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OZET

Amac: Otozomal resesif osteopetrozis (ARO) kemik yikimindan sorumlu osteoklast
hiicrelerindeki bozuklugun neden oldugu yogun ve kirillgan kemik ile karakterize
nadir bir genetik kemik hastaligidir. Bu calismada, olgularin sirasiyla %50 ve

%A4'tinden sorumlu olan TCIRG1 ve SNX10 mutasyonlarinin arastirilmast amaglandi.

Yéntem: Calismaya 12 olgu dahil edilmis olup tam yas1 0-37 ay arasindadir. IKi
genin kodlayici ekzonlari, periferal kandan DNA izolasyonunun ardindan PZR
yontemiyle c¢ogaltildi. Sanger dizileme yontemi ile dizilenen olgular NCBI veri

tabanina gbre mutasyon ve polimorfizmler agisindan degerlendirildi.

Bulgular: Sonug olarak 12 olgunun 4’iinde TCIRG1 geninde 5 farkli mutasyon
bulunmustur. Bunlar, olgulardan birinde intron 6’da heterozigot olarak tanimlanan
2.9483G>T (IVS6+1G>T) kesim bolgesi mutasyonu “splicing” ve diger bir olguda
ekzon 15’te homozigot olarak saptanan g.10170_10171delTG (p.V595LfsX74)
mutasyonu bu ¢alismada tanimlanmistir. Bir diger hastada birlesik heterozigot olarak
ekzon 7°de bilinen bir g.9574_9599del26 (p.Met217fsX) 26 bg’lik delesyonu ve
ekzon 12’de yine bilinen bir g.13698G>A (p.Gly458Ser) yanlig anlamli mutasyonu
bulunmustur. Intron 18’de bilinen bir g.11240G>A (IVS18+1G>A) kesim bdlgesi
mutasyonu ise bir diger olguda homozigot olarak gozlenmistir. iki hastada ise ekzon
3’te olasilikla benign olarak degerlendirilen ¢.7786C>T (p.Argh6Trp) degisimi
heterozigot olarak saptanmigtir. SNX10 geninde ise bir olguda ekzon 7’de
0.85603C>G (p.Ser177=) degisimi heterozigot olarak saptanmustir. /n silico analizler
sonucunda kesim bolgesine 7 niikleotid uzaklikta bulunan bu degisimin olasilikla
hastalik yapict olabilecegi tahmin edilmistir. Bilinen polimorfizmlerden TCIRG1
geninde [1VS2+83T>C, IVS4+11A>G ve IVS7-14C>A; SNX10 geninde ise
IVS2+36T>A ve IVS3-84G>A bulunmustur.

Sonu¢: Sonu¢ olarak c¢alismamizda TCIRG1 mutasyonlarina bakildiginda
aragtirmaya dahil edilen 12 olgunun 4’iinde (%30) en az bir hastalik yapict mutasyon
saptanmistir. Daha fazla sayida hastay1 ve ilgili diger genleri iceren ileri ¢caligmalar

hastaligin genetik etiyolojinin daha iyi anlagilmasina yardimci olacaktir.

Anahtar kelimeler: osteopetrozis, TCIRG1, SNX10, mutasyon analizi



ABSTRACT

Objective: Autosomal recessive osteopetrosis (ARO) is a rare genetic bone disease
characterized by dense and fragile bone, caused by a defect in osteoclasts responsible
for bone destruction. In this study, we aimed to investigate the mutations in TCIRG1

and SNX10 that are responsible for 50% and 4% of the cases respectively.

Method: 12 cases aged between 0 and 37 months were included in the study. In line
with this purpose, coding exons of these two genes were amplified by using PCR
after DNA isolation from peripheral blood. All amplicons were sequenced by Sanger

sequencing. The obtained results were evaluated according to the NCBI database.

Results: As a result, five different mutations of the TCIRG1 gene were found in four
of 12 unrelated cases. These include two novel mutations namely ¢.9486G>T
(IVS6+1G>T) splice-site mutation in intron 6 that is described in one of the patients
as heterozygous and g.10170_10171delTG mutation (p.V595LfsX) in exon 15 of the
gene which is identified in another patient in the homozygous state. A compound
heterozygousity of known mutations g.9574 9599del26 (p.Met217fsX) deletion in
exon 7 and g.13698G>A (p.Gly458Ser) missense mutation in exon 12 was found in
another patient. A known g.11240G>A (IVS18+1G>A) splice-site mutation was also
observed as homozygous in another patient. In TCIRG1, g.7786C>T (p.Arg56Trp)
missense mutation, which is indicated as likely benign according to ClinVar
database, in exon 3 was heterozygous in two of the patients. In SNX10, g.85603C>G
(p.Serl77=) variation in exon 7 was detected as heterozygous in a patient. This
variation, which is 7 nucleotides far from the splice site is estimated to be “likely
pathogenic” by in silico analyses. Of the known polymorphisms, IVS+83T>C,
IVS4+11A>G and IVS7-14C>A in TCIRGL1 gene; IVS2+36T>A and 1VS3-84G>A
in SNX10 gene were detected.

Conclusion: In conclusion, our study revealed that 4 of the 12 cases (30%) carry at
least one mutation of TCIRG1 gene. Further studies with more patients and other

genes would help better understanding of genetic etiology of the disease.

Key words: osteopetrosis, TCIRG1, SNX10, mutation analysis



ICINDEKILER

OZET i
ABSTRACT i
ICINDEKILER iii
TABLOLAR DIZINI v
SEKILLER DiZINi Vi
SIMGELER ve KISALTMALAR viii
1. GIRiS 1
2. GENEL BILGILER 2
2.1. Kemik Dokusu 2
2.1.1. Osteablastlar 2
2.1.2. Osteoklastlar 3
2.1.3. Kemik Yeniden Modellenmesi 3
2.2. Osteopetrozis 5
2.2.1. Otozomal Dominant Osteopetrozis (ADO) 6
2.2.2. Orta Tip Otozomal Resesif Osteopetrozis (IARO) 7
2.2.3. Malignant Otozomal Resesif Osteopetrozis (ARO) 7
2.2.4. Otozomal Resesif Osteopetrozis Ile iliskili Genler 9
3. GEREC VE YONTEM 17
3.1. Hasta Materyallerinin Toplanmasi 17
3.2. Periferal Kandan DNA Izolasyonu 17
3.2.1. Kullanilan Soliisyonlar 17
3.2.2. Islemler 18

3.3. DNA Miktarinin ve Safliginin Analizi 19



3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

3.4.1. Primer Dizayni1

3.4.2. TCIRG1 Geni

3.4.3. SNX10 Geni

3.5. PZR Uriinlerinin Kalitatif Analizi

3.5.1. Goriintiileme

3.6. PZR Uriinlerinin Temizlenmesi

3.7. DNA Dizi Analizi

3.7.1. DNA Dizi Analizi Reaksiyonu

3.8. Dizileme Reaksiyonu Uriinlerinin Temizlenmesi

3.9. Analiz

4. BULGULAR

4.1. TCIRG1 ve SNX10 Genleri Varyasyonlari

5. TARTISMA
6. SONUC VE ONERILER
KAYNAKLAR

EKLER

EK-1. Aydinlatilmig Onam Formu

OZGECMIS

19
19
21
26
29
29
29
30
30
30

31

32

32

44

50

52

71



TABLOLAR DiZiNi

Tablo

2.1. Insan otozomal resesif osteopetrozisin siniflandirilmasi, genetigi ve klinik

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

3.11.

3.12.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

5.1.

belirtileri

TCIRGL1 geninin primer dizileri ve PZR iiriinlerinin biyiikliikleri

Ekzon 2-3, ekzon 4-5, ekzon 10 ve ekzon 14’°¢ ait PZR kimyasal kosullari

Ekzon 6-7-8’e ait PZR kimyasal kosullari

Ekzon 9a ait PZR kimyasal kosullari

Ekzon 11-12-13’¢c ait PZR kimyasal kosullar1

Ekzon 15°¢ ait PZR kimyasal kosullari

Ekzon 16-17-18’e ait PZR kimyasal kosullar1

Ekzon 19-20’ye ait PZR kimyasal kosullar1

SNX10 geninin primer dizileri ve PZR iiriinlerinin bityiikliikleri
Ekzon 2, 3 ve 4’¢ ait PZR kimyasal kosullar1

Ekzon 6 ve ekzon 7’ye ait PZR kimyasal kosullari

Ekzon 5’¢ ait PZR kimyasal kosullari

Calismaya dahil edilen olgularin Klinik tablosu

TCIRG1 geninde saptanan mutasyonlar ve detaylari

SNX10 geninde saptanan mutasyonlar ve detaylari

TCIRG1 ve SNX10 genlerinde saptanan benign/olasilikla benign
polimorfizmler ve detaylari.

Otozomal resesif osteopetrozisli Tiirk olgularda saptanan mutasyonlar

Sayfa

10

20

21

22

22

22

23

23

26

27

27

28

33

34

34

35

45



SEKILLER DiZiNi

Sekil Sayfa
2.1. Osteoblast ve osteosit farklilasmasi 2
2.2. Osteoklast farklilagsmasi 3
2.3.  Kemik yeniden modellenmesi 4
2.4. Osteoklast iglev bozuklugu 8
2.5. TCIRGL1 geninin ekzonlarindaki mutasyonlarin dagilimi 14
2.6. TCIRG1 geninin intronlarindaki mutasyonlarin dagilimi 14
2.7.  SNX10 geninin ekzonik ve intronik mutasyonlarin dagilimi 16
4.1. 4 numarali hastada ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu 36
4.2. 8 numarali hastada ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu 37
4.3. 8 numarali hastada ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu 37

4.4. 8 numarali hastanin anne ve babasinda ileri primerle yapilan dizi analizi

sonuglari 38
4.5. 7 numarali hastada ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu 38

4.6. 7 numarali hastanin baba ve annesinde ileri primerle yapilan dizi

analizi sonuglari 39
4.7. 12 numaral hastada ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu 39

4.8. 12 numarali hastanin baba ve annesinde ileri primerle yapilan dizi

analizi sonuglari 40
4.9. 2 numarali hastada geri primerle yapilan dizi analizi sonucu 40
4.10. 2 ve 11 numarali hastalarda ileri primerle yapilan dizi analizi sonuglari 41

Vi



4.11. 2,4 ve 5 numarali hastalarda ileri primerle yapilan dizi analizi

sonucu
4.12. 8 numaral1 hastada ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu

4.13. 2, 4,5 ve 9 numarali hastalarda ileri primerle yapilan dizi analizi

sonucu
4.14. 4 ve 5 numarali hastalarda geri primerle yapilan dizi analizi sonucu

4.15. 1, 2, 4,5, 10 ve 11 numaral hastalarda ileri primerle yapilan dizi analizi

sonucu
4.16. 12 numarali hastada ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu
4.17. 3, 4 ve 8 numaral1 hastalarda ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu

4.18. 1, 2,9, 10 ve 11 numarali hastalarda ileri primerle yapilan dizi analizi

sonucu

41

41

42

42

42

43

43

43

Vil



SIMGELER ve KISALTMALAR

AmAcC - Amonyum Asetat

ADOI : Otozomal dominant osteopetrozis tip 1
ADOII : Otozomal dominant osteopetrozis tip 2
ARO : Malignant otozomal resesif osteopetrozis
KIiT : Kemik iligi transplantasyonu

be¢ : Baz gifti

CAll : Karbonik anhidraz 2

CLCNY7 - Klorid kanal 7

dk : Dakika

DNA : Deoksiriboniikleik asit

dNTP : Deoksiriniikleotit trifosfat

dRTA - Distal renal tiibiiler asidozis

EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit

EtBr : Etidyum bromid

HGMD : Insan Gen Mutasyon Veritabani

IARO - Orta tip otozomal resesif osteopetrozis
kb : Kilobaz

KHCO; - Potasyum bikarbonat

LRPS : Diislik yogunluklu lipoprotein reseptdr iliskili protein 5
M : Molar

viii



mg

ml

NaCl

NCBI

ng

NH,4CI

OSTM1

PLEKHM1

PZR

PX

SDS

SiRNA

sSh

SNX

SNX10

TBE

TCIRG1

TNFSF11/RANKL

TNSFRSF11A/RANK

V-ATPaz

ul

> Miligram

: Mililitre

: Sodyum kloriir

: Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi

: Nanogram

: Amonyum kloriir

- Osteopetrozis iligkili transmembran protein 1
: Plekstrin homoloji domain M-ailesi iiyesi 1

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Phox-homoloji

: Sodyum dodesil stilfat

- Kiiciik interferaz Riboniikleik asit

. Saniye

- Sorting neksin

: Sorting neksin 10

. Tris-Borat-EDTA

: T-hiicre immdin regiilator 1

- Niikleer faktor kB ligand reseptor aktivatori
- Niikleer faktor kB reseptor aktivatorii

: Vakuoler-tip H+ -ATPaz

: Mikrolitre



1. GIRIS

Nadir genetik hastaliklardan olan otozomal resesif osteopetrozis formu kemik
yogunlugunda artis ile karakterize, yasamin ilk aylarinda ortaya g¢ikan ve genetik
olarak heterojen (Sobacchi ve ark., 2001) bir kemik hastaligidir. Kemik yikimindan
sorumlu osteoklast hiicrelerinin olusumundaki bozukluklardan veya islevsel
bozukluklardan ortaya ¢ikmaktadir (Tolar ve ark., 2004). Cuvas ve Kosta Rika gibi
bazi popiilasyonlarda daha sik goriilmekle birlikte hastaligin frekansi 1/200 000-
1/300 000’dir (Balemans ve ark., 2005). Antalya’da ise akraba evliliginin orani
%40.7 olarak bildirilmistir (Alper ve ark., 2004). Bu nedenle Tiirkiye’de ve 6zellikle
Antalya bolgesinde otozomal resesif osteopetrozise yoOnelik yapilacak genetik

¢alismalar 6nem tasimaktadir.

Otozomal resesif osteopetrozise neden olan sekiz gen bilinmektedir: TCIRG1 (T-
hiicre immiin regiilatér 1), CLCN7 (klorid kanal 7), SNX10 (sorting neksin 10),
OSTM1 (osteopetrozis iligkili transmembran proteinl), PLEKHM1 (plekstrin
homoloji domain M-ailesi tiyesi 1), CAll (karbonik anhidraz 2), TNFSF11/RANKL
(niikleer faktor kB ligand reseptor aktivatorii) ve TNSFRSF11A/RANK (niikleer
faktor kB reseptor aktivatorii). Vakalarin %50°den fazlasindan ise TCIRG1 genindeki
mutasyonlar sorumludur (Frattini ve ark., 2000; Kornak ve ark., 2000; Sobacchi ve
ark., 2001; Del Fattore ve ark., 2008; Sobacchi ve ark., 2013). Bununla birlikte yeni
calisilmaya baglayan ve hastalarin yaklagik %4’tinde goriilen SNX10 geni
mutasyonlarinin arastirilmast da onem tasimaktadir. Bu oran RANK-, RANKL- ve

OSTM1-bagiml alt tipler ile karsilagtirilabilirdir.

Nadir goriilen bir hastalik olmasi, literatiirde az sayida ¢aligma olmasi ve Tiirkiye’de
otozomal resesif osteopetrozisin genetik etiyolojisi iizerine genis ¢apli ¢alisma
bulunmamasi nedeniyle bu ¢alismadan elde edecegimiz sonuglarla literatiire katki
saglanmasi amaglanmistir. Nadir goriilen bu hastaligin ve neden olan genlerin
mutasyonlarinin toplumumuz agisindan bilinmesi hastalara ve aile bireylerine

verilecek genetik danigmanin dogrulugu agisindan da oldukca 6nem tagimaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kemik Dokusu

Kemik dokusu oldukc¢a 6zellesmis sert bir dokudur (Segovia-Silvestre ve ark., 2009).
Kemik dokusu kan hiicrelerinin olusturulmasi, yapisal destek, kalsiyum ve fosfat
depolanmasi, i¢ organlarin korunmasi ve kaslar i¢in tutunma bdlgeleri gibi bir¢ok
fonksiyona sahiptir (Long ve Ornitz, 2013). Kemik dokusunda o6zellesmis bazi
hiicreler bulunmaktadir. Bunlar kemik yikimindan sorumlu osteoklastlar, kemik
yapimindan sorumlu osteoblastlar ve osteoblast hiicrelerinin olgunlasmasi sonucu
olusan kemik i¢inde gomiilii osteositlerdir (Klein-Nulend ve ark., 1995; Tatsumi ve
ark., 2007). Kemik yapimindan sorumlu osteoblastlar mezenkimal kok hiicre
kaynakli iken kemik yikimindan sorumlu osteoklastlar hematopoietik kok hiicre

kaynaklidir.

2.1.1. Osteoblastlar

Osteoblastlar mezenkimal kok hiicrelerden koken alan kiibik sekilli kemik yapiminda
gorev alan hiicrelerdir. Kemik yiizeyinde yer almaktadirlar ve kemik matriksinin
sentezi ve mineralizasyonundan sorumludurlar. Osteoblastlar kalsiyum bilesiklerinin
cokmesini saglayan alkalen fosfataz enzimine sahiptirler ve kollajen lifleri
salgilamaktadirlar. Osteoprojenitorler denilen onciillerin biiylimesi, preosteoblastlara
farklilagsma ve daha ileri olgun, kemik yapici osteoblastlara farklilagma gibi bir dizi

adim sonucu ortaya ¢ikmaktadirlar (Ducy ve ark., 2000; Manolagas, 2000).

Mezenkimal Preosteoblast Osteoblast Osteosit y
Kok hiicre Kemik
— Astar
Hiicresi

% Apoptotik
— Tu¢i5  osteoblast

Sekil 2.1. Osteoblast ve osteosit farklilasmasi. Mezenkimal kok hiicrelerden farklilagan
preosteoblastlar daha ileri kemik yapici osteoblast hiicrelerine farklilagsmaktadir. Osteoblastlarin
mineralize olmasi ile de osteosit hiicreleri olusmaktadir (Marquis ve ark., 2009).

Kemik olusumu tamamlandiktan sonra osteoblastlar ya kemik astar hiicrelerine

gelisecekler (yaklasik %35) ya kalsiyum ve fosfat igeren vezikiillerin salinimi ile



osteoide mineralize olacaklar (yaklasik %25) (Ducy ve ark., 2000; Neve ve ark.,
2011) ya da apoptoz ile ortadan kaldirilacaklardir (yaklasik %70) (Manolagas, 2000).

2.1.2. Osteoklastlar

Osteoklastlar hematopoietik kok hiicrelerden koken alan oldukca 6zellesmis ¢ok
¢ekirdekli dev hiicrelerdir (Marks ve Walker, 1981; Roodman, 1999). 5-50 arasi
cekirdek igerebilmektedirler. Makrofaj koloni uyarici faktor (MCSF) ve osteoblastlar
ve/veya osteositler tarafindan saglanan NF-kB ligandin reseptor aktivatorii (RANKL)
etkisi altinda miyeloid prekiirsorlerden farklilasmaktadirlar (Kong ve ark., 1999;
Boyle ve ark., 2003) (Sekil 2.2). Osteoklastlar katepsin K gibi enzimlerin ve asitin
salgilanmasi ile kemik yikimindan sorumludurlar. Proton ve enzim salinimi direkt
olarak resorpsiyon lakunasinda gergeklesmektedir (Boyle ve ark., 2003; Lacey ve
ark., 2012; Boyce, 2013).

Hematopoietik Monosit/
KoKk hiicre Makrofaj

Preosteoklast Osteoklast

Sekil 2.2. Osteoklast farklilasmasi. Hematopoietik kok  hiicrelerden  kdken  alan
monositler/makrofajlarin fiizyonu ile olusan preosteoklastlar, cok ¢ekirdekli dev hiicreler olan kemik
yikici osteoklast hiicrelerine farklilasmaktadir (Marquis ve ark., 2009).

Osteoklastlarin hiperaktivasyonu osteoporoz ve osteolitik kemik metastaz1 gibi
kemik-dejeneratif bozukluklarina sebep olabilmektedir. Hipoaktivasyonu ise
osteopetrozise sebep olabilmektedir. Osteoklastlar, kemik yikimi i¢in sabit aktin
halkalar1 olusturarak kemik yiizeyine sikica tutunmaktadir. Aktin halkalari tarafindan
cevrelenen alan boyunca sindirim asitleri ve proteazlar salgilamaktadirlar ve hiicre
icine ve apikal yiizeye endositoz/transitoz araciligiyla degrede matriks bilesenlerini
tasimaktadirlar. Boylece osteoklastlar kemik yeniden modellenmesini ve kemik yap1
maddelerinin 6zellikle kalsiyum ve fosfatlarin geri doniistimiinii kolaylastirmaktadir

(Kong ve ark., 1999).

2.1.3. Kemik Yeniden Modellenmesi
Insan iskeleti yasam boyunca siirekli kemik yeniden modellenmesine ugrayan
metabolik olarak aktif bir organdir (Raisz, 1999). Kemik yeniden modellenmesi

sadece biiyiimeye ve mekanik gereksinimlere kemigin yapi/glic adaptasyonu icin



degil, mikro hasarin tamiri ve kalsiyum homeostasisinin devami ig¢in de kritik bir
stirectir. Tiim osteoklast ve osteoblastlar temel bir yeniden modellenme biriminin
olusturulmasinda birlikte yer almaktadirlar. Osteoklastlar kemigin yikimindan ve
uzaklagtirilmasindan sorumlu iken osteoblastlar yikilan kemigin yerine yeni kemik
olusumundan sorumludur. Bu denge iskelet biitlinligiine olanak vermektedir.
Bununla birlikte belli fizyolojik ve patolojik durumlarda kemik yeniden modellenme
basamaklarinin dengesi bozulmaktadir. Bu durum azalan kemik giicii ve artan

frajiliteye neden olmaktadir (Khosla ve Riggs, 2005).

Kemik yeniden modellenmesinin farkli amaglar ile iki tipi 6ne siiriilmiistiir (Burr,
2002; Parfitt, 2002). 1ilk tipi stokastiktir ve baslica kalsiyum homeostazisinin
hormonal kontrol altinda korunmasi igindir (Noble, 2003). ikinci tip ise mikro
hasarin kaldirilmas1 yoniindedir ve dolayisiyla iskeletin mekanik ozellikleri igin
esastir (Burr, 2002; Parfitt, 2002). Saglikli bir yetiskinde yeniden modellenme
devamli bir fizyolojik siiregtir ve kemik olusumunun her zaman yeni sentezlenen
kemik ile uzaklastirilan kemigin biitiinliigiine izin veren kemik yikimini takiben

gerceklestigi goriilmiistiir (Takahashi ve ark., 1964; Hattner ve ark., 1965).

Kemik olusumu, bosalan yikim oyuklar1 mono niikleer hiicreler tarafindan
dolduruldugunda baslamaktadir (Takahashi ve ark., 1964; Hattner ve ark., 1965;
Tran Van ve ark., 1982; Huffer, 1988; Mulari ve ark., 2004). Kemik yeniden
modellenmesi alti asamada incelenebilmektedir: dinlenme, aktivasyon, yikim, ters

faz, olusum ve mineralizasyon (Sekil 2.3).

Hematopoietik
kok hiicrgler
,_(f.'> \ Mezenkimal
® Pre-osteoklastlar kok hiicreler
© “®
2.Aktivasyon @ @
\ Mono-niikleer Osteoblastlar
hucreler Pre—osteoblastlar = .

Astar hiicreler Osteoklastlar Ozt
L Dinleen 3.Yikim 4.Ters faz 5.Yapim 6.Mineralizasyon

Sekil 2.3. Kemik yeniden modellenmesi. Kemik yeniden modellenmesi osteoklast hiicreleri tarafindan
kemik matriksinin yikimi ile baslamaktadir. Mononiikleer hiicreler yikilmis yilizeye osteoblastlar
getirecek sinyali saglar. Osteoblastlar yikilan kemigin yerini doldurduktan sonra bazi osteoblastlar
mineralize osteositlere farklilagarak kemik yeniden modellemesi tamamlanmaktadir (Kapinas ve
Delany, 2011).



Insan kemiginde yeniden modellenme siireci, osteoblast veya osteoklastlarin
omriinden (sirasiyla 3 ay ve 2-4 hafta) daha uzun oldugundan (yaklasik 6-9 ay)
(Kodama ve ark., 1993; Parfitt, 1994; Parfitt, 2002) yeni osteoklastlar ve
osteoblastlar kemik iliginde devamli olarak Onciillerinden olusturulmaktadir.
Yeniden modellenme sayesinde ortalama tiim iskelet her 10 yilda kendini tamamen

yenileyebilmektedir.

2.2. Osteopetrozis

Osteopetrozis, Yunanca ‘osteo’ ‘kemik’ ve ‘petros’ ‘tas’ kelimelerinden tiiretilmistir.
Osteopetrozis, ‘mermer kemik hastaligi’ ve ‘Albers-Schonberg hastaligi’ olarak da
adlandirilmaktadir. Klinik olarak ilk kez radyolog Albers-Schonberg tarafindan

tamimlanmustir (Segovia-Silvestre ve ark., 2009).

Saglikli durumda kemik yapimi ile yikimi arasinda siki bir denge bulunmaktadir.
Oyle ki normal sartlar altinda yikilan kemik her zaman esit miktarda yeni kemik ile
doldurulmaktadir. Hormonal degisiklikler veya genetik defektler nedeni ile kemik
yeniden modellenmesindeki terazi bozulabilmekte ve kemikte patolojik degisiklikler
ortaya ¢ikabilmektedir. Bu dengenin bozulmasi, yetersiz kemik yikimindan dolayi
radyograflarda artan kemik yogunlugu ve kirilganlik ile karakterize nadir bir hastalik
olan osteopetrozise neden olmaktadir. Osteopetrozis kalitsal osteosklerozun
heterojen bir grubuna dahildir (Johnston ve ark., 1968). Osteopetrozis, azalan
osteoklast  sayis1  ve/veya  osteoklast  fonksiyonunun  zayiflamasindan
kaynaklanmaktadir. Kemik yikimindaki bozukluklar genellikle kemik biiyiimesinde
gerilikle ve kemiklerde anormal sekille sonuglanmaktadir (de Vernejoul, 2008).
Sertlesmis kemikler, kirllgandirlar ve kiriklara egilimlidirler (Neutzsky-Wulff ve
ark., 2010). Osteopetrozis, siklikla kafatasinin tabanindaki kemik kalinlasmasindan
kaynaklanan kafatasi sinirlerinin sikistirilmasi ile de iligkilidir. Bu durum gorme
bozukluklarina ve igitme kaybina neden olabilmektedir (Sobacchi ve ark., 2013).
Ayrica hastalarda, osteoklastlarin gelismekte olan dis c¢enesi iizerinden bir yikim
yolagindan sorumlu olmasindan dolayr dis bozukluklari da ortaya ¢ikabilmektedir
(Helfrich, 2005). Kemikler daha kisa ve daha genistir. Kemik iligi bosluklar

daralmistir. Bu durum siklikla immiinolojik sorunlara neden olmaktadir.

Hastaligin siddetine ve baslangi¢ yasia gore otozomal dominant osteopetrozis

(ADOI, ADOII), orta tip otozomal resesif osteopetrozis (IARO) ve malignant



otozomal resesif osteopetrozis (ARO) olmak iizere ii¢ tipi bulunmaktadir. Malignant
otozomal resesif formu sekiz alt tipten (OPTB) ve otozomal dominant formu ise iki
alt tipten olugmaktadir (OPTA).

2.2.1. Otozomal Dominant Osteopetrozis (ADO)

Otozomal dominant osteopetrozise tipik olarak gec¢ ergenlik veya ge¢ eriskinlik
donemlerinde tant konulmaktadir ve radyografik olarak sandvig omurga
goriilmektedir. Otozomal dominant osteopetrozis resesif formundan daha yaygin

olarak goriilmektedir (Bollerslev, 1987).

Ana bulgular kirik sikligi, gecikmis isitme, Ozellikle dis apsesi ve ¢iiriikleri ile
birlikte ceneyi etkileyen osteomyelit, skolyoz ve kalca osteoartrit gibi iskelet ile
siirlidir (Bollerslev ve Andersen, 1989; Benichou ve ark., 2000; Waguespack ve
ark., 2007). Kranial sinir sikismasi nadirdir; fakat duyma ve gorme kayiplari
bireylerin %5 civarm etkileyen énemli bir bulgudur. Bununla birlikte goreli 1limh
Klinik tablodan dolay1 birgok hasta asemptomatiktir ve tesadiifi olarak radyografik

kontrol ile tespit edilmektedir.

Klinik, biyokimyasal, histolojik ve biyomekanik seviyelerde otozomal dominant
osteopetrozisi karakterize eden c¢aligmalar bu tipin ADOI ve ADOII olarak iki alt tipi
oldugunu gostermistir (Bollerslev ve Andersen, 1988; Bollerslev ve Andersen, 1989;
Gram ve ark., 1991). Kemik biyopsilerine dayali olarak, bu iki formun patojenezinin
defektif kemik yikimmi direkt veya dolayli olarak kapsadigi hipotezi one

stirilmistiir.

Tip 1 (ADOI) ozelligi genellesmis, 0Ozellikle kafatasini etkileyen yaygin
osteosklerozdur (Bollerslev ve Andersen, 1988). Tip 2 (ADOII) Albers-Schonberg
tarafindan 1904’te tanimlanmug (Segovia-Silvestre ve ark., 2009) en yaygin formdur
ve tahmini prevelansi 5.5/100 000’dir (Benichou ve ark., 2000). ADOII radyografik
olarak segmenter osteoskleroz ile agirlikli olarak vertebra omuru, iliak kanatlar
(kemik icinde kemik goriinimii) ve kafa tabaninda (Bollerslev, 1989) agikca

goriilmektedir.

Son yirmi yil boyunca osteopetrozis arastirmalari kemik biyolojisi alanina anlamli
bir sekilde katki saglamistir. 2000°li yillarda ADOI’in LRP5 (diisiik yogunluklu

lipoprotein reseptor iliskili protein 5)’te aktive edici bir mutasyon ile osteoblastlarin
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artan aktivitesi sonucu ortaya ¢iktig1 belirlenmistir (Van Wesenbeeck ve ark., 2003).
Boylece osteopetrozisin klasik bir formu olarak tanimlanamamaktadir; fakat bunun
yerine LRP5-aktive edici bir kemik hastaligi veya yiiksek kemik kiitlesi fenotipi
olarak kabul edilmektedir. Son zamanlarda yapilan bir genom arastirmasi bizi
ADOIl’'ye neden olan kromozom 16pl13.3’te lokalize bir gene gotiirmiistiir
(Benichou ve ark., 2001). Bu gen CLCN7 genidir (Daniels ve ark., 2001). ADOIl,
CLCNY7 geninde bir fonksiyon kaybi mutasyonu ve osteoklastlarin azalan aktivitesi
sonucu meydana gelmektedir. Gergekten de klorid kanal, kemik dokunun osteoklast
aracili degredasyonu i¢in gerekli ekstraseliiler yikim lakunasinin asidifikasyonu igin
zorunludur (Kornak ve ark., 2001). Bununla birlikte, not edilmelidir ki CLCN7’deki
bir mutasyon ADO Kklinik fenotipi ile sunulan hastalarin %30’dan fazlasinda
kanitlanmamustir. Bu durum daha ileri lokus heterojenitesini yansitmaktadir (Del
Fattore ve ark., 2006; Del Fattore ve ark., 2008).

2.2.2. Orta Tip Otozomal Resesif Osteopetrozis (IARO)

Orta tip otozomal resesif osteopetrozis, dominant ve resesif formlarin ikisine de tam
olarak uymaz. Ancak dominant formundan daha siddetlidir. Cocukluk ¢aginda ortaya
cikmaktadir. Bir orta tip otozomal resesif osteopetrozis formu beyin kalsifikasyonu
ve renal tibiler asidozis ile iligkili CAIl genindeki mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir. Bu hastalarda mental retardasyon siklikla gériilmektedir (Sly ve
ark., 1985; McMahon ve ark., 2001; Cotter ve ark., 2005). CLCN7 ve PLEKHM1
genlerindeki fonksiyon kaybi mutasyonlart1 da orta tip otozomal resesif
osteopetrozise neden olmaktadir (Van Wesenbeeck ve ark., 2007). Bununla birlikte
TCIRG1 geninde rapor edilen resesif intronik patojenik hipomorfik varyantlar
(Sobacchi ve ark., 2014; Palagano ve ark., 2015) hastaligin 1liml1 bir formunu ortaya
koymustur. Bu varyantlar anormal bir kesip-ekleme siirecine neden olmustur. Ayni
zamanda sinirli miktarda normal transkriptin de iiretimi genellikle TCIRG1’deki
patojenik varyantlarla iligkili olan hastaligin siddetini azaltmistir (Sobacchi ve ark.,
2014; Palagano ve ark., 2015).

2.2.3. Malignant Otozomal Resesif Osteopetrozis (ARO)

Malignant otozomal resesif osteopetrozis (ARO, OPTB), osteoklast islev bozuklugu
(Sekil 2.4) veya olusumdan kaynaklanan kemik yikimindaki eksiklikten olusan
siddetli bir kemik hastaligidir (Tolar ve ark., 2004). Malignant otozomal resesif



osteopetrozis klasik olarak yasamin ilk aylarinda agikg¢a goriilen yasami tehdit edici
bir durumdur. Siklikla yasamin ilk {ic ayinda ortaya c¢ikmaktadir. Kemik
yogunlugundaki artis kiriklara ve osteomyelite egilimli zayif bir kemige neden
olmaktadir. Degisen derecelerde boy kisaligi ile sonuglanan kemigin boyuna uzamasi
bozulmustur (Al-Tamimi ve ark., 2008). Kemik iligi boslugundaki siddetli azalmaya
neden olan yogun kirillgan kemik; anemi, trombositopeni ve hepatosplenomegaliye
neden olmaktadir (Frattini ve ark., 2003; Helfrich, 2003; Balemans ve ark., 2005).
Genisleyen kemik korlik, sagirik ve yiiz felci ile sonuglanan sinir foramenini
daraltabilmektedir. Duyma kaybinin ARO hastalarinin %78’ini etkiledigi tahmin
edilmektedir (Dozier ve ark., 2005). Dis siirmesi defektleri ve siddetli dis ¢lirigii de
yaygin olarak ortaya ¢ikmaktadir. ARO’li ¢ocuklar, tetanik ndbetler ve ikincil
hiperparatiroidizm ile eslik eden hipokalsemi gelistirme riskine sahiptirler. ARO’in
en siddetli bulgusu ise kemik iligi baskilanmasidir (Stark ve Savarirayan, 2009). Tek
etkili tedavi osteoklast hiicrelerinin hematopoietik hiicre orijinli olmasindan dolayi

kemik iligi transplantasyonudur (KIT) (Gerritsen ve ark., 1994).
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Sekil 2.4. Osteoklast islev bozuklugu. Osteoklastlarda meydana gelen bir patojenez sonucunda kemik
yikim iglevini kaybederek ARO (otozomal resesif osteopetrozis) meydana gelmektedir (Sobacchi ve

ark., 2013).

Hastaligin tiim formlar1 nadir olarak ortaya c¢ikmaktadir ve tiim diinyada
gorilmektedir. En nadir goriilen formu olan malignant otozomal resesif
osteopetrozisin (OPTB) yaklasik frekansi 1/200 000-1/300 000’dir (Balemans ve
ark., 2005). Bununla birlikte Kosta Rika’da OPTB1’in (TCIRG1) yiiksek bir frekansi
(3.4/100 000) goriilmektedir (Fasth ve Porras, 1999; Phadke ve ark., 1999) ve kurucu
etkisinden kaynaklanmaktadir (Sobacchi ve ark., 2001). Rusya’nin Cuvas
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poplilasyonu da malignant OPTB’nin en yiiksek frekansi ile (1/3879 yenidogan)
(Ginter ve ark., 2001) biiyiik ilgi gormektedir. Cuvas popiilasyonundaki boyle bir
genetik farkliligin varligi muhtemelen popiilasyonun uzun iireme izolasyonundan ve
genetik stiriiklenmeden kaynaklanmaktadir (El'chinova ve Ginter, 2001; Ginter ve
ark., 2001).

Iki temel formu, osteoklastlarin varhi@ veya yoklugu temelinde ayirt edilebilir
(Tolar ve ark., 2004; Villa ve ark., 2009). Otozomal resesif osteopetrozis vakalarimin
biiyilk bir ¢ogunlugunu kapsayan osteoklast-zengin formunda olgun ancak
fonksiyonel olmayan osteoklast normal sayida mevcut iken, osteoklast-zayif
formunda osteoklast farklilasmasindaki bir bozukluktan dolayr bu 0&zellesmis
hiicreler yoktur. Insanlardaki bu ikinci formun patojenezine simdiye kadar
TNFSF11/RANKL ve TNFRSF11A/RANK olarak isimlendirilen iki gen dahil
edilmistir (Sobacchi ve ark., 2007; Guerrini ve ark., 2008). Kemikte TNFSF11 geni
osteoblastlar ve stromal hiicreler tarafindan iiretilen temel osteoklast farklilasma
faktoriinii kodlamaktadir. Onun reseptorii olan RANK ise preosteoklastlar ve olgun
osteoklastlarin yiizeyinde bulunan transmembran bir proteindir (Crockett ve ark.,
2011).

2.2.4. Otozomal Resesif Osteopetrozis fle Tliskili Genler

Otozomal resesif osteopetrozis, genetik olarak heterojendir ve patojenezinde en az
sekiz gen yer almaktadir: TCIRG1, CLCN7, SNX10, OSTM1, PLEKHM1, CAlIl,
TNFSF11/RANKL ve TNSFRSF11A/RANK (Tablo 2.1). Bu genlerden TCIRGI,
CLCN7, PLEKHM1, OSTM1, CAIl ve SNX10 osteoklastlarin efektor fonksiyonunu
saglarken, RANK ve RANKL ise osteoklast olusumu ve farklilagmasinda gorev
almaktadir (Sly ve ark., 1983; Frattini ve ark., 2000; Kornak ve ark., 2001; Chalhoub
ve ark., 2003; Sobacchi ve ark., 2007; Van Wesenbeeck ve ark., 2007; Guerrini ve
ark., 2008). Bununla birlikte tiim ostepetrozis vakalarinin yaklasik %25’inde
hastaliga neden olan gen ve mutasyonlar heniiz tanimlanamamistir. Bu nedenle tani
ve Kklinik bulgularin iyilestirilmesi i¢in bu yeni genlerin tanimlanmasi oldukga
onemlidir. Her genin normal osteoklast fonksiyonu i¢in gerekli olmasi
beklendiginden yeni kesfedilen her gen osteoklast olusumu ve aktivitesinin altinda
yatan molekiiler mekanizmalarin daha agik bir sekilde anlagilmasina izin verecek ve

yeni potansiyel terapotik hedefler saglayacaktir (Ye ve ark., 2013).



Tablo 2.1. insan otozomal resesif osteopetrozisin simflandirilmasi, genetigi ve klinik belirtileri.

Bozukluklar
Sunum
v
s Bityiime Merkezi Sinir Sistemi
Gen (1) | Retardasvonun Siddeti ve Tipi Osteolklastlar
Hematolojik Girme
Hig-Orta
g Mevecut-
TCIRGI =1 Orta-Siddetli Siddetli Orta-Siddetli (Hidrosefali) Fonksiyonel degil
Hig-Siddetli
(Hidrosefali, Meveut-
CLCN7 =1 Orta-Siddetli | Orta-Siddetli | Orta-Siddetli | Né&rodejenerasyon) Fonksiyonel degil
Siddetls Meveut-
0STM1 =1 Orta-Siddetli | Orta-Siddeth | Orta-Siddeth | (N&rodejenerasyon) Fonksiyonel degil
Hig-Hafif Mevcut-
SNX10 =1 Orta Siddetli Siddetli (Hidrosefali) Fonksiyonel degil
Mevecut-
PLEEHM]1 1-10 Hig-Hafif Hig Hig Hig Fonksiyonel degil
Hig-Hafif
TNFRSF11A =1 Orta Orta Orta-Siddetli (Hidrosefali) Yok
TNSFS11 =1 Siddetli Orta Orta-Siddetli Hig Yok
Orta-Siddeth
{Bazal ganglion Meveut-
CAT =1 Orta Hig-Orta Hig-Siddeth kalsifikasyonu) Fonksiyonel degil

Malignant otozomal resesif osteopetrozis hastalarmin %50’si yikim boslugunun
asidifikasyonu ve vezikiil trafigi igin esas olan vakuoler-tip H+-ATPaz (V-ATPaz)
proton pompasi osteoklast spesifik a3 alt tnitesini kodlayan TCIRG1 geninde
mutasyon tasimaktadir. TCIRG1 geninde yanlis anlamli, anlamsiz, kiigiik
delesyonlar/insersiyonlar, kesip-ekleme (splice) bolgesi mutasyonlart ve genis
genomik delesyonlar1 iceren mutasyonlarin genis bir ¢esitliligi tanimlanmigtir
(Frattini ve ark., 2000; Kornak ve ark., 2000; Sobacchi ve ark., 2001; Michigami ve
ark., 2002; Scimeca ve ark., 2003; Taranta ve ark., 2003; Susani ve ark., 2004,
Mazzolari ve ark., 2009; Pangrazio ve ark., 2009; Phadke ve ark., 2010; Yuan ve
ark., 2011; Pangrazio ve ark., 2012). Simdiye kadar tanimlanan TCIRG1-yetersiz
ARO hastalarinda kemik defekti olan, dnemli hematolojik bozukluklarla ve 6zellikle

korliik gibi ikincil norolojik defektlerle eslik eden homojen bir sunum goriilmektedir
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(Sobacchi ve ark., 2014). Bu gende meydana gelen fonksiyon kaybi1 mutasyonlari
resorpsiyon lakunasinin asidifikasyonunun bozulmasina neden olmaktadir. Boylece
osteoklastlar yikim fonksiyonlarini yerine getirememektedir. Otozomal resesif
osteopetrozisin yaklasik %10-15’inden sorumlu (Cleiren ve ark., 2001; Kornak ve
ark., 2001; Frattini ve ark., 2003; Shin, 2004) CLCN7 geni klorid kanal 7’nin dimer
molekiilii igin monomer kodlamaktadir (Janssens ve Van Hul, 2002). Ayrica bazi
osteopetrozis tanili hastalarda klorid kanal 7 molekiiliiniin B-alt {initesini kodlayan
OSTM1 (Lange ve ark., 2006), osteoklast farklilasmasi ve proliferasyonundan
sorumlu RANKL/TNSF11 ve RANK/TNFRSF11A genlerinde meydana gelen
fonksiyon kaybi mutasyonlari da tanimlanmistir. CLCN7 ve OSTM1, kivrimh
kenarda birlikte bir klorid kanal veya klorid/proton degistirici olustururlar ve
asidifikasyonu kolaylastirirlar (Kornak ve ark., 2001; Chalhoub ve ark., 2003).
PLEKHM1 genindeki mutasyonlar otozomal resesif osteopetrozisin daha iliml
formlarina sebep olmaktadir (Van Wesenbeeck ve ark., 2007; Del Fattore ve ark.,
2008). Renal tiibiiler asidozis ile iliskili osteopetrozisin bir 1limli formu ise karbonik

anhidraz 11 (CAIl) genindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (Sly ve ark., 1983).

SNX10 geninde ilk olarak 2012 yilinda Aker ve arkadaslari tarafindan malignant
otozomal resesif osteopetrozisten sorumlu bir missense mutasyon tanimlanmistir. Bu
SNX10 geninde daha sonraki yillarda yeni mutasyonlar da tanimlanmaya baslamistir.
2013 yilinda Pangrazio ve arkadaslari tarafindan ii¢ nonsense mutasyon, evrimsel
olarak korunmus rezidiilerde ii¢ missense mutasyon ve son olarak da ekzon kesip-
ekleme iglemini bozmaya egilimli ii¢ mutasyon tanimlanmistir. SNX10’un simdi tim
ARO’un %4’tiinden sorumlu oldugu bilinmektedir (Pangrazio ve ark., 2013). SNX10
aktivitesi membran trafiginin ve endozom homeostasisinin diizenlenmesini
saglamaktadir (Coxon ve Taylor, 2008). Bu genin yapilan ¢alismalar V-ATPaz ile
iligkide oldugunu gostermistir. Golgiden V-ATPaz’in vezikiiler tasnifinden veya
kivrimli kenara hedeflenmesinden sorumludur. SNX10 geninde meydana gelen

mutasyonlar ‘ikincil V-ATPaz eksikligi’'ne neden olabilmektedir (Ye ve ark., 2013).

TCIRG1 Geni
TCIRG1 geni, kromozom iizerinde 11q13.4-13.5’te lokalizedir. TCIRG1 geninden iKi

transkript sentezlenmektedir. OC116 transkripti, osteoklast-spesifik formdur ve 20
ekzondan kurulmaktadir. Vakuoler H*-ATPaz proton pompasinin osteoklast spesifik

a3 alt tinitesini eksprese etmektedir.
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Osteoklastlar kemik yiizeyine yapisir, resorpsiyon boslugunu kaplar ve spesifik bir
membran-bagli V-ATPaz kompleksini aktive eder. Kemigin mineralize ekstraseliiler
matriksinin yikimi osteoklastlarin kivrimli membranlar tarafindan asit salinimini
gerektirmektedir. Katepsin K igeren lizozomal enzimlerin daha sonraki salinimi

organik matriks yikimimna neden olmaktadirlar (Frattini ve ark., 2003).

Yikim boslugunun asidifikasyonu i¢in gerekli proton nakli a3 alt iinite araciligiyla
kivrimli  membrana  demirli  V-ATPaz  proton  pompast  tarafindan
gerceklestirilmektedir. V-ATPaz genelde lizozomlar, endozomlar ve salinim
vezikiilleri gibi bir¢ok intraseliiler kompartmanlarda pH regiilasyonu i¢in dnemlidir.
Boylece plasma membranina H+ iyonlarinin ATP-siirliciisii tarafindan taginimi
gerceklestirilmektedir (Wada ve ark., 2013) V-ATPaz proton pompasi bir membran
periferal V1 domain ve bir membran gecisli VO domaininden olusan ¢ok alt tiniteli
bir komplekstir. V1 domaini ATP hidrolizi i¢in katalitik bolgelere sahiptir, VO
domaini ise proton translokasyonundan sorumludur (Stevens ve Forgac, 1997;
Jefferies ve ark., 2008). a3 alt {inite, fonksiyonel kemik yikimi igin kritik bir 7
transmembran proteindir ve V-ATPaz a3-alt iinite ailesinin bir iiyesidir (Manolson ve
ark., 2003; Ogbureke ve ark., 2005).

Bu proton pompa geni TCIRG1 ve osteopetrozis arasindaki iliski spontan
osteopetrotik oc/oc fare modellerinde gerceklestirilen ¢alismalar ile gosterilmistir
(Banco ve ark., 1985; Frattini ve ark., 2000; Kornak ve ark., 2000). Osteopetrozis
gelisiminin bir nedeni olarak bir vakuoler proton pompasi alt {initesini kodlayan
TCIRG1 geninin tanimlanmasi hem insanlarda hem de farelerde gergeklestirilen
¢oklu mutasyonel caligmalarla saglanmistir (Li ve ark., 1999; Frattini ve ark., 2000;
Kornak ve ark., 2000; Sobacchi ve ark., 2001).

TCIRG1 genindeki patolojik mutasyonlar hem insanlarda hem de hayvan
modellerinde defektif asidifikasyona ve kemik yikimi eksikligine neden olmaktadir
(Frattini ve ark., 2000; Kornak ve ark., 2000; Taranta ve ark., 2003; Blair ve ark.,
2004; Del Fattore ve ark., 2006; Moscatelli ve ark., 2013). TCIRG1 mutasyonlarina
sahip hastalarda ana hiicresel fenotip, saglikli bireylerdeki osteoklastlarla
karsilastirildiginda kemik biyopsilerinde yikim yapmayan osteoklastlarin daha
yiiksek sayida oldugu bulunmustur (Flanagan ve ark., 2000; Frattini ve ark., 2000;

Taranta ve ark., 2003). TCIRG1 geninde mutasyonlara sahip osteoklastlarin in vitro
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calismalarinda normal gelisime karsin kemik yikimi i¢in gerekli asit salinimin
ortadan kaldiran, osteoklastlarin kapasitesini sinirlayan proton saliim eksikligi

gosterilmistir (Blair ve ark., 2004).

TCIRG1 genindeki mutasyonlar tim ARO vakalarinin %350’den fazlasinda
bulunmaktadir (Frattini ve ark., 2000; Kornak ve ark., 2000; Sobacchi ve ark., 2001;
Del Fattore ve ark., 2008; Sobacchi ve ark., 2013). Yanlis anlamli, anlamsiz, kiiglik
delesyonlar/insersiyonlar, kesim bolgesi mutasyonlar1 ve genis genomik delesyonlari
iceren mutasyonlarin genis bir ¢esitliligi hem genis serilerle ve hem de olgu
sunumlari ile gergeklestirilen ¢alismalarda tanimlanmistir (Frattini ve ark., 2000;
Kornak ve ark., 2000; Sobacchi ve ark., 2001; Michigami ve ark., 2002; Scimeca ve
ark., 2003; Taranta ve ark., 2003; Susani ve ark., 2004; Del Fattore ve ark., 2006; Del
Fattore ve ark., 2008; Mazzolari ve ark., 2009; Pangrazio ve ark., 2009; Phadke ve
ark., 2010; Yuan ve ark., 2011; Pangrazio ve ark., 2012). HGMD (The Human Gene
Mutation Database) verilerine gore tim TCIRG1l gen mutasyonlarmin yaklagsik
%30’u  kesip-ekleme bdolgesi mutasyonlarr, %37’si  yanlis anlamli/anlamsiz
mutasyonlar ve %30’u delesyon/insersiyonlardan olusmaktadir. Sekil 2.5 ve Sekil

2.6’da TCIRG1 geninde bulunan mutasyonlarin dagilimi gosterilmistir.

Sobacchi ve arkadaslar1 2014 yilinda yaptigi bir ¢aligmaya kadar tim TCIRG1-
yetersiz. ARO hastalar1 degismeden Onemli bir hematolojik bozukluk ve ikincil
norolojik eksiklik (agirlikli olarak korliik) ile eslik eden kemik bozukluklari gibi
homojen bir sunus sergilemistir. Ancak benign bir klinik resimle bir hastada TCIRG1
geninde olagantistii tanimlamada homozigot yeni bir mutasyon tanimlamislardir. Bu
muhtemelen normal transkriptin sinirli bir sayida iiretilmesinden kaynaklanmaktadir.
Translasyonel bakimdan bu bulgu gen terapi yaklagimlari dikkate alindiginda,
proteinin kiiciik bir miktar1 klasik, siddetli ARO fenotipini kurtarmak i¢in yeterli
olabilecektir (Sobacchi ve ark., 2014).
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E13
5488X
ES N503KAX12 E16
Q295X Y512X V630THXS56
TCIRG1 {I} Ekzon R327X D3517N R670X
E1 E2 E3 E4ES E6 E8 E9 E10 E11 E13 E14 E15 E17  Edn
— i— O —H-0—= &
E7 E12 E16 E18  E20
E3 ES E10 Ell El4 E17
R36W PRIRfEXES E342X T391X V3SIfX670 E693X
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F465AfsX61 G761 AfX22
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Sekil 2.5. TCIRG1 geninin ekzonlarindaki mutasyonlarin dagilimi. Ekzonlar “E” ile ifade edilmistir.

TCIRGT {} Ekzon

E13

E14 E15

E1 E2 E3 E4E5 E6 E3 E9 E10 E11 E17  E19
—A——————fH—Ho—=0 >
==
E7 E12 E16 E18 E20
i) 15 i 111 12 114 119
IVSI+IG=A TVSS5G»A  IVSO42T>A  TVSII+IGA TVSIZH5G=C  IVSI45G=A TVSI1042T>C
IVS2+4A=T IVS5-8C=A IVS14-245G
IVS2+5G=A IVS5-6C=A IVS14-1G=A
IVS2-1G=A
13 6 113 116
IVS3-1G=A TVS6+2T=C TVSI3+2T>A IVSI6-1G=A
IVS6-245C 117
17 TVS17-8T>C
¢ 713+1_T13+2insG IVS17-2A>C
IVST-43G>A Is
Nerieot VIS 1CoT
! IVIS+1G=A
B IVS18+1G>T
TVS8+5G=A
TVS8+5G=C

Sekil 2.6. TCIRG1 geninin intronlarindaki mutasyonlarin dagilimi. intronlar ‘I’ ile ifade edilmistir.

Terapdtik agidan bakildiginda saglikli veya gen diizeltilmis onciil hiicrelerin neonatal
transplantasyonu kullanilarak TCIRG1 mutant oc/oc farede son g¢aligmalar kemik
hedefli

diizeltilebilecegini gostermektedir (Johansson ve ark., 2007; Flores ve ark., 2010).

fenotipinin  hematopoietik  kok  hiicre gen terapi  kullanilarak

SNX10 Geni
Son zamanlarda osteopetrozisin gen c¢alismalari insan SNX10 geninin hastaligin

olusumuna katki saglayan yeni bir hedef oldugunu ortaya koymustur (Aker ve ark.,
2012; Zhu ve ark., 2012; Megarbane ve ark., 2013; Pangrazio ve ark., 2013; Ye ve
ark., 2013).

SNX10, bir fosfolipit baglanma motifi PX (phox-homoloji) domaininin varlig: ile
karakterize SNX (sorting nexin) protein ailesinin bir {iyesidir. Bu protein ailesi,

endositoz ve protein trafiginde yer alan sitoplazmik ve membran iliskili 33 proteinin
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genis ve farkli bir grubunu igermektedir (Worby ve Dixon, 2002; Cullen, 2008;
Teasdale ve Collins, 2012). Fosfolipit baglayict motif PX domaini, proteinlerin
tasnifi ve membran trafiginde protein-protein kompleksleri ve protein-lipit
etkilesimleri olusturma yetenegi kazandirmaktadir (Bravo ve ark., 2001; Yu ve
Lemmon, 2001; Worby ve Dixon, 2002; Seet ve Hong, 2006).

SNX10 geni, 7pl15.2 kromozom bdlgesinde lokalizedir ve kodlama yapan alti
ekzondan olusmaktadir. 224 aminoasitten olusan SNXI10 proteinin 38-135
rezidiilerinde PX domaini bulunmaktadir. Arg51 ve onun ¢evresindeki amino asitler
evrim boyunca korunmustur (Aker ve ark., 2012). SNX10, PX domaini ile proteinleri
protein kargo tasnifi ve membran trafiginde yer alan endozomlara hedefleyerek

endozomal homeostaziyi diizenlemektedir (Worby ve Dixon, 2002).

SNX10 genindeki mutasyonlar osteoklast zengin osteopetrozise neden olmaktadir
(Pangrazio ve ark., 2012). Bununla birlikte in vitro osteoklastogenesis deneyleri bir
SNX10 mutasyonuna sahip hastadan elde edilen kiiltiirdeki osteoklastlarin kontrol
kiiltiirlerindekinden daha az ve daha kiiciik oldugu (Aker ve ark., 2012) ve osteoklast
farklilasmasinin da inhibe edildigi (Zhu ve ark., 2012) gosterilmistir.

Bu zamana kadar ARO’li hastalardaki tim SNX10 mutasyonlar1 proteinin tek
fonksiyonel domaini olan PX motifinde tanimlanmistir (Worby ve Dixon, 2002;
Aker ve ark., 2012; Pangrazio ve ark., 2013). SNX10’un PX domainindeki birkag
mutasyonun diizenli yikim fizyolojisini karistirdigir ve hastalik baslangicina neden
oldugu rapor edilmistir (Aker ve ark., 2012; Megarbane ve ark., 2013; Pangrazio ve
ark., 2013). Kemik yikict osteoklastlar, vezikiiler trafik yolaklarina son derece
bagiml olduklarindan osteoklastik vezikiil taginiminin bozulmasi yikim aktivitesini

ortadan kaldirmaktadir (Coxon ve Taylor, 2008).

SNX10’daki mutasyonlarla iligkili osteopetrozis TCIRG1’deki mutasyonlardan
kaynaklanan osteopetrozise oldukg¢a benzemektedir. SNX10’un PX domaini, V-
ATPaz’in VID alt lnitesi ile etkilesime girmektedir ve onun hiicre i¢i trafigini
diizenlemektedir. Bu fonksiyonel iligskinin kanitlanmasi SNX10’un asir1 ekspresyonu
ile indiiklenen biiyiikk vakuollerin birikmesini engellemek i¢in V-ATPaz
inhibitorlerinin yetenegi veya V-ATPazin “knock-down” edilmesi ile saglanmistir
(Chen ve ark., 2012). Dahast SNX10 ekspresyonunun kii¢iik inhibe edici RNA’lar
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(SIRNA) ile “knock-down” edilmesi renal karsinoma hiicrelerinde V-ATPaz
lokalizasyonunu bozmaktadir (Chen ve ark.,, 2012). V-ATPaz, osteoklast
fizyolojisinde temel rol oynamaktadir. V-ATPaz’in alt tnitesi vld’in SNX10’a
baglanabilmesi i¢cin, SNX10’un V-ATPaz’1 kiviimhi kenara hedeflemede kritik rol
oynadig1 diisiiniilmektedir (Aker ve ark., 2012; Chen ve ark., 2012). SNX10’daki bir
mutasyon yikim lakunasimin asidifikasyonunda bir bozukluk ile “ikincil V-ATPaz
yetersizligi”’ne neden olabilmektedir (Ye ve ark., 2013). Sekil 2.7°de SNX10

genindeki ekzonik ve intronik mutasyonlarin dagilimi gosterilmistir.

SNX10 I} Ekzon
E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7
0 > P > >} > i —
E3 E4
R16L R51Q
R16X R51P
Y29X Q62X
Y328
13 15
IVS3+5G=C IVS5+1G=T
n_
IVS4+1 G>=T

Sekil 2.7. SNX10 geninin ekzonik ve intronik mutasyonlarin dagilimi. Ekzonlar ‘E’ ile, intronlar ‘I’ ile
ifade edilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Materyallerinin Toplanmasi

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda
gelisme geriligi, kemik iligi yetmezligi, patolojik kiriklar, gérme kaybi, ikincil
nobetler nedeniyle degerlendirilen; laboratuar bulgularinda anemi, bisitopeni,
hipokalsemi, alkalen fosfat yiiksekligi goriilen ve radyolojik bulgularinda kemiklerde
skleroz, fraktiir, kemik i¢cinde kemik goriiniimii saptanarak osteopetrozis klinik tanisi
konulan ve genetik bir ¢alisma yapilmamis olgular yazili ve imzali izin alinarak
aragtirmaya dahil edilmistir. Calisma kapsamina alinan olgulardan periferal kan

ornekleri alinmustir.

3.2. Periferal Kandan DNA Izolasyonu
Osteopetrozis klinik tanis1 konularak arastirmaya dahil edilen hastalardan periferal
kan o6rnekleri K3EDTA’l1 tiiplere alindi. Alinan kan 6rneklerinin DNA izolasyonlari

tuzla ¢coktliirme yontemi (salting-out) ile gergeklestirildi.

3.2.1. Kullanilan Soliisyonlar

Eritrosit Liziz Tamponu (1 It):

0.15 M NH4CI (Sigma)

10 mM KHCO3 (Sigma)

0.5M 4 mlEDTA (pH 7.4) (Sigma)

1 litre eritrosit liziz tamponu hazirlamak igin 8.28 gram NH,4CI, 1 gram KHCO3 ve 4

ml EDTA toplam hacmi 1 litre olacak sekilde dH,O’da ¢o6zildii. Otoklavlanarak
steril edildi ve +4 °C’de saklandi.

Lokosit Liziz (WBL) Tamponu (100 ml):

4 M NaCl (Merck)

0.5 M EDTA (Sigma)

100 ml WBL tamponu hazirlamak i¢in 2.5 ml NaCl, 5 ml EDTA alinarak dH,O ile

100 mI’ye tamamlandi. Otoklavlanarak steril edildi.

EDTA Cozeltisi (0.5 M, pH 7.4).

18.61 gram Na;EDTA bir miktar dH,O’da ¢oziildii. pH’1 NaOH ile ayarlandiktan
sonra dH,0 ile 100 ml’ye tamamlandi. Otoklavlanarak steril edildi.
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4 M NaCl Cozeltisi (100 ml):

23.4 gram NaCl tartild1 ve 100 ml dH,O’da ¢6ziildii.

Amonyum Asetat (AmAc) Cozeltisi (9.5M, 500 ml):

36.613 gram amonyum asetat (AmAc) (Sigma) tartildi. 15 ml dH,O’da ¢6ziildiikten

sonra 50 ml’ye dH,0 ile tamamlandi. Otoklavlanarak steril edildi.
% 10’luk sodyum dodesil siilfat (SDS) Cozeltisi:
10 gram SDS (Boehringer Mannheim) 100 ml dH,0O’da ¢oziildii. 37 °C’de 1 gece

inkiibe edildikten sonra 0.22 ul’lik filtreden (costar) gegirilerek steril edildi.
Proteinaz K Cozeltisi (10 mg/ml):
10 mg Proteinaz K (Sigma) 1 ml dH,0O’da ¢oziildii ve -20 °C’de sakland.

3.2.2. islemler

1. Her bireyden K3EDTA’11 tiiplere 10 ml periferal kan 6rnegi alinda.

2. 50 mI’lik santrifijj tliplerine 10 ml kan 6rnegi aktarildi.

3. Uzerine 30 ml eritrosit lizis tamponu ilave edildi ve vortekslenerek homojenize
edildi.

4. -20 °C’de 20 dakika bekletildi.

5. -20 °C’den ¢ikarildiktan sonra 1500 rpm’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi.

6. Santriflij sonras1 dokelti atild1 ve olusan pelet el yardimi ile vurularak homojen
hale getirildi.

7. Pelet iizerine tekrar 20 ml eritrosit lizis tamponu ilave edildi ve vortekslenerek
homojen hale getirildi.

8. 1500 rpm’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi.

9. Santrifiij sonras1 yine dokelti atildiktan sonra olusan pelet el yardimi ile vurularak
homojen hale getirildi.

10. Pelet tlizerine 9.5 ml WBL tamponu ve 100 pl proteinaz K (10 mg/ml) eklenip
vortekslendi.

11. Aynm karisimin tizerine 500 pl %10°luk SDS ilave edildi.

12. Daha sonra tiipiin agz1 parafimlenerek 37 °C’de gece boyu inkiibasyona birakildi.
13. Ertesi giin oda sicakliginda yarim saat kadar bekletildikten sonra iizerine 9.5 M
amonyum asetat ¢ozeltisinden 3.7 ml eklendi.

14. Tamamen beyaz kopiik olusuncaya kadar elle vurularak karistirildi.

15. Daha sonra 5 000 rpm’de 25 °C’de 30 dakika santrifiij edildi.

16. Santrifiij sonras1 olusan tist faz 50 mI’lik yeni bir steril santrifiij tiipiine alindi.
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17. Uzerine 1:2 oraninda %96’lik soguk etanol ilave edildi. DNA nin goriiniir hale
gelmesi i¢in tiip yavasca alt iist edilerek DNA’nin toplanmasi saglandi.

18. DNA pipet ucu yardimiyla i¢inde 500 pl %70’lik etanol bulunan ependorf tiipiine
alind1.

19. 13 000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

20. Alkol tamamen uzaklagtirildiktan sonra 200-500 pl steril dH,O’da ¢oziildii ve

-20 °C’de saklandi.

3.3. DNA Miktarimin ve Safigimin Analizi
Elde edilen DNA o6rneklerinin miktar ve saflik tayini nano drop 1000 (V.3.7) cihazi
ile belirlendi. Bu DNA &rnekleri polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) i¢in 10-20 ng/ul

olacak sekilde sulandirildi.

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Elde edilen DNA orneklerinin ilgili bolgelerinin ¢ogaltilmast PZR yontemi ile
gerceklestirildi. Bu yontemde primer olarak adlandirilan 18-24 b¢ uzunlukta
oligoniikleotitler yardimiyla istenilen gen bdlgesinin DNA polimeraz enzimi (yiiksek
istya  dayanikli  Taq  Polimeraz)  kullanilarak in  vitro  ¢ogaltilmasi
gerceklestirilmektedir. TCIRG1 ve SNX10 genlerinin PZR yontemi ile ¢ogaltilmasi
GeneAmp ® PCR System 9700 96-well cihazi ile gergeklestirildi.

3.4.1. Primer Dizaym

TCIRG1 geninin kodlama yapan tiim ekzonlar1 (ekzon 2-20) ve intron-ekzon baglanti
bolgelerini de igerecek sekilde Taranta ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada belirtilen
primer dizileri kullanilarak yapildi (Taranta ve ark., 2003). SNX10 geninin kodlama
yapan ekzonlarini (ekzon 2-7) igeren primer ¢iftlerinin dizayn1t NCBI (The National
Center for Biotechnology Information) sitesinde yer alan primer3 ve BLAST

yardimiyla dizayn edildi.
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Tablo 3.1. TCIRGL1 geninin primer dizileri ve PZR iiriinlerinin bityiikliikleri.

PRIMERLER Primer Dizileri (5°->3) Uriin (bg)

Ekzon 2-3
TCIRG1 2 _3F GTG CACAGGTGCCCGTGGTT 720
TCIRG1 2 3R CCCAGACTCTTCCTT TCAGA

Ekzon 4-5
TCIRG1 4 5F CTG GTG GCC GATGGAGTT TG 620
TCIRG1 4 5R AGT TCC GGG CCT GAA GGA GG

Ekzon 6-8
TCIRG1 6 _8F GGC CAG TGT GCCCAATTG CC 729
TCIRG1 6 8R ACCTCC TGC ACCCACCTCCG

Ekzon 9
TCIRG1 9F CGG AGG TGG GTG CAG GAG GT 486
TCIRG1 9R AGG CAA AGC CCA GGT GCA GG

Ekzon 10
TCIRG1 10F AGG GCA GAG CAG GGC TGATC 374
TCIRG1 10R TCA GGC TCA CACCCACCCAG

Ekzon 11-13
TCIRG1 11 13F |GGG TTC TTG ACT GCA GGC CA 676
TCIRG1 11 13R | TCACCA CCCACG GACACTCC

Ekzon 14
TCIRG1_14F GCT GGC CCATCTGCGCTC TG 717
TCIRG1 14R TGA GCT CCG GCAGCG TCT CC

Ekzon 15
TCIRG1_15F AGATTT GGA GCC TGG CTG CC 498
TCIRG1 15R TCT TGC AGC TCC CAGTGG CC

Ekzon 16-18
TCIRG1_16 18F | AGG TGT GCA CAG CAG GGA CG 549
TCIRG1_16 18R | AGA GAA GCA ACCCGCCCAGC

Ekzon 19-20
TCIRG1 19 20F | GTG CAG GGA GGG CTT CAGGC 417

TCIRG1_19 20R

CCCTGC CACCTG CCT CAG CTA
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3.4.2. TCIRG1 Geni
TCIRGL geni i¢in kullanilan primer dizilerinin detaylar1 Tablo 3.1°de verilmistir.

TCIRG1 Geninin PZR Kimyasal Kosullari:

Tablo 3.2. Ekzon 2-3, ekzon 4-5, ekzon 10 ve ekzon 14’¢ ait PZR kimyasal kogullari.

Ekzon 2-3;Ekzon 4-5;Ekzon 10;Ekzon 14 | 1x

Taq DNA Polimeraz Tamponu (10x) 2.5 ul
MgCl, (25 mM) 3ul
dNTP (10 mM) 1 ul
fleri Primer (10 pM) 1ul
Geri Primer (10 pM) 1ul
Taq Polimeraz (5 U/ul) 0.2 ul
dH,0 degisken
DNA (10-30 ng/pl) 3-5 pul
Toplam 25 ul

Tablo 3.3. Ekzon 6-7-8’¢ ait PZR kimyasal kosullari.

Ekzon 6-7-8 1x

Tag DNA Polimeraz Tamponu (10x) 2.5 ul
MgCl; (25 mM) 3ul
dNTP (10 mM) 1l
fleri Primer (10 pM) 1l
Geri Primer (10 pM) 1wl
Taq Polimeraz (5 U/ul) 0.2l
dH,0 degisken
DNA (10-30 ng/pl) 3-5pul
Toplam 25 pl




Tablo 3.4. Ekzon 9’a ait PZR kimyasal kosullar.

Ekzon 9 1x

Tag DNA Polimeraz Tamponu (10x) | 2.5 ul
MgCl; (25 mM) 2.5 ul
dNTP (10 mM) Il
fleri Primer (10 pM) 1ul
Geri Primer (10 pM) 1ul

Taq Polimeraz (5 U/ul) 0.2 ul
dH,0 degisken
DNA (10-30 ng/ul) 3-5ul
Toplam 25l

Tablo 3.5. Ekzon 11-12-13’¢ ait PZR kimyasal kosullari.

Ekzon 11-12-13 1x

Taq DNA Polimeraz Tamponu (10x) | 2.5 pl
MgCl, (25 mM) 2 ul
dNTP (10 mM) 0.8 ul
fleri Primer (10 pM) 1ul
Geri Primer (10 pM) 1ul
Taq Polimeraz (5 U/pl) 0.15 pl
dH,0 degisken
DNA (10-30 ng/ul) 3-5pul
Toplam 25 ul

Tablo 3.6. Ekzon 15’¢ ait PZR kimyasal kosullari.

Ekzon 15 1x

Taq DNA Polimeraz Tamponu (10x) | 2.5 pl
MgCl, (25 mM) 15 ul
dNTP (10 mM) 0.8 pul
fleri Primer (10 pM) 0.8 ul
Geri Primer (10 pM) 0.8 ul
Taq Polimeraz (5 U/ul) 0.2 ul
dH,0 degisken
DNA (10-30 ng/pl) 3-5 ul
Toplam 25 pl




Tablo 3.7. Ekzon 16-17-18¢ ait PZR kimyasal kosullar.

Ekzon 16-17-18 1x

Tag DNA Polimeraz Tamponu (10x) | 2.5 ul
MgCl; (25 mM) 2 ul
dNTP (10 mM) Il
fleri Primer (10 pM) 1ul
Geri Primer (10 pM) 1ul

Taq Polimeraz (5 U/ul) 0.2 ul
dH,0 degisken
DNA (10-30 ng/ul) 3-5ul
Toplam 25l

Tablo 3.8. Ekzon 19-20’ye ait PZR kimyasal kosullari.

Ekzon 19-20 1x
Taq DNA Polimeraz Tamponu (10x) | 2.5 pl
MgCl, (25 mM) 1.8 ul
dNTP (10 mM) 1 pl
fleri Primer (10 pM) 1l
Geri Primer (10 pM) 1ul
Taq Polimeraz (5 U/ul) 0.2 ul
dH,0 degisken
DNA (10-30 ng/ul) 3-5ul
Toplam 25 ul
PZR Sicaklik Kosullari:
Ekzon 2-3:
96 °C’de 10 dk
96 °C’de 1dk
59 °C’de 1dk 38 dongii
72 °C’de 1dk
72 °C’de 7 dk
4°C’de 0
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Ekzon 4-5; Ekzon 10:

96 °C’de
96 °C’de
61 °C’de
72 °C’de
72 °C’de
4°C°de

Ekzon 6-7-8:

96 °C’de
96 °C’de
61 °C’de
72 °C’de
72 °C’de
4°C’de

Ekzon 9:

95 °C’de
95 °C’de
66 °C’de
72 °C’de
72 °C’de
4°C’de

Ekzon 11-12-13:

95 °C’de
95 °C’de
60 °C’de
72 °C’de
72 °C’de
4 °C’de

10 dk
1dk
1dk
1 dk
8 dk

10 dk
1 dk
1 dk
45sn
8 dk

5 dk
1 dk
45 sn
45sn
5 dk

5dk
1dk
1dk
1 dk
7 dk

38 dongii

38 dongi

40 dongt

38 dongii
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Ekzon 14:

95 °C’de
95 °C’de
65 °C’de
72 °C’de
72 °C’de
4°C’de

Ekzon 15:

95 °C’de
95 °C’de
63.5 °C’de
72 °C’de
72 °C’de
4°C’de

Ekzon 16-17-18:

94 °C’de
94 °C’de
62.5 °C’de
72 °C’de
72 °C’de
4°C’de

Ekzon 19-20:

94 °C’de
94 °C’de
66 °C’de
72 °C’de
72 °C’de
4 °C’de

8 dk
1dk
1dk
1 dk
7 dk

5dk
30 sn
30 sn
45 sn
7 dk

5dk
45 sn
45 sn
1dk
7 dk

5 dk
30 sn
30sn
45 dk
7 dk

38 dongii

40 dongii

38 dongii

38 dongii
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3.4.3. SNX10 Geni
SNX10 geninin dizayn edilen primer ¢iftlerinin dizilerinin detaylar1 Tablo 3.9’ de

verilmistir.

Tablo 3.9. SNX10 geninin primer dizileri ve PZR firiinlerinin biiyiikliikleri.

PRIMERLER Primer Dizileri (5°->3) Uriin (bg)
Ekzon 2
SNX10 2F | TCTCTC TGC GCG TCTTTT CC 700
SNX10 2R | TGG ATA CTG CTC CAA GCC AAG
Ekzon 3
SNX10 3F | CTC CCA CCT CAG TGT TGC AT 483

SNX10_3R | AGG AAC CAT CTT ACT AGT TCATGT

Ekzon 4
SNX10 4F | CCT GGG GCA ACACTGCTTAT 533
SNX10 4R | GAGGCC TTT CATGGC CTATACC

Ekzon 5
SNX10 5F | TAG GCC ATG AAA GGC CTC AGA 606
SNX10 5R | GTC AGC TAA ACG CCC AGG TAA

Ekzon 6
SNX10 6F | AGCTTCATGTTT TTACCC ACC TAA 621
SNX10 6R | AGT GTG GAG GTG TGT GTG AAG

Ekzon 7
SNX10 7F | AGT CTT CAC ACACACCTCCAC 642
SNX10 7R | AAG TCATTT CAT TGG AGG GCA A
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SNX10 Geninin PZR Kimyvasal Kosullar::

Tablo 3.10. Ekzon 2, ekzon 3 ve ekzon 4’¢ ait PZR kimyasal kosullar.

Ekzon 2;Ekzon 3;Ekzon 4 1x

Taq DNA Polimeraz Tamponu (10x) | 2.5 ul
MgCl, (25 mM) 2.5 ul
dNTP (10 mM) 1 ul

fleri Primer (10 pM) 1l

Geri Primer (10 pM) 1ul

Taq Polimeraz (5 U/pl) 0.2 ul
dH:0 degisken
DNA (10-30 ng/ul) 3-5 ul
Toplam 25 pl

Tablo 3.11. Ekzon 6 ve ekzon 7’ye ait PZR kimyasal kosullari.

Ekzon 6;Ekzon 7 1x

Tag DNA Polimeraz Tamponu (10x) | 2.5 ul
MgCl, (25 mM) 3l
dNTP (10 mM) 1ul
Tleri Primer (10 pM) 1l

Geri Primer (10 pM) 1l

Taq Polimeraz (5 U/ul) 0.2 ul
dH,O degisken
DNA (10-30 ng/ul) 3-5 pul
Toplam 25 pl




Tablo 3.12. Ekzon 5’¢ ait PZR kimyasal kosullar1 (High Fidelity).

Ekzon 5 1x
Tampon + MgCl, (10x) 2.5 ul
DMSO 1pl
dNTP (10 mM) 0.5 ul
fleri Primer (10 pM) 1pul
Geri Primer (10 pM) 1ul
Enzim Blend (5 U/pl) 0.16 ul
dH,0 11.3 pl
DNA (10-30 ng/pl) 3ul
Toplam 20 ul

PZR Sicaklik Kosullar::

Ekzon 2, ekzon 3 ve ekzon 4:

95 °C’de 10 dk
95 °C’de 1dk
55 °C’de 1 dk 40 dongii
72 °C’de 1dk
72 °C’de 8 dk
4 °C’de ©
Ekzon 5:
95 °C’de 10 dk
95 °C’de 1 dk
63 °C’de 1 dk 40 dongti
72 °C’de 1dk
72 °C’de 8 dk

4 °C’de 0



Ekzon 6 ve ekzon 7:

96 °C’de 10 dk

96 °C’de 45 sn

60 °C’de 45 sn 40 dongii
72 °C’de 45 sn

72 °C’de 8 dk

4°C’de 00

3.5. PZR Uriinlerinin Kalitatif Analizi

Elde edilen PZR iirlinleri %2’lik agaroz jel elektroforezinde (BioRad) yiiriitiildii.
10X TBE  (Tris-Borik  Asit-EDTA)  tamponu  (Newbioscience), 1X
konsantrasyonunda olacak sekilde 1:9 oraninda dH,O ile seyreltildi. %2’lik agaroz
jel hazirlamak i¢in 2 gram agaroz (BioShop) 100 ml 1X TBE tamponunda ¢oziildii.
10 pl etidyum bromid (EtBr) ilave edildi. Elektroforez kiivetine taraklar yerlestirildi
ve sivi agaroz jel dokiildii. Polimerize olduktan sonra taraklar ¢ikarildi ve jel i¢inde
1X TBE bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. 5’er pl PZR iriinleri 1 pl yiikleme
tamponu (Newbioscience) ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi.
Fragmentlerin uzunluklarint belirlemek amaciyla 100 b¢ marker (Solis Biodyne) da
kuyucuga yiiklendi. PZR 6rnekleri 120 voltta 20 dakika yiirtitiilerek analiz edildi.
Etidyum Bromid (EtBr) (10 mg/ml):

10 mg etidyum bromid (Sigma) tartilarak 1 ml dH,O’da ¢oziildii.

3.5.1. Goriintiileme
Elektroforez ile yiirlitme islemi sonrast PZR friinlerinin fragment uzunluklar

Syngene Transilliiminator sistemi ve yazilim programui ile goriintiilendi.

3.6. PZR Uriinlerinin Temizlenmesi

PZR iirlinlerinin baglanmayan primerler ve dNTP’lerden temizlenmesi i¢in GML
EXOSAP-IT enzim karisimi kullanildi. 10 pl PZR firiintine 2 pul ExoSAP-IT ilave
edildi. GeneAmp® PCR System 9700 96-well cihazinda temizleme reaksiyonu
gergeklestirildi.
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ExX0SAP-IT PZR kosullari:
37 °C’de 30 dakika

80 °C’de 15 dakika
4°C’de oo

3.7. DNA Dizi Analizi
DNA dizi analizi otomatik Sanger yontemi ile Applied Biosystems 3130 Genetic
Analyzer cihazinda gergeklestirildi.

3.7.1. DNA Dizi Analizi Reaksiyonu

Reaksiyvon Kimyasal Kosullari:

Big Dye™ v3.1 2 ul

5X Dizileme Tamponu 2 ul

fleri (F) ya da Geri (R) Primer 2 ul

dH,0 2 ul

PZR Uriinii 2ul
10 pl

Reaksiyon Kosullari:

94 °C’de 4 dk

96 °C’de 10 sn

50 °C’de 5sn 25 dongi

60 °C’de 4 dk

4°C’de 0

3.8. Dizileme Reaksiyonu Uriinlerinin Temizlenmesi

Reaksiyon iriinlerinin temizlenmesi isleminde sephadex (GML, Altendorf,
Switzerland) kullanildi. 1 gram sephadex 14 ml dH,O’da 30 dakika calkalanarak
¢oziildii. Hazir filtreli-kolonlu tiiplere (GML) 700 ul sephadex eklendi ve 5000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Kolon tiipiine gecen sivi kisim atildi. 10 pl dizileme
reaksiyonu TUriinleri kolonun ortasina gelecek sekilde yiiklendi ve 5000 rpm’de 3
dakika santrifiij edildi. Temizlenmis iiriinii i¢eren, kolona gecen sivi kisim plate
kuyucuklarina yiiklendi. Daha sonra Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer
cthazina yiiklendi.
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3.9. Analiz

Verilerin  analizinde Seqanalysis v.3.1 programi  kullanildi.  Orneklerin
elektroferogram goriintiileri ve ¢iktilar1 Chromas Lite v.2.1.1 programi kullanilarak
elde edildi. Elde edilen dizilerin referans dizi ile karsilastirilmast NCBI Blast
programi ile gergeklestirildi (TCIRG1 NCBI Refseq: NG_007878.1, SNX10 NCBI
Refseq: NG_033902.1).
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4. BULGULAR

Calismaya Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg ve Hastaliklari
Anabilim Dali’nda osteopetrozis klinik tanis1 konulan 12 olgu dahil edilmistir (Tablo

4.1). Olgular Sanger yontemi ile dizilenerek taranmstir.

4.1. TCIRG1 ve SNX10 Genleri Varyasyonlari
Dizileme analizleri sonucunda Tablo 4.2’de TCIRG1 geninde ve Tablo 4.3’de SNX10
geninde saptanan mutasyonlarin detaylar1 ve TCIRG1 ve SNX10 geninde saptanan

polimorfizmler Tablo 4.4’te detayli olarak verilmistir.
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Tablo 4.1. Caligmaya dahil edilen olgularin klinik tablosu.

Hematolojik L Noral Dental . . . .
Olgu No Tam Yasi Bulgular Biiyiime Defektler Defektler Radyografi Bulgusu Bas ve Boyun Abdomen Aile Hikayesi
Anemi, Kerr_nwl_( iligi qe.l,l§me A . Kafa kemiklerinde Gorme, Hepatosplenomegali,
1 37 ay yetmezligi, geriligi, kisa Goriilmektedir - bozuklugu, - - -
; . skleroz hipertelorizm
trombositopeni boy frontal basi
. Gelisme i
. Anemi, T .. .. . Splenomegali, ST
2 2 giin trombositopeni, gerll;)gal),/klsa Nobet Stipheli hipertelorizm Akraba evliligi
. Anemi, Kafa ve uzun kemik .
3 20 giin trombositopeni - - Yarik damak siipheli Frontal bas1 Hepatosplenomegali -
Anemi, 16kopeni Gelisme Bilateral atrofi
4 3ay ! pent, geriligi, kisa Goriilmektedir - - ' Hepatosplenomegali Akraba evliligi
ndtropeni boy frontal basi
5 4a Anemi, . . . Periorbital dansite | Gorme bozuklug : Akraba evliligi
Y trombositopeni gu g
Anemi,
6 lay trombositopeni, - - - - - Hepatosplenomegali Akraba evliligi
16kopeni
Abnem Lo Gelisme Noromotor Vertebra skleroz, kemik Nistagmus, isitme . lori
7 5ay trombositopent, geriligi, kisa gelisme Goriilmektedir iginde kemik, kemik kaybr, - Hipertelorizm, Akraba evliligi
kemik iligi > T ! makrosefali, hepatosplenomegali
.2 boy geriligi kiriklar1 ve aginma
yetmezligi frontal basi
Anemi, Nistagmus,
8 10 ay trombositopeni, - - - Kemik iginde kemik strabismus, alin - -
notropeni belirgin
Anemi Ayni kdyde ve
9 25ay trombosito’ eni - - - Bilateral atrofi Hepatosplenomegali akrabalarda
P osteopetrozis
10 10ay Trombositopeni ; ; Dis eti Kafa skleroz, kemik Frontal bast - -
kanamasi icinde kemik
11 5.5 ay - - - - Kemik kiriklart ve - Hepatosplenomegali Akraba evliligi
aginma
Akraba evliligi ve
12 4 ay Anemi Gelisme geriligi - - - - Hepatosplenomegali 1. gocuk

osteopetrozis
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Tablo 4.2. TCIRG1 geninde saptanan mutasyonlar ve detaylari.

Hasta Niikleotit Degisimi Ado Asit
Degisimi Ekzon/Intron Alel Anne Baba Kaynakg¢a Referans No
No (NG_007878.1,NM_006019.2) (NP_006010.2)
0.9483G>T Anormal kesip- . . Bu
4 C.630+1G>T ekleme Intron 6 Heterozigot | Caligilamadi | Calisilamadi calismada Bu ¢aligmada
0.10170_10171delTG . . . Bu
7 ¢.1778 1779delTG p.V595LfsX74 Ekzon 15 Homozigot Heterozigot | Heterozigot calismada Bu ¢alismada
. Varyasyon
(Borthwick .
0.9574_9599del26 Met217fsTer . 1D:5465
¢.649_674del26 (M217fsX) Ekzon7 o Heterozigot | Normal veark, | 5MIM:604592.
Birlesik 2003) 0007
8 Heterozigot
(Pangrazio
gc.113‘367928é;>>:\ p.GIy45£§er(G458 Ekzon 12 Normal Heterozigot ve ark., rs200851583
: 2012)
i (Sobacchi
0.11240G>A Anormal kesip- . . . . Bulunmamakta
12 C.2935+1G>A ekleme Intron 18 Homozigot Heterozigot | Heterozigot ve ark., dir
2001)
Tablo 4.3. SNX10 geninde saptanan mutasyonlar ve detaylari.
.. . SR Amino Asit
Hasta Nitkleotit Degisimi Degisimi Ekzon/| - pjg Anne Baba Referans
No NG 033902.1,NM_001199835.1 intron
(NG_ - ) (NP_001186764.1)

2 90822(1)2226 p.Serl77= Ekzon 7 | Heterozigot | Caligilamadi | Calisilamadi Bu ¢alismada




GE

Tablo 4.4. TCIRG1 ve SNX10 genlerinde saptanan benign/olasilikla benign polimorfizmler ve detaylar.

BENIGN/ . . MAF
GEN fNﬁi%'\# POLIMORFIiZMLER | OLASILIKLA Hgig)uz EZ;(R)T HEJEESEL(;OT FREKANS | REFERANS
BENIGN (1000 Genomes)
TCIRG1 | Intron2 g.7456T>C Benign 8 2,4,5 C=0.2744/1374 % 20.8 rs7116924
c.117+83T>C
TCIRG1 Ekzon 3 0.7786C>T Olasilikla benign - 2,11 T=0.0170/85 %38.3 rs36027301
c.166C>T
TCIRGL | intron 4 0.8859A>G Benign - 2,4,5,9 G=0.2975/1490 % 16.6 rs3808974
CcA417+11A>G
TCIRG1 intron 7 0.9780C>A Benign - 4,5 A=0.1751/877 % 8.3 rs10896289
€.714-19C>A
SNX10 | intron2 0.54582T>A 1,2,4,5,10,11 12 _ %54.1 rs3801891
C.24+36T>A Benign A=0.4115/49940
SNX10 Intron 3 g.72531G>A 3,4,8 1,2,9,10, 11 A=0.4479/2243 %45.8 rs2253569
c.112-84G>A Benign




a) Mutasyonlar
Olgulardan birinde (olgu no: 4) intron 6’da daha Once bildirilmemis g.9483G>T
(IVS6+1G>T) kesim bolgesi mutasyonu heterozigot olarak (Sekil 4.1) saptanmustir.

G ACCECEECG6E T6 AEELE 6 T AG CABL EC TG 6

Sekil 4.1. a) Referans dizi ve b) 4 numarali hastada ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu TCIRG1
geni intron 6’da heterozigot olarak saptanan g.9483G>T (IVS6+1G>T) degisimi.

Olgulardan birinde (olgu no: 8) ekzon 7’de ¢erceve kaymasina sebep olarak erken
dur kodonu ile sonuglanan ¢.9574 9599del26 (M217fsX) g¢ergeve kaymasi
mutasyonu heterozigot olarak (Sekil 4.2) ve ekzon 12°de g.13698G>A (G458S)
yanlig anlamlt mutasyonu heterozigot olarak (Sekil 4.3) saptanmistir. Bu 26 bg’lik
delesyon hastanin annesinde heterozigot iken, yanlis anlamli mutasyon ise hastanin

babasinda heterozigot olarak (Sekil 4.4) saptanmustir.
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G AL 6 AC C T TCECTEATETEECETLAG Fe 66 G116

>

T66 WKRRCcCMEMBWYcKIEANMMEKMMEKANUYIES ¢ 5 RMWG

Sekil 4.2. a) Referans dizi ve b) 8 numarali hastada ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu TCIRG1
geni ekzon 7°de heterozigot olarak saptanan g.9574_9599del26 (M217fsX) delesyonu.

T UV e ea F & " A AC GG GG T ¥ €l € 1T & &R

a

/
=~ 2 ¥\ A -~ < -
8 390 400

Sekil 4.3. a) Referans dizi ve b) 8 numarali hastada ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu TCIRG1
geni ekzon 12°de heterozigot olarak saptanan g.13698G>A (G458S) degisimi.
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T6 6 WKRRCcMKMWNCKE ANMM

Sekil 4.4. a) 8 numarali hastanin annesinde ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu TCIRG1 geni
ekzon 7’de heterozigot olarak saptanan §.9574 9599del26 (M217fsX) delesyonu. b) Hastanin
babasinda ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu TCIRG1 geni ekzon 12’de heterozigot olarak
saptanan g.13698G>A (G458S) degisimi.

Olgulardan birinde (olgu no: 7) ekzon 15’te daha dnceden tanimlanmamis cergeve
kaymasina sebep olarak erken dur kodonu ile sonuglanan g.10170 10171delTG
(p.V595LfsX74) c¢ergeve kaymasi mutasyonu homozigot olarak (Sekil 4.5)
saptanmistir. Bu 2 bg¢’lik delesyon hastanin anne ve babasinda heterozigot olarak
(Sekil 4.6) saptanmustir.

CAAGT GGC TG TG TGTCET G666 CTGTIELCLCA

CA A G T G666 C TG FG TCECT G 666G 1T 60 CAA-G6

Sekil 4.5. a) Referans dizi ve b) 7 numarali hastada ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu TCIRG1
geni ekzon 15°te homozigot olarak saptanan ¢.10170_10171delTG (p.V595LfsX74) delesyonu.
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AAGT G 6CcT 6T 6T I[STI[IKGI ESIKBSIKIESMIEG 6 6

320 330 340

Sekil 4.6. 7 numarali hastanin baba (a) ve annesinde (b) ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu
TCIRG1 geni ekzon 15’te heterozigot olarak saptanan g.10170 10171delTG (p.V595LfsX74)
delesyonu.

Olgulardan birinde (olgu no: 12) intron 18’de g.11240G>A (c.2235+1G>A) kesim
bolgesi mutasyonu homozigot olarak (Sekil 4.7) saptanmistir. Bu kesim bdlgesi

mutasyonu hastanin anne ve babasinda da heterozigot olarak (Sekil 4.8) saptanmustir.

1T 6 6 8 €C LA GG € € € 61T 66A 6GT 6 AG €I 6 6

a

Sekil 4.7. a) Rerans dizi ve b) 12 numarali hastada ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu TCIRG1
geni intron 18’de homozigot olarak saptanan g.11240G>A (IVS18+1G>A) degisimi.

39



T 6 6 € & © g6 €& 6 € BT 6 A G F 6 € & T G 6
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Sekil 4.8. 12 numarali hastanin baba (a.) ve annesinde (b.) ileri primerlerle yapilan dizi analizi sonucu
TCIRGL1 geni intron 18°de heterozigot olarak saptanan g.11240G>A (IVS18+1G>A) degisimi.

Olgulardan birinde (olgu no: 2) SNX10 geni ekzon 7’de g.85603C>G (c.531C>G)
kesim bolgesi degisimi heterozigot olarak (Sekil 4.9) saptanmustir.

CA A G C € C A G A G 6 AT 6 A KBCECT 666G AAAATGALA

Sekil 4.9. a) Referans dizi ve b) 2 numarali hastada geri primerle yapilan dizi analizi sonucu SNX10
geni ekzon 7’de heterozigot olarak saptanan g.85603C>G (c.531C>G) kesim bdlgesi degisimi.

b. Polimorfizmler
Olgularin ikisinde (olgu no:2 ve 11) ekzon 3’te g.7786C>T (Arg56Trp) olasilikla
benign alarak belirtilen varyasyon heterozigot olarak (Sekil 4.10) saptanmustir.
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Sekil 4.10. 2 ve 11 numarali hastalarda ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu TCIRG1 geni ekzon
3’de heterozigot olarak saptanan g.7786C>T (Arg56Trp) degisimi.

TCIRG1 genine yonelik yapilan dizi analizi sonucunda intron 2’de g.7456T>C
(IVS2+83T>C) polimorfizmi 3 olguda (olgu no:2, 4, 5) heterozigot olarak (sekil
4.11) saptanirken, 1 olguda (olgu no:8) homozigot olarak (sekil 4.12) saptanmustir.

GG 6B G AEC T G GE € € € C

Sekil 4.11. 2, 4 ve 5 numarali hastalarda ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu TCIRG1 geni intron
2’de heterozigot olarak saptanan g.7456T>C (IVS2+83T>C) degisimi.

Sekil 4.12. 8 numarali hastada ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu TCIRG1 geni intron 2’de
homozigot olarak saptanan g.7456T>C (IVS2+83T>C) degisimi.

4 olguda (olgu no:2, 4, 5 ve 9) intron 4’te g.8859A>G (IVS4+11A>G) polimorfizmi
heterozigot olarak (Sekil 4.13) saptanmistir.
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Sekil 4.13. 2, 4, 5 ve 9 numarali hastalarda ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu TCIRG1 geni
intron 4’te heterozigot olarak saptanan g.8859A>G (IVS4+11A>Q) degisimi.

Olgulardan ikisinde (olgu no: 4 ve 5) intron 7’de g.9780C>A (IVS7-19C>A)

polimorfizmi heterozigot olarak (Sekil 4.14) saptanmustir.

G G AG GAT 6C 6C T[Klec 6T 6AGGGGTCC

Sekil 4.14. 4 ve 5 numarali hastalarda geri primerle yapilan dizi analizi sonucu TCIRG1 geni intron
7’de heterozigot olarak saptanan g.9780C>A (IVS7-19C>A) degisimi.

SNX10 genine yonelik yapilan dizi analizi sonucunda intron 2’de ¢.54582T>A
(IVS2+36) polimorfizmi 6 olguda (olgu no: 1, 2, 4, 5, 10, 11) homozigot olarak
(sekil 4.15) saptanirken, 1 olguda (12) heterozigot olarak (sekil 4.16) saptanmustir.

Sekil 4.15. 1, 2, 4, 5, 10 ve 11 numaral hastalarda ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu SNX10
geni intron 2’de homozigot olarak saptanan g.54582T>A (IVS2+36) degisimi.
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Sekil 4.16. 12 numarali hastada ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu SNX10 geni intron 2’de
heterozigot olarak saptanan g.54582T>A (IVS2+36) degisimi.

SNX10 geni intron 3’te g.72531G>A (IVS3-84) polimorfizmi 3 olguda (olgu no: 3, 4,
8) homozigot olarak (sekil 4.17) saptanirken 5 olguda (olgu no: 1, 2, 9, 10, 11)
heterozigot olarak (sekil 4.18) saptanmustir.

Sekil 4.17. 3, 4 ve 8 numarali hastalarda ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu SNX10 geni intron
3’te homozigot olarak saptanan g.72531G>A (IVS3-84) degisimi.

Sekil 4.18. 1, 2, 9, 10 ve 11 numarali hastalarda ileri primerle yapilan dizi analizi sonucu SNX10 geni
intron 3’te heterozigot olarak saptanan g.72531G>A (1VS3-84) degisimi.
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5. TARTISMA

Otozomal resesif osteopetrozis, osteopetrozisin en bilinen formudur. Bu form
osteoklast hiicrelerindeki islevsizlikten kaynaklanan kemik yikiminda bozukluklara
neden olan bir form olup artan kemik yogunlugu ile karakterizedir (Bliznetz ve ark.,
2009; Sobacchi ve ark., 2014). Kemik yikimindaki bozukluklar hastaligin en siddetli
klinik bulgusu olan anormal kemik iligi boslugu olugumunu ve diger kemik iligi
bozukluguna bagli semptomlar1 ortaya c¢ikarmaktadir (Wilson ve Vellodi, 2000).
Bununla birlikte kemik biiytimesinde gerilik, kemiklerde anormal sekillenme (de
Vernejoul, 2008), kemiklerde kirilmaya egilim (Neutzsky-Wulff ve ark., 2010),
kafatas1 kemiklerinin kalinlasmasindan kaynakli sinirlerin sikismasi sonucu gérme
ve isitme kayiplar1 (Sobacchi ve ark., 2013) ve dental bozukluklar gibi fenotipik
sonuglar ortaya ¢ikmaktadir (Helfrich, 2005).

Malignant otozomal resesif osteopetrozis yasamin ilk aylarinda ortaya ¢ikan, yasami
tehdit edici nadir bir genetik kemik hastaligidir (Tolar ve ark., 2004). Osteopetrozis
formlar1 arasinda en nadir goriilen bu formun frekansi 1/200.000-1/300.000’dir
(Balemans ve ark., 2005). Bununla birlikte Kosta Rika’da kurucu etkisinden
kaynaklanan (Sobacchi ve ark., 2001) OPTB1’in (TCIRG1) 3.4/100 000 olarak
yiiksek bir frekansi bulunmaktadir (Fasth ve Porras, 1999; Phadke ve ark., 1999).
Yine Rusya’nin Cuvas popiilasyonunda uzun iireme izolasyonu ve genetik
stiriiklenmeden kaynaklanan (El'chinova ve Ginter, 2001; Ginter ve ark., 2001) en

yiiksek frekans (1/3879 yenidogan) (Ginter ve ark., 2001) gériilmektedir.

Yapilan literatiir arastirmalart sonucunda siirli sayida Tirk olguya ait genetik
calisma bulundugu saptanmistir. 2009 yilinda Pangrazio ve arkadaslarinin yaptig
calismada bir Tirk ARO hastasinda TCIRG1 geninde 1.3 kb’lik delesyon
tanimlanmustir. Frattini ve arkadaglarinin 2003 yilinda TCIRG1 ve CICN7 genlerinde
yaptig1 ¢alismada yine birgok {ilkenin yani sira Tiirkiye’nin de yer aldig1 bir ¢alisma
bulunmaktadir. Sobacchi ve arkadaslarinin 2001 yilinda TCIRG1 geninde yaptigi
calismada ise Tirkiye’den bir hastada ‘dur’ kodonu olusturan bir mutasyon ve
ostopetroza, renal tiibiiler asidoza ve serebral kalsifikasyona sahip iki Tiirk kardeste

cerceve kaymasina neden olan bir delesyon tanimlanmistir. Tablo 5.1°de diger
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ilkelerle ortak yapilan c¢aligmalardaki Tiirk olgularda saptanan mutasyonlar

verilmistir.

Tablo 5.1. Otozomal resesif osteopetrozisli Tiirk olgularda saptanan mutasyonlar.

Gen Mutasyon Ekzon Referans
Olgu Sayis1
€.649C>T 1 olgu 1 (Sobacchi ve ark.,
TCIRG1 p.GIn433Ter(Q433X) (Homozigot) 2001)
1 olgu (Pangrazio ve ark.,
TCIRG1 0.8280_9560del (Homozigot) 11-12-13 2009)
1 olgu
. .
(Homozigot) :
C.649_674del26 (Borthwick ve ark.,
TCIRG1 7
1 olgu 2003)
p.Met217fsTer(M217fsX) (Heterozigot)
€.152G>C
3 olgu .
(Homozigot) (Pangrazio ve ark.,
SNX10 p.Arg51Pro(R51P) 4 2013)
€.1792A>G
1lolgu
CLCN7 p.Arg561GIn(R561Q) (Homozigot) 19 (Besbas ve ark., 2009)
c.82C>T
1 olgu
CAIll p.GIn28Ter(Q28X) (Homozigot) 2 (Shah ve ark., 2004)
€.621delC
2 olgu
CAIll p.Trp208fsX(W208X) (Homozigot) 6 (Shah ve ark., 2004)
2 olgu
(Homozigot)
c.508A>G
1 olgu (Karkucak ve ark.,
TNFRSF11A p.Argl70Gly(R170G) (Heterozigot) 5 2014)
c.838G>T
1olgu (Guerrini ve ark.,
TNFRSF11A p.Gly280Ter(G280X) (Homozigot) 9 2008)

*Ca11$mamlzda da olgu 8’de heterozigot olarak saptanan mutasyon.
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Tablo 5.1’de belirtildigi iizere Tiirk hastalar {izerinde yapilan ¢aligmalarin azlig
nedeniyle malignant otozomal resesif osteopetrozisin yaklasik %50’sinden sorumlu
TCIRGL1 ve yeni calisilmaya baglayan SNX10 genlerinin mutasyonlarinin taranmasi

ve genotip-fenotip korelasyonlarinin belirlenmesi amaglanmustir.

Hastalik genetik olarak heterojendir (Sobacchi ve ark., 2013) ve bugiine kadar
otozomal resesif osteopetrozis ile iligkili sekiz gen bilinmektedir: TCIRG1, CLCN7,
CAIll, TNFSF11/RANKL, TNSFRSF11A/RANK, OSTM1, PLEKHM1 ve SNX10.
Olgularin yaklagik %25’inde ise hastaliga neden olan gen ve mutasyonlar heniiz
tanimlanmamustir (Ye ve ark., 2013). Yaklasik %50’den fazlasi ise yikim boslugunun
asidifikasyonunu saglayan V-ATPaz’in osteoklast spesifik a3 alt iinitesini kodlayan
TCIRG1 genindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. HGMD verilerine gore bu
gendeki mutasyonlarin yaklasik %30’unu kesim bolgesi mutasyonlari, %37 sini
yanlis anlamli/anlamsiz mutasyonlar ve %30’unu ise delesyon/insersiyonlar

olusturmaktadir.

Tiirkiye’de Ozellikle akraba evliliginin %40.7 oldugu (Alper ve ark., 2004) Antalya
bolgesinde otozomal resesif osteopetrozis ile iliskili %50’den daha yiliksek mutasyon
oranina sahip TCIRG1 ve son zamanlarda dahil edilen %4 gibi bir mutasyon oranina
sahip SNX10 genindeki mutasyonlar1 incelemek amaciyla Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Cocuk Saglhigi ve Hastaliklari Anabilim Dali’nda osteopetrozis tanisi
konulan 12 c¢ocuk olgu ¢aligmaya dahil edilmistir. Aile hikayesine bakildiginda 8
numarali olgu disinda, mutasyon bulunan olgularin hepsi akraba evliligi hikayesine
sahiptir. Mutasyon bulunan hastalarin klinik bilgileri bulunmayan hastalarla
karsilagtirildiginda klinik agidan biiyiik bir farklilik ortaya koymamaktadir. Ayrica
literatiirde CLCN7 genindeki mutasyonlarin noral defektlerle iligkili oldugu
belirtilmistir. Ancak TCIRG1 geninde mutasyon tastyan olgularda da noral defektler

belirlenmistir.

Bir olguda (olgu no:4) heterozigot olarak saptanan 9.9483G>T (IVS6+1G>T) kesim
bolgesi mutasyonu literatiirde daha 6nce yer almayan yeni bir mutasyondur. Intron
6’nin kesim dondr bolgesindeki korunmus dizideki bu transversiyonun anormal kesip

eklemeye neden olma ihtimali yiiksektir.
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Diger bir olguda (olgu no:8) ekzon 7°de g.9574 9599del26 (c.649_674del26),
p.Met217fsTer (M217fsX) 26 bg¢’lik delesyonu heterozigot olarak bulunmustur. 26
b¢’lik bu delesyon g¢ergeve kaymasina sebep olmaktadir. Amino asit pozisyonu
217’de metiyonin yerine erken dur kodonunun olusmasi giidiik protein sentezlenmesi
ile sonuglanmaktadir. Literatiirde 2003 yilinda osteopetrozis ve distal renal tiibiiler
asidozisin (dRTA) her ikisinin de en belirgin oldugu akraba olan iki olgunun
molekiiler genetik arastirmalarinin sunuldugu ¢alismada, osteopetrozis i¢in TCIRG1
geninde p.Met217fsTer (M217fsX) 26 bg¢’lik delesyonu homozigot olarak,
kardesinde ise heterozigot olarak saptamiglardir (Borthwick ve ark., 2003). Yapilan
bir c¢alismada ise €.648 _674del27, p.Trp216 Glys225delinsCys ile sonuglanan
cerceve kaymasina sebep olan 27 b¢’lik bir delesyon saptanmustir (Pangrazio ve ark.,
2012). Tiim bu sonuglar, bu bélgenin osteopetrozis igin TCIRG1 geninde hotspot bir

bolge olabilecegini giindeme getirmektedir.

Yine aym olguda (olgu no:8) ekzon 12’de g.13698G>A (c.1372G>A), 458.
pozisyonda amino asit degisikligine (G458S) sebep olan yanlis anlamli mutasyonu
heterozigot olarak saptanmistir. Bu mutasyonu Polyphen degeri 1.00, SIFT skoru
ise 0.00’dir. Tespit edilen bu varyantin in silico analizler sonucunda protein
fonksiyonuna olan etkisinin zararli olabilecegi goriilmektedir. Bu mutasyon
Pangrazio ve arkadaslarinin 2012 yilinda yaptiklari ¢alismada da hastalik yapict bir
mutasyon olarak rapor edilmistir (Pangrazio ve ark., 2012).

Bu olguda heterozigot olarak bulunan bu iki farkli mutasyonun birlesik
heterozigotlugunun dogrulanmasi i¢in olgunun anne ve babasina yonlendigimizde,
ekzon 7’deki g.9574_9599del26 (c.649_674del26), p.Met217fsTer (M217fsX) 26
b¢’lik delesyon annede heterozigot olarak saptanirken, ekzon 12°deki g.13698G>A
(c.1372G>A, p.Gly458Ser) yanlis anlamli mutasyonu ise babada heterozigot olarak
saptanmigtir. Olgumuzda saptanan M217fsX ve G458S mutasyonlarinin birlesik
heterozigotlugu literatiirde ilk olup klinik bulgularin degerlendirilmesi agisindan
onemlidir. Klinik tabloya bakildiginda olgumuz 10 aylikken tan1 almis olup anemi,
trombositopeni, nétropeni, kemik iginde kemik goriiniimii, nistagmus, sasilik ve

belirgin bir alin gozlenmistir.

Olgu 7’de ekzon 15°te bulunan homozigot g.10170 10171delTG (V595LfsX74)

mutasyonu bu calismada saptanmistir ve ¢ergeve kaymasina neden olarak erken dur

47



kodonu ile sonuglanmaktadir. Homozigot olarak bulunan bu delesyonun 3. dereceden
akraba olan anne ve babada heterozigot olarak bulunmasi akraba evliliklerinin ¢ok
sik oldugu (Alper ve ark., 2004) iilkemizde genetik danismanligin da énemini bir kez
daha ortaya koymaktadir. 7 numarali olguda saptadigimiz delesyonun bulundugu
diziye ¢ok yakin 3 amino asitin delesyonuna sebep olan 9 bg’lik farkli bir delesyon
ExAC veritabaninda rapor edilmistir. Ancak 3 amino asidin delesyonu protein

fonksiyonunu etkilememektedir.

Calismamiza dahil edilen 12 numarali olguda 9.11240G>A (IVS18+1G>A) kesim
bolgesi mutasyonu homozigot olarak saptanmistir. Bu mutasyon Sobacchi ve
arkadaslar1 tarafindan 2001 yilinda rapor edilmistir. Intron 18’in korunmus dizisi
olan dondr kesim dizisinde meydana gelen bu transisyonel degisim anormal kesip

ekleme siirecine neden olmaktadir.

Calismamizda ekzon 2-20 bolgeleri analiz edilen TCIRG1 geninde iki olguda (olgu
no: 2 ve 11) heterozigot olarak bulunan g.7786C>T, p.Arg56Trp (R56W) yanlis

anlamli mutasyonu ClinVar verilerine gore olasilikla benign olarak belirtilmistir.

SNX10 geninde bir olguda (olgu no: 2) heterozigot olarak saptanmis olan
0.85603C>G (c.531C>G) degisimi MutationTaster tahmin programi ile analiz
edilmis olup hastalik yapict bir kesim bolgesi degisimi oldugu diistiniilmektedir.
Kesim bolgesine yedi niikleotit uzakliktaki bu degisim amino asit degisimine sebep
olmazken in silico analizler sonucunda kesip ekleme islemini etkiledigi
diistiniilmektedir. Bu degisim ilk kez bizim ¢alismamizda saptanmis olup literatiirde
daha once bildirilmemis bir degisimdir. Daha dnce EXAC veritabanina gore ayni
niikleotit pozisyonunda ¢.531C>T (rs141563997) degisimi bildirilmistir. Bu
mutasyon da amino asit degisimine sebep olmazken MutationTaster tahmin
programina gore hastalik yapict bir kesim bolgesi degisimidir. Bu ¢alismada
saptanan ¢.531C>G degisiminin klinik etkisinin kesin olarak belirlenebilmesi i¢in ek
analizlere ihtiya¢ vardir. Bu olguda ayrica TCIRG1 geninde olasilikla benign olarak
belirtilen RS6W mutasyonu da heterozigot olarak saptanmustir. Bu iki ayr1 gendeki

mutasyonlarin etkileri daha ayrintili arastiriimalidir.

Caligmamizda saptanan TCIRG1 mutasyonlarina bakildiginda aragtirmaya dahil
edilen 12 olgunun 4’tiinde (%30) hastalik yapici mutasyon saptanmistir. Calismada 2
kesim bolgesi mutasyonu (%30), biri 26 bg’lik digeri ise 2 bg’lik olmak tlizere 2
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delesyon (%30) ve 1 aminoasit degisimine sebep olan yanlis anlamli mutasyonu

(%8) saptanmustir.

TCIRG1 ve SNX10 genlerinde bulunan tim polimorfizmler daha &nce rapor edilen
polimorfizmlerdir. Olgu 4 c¢alismamizda saptanan polimorfizmlerin tiimiinii
(rs7116924, rs3808974, rs10896289, rs3801891, rs2253569) barindirmaktadir. Olgu
5 ise IVS3-84G>A (rs2253569) disindaki tiim polimorfizmleri barindirirken olgu 1
sadece SNX10 genindeki polimorfizmleri barindirmaktadir.

Calismamiz sonucunda TCIRG1 geninde 4 ailede 5 farkli hastalik yapict mutasyon
bulunmustur. Tirk olgularla ilgili literatiir incelendiginde 1 biiylik delesyon ve 2
farkli mutasyonun rapor edildigi saptanmistir (Tablo 5.1). Bu bulgular TCIRG1
geninde popiilasyonumuzdaki heterojeniteyi yansitmaktadir. Calismamizda incelenen

olgu sayis1 az olmakla birlikte herhangi bir yaygin mutasyon varlig1 saptanmamustir.

Yapilan literatiir taramasi sonucunda TCIRG1 geninde mutasyonlarin ekzonlara
dagilmi Sekil 2.5’te gosterilmistir. TCIRG1 geninin 1, 2, 4, 6 ve 20’inci
ekzonlarinda hi¢ mutasyon bildirilmemisken; 11, 12 ve 19’uncu ekzonlarda daha
fazla sayida mutasyon saptanmistir. Bu ekzonlarin protein domainindeki
pozisyonlarina bakildiginda helikal (transmembran) ve vakuolar domainlerde yer

almaktadirlar.

Literatiire gore en az 13 hastada TCIRG1 geninde biiyiik boyutlu delesyon
saptanmistir. Bu c¢alismada uyguladigimiz Sanger dizileme yontemi PZR’ye
dayandigi igin biliyilk boyutlu yeniden diizenlemeleri gosterememektedir. Bizim
calismamizda olgu 4’de TCIRG1 geninde IVS6+1G>T mutasyonu ve olgu 2’de
SNX10 geninde ¢.531C>G mutasyonu heterozigot olarak bulunmustur. Iki olgunun
da klinik bulgular1 dikkate alindiginda biiyiikk yeniden diizenlenmelerin de baska

yontemlerle degerlendirilmesi gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Arastirmaya dahil edilen 12 olgunun 4’iinde TCIRG1 geninde hastalik yapici
mutasyonlar saptanmistir. Olgulardan birinde (olgu 4) intron 6’da bulunan
2.9483G>T (IVS6+1) kesim bolgesi mutasyonu heterozigot olarak saptanmistir. Bu
mutasyon daha 6nce rapor edilmemis, ilk kez bizim ¢alismamizda elde edilmistir. Bu
hastanin TCIRG1 geninin bagka bdlgesinde ve SNX10 geninde de baska bir mutasyon
saptanmamustir. Hastalifin fenotipe yansimasin1 degerlendirmek i¢in otozomal

resesif osteopetrozise neden olan diger genlerin de arastirilmasi gerekmektedir.

Olgu 7°de TCIRG1 ekzon 15’te homozigot olarak bulunan ve daha Once rapor
edilmemis, ilk defa bizim c¢alismamizda elde edilen diger bir yeni mutasyon olan
g.10170_10171delTG (p.V595LfsX74) delesyonu hem hastaligin tanisi hem de
literatiire katki saglamasi agisindan 6nem tasimaktadir. Cer¢eve kaymasina neden
olarak erken dur kodonu olusumu ile sonuglanan bu delesyonun fonksiyonel

analizlerinin yapilmas1 gerekmektedir.

Ekzon 7’de heterozigot ¢.9574 9599del26 (c.649_674del26), p.Met217fsTer
(M217fsX) 26 bg’lik delesyonu ve ekzon 12’de heterozigot g.13698G>A
(c.1372G>A) degisimiyle 458. pozisyondaki glisinin serin amino asitine
dontisiimiine (G4588S) sebep olan yanlis anlamli mutasyonunu tasiyan olgu 8’in anne
ve babasinin incelenmesi sonucunda, mutasyonlarm farkli allellerde oldugu
bulunmustur. Literatiirde daha o6nce bu birlesik heterozigotluk durumu rapor

edilmemistir.

SNX10 geninde bir olguda (olgu no: 2) heterozigot olarak bulunan g.80577C>G
(c.531C>G) kesim bolgesi degisimi ilk kez bizim ¢alismamizda elde edilen,
literatiirde daha 6nce yer almayan bir degisimdir. Bu degisimin fonksiyonel etkisinin
bagka yontemler ile arastirilmasi gerekmektedir. Ayrica TCIRG1 geninde de
heterozigot olarak bulunan olasilikla benign R56W mutasyonu ile olan iliskisi ve

etkisi de arastirilmalidir.

Gergeklestirmis oldugumuz bu ¢alismamiz az sayida hastada sekiz genden sadece
ikisi taranarak yapilmistir. Hasta sayisinin artirilmasi ve tiim iliskili genlere

bakilmasi popiilasyondaki otozomal resesif osteopetrozis mutasyonlart hakkinda
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daha bilgi verici olacaktir. Boylece hastaligin fenotip-genotip korelasyonu da daha
ayrintili incelenebilecektir. Ayrica tiim ostepetrozis vakalarinin yaklasik %25°1 heniiz
tamimlanmayan genlerdeki mutasyonlardan kaynaklandig: bilinmektedir. Bu nedenle
bu sekiz gen dis1 yeni genlerin belirlenmesi de hastaligin olus mekanizmalarinin daha

iyi anlagilmasini saglayacaktir.

Caligmamizda kullandigimiz yontem PZR tabanli bir yontem oldugundan biiyiik
boyutlu yeniden diizenlemeleri gosteremediginden MLPA, yeni nesil dizileme gibi

yontemlerle daha detayli analiz edilmesi gerekmektedir.
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EK-1
Aydinlatilmis Onam Formu
1. Arastirmayla flgili Bilgiler:
a. Arastirmanin Adi:
Osteopetrozis tanili hastalarda TCIRGl ve SNX10 gen mutasyonlarinin
arastirilmasi

b. Arastirmanin Icerigi:

C. Arastirmanin Amaci:

Bu calismanin amacit malignant otozomal resesif osteopetrozisin yaklagik
%350’sinden sorumlu TCIRG1 ve yeni c¢alisilmaya baslayan SNX10 gen
mutasyonlarinin aragtirtlmasidir. Nadir goriilen bu hastalik ile ilgili genetik
danismanin verilebilmesi i¢in bu hastalifa neden olan genlerin mutasyonlarinin
toplumumuz agisindan bilinmesi ve hastaligin genetik etiyolojisi agisindan literatiire
katki saglanmasi amaglanmaktadir.

d. Arastirmanin Nedeni:
() Bilimsel aragtirma
(X) Tez galismas1
e. Arastirmanin  Ongoriilen Siiresi: Satin  alma islemleri
tamamlandiktan sonra 1 y1l.
f. Arastirmaya Katilmasi Beklenen Katihmcy/Goniillii Sayisi: 12
olgu.
0. Arastirmada izlenecek Deneysel Islemler:
-Orneklerden DNA izolasyonu
-Arastirilacak genlere 6zgiil tasarlanan primerlerle ilgili genlerin amplifikasyonu
(PCR yontemi ile)
-Amplifiye edilen bolgelerin DNA dizi analizi

2. Goniilliiniin/Katimcinin Uygulama Sirasinda Karsilasabilecegi Riskler ve
Rahatsizliklar:
Yukarida aciklanan arastirma sirasinda uygulanacak olan islemlerin bana

asagida belirtilen riskleri ve rahatsizliklar1 getirebileceginin bilincindeyim:
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Diger kan alma iglemlerinde oldugu gibi kan alinan yerde kizarma, sisme ve agr1
olusabilir. Bunun disinda girisimsel bir islem yapilmayacagi i¢in herhangi bir risk

veya zarar yoktur.

2. Goniilliiler/Katihmeilar i¢cin Arastirmadan Beklenen Yarar:
Osteopetrozis klinik ozellikleri tasiyan olgularda hastaligin genetik etiyolojisinin

aydinlatilmasi.

4. Arastirma Konusundaki Sorularin Cevaplandirilmasi:

Arastirmanmn Yyiiriitiilmesi sirasinda olas1 yan etkiler, riskler ve zararlar ile
haklarim konusunda bilgi almak icin asagida belirtilen Kisiyle baglanti kurmam

yeterli olacaktir.

5. Zararlarim Karsilanmasi:

Bu calismaya katildigim icin zarar gorecek olursam, gerekli olan tibbi bakimin
sorumlu arastirmaci tarafindan yerine getirilecegi, uygulanan isleme bagh
olarak gelisebilecek her tiir hasara (sakatlanma ve 6liim dahil) kars: giivencede
oldugum, masraflarimin tarafindan Kkarsilanacag
bana bildirildi.

6. Arastirma Giderleri:
Arastirma kapsamindaki biitiin islemler icin benden ya da bagh bulundugum

sosyal giivenlik kurulusundan hicbir iicret istenmeyecektir.

7. Goniilliiliik, Calismayr Reddetme ve Cahsmadan Cekilme Hakki,
Cahismadan Cikarilma:

a. Aragtirmaya hicbir baski ve zorlama altinda olmaksizin goniillii olarak
katilryorum.

b. Arastirmaya katilmay1 reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi.

c. Sorumlu aragtirmaciya haber vermek kaydiyla, hicbir gerekge gostermeksizin

istedigim anda bu ¢alismadan ¢ekilebilecegimin bilincindeyim.

68



d. Calismanin yiiriitiiciisii olan arastirmaci ya da destekleyen kurulus, ¢aligma
programinin gereklerini yerine getirmedeki ihmalim nedeniyle ya da arastirma
prosediiriine bagl olarak onayimi almadan beni ¢alisma kapsamindan ¢ikarabilir.

8. Gizlilik:

Calisma siiresince tutulan biitiin kayitlar ve dosya bilgileri gerektiginde,

..................................................... firmast ve yoneticilerine ulastirilacaktir. Bu

calismadan elde edilen bilgiler, verilere gereksinimi olan o&teki {ilkelerin

hiikiimetlerine ve ilgili birimlerine iletilebilir. Caligmanin sonuglar1 bilimsel
toplantilar ya da yayinlarda sunulabilir. Ancak, bu tiir durumlarda kimligim kesin

olarak gizli tutulacaktir.

9. Cahsmaya Katilma Onayi:

Yukarida yer alan ve arastirmadan once goniillilye / katilimciya verilmesi gereken
bilgileri gosteren Aydinlatilmis Onam Formu adli metni kendi anadilimde okudum
ya da bana okunmasimi sagladim. Bu bilgilerin igerigi ve anlami, yazili ve sozlii
olarak agiklandi. Aklima gelen biitiin sorulart sorma olanagi tanindi ve sorularima
doyurucu cevaplar aldim. Calismaya katilmadigim ya da katildiktan sonra ¢ekildigim
durumda, hi¢bir yasal hakkimdan vazge¢mis olmayacagim. Bu kosullarla, s6z
konusu aragtirmaya higbir baski ve zorlama olmaksizin goniillii olarak katilmayi
kabul ediyorum.

Bu metnin imzal1 bir kopyasini aldim.

Goniilliiniin / katthmeinin Adi- Soyada:
Yas ve Cinsiyeti:
Imzas:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar icin;
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Veli ya da Vasinin Adi1- Soyada:
Imzas::

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Aciklamalar1 Yapan Arastirmacinin Adi- Soyada:

Imzas::

Tarih:

Adi- Soyadi:

Imzas::

Tarih:
Onam alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin
Adi- Soyadr:
Imzas::
Gorevi:

Tarih:
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