerin, size ve ailenize dogrudan ya da dolayli
bir yararinin olup olmayacagini bilmiyoruz. Fakat kesin olan bu ¢alismalar tamamlandiginda bu hastaligin
nedenleri konusunda daha ¢ok sey 6grenebilecegimiz ve bdylece hem sizlere hem de gelecekte bu tir
hastalara daha ¢ok yardimci olabilecegimizdir.
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Diger secenekler: Bu calismaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege
baghdir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide bir degisiklik olmayacaktir. Yine galismanin
herhangi bir asamasinda onayinizi cekme hakkina da sahipsiniz.

Hastanin/Katimcinin Beyani
Sayin - Drcccceeecieieeicieiee, tarafindan e, (kurum

belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdéyle bir
arastirmaya “katilimcl” (denek) olarak davet edildim. Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda
kalmasi gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da blylk 6zen ve saygi ile
yaklasilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel
bilgilerimin 6zenle korunacagi konusunda bana yeterli gliven verildi.

Projenin yirutilmesi sirasinda herhangi bir sebep géstermeden arastirmadan cekilebilirim (ancak
arastirmacilari zor durumda birakmamak icin arastirmadan cekilecegimi onceden bildirmemim uygun
olacaginin bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci
tarafindan arastirma disi da tutulabilirim.

Arastirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum.
Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
olusabilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tirli tibbi girisiminsaglanacagi
konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi girisimler ileilgili olarak da parasal bir yik altina
girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Prof. Dr.Z. Oya Uyguner'i
"+902124142000/32327-32347 nolu telefon ve 1.U. istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali
"dan Dr. Leyli Sentiurk’id arayabilecegimi biliyorum. Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve
katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilagmis degilim. Eger
katilmay! reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar
getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tim agiklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima belli bir disinme
suresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katilimci” (denek) olarak yer alma kararini aldim. Bu
konuda yapilan daveti blylk bir memnuniyet ve goniilliilik igerisinde kabul ediyorum.

imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

GONULLU ONAM FORMU

Yukarida gondlliye arastirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri gosteren metni okudum.
Bunlar hakkinda bana yazili ve so6zll agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya kendi
rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin katilmayi kabul ediyorum.

Goniilliniin Adi-soyadi, imzasi, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)
Aciklamalari yapan arastirmacinin Adi-soyadi, imzasi

Tarih :

imzasi:

Katilimcilarin: ~ Adi Soyadi Dogum tarih imza Ebeveyn
Aile lyesi
Aile lyesi
Aile lyesi
Aile tyesi
Aile lyesi
* Aragtirma amagli DNA i¢in kan ve /veya deri 6rnegi alinan hastalara imzalatilmalidir
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EK-3: HASTA iZLEM FORMU

ITF Tibbi Genetik Anabilim Dal

Osteogenezis imperfekta
hasta takip formu

ADI SOYADI/ DOGUM TARiHi: MUAYENE TARiHi:
ANNE ADI SOYADI/DOGUM TARiHi: PROT NO:

Aile Agaci

Antenatal USG bulgulari:

Fizik Muayene:
Tarti: Boy: OFC:

Grafi bulgulari:

| Patoloji sonucu:

Sitogenetik/molekiiler siyogenetik/molekiiler analiz sonuglari:

Yorum:

Tani:

Plan:
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EK 4: OZGECMIS

ADI SOYADI: LEYLIi SENTURK

1.GENEL

DUZENLEME 09.10.2017
TARIHI

T.C. KIMLIK NO 25202271652

DOGUM YERI VE | Malatya-1977
YILI

GOREYV YERI Tibbi Genetik AD.

GOREV UNVANI | Tipta Uzmanlik Ogrencisi

Istanbul T1p Fakiiltesi, Tibbi Genetik AD, Cerrahi Monoblok

YAZISMA ADRESI binas1 poliklinik kat1, Millet caddesi 34390, Capa, istanbul
TEL 02124142000- 32564 GSM | 05058546527
E-POSTA leylidr44(@yahoo.com FAX | 02125348440
2. EGIiTiM
le:rzflgiHYiET UNIVERSITE-FAKULTE-BOLUM/ANABILIM DALI
29.11.2001 Ondokuz Mayis Universitesi- Tip Fakiiltesi

3. ARASTIRMA PROJELERI DENEYIMIi

PROJE ADI KURUM TARIH GOREV* PROJE TURU**

*  (Yiritiicli, Arastirmaci/Uzman, Danigman, Bursiyer, Diger)
**  (Kurumsal, Ulusal, Uluslararast)

4. ARASTIRMA KONUSU ILE ILGILI YAYINLARI

(EL YAZISI ILE)

Ozgecmis Sahibinin Adi ve Soyadi:
Tarih: .../..../......

Imza:

Gerektiginde ilgili baslik altindaki satirlarin sayisi arttirilabilir.

Varsa, gorev alinan tiim klinik aragtirma projeleri yazilmalidir.

Bilgiler, tarih siralamasina gore, en eski tarihliden yeniye dogru siralanmalidir.
Tiim sayfalar imzalanmalidir.

:BP’!\’.HE


mailto:leylidr44@yahoo.com
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