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OZET

Cetinkaya A. Kraniyosinostozlarda primer fibroblast kiiltiiriinde transkriptom
calismasi. Hacettepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Uzmanlik Tezi,
Ankara 2014. Kraniyal suturler, kafa kemiklerinin arasinda bulunan kemiklesmemis
bag dokusundan olusan ve gelisim sirasinda bu kemiklerin blylimesine izin veren
yapilardir. Bu yapilarin zamanindan 6nce kemiklesmesine kraniyosinostoz adi verilir.
Apert Sendromu, kraniyosinostoz, diger iskelet anomalileri ve dismorfik bulgularin
yanisira baska sistemik anomalilerin de eslik edebildigi otozomal dominant kalitilan
bir sendromdur. FGFR2 genindeki iki tane ligand bagimli islev kazanimina neden
olan missens mutasyon hastalarin cogunda Apert Sendromu’nun nedenidir. Bu
¢alismada, 3 Apert Sendromlu hastadan ve kraniyosinotozu olmayan kontrol
bireylerinden kurulan primer deri fibroblasti kiltlrleri transkriptom mikrodizini
yontemiyle birbiriyle karsilastirilmistir. Ayrica, primer fibroblastlarin FGF2’ye
yanitlari da degerlendirilmistir. Sonucgta, 181 genin ifadesinde deney gruplari
arasinda anlamli farkliliklar bulunmustur. Bu 181 genden Apert Sendromlu hastalara
ait fibroblastlari kontrol grubundan ayiran 10 gen ortak bir iletisim aginin igcinde ve
ortak GO terimlerine sahip genlerdir. Bunlardan COL11A1, COMP, CPXM2, ITGAS,
MGF ve TNC ekstrasellliler matriks organizasyonu ile iliskili iken FRZB, SFRP2, TBX5
ve WNT2 mezenkimal farklilasma ile iliskilidir. Her iki yolagin uyarilmasi, Apert
Sendromu primer fibroblast kiltiriinde kemik dokusuna farklilasma egiliminin
arttigini  gostermektedir. Bu c¢alismanin  sonuglari  Apert Sendromu’ndaki
kraniyosinostozun, sitirlerdeki bag dokunun hizlica kemige farkllasarak kapanmasi
sonucu ortaya ciktigi gorisinl desteklemistir. Ek olarak, bu ¢alisma sonucunda
Apert Sendromu ile ilgili arastirmalarda model olarak primer dermal fibroblast
kiltlrlerinin kullanilabilecegi gorilmustdir.

Anahtar kelimeler: kraniyosinostoz, Apert sendromu, FGFR2, transkriptom
mikrodizini, fibroblast

Bu calisma HUBAB 6385 tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Cetinkaya A. Transcriptome study in primary fibroblast cultures in
craniosynostosis. Hacettepe University, Faculty of Medicine, Medical Genetics
Specialty Thesis, Ankara 2014. Cranial sutures are unossified connective tissue
structures between the cranial bones, which allow the expansion of these bones
during development. Premature ossification of these structures is called
craniosynostosis. Apert Syndrome is an autosomal dominantly inherited syndrome,
which is characterized by craniosynostosis, other skeletal anomalies and dysmorfic
findings, as well as other systemic abnormalities. Two missense mutations in FGFR2
gene which result in ligand-dependent gain of function is responsible for most of
Apert Syndrome in affected individuals. In this study, primary skin fibroblast
cultures obtained from 3 individuals with Apert Syndrome and 3 controls without
craniosynostosis were compared with transcriptome microarray. In addition,
primary fibroblast response to FGF2 was evaluated. As a result, 181 genes were
shown to be differentially expressed between experimental groups. Among these
181 genes, 10 genes, which significantly differ in Apert Syndrom fibroblasts
compared to controls, were shown to be involved in a common interaction network
and have common GO terms. Among these COL11A1, COMP, CPXM2, ITGA8, MGF
and TNC are related with extracellular matrix organization and FRZB, SFRP2, TBX5
and WNT are related with mesenchymal differentiation. Upregulation of both
pathways show that Apert Syndrome primary fibroblast cultures have an increased
tendency towards bone differentiation. The results of this study have supported the
notion that craniosynostosis in Apert Syndrome is the result of fast and early
differentiation of connective tissue in the sutures. Furthermore, this study
demonstrates the potential of using primary dermal fibroblast cultures as a model
in research related to Apert Syndrome.

Keywords: craniosynostosis, Apert syndrome, FGFR2, transcriptome miroarray,
fibroblast

This study is supported by HUBAB 6385.
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1. GiRiS

Kraniyal sitlrler, kafa kemiklerinin arasinda bulunan ve normal cocukluk
déneminde belli bir sire kemiklesmeyerek, acgik kalarak, ¢ocukluk déneminde
beynin yeterli blylyebilmesine izin veren kemiklesmemis bag dokusundan olusan
yapilardir (1,2). Kraniyal sttiirlerin erken kapanmasi sonucu ortaya ¢ikan hastaliklara
kraniyosinostozlar adi verilir. Kraniyosinostozlarin genetik pek ¢ok nedeni
saptanmistir; ancak bir kisminin genetik nedeni heniiz bilinmemektedir. Ozellikle,
bir sendromun pargasi olabilen, genetik nedenleri iyi tanimlanmis ve patogenez
mekanizmalari genisce arastirilmis ve arastirilmaya devam edilen birgok
kraniyosinostoz bulunmaktadir. Genetik sorunlarla iliskili bu kraniyosinostozlarin
nedenleri incelendiginde 6zellikle fibroblast bliyiime faktorli reseptori (Fibroblast
Growth Factor Receptor, FGFR) ve bununla iliskili olan yolaklari ilgilendiren
genlerdeki sorunlar etyolojik neden olarak géze carpmaktadirlar (3). Buna ek olarak,
kraniyosinostozlarin patogenezi lizerine yapilan, genleri bilinen hastaliklar disindaki
arastirmalar da FGFR ve iliskili yolaklari isaret etmektedir (3,4).

FGFR ve iliskili yolaklarin hiicre ici en onemli ortak hedeflerinin
transkripsiyon oldugu gosterilmistir. Bu yolaklar hiicre zarindan ¢ekirdege uzanan ve
gen ifadesini etkileyen ikincil mesajcilari uyarmaktadirlar (5). FGFR'nin uyardigi
ikincil mesajcilarin  6zellikle sitlirde bulunan mezenkimal hicrelerin  kemik
hicrelerine farklilagsmasini  uyardigr gosterilmistir (1). Kemiklesme siirecinin
hizlanmasinin ise sutlrin hizlica kemik dokusuna farklilasarak kraniyosinostoza
neden oldugu distnilmektedir (1).

Apert Sendromu, %98’i FGFR2 genindeki 2 tane islev kazanimina neden olan
missens mutasyon sonucu ortaya ¢ikan bir sendromik kraniyosinostozdur (3). 1995
yihindan beri genetik nedenleriyle beraber bilinen Apert Sendromu ve diger FGFR
iliskili ~ kraniyosinostoz ~ sendromlarina  ait  c¢esitli  biyolojik  6rnekler,
kraniyosinostozlarin  patogenezinin arastirilmasinda  siklikla model olarak
kullanilmaktadir. Bugline kadar yapilan calismalarda Apert Sendromlu hastalara ait

sutlr dokusu, sindaktiliye maruz kalan doku ve kafa derisine ait 6rnekler test



edilirken bu hastalarin baska boélgelerinden alinmis deri fibroblastlari Uzerine
calisma yapilmamistir. Ayrica, FGFR2'nin FGF tarafindan uyarilmasinin tim gen
ifadesi duzeyinde nasil bir degisiklik yaptigina iliskin de kisith sayida calisma
bulunmaktadir.

Bu tezin amaci, genetik kraniyosinostozlar icin bir model olarak Apert
Sendromu’nu  kullanarak deri fibroblastlarinda tim gen ifadesi dizeyinde
normalden sapmalari ortaya koymaktir. Bu amacla, Apert Sendromlu bireylerden ve
kraniyosinostozu olmayan bireylerden alinan deri 6rneklerinden dermal fibroblast
kiltarleri kurulup oOrnekler arasindaki gen ifadesi farkliliklari transkriptom
mikrodizini yontemi ile karsilastirilacaktir. Bu karsilastirma igin bugtine kadar yapilan
calismalardan farkh olarak sitirlerden uzak bolgelerdeki dermal fibroblastlar
kullanilacak ve bu fibroblastlarin FGF2 ile uyariimasinin etkisi incelenecektir.
Saptanan farkhliklar Apert Sendromu’nun ve kraniyosinostozlarin patogenezinin
anlasilmasi igin bilgi saglayacaktir. Ayrica, farkli ifade edilen genlerin kraniyosinostoz
arastirmalarinda 6n plana c¢ikacak hedef molekiller veya hedef yolaklar olarak

kullaniimalart mimkindur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kraniyosinostozlar

2.1.1. Kraniyosinostozlarin Tanimi

Kafa kemikleri prenatal donemde néral krestten koken alan mezenkimal bag
dokusunun intramembrantz osifikasyonla kemik dokusuna farklilasmasi ile
olusurlar. Bebekler, kafa kemikleri arasindaki birlesme noktalarindaki bu bag
dokunun kemiklesmesi tamamlanmadan dogarlar. Kafa kemikleri dogumun
ardindan da kemik dokusuna farklilasmaya devam ederler. Intramembranéz
osifikasyon sireci ile kafa kemikleri arasinda yer alan sitirlerdeki bag dokusu
zamanla kemikleserek birlesir, veya baska bir deyisle kapanirlar (6). Bebeklerin
beyinleri, hayatin ilk yilinin sonunda dogumdaki ile karsilastirildiginda hacminin
yaklasik dort katina gikar (7). Beynin bliyimesine izin verebilecek sekilde kraniyal
sutiurlerin dogumun ardindan bir sire agik kalmasi normal beyin blylmesi ve
norolojik gelisim icin blylik 6Gneme sahiptir.

Kraniyosinostoz, kraniyal sutirlerin kemiklesmesinin zamanindan Once
gerceklesmesi durumuna verilen addir (3). Yapilan ¢calismalarda kraniyosinostozlarin
gorulme sikhginin her canh dogumda yaklasik 1/1500 ile 1/2500 arasinda oldugu
tahmin edilmektedir (3,8,9). Siklig1 acisindan nadir olarak degerlendirilen bir hastalik
olsa da kraniyosinostozlar insanlik tarihi kadar eski hastaliklardir. Ginlmiuzde,
insanlarda bilinen en eski kraniyosinostoz olgusu, ispanya’da bulunmus, 530.000 yil
once yasadigl tahmin edilen “Benjamina” isimli bir fosildir (10). Kraniyosinostozlarin
tip bilimi icinde degerlendirilmesinin tarihi ise Hipokrat d&nemine kadar
uzanmaktadir (11).

ilk Cag’dan beri bilinen bir hastalik olan kraniyosinostozlarin etkilenen
bireylerde kolaylikla fark edilebilir baslica bulgusu kafa sekil bozuklugudur. Bu
bozuklugun nedeni erken kapanan sitlrdeki kemik bilylimesinin yavaslamasi
oldugu kadar bunu kompanse etmek icin diger sttirlerdeki kemik blyimesinin de
hizlanmasidir (12). Ozellikle, erken kapanan siitiire yakin olan siitiirde kemik

bliylimesinin hizlanmasi kafadaki sekil bozuklugunun olusmasina katki saglar (12).



2.1.2. Kraniyosinostozlarin Siniflandiriimasi

Kraniyosinostozlardaki kafa sekil bozuklugu hangi sitlir veya sutirlerin
etkilendigi konusunda da bilgi vermektedir. Etkilenen sltlre gére ayrimin sadece
fizik muayene ve radyolojik goriintiileme yontemleri ile yapilabilmesi nedeniyle
etkilenen sitire gore siniflandirma klinik pratikte siklikla kullanilmaktadir.
Hastalarin tani aninda siniflanabilmesi ve altta yatan nedenin genetik olup olmadigi
konusunda da fikir vermesi nedeniyle etkilenen sitiirlere gore siniflandiriima buyuk
onem arz etmektedir (3).

Norokraniyumu cevreleyen kemiklerdeki sutirler majér ve mindr satarler
olarak ikiye ayrilmaktadir. Major sutirler, frontal kemigin iki parcasi arasinda orta
hatta yer alan “metopik sitir”; iki paryetal kemigin arasinda orta hatta yer alan
“sagital satlr”; frontal kemik ile paryetal kemikler arasinda yer alan bilateral
“koronal sitirler”, oksipital kemik ile paryetal ve temporal kemikler arasinda yer
alan bilateral “lambdoid sitirler”; temporal kemik ile oksipital ve paryetal kemikler
arasinda yer alan “skuamozal sttirlerdir” (Sekil 2.1). Metopik sttlir yasamin 1.
yihnin sonlarinda tamamen kapanirken diger major sitiirlerin tamamen kapanmasi
yetiskin doneminde tamamlanir (7). Minor sitilrler ise temporoskuamozal,
frontonazal ve frontosfenoidal sutirlerdir. Minor sitlrlerin  kraniyosinostozu

hakkinda daha az bilgi vardir (1).
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Sekil 2.1. Norokraniyum kemikleri ve major kraniyal sttirler (1).



Sagital kraniyosinostozlar, sagital sitiriin erken kapanmasi sonucu olusup
tim kraniyosinostoz olgularinin yaklasik yarisini olusturmaktadir (3). Bu tir
kraniyosinostozlarin bilyik bir cogunlugu ailesel olmayan sporadik durumlardir (13).
Sagital kraniyosinostozlar erkeklerde daha sik gorilmekte ve cevresel etkenlerin
hastaligin olusumundan sorumlu olabilecegi distintilmektedir (13). Sagital sitiriin
erken kapanmasi kafanin transvers eksendeki blylimesini engeller. Bunu kompanse
etmek amaciyla kafa anteroposterior eksende daha hizli buyilr. Boylece, sagital
kraniyosinostozdan etkilenmis ¢ocuklarda uzun; ancak dar bir kafa sekli gbzlenir. Bu
duruma “dolikosefali” denir. Ayrica kafa sekli kayiga da benzetildigi icin bu durum
“skafosefali” olarak da adlandirilir (7) (Sekil 2-2.A).

Koronal kraniyosinostozlar, yaklasik %20 oranla ve ikinci siklikta gorilen
kraniyosinostozlardir. Ana bulgusu kraniyosinostoz olan sendromlarin bircogunda
tek tarafli ya da bilateral koronal kraniyosinostoz goruliir. Etyolojisinde bir tek gen
hastaligi saptanabilien koronal kraniyosinostozlar tiim koronal kraniyosinostozlarin
yaklasik Ggte birini olustururlar (3,4,8,9). Koronal sitlirlerden birinin tek tarafli
olarak erken kapanmasi durumunda sttirin kapah oldugu tarafta frontoparyetal
diizlesme olurken bunu kompanse etmek icin karsi taraf temporal kemikte bliyime
olur. Bu sekilde olusan asimetrik kafa sekline “frontal plagiosefali” denir (Sekil 2-
2.B). Koronal sutdrlerin iki tarafli olarak erken kapanmasi durumunda kafanin 6n-
arka eksendeki blylime yavaslar ve bunu kompanse etmek amaciyla kafa yanlara
dogru buylir. Boylece genis; ancak kisa bir kafa yapisi olusur. Bu kafa sekline
“brakisefali” adi verilir (Sekil 2-2.C) (7). Bazi durumlarda kafa yukariya dogru da
blyiyebilir. Bu duruma ise “turrisefali” denir (7). Koronal kraniyosinostozda frontal
kemigin 6ne dogru bliyimesi de azalir. Boylece, orbitanin kemik tabaninin gelismesi
de yavaslar ve koronal kraniyosinostoz olan tarafta proptoz ortaya cikar.

Metopik kraniyosinostoz yaklasik %10 siklikta gorulir. Frontal kemigin iki
parcas! arasindaki sttirin erken kapanmasi sonucu frontal kemik buyliyen kafaya
gore dar kalir ve alnin yukaridan bakildiginda bir lGi¢cgen seklinde goriilmesine neden
olur. Bu duruma “trigonosefali” denir (Sekil 2-2.D) (7). Trigonosefalide, ayni

zamanda, orbitalarin da kafanin blyiumesi ile beraber birbirlerinden uzaklasmalarini



engellenir ve hipotelorizm ortaya cikar. Metopik kraniyosinotoza neden olan pek
¢ok sendrom vardir. Bu nedenle, trigonosefali gorilen hastalarin sendromik
olabilecekleri akilda tutulmahdir.

Lambdoid siitiirlerin erken kapanmasi ise tim kraniyosinostozlar igerisinde
%2-3 oraninda gorilir. Lambdoid kraniyosinostoz durumunda sinostoz olan tarafta
oksipital kemigin duzlestigi, aksi tarafta ise kompensatuar biylimenin oldugu
“posterior plagiosefali” goralur (Sekil 2-2.E) (7).

Coklu sutir kraniyosinostozlarinda kafa kemiklerinin blylumeleri pek ¢ok
acidan engellenebilir. Boyle durumlarda “kleeblattschédel” veya yonca yapragl kafa
denilen tepeden bakildiginda sitiirlerin blyimesinin azaldigi; ancak sitirden uzak
kafa kemiklerinin disariya bombelestigi ti¢ yaprakl bir yoncaya benzeyen kafa sekli

olusur (7).
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Sekil 2.2. Baglica kraniyosinostoz tipleri ve olusturduklari kafa sekilleri (1).

Herbir sekilde kesikli siyah cizgiler erken kapanan sitliri gosterirken
kirmizi oklar kraniyosinostozu kompanse etmek igin gergeklesen hizh
blylmenin pozisyonunu ve yonlini gostermektedir A. Sagital
kraniyosinostozda “skafosefali”. B. Unilateral koronal
kraniyosinostozda “anterior plagiosefali”. C. Bilateral koronal
kraniyosinostozda “brakisefali”. D. Metopik kraniyosinostozda
“trigonosefali”. E. Lambdoid  kraniyosinostozda  “posterior

plagiosefali”.



2.2. Kraniyosinostozlara Klinik Yaklasim

2.2.1. Kraniyosinostozlarin Tanisi

Bebeklerin degerlendirilmesinde, kraniyosinostozun varligini arastirmak igin
oncelikli basamak fizik muayenedir. Fizik muayenede kraniyosinostoz agisindan
supheyi ilk uyandiracak bulgular, kafa sekil bozukluklari, 6n fontanelin erken
kapanmasi ve kafa cevresi 6lcimlerinde geri kalmadir (14).

Kafa hacminin artmasinda en 6nemli uyaran beynin buylimesidir. Beynin
blylmesinin olusturdugu mekanik basing ve lokal biyolojik uyaranlarin, sitiir ve
fontanellerin acik kalmasini sagladigi dislinilmektedir (9). Bu nedenle, beyin
blylmesinin primer (konjenital mikrosefali sendromlari) veya sekonder (perinatal
hipoksiye bagli beyin hasari) nedenlerle azaldigi durumlarda kafa kemiklerinin
blylime hizi beyin blyime hizinin 6niinde kalir. Bu durum 6n fontanelin erken
kapanmasi durumu ve kafa gevresinin kiiglik kalmasi ile sonuglanabilir. Hatta, bu
nedenle sitlrler erken kapanabilir. Ancak beynin gelisimindeki bir gerilige bagh
boyle bir durumda kapali siitliri kompanse edecek biylimeler de olmamaktadir.
Bundan dolayi, kafada sekil bozuklugu ortaya ¢ikmaz (14). Bu durum kafa ¢evresinin
kiicik kalmasindaki asil sorunun kraniyosinostoz olmadiginin gostergesidir. Bu
nedenle, fizik muayenede kafa seklinin kus bakisi, 6nden arkadan ve her iki yandan
dikkatlice degerlendirilmesi kraniyosinostoz tanisi agisindan blylik ©6nem arz
etmektedir. Kraniyosinostoz siuphesi varliginda kafa seklinin degerlendirilmesi
yaninda sitirler palpe edilmeli ve hareketliligi degerlendirilmelidir.

Fizik muayenede kafa seklinin degerlendrilmesinde sefalik indeksin
hesaplanmasi yardimci olmaktadir. Sefalik indeks biparietal capin kafa on-arka
capina orani olarak tanimlanmaktadir (Sekil 2.3). Bu oranin %83 lizerinde olmasi
dolikosefali olarak degerlendirilirken %76’in altinda olmasi brakisefali olarak

degerlendirilmektedir (8).
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Sekil 2-3. Sefalik indeksin hesaplanmasi icin kullanilan kafa ©6n-arka cap ve

biparietal cap él¢iimleri.

Bebeklerin  kafa sekil bozukluklarinin  en stk gorilen nedeni
kraniyosinostozdan ¢ok deformasyondur (14). Deformasyon kafa kemikleri ve
sutlrlerin infantlardaki plastisitesi sonucu eksternal kuvvetler sebebiyle kafa
seklinin degismesine verilen addir. Ozellikle bebeklerin sirt Gstii yatiriimasi
durumlarinda sik gorilmektedir. Kafanin deformasyonuna bagh kafa sekil
bozuklugunun hayatin ilk 4 ayi icerisinde gorilme sikliginin %20 kadar yuksek
oldugu disinilmektedir (15). Ozellikle, asimetrik olan oksipitoparyetal plagiosefali
ve simetrik oksipital deformasyonel brakisefali sirt Gistl yatis pozisyonlarinda en sik
gorilen deformasyonlardir (15). Deformasyon icin sabit yatis ve beslenme sekilleri,
erkek cinsiyet, ilk dogum, coklu dogum, ileri anne yasl, karin lstl zaman, bas-boyun
hareketlerinde kisithlik yaratan durumlar (tortikollis gibi) ve motor gelisme
basamaklarinda gecikme risk faktorleridir (15). Norolojik, metabolik, genetik veya
bas-boyun kaslarina 6zgii lokal sorunlara bagh yatis aninda kafa pozisyonunun sabit
kalmasina bagh deformasyonun ortaya cikabilecegi akilda tutulmali ve
deformasyonu olan olgularda motor gellisim basamaklari  dikkatlice
degerlendirilmelidir. Deformasyonu kraniyosinostozdan ayiran en belirgin 6zellikler
deformasyonda diger sitlrler ¢evresinde kompansatuar bliyimenin olmamasi ve
deforme kemiklerin karsilikh olarak birbirlerine paralelligini korumasidir (15).
Deformasyonun Onlenmesi icin ise vyatis ve beslenme anlarinda bebegin
pozisyonlarinin degistirilmesi ile bebek uyanik iken karin Gstli pozisyonda vakit

gecirmesi 6nerilmektedir (15).



Deformasyon sonucu olmayan kafa sekil bozukluklarinda kraniyosinostoz
akla gelmelidir. Degerlendirmede kafa seklinin dikkatli muayenesi etkilenen sitir
veya sitirleri anlamaya ve bu yénden siniflamaya yardimci olmaktadir. Ozellikle tek
sutirin etkilendigi durumlarda sadece fizik muayene taniyi koymakta ve hangi
sutlriin etkilendigini saptamakta yeterlidir. Radyolojik tetkiklerin kullanimi ise
ozellikle karmasik c¢oklu sttiir flzyonlarinin ¢éziimlenmesi ve cerrahi 6ncesi
ameliyat planinin yapilmasi gibi durumlarda gerekebilmektedir (16).

Direk grafinin kraniyosinostoz tanisindaki 6nemi sinirlidir ve kullanimi
hayatin ilk 3 ayindan sonra kafa kemiklerinin mineralizasyonun artmasi ile sitdrlerin
gorinir hale gelmesi ile baslamaktadir (16). Direk grafi, 6zellikle sttlir hatlarinin
acikhginin goérilmesinde, fontanellerin degerlendiriimesinde ve kafa ici basing
artisinin kabaca degerlendirilmesinde 6nemlidir (16). Direk grafide kafa ici basing
artisinin ana bulgusu “dovilmis bakir manzarasi”dir. Ancak, manyetik rezonans
gorintileme (MRG) hem kafa ici basing artisinin degerlendirilmesinde daha
basariidir hem de eslik edebilecek diger beyin anomalileri agisindan da bilgi
vermektedir (16). Radyolojik tetkiklerden 6zellikle 3 boyutlu bilgisayarli tomografi
(3D-BT) kraniyosinostozun tam olarak yerinin belirlenmesi ve kraniyosinostoza bagli
veya eslik eden yiz kemikleri ve orbita sekil bozukluklarinin saptanmasinda
degerlidir (16). Bu nedenle cerrahi tedavinin planlanmasi amaciyla siklikla
kullaniimaktadir.

Kraniyosinostozlar izole olabilecekleri (nonsendromik) gibi pek cok baska
organ sistemini ilgilendiren bir hastaligin parcasi veya ¢ok sayida siitliriin hastaliktan
etkilendigi agir bir fenotip olarak (sendromik) da ortaya cikabilirler. Sendromik
kraniyosinostozlu hastalarda kraniyosinostozun degerlendirilmesi disinda tiim viicut
fizik muayenesi de 6nemlidir. Fizik muayene ile 6zgiil sendrom tanisinin konabilmesi
ve sendroma eslik edebilecek ve tedavi edilebilir durumlarin dnceden saptanmasi
mumbkun olur.

Kraniyosinostozun prenatal tanisi da glinimiizde ilerleyen prenatal
goriintileme teknolojileri ile miimkiin hale gelmistir. Ozellikle, 20 hafta sonrasi

yapilan prenatal ultrason ve hizli MRG tekniklerinin prenatal kraniyosinostoz
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tanisinda kullanildigi bildirilmistir (17). Kraniyosinostozun altinda yatan genetik
neden saptandiginda ise fetal ornekleme ile genetik kraniyosinostozlarin
arastirilmasi mimkdn olmaktadir.

izleyen bélimde kraniyosinostoz iliskili sendromlar ve bunlar genetik
kokenlerine iliskin bilgi verilecektir. Bu bilgiler kraniyosinostozlarin genetik
nedenlerinin hangi biyolojik mekanizmalarin etkilenmesi sonucu olustugunun

anlasilmasina yardimci olmaktadir.

2.2.2. Sendromik Kraniyosinostozlar

Sendromik kraniyosinostozlar, kraniyosinostoza baska organ bulgularinin
eslik ettigi durumlardir. Aralarinda kromozom hastaliklari, kopya sayisi degisiklikleri
ve tek gen mutasyonlarinin da oldugu 200 civarinda sendromda kraniyosinostoz
tanimlanmistir (18). Kraniyosinostozlu hastalari 10 yil boyunca prospektif olarak
inceleyen bir calismada tim kraniyosinostozlarin %21’inde genetik bir etyoloji
saptanmistir (19). Bu hastaliklarin bir béliiminde kraniyosinostoz hastaligin temel
bulgusu olmasi nedeniyle 6zellikle Gnem kazanmaktadir.

Kromozom anomalileri ve kopya sayisi degisikliklerine (Copy Number
Variation, CNV) bagl oldugu bildirilen c¢ok fazla sayida sendrom vardir. Bu
sendromlarin pek cogu tek vaka dizeyinde bildirilmis olup s6z konusu kromozom
anomalisi veya CNV ile iliskisi kesin degildir. Kraniyosinostoz iliskisi birden fazla
vakada gosterilmis durumlar arasinda del(9)(p22); del(11)(gq23.3924.3);
dup(22)(q11.2) ve del(22)(q11.2); mozaik dup(11)(ql1.1911.3); del(1)(p36.6),
dup(1)(p36.6) ve trp(1)(p36.6); trp(15)(q26); dup(2)(g35) vardir (18,20).

Bildirilen =~ kromozom  anomalileri  arasinda  ozellikle  del(9)(p22)
sendromundaki metopik kraniyosinostozun genetik patogenezi detayl olarak
arastirilmistir.  Bu lokusta bulunan FREM1 geninin delesyonlari ve nokta
mutasyonlari, hayvan modelleri ile de desteklenerek kraniyosinostoz ile
iliskilendirilmistir (21). 9. kromozomdaki bu bdlgenin monozomisini iceren
durumlarda da metopik kraniyosinostozunun da bir bilesen oldugu olgular

bildirilmistir (22).
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Bunun disinda tek gen hastaligi olarak kraniyosinostoza neden oldugu bilinen
lokuslari ilgilendiren CNV’ler ve kromozom anomalileri de bildirilmistir. Genomun
blayik bir kismini etkileyen bu degisikliklerin ilgili lokustaki geni veya genleri
etkileyerek hastaliga neden oldugu bilinmektedir (23).

Sendromik kraniyosinostozlarin tek gen hastaligi seklinde ortaya ¢ikan gok
sayida farkl tGrQ bilinmektedir. Bu sendromlarin bir kisminda, kraniyosinostoz
sendromun ana bilesenlerinden biri olup hastaligin tanisinin konabilmesi igin
mutlaka bulunmasi gereken veya siklikla hastalikla beraber gorilen bir durumdur.
Kraniyosinostoz sendromlari olarak tanimlanabilecek bu hastaliklar Tablo 2.1'de

Ozetlenmistir.

2.2.2.1 Apert Sendromu (MIM 101200)

Apert Sendromu, kraniyosinostoz ve diger iskelet anomalileri yanisira baska
sistemik anomalilerin de eslik edebildigi bir hastaliktir. Apert Sendromu’nda koronal
kraniyosinostoz mutlaka gorilirken buna diger sutirlerin erken kapanmasi da eslik
edebilir (3,8). Apert Sendromlu bireylerin cogunda fontaneller genistir ve kafa
kemikleri arasinda bulylk bosluklar bulunabilir; ancak bu kemikler arasi bosluklar
sonunda kapanirlar. Apert Sendromlu hastalarin yiiz gortinimleri de genellikle
etkilenir. Hipertelorizm, asagl egimli palpebral araliklar, ince gadir seklinde Ust
dudak ve orta yiz hipoplazisi Apert Sendromu’nda sik gorilen yiz 6zellikleridir (8).
Yarik damak, kulak kemiklerinin flizyonuna bagl iletim tipi isitme kaybi da
gorilebilir (8). Orbita anomalilerine bagh gérme kaybi ve sasiik da Apert
Sendromu’nda gorilebilen 6zellikler arasindadir (24). Hidrosefaliye bagl veya bagli
olmayan gelisme geriligi Apert Sendromu’nda goérilebilir.

Apert Sendromu’nda kafa kemikleri disindaki iskelet sistemi bulgulari da sik
gorilir. Bunlar arasinda el ve ayagin, 6zellikle postaksiyal, sindaktilileri yaygindir
(3,8). Bunun yaninda servikal vertebralarda, 6zellikle C5-C6’da, flizyon (%68) ve
radyohumeral flizyon da gorilebilien iskelet sistemi bulgulari arasindadir (8). Apert
Sendromu’nda iskelet sistemi disinda kardiyak anomaliler (%10) ve Urogenital

anomaliler (%10) de gorulebilir (8).



12

Apert Sendromu FGFR2 geninde olusan ve ligand bagimli islev kazanimi ile
sonuglanan mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar . Otozomal dominant olarak kalitilan
Apert Sendromu ailesel gecisli olabilecegi gibi de novo olarak da ortaya cikabilir. De
novo mutasyonlar icin ileri baba yasi bir risk faktoridir (25). Bunun sebebinin
FGFR2nin islev kazandiran mutasyonlarinin FGF/FGFR yolaginin uyarilmasinin
yasamlarinin devaminda 6nemli oldugu bilinen sperm onciillerine segici bir avantaj
saglamasi oldugu 6ne slrtImustdr (25).

FGFR2'nin Immiinoglobulin-benzeri (lg-benzeri) 2. ve 3. protein domainleri
arasinda ortaya ¢ikan p.Ser252Trp ve p.Pro253Arg missens mutasyonlari hastalarin
%98’inde Apert Sendromu’nun nedenidir. Bunun disinda Ekzon 8b’nin delesyonu ve
bu bolgeye bir transpozon olan Alu dizilerinin girmesi ise Apert Sendromlu bireylerin
geri kalan %2’sindeki mutasyonlari agiklamaktadir (26,27). Apert Sendromu’nun en
stk gorilen 2 mutasyonu arasinda da bazi fenotipik farkliliklar oldugu belirtilmistir.
p.Ser252Trp mutasyonunda yarik damak ve gérme keskinliginde azalma daha sik
gorilirken p.Pro253Trp mutasyonunda daha siddetli bir sindaktili fenotipi
gorilmektedir (28).

2.2.2.2 Crouzon Sendromu (MIM 123500)

Crouzon Sendromu’ndaki asil bulgu da koronal kraniyosinostozdur. Koronal
sttlrle beraber diger sitirleri de ilgilendiren daha agir bir kraniyosinostoz tablosu
gorilebilir. Kraniyosinostoza eslik eden yiiz bulgulari arasinda orta yiiz hipoplazisi,
hipertelorizm, belirgin ekzoftalmi ve prognati vardir (8).

Crouzon Sendromu’nda yliz ve kafa disindaki bulgulara sik rastlanmaz. Hayati
etkileyebilecek, yliiz ve kafa gelisim sorunlarina bagh o6nemli komplikasyonlar
arasinda isitme kaybi, gérme kaybi ve gelisme geriligi ile beraber cesitli merkezi sinir
sistemi anomalileri vardir (8). Ozellikle ilerleyici hidrosefali %30 kadar yiiksek bir
oranda gorilmektedir (8). Buna eslik eden serebellar tonsillerin herniasyonu da
sikca gorilebilmektedir. Bu sendromda ekstremite anomalileri ve diger sistemik

bulgulara sik rastlanmamaktadir.
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Crouzon Sendromu’nda bugline kadar saptanmis genetik sorunlar Apert
Sendromu’ndaki gibi FGFR2’deki otozomal dominant kalitilan mutasyonlar sonucu
olmaktadir. FGFR2’'nin gesitli bolgelerine yayilan mutasyonlarin bilyik ¢ogunlugu
ekzon 7 ve 8b’de yogunlasmis ve Ig-benzeri 3. protein domaininde bulunmaktadir.
Bunun yaninda FGFR2'deki baska mutasyonlar da Crouzon Sendromu ile
iliskilendirilmistir. Bu mutasyonlar genellikle hiicre igi protein kinaz domainine denk
gelmektedir. Apert Sendromu’ndaki ligand bagimli islev kazanimina neden olan
mutasyonlarin aksine Crouzon Sendromu’ndaki mutasyonlar proteinde liganddan

bagimsiz bir islev kazanimina neden olmaktadir (29).

2.2.2.3 Akantozis Nigrikansli Crouzon Sendromu (MIM 612247)

Crouzon Sendromu’ndaki yuz fenotipine deri katlantilarin
hiperpigmentasyonun eslik ettigi sendroma Akantozis Nigrikansh Crouzon Sendromu
adi verilmektedir (8). Vertebra korpuslarinda kisallk da hastaliga eslik
edebilmektedir. Daha onceden Crouzon Sendromu ile beraber degerlendirilen
Akantozis Nigrikansli Crouzon Sendromu’nun glinimiizde ayri bir hastalik olarak
degerlendirilmesinin nedeni tim hastalarda genetik etyolojinin tek bir mutasyondan
kaynaklanmasidir. Bu mutasyon otozomal dominant olarak kalitilan FGFR3
genindeki p.Ala391Glu mutasyonudur (8). Mutasyon proteinin transmembran

domaininde bulunmaktadir.

2.2.2.4 Pfeiffer Sendromu (MIM 101600)

Pfeiffer Sendromu, koronal ve diger sutirlerin de erken kapanmasinin eslik
edebildigi kraniyosinostoz ile beraber yliz ve ekstremite bulgularinin da oldugu bir
kraniyosinostoz sendromudur. Siddetli orta yiz hipoplazisinin olabildigi,
ekzoftalminin eslik edebildigi bu sendromda 6zellikle el ve ayak basparmaklarinin
tutuldugu ekstremite bulgulari carpicidir. Genis ve kisa olan basparmaklarin ellerde
laterale, ayaklarda medyale donmesi ve degisken brakidaktili bu kraniyosinostoz

sendromunu digerlerinden ayiran énemli bulgulardir (8).
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Pfeiffer Sendromu hastaligin siddetine gore 3 farkh tipe ayriimistir.
Bunlardan tip 1 hastahgin hafif tipi iken bu tipte sadece koronal sinostoz ve
ekstremite bulgulari vardir. Tip 1’de mental durum korunmustur ve genelde
hidrosefali ve isitme kaybi vardir (8). Tip 2’de ¢oklu sitlr tutulumu ve bazen
prenatal donemde bile saptanabilen yonca yapragi kafa sekli bulunur (8). Genelde
siddetli ekzoftalmoz bu tipe eslik eder ve gelisim geriligi yaygindir. Radyohumeral
flizyon, koanal atrezi ve hidrosefali bulunabilir (8). Tip 3’de ise yonca yapragi kafa
sekli yoktur; ancak diger acilardan tip 2’ye benzemektedir (8).

Pfeiffer Sendromu’ndaki mutasyonlarin ¢ogu da FGFR2’deki otozomal
dominant kalitilan mutasyonlar sonucu olmaktadir. Bu mutasyonlarin buyik
cogunlugu ekzon 7 ve 8b’de yogunlasmis ve Ig-benzeri 3. protein domaininde
bulunmaktadir. Pfeiffer Sendromu’ndan sorumlu mutasyonlarin yaklasik %5’i ise
FGFR1 geninde saptanmistir. FGFR1’de sadece p.Pro252Arg mutasyonu Pfeiffer
Sendromu ile iliskili bulunmustur. Bu mutasyon tip 1 Pfeiffer Sendromu’na neden
olmaktadir ve Apert Sendromu’'ndan sorumlu FGFR2’deki p.Pro253Arg

mutasyonunun FGFR1 homologudur (8).

2.2.2.5 Jackson-Weiss Sendromu (MIM 123150)

Bu sendromda gorilen kraniyosinostoz ve vyiz fenotipi Crouzon
Sendromu’na benzetilmistir. Jackson-Weiss Sendromu’nu Crouzon Sendromu ve
diger kraniyosinostoz sendromlarindan ayiran ayak bulgularidir. Ayakta 2. ve 3.
parmaklar arasinda sindaktili, genis ve medyale donmis basparmaklar, tarsal ve
metatarsal kemik flizyonlari ve kisa, genis 1. metatarsal bulunmaktadir (30).
Fenotipik yelpazesi genis olan Jackson-Weiss Sendromu’nda 0Ozellikle radyografik
ayak bulgular sabittir (30).

Bu sendromdaki mutasyonlar FGFR2'nin ekzon 8b’sinde bulunmaktadir.

Otozomal dominant kalitilan hastalikta az sayida mutasyon bildirilmistir (30).
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2.2.2.6 Beare-Stevenson Cutis Gyrata Sendromu (MIM 123790)

Beare-Stevenson Cutis Gyrata Sendromu’nun kraniyosinostoz ve yiz
gorinimi acisindan bulgulari Crouzon Sendromu’na benzemektedir. Crouzon
Sendromu’ndan ayirt edici farki bu sendromda bulunan dermatolojik bulgulardir. En
belirgin deri bulgusu el, ayak, gévde, boyun, alin, yiiz ve kafa derisinde bulunabilen
asirt kinsik deri goértinimudir (31). Bu gorliniime cutis gyrata adi verilir. Buna ek
olarak akantozis nigrikans, deri cikintilari (skin tags), aksesuar meme uglari gibi
dermatolojik bulgular ve prenatal disler ile Grogenital anomaliler de bildirilmistir
(31).

Beare-Stevenson Cutis Gyrata Sendromu’na neden olan 2 mutasyon
FGFR2'de bulunan p.Tyr375Cys ve p.Ser372Cys mutasyonlaridir. Bu hastalik

otozomal dominant gegislidir (31).

2.2.2.7 Skafosefali, Maksiller Retriizyon, Mental Retardasyon Sendromu

(MIM 609579)

Skafosefali, Maksiller Retriizyon, Mental Retardasyon Sendromu sadece 3

nesilli 1 ailede toplam 11 etkilenmis bireyde bildirilmistir. Hastaligin fenotipik
Ozellikleri arasinda skafosefali, makrosefali, hipertelorizm, maksiller gerilik ve hafif
zihinsel gerilik vardir. Sagital sitlir kraniyosinostozunun olmasi bu sendromu diger
FGFR2 iliskili kraniyosinostozlardan ayiran oénemli bir o6zelliktir. Bu sendromdan
sorumlu olan genetik etyolojinin FGFR2’deki p.Lys526Glu mutasyonu One

surdlmastir (32).

2.2.2.8 Egilmis Kemik Displazisi Sendromu (Bent Bone Dysplasia Syndrome)
(MIM 614592)

Bu sendrom 4 otopsi olgusunda tanimlanmis prenatal dénemde o6limcdl

olan agir bir sendromdur. Koronal kraniyosinostoz, orta yliz hipoplazisi, mikrognati,
kulak kemiklerinin yoklugu, prenatal disler, hipoplastik klavikulalar, can seklinde
gogus kafesi, egilmis uzun kemikler, brakidaktili ve kemik mineralizasyonunda

azalma hastaligin genel 6zelliklerindendir (33).
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Egilmis kemik sendromunda 2 mutasyon tanimlanmistir ve her ikisi de
FGFR2’'nin transmembran domaininde yerlesen de novo heterozigot mutasyonlar
olarak ortaya ¢ikmislardir. Proteinin membran yerlesimini bozan p.Tyr381Asp ve
p.Met391Arg mutasyonlarinin protein islevi Uzerine etkisi ise kesin olarak

belirlenememis; ancak islev kaybi ile iliskili olduklari distnilmustir (33).

2.2.2.9 Muenke Sendromu (MIM 602848)

Muenke Sendromu’ndaki klinik fenotip keskin sinirlara sahip degildir.
Fenotipik 6zellikler ayni aile icerisinde bile ¢ok degisken olabilmektedir. Mutasyona
sahip kisilerin  %20’sinde klinik ©6nem ifade eden bir kraniyosinostoz
bulunmamaktadir (8). Klinik 6neme sahip kraniyosinostozu bulunan olgularda
unilateral veya bilateral koronal kraniyosinostoz ile beraber orta yiz hipoplazisi ve
hipertelorizm bulunmaktadir. Agir durumlarda diger sitirler de kraniyosinostoza
dahil olmaktadir. Bu sendromda, bazi hastalarda ekstremiteler de etkilenmektedir.
Ozellikle brakidaktili, karpal kemiklerde fiizyon ve koni sekilli epifizler gorilebilen
bulgular arasindadir. Mental durum genelde etkilenmemistir; ancak isitme kaybi
gorilebilir (8).

Hastalik otozomal dominant olarak kalitiimaktadir ve sorumlu tek mutasyon
FGFR3 genindeki p.Pro250Arg mutasyonudur (8). Bu mutasyon FGFR2'deki Apert
Sendromu’ndan sorumlu p.Pro253Arg mutasyonun protein homolojisi olarak FGFR3
karsihgidir ve Apert Sendromu’ndan sorumlu mutasyonlardaki gibi ligand bagimli
islev kazanimina neden olmaktadir (8). FGFR3’teki p.Pro250Arg mutasyonu tek
basina kraniyosinostozlarda gorilen en sik genetik degisikliktir ve bir calismada
kraniyosinostozu olan tiim olgularin %5’inden sorumlu oldugu gosterilmistir (8).
izole kraniyosinostozu olan ve eslik eden bulgulari olmayan; ancak Muenke
Sendromu mutasyonuna sahip bireyler klinikte nonsendromik kraniyosinostoz

olarak degerlendirilirler (8).
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2.2.2.10 Saethre-Chotzen Sendromu (MIM 101400)

Saethre-Chotzen Sendromu tek veya cift tarali koronal sinostoz ile beraber
duslik sac ¢izgisi, asimetrik ylz, gaga seklinde burun, pitoz, belirgin cene ve kiiclik,
belirgin cruslari olan kulaklarin oldugu bir yiiz gériinimi seklinde bulgu veren bir
kraniyosinostoz sendromudur (8). Elde 2. ve 3. parmaklarin sindaktilisi, parietal
foramina, radyoulnar sinostoz, yarik damak, hallux valgus, boy kisalhgl ve kalp
anomalileri de bildirilmistir (8). Kulak anomalilerine bagl isitme kaybi da gorilebilen
bulgular arasindadir. Zihinsel gerilik ise genellikle goriilmez. Saethre-Chotzen
Sendromu bazen ¢ok hafif bulgularla ortaya cikabilir ve ailede baska bir bireyde
saptanmadan once hafif fenotipe sahip bireyler fark edilemeyebilir (8).

Saethre-Chotzen Sendromu’ndan sorumlu mutasyonlar TWIST1 geninde
bulunmaktadir. Bir bazik helix-loop-helix transkripsiyon faktoriini kodlayan bu genin
islev kaybi mutasyonlarinda haplo-yetmezlik sonucu hastalik ortaya ¢ikmaktadir. Bu
nedenle, hastalik otozomal dominant olarak kalitiimaktadir (8). Hastaligl ortaya
¢itkaran mutasyonlar nokta mutasyonlari olabilecegi gibi genin kismi delesyonlari,
kismi duplikasyonlari veya genin tam delesyonlari da olabilir. 7p21.1 lokusunda yer
alan TWIST1’in tim gen delesyonlarina yakin genlerin delesyonlari da eslik edebilir.
Bu tlirden Saethre-Chotzen Sendromlu olgularda zihinsel gerilik de dahil pek ¢ok
baska klinik bulgunun da eslik ettigi bir sendrom olarak ortaya cikar (23).

Yakin dénemde TCF12 isimli TWIST1 ile beraber calisan baska bir bazik
helix-loop-helix transkripsiyon faktoriiniin mutasyonlarinin da pek ¢ok hafif ve agir
kraniyosinostozdan sorumlu oldugu gosterilmistir. TCF12 geninin mutasyonlarinin
gosterildigi olgular arasinda daha 6nceden Saethre-Chotzen tanisi almis bireyler de

bulunmaktadir (34).

2.2.2.11 Boston Tipi Kraniyosinostoz (Kraniyosinostoz Tip 2) (MIM 604757)

Boston tipi kraniyosinostoz bir tanesi yakin zamanda olmak Uzere iki ailede
bildirilmistir (35). Bu kraniyosinostoz sendromunda, kraniyosinostoz fenotipi ¢ok
cesitlilik gosterebilmektedir. Hafif frontoorbital gerilikten, yonca yaprak kafa sekline

kadar degisen kafa fenotipleri ile beraber metopik, sagital ve koronal sitirlerin
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kraniyosinostozlari bildilrilmistir (35). Bunun yaninda el 4. ve 5. sindaktili ile el ve
ayaklarda brakimezofalanji bu sendromda bildirilen diger iskelet bulgularidir.

Boston tipi kraniyosinostoz otozomal dominant olarak kalitiimaktadir ve
hastaliktan sorumlu gen MSX2'dir. MSX2'nin islev kaybi mutasyonlari ve
delesyonlari daha ¢ok parietal foramina ve eslik edebilen kleidokraniyal displazi ile
iliskilendirilmisken ayni amino asidi ilgilendiren iki islev kazanimi mutasyonu Boston
tipi kraniyosinostoz ile iligskilendirilmistir. Bu mutasyonlar bir homeobox
transkripsiyon faktéri olan MSX2'nin homeodomainini ilgilendiren p.Pro148His ve

p.Pro148Leu mutasyonlaridir (35).

2.2.2.12 Kraniyofrontonazal Sendrom (MIM 304110)

Kraniyofrontonazal Sendrom da koronal kraniyosinostozun oldugu
sendromlara bir baska oOrnektir. Bu sendromda kraniyosinostoza ek olarak
hipertelorizm, alinda V seklinde sac cizgisi (widow’s peak), asagi egimli palpebral
araliklar, bifid burun ucu, uzunlamasina tirnak catlaklari gorilmektedir (8). Bu
bulgularin yaninda daha nadir olmak Uzere Sprengel deformitesi, yarik damak ve
dudak, korpus kallozum agenezisi, eklem hareket kisithliklar, gogls kafesi
deformiteleri ve diyafram hernisi de gorilmektedir (8). Nadiren zihinsel gerilik de
bulgular arasinda yer almaktadir (8).

Kraniyofrontonazal Sendrom X-bagimh dominant olarak kalitilan bir
hastaliktir. Hastalik, paradoksik olarak heterozigot olan kadinlarda hemizigot olan
erkeklere oranla daha agir bir fenotip sergilemektedir (8). Genelde, erkeklerde
gorilen tek bulgu hipertelorizmdir (8). Hastaliktan sorumlu gen X kromozomu
Uzerindeki EFNB1’dir ve hlicre-hiicre baglari ve sinyal iletiminden sorumlu Efrin B1
proteinini kodlamaktadir. Genin islev kaybina neden olan nokta mutasyonlari ile
genin bir kismini veya tamamini ilgilendiren mutasyonlarin hastaliga neden oldugu
gosterilmistir (8). Kadinlarda gorilen daha agir fenotip ise mutant Efrin B1 lireten ve

normal Efrin B1 Greten hicreler arasindaki dengesizliklere baglanmistir (36).
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2.2.2.13 Baller-Gerold Sendromu (MIM 218600)

Baller-Gerold Sendromu koronal kraniyosinostoz ile beraber radius
aplazisinin oldugu bir hastaliktir. Bazi olgularda c¢oklu kraniyosinostoz da
bildirilmistir. Radius aplazisi ve buna eslik edebilen basparmak yoklugu, karpal ve
metakarpal kemiklerin yoklugu, ulna kisaligi ve egilmesi hastaligi diger
kraniyosinostozlardan ayiran en énemli ozelliklerdir. Hastaliktaki (st ekstremite
anomalileri asimetrik olarak ortaya gikabilir. Genelde bu sendromda biyime geriligi
ve boy kisaligi da bulgulara eslik etmektedir (37).

Baller-Gerold Sendromu’nda bazen gorilebilen bulgular arasinda
hipertelorizm, belirgin burun koki, orta hat kapiller hemanjiyomlari, poikiloderma
genitolriner anomaliler ve zihinsel gerilik vardir.

Baller-Gerold Sendromu otozomal resesif olarak kalitilmakta ve RECQL4
genindeki islev kaybina neden olan mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Ayni
gendeki mutasyonlar kraniyosinostozun sik gorilen bir klinik bulgu olmadig
RAPADILINO Sendromu ve Rothmund-Thomson Sendromu ile de iliskilendirilmistir
(37). RECQL4 proteini bir DNA helikazdir ve 0Ozellikle oksidatif stres iliskili DNA

tamirinde gorevleri oldugu gosterilmistir (37).

2.2.2.14 Antley-Bixler Sendromu (MIM 201750, MIM 207410)

Antley-Bixler Sendromu, koronal ve lambdoid sitlrleri ilgilendiren ¢oklu
kraniyosinostozun goriilebildigi bir kraniyosinostoz sendromudur. Ana yiz bulgulari
arasinda propitoz, frontal belirginlesme, asagl egimli palpebral araliklar, koanal
atrezinin de eslik edebildigi siddetli burun kokd basikhgr ve dustk kulaklar vardir.
iskelet bulgulari arasinda 6zellikle radyohumeral sinostoz ve ulnanin medyale
egilmesi ile Ozellikle femur basta olmak lzere uzun kemiklerdeki egilmeler dikkati
¢ekmektedir. Bunun disinda eklem kontraktirleri ve ilerlemis kemik yasi gorilebilir.
iskelet sistemi disi bulgulari arasinda konjenital kalp hastaliklari ve renal anomaliler
vardir (38).

Antley-Bixler Sendromu’nun iki alt tipi tanimlanmistir. Bu alttiplerden

birincisi (MIM 201750) kiz bebeklerde genitalyanin virilizasyonu, bozulmus steroid
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sentezi ve karacigerin azalmis detoksifikasyon kapasitesi ile iligskilendirilmistir. Bu
alttipten sorumlu nokta mutasyonlari bir Sitokrom P450 okisdorediiktaz enzimini
kodlayan POR geninde bulunmaktadir. Bu mutasyonlar islev kaybina neden olurlar.
Hastalik otozomal resesif kalitilmaktadir (38). POR mutasyonlari sonucu olan Antley-
Bixler Sendromu oldukca agir bir klinik tabloya yol agmakta ve bliyik oranda
bebeklik doneminde 6limle sonuglanmaktadir (38). Buna karsin, bu bulgularin
olmadigl; ancak diger bulgulari ile Antley-Bixler Sendromu tanisi alan hastalarda
(MIM207410) FGFR2 mutasyonlari etyolojiden sorumlu tutulmustur. FGFR2

mutasyonlarinin oldugu durumdaki kalitim otozomal dominanttir (38).

2.2.2.15 Radyohumeral Fiizyon ile Diger iskelet ve Kraniyofasyal Anomaliler

Sendromu (MIM 614416)

Bu sendrom 2 ailede tanimlanmis olup koronal ve lambdoid
kraniyosinostozla beraber siddetli iskelet bulgularinin  bulundugu bebeklik
doneminde 6limle sonuglanan bir sendromdur. Bulgulari arasinda kafa kemiklerinin
hipoplazisi, oksipital ensefalosel, radyohumeral sinostoz, el ve ayakta oligodaktili ve
ilerlemis kemik yasi vardir (39).

Hastaliktan sorumlu mutasyonlar bir sitokrom P450 oksidorediiktaz kodlayan
CYP26B1 geninde bulunmaktadirlar. Bu mutasyonlar genin islevini azaltan nokta
mutasyonlaridir. Hastallk otozomal resesif kalitilmaktadir. CYP26B1 enziminin
Ozellikle retinoik asit katabolizmasinda gorev aldigl ve pargalanamayan retinoik
asidin Radyohumeral Fiizyon ile Diger iskelet ve Kraniyofasyal Anomaliler

Sendromu’nun patogenezinde rol aldigi 6ne sirilmustir (39).

2.2.2.16 Carpenter Sendromu (MIM 201000, MIM 614976)

Carpenter Sendromu her tirli kraniyosinostozun eslik edebildigi bir
nonmotil silyopati Sendromu’dur. Kraniyosinostoz disi bulgulari arasinda preaksiyel
polidaktili, brakidaktili, sindaktili, orta falankslarin hipoplazisi/aplazisi, zihinsel

gerilik, obezite, konjenital kalp sorunlari, hipogonadizm vardir (40).
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Hastaliktan RAB23 ve MEGF8 genlerinin islev kaybi mutasyonlari sorumlu

olup hastalik otozomal resesif olarak kalitilmaktadir (40,41).

2.2.2.17 Kraniyoektodermal Displazi (MIM 218330, MIM 613610,

MIM 614099, MIM 614378)

Kraniyoektodermal displazi, Sensenbrenner Sendromu olarak da bilinen
kraniyosinostozun eslik ettigi bir nonmotil silyopati sendromudur. Bu sendromda
gorilen diger bulgular arasinda dar gogls kafesi, kisa ekstremiteler ve brakidaktili
yer almaktadir. iskelet disi bulgulari arasinda ise nefronofitiz, hepatik fibroz,
konjenital kalp anomalileri ve retinitis pigmentosa vardir (42).

Hastaliktan sorumlu mutasyonlar IFT122, WDR35, IFT43, WDR194 genlerinde
saptanmistir. Herbir gendeki mutasyonlar otozomal resesif bir kalitim

gostermektedir (42).

2.2.2.18 Philadelphia Tipi Kraniyosinostoz (MIM 601222)

Philadelphia Tipi Kraniyosinostoz az sayida ailede tanimlanmis bir
sendromudur. Bu sendromda goérilen kraniyosinostoz sagital bir kraniyosinostozdur.
Kraniyosinostoza ek olarak kemik flizyonun olmadigi el ve ayak sindaktilileri ve
preaksiyal polidaktili bulunmaktadir (43).

Bu hastaliktan sorumlu olabilecek ve ayni lokusu kapsayan (¢ CNV
bildirilmistir. Bu CNV’lerin ortak lokusu /HH geninin yakinlarinda bulunan evrimsel
olarak korunmus bir alandir ve IHH geninin ekspresyonunu kontrol ettigi 6ne

sarlmustir (43).

2.2.2.19 Shprintzen-Goldberg Kraniyosinostoz Sendromu (MIM 182212)

Shprintzen-Goldberg Kraniyosinostoz Sendromu marfonoid bulgularin eslik
ettigi genelde sagital siitliriin erken kapandigi bir sendromdur. Bunun disindaki
bulgulari arasinda yiz bulgular dikkati cekmektedir. Bu bulgular hipertelorizm, asagi
egimli palpebral araliklar, yiiksek damak, mikrognati ve dusiik kulaklardir. iskelet

bulgulari arasinda araknodaktili, pektus deformitesi, kamptodaktili, skolyoz, asiri
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eklem hareketliligi bulunmaktadir. Sik gorilen sistemik bulgulari arasinda gelisme
geriligi, aort koki genislemesi ve yumusak doku hernileri bulunmaktadir (44).
Shprintzen-Goldberg Kraniyosinostoz Sendromu’nun genetik nedeni olan
TGFB sinyal iletim yolaginda inhibe edici gorevi oldugu bilinen SKI’nin islev kaybina
neden olan mutasyonlari saptanmistir. SKI geninin mutasyonlari otozomal resesif

olarak kalitilmaktadir (44).

2.2.2.20 Kraniyosinostoz ve Dis Anomalileri Sendromu (Kreiborg-Pakistani

Sendromu) (MIM 614188)

Kreiborg-Pakistani Sendromu, 5 ailede bildirilmis yeni bir fenotiptir. Her
tirden kraniyosinostozla beraber orta yliz hipoplazisinin ve ¢esitli dis anomalilerinin
oldugu bir sendromdur. Bazi olgularda genis ayak basparmagi, hallux valgus, ayakta
2-3 sindaktilisi ve proptoz eslik edebildigi bildirilmistir (45).

Hastaliktan sorumlu gen olarak /IL11RA’daki otozomal resesif olarak kalitilan

nokta mutasyonlari gosterilmistir (45).

2.2.2.21 Kraniyosinostoz ile iliskili Diger Sendromlar

Ana bulgulari arasinda kraniyosinostoz olmayan ancak kraniyosinostozun
birden fazla olguda bildirildigi baska bircok genetik sendrom da vardir. Bunlar
arasinda 3MC (Mingarelli-Malpuech—Michels—Carnevale) Sendromu
(Okiiloskeletoabdominal Sendrom) (etyolojide MASP1, COLEC11), Loeys-Dietz
Sendromu Tipl (etyolojide TGFR1, TGFR2), Marfan Sendromu (etyolojide FBN1),
Greig Sefalopolisindaktili Sendromu (etyolojide GLI/3), Kraniyosinostozlu Noonan
Sendromu (etyolojide KRAS), Otozomal Dominant Hiper-IgE Rekirren Enfeksiyon
Sendromu (etyolojide STAT3), Mainzer-Saldino Sendromu (etyolojide [FT140),
Frontonazal Displazi (etyolojide ALX4) OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man,
Cevrimici insalardaki Mendelyan Kalitim) veritabaninda 6zellikle dikkati cekmektedir
(46). Bunlara ek olarak FGFR iliskili kemik displazilerinden bazilarinda da klinik
tabloda kraniyosinostoz olabilir. Ozellikle, Osteoglofonik Displazi (etyolojide FGFR1),
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Akondroplazi (etyolojide FGFR3), Tanatoforik Displazi Tip 1 ve Tip 2 (etyolojide
FGFR3) kraniyosinostoz bildirilen FGFR iliskili kemik displazisi sendromlaridir (46).
Bunun disinda daha pek ¢ok sendromda kraniyosinostoz klinik tabloya eslik
edebilir. Ozellikle beyin biyimesinin azalmasina bagli mikrosefalinin oldugu
sendromlarda kafa hacminin bilylmesindeki azalmasina karsin kafa kemiklerinin
normal hizda biyimeleri sitlrlerin erken kapanmasi ile sonuglanabilir. Bu nedenle
ornegin primer mikrosefali sendromlari gibi primer olarak sitliriin hastaligi
olmayan; ancak kraniyosinostoz ile sonuglanan sendromlar da kraniyosinostozlarin

ayirici tanisinda akilda tutulmalidir.
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2.2.3. Nonsendromik Kraniyosinostozlar

Nonsendromik kraniyosinostozlar, kraniyosinostozun tek basina bulundugu
veya kraniyosinostoza ikincil komplikasyonlarin eglik ettigi kraniyosinostozlardir.
Nonsendromik kraniyosinostozlar bir tek gen hastaligl sonucu ortaya cikabilir veya
multifaktoryal bir genetik durumun parcasi olabilirler; ancak nonsendromik
kraniyosiostozlarda diger organ sistemlerini ilgilendiren ek bulgular yer almaz.

Nonsendromik kraniyosinostozlarin patogenezinde genetik veya cevresel pek
¢ok neden 6ne suridlmustir. Ginimiuze kadar yapilmis ikiz galismalarini toplayan bir
meta-analizde genetik olarak es olan ve benzer intrauterin kosullarda gelisen
monozigotik ikizlerde, genetik olarak farkli olan; ancak gene benzer intrauterin
kosullarda gelisen dizigotik ikizlere oranla kraniyosinostoza anlaml diizeyde daha
fazla rastlanmistir (47). Bu sonug genetik faktorlerin nonsendromik kraniyosinostoz
patogenezinde rol oynayabilecegini gostermektedir. Yine ayni meta-analiz, ikiz
cocuk oraninin kraniyosinostozlu bireylerde kontrol grubuna goére yaklasik 2,5 kat
daha vyuksek oldugunu gostermistir (47). Bu sonu¢ ise nonsendromik
kraniyosinostozlarda cevresel ve epigenetik faktorlerin  rol oynadigini
gostermektedir.

Nonsendromik kraniyosinotoz igin risk faktori olarak pek cok cevresel faktor
one slrllmustir; ancak higbiri igin kesin kanit olabilecek nedensellik iliskileri
kurulamamustir. Ozellikle intrauterin sikisma, annede sigara kullanim 8ykiisii ve bazi
teratojenlere maruziyet gibi durumlarin kraniyosinostoz ile iliskili cevresel etkenler
olabilecegi 6ne sirilmuistir (48).

Nonsendromik kraniyosinostozu olan 186 hasta (zerine yapilan bir
karsilastirmali genom hibridizasyonu mikrodizini (array Comparative Genomic
Hybridization, aCGH) c¢alismasinda 14 bireyde daha 6nceden galismanin kontrol
popiilasyonunda saptanmamis CNV’lere rastlaniimistir (20). Bu CNV’lerden 6zellikle
RUNX2 geninin tamamini icerisine alan 6p21’deki bir duplikasyon (izerinde
arastiricilar  yogunlasmislardir.  RUNX2 transkripsiyon faktoriinde islev kaybi,
patogenezinde intramembrandz kemiklesmenin bozuldugu bilinen kleidokraniyal

disostoza neden olmaktadir. Bu transkripsiyon faktoriiniin olasilikla islev kazanimi
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ile sonuglanan genetik duplikasyonunun ise intramembrandz kemiklesme sirecini
hizlandirarak kraniyosinostoza neden olabilecegi diisiinilmektedir (20).

Nonsendromik kraniyosinostoza neden oldugu belirtilen genetik etkenler
arasinda pek cok tek gen hastaligi da bildirilmistir. Bunlar arasinda 6zellikle metopik
kraniyosinostozla iliskilendirilenler FGFR1 ve FREM1 mutasyonlari iken koronal
kraniyosinostoz iliskilendirilen mutasyonlar FGFR2, FGFR3, TWIST1, MSX2, TCF12 ve
ERF mutasyonlaridir. Bu genlerden bircogundaki mutasyonlar degisken fenotiplere
neden oldugu bilinen kraniyosinostoz sendromlarinin  mutasyonlari ile
ortismektedir. ERF, TCF12 ve FREM1 genlerine ait mutasyonlar ise yakin zamanda
bildirilmistir. Bunlardan, ERF, MAP (Mitojenle Aktive olan Protein) Kinaz yolaginin
islevlerini  dlizenlemektedir ve islev kaybina neden olan mutasyonlari
haplo-yetmezlik ile otozomal dominant nonsendromik kraniyosinostoza neden
olmaktadir (49). TCF12 ise TWIST1 ile beraber calisan bir bazik helix-loop-helix
transkripsiyon faktoridur (34).

Bu genler disinda mutasyonlari dogrudan kraniyosinostoza neden olmayan;
ancak kraniyosinostoza yatkinlik yapan genler de vardir. Bu genler arasinda
homeobox transkripsiyon faktorleri olan ALX4 ve SOX6 ile efrin protein ailesinin bir

Uyesi olan EFNA4 bildirilmistir (50-52).

2.2.4. Kraniyosinostozun Sonuglari ve Tedavisi

Kraniyosinostozun yarattigl sorunlar kafa hacminin biyimesindeki azalma
veya kafa kemiklerindeki lokal buylime geriliklerine baglidir. Bu nedenle,
kraniyosinostozlarin en 6nemli ve sik gorilen komplikasyonu kafa ici basing artisidir
(53). Kraniyosinostozlarda kafa ici basing artisinin bliyliyen beynin kafatasi icerisinde
sikismasi kadar sikisan venler sonucu kafa ici venoz drenajin bozulmasi sonucuyla da
ortaya ciktigr dusinilmektedir (53). Kafa blylmesini daha ¢ok kisitlayan coklu
kraniyosinostoz durumlarinda kafa i¢i basing artisi daha siklikla gorilmektedir.
Tedavisi yapilmayan kafa ici basing artisi, cocuklarda cesitli noropsikiyatrik
degisikliklere neden olabilmektedir (53). Kraniyosinostozlarin neden olduklari lokal

sorunlar ise arasinda kafa sinirlerinin sikismasina bagh sorunlar onemlidir. Bu
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sorunlar sonucu kafa sinirlerinde fonksiyon kaybi, korlige kadar gidebilen gérme
sorunlari, isitme kayiplari ortaya cikabilir (53). Ayrica, yiz ve kafa kemikleri
aradindaki bosluklarin azalmasina bagh olarak ortaya cikan anotomik darliklar da
cesitli sorunlara neden olabilir. Bu sorunlar arasinda obstriktif uyku apnesi gibi
komplikasyonlar ~ 6nemlidir  (53). Son olarak, kraniyosinostozlarda hem
kraniyosinostozlu kafa kemiklerinin blylmelerinin engellenmesi hem de
kompansatuar bliyimeden dolayi estetik sorunlar olusmaktadir (53).

Gunlmuzde kraniyosinostozun tedavisinde en ¢ok kullanilan yontem
komplikasyonlarin varliginda veya siiphesinde yapilan cerrahilerdir. Cerrahi 6zellikle
sinostoza ugrayan sutirin agilmasi igin yapilir. Cerrahi girismlerin yapilmasi igin
ozellikle 1 yasinin sonlari tercih edilir (54). Béylece, hem kafa i¢i basing artisi icin
erken onlem alinmis olunur hem de yara iyilesmesi ve cerrahi sonucu olusacak
kemik defektlerin ossifikasyonu hizli olur.

Yakin doénemde kraniyosinostozlarin patogenezi ile ilgili bilginin artmasi
sebebiyle de farmakolojik tedavi igin de c¢esitli denemeler baslamistir. Bu
denemelerde o0zellikle FGFR2'nin islev kazaniminin engellenmesine yonelik
farmakolojik ajanlarin gelistirilmesinde yol kat edilmistir. Ozellikle 2 molekiil hayvan
deneylerinde basarili sonuglar vermistir. Bu molekillerden biri FGFR2 proteininin
dogrudan inhibitori olan PD173074’tir. Bu inhibitériin Crouzon Sendromu fare
modellerinden kurulmus kalvaryal (kafatasi) organ kilturlerinde koronal sitir
kapanmasini engelledigi gosterilmistir (55). Bir digeri ise MAP Kinaz sinyal iletiminde
yer alan MEK1/2 (MAPK/ERK Kinaz) proteinlerini inhibe eden U0126’dir. MAP Kinaz
yolagi FGFR2 proteininin uyardigi dnemli sinyal iletim yolaklarindan biridir. Apert
Sendromu’nda FGFR2’deki islev kazanimina bagh olarak MAP Kinaz sinyal iletim
yolaginin aktivitesi artmistir. Yapilan Apert Sendromu fare modeli deneylerinde,
heyecan verici sekilde, MAP Kinaz yolaginin inhibitéri olan U0126’nin prenatal
dénemde uygulanmaya baslandiginda kraniyosinostoz olusumunu engelledigi
gosterilmistir (56). Kraniyosinostozlarin patogenezi konusundaki bilgi birikimi artip
kraniyosinostozlara neden olan biyolojik aksakliklar ortaya kondukca gelecekte

kraniyosinostozlar icin farmakolojik tedavilerin 6ni acgilacaktir.
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2.3. FGFR2 ve Kraniyosinostoz iliskisi

2.3.1. FGFR2 Proteini, islevi ve Kraniyosinostoz Patogenezinde Onemi

Koronal kraniyosinostoz sendromlarinin buylk bir ¢ogunlugu ayni ortak
yolagin kusurlari sonucu ortaya cikmaktadir. Bu ortak yolak, FGF'lerin (Fibroblast
Growth Factor, Fibroblast Blylime Faktord) hicreler tarafindan taninip uygun
cevabin verilmesini saglayan sinyal iletim yolaklaridir. FGF’lerin hiicreler tarafindan
algilanmasini saglayan ilk proteinler hiicre ylizeyi reseptori olan FGFR’lerdir. FGFR
proteinlerinde asiri islev artimina neden olan mutasyonlar, FGFR’lerin ligandlari olan
FGF’ler olmadiginda bile galismalarina veya ligandlari varliginda gereginden fazla
calismalarina neden olmaktadirlar (29). FGFR’ler disinda baska proteinler de hiicre
disi FGF sinyallerinin hicreler tarafindan algilanmasini kontrol etmektedirler. Bu
proteinlerden TWIST1 normal kosullar altinda FGFR genlerinin ifadesini azaltarak
dolayh yoldan FGFR sinyal iletim vyolaklarini inhibe etmektedir. Bu nedenle
TWIST1'de islev kaybina neden olan mutasyonlar FGFR’lerin sentezinin artmasiyla
sonuglanmaktadir ve boylece asiri bir FGFR aktivitesi ortaya ¢ikmaktadir (8).

Bir hicre ylizeyi reseptori olan ve 22 farkh tipteki FGF isimli blyime
faktorlerinden bir kismini tantyan FGFR2'nin hiicre disi bélimiinde baslica 3 adet Ig
benzeri domain vardir (Sekil 2.4) (57). Bunlardan 2. ve 3.’sl ligandin taninmasi igin
ozellikle dnemli domainlerdir. Bu domainler, FGFR2 geninin 2 farkl splice varyanti
tarafindan kodlanan protein alttipleri olan FGFR2b ve FGFR2c'nin ligand
ozgulliginden sorumlu olan domainlerdir. FGFR2’nin ligand segiciliginin FGFR2
iliskili kraniyosinostoz sendromlarinda 6nemli oldugu 6ne sirilmektedir (29). Apert
Sendromu’nda FGFR2'nin ligand seciciligi azalirken baglandig ligand tarafindan da
daha fazla aktive edilmektedir (29). Crouzon Sendromu’nda ise FGFR2 proteininin
ligandlardan bagimsiz olarak aktive olmasi durumu so6z konusudur (29). Ayrica,
Ig-benzeri 2. protein domaini lzerinde protein islevi icin mutalaka gerekli olan

heparin baglanma bolgesi de bulunur (29).
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FGFR2 geni, ekzonlari, protein domainleri ve mutasyonlari. FGFR2’nin
mRNA’si  ve.  mRNA (zerindeki ekzonlarin yerlesimi ve
numaralandrilmasi  gosterilmistir.  mRNA’nin  altindaki bdlimde
MRNA’nin  protein kodlayan kismina ait protein domainleri
belirtilmistir. mRNA’nin Ustlindeki bolimde ise FGFR2’'nin HGMD’de
ginlimize kadar saptanan patojenik mutasyonlari belirtilmistir (58).
Mutasyonlarin renklendirilmesi seklin sag Ust kosesindeki renk
koduna gore ilgili mutasyonun hangi hastalik fenotipine neden
oldugunu belirtmektedir. Nokta mutasyonlari ve intronik splice
mutasyonlari icin mutasyonun oldugu noktayi; delesyonlar icin ekzon
icerisinde silinen nikleotidleri; insersiyon icinse insersiyonun oldugu
nikleotidleri gostermektedir. ici bos olarak gosterilen nokta
mutasyonlari ve intronik splice mutasyonlari indelleri gdstermektedir.
Ig1l: Immunoglobulin benzeri domain 1; Ig2: Imminoglobulin benzeri
domain 2; 1g3: Imminoglobulin benzeri domain 3; H: Heparin
Baglanma Bolgesi; S: Sinyal Peptidi; T: Transmembran domaini temsil

etmektedir.

FGFR2'nin transmembran domaini hiicre zarina yerlesim ve hiicre digi

sinyallerin hiicre igine iletiminden sorumludur. Hiicre i¢i protein tirozin kinaz

domaini ise FGFR2 ligandini tanidiginda dimerize olarak aktive olur ve FGFR2’nin

otofosforilasyonu ile gesitli sinyal iletim yolaklarini uyaran proteinlerin tirozinlerinin

fosforilasyonu yapar. Bu yolaklardan en basta olanlari asagidaki 4 yolaktir (Sekil 2.5)

(5):

MAPK (Mitojenle Aktive olan Protein Kinaz),

JAK-STAT (Janus Activated Protein Kinase — Signal Transducers and

Activators of Transcription, Janus Uyarilan Protein Kinaz — Sinyal ileticileri ve

Transkripsiyon Uyaranlari),

PI3K-PKB (Phosphotitdyl Inositol-3-Kinase — Protein Kinase B,

Fosfatidil inositol-3-kinaz — Protein Kinaz B),

PLC-y (Phospholipase C-gamma, Fosfolipaz C-gama)
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Sekil 2.5. FGFR’lerin uyardigi hiicre igi sinyal iletim yolaklari (5).

1. JAK-STAT yolagi; 2. PLC-y yolagi; 3. PI3K-PKB yolagi; 4. MAPK

yolagini ve bu yolaklarla iligkili proteinleri géstermektedir.

Hicre ici sinyal yolaklarinin iki grup hiicre ici hedefi vardir. Bunlardan birincisi
hiicrenin metabolik islevlerinin post-translasyonel protein modifikasyonlari ile
degistirilmesidir. Bu grup hedeflerin uyarilmasi, metabolizma agisindan genel olarak
hiicrenin bliyiimeye ve bollinmeye hazir hale gelecek ve islevlerini degistirerek
farklilasmasini saglayacak sekilde protein sentezinin hizi, enerji Uretimi gibi
metabolik aktivitelerini artirmaya yonelik degisiklikler géstermesine neden olur .
Sinyal yolaklarinin ikinci ve asil hedefi ise hiicrenin gen ifadesinde degisimlere neden
olmasidir. Bahsedilen dort sinyal yolaginin hepsi de pek ¢ok transkripsiyon
faktoérinin uyarilmasi veya susturulmasi ile sonuglanir. Fibroblastlarin binlerce
geninin ifadelerinde degisiklide ortaya c¢ikan degisiklikler fibroblastlarin
osteoblastlara farklilasmasi saglar. FGFR’nin asiri aktivite ile calismasi sttirlerde ve
perikraniyumda bulunan fibroblastlarin asirt ve hizli bir sekilde osteoblastlara

farklilasmasina neden olur. Bu durumun hem buradaki osteoblasta farklilasma
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potansiyeli olan kok hiicre ozelligindeki fibroblastlarin sayilarinin azalmasi hem de
asiri kemik doku olusmasi sonucu sutirlerin erken kapanmasina yol agtigl hastahgin
olusum mekanizmasi igin literatlirde genel kabul gérmektedir (59,60).

Gen ifadesi degisiminin FGFR2 iliskili kraniyosinostozlarin olusumundaki temel
mekanizma olmasi sebebiyle, literatlirde bu hastaligin olusum mekanizmalari ile
ilgili yapilmis arastirmalari ¢alisma metodlarina gore kabaca iki baslk altinda
toplamak mimkiindir. Bunlardan birincisi, gen ifadesindeki degisimlerin olgclimu ile
ilgili olanlar, ikincisi ise genlerin nihai Urlnleri olan proteinlerin, protein
aktvitelerinin ve bu aktiviteler sonucu olusan Urlinlerin 6lcimu ilgili olanlardir. Her
iki metodun da belli bir yolak tzerine odaklanarak arastirildigi calismalar literatlirde
mevcuttur. Bu calismalarin sonucunda 6zellikle kemik dokuya farklilasma ile ilgili
genlere ait transkriptlerin miktarlarinin ve kemik yapimindan sorumlu proteinlerin
hem miktarinin hem de aktivitesinin sendromik kraniyosinostozlarda arttigi
gosterilmistir (61-63). Ayrica, kemik yikimindan sorumlu ve hiicre bollinmesinden

sorumlu proteinlerin aktivitesinin de azaldigi bulunmustur.

2.3.2. FGFR2 ve Mutasyonlari

FGFR2, 10q26.13 bodlgesinde yer alan bir fibroblast blylime faktori reseptori
olup bu aileye ait insan genomunda bulunan 4 genden birisidir. FGFR2, 20 ekzondan
olusmaktadir; ancak protein sentezinde bu ekzonlarin hepsi kullanilmamaktadir.
Ozellikle 8. ekzonun alternatif splicing’i protein islevi acisindan cok énemlidir. FGFR2
8a ekzonunun veya 8b ekzonunun protein yapisina katilmasina goére FGFR2
proteinin sirasiyla FGFR2b ve FGFR2c alt tipleri olusur (29). Bu iki alt tip farkl
islevlere sahiptir. FGFR2b epidermal kaynakli hiicrelerde; FGFR2c ise mezenkimal
kaynakli hicrelerde bulunmaktadir. Her iki reseptor farkli ligandlara yiksek afinite
gostermektedir (29).

FGFR2’'nin HGMD’de (Human Gene Mutation Database, insan gen mutasyonu
veritabani) giinimiize kadar 101 tane patojenik mutasyonu tanimlanmistir (58). Bu

mutasyonlarin 68 tanesi ekzonik nokta mutasyonlari olup ¢ogu kraniyosinostozlarla
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iliskilendirilmistir. Bu mutasyonlardan 9’u 6zel bir sendrom ismi belirtiimemis
kraniyosinostozla, 7’si Apert Sendromu’yla, 23’U Pfeiffer Sendromu’yla, 42’si
Crouzon Sendromu’yla, 3'G Beare-Stevenson Cutis Gyrata Sendromu’yla, 1’
Saethre-Chotzen Sendromu’yla, 6’si Jackson-Weiss Sendromu’yla iliskilendirilmistir.
Kraniyosinostozlarla iliskilendirilmemis mutasyonlari arasinda 5 adet hipospadiasa
neden olan 1 adet artmis meme ekanseri riski ile iliskilendirilmis olan ve 2 adet yarik
damak veya dudak ile iliskilendirilmis mutasyon vardir. Bunlar diginda ise 3 adet
Lakrimo-Aurikilo-Dento-Dijital Sendrom ile iliskilendirilmis mutasyon bulunmaktadir
(Bkz. Sekil 2.4) (Tablo2.2).

FGFR2 mutasyonlarinin 06zellikle lg-benzeri lglincii domain yakinlarinda
yogunlastig1 gorilmektedir. Bu mutasyonlarin ¢ogunlugu FGFR2 proteininde islev
kazanimina neden olan ve FGFR2 aracili sinyal iletimini artiran mutasyonlardir. LADD
Sendrom mutasyonlari ise FGFR2 proteininde islev kaybina neden olan

mutasyonlardir (64).
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2.3.3. FGFR2 ve Kraniyosinostoz iliskisinde Gen ifadesi Galismalari

Kraniyosinostozlarin nedenlerinin arastinldigi transkriptom dizeyindeki
calismalar da mevcuttur. Kraniyosinostozlar konusunda hastaligin patogenezini
aciklamak amaciyla literatlirde insan fibroblastlari ile yapilmis mikrodizin analizi
kullanilarak tiim transkriptomun incelendigi 5 calisma vardir. Bu calismalardan en
kapsamli olani kafa derisi fibroblastlari ve sindaktili izlenen parmaklardan alinmis
deri fibroblastlarinda yapilmistir . Bu calismada, Apert Sendromu (FGFR2), Saethre-
Chotzen Sendromu (TWIST1), Muenke Sendromu (FGFR3) olan ve sendromla iliskili
olmayan kraniyosinostozu olan her gruptan on hastaya ait fibroblastlarda tim
transkriptom calisiimistir.  Sendromik olmayan kraniyosinostoz grubu ile
karsilastirldiginda transkriptom diizeyinde en ylksek farkhlig gésteren grup Apert
Sendromu grubudur. Diger iki hastalik grubu ile sendromik olmayan grup arasinda
tim transkripsiyon dizeyinde anlamli bir fark bulunmamistir. Sendromik olan ve
olmayan kraniyosinostozlarin timi her gen acisindan tek tek karsilastirildiginda 46
gen Urlna igin gruplar arasinda anlaml fark bulunmustur. Bunlar, 6zellikle hiicre-
hicre iletisimi ve sinyal iletimi ile iligkili genlerdir. Bu iki yolaga ait bu ¢alismada
ifadesi artan genler ASS1, IL15, ITGA11, PDLIM1, SHROOM3, STMN2 ve TPD52L1
iken ifadesi azalan genler CA12, DCBLD2, DDX17, DOCK2, HMGA2, ITGA2, ITGAS,
MMP1, MTI1E, NPR3, PHLDA1l, PODXL, RAPGEF2, SPRY2 ve THBD’dir (65). Bu
¢alismanin gosterdigi ve kanitladigi cok dnemli bir durum da aslinda kraniyosinostoz
patogeneziyle bir iliskisi olmayan deri fibroblastlarinin bile sendromik ve sendromik
olmayan kraniyosinostozlu bireyler arasinda transkripsiyon dlzeyinde farklilik
gosteriyor olmasidir.

TUm transkriptom calismalarinin ikincisinde arastirmacilar 1 Apert Sendromu
olan ve 4 sendromik olmayan kraniyosinostoz hastasina ait 6rnekleri kullanmislardir
(2). Arastirmacilar kapanmis / kapanmak Uzere veya acik olan sendromik olan veya
sendromik olmayan kraniyosinostozu olan bireylerin pek c¢ok siitiir dokusunu
birbiriyle karsilastirmislardir. Bu ¢alisma sonugclarina gore siitlir hiicreleri arasinda
sendromik veya sendromik olmayan kraniyositozlu hastalara ait fibroblastlar

arasinda sadece kicik farklihklar bulunmustur; ancak calismaya sadece bir tane



39

Apert Sendromlu hastanin dahil edilmesi farkhliklarin az 6rnek nedeniyle
yakalanamamis olabilecegini diistindiirmektedir. Buna karsin, kapanmis / kapanmak
Uzere olan ve agik sutrler ile farkh sttir lokalizasyonlari arasinda anlamh farkliliklar
bulunmustur (2).

Uglincli calismada ise 2 Crouzon ve 1 Apert sendromu’na sahip bireylerin
periosteal fibroblast Ornekleri birbirleri ile tim transkripsiyon dlzeyinde
karsilastirilmistir (66). Bu ¢alismada iki grup arasinda kemige farkhlasma, hiicre
donglsliniin diizenlenmesi, apoptoz, sinyal iletimi, hiicre iskeleti ve vezikiler iletim
ile ilgili 70 transkript arasinda farklilk bulunmustur (66).

Tum transkriptom diizeyinde vyapilan bir diger calismada ise 7 Apert
Sendromulu hastasinin  periosteal fibroblastlari ile kontrol fibroblastlar
karsilastirilmistir (67). Bu ¢alismanin sonuglarinda da 118 gen urinlin Apert
Sendromu’nda arttigi gosterilirken 145 gen Grdninidn  miktarinin - azaldig
saptanmistir. Sonucta Apert Sendromu icin belirtec olabilecek ve onu kontrol
grubundan ayirt eden bir gen ifadesi profili saptanmistir (67). Ayrica, normal
fibroblastlarda cok yliksek FGF2 derisiminde Apert Sendromu’na benzer bir durum
taklit edilmis ve gen ifadesi profilinin Apert Sendromu’na benzedigi gosterilmistir
(67).

Tum transkriptom dizeyinde yapilan son bir calismada da ise licer tane Apert
Sendromlu hasta ve kontrol grubundan sitirler civarindaki periosteal fibroblastlar
kiltire edilerek mikrodizin ile incelenmistir (68). Kiltlir asamasinda fibroblastlar iki
gruba boéliinerek bir grubun bsiyerine FGF2 eklenmis ve FGF2'nin farkli dizeyde
eksprese edilen gen profilini nasil degistirdigi de incalenmistir. Bu analiz sonucunda
Apert Sendromlu hastalara ve kontrol grubuna ait fibroblastlar arasinda 6zellikle
hicre hareketliligi ve hiicre blyimesi ile iliskili genlerde farklihk goézlenmistir.
FGF2'nin ise Apert Sendromulu fibroblastlar lGzerine istatistiksel olarak en anlaml
etkisi biyosentetik olaylar Uzerine olmustur. Bu arastirmada arastiricilar 6zellkle
sterosilin proteininin etkisi Gzerinde durmuslar ve bu proteinin ifade artisinin Apert
Sendromundaki merkezi sinir sistemi bulgularina katkisi olabilecegini ileri

sirmuslerdir (68).
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FGFR2'nin alt sinyal yolaklarindan 6zellikle MAPK yolaginin ve ikinci sikhkta
JAK-STAT yolaginin 6nemi izerinde durulmustur. Bu yolaklardan MAPK yolagi hiicre
bliyimesi ve bolinmesini uyarirken JAK-STAT yolagi daha cok, fibroblastlarin
osteoblastlara farklilagsmasi gibi, hiicre farklilasmasi streglerini uyarmaktadir. FGFR2
iliskili kraniyosinostozlarda iki yolagin da aktive olmasinin hastaligin patogenezi ile

iliskili oldugunu gosteren kanitlar vardir.



41

3. YONTEM

3.1. Calismada Kullanilan Kimyasal Malzeme, Cé6zelti ve Cihazlar

3.1.1. Periferik Kandan DNA Eldesi ve DNA Dizi Analizi
Amonyum asetat (Sigma)
Tris klorlr (Sigma)
Sodyum klorir (Sigma)
Disodyum EDTA (Etilen-Diamin-Tetra-Asetik asit) (Sigma)
Sodyum dodesil stilfat (Sigma)
Proteinaz K (Sigma)
Taq Polimeraz Kiti (ThermoScientific)
Agaroz (Sigma)
BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems)
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)
ZR DNA Sequencing Clean-Up Kit (Zymo Research)
Formamid (Applied Biosystems)
Etidyum Bromiir (Sigma)
Orange G (Sigma)
Gliserol (Sigma)
UVP BioSpectrum 500 Jel Gorlintlileme Sistemi
Nanodrop® 2000c (ThermoScientific)
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)

3130 — Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

3.1.2. Deri Biyopsisi
Punch biyopsi seti (4mm) (Kai Medical)

Jetokain® Lidokain iceren lokal anestetik (Adeka)


http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/Products-and-Services/Applications/PCR/thermal-cyclers-realtime-instruments/thermal-cyclers/geneamp-pcr-system-9700.html
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3.1.3. Hiicre Kiiltiira
DMEM - Yiiksek Glukoz (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Biological Industries)
FCS (Fetal Calf Serum, Fotal Sigir Serum) (Biological Industries)
Tripsin-EDTA (Biological Industries)
L-glutamin (Biological Industries)
Penisilin/Stereptomisin (Biological Industries)
Gentamisin (Biological Industries)
izopropanol (Sigma)
DMSO (Dimetil stilfoksit) (Sigma)
Rekombinan insan FGF2 (Sigma)

3.1.4. RNA Eldesi ve Kalitesinin Saptanmasi
Trizol Reagent (Sigma)
Kloroform (Sigma)
Etanol (Sigma)

Sodyum Asetat (Sigma)

3.1.5. Transkriptom Mikrodizini
GeneChip® 3" IVT (in vitro Transkripsiyon) Express Kiti (Affymetrix)
icerigi:

Poli-A (Poli Adenin) RNA kontrol

Poli-A kontrol seyreltme tamponu

ilk zincir tampon karigimi

ilk zincir enzim karisimi

ikinci zincir tampon karisimi

ikinci zincir enzim karisimi

IVT biyotin isareti

IVT isaretleme tampon karisimi

IVT enzim karisimi

RNA baglayan boncuklari
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aRNA (amplifiye RNA) baglama tamponu
aRNA yikama ¢ozeltisi

aRNA seyreltme tamponu

Manyetik stand

5X Fragmantasyon tamponu

Kontrol Oligo B2

20X Hibridizasyon ¢ozeltisi

GeneChip® Hibridizasyon, Yikama ve Boyama Kiti (Affymetrix)
icerigi:
Pre-hibridizasyon karisimi
2X hibridizasyon ¢ozeltisi
DMSO
Boyama karigimi-1
Boyama karigimi-2
Cip yukleme tamponu
Yikama tamponu-A
Yikama tamponu-B
GeneChip® Hibridizasyon firin1 645 (Affymetrix)
GeneChip® Fluidics istasyonu 450 (Affymetrix)
GeneChip® 3000 Scanner (Tarayici) (Affymetrix)
GeneChip® Human Genome U133 Plus 2.0 Array (Affymetrix)

3.2. Hastalarin Degerlendirilmesi

Calismaya dahil edilecek hastalarin saptanmasi amaciyla Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’'na, Cocuk Sagligi ve Hastaliklari
Anabilim Dali Cocuk Genetik Hastaliklari Bilim Dal’na ve Hacettepe Universitesi
Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahi Anabilim Dal’'na basvuran hastalar arasinda klinik
bulgularina gére Apert Sendromu disiniilen hastalar degerlendirmeye alindilar. Bu

degerlendirme amaciyla hastalarin yasi, cinsiyeti gibi demografik ozellikleri; tani
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yasl, kraniyosinostoz tipi, dismorfik bulgulari, zihinsel gerilik varligi, merkezi sinir
sistemi anomalileri, kafa ici basing artisi 6ykisu, vertebral anomali, konjenital kalp
hastaligl, gorme kaybi, isitme kaybi, uygulanan tedavi, aile oykisiu gibi klinik
bulgulari  kaydedildi. Ayni gruptaki o6rneklerin benzer gen ifade profili
gosterebilmelerini saglamak icin, blylimenin sabit bir hiz izledigi ve hormonal
dalgalanmanin yuksek olmadigi 2,5 ile 10 yaslar arasinda, klinik olarak Apert
Sendromu ile uyumlu bulgulari olan, ¢alismaya katilmak igin ailesinden ve uygun
kosullarda kendisinden aydinlatilmis onami alinan hastalar ¢alismaya dahil edildi.

Kontrol grubuna girmeye aday bireyler ise 2,5 ile 10 yaslari arasinda olan,
herhangi bir kraniyosinostozu olmayan, baska bir nedenle deri 6rnegi alinmis,
¢alisma icin ailesinden ve uygun kosullarda kendisinden aydinlatilmis onami alinmis
bireyler secildi. Kontrol grubundaki bireylerden bag dokusunu ve deriyi ilgilendiren
bir hastaligi olmayan bireyler bu gruba dahil edildiler.

Calisma icin Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu'ndan TBK 12/07 numarasi ile onay alindi. Bu onay cergevesinde

calismaya katilmayi kabul eden bireyler aydinlatilmis onam formu imzaladilar.

3.3. Periferik Kandan DNA Eldesi ve DNA Dizi Analizi

DNA eldesi yapabilmek amaciyla calismaya katilacak hastalardan 10ml
periferik vendz kan alinarak EDTA’lI tlp ile laboratuara ulastirildi. DNA izolasyonu
icin amonyum asetat ile ¢oktirme yontemi kullanildi. DNA eldesi yapilacak érnekler
distile su eklenmesi ardindan 6nce 500 x g’de 20 dakika daha sonra 600 x g'de
20 dakika santifrij edildi. Her bir tlpeki ¢okelti Gizerine 3ml niikleer lizis tamponu
(10mM Tris, 400mM NaCl, 200uM, pH 8,2) eklenerek calkalandi. Ardindan tiplerin
her birine 150ul 10mg/ml proteinaz K ve 200 ul %10’luk sodyum dodesil stlfat
cozeltileri eklendi. Tupler 16 saat boyunca 37°C etiivde bekletildi. Daha sonra, her
bir 6rnege 3ml 148g/100ml amonyum asetat c¢Ozeltisi eklenerek ve kuvvetlice
calkalanarak 3000 x g'de 20 dakika santifrlij edildi. Cokelti Gzerine etil alkol
eklenerek gorinir hale gelen DNA pipet ucu yardimiyla toplanarak 400ul Tris-EDTA

tamponu iceren tipler icerisine yerlestirilerek DNA dizileme islemine gecildi.
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FGFR2’'nin Apert Sendromu’ndan sorumlu mutasyonlarinin bulundugu 7.
ekzonuna yonelik 1 ¢ift primer tasarlandi. Primer dizilerinin tasarimi icin FGFR2'nin
Ensembl veritabaninda (http://www.ensembl.org) bulunan ENSTO0000358487 isimli
transkriptinin dizisi esas alinarak Primer3 (http://primer3.wi.mit.edu) programi
kullanildi. Tasarlanan primerler FGFR2-Ex7F: 5’-TGACAGCCCTCTGGACAAC-3’ ve
FGFR2-Ex7R: 5’-TCATCCTCTCTCAACTCCAACA-3’ dizilerine sahiptirler. Daha sonra bu
primerler ile PCR ©Oncesi hastalardan izole edilen DNA’larin derisimleri
Nanodrop 2000c kullanilarak belirlendi ve DNA’larin derisimleri 50ng/ul olacak
sekilde seyreltildi. 14,8ul su, 2,5ul 10X tampon ¢ozeltisi, 2ul 2,5M dNTP, 1,5ul
25mM MgCly, 0,2ul Taq Polimeraz, 0,5ul 5’ primer (10pmol/ml) ve 0,5ul 3’ primer
(10pmol/ml), son olarak 1pl ilgili bireyin DNA’si karistirildi. PCR, 95°C’de 5 dakika ile
denatiirasyon ile baslanarak, 95°C’de 30 saniye, 60°C’'de 30 saniye, 72°C’'de 30
saniye olacak sekilde 40 dénglide ve son ekstansiyon olarak 72°C’de 2 dakika olacak
sekilde gerceklestirildi. Elde edilen PCR Urunleri etidyum bromir iceren %2’lik
agaroz jelde 120 Volt'ta 30 dakika ylrutuldiikten sonra UVP BioSpectrum 500
goriintileme sisteminde goriintiilenerek 350-400bp uzunluk arasinda tek bant elde
edildigi gorilda. Ardindan “Promega Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System” ile
Ureticinin 6nerdigi protokol kullanilarak purifikasyon yapildi.

Purifiye edilmis PCR Urlnlerinin derisimleri Nanodrop 2000c kullanilarak
belirlendi ve derisimleri 40ng/ul olacak sekilde seyreltildi. Sekans reaksiyonu igin 6ul
su, 2ul 5X BigDye Sekanslama tamponu, 1ul BigDye Terminator v3.1 sekanslama
¢Ozeltisi, 0,5ul FGFR2-Ex7R primeri ve 0,5ul purifiye PCR Grind karistirildi. Sekans
reaksiyonu, 95°C’de 5 dakika ile denatiirasyon ile baslanarak, 95°C’de 15 saniye,
50°C’de 15 saniye, 60°C’de 4 dakika olacak sekilde 25 déngilide ve son ekstansiyon
olarak 60°C’de 7 dakika olacak sekilde gerceklestirildi. Sekans reaksiyonu trinleri
“Zymo Research DNA Sequencing Clean-Up Kit” ile Uretici firmanin 6énerdigi protokol
kullanilarak pirifiye edildi. Pirifikasyon sonrasi 10ul formamid icinde elde edilen
dizileme tepkimesi triinleri 95°C’'de 10 dakika boyunca denatiire edildikten sonra

hizlica buza batirilarak pirifiye dizileme driinlerinin tek zincir halinde kalmasi


http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000066468;r=10:123237848-123357972;t=ENST00000358487
http://primer3.wi.mit.edu/
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saglandi. Ardindan, purifiye sekans reaksiyonu urinlerinin “ABI 3130 — Genetic
Analyzer” ile kapiller elektroforez yapilarak érneklerin dizileri saptandi.

DNA dizi analizi sonuglarinin degerlendirilmesi igin Chromas Lite v2.01
programi kullanildi. Buna gore elde edilen diziler okunarak ensembl veri tabanindaki
referans dizisi ile karsilastirildi ve sonucglar daha 6nceden Apert Sendromu ile

iliskilendirilmis mutasyonlarla karsilastirildi.

3.4. Dermal Primer Fibroblast Kiiltiirlerinin Kurulmasi ve Saklanmasi

Calismaya katilacak bireylerden dermal fibroblast kiltiri kurmak amaciyla
punch biyopsi yapildi. Bunun icin povidin iyodir ile biyopsi alinacak bdlgenin
sterilizasyonu ve 2mg/ml lidokain enjeksiyonu ile lokal anestezi yapilmasinin
ardindan 4mm punch biyopsi seti kullanilarak tam kat deri biyopsisi yapildi. Yara yeri
steril spang ile kapatilarak hastaya ve ailesine yara bakiminin nasil yapilmasi ve ne
kadar slrede iyilesmesi beklendigi bilgileri verilerek islem sonlandirildi. Biyopsi
ornegi DMEM besiyeri icerisine konularak steril kosullarda laboratuara ulastirildi.

Hastalardan ve kontrol gruplarindan alinan deri ornekleri steril kosullarda
ufak parcalara ayrilarak, bag dokusu kismi zeminle temasta olacak sekilde pargalar
%1 L-Glutamin, %1 Penisilin/streptomisin, %0,2 Gentamisin ve %10 FBS iceren
DMEM besi yeri (standart DMEM besi yeri) icerisine ekildi. Her 2 glinde bir 1sik
mikroskobu ile takip edilen ve besi yeri degistirilen doku pargaciklarindan kéken
alan fibroblast hiicrelerinin béliinerek zeminin %70 - %80’ini kapladiklari gorilince
hiicreler pasajlandi. Bunun icin, kiltir kabindaki hicreler Gzerlerine 3ml Tripsin-
EDTA uygulamasi yapilarak hicreler toplandi ve 1000rpm’de 10 dakika santrifij
edildi. Cokelti alinarak 2 farklh kiltiir kabina standart besi yeri icerisinde ekildi. Ayni
islem tekrar edilerek 4-5. pasaja kadar ¢ogaltilan fibroblastlarin zeminin %70 - %80
kaplandigi gorildigunde Tripsin-EDTA ile zeminden kaldirilan hiicreler %10 DMSO
iceren standart DMEM besi vyeri icerisinde 2ml’lik hiicre dondurma tlipilerine
aktarildilar. Oncelikle, bir gece boyunca 1°C/dakika hizla isopropil alkol icinde
-80°C’ye kadar sogutulan hicreler daha sonra sivi azot icerisinde deney yapilacak

gline kadar saklandilar.
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Transkriptom deneyleri igin sivi azot igerisinde saklanan hiicreleri iceren besi
yeri oda sicakliginda hizlica eritilerek taze standart DMEM besi yeri iceren iceren
kaplarda kdltiire edildiler. Bir giin sonra zemine tutundugu gozlenen hicrelerin besi
yeri taze standart DMEM besi yeri ile degistirildi. Fibroblastlarin zeminin %80 -
%90'In1 kapladigl gozlendiginde besi yeri transkriptom calismasi dncesi besi yeri ile
degistirilerek hicreler bu besi yerinde 1 giin inkibe edildikten sonra hiicre
kiiltriintniin besi yeri tekrar degisitrildi. Bu asamada her hastaya ait hiicre kultirleri
OpM FGF2 ve 2000pM FGF2 gruplari olarak ikiye ayrildi ve her grupta her bireye ait
ikiser kiltlir olmak Gzere toplam 24 tane kiiltlir kabi olusturuldu. Apert Sendromlu
bireylerden alinan fibroblastlar ile normal bireylerden alinan fibroblastlarda
2000pM FGF2’nin benzer miktarda MAPK yolagl fosforilasyonuna neden oldugu
gosterilmistir  (69). Ayrica, daha oOnceden vyapilan benzer transkriptom
¢alismalarinda da fibroblastlara 2000pM FGF2 uygulandigi icin bu deneyde 2000pM
FGF2 uygulamasi yapilmasina karar verilmistir (68). OpM FGF2 gruplarindaki hiicre
kiltirlerine transkriptom c¢alismasi 6ncesi besi yeri ve 25,6uM TRIS (pH=7,0)
eklenirken 2000pM FGF2 gruplarindaki hticre kiltirlerine ek olarak 2000pM FGF2
eklendi. Bir giin boyunca bu besiyerleri icerisinde inklibe edilen hiicrelerden

transkriptom calismasi icin RNA eldesi islemine gecildi.

3.5. Primer Fibroblast Kiiltiirlerinde Transkriptom Calismasi i¢cin Uygun Kosullarin
Belirlenmesi

Klltire edilen fibroblastlarin besi yerlerinin igerigi transkriptomlarini
etkilemektedir. Bu nedenle, transkriptom calismasi dncesi besi yerinin hiicrelerin
hayatta kalmasini destekleyecek minumum kosullarda olusturulmasi gereklidir. Besi
yerinin temel bilesenleri DMEM igerisindedir. Bunun disinda L-Glutamin, kiltlrde
kontaminasyonu oOnlemek amaciyla antibiyotikler (penisilin, streptomisin,
gentamisin) eklenmektedir ve protein kaynagi ile hiicre sagkalimini ve bélinmesini
tetikleyecek blaylime faktorlerini iceren FCS besi yerine eklenmektedir. Temel besin
maddelerini iceren DMEM ile ilgili degisiklikler hiicrelerin yetersiz beslenerek 6lime

gitmelerine veya transkriptomlarini degisitirerek fizyolojilerini yeni besi vyeri
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kosullarina adapte etmelerini saglayacagl icin DMEM ile ilgili bir degisikilik
yapiilmamistir. L-Glutamin fizyolojik pH’da kararsiz olan esansiyel bir amino asittir ve
besi yerine sonradan eklenmektedir. Bu nedenle L-glutamin derisiminde de bir
degisiklige gidilmemistir. Antibiyotiklerin ise ©6karyot hicrelerin fizyolojilerini de
etkiledikleri ve 6zellikle mitokondriyal islevlerde degisiklikler sonucu transkriptom
diizeyinde degisikliklere neden olabilecegi bilindigi icin transkriptom deneyi dncesi
antibiyotikler besi yerinden tamamen uzaklastirildi. FCS’nin iginde bulunan
hicrelerin sag kalimi igcin gerekli faktorler ortamdan uzaklastirildiginda hiicre
olimiiniin baslamasi beklenebilir; ancak FCS hiicrelerin gesitli bliyime faktorlerine
maruz kalarak hizla bélinmeye yatkin, transkriptom dlzeyinde in vivo fizyolojik
kosullara kiyasla oldukga farkh bir duruma girmelerine sebep olmaktadir. Bu
nedenle, FCS diizeyinin deney oncesi hiicrelerin sag kalimini destekleyecek en diisiik
derisimine indirmek ve transkriptom deneylerini bu sekilde yapmak gerekmektedir.

FCS’nin en disuk derisimini belirlemek amaciyla %0, %0,10, %0,25, %0,50,
%0,75, %1,00 derisimlerinde FCS igeren besi yerlerinde kontrol grubuna ait bir
bireyden kiltiire edilen fibroblastlar 1sitk mikroskobu altinda 5 giin siireyle takip
edilerek fotograflari ¢ekildi. Farkh kosullarda elde edilmis fotograflar apoptoza giden
ve hiicre bolinmesi geciren hiicreler agisindan karsilastirildi. Bu karsilastirma ile

transkriptom galismasi dncesi besi yerinin icerigi belirlendi.

3.6. RNA Eldesi ve Kalitesinin Saptanmasi

RNA eldesi yapilmak lzere transkriptom 0Oncesi besi yerinde inklbe edilen
hicreler izerindeki besi yeri uzaklastirilarak 1ml Trizol eklendi. Daha sonra, 200ul
kloroform eklenen c¢ozelti 4°C'de 12.000 x g'de 15 dakika santriflij edilerek Ust faz
steril 1,5 ml’lik tiplere aktarildi. Yeni tlipe aktarilan faza 750ul saf etanol eklenerek
kanistirildi ve -20°C’de 30 dakika bekletildi. Bunun ardindan o6ncelikle 4°C’ de
12.000 x g'de 10 dakika santrifiij edilerek c¢okelti alindi. Sonra da (izerine 750ul
%75’lik etanol eklenerek 4°C’de 7.500 x g'de 5 dakika santrifij edildi ve ¢okelti kalan
etanollin ugmasi icin oda sicakliginda inkibe edildi. Ardindan, ortamdaki ¢oéziclleri

daha fazla uzaklastirabilmek amaciyla repirifikasyna gecildi. Bunun icin, 6ncelikle
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cokelti Gzerine 3M sodyum asetat eklenen ornekler 4°C’ de 12.000 x g’de 10 dakika
santrifiij edildi. Daha sonra 750ul %99’luk etanol eklenerek 4°C’de 12.000 x g'de 10
dakika santriflj edilerek ¢okelti alindi ve ayni islem %75 etanol ile tekrarlandi ve
¢Okelti kalan etanoliin ucmasi icin oda sicakliginda inkiibe edildi. Son olarak,
orneklerin lizerine distile su eklenerek RNA'nin ¢oziilmesi saglandi.

izole edilen RNA 6rneklerinin miktari ve safligini dlgmek icin Nanodrop 2000c
ile 230nm, 260nm ve 280nm dalga boylarinda spektrofotometrik élgiimler yapildi.
260/230 orani 1,5’in Uzerinde, 260/280 orani ise 1,8’in Uzerinde olan 6rnekler
transkriptom analizi icin uygun kosullara sahip olarak kabul edildi. Daha sonra, RNA
orneklerinden 2ug alinarak %60 formamid, 0,1mg/ul etidyum bromir ve 10X
yikleme tamponu (Orange G ve gliserol iceren) ile karistirilarak 65°C’de 10 dakika
boyunca denatiire edildikten sonra hizlica buza batirilarak RNA’larin tek zincir
halinde kalmasi saglandi. Ardindan RNA ornekleri %1,5’lik agaroz jelde yuratalip
UVP BioSpectrum 500 ile goriintilenerek RNA'larin saglamligi test edildi. Bu sekilde
bozulmamis olan RNA o&rnekleri transkriptom mikrodizininde kullanilincaya kadar

-80°C’de saklandi.

3.7. RNA Mikrodizini

RNA mikrodizini yapilmasi amaciyla elde edilen RNA o&rnekleri Uretici
firmanin onerdigi sekilde hazirlanarak GeneChip® Human Genome U133 Plus 2.0
Array mikrodizin sistemi ile ¢ahsildi (Sekil 3.1). Bu mikrodizin sistemi ile 47.400
transkriptin ayri ayri miktarlari ve her biri igin 11 ¢ift 6zgil oligonilkleotit probu ile
toplamda yaklasik 1.300.000 bireysel oligoniikleotit prob araciligiyla transkriptom

analizi yapilmaktadir.
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. Tum RNA Ornegi . AGIKLAMA
STHIHIITIIT N1 TAAARAA 3
1. Poli-RNA Kontrollerinin Poli-A RNA Kontrolleri TITIT RNA
Eklenmesi ‘ /
2. ik Zincir cDNA - ;ﬁﬂ%ﬁdﬂ P”me”y TTTO0 DNA
Sentezi —
* I T/ Promotoru
STHIHITITIITT NI IAAAAA G o Biotin
3 TTTTT — A 5'
3. Ikinci Zincir cDNA
Sentezi ‘
S5TI0L00 010 0L AAAAA — mmm 3'
000000 00000TTTTT— m—ms
, Biyotinlenmis
4. i';”ar JaRNAanin Vo ® - Ribonikleotid
Analogu
ol | IIII ITITIUUUUU 5
3'|I|TI | IIITIUUUUU 5'
3 Uuuuy 5
5. aRNA Purifikasyonu ‘
6. Fragmantasyon
7. Hibridizasyon
Sekil 3.1. GeneChip® Human Genome U133 Plus 2.0 Array igin orneklerin

hazirlanma protokoli. Sekildeki simgelerin anlami yanda yer alan

aciklamada yer almaktadir.

Onerilen protokole gére, drneklerdeki RNA kalitesinden bagimsiz olarak
mikrodizine dahil edilen Poli-A RNA kontrolleri Poli-A seyreltme tamponu ile
seyreltilerek 2ul’si 100ng ornek RNA’si ile karistirildi ve son hacim 5ul'ye
tamamlandi. Daha sonra, 6ncelikle tek zincir cDNA sentezi icin ilk zincir standart

tampon karisimindan 4ul ve ilk zincir enzim karisimindan 1ul eklenerek 6rnekler
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42°C'de 2 saat inkiibe edildi. Ardindan her bir 6rnege cift zincir cDNA sentezi igin
ikinci zincir standart tampon karisimindan 5ul, ikinci zincir enzim karisimindan 2ul ve
13ul distile su buz lizerinde eklenerek 16°C’de 1 saat ve ardindan 65°C’de 10 dakika
inkiibe edildi. Bunun ardindan elde edilen cift zincir cDNA ornekleri in vitro
transkripsiyon (IVT) igin kullanildi. Bu amagla, 4ul IVT biyotin isareti, 20ul IVT
isaretleme tamponu, 6ul IVT enzim karisimi bir araya getirilerek hazirlanan 30ul’lik
¢ozelti her bir cift zincir cDNA érnegine buz tizerinde eklendi ve karisim 40°C’de 16
saat inklUbe edildi. Boylece, mikrodizin deneyinin sonraki asamalarinda kullanilacak
biyotin isaretli aRNA’lar (amplifiye RNA) elde edilmis oldu. Bu asamada elde edilen
aRNA’larin saflastiriimasi icin aRNA baglayan manyetik boncuklar kullanildi. Bu
amacla 10ul aRNA baglayan boncuklar ile 50ul aRNA baglama tamponu her bir
ornege 60pl eklenmesinin ardinda her bir 6rnege 120ul saf etanol eklendi. lyice
karistirilan ornekteki aRNA’lar RNA baglayan boncuklara tutundu. Tipler manyetik
tutucuya yerlestirilip, 5 dakika boncuklarin miknatis tarafindan tutularak ¢ozeltinin
seffaf hale gelmesi icin beklendi. Cozeltinin seffaf kismi atildiktan sonra 100ul aRNA
yikama c¢ozeltisi ile karistirilarak ©6nceki gibi 5 dakika inklibe edilen manyetik
boncuklar ¢ozeltiden ayrildi. Bu islem ardindan 50ul aRNA ellisyon tamponu eklenip
karistirilan manyetik boncuklar yeniden 6nceki gibi ¢ozeltiden ayrilarak her bir 6rnek
icin aRNA’lar saflastirilmis oldu. Bu islemin ardindan aRNA’lar Nanodrop 2000c ile
olgulda.

Her bir 6rnege ait aRNA'dan 15ug alinarak 8ul 5 x fragmantasyon tamponu
ve distile su ile karistirilarak hacim 40ul’ye tamamlanak aRNA 6rnekleri 94°C’de 35
dakika inkiibe edilerek fragmante edildi ve %2’lik agaroz jelde yiritilerek fragman
boyutu kontrol edildi. 12,5ug fragmante olmus aRNA’lar, 4,2ul kontrol
oligonikleotid B2, 12,5 pl 20 X hibridizasyon kontrolleri (bioB, bioC, bioD, cre),
125ul 2 X hibridizasyon karisimi, 25ul DMSO (zerine ditile su eklenerek son hacim
250ul olacak sekilde karistirildiktan sonra 99°C’de 5 dakika ve 45°C’de 5 dakika
inkiibe edildi. Ayni anda ciplere pre-hibridizasyon karisimi yiiklendi ve cipler 45°C’de
60rpm’e getirilmis hibridizasyon firininda 10 dakika inkiibe edildi. Bunun ardindan

ornekler ciplere yiiklendi ve 45°C’de 16 saat, 60rpm hizinda calkalama saglayan
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hibridizasyon firininda inkiibe edildi. Son olarak hibridizasyon sonrasi ¢ip bosaltildi
ve yerine ¢ip ylkleme tamponu dolduruldu. Yikama ve boyama igin kit icindeki
boyama karisimi-1, boyama karisimi-2 ve ¢ip ylikleme tamponu sirasiyla 600ul-
600pul-800ul hacimlerinde tlplere alindi ve GeneChip® Fluidics istasyonu 450’de
gerekli yerlerine yerlestirilerek ciplerin yikama ve boyamasi tamamlandi. Okunmaya
hazir hale gelen ¢ipler, GeneChip® 3000 Scanner ile taranarak RNA mikrodizini ham

verileri elde edildi.

3.8. RNA Mikrodizini Sonuglarinin Kalitesinin Degerlendirilmesi ve Analizi

RNA mikrodizini analizleri igin Affymetrix Expression Console ve R x64 v3.1.0
programlari ile beraber R icin hazirlanmis Bioconductor paketleri kullanildi.
Transkriptom analizinde elde edilen verinin kalite kontroli igin Affymetrix
Expression Console’da MAS 5.0 (Microarray Suite 5.0) protokoll kullanilarak
analizde transkript saptanan (rlnlerin ylzdesi ve RMA (Robust Multichip Analysis)
protokoll kullanilarak GAPDH (Gliseraldehit-1-Fosfat Dehidrogenaz) transkriptinin
3":5" oranlar belirlendi (70). Ayrica, RMA protokoliine goére PCA (Principal
Component Analizi) yapildi.

Verilerin degerlendirilmesi icin ise, R'nin affy paketi kullanilarak RMA
protokolliine goére normalize edilen sonuglardan limma paketi kullanilarak “linear
models for microarray data” (mikrodizinler igin lineer modeller) yontemi ve ¢ok katli
deney (Multi-level experiment) modeli ile her bir gruptaki gen ifadesi diizeyleri
kiyaslandi (71). 4 deney grubu arasinda “Apert Sendromu OpM FGF2 - Kontrol 0pM
FGF2”, “Apert Sendromu 2000pM FGF2 - Kontrol 2000pM FGF2”, “Apert Sendromu
2000pM FGF2 - Apert Sendromu OpM FGF2” ve “Kontrol 2000pM FGF2 - Kontrol
OpM FGF2” olmak Uzere 4 farkli karsilastirma yapildi. Karsilastirmalarin istatistiksel
degerlendirilmesinde t-testi kullanilarak p<0,05 olan ve logaritmik gen ifadesi diizeyi
1,5 kat (ya da logaritmik olmayan gen ifadesi ~2,83 kat) gruplar arasinda farkhlik

gosteren sonuglar anlamli kabul edildi.
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Gruplar arasinda farklhilik gosteren gen listeleri ise birbiriyle iletisimi ve GO
(Gen Ontolojisi) terimleri agisindan STRING (Search Tool for the Retrieval of
Interacting Genes/Proteins) ile degerlendirildi (72). Hedef genlerin ifade duzeyleri
ise CLADIST (Clustering Algorithm And Distance Integratory Statistics Tool) programi
ile Oklid uzaklklarin kiyaslandigi ortalama baglanti (average likange) ydntemiyle

hiyerarsik kiimeleme yapilarak incelendi (73).
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4. BULGULAR

4.1. Hastalarin Degerlendirilmesi
Calismaya dahil edilen 3 Apert Sendromlu (A1, A2, A3), 3 kontrol grubu (K1,

K2, K3) bireyinin klinik bulgularinin 6zeti Tablo 4.1’de yer almaktadir.

Tablo 4.1. Calismaya dahil edilen bireylerin klinik 6zellikleri. A1, A2, A3 kodlu
hastalar Apert Sendromlu bireyleri gostermekte iken K1, K2, K3 kodlu
bireyler kontrol grubuna dahil olan bireyleri géstermektedir. K = Kiz;

E = Erkek; YU = Yasla Uyumlu’yu temsil etmektedir.

Bireyler Al A2 A3 K1 K2 K3
Yas 8 7 2,5 6 7 10
Cinsiyet K K K K K K
K.ra.plyosmostoz Koronal Koronal Koronal - - -
tard
Biparyetal cap YU YU YU YU YU YU
Boy uzunlugu YU YU YU YU YU VYU
Zihinsel gerilik - Hafif - - - -
Kafaici basing artisi
oykiisi i i i -7
Proptozis + + + - - -
Hipertelorizm + + + - - -
Gorme kaybi - - - - - -
isitme kaybi - - - - - -
Orta ylz

+ + + - - -
hipoplazisi
Burun anomalisi + + + - - -
Yarik damak : _/+ _ : _ _
ve/vaya dudak
KonJenvltaI kalp i ] ASD ) ] ]
hastalig
Haluks valgus + + + = = =
Genis bas parmak + + + - - -
Brakisindaktili + + + - - -

Vertebral anomali - - - - - -

Uygulanan tedavi Kraniyoplasti, Kraniyoplasti, Kraniyoplasti,
Sindaktili Sindaktili Sindaktili
acilmasi acilmasi acilmasi

Aile Oykiisi - - - - - -
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4.2. DNA Dizi Analizi ile Apert Sendromu Tanisinin Konmasi

Calismaya dabhil edilen hastalarin FGFR2 7. ekzonuna yonelik yapilan DNA dizi
analizlerine gore her 3 hastada da Apert Sendromu’nu goésteren mutasyonlar
heterozigot olarak saptanmistir (Sekil 4.1). Buna gore Al ve A3 hastalarinda
p.Ser252Trp mutasyonu saptanirken A2 hastasinda p.Pro253Arg mutasyonuna

rastlanilmistir.

250 251 252 253 254
Glu Arg Ser Pro His
RefSeq: C C G G C G T C G CC T C c
Glu Arg Ser/Trp Pro His
Al: C C G G C G TC/GG C C T C C
A1
(p-Ser252Trp) P A
Glu Arg Ser Pro/Arg His
A2: C C G G C G T C G CC/GT C Cc
A2
(p-Pro253Arg) {
Glu Arg Ser/Trp Pro His
A3: C C G G C G TC/GG C C T C c
A3
(p-Ser252Trp) C
Sekil 4.1. Calismaya dahil edilen Apert Sendromlu 3 bireyin Sanger dizilemesi

sonuglari. Ust satirda referans FGFR2 dizisi yer alirken her bir hastaya
(A1, A2, A3) ait elektroferogramlarin lizerinde hastaya ait FGFR2 dizisi

yer almaktadir.

4.3. Transkriptom Calismasi i¢cin Uygun Kosullarin Belirlenmesi

Deney i¢in mimkiin olan en disik FCS derisiminin belirlenmesi amaciyla
yapitlan FCS denemelerinde K2 06rnegine ait fibroblastlarda ortamda hi¢ FCS
bulunmadiginda dahi artmis hiicre 6limi gozlenmemistir (Sekil 4.2). Bu nedenle,
transkriptom mikrodizini deneyleri dncesi fibroblast kiltirlerinde hi¢c FCS icermeyen

besiyerleri kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.2.

Farkh FCS derisimlerine sahip besi yerlerinde izlenen kontrol grubuna

ait dermal fibroblastlar. (Agiklamanin devami bir sonraki sayfadadir.)



Sekil 4.2.
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(Devami) Her satirda, %0, %0,10, %0,25, %0,50, %0,75 ve %1,00
olmak Uzere farkli FCS derisimlerinde besi yerleri ile beslenen K2
ornegine ait fibroblastlar yer alirken siitlinlarda ise deneyin baslangi¢
ani (0. saat), 48. saat ve 120. saat karsilastirlmaktadir. Artan FCS
derisimi ile beraber 48. ve 120. saatlerde hicre yogunlugunun
arttigina dikkat ediniz. Her 5 deney grubunda da yuzen hiicreler veya
yuvarlaklasmis hiicreler seklinde artan bir hicre o6limi
gozlenmemistir. Her fotografin sol st kdsesinde o kultlir kabindaki
FCS derisimi ve deneyin zamani gorilmekte iken sag lst kosesinde

Olcek bulunmaktadir. Her 6lgek 100um’yi gdstermektedir.

4.4. RNA Eldesi ve Kalitesinin Saptanmasi

Toplam 12 adet olan her bir deney grubuna ait ikiser adet kiiltlr kuruldu. Bu

kilturlerden deney sonunda RNA eldesi yapilarak her ikili gruptan bir adet 6rnek

transkriptom mikrodizini yapilmak lzere secildi. Elde edilen RNA’larin derisimi ve

safligi spektrofotometrik olarak saptanirken (Tablo 4.2) izolasyon islemleri sirasinda

zarar goriip gormedigi elektroforez ile kontrol edildi (Sekil 4.3). Yapilan analizde

bitlin ornekler transkriptom mikrodizini yapilmaya uygun bulundu. Bu nedenle her

deney grubu icin elde edilen ikiser adet RNA o6rneginden birer tanesi secildi.



Tablo 4.2. Spektrofotometrik 6lciim ile RNA kalitesinin saptanmasi. Trizol ile
RNA izolasyonu vyapilan 24 fibroblast kiltlri o6rneginin  RNA
derisimleri ile safliklarini gosteren 260nm/230nm abzorbans ve
260nm/280nm abzorbans degerleri. Transkriptom mikrodizininde

kullanilan 6rnekler kirmizi ile isaretlenmistir.

Ornekler Derisim (ng/ul) 260nm/230nm 260nm/280nm

02 - A1-2000pM FGF2 440 2,25 1,91

04 - A2 — 2000pM FGF2 305 2,24 1,83

06 - A3 —2000pM FGF2 147 2,34 1,77

08 - K1 —2000pM FGF2 283 2,27 1,85

10 - K2 — 2000pM FGF2 185 2,32 1,79

12 - K3 — 2000pM FGF2 314 2,29 1,85

14 - A1 - OpM FGF2 480 2,23 1,90

16 - A2 - OpM FGF2 320 2,25 1,89

18 - A3 - 0pM FGF2 114 2,30 1,72

20 - K1 - 0pM FGF2 351 2,22 1,88

22 - K2 — 0pM FGF2 64 2,29 1,76

24 - K3 — 0pM FGF2 406 2,15 1,87
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02 - A1 -
2000pM FGF2

13 - A1 -
0pM FGF2
14 - A1 -
0pM FGF2
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03 - A2 -

15 - A2 -
0pM FGF2

2000pM FGF2
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04 - a2 -
2000pM FGF2
05 - A3 -
2000pM FGF2
06 - A3 -
2000pM FGF2
07 - K1 -
2000pM FGF2
08 - K1 -
2000pM FGF2
09 - K2 -
2000pM FGF2
K2_
2000pM FGF2
11 - K3 -
2000pM FGF2
12 - K3 -
2000pM FGF2

10 -

<—Genomik DNA

<—28S rRNA

<—18S rRNA

16 - A2 -
0pM FGF2
17 - A3 -
0pM FGF2
18 - A3 -
0pM FGF2
19 - K1 -
0pM FGF2
20 - K1 -
0pM FGF2
21 - K2 -
0pM FGF2
22 - K2 -
0pM FGF2
23 - K3 -
0pM FGF2
24 - K3 -
0pM FGF2

<+—Genomik DNA

<—28S rRNA

18S rRNA

Jel elektroforezi ile RNA kalitesinin saptanmasi. Trizol ile RNA
izolasyonu yapilan 24 fibroblast kiltlirli 6rneginin denatire edildikten
sonra %1,5’lik agaroz jeldeki gorintlsid. Her bir 6rnege ait kolonda
RNA izolasyonunun basarili sekilde gerceklestigini gosteren 28S ve
18S rRNA’lara ait bantlar goéridlmektedir. Bunun haricinde
orneklerdeki az miktardaki genomik DNA kontaminasyonu da goze
carpmaktadir. Orneklerin hicbirinde RNA degredasyonunu isaret
edebilecek vyaygin boyanma gorinimi yoktur. Transkriptom

mikrodizininde kullanilan érnekler kirmizi ile isaretlenmistir.
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4.5. Transkriptom Mikrodizininin Kalitesinin Saptanmasi

Mikdizin yapilan 6rneklerde cipte bulunan tim transkriptlerin kapsanma
orani (call rate) %47,18’i ile %50,71 arasindadir (Tablo 4.3). Her insan hiicresinde
tim genlerin ancak bir kismi ifade olurken bir kismi da kapali oldugu igin bu
beklenen bir orandir. Bu sonug¢ beklendigi tzere ayni hicreler ile galigildigi igin
deney gruplari arasinda belirgin farklilik gostermemektedir.

Transkriptom mikrodizininin kalitesini gosteren baska bir kriter de RNA yikimi
konusunda bilgi veren transkriptlerin 5’ uglari ile 3’ uglar arasindaki orandir. Bu
oranin GAPDH icin 3’ten kiiglk olmasi beklenmektedir. Her bir deney grubunda bu

oran 3’lin altinda bulunmustur (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Transkriptom mikrodizininde her bir deney grubunda genlerin
kapsanma orani (call rate) ve orneklerdeki RNA yikimini gosteren

GAPDH 3’ ucu ile 5’ ucu oranlari.

Ornekler Kapsanma orani (Call rate) (%) GAPDH Transkripti 3’:5’ Orani
Al -2000pM FGF2 50,71 0.429
A2 —2000pM FGF2 48,60 1.792
A3 —2000pM FGF2 48,55 0.879
K1 —2000pM FGF2 49,17 0.813
K2 —2000pM FGF2 47,18 0.613
K3 —2000pM FGF2 47,44 0.628
Al -0pM FGF2 50,14 0.620
A2 — OpM FGF2 49,51 0.666
A3 —0pM FGF2 49,33 0.542
K1 —0pM FGF2 49,02 0.422
K2 — 0pM FGF2 48,28 0.603
K3 —0pM FGF2 50,11 0.670

Her bir deney grubunu birbiriyle karsilastirabilmek icin deney gruplarini
normalize etmek gerekmektedir. Normalizasyon igin transkriptom mikrodizinlerinde
yaygin olarak kullanilmakta olan RMA protokoli kullaniimistir. Normalizasyon
sonucu deney gruplari arasindaki ortalama sinyal siddeti farklarinin ortadan kalkip
deney gruplarinin basarili bir sekilde karsilastirilabilir hale geldikleri Sekil 4.4’te

gorilmektedir.
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Normalizasyon Oncesi

K3 - OpM

Sekil 4.4.

K3 - 2000pM

)'........

A1 - OpM
A1 - 2000pM
K1 - 2000pM
A2 - 2000pM

A3 - 0pM
A3 - 2000pM

K2 - 0pM
K2 - 2000pM

Deney gruplarinda transkriptom mikrodizinindeki sinyal siddetlerinin
dagilimi. Ustte, RMA ile normalizasyon ©ncesi; altta ise RMA ile
normalizasyon sonrasi deney gruplarinin ortalama sinyal siddetlerini
gosteren kutu grafikleri yer almaktadir. Kutu grafiklerinde orta ¢izgi
medyani, kutunun kenralari 1. ve 3. kuartilleri, kesikli cizgilerin uglari
ise en disik ve en vyiksek degerleri gostermektedir. Medyan
mikrodizin verilerine gore belirtilen goreli sinyal siddetleri deney
gruplari arasinda karsilastirildiginda normalizasyon 6ncesi farkhliklar

gorulirken bu farkliliklar normalizasyon sonrasi ortadan kalkmistir.



62

4.6. Transkriptom Mikrodizininde Gruplar Arasinda Bulunan Anlamh Farklar ve Bu

Farklarin Degerlendirilmesi

Transkriptom mikrodizinleri, hastalik durumlari (Apert Sendromu, Kontrol) ve
FGF2 uygulamasina gore 4 deney grubuna iliskin veri saglamistir. Bu deney
gruplarindaki lger 6rnek genel gen ifadesi profillerindeki farkliklara gore PCA ile
incelendiginde FGF2 uygulamasinin her érnek igin bir miktar farkhlik yarattigi; ancak
bu farkliigin 6rnegin alindig bireyin genotipi ile kiyaslandiginda olduk¢a az oldugu
gorllmaustir (Sekil 4.5). Bununla beraber, Al ve A2 hastalarinin genel gen profilleri
diger bireylere ait 6érneklerden belirgin olarak farkli sekilde kiimelenirken A3 6rnegi
genel gen profili itibariyle kontrol grubundan belirgin sekilde ayrilmamaktadir

(Sekil 4.5).

PCA2 18.5%
® k3
K1
®
@Al
@
8
°'|<2
A3‘ PCA1314%
PCA3 10.5%
Sekil 4.5. Transkriptom mikrodizininin UGglu Principal Component Analizi (PCA).

Mavi renkli belirtegler Apert Sendromlu bireylere, kirmizi renkli
belirtecler kontrol grubu bireylerine ait sonuglari; kireler 2000pM
FGF2 uygulamasi yapilmis fibroblastlara, kipler ise FGF2 uygulamasi

yapilmamis fibroblastlara ait sonuglari gostermektedir.
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Transkriptom mikrodizini deney gruplari arasinda farkli eksprese olan genler
acisindan incelendiginde pek c¢ok gen gobze carpmaktadir. 4 deney grubu
(Apert Sendromu OpM FGF2, Apert Sendromu 2000pM FGF2, Kontrol OpM FGF2,
Kontrol 2000pM FGF2) arasinda yapilan 4 farkl karsilastirmaya gore log2 tiriinde
ifade edildiginde 1,5 kattan fazla degisen ve p<0,05 olan genler Tablo 4.4’te
O0zetlenmistir. Dort karsilastirmada anlamli fakhlik gosteren genlerin listesi ve

OMIM’de yer alan hastalik iliskileri ise Ek-1’de yer almaktadir (Bkz. Ek-1, sayfa 85).

Tablo 4.4. Transkriptom mikrodizinindeki 4 deney grubu icin yapilan 4
karsilastirmada anlamli olarak farkh dizeyde ekspresyonu saptanan
genler. Yapilan karsilastirmada ekspresyondaki degisim, birinci deney
grubunun ikinci deney grubuna gore degisimi seklinde ifade

edilmistir.

Ekspresyonu  Ekpresyonu

Karsilastirilan Gruplar Toplam

Artan Azalan
Apert Sendromu OpM FGF2 —
Kontrol OpM FGF2 32 28 60
Apert Sendromu 2000pM FGF2 — 53 28 o
Kontrol 2000pM FGF2
Apert Sendromu 2000pM FGF2 —
Apert Sendromu OpM FGF2 13 94 107
Kontrol 2000pM FGF2 — 1 " ,

Kontrol OpM FGF2

Her bir deney grubunda farkli dlzeyde ifade edilen genler birlikte
degerlendirildiginde toplam 181 genin ifadesinde en az bir karsilastirmada anlamli
farklihk gézlenmistir. Bu genlerin hepsi birlikte kurduklari iliskiler agisindan STRING
ile degerlendirildiginde toplam 71 gen arasinda 90 iligki iliski bulunmaktadir. Bu 181
gen arasinda beklenebilecek rasgele bir iliskiye gore istatistiksel olarak anlaml
derecede farkhidir (p = 2,58x101%). Bu iliskili genler, 41 genden ve 14 genden olusan
birbirinden bagimsiz; ancak kendi aralarinda iliskili 2 kiimede toplanmaktadirlar

(Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Karsilastirmalarda farkli gen ifadesi saptanan genlerden birbiriyle

biyolojik iliski kuranlar. Farkl gen ifadesi saptanan genlerden STRING
ile en az bir gen ile iliski kuran genler ve kurduklari iliskiler
gosterilmistir. Her bir kire genleri veya protein Urinlerini temsil
ederken kireleri birbirine baglayan mavi cizgiler iliski kuran genleri
gostermektedir. Mavi cizgilerin kalinhgl kurulan iliskiye dair kanitin

glclini gostermektedir. (Aciklamanin devami bir sonraki sayfadadir.)
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Sekil 4.6. (Devam) iliski kuran genlerin 2 biiyiik grupta kiimelendigine dikkat
ediniz. Buna goére kirmizi ile isaretli Kime I'de 41 adet gen

bulunurken mor ile isaretli Kiime Il’de 14 adet gen bulunmaktadir.

“GO biyolojik islemler” (Gene Ontology — Biological Processes) terimleri
acisindan bu karsilastirmalarda farkli gen ifadesi gosteren 181 gen incelendiginde
rasgele bir duruma gore cok sayida terim icin anlaml fark gozlenmektedir.
Kraniyosinostozlarin olusumunda esas islevi bozulan bag doku ile ilgili GO terimleri
incelendiginde ozellikle 3 terimde anlamli farkliliklar gézlemlenmistir (Tablo 4.5). Bu
terimler “Ekstraseliiler Matriks Organizasyonu”, “Hiicre Adezyonu” ve “Mezensim
Gelisimi”dir. Bu anlamli farklari yaratan genler incelendiginde bunlarin
cogunlugunun STRING ile saptanan birbiriyle iliski kurdugu gosterilen genler
arasinda bulundugu gorilmektedir (Tablo 4.5).

STRING ile Kime I'de toplanan ve ayni zamanda zenginlesmis GO terimleri
arasinda yer alan genlerin ifade diizeyi, ortalama baglanti (average likange) ile
hiyerarsik kiimeleme vyapilarak incelenmistir. Bu genlerden FGF2 uygulanmayan
Apert Sendromlu ve Kontrol grubunda yapilan kiyaslamada anlamli ifade degisimini
koruyan 10 gen bulunmaktadir. Bunlardan COL11A1, COMP, MGF, SFRP2, WNT2
genlerinin Apert Sendromlu hasta grubunda kontrole kiyasla daha fazla ifade
edildigi; CPXMZ2, FRZB, ITGA8, TBX5, TNC genlerinin ise daha az ifade edildigi
gorilmustir (Sekil 4.7). Bu 10 genden 6si ise (COL11A1, COMP, CPXM2, ITGAS,
MGF, TNC) ekstraselliler matriks (Extracellular Matrix, ECM) organizasyonu ile iliskili
iken 4’G (FRZB, SFRP2, TBX5, WNT2) mezenkimal farklilagmayi ilgilendiren WNT
(Wingless-Type MMTV integration site family) sinyal iletim yolag! ile iliskili

yolaklarda yer almaktadir.
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Tablo 4.5. Karsilagtirmalarda farkli gen ifadesi saptanan genler igin anlamli
Olctde sik bulunan GO terimleri. Farkli gen ifadesi saptanan 181 gen
arasinda bag dokusu ile iliskili 3 bashkta GO terimleri istatistiksel
olarak anlaml fark bulunmustur. Bu 3 basliktaki genlerden siyah ile
isaretli olanlar STRING’de tek basina bulunanlar; mor ile isaretli
STRING’de Kiime IlI’de olanlar; yesil ile isaretli olanlar baska bir genle
iliskisi STRING’e gore gosterilmis, ancak bulylk 2 kimede yer
almayan; kirmizi ile isaretli olanlar ise STRING’de Kiime I’de olanlardir

(Bkz. Sekil 4.6).

GO Terimleri p degeri Genler

A2M, ADAMTSS, EGFL6, FKBP1A, LOXL2, NTN4, PLOD2, TLL2,

Ekstraseliler Matriks 5 1551010 F11R, AGT, VCAM1, BGN, COL8A1, COL10A1, COL11A1,
Organizasyonu ’ COL12A1, COMP, EFEMP1, HAPLN1, ITGA8, POSTN, SFRP2,
THBS1, TNC

AJAP1, EDIL3, EGFL6, EPHA3, LOXL2, MEGF10, NEDD9, NRXN3,
OMG, PCDH10, PTPRD, SORBS2, WISP2, F11R, AGT, CSTA, DSP,
CCL11, COL8A1, COL11A1, COL12A1, COMP, CPXM2, HAPLN1,

IGFBP7, ITGAS, LEF1, MGP, POSTN, THBS1, TNC

Hiicre Adezyonu 1.06x10 %!

LOXL2, LOXL3, HTR2B, FRZB, LEF1, NOG, PAX3, THBS1, TBX5,

. e . -4
Mezensim Gelisimi 6.05x10 WNT2
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Sekil 4.7.

THS (2407 15_at)

STRING’te Kiime I’'de yer alan ve sik bulunan GO terimlerini tasiyan
genlerin ifade profillerinin karsilastiriimasi. Genlerin ifade dizeyi,
ortalama baglanti (average likange) ile hiyerarsik kimeleme yapilarak
incelenmigstir. Sekildeki renkler genlerin o gen igin goreli ifade
dizeyini belirtmekte olup gen ifadesi kirmizidan vyesile dogru
azalmaktadir. Bu kiimelemede Apert Sendromu grubu ile kontrol
grubu arasinda o6zellikle belirgin fakliliklar gézlenen genler arasinda
artis gosterenler COL11A1, COMP, MGP, SFRP2, WNT2 iken azalis
gosterenler CPXM2, FRZB, ITGA8, TBX5, TNC kirmizi ok ile

isaretlenmistir.
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5. TARTISMA

Kraniyosinostoz, kraniyal sitirlerin kemiklesmesinin zamanindan &nce
gerceklesmesi durumudur (3). Sendromik kraniyosinostozlar, kraniyosinostoza
baska organ bulgularinin eslik ettigi durumlardir. Aralarinda kromozom hastaliklari,
kopya sayisi degisiklikleri ve tek gen mutasyonlarinin da oldugu 200 civarinda
sendromda kraniyosinostoz tanimlanmigstir (18).

Apert Sendromu, sendromik kraniyosinostozlarin en bilinenleri arasindadir.
Bu hastalikta kafa kemikleri arasindaki sitlrlerin erken kapanmasina bagli
sorunlarla birlikte sindaktililer oldukca sik goériilmektedir. Apert Sendromu otozomal
dominant olarak kalitilmakta ve FGFR2 genindeki mutasyonlar sonucu ortaya
cikmaktadir. Bu gendeki pek ¢ok mutasyon kraniyosinostoza neden olan
hastaliklarla iliskilendirilmistir; ancak Apert Sendromu’na neden olan FGFR2
mutasyonlarinin 6zelikle ligand bagimli islev kazanimi sonucu olan mutasyonlar
olduklari bilinmektedir. Apert Sendromu nadir bir hastaliktir. Bu nedenle uzun
suredeir arastiriimakta olan genetik nedenli kraniyosinostozlar ile ilgili arastirmalar
icin sikca model olarak kullanilmaktadir.

Bu calisma kapsaminda 3 tane Apert Sendromlu hasta ve 3 tane kontrol
grubuna ait birey calismaya dahil edilmistir. Bireylerin klinik bulgulari kaydedilmis ve
muayeneleri yapilmistir. Bu bulgular isiginda hastalar ile kontroller arasinda
demografik agidan anlamli bir fark bulunmamaktadir. Apert Sendromlu hastalarda
ise ortak bulgular cerrahi midahele gerektiren kraniyosinostoz ve sindaktili ile
dismorfik ylz bulgulari olmustur. Apert Sendromlu hastalarin DNA dizi analizi
sonuclarina gore A2’de p.Pro253Arg mutasyonunu, Al ve A3’de ise p.Ser252Trp
mutasyonunu heterozigot olarak saptanmistir. Her iki mutasyon da Apert Sendromu
ile dnceden iliskilendirilmis mutasyonlardir. PCA sonuglarina gore Al ve A2 drnekleri
gen ifadesi profilleri acisindan birlikte kiimelenmektedirler. Bu sonug, calismada
uygulanan yontem kosullarinda farkh iki genotipin tim gen ifadesi diizeyinde
belirgin bir fark yaratmadigl ve degerlendirmede birlikte gruplanabilecegini isaret

etmektedir. Literatlirde de bu iki farkli genotipe sahip ornekler arasinda 6zellikle
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FGF duyarliliklari agisindan bazi farkliliklar olabilecegi bildirilmisse de bu farkhliklar
cok belirgin degildir (28,29). Bu ¢alisma, Apert Sendromu’ndan sorumlu iki genotip
arasinda olabilecek ufak farkliliklari saptamak yerine ortak fenotipe yol agan bu
genotiplerin transkriptom Gzerindeki ortak etkilerini incelemeyi amaglamaktadir. Bu
nedenle, her 3 bireyin de DNA dizi analizi sonucunda Apert Sendromu tanilarinin
dogrulanmasi ¢alisma igin uygun olduklarini gostermektedir.

PCA ile deney gruplarinin kiimelenmesi incelendiginde dikkat ¢eken bir diger
nokta da Al ve A2'ye ait hem FGF2 ile uyariimis hem de uyarilmamis 6rneklerin gcok
yakin kiimelenmesidir. Benzer sekilde K1 ve K3 érneklerinin de birlikte kiimelendigi
gorilmektedir. Bu kiimelenmenin disinda kalan A3 ve K2 ornekleri ise varyasyonu
artirarak calismanin istatistiksel degerini dislrmuslerdir. Bunun kesin nedenini
bilmek mimkiin degildir; ancak A3 ve K2 6rneklerinin RNA derisimlerinin de diger
orneklere kiyasla distk olmasi dikkati cekmektedir. Bu durum RNA izolasyonundaki
bir hata veya hiicre kiltirtiinde 151k mikroskobisi diizeyinde fark edilemeyen hiicresel
farkhlklar sonucu ortaya ¢ikmis olabilir.

PCA analizinde gbze g¢arpan son bir durum da FGF2 uygulamasinin gen ifadesi
Uzerine etkisinin bireylerin kendi genomik arkaplanlarinin etkisine kiyasla olduk¢a az
olmasidir. Bu ¢alismada Apert Sendromu’ndan sorumlu mutasyonlarin ligand bagl
islev kazanimina neden olmasi sebebiyle deneyler sirasinda hasta ve kontrol gruplari
icin ornekler ikiye bdllinerek birer gruba FGF2 uygulamasi yapilmistir. Boylece,
FGF2’'nin tim transkriptom Uzerine etkisinin incelenmesi hedeflenmistir. Ancak
FGF2'nin etkisi PCA’da gorildigu gibi zayif kalmistir. Bu nedenle, deney sonucunda
FGF2'nin etkisini gozlemek glglesmistir. FGF2'nin fibroblastlar Gzerindeki etkisini
istatistiksel acidan daha gliclii sonuglar elde edebilecek sekilde inceleyebilmek icin
ornek sayisinin daha yiiksek oldugu daha kapsamli arastirmalara ihtiyag vardir.

Besiyerine eklenen maddelerin transkriptoma etkisi, literatlirde de yer bulan
onemli bir konudur. Bir calismada kurulan hicre kiltirlerinde kullanilan FBS’'nin
markasinin  dahi  kraniyosinostozlarda vyapilan  transkriptom  mikrodizini
calismalarinda belirgin farkliliklara neden olabildigine deginilmistir (65). Bu nedenle,

degiskenlerin etkilerini en iyi sekilde inceleyebilmek icin FBS'nin degisken olan
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etkisini mimkin oldugunca azaltmak gerekmektedir. Bu amacla, FGF2’nin etkisini
daha gorilebilir kilmak igin besiyerlerine deney oncesi 48 saat boyunca hi¢ FBS
eklenmemigstir. Buna karsin, hem FGF2'nin etkisi zayif kalmis hem de Apert
Sendromlu hastalara ait fibroblastlar ve kontrol grubuna ait fibroblastalarin gen
ifadeleri arasinda FBS ve FGF2 icermeyen besi yerlerinde kultlire edilmelerine karsin
belirgin anlaml farklar gozlenmistir. Her iki durumun da nedeni kiltire edilmis
hlcreler tarafindan salgilanan FGF’ler olabilir. Bu nedenle disaridan eklenen bir
ligandin yoklugunda dahi FGF2 ve c¢ok cesitli baska FGF’ler tarafindan uyarilan
FGFR2’lerin bu farklari yaratmis olmasi mimkindir (29). Boyle bir etkiyi test etmek
ve varsa ortadan kaldirmak igin kiltlirde az miktarda bulunabilecek fibroblast digi
hicreleri kiltir ortamindan uzaklastirmak ve deneylerde FGFR inhibitorlerinin
etkileri incelenmek sonuglar arasindaki varyasyonu azaltabilir.

Transkriptom mikrodizini yontemi kullanilarak yapilan bu ¢alismanin avataji
bir seferde pek c¢ok genin ifade dlzeyini Olgebildigi icin ylksek miktarda veri
saglamasidir. Buna karsin, transkriptom mikrodizinlerinin bazi kisitlamalari da vardir.
Bunlar arasinda en 6nemlisi mikrodizin verilerinin bazen yanlis pozitif sonuglari
isaret etmesidir. Yanhs pozitif sonuclarin mikrodizin islemi basamaklarinda elenmesi
icin pek ¢ok kontrol basamagi olsa da transkriptom mikrodizini verilerini bireysel
olarak transkriptlerin diizeyini 6lgen gercek zamanli RT-PCR gibi bazi yéntemlerle
dogrulamak sonuglarin dogrulugunu pekistirmektedir.

Galisma sonuglari incelenirken mikrodizin sonuglarinda gruplar arasindaki
ayrim gicil en yiksek olan karsilastirma Uzerine odaklaniimistir. Bu nedenle, FGF2
uygulanmayan Apert Sendromu ve Kontrol gruplarinin karsilastirmada anlamli fark
saptanan genler lzerine yogunlasiimistir. Bu genler arasindan belli bir ortak biyolojik
iletisim aginda ve benzer islevlere sahip olanlar tim 4 deney grubunun (Apert
Sendromu OpM FGF2, Apert Sendromu 2000pM FGF2, Kontrol OpM FGF2,
Kontrol 2000pM FGF2) birbiriyle karsilastirmasindan elde edilen bilgiler 1siginda
degerlendirilmistir. Yapilan elemeler sonucunda 0Ozellikle 2 yolagin 6n plana ciktig

gorllmustir. Bu yolaklar, ekstrasellliler matriks organizasyonu ve bazi sinyal iletim
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yolaklaridir. Kraniyosinostoz patogenezinde bu genlerin nasil bir gorevi olabilecegini
anlamak i¢in bu genlerin islevleri yakindan incelenmistir.

ECM ile ilgili degisikliklerden o©zellikle kollajen genlerinin ifadesi ile ilgili
degisiklikler dikkati cekmektedir. Calismada 6zellikle COL11A1’in (Kollajen XI alfa 1),
daha az olmakla beraber COL8A1, COL10A1 ve COL12A1’'in (Kollajen VI alfa 1,
Kollajen X alfa 1 ve Kollajen Xl alfa 1) gen ifadelerinin Apert Sendromlu hasta
grubunda arttigina iliskin kanit vardir. Bu kollajenler ECM’nin énemli yapi taglaridir
ve COL10A1 ile COL11A1‘in mutasyonlari insan iskelet displazileri ile
iliskilendirilmistir. Bu kollajenlerin her ikisi de kikirdak dokusunda ¢ok miktarda
bulunan kollajenler olup farklilasmakta olan kondroblast ve osteoblast 6nciillerinde
gen ifadelerinin arttig1 bildirilmistir (74,75). Tip XlI kollajenin, tip V kollajen ile
beraber ECM’de bulunan biyik kollajen fibrillerinin ¢ekirdegini olusturdugu ve doku
ici kollajen fibrili olusumu igin yol gosterici olduklari da gosterilmistir (76).

ECM ile ilgili gen ifadesi artan diger genler arasinda ise COMP (Cartilage
Oligomeric Matrix Protein, Kikirdak Oligomerik Matriks Proteini) dikkati
cekmektedir. Bu genin mutasyonlari sonucu coklu epifizyal displazi tip 1 ve
psoédoakondroplazi olusabildigi bilinmektedir. Yapilan c¢alismalarda COMP
proteininin sadece yapisal bir ECM proteini olmadigi hlicreler arasi sinyal iletiminde
de aktif rol oynadig gosterilmistir (77). COMP’un bu islevleri arasinda o6zellikle
BMP2’'nin (Bone Morphogenic Protein 2, Kemik Morfojenik Proteini 2) baglanmasi ve
bu sekilde BMP2’'nin difizyonunu kisitlayarak matriks icerisindeki hticrelerin lokal
olarak yiksek miktarda BMP2’ye maruz kalabilmesini saglamasi kemik dokusunun
gelisimi agisindan énemlidir. COMP’un bu islevinin aktif bir “yonlendirici matriks”
islevi gérmesini sagladigl 6ne siridlmistir. Bunu destekleyecek sekilde bir sican
modelinde COMP enjeksiyonu BMP2 sinyal artisini ve ektopik kemik gelisimini
uyarmistir (77).

Calismamizdaki bulgulara gore ECM organizasyonu ile iliskili Apert
Sendromu’nda ifadesi artan genlerin, literattirdeki bilgiler ile uyumlu sekilde daha
cok kemik gelisimini uyaran ve destekleyen genler oldugu gorilmektedir (65,68).

Bunun istisnast MGP'dir (Matriks Gama-karboksi glutamik asit Proteini). MGP’nin
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islev kaybr mutasyonlari, anormal kikirdak kalsifikasyonu, pulmoner stenoz ve orta
ylz hipoplazisi ile iligkili bir otozomal resesif sendrom olan Keutel Sendromu’ndan
sorumludur (78). MGP'den yoksun fare modellerinde ise kikirdak ve damar
dokularinda anormal Kkalsifikasyonlar izlenmistir (79). Calismamizda saptanan
MGP’deki ifade artisinin kemiklesmeye yatkin olan Apert Sendromu mutasyonu
tastlyan bag dokunun kemiklesmesini dnlemek amaciyla oldugu 6ne surilebilir.
FGF2'nin osteoblast hiicre hatlarinda ve kondrositlerde MGP ifadesini artirarak
kalsifikasyonu inhibe ettigi bilinmektedir (80,81). Ancak bu etki FGFR inhibitorleri
tarafindan inhibe edilmeyen FGF2’nin dolayli bir etkisidir (80). Bu durum, MGP’deki
ifade artisinin calismamizdaki Apert Sendromlu hicre kiltirlerinde artmis
kemiklesme egilimini kompanse etmek icin oldugunu desteklemektedir.

Calismamizda gen ifadesinin azaldig gozlenen CPXM2 (Carboxypeptidase X
M14 family member 2, Karboksipeptidaz X M14 ailesi Uyesi 2) islevi tam olarak
bilinmeyen, karboksipeptidaz aktivitesi olmadigi gosterilen bir proteini
kodlamaktadir (82).

TNC (Tenascin C) calismada gen ifadesi azaldigi gosterilen bir ECM
glikoproteinini kodlamaktadir. TNC proteininin gorevine iliskin az bilgi vardir; ancak
ECM’nin dizenlenmesinde 6nemli oldugu bildiriimektedir. TNC'nin ifade edildigi
yerler arasinda gelismekte olan kikirdak ve kemik dokulari ile gelisimini tamamlamis
kikirdak ve kemik dokunun perikondriyumu ve periosteumu vardir (83). Olgun kemik
dokusu ve kikirdakta TNC proteini azalmistir (83). TNC'nin nokta mutasyonlari
insanlarda otozomal dominant sagirlik ile iliskilendirilirken TNC'den yoksun
farelerde belirgin bir sorun gozlenmemektedir (84,85). ilging bir sekilde, bu
¢alismada Apert Sendromlu fibroblastlarda TNC ile beraber ifadesi azalan bir baska
protein olan ITGA8 (integrin alfa 8) parcalanmis TNC {Uriinleri ile iletisime
girmektedir (86). Hiicre-ECM iletisimini saglayan bir integrin olan ITGAS8 ise renal
displazi ve aplazi ile iliskilendirilmistir. ITGA8'in bdbrekte ECM {izerine etkisini
inceleyen bir calismada ITGA8'in ifadesindeki degisikliklerin ECM icerigini ve yikimini
etkiledigi ancak bu etkinin hiicre tirine gore degistigi gosterilmistir (87). ITGA8 ve

TNC'nin ECM Uizerine etkisi Apert Sendromu ile tam olarak iliskilendirilemese de her
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ikisinin dogrudan protein-protein iliskisi ayni sekilde regiile edilmesi Apert
Sendromlu fibroblastlarda 6nemli gorevleri olabilecegini gostermektedir.

ECM organizasyonu digsinda kalan diger 4 gen mezenkimal farklilagsma ile
iliskili sinyal iletim yolaklarinda bulunan proteinleri kodlamaktadirlar. Bu genlerden
3’0 WNT sinyal yolagi olarak bilinen parakrin ligandlar, WNT’ler, ve hiicre yiizeyi
reseptorleri, Frizzled proteinleri, aracihigiyla sirdirilen yolak Gzerindedirler. WNT
sinyal iletim yolagini regilile eden WNT ve Frizzled proteinleri disinda pek ¢ok baska
protein de bulunmaktadir. Bunlardan SFRP’ler (Secreted Frizzled Related Protein,
Salgilanan Frizzled iliskili Protein) hiicre ylizeyinde bulunmayan ve bu nedenle
reseptor gorevi gormeyen; ancak WNT’lere baglanmak icin Frizzled proteinleri ile
yarisan ve bu sekilde WNT sinyal iletim yolagini inhibe eden proteinlerdir. Ancak
WNT yolaginin SFRP’ler tarafindan kontroli basitce bir inhibisyonla agiklanamayacak
kadar karmasik bir stirectir. Bazi SFRP’lerin WNT ligandlarini uzak mesafeler boyunca
tasimak ve WNT sinyalinin dagildigi alani genisletmek gibi gorevleri oldugu da
gosterilmistir (88). Bu nedenle, SFRP’lerin WNT yolag tizerindeki etkileri karmasiktir.
Gahsmamizda anlamh fark saptanan WNT2, bu yolakta gorevli bir parankrin ligandi;
FRZB (Frizzled related protein, Frizzled iliskili Protein) (eski adi SFRP3) ve SFRP2 ise
bu ligandin diizenleyici proteinlerini kodlamaktadir.

WNT ve FGF sinyal iletim yolaklari arasindaki iliski ve dengenin mezenkimal
hiicre farkhlasmasinda ¢ok dnemli oldugu belirtilmektedir. Bu dengede, farelerde
WNT vyolaginin asiri aktivasyonu da FGF yolagina benzer sekilde kraniyosinostoza
neden olmaktadir (89). Buna ek olarak, WNT ve FGF yolaklari arasindaki dengenin
enkondral kemiklesme —intramembran6z kemiklesme arasindaki 6nemli bir anahtar
oldugu gosterilmistir (90). Ayrica, ekstremite gelisiminde de FGF — WNT sinyal iletim
yolagklarindaki dengenin bag dokusunun proliferasyonu ve farklilasmasi belirledigi
gosterilmistir (91). Bu nedenle, calismamizdaki sonuclarda da gozlendigi gibi
FGF — WNT sinyal iletim yolaklarindaki dengesizlik, Apert Sendromu’nda gorilen

ekstremite bulgulari icin de aciklayici olabilir.
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Nonsendromik tek sitlrd ilgilendiren kraniyosinostozlar izerine 199 hasta
ve 50 kontrol grubunda yapilan bir ¢alismadaki sonuglar, ¢alismamiz ile oldukga
ortismektedir. Bu yazidaki sonuclara gére WNT2 ve SFRP4 ifadesi koronal ve
metopik sitlrleri etkileyen nonsendromik kraniyosinostoza sahip hastalarin kraniyal
osteoblast kiiltirlerinde artmis olarak bulunmustur (92). Bu da WNT yolaginda bu
calismada da goriilen aktivasyonun sadece Apert Sendromu’na 6zgi degil genel
olarak tiim kraniyosinostozlarda bulunan bir sorun olabilecegini distindirmektedir.
Buna karsin, ilging bir sekilde Apert Sendromlu hastalarda yapilan transkriptom
mikrodizini ¢alismalarinda daha énceden WNT sinyal iletim yolagina iliskin belirgin
degisiklikler Uzerine durulmamistir (2,65-68). Bu durumun deneyler arasindaki
metodolojik farkhliklar sonucu ortaya c¢iktigi diistintilmektedir.

Mezenkimal farklilasma ile ilgili ifadesinde Apert Sendromu mutasyonuna
sahip fibroblastlarda anlamli dists gorilen baska bir gen ise bir homeobox
transkripsiyon faktori olan TBX5'tir (T-Box 5, T-kutusu 5). TBX5 genindeki
mutasyonlar, siddetli veya hafif st ekstremite anomalileri ve konjenital kalp
hastaliklari ile karakterize Holt-Oram Sendromu’ndan sorumludur (93). Bu hastalik
haployetmezlik sonucu ortaya ¢ikmasi nedeniyle otozomal dominant kalitiimaktadir.
Apert Sendromu’nda da benzer Ust ekstremite anomalileri ve konjenital kalp
hastaliklari gorulebilmektedir. Bu nedenle, gcalismamizda da ifadesi azalan TBX5’in
Apert Sendromu’ndaki bu anomalilerle olasi bir iliskisi ortaya konmustur. Bu iliski
TBX5’in islevinin dolayli olsa da WNT sinyal iletim yolagina bagli olmasi ile
aciklanabilir.

Bugiine kadar Apert Sendromu ile ilgili yapilan hicre kaltiri ¢calismalarinda
cesitli dokular hiicre kaynagi olarak kullanilmistir. Bunlar arasinda sutir dokusu,
kraniyal periosteum, kafa derisi fibroblastlari ve sindaktili dokusu fibroblastlari
vardir. Bilinen kadari ile ilk kez bu ¢alismada Apert Sendromlu hastalarin hastalikla
iliskisi olmayan bir bolgeden alinan dermal fibroblastlarinda gen ifadesi dizeyinde
kontrol grubundan farklihklar gosterdigi ortaya konmustur. Bu sonucg iki acidan

onemlidir.
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Bunlardan biri, bu sonuc¢ ile Apert Sendromulu hastalara ait dermal
fibroblastlarin Apert Sendromu ile ilgili arastirmalarda model olarak kullanilabilecegi
ortaya konmustur. Bu sekilde elde edilmesi goreli olarak kolay olan dermal
fibroblastlar ile insan arastirmalarindaki bilgi edinme hizinin artmasi mimkuinddr.
Bir digeri ise, dermal fibroblastlarda bazi islev farkhliklari olan Apert Sendromu
hastalarinin deri veya yaygin bag dokusu sorunlar gibi klinik bulgularinin
olmadiginin gorilmesidir. Dermal fibroblastlardaki bu islev farklihginin Apert
Sendromu’nda nasil bir mekanizma sonucu bir fenotipik karsihgl olmadigi Apert
Sendromu patogenezini anlamak igin onemi olan ve arastirilmasi gereken bir
konudur. Bu konunun arastirlmasi igin in vivo embriyonik gelisimi inceleyen hayvan
deneyleri fayda saglayabilir.

Literatlirde, Apert Sendromlu hastalardan alinan 6rneklerden kurulan hiicre
kiltirlerinile yapilan baska transkriptom mikrodizini ¢alismalari da bulunmaktadir.
Bu calismada saptanan transkriptom profilleri ile literatlirde saptanan profiller
arasinda az bir ortlisme oldugu gorilmektedir (2,65-68). Buna karsin, literatiirde
saptanan genlerin ait oldugu islevlerine bakildiginda tenaskinler, integrinler, kemik
farklasma silrecine katilan proteinlere ait transkriptlerin artmis ifadeye sahip
olduklari gorilmektedir. Transkriptom mikrodizini yapilan bir ¢alismadaki ek
deneylerde osteojenik indiksiyon ortaminda kraniyal periosteal fibroblast kiltriinde
kontrol grubuna gore belirgin sekilde fenotipik olarak osteoblast hiicresine
farklilasma ve matriks kalsifikasyonu gozlenmistir (67). Bu sonuclar, calismamizda
ifadesinde farklhlik saptanan genlerin diger calismalarda saptananlarla birebir ayni
genler olmasa da ayni yolaklar Gizerinde yer alan genler oldugunu desteklemektedir.
Yapilan ¢alismalar arasinda deney sistemi ve hiicre kaynagi farkhliklarina bagh olarak
az Ortlisme gozlenebildigi Apert Sendromu ile yapilan diger calismalarda da
belirtilmistir (65,67). Bu calismada hiicre kaynagi olarak dermal fibroblastlarin
kullanilmasi ve deneylerin FBS bulunmayan besi yerinde gerceklestiriimesi bu

farkhiliklari agiklayabilir.
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Bu calismada Apert Sendromu’nun patogenezinde 6nemli olabilecek cesitli
yolaklara iliskin 6nemli hedef genler saptanmistir. Bu genler incelendiginde 6zellikle
iki tir biyolojik aktiviteye sahip olanlar 6ne ¢ikmaktadir. Bunlar, WNT sinyal iletim
yolagini ve ECM organizasyonunu diizenleyen genlerdir. Bu genlerin islevindeki
degisim Apert Sendromu primer fibroblast kiltirinde kemik dokusuna farklilagsma
yonindeki sinyallerin arttigini gostermektedir. Bu g¢alismanin sonuglari Apert
Sendromu’ndaki kraniyosinostozun, sttlrlerdeki bag dokunun hizlica kemikleserek

kapandigl goriisini desteklemistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Apert Sendromu’na yol agan FGFR2 mutasyonlarina sahip hastalgin klinik
bulgulari ile dogrudan iliskisi olmayan dermal fibroblastlarda da hastaligin
fenotipi ile iliskili hiicre gruplar gibi gen ifadesi profillerinde kontrol grubuna
gore farkhliklar oldugu gérilmustir.

Apert Sendromu ile ilgili arastirmalarda model olarak dermal fibroblast
kaltdrlerinin kullanilabilecegine yonelik kanit olusmustur.

Bu calisma sonucunda Apert Sendromu’nun patogenezinde 6énemli iki biyolojik
yolak ortaya konmustur. Bunlardan biri ECM organizasyonu digeri ise WNT
sinyal iletim yolagidir. Her iki yolagin da bag dokudan kemik dokuya farklilagsma
ile iliskili olduguna yonelik kanitlar vardir.

ECM organizasyonu yolaginda 6zellkle COL11A1, COMP, CPXM2, ITGA8, MGF,
TNC genlerinin; mezesimal farklilasma ile ilgili sinyal iletim yolaklarinda 6zellikle
FRZB, SFRP2, TBX5, WNT2 genlerinin dnemli oldugu gosterilmistir.

Bu calismanin sonugclari Apert Sendromu’ndaki kraniyosinostozun, sttirlerdeki
bag dokunun hizlica kemikleserek kapanmasi sonucu ortaya ¢iktigi gorisini
desteklemistir.

Bu calismada saptanan Apert Sendromu patogenezinde 6nemi olabilecegi
disindlen yolaklarin ve hedef molekillerin gergek zamanl RT-PCR gibi ikinci bir
deney sistemi ile pekistirilmesi 6nerilir.

Ozellikle FGF2’nin etkisinin daha iyi incelenebilmesi icin daha fazla bireyin
incelendigi hasta gruplari ile genis transkriptom g¢alismalari yapilmasi onerilir.
Calisma sonucunda Apert Sendromu’nun patogenezinde 6nemi ortaya ¢ikan
hedef molekiller hastaligin prenatal tedavisi konusundaki insan arastirmalari
icin on veri olusturabilir. Bu ¢alismanin sonugclarindaki veriler isiginda asiri
calisan FGFR2'nin aktivitesini hiicrelerde baskilayan farmakolojik tedavi adayi
maddeler ile transkriptomun ve 6nemi ortaya c¢ikan yolaklarin nasil etkilendigi

incelenmesi onerilir.
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EKLER

EK-1. Transkriptom Calismasi Sonucu Gruplar Arasinda Anlamh Fark Gozlenen

Genler

Tablo Ek1. Dort deney grubu arasinda yesil ile belirtilen 4 karsilastirmanin sonuglari.
Mor ile isaretlenen genler, ilgili karsilastirma tablosu icerisinde birden fazla kez
temsil edilmektedir. Tabloda logFC, log, seklinde ifade edilen karsilastirmadaki ilk
deney grubu ile ikinci deney grubu arasindaki kat farkini; P.value yapilan t-testinin
sonucunu; Ensembl Gene ID genin Ensembl veritabanindaki kodunu; OMIM ise o

gene ait OMIM veritabaniinda kayitli bir hastalik olup olmadigini belirtmektedir.

Apert Sendromu OpM FGF2 - Kontrol OpM FGF2

Symbol logFC P.Value Ensembl Gene ID OMIM

FLG 3,437003 0,0031611 ENSG00000143631 Ichtyosis vulgaris

COMP 3,381607 0,0244214 ENSG00000105664 Epiphyseal dysplasia,
multiple 1;
Pseudoachondroplasia

LOC389831 3,259884 0,0002373 ENSG00000215781 -

PENK 2,7972  0,0018761 ENSG00000181195 -

ZICc1 2,748324 0,0018359 ENSG00000152977 may be related to
Dandy-Walker
Malformation

LOC389831 2,621807 0,000245 ENSG00000215781 -

LOC389831 2,566293 0,0003694 ENSG00000215781 -

CRISPLD1 2,492805 0,003887 ENSG00000121005 -

LOC389831 2,416133 8,73E-05 ENSG00000215781 -

FLG-AS1 2,401035 5,44E-05 ENSG00000237975 -

SCUBE3 2,373678 0,0017622 ENSG00000146197 -

GFRA1 2,348802 0,0004621 ENSG00000151892 -

SImM1 2,342807 0,0202614 ENSG00000112246 Severe Obesity

GSTT2 2,33075 2,43E-05 ENSG00000099984 -

PCOLCE2 2,276865 0,0001122 ENSG00000163710 -

PCDH10 2,267955 2,53E-05 ENSG00000138650 -

GFRA1 2,263084 0,0015799 ENSG00000151892 -

GFRA1 2,164128 0,0086439 ENSG00000151892 -

DIRAS2 2,106297 0,0008542 ENSG00000165023 -

ERAP2 2,073894 0,0442431 ENSG00000164308 -

TAC1 2,047957 0,0012905 ENSG00000006128 -

LINC0O1133 2,023873 0,0002251 ENSG00000224259 -

HTATSF1P2 1,946999 0,0026228 ENSG00000271361 -



Symbol logFC P.Value Ensembl Gene ID  OMIM

ADTRP 1,908478 0,0205576 ENSG00000111863 -

HRASLS 1,84897 2,35E-06 ENSG00000127252 -

CPVL 1,758808 0,0107075 ENSG00000106066 -

ERG 1,754047 0,0002492 ENSG00000157554 -

C30rf80 1,683702 0,0389232 ENSG00000180044 -

JPH1 1,666563 0,0002495 ENSG00000104369 -

MGP 1,660097 0,0105907 ENSG00000111341 Keutel Syndrome,
Natural Teeth remaining
intact

ALDH1A1 1,659766 0,0482675 ENSG00000165092 -

CXCR4 1,628016 0,012015 ENSG00000121966 WHIM Syndrome

SFRP2 1,610603 0,0026461 ENSG00000145423 -

GDF10 1,604511 0,0049672 ENSG00000107623

LOC100506922 1,601455 0,0014465 - -

SFRP2 1,578474 0,0018114 ENSG00000145423 -

ST6GAL2 1,577475 0,0009399 ENSG00000144057 -

FIBIN 1,553614 0,0129565 ENSG00000176971 -

SIM1 1,505811 0,0109112 ENSG00000112246 Severe Obesity

CLEC2B -1,581 0,0008348 ENSG00000110852 -

CCDC102B -1,59415 0,0001615 ENSG00000150636 -

LINCO1116 -1,599 0,0366395 ENSG00000163364 -

SYT1 -1,6054  2,82E-05 ENSG00000067715 -

TRPA1 -1,61365 0,0002775 ENSG00000104321 Familial Episodic Pain
Syndrome

SERPINB9P1 -1,62176 0,000702 - -

SLC16A3 -1,69133 4,92E-06 ENSG00000141526 -

SHROOM?2 -1,714 0,0008142 ENSG00000146950 -

SYT1 -1,72008 0,000136 ENSG00000067715 -

HTR2B -1,73651 0,0015946 ENSG00000135914 -

THSD7A -1,7593  0,0007705 ENSG00000005108 -

ITGA8 -1,76991 0,0067053 ENSG00000077943 Renal
Hypodysplasia/Aplasia 1

LDB2 -1,8168 0,0180766 ENSG00000169744 -

FRZB -1,84514 4,90E-05 ENSG00000162998 Susceptibility to
Osteoarthritis

GRTP1 -1,90004 0,0023297 ENSG00000139835 -

TNFRSF21 -1,92637 0,0045733 ENSG00000146072 -

CASP1 -2,00107 0,0022978 ENSG00000137752 -

GAD1 -2,00309 0,0022222 ENSG00000128683 Spastic Quadriplegic
Cerebral Palsy |

PGF -2,03322 0,0013282 ENSG00000119630 -

ITGA8 -2,03398 0,0002627 ENSG00000077943 Renal
Hypodysplasia/Aplasia 1

TNFRSF21 -2,04838 0,0071245 ENSG00000146072 -
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Symbol logFC P.Value Ensembl Gene ID  OMIM

HSPB3 -2,10864 0,009626 ENSG00000169271 Distal Hereditary Motor
Neuronopathy type IIC

CPXM2 -2,13472 0,0278651 ENSG00000121898 -

GSTT1 -2,17559 0,0057553 ENSG00000184674 -

IF127 -2,19207 0,0078556 ENSG00000165949 -

SALL1 -2,2293  0,0011783 ENSG00000103449 Townes-Brocks
Branchiootorenal-like
Syndrome 1

SALL1 -2,33881 0,0014287 ENSG00000103449 Townes-Brocks
Branchiootorenal-like
Syndrome 1

TBX5-AS1 -2,46294 0,0499259 ENSG00000255399 -

A2M -2,61944 0,004553 ENSG00000175899 Alzheimer susceptibility

APCDD1 -2,86604 0,0013802 ENSG00000154856 Hypotrichosis simplex

CARD16 -3,23442 0,0014029 ENSG00000204397 -

GAD1 -3,2643  8,75E-06 ENSG00000128683 Spastic Quadriplegic
Cerebral Palsy |

TBX5 -3,45333 0,0318901 ENSG00000089225 Holt-Oram Syndrome
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Symbol logFC P.Value Ensembl Gene ID  OMIM

HTATSF1P2 3,667633 1,32E-05 ENSG00000271361 -

HTATIP2 2,780028 0,005715 ENSG00000109854 -

F11R 2,589886 0,0003436 ENSG00000158769 -

TSTD1 2,577503 0,0108645 ENSG00000215845 -

EMCN 2,453782 0,0397421 ENSG00000164035 -

EMCN 2,407647 0,0189075 ENSG00000164035 -

PCOLCE2 2,360208 8,16E-05 ENSG00000163710 -

EMCN 2,029741 0,0099063 ENSG00000164035 -

PENK 2,002392 0,014711 ENSG00000181195 -

MYOZ2 1,920341 0,0015316 ENSG00000172399 Familial Hypertophic
Cardiomyopathy 16

ADAMTS5 1,891216 0,0039325 ENSG00000154736 -

SCARA5 1,832627 0,0236911 ENSG00000168079 -

CDH10 1,816929 0,0004713 ENSG00000040731 -

OMG 1,802783 0,0181588 ENSG00000126861 -

PAQR5 1,757914 0,0037585 ENSG00000137819 -

LOC389831 1,6823  0,0016277 ENSG00000215781 -

FKBP1A 1,679751 0,0006544 ENSG00000088832 -

FKBP1A 1,674585 0,0004874 ENSG00000088832 -

FOLR3 1,664892 0,0043923 ENSG00000110203 -

CHRDL1 1,662521 0,0043708 ENSG00000101938 X-linked Megalocornea 1

MYOZ2 1,619612 0,002981 ENSG00000172399 Familial Hypertophic
Cardiomyopathy 16

LHFPL3 1,618112 0,0001329 ENSG00000187416 -

PTPRR 1,602406 0,0008921 ENSG00000153233 -

IL13RA2 1,550771 0,015299 ENSG00000123496 -

NTN4 1,538918 0,0021803 ENSG00000074527 -

NUMA1 1,533905 0,0011817 ENSG00000137497 AML (Promyelocytic)

AJAP1 1,520179 0,0188265 ENSG00000196581 -

MIAT -1,50993 0,0020101 ENSG00000225783 Susceptibility to Ml

DKK2 -1,51173 0,0090504 ENSG00000155011 -

IL15 -1,51414 2,87E-05 ENSG00000164136 -

THBS1 -1,52847 0,0050033 ENSG00000137801 -

SERTAD4 -1,55942 0,0133976 ENSG00000082497 -

GIMAP2 -1,56072 0,0017694 ENSG00000106560 -

AHSA2 -1,5707 0,0065013 ENSG00000173209 -

CHST15 -1,58396 0,004503 ENSG0000018202 -

SERTAD4 -1,58586 0,0144283 ENSG00000082497 -

FAM20A -1,59329 0,0252971 ENSG00000108950 Amelogenesis imperfecta
and gingival fibromatosis
syndrome, Enamel Renal
Syndrome

CHN1 -1,60006 0,0033734 ENSG00000128656 Duane Retraction

Syndrome 2
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HERC2P3 -1,62386 0,0002531 ENSG00000180229 -

MEOX1 -1,62799 0,0284135 ENSG00000005102 Klippel Feil Syndrome 2

SAMDS5 -1,62962 0,0049491 ENSG00000203727 -

COL10A1 -1,63405 0,0093177 ENSG00000123500 Metaphyseal
Chondrodysplasia,
Schmid type

COL10A1 -1,67899 0,008068 ENSG00000123500 Metaphyseal
Chondrodysplasia,
Schmid type

PTPRD -1,6797 0,0173681 ENSG00000153707 -

EGLN3 -1,69575 0,0012499 ENSG00000129521 -

CCL11 -1,6999 0,0484349 ENSG00000172156 Susceptibility to asthma

GAD1 -1,7438 0,00187  ENSG00000128683 Spastic Quadriplegic
Cerebral Palsy |

EGR2 -1,77426 0,0113843 ENSG00000122877 Charcot-Marie-Tooth
Disease type 1D,
Dejerine-Sottas Disease,
Congenital
Hypomyelinating
Neuropathy 1

CADPS -1,77507 0,0012661 ENSG00000163618 -

CADPS -1,78471 0,0020363 ENSG00000163618 -

MEGF10 -1,79003 0,0176606 ENSG00000145794 Myopathy-Areflexia-
Respiratory Distress-
Dysphagia

IGFBP7 -1,79291 0,0436089 ENSG00000163453 Retinal arterial
macroaneurysm with
supravalvular pulmonic
stenosis

EGLN3 -1,80385 0,0021174 ENSG00000129521 -

MXRA5 -1,81368 0,0101667 ENSG00000101825 -

TNC -1,82552 0,000203 ENSG00000041982 Autosomal Dominant
deafness 56

CTAG2 -1,84045 0,005747 ENSG00000126890 -

TNFSF4 -1,84287 0,0338319 ENSG00000117586 Susceptibility to
myocardial infarction

LONRF2 -1,8814 0,0102065 ENSG00000170500 -

A2M -1,8871 0,0272773 ENSG00000175899 Alzheimer susceptibility

SHROOM3 -1,88898 0,0004884 ENSG00000138771 -

CYP3A5 -1,94662 0,0321793 ENSG00000106258 Susceptibility to
hypertension

APCDD1 -1,94952 0,0153671 ENSGO00000154856 Hypotrichosis simplex

F2RL2 -2,00794 0,0020853 ENSG00000164220 -

SHROOM3 -2,00852 0,0017945 ENSG00000138771 -

MIR503HG -2,01818 0,0206343 ENSG00000223749 -
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HLA-DPA1 -2,07066 2,59E-06 ENSG00000231389 -

PAX3 -2,16841 3,30E-06 ENSG00000135903 Craniofacial-deafness-
hand syndrome,
Waardenburg Syndrome
type 1&3

FAM20A -2,17946 0,0237877 ENSG00000108950 Amelogenesis imperfecta
and gingival fibromatosis
syndrome, Enamel Renal
Syndrome

CADPS -2,21159 0,0001113 ENSG00000163618 -

DPYSL4 -2,39929 0,0001891 ENSG00000151640 -

RARRES2 -2,66679 0,0041157 ENSG00000106538 -

RGMB -2,79608 0,0002161 ENSG00000174136 -

RGMB -3,42314 6,81E-05 ENSG00000174136 -
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EMCN 3,408405 0,0092191 ENSG00000164035 -

CNGA3 3,01389 0,0226209 ENSG00000144191 Achromatopsia 2

HTATIP2 2,962671 0,004676 ENSG00000109854 -

ADH1B 2,915542 0,0274295 ENSG00000196616 Alcohol dependence

TSTD1 2,888109 0,0067539 ENSG00000215845 -

ADH1B 2,706491 0,0301593 ENSG00000196616 Alcohol dependence

EMCN 2,57723 0,0157004 ENSG00000164035 -

GSTT1 2,528287 0,0026678 ENSG00000184674 -

EMCN 2,261528 0,006326 ENSG00000164035 -

F11R 2,15454 0,0017921 ENSG00000158769 -

SCARAS 2,104387 0,0138564 ENSG00000168079 -

AGT 1,95116 0,0462087 ENSG00000135744 Renal tubular
dysgenesis, susceptibility
to hypertension

GRTP1 1,946931 0,0024466 ENSG00000139835 -

CARD16 1,935986 0,0332558 ENSG00000204397 -

PLA2G4C 1,911585 0,0209924 ENST00000354276 -

IFI27 1,889975 0,0206394 ENSG00000165949 -

OMG 1,829186 0,0197592 ENSG00000126861 -

SERPINB2 1,820312 0,0407474 ENSG00000197632 -

RASSF2 1,746621 0,0197143 ENSG00000101265 -

HTATSF1P2 1,657115 0,0088052 ENSG00000271361 -

ADAMTS5 1,621546 0,0118908 ENSG00000154736 -

NOG 1,606733 0,0381649 ENSG00000183691 Brachydactyly type B2,
Multiple synostosis
syndrome 1, Stapes
ankylosis with broad
thumb and toes,
Symphalangism,
proximal, Tarsal-carpal
coalition syndrome

GO0S2 1,60321 0,0125023 ENSG00000123689 -

PAQRS5 1,5957  0,0082903 ENSG00000137819 -

ADIRF 1,581147 0,0116047 ENSG00000148671 -

AKR1C1 1,564372 0,0088926 ENSG00000187134 -

RABEP1 1,540381 0,0183272 ENSG00000029725 -

AKR1C2 1,528644 0,0136497 ENSG00000151632 46XY sex reversal 8,
Obesity, hyperphagia,
and developmental delay

SCARA5 1,526441 0,0044872 ENSG00000168079 -

WISP2 1,500224 0,047485 ENSG00000064205 -

PRICKLE1 -1,50604 0,0338571 ENSG00000139174 Progressive myoclonic
epilepsy 1B

RNF150 -1,52603 0,0098324 ENSG00000170153 -
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MXRAS5 -1,53263 0,0280569 ENSG00000101825 -

COL12A1 -1,53784 0,0299458 ENSG00000111799 Bethlem Myopathy

OGN -1,53873 0,0200722 ENSG00000106809 -

PLOD2 -1,53891 0,0066078 ENSG00000152952 Bruck syndrome 2

COL10A1 -1,54269 0,0153191 ENSG00000123500 Metaphyseal
Chondrodysplasia,
Schmid type

GPC4 -1,54901 0,0033382 ENSG00000076716 -

F2RL2 -1,55834 0,0122516 ENSG00000164220 -

KCND3 -1,56281 0,0461698 ENSG00000171385 Spinocerebellar ataxia 19

WNT2 -1,56372 0,0233776 ENSG00000105989 -

COL10A1 -1,56832 0,0138892 ENSG00000123500 Metaphyseal
Chondrodysplasia,
Schmid type

PCDH10 -1,5805 0,0007475 ENSG00000138650 -

CILP -1,60696 0,0191425 ENSG00000138615 Susceptibility to Lumbar
disc disease

IQCA1 -1,60875 0,0056991 ENSG00000132321 -

DKK2 -1,6383  0,0067941 ENSG00000155011 -

KLF5 -1,63899 0,0188711 ENSG00000102554 -

ASPM -1,64452 0,0416313 ENSG00000066279 Primary autosomal
recessive microcephaly

EGR2 -1,6459 0,019853 ENSG00000122877 Charcot-Marie-Tooth
Disease type 1D,
Dejerine-Sottas Disease,
Congenital
Hypomyelinating
Neuropathy 1

SORBS2 -1,64977 0,0121653 ENSG00000154556 -

THBS1 -1,65017 0,0037489 ENSG00000137801 -

PRICKLE1 -1,6551 0,0209924 ENSG00000139174 Progressive myoclonic
epilepsy 1B

LOXL2 -1,66652 0,0181812 ENSG00000134013 -

TOP2A -1,67169 0,0450502 ENSG00000131747 -

IGJ -1,67859 0,0094418 ENSG00000132465 -

MICAL2 -1,68693 0,0192129 ENSG00000133816 -

GPR126 -1,69615 0,0179334 ENSG00000112414 -

EDIL3 -1,69989 0,0309994 ENSG00000164176 -

EGFL6 -1,70149 0,0060608 ENSG00000198759 -

CCDC85A -1,70234 0,0168146 ENSG00000055813 -

ST6GAL2 -1,70245 0,0006664 ENSG00000144057 -

RGCC -1,71417 0,0476152 ENSG00000102760 -

KRT7 -1,71832 0,0160459 ENSG00000135480 -

GSTT2 -1,72064 0,0004592 ENSG00000099984 -

DLGAP5 -1,72506 0,0473622 ENSG00000126787 -
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TLL2 -1,73317 0,0499914 ENSG00000095587 -

PNMAL1 -1,73377 0,0117517 ENSG00000182013 -

PTPRD -1,76295 0,0159299 ENSG00000153707 -

DSP -1,77292 0,0066396 ENSG00000096696 Arrhythmogenic right
ventricular dysplasia 8,
Dilated cardiomyopathy
with woolly hair and
keratoderma,
Epidermolysis bullosa,
lethal acantholytic,
Keratosis palmoplantaris
striata I, Skin fragility-
woolly hair syndrome

LDLRAD4 -1,78508 0,0440851 ENSG00000168675 -

LPPR4 -1,78723 0,0404739 ENSG00000117600 -

LOXL3 -1,79402 0,0034542 ENSG00000115318 -

BCHE -1,79546 0,031209 ENSG00000114200 Postanesthetic apnea

HS6ST2 -1,79828 0,0052655 ENSG00000171004 -

NRXN3 -1,80565 0,0368708 ENSG00000021645 -

SERTAD4 -1,81235 0,0031676 ENSG00000082497 -

DPYSL4 -1,81642 0,0021057 ENSG00000151640 -

MEGF10 -1,81706 0,0191842 ENSG00000145794 Myopathy-Areflexia-
Respiratory Distress-
Dysphagia

ERAP1 -1,84372 0,0227484 ENSG00000164307 -

MICAL2 -1,84402 0,0122392 ENSG00000133816 -

NOX4 -1,86292 0,0149734 ENSG00000086991 -

AQP1 -1,87445 0,0078476 ENSG00000240583 Aquaporin 1 deficiency

KIAA1211 -1,87686 0,001289 ENSG00000109265 -

BGN -1,90466 0,0116204 ENSG00000182492 -

BGN -1,90992 0,0148951 ENSG00000182492 -

TSPAN2 -1,91795 0,0148241 ENSG00000134198 -

MEST -1,9205 0,001369 ENSG00000106484 -

SERTAD4 -1,92153 0,0048454 ENSG00000082497 -

LEF1 -1,9225 0,0218608 ENSG00000138795 Somatic sebaceous
tumors

PRICKLE1 -1,92768 0,0326213 ENSG00000139174 Progressive myoclonic
epilepsy 1B

F2RL1 -1,9295 0,0182024 ENSG00000164251 -

PRR15 -1,96168 0,0469544 ENSG00000176532 -

TEK -1,98396 0,0019289 ENSG00000120156 Multiple cutaneous and
mucosal venous
malformations

ADTRP -1,98506 0,0197791 ENSG00000111863 -

KIAA1211 -2,00034 0,0005468 ENSG00000109265 -
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SERTAD4 -2,02261 0,0041843 ENSG00000082497 -

ZIcl -2,03399 0,0143401 ENSGO00000152977 may be related to
Dandy-Walker
Malformation

SERTAD4 -2,04097 0,0032253 ENSG00000082497 -

HAPLN1 -2,06198 0,0237342 ENSG00000145681 -

VCAM1 -2,07251 0,0339072 ENSG00000162692 -

TNFSF4 -2,11285 0,0208305 ENSG00000117586 Susceptibility to
myocardial infarction

EPHA3 -2,14052 0,0220737 ENSG00000044524 -

FILIP1 -2,14217 0,0302221 ENSG00000118407 -

LONRF2 -2,15051 0,0055888 ENSG00000170500 -

CRISPLD1 -2,16042 0,0110996 ENSG00000121005 -

MIR503HG -2,19684 0,0157771 ENSG00000223749 -

TAGLN -2,19707 0,0067232 ENSG00000149591 -

MPPED2 -2,30132 0,0023869 ENSG00000066382 -

TSPAN2 -2,34065 0,0460063 ENSG00000134198 -

PHACTR3 -2,34248 0,007484 ENSG00000087495 -

NEDD9 -2,35481 0,0114732 ENSG00000111859 -

EFEMP1 -2,44268 0,0131553 ENSG00000115380 Doyne honeycomb
degeneration of retina

EFEMP1 -2,47676 0,0116549 ENSG00000115380 Doyne honeycomb
degeneration of retina

IGFBP7 -2,49621 0,0141303 ENSG00000163453 Retinal arterial
macroaneurysm with
supravalvular pulmonic
stenosis

IGFBP7 -2,5068 0,0100992 ENSG00000163453 Retinal arterial
macroaneurysm with
supravalvular pulmonic
stenosis

POSTN -2,53724 0,0089028 ENSG00000133110 -

RARRES2 -2,63803 0,0053795 ENSG00000106538 -

COL8A1 -2,65295 0,0150061 ENSG00000144810 -

HAPLN1 -2,67514 0,0213029 ENSG00000145681 -

PCSK1 -2,67629 0,043917 ENSG00000175426 Obesity with impaired
prohormone processing

AFF3 -2,70746 0,009944 ENSG00000144218 -

POSTN -2,79873 0,0315575 ENSG00000133110 -

EPYC -3,15166 0,0136296 ENSG00000083782 -

FLG -3,32757 0,0047832 ENSG00000143631 Ichtyosis vulgaris

COmMP -3,41166 0,0271327 ENSG00000105664 Epiphyseal dysplasia,
multiple 1;
Pseudoachondroplasia

POSTN -3,43447 0,0137756 ENSG00000133110 -
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HAPLN1 -3,48753 0,018312 ENSG00000145681 -

COL11A1 -3,65324 0,0227064 ENSG00000060718 Fibrochondrogenesis,
Marshall syndrome,
Stickler syndrome, type Il

COL11A1 -3,95464 0,0235739 ENSG00000060718 Fibrochondrogenesis,

Marshall syndrome,
Stickler syndrome, type Il
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CYP3A5 2,63302 0,0080829 ENSG00000106258 Susceptibility to
hypertension

ERAP2 2,541981 0,020559 ENSG00000164308 -

ERAP2 2,397458 0,0266755 ENSG00000164308 -

LOC389831 2,125317 0,0066276 ENSG00000215781 -

ERAP2 2,068791 0,0197314 ENSG00000164308 -

CTAG2 1,816083 0,0075289 ENSG00000126890 -

CLIC3 1,684717 0,0032201 ENSG00000169583 -

IGFBP5 1,656154 0,0011987 ENSG00000115461 -

TMTC1 1,581444 0,0411252 ENSG00000133687 -

CSTA 1,580778 0,0048146 ENSG00000121552 Autosomal recessive
exfoliative ichthyosis

IGFBP5 1,576698 0,0062716 ENSG00000115461 -

RP11-696N14.1 1,56734 0,0358198 ENSG00000246090 -

SCUBE3 1,566715 0,0246496 ENSG00000146197 -

CPVL 1,512554 0,0270152 ENSG00000106066 -

SHROOM?2 -1,54369 0,0022028 ENSG00000146950 -

THSD7A -1,56048 0,0023299 ENSG00000005108 -

HTR2B -1,57118 0,0039211 ENSG00000135914 -

ITGA8 -1,6958 0,0013967 ENSG00000077943 Renal
Hypodysplasia/Aplasia 1

NEDD9 -1,73595 0,0480222 ENSG00000111859 -

ITM2A -1,7445 0,0031154 ENSG00000078596

A2M -1,74856 0,0434235 ENSG00000175899 Alzheimer susceptibility

CARD16 -1,7586  0,0494417 ENSG00000204397 -

LPPR4 -1,7889 0,0403178 ENSG00000117600 -

ZNF880 -1,84346 0,0326898 ENSG00000221923 -

AFF3 -2,03754 0,0398216 ENSG00000144218 -




