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OZET

Kranyosinostozis, bir veya birden fazla kranyal siitiiriin prematiir birlesmesi
sonucu olusan kranyofasiyal malformasyondur. Kranyosinostozis prevalansi 1:2100-
3000'dir. Popiilasyon temelli ¢aligmalarda kranyosinostozis tanisi almis olgularin
%84’1 herhangi bir sendromla iliskilendirilmeyen kranyosinostozis olgular1 olup,
geri kalan kisim ise kranyosinostotik sendromlu olgulardir.

Bugiine degin, genellikle otozomal dominant kalitim gosteren 180°den fazla
kranyosinostotik sendrom tanimlanmistir. Kranyosinostozis sendromlari, genetik
heterojenite gostermekle beraber, arastirmalar sonucunda (Fibroblast biiylime faktor
reseptoril) FGFR 1, 2, 3, TWIST, ALPL ve MSX genlerinde mutasyonlar saptanmaigtir.
Bu mutasyonlarin ¢ogu, Apert, Crouzon ve Pfeiffer sendromlar: ile iligkili olarak
FGFR2 (NM_022976) geninde yer almaktadir. FGFR2 geni, 10q23.5-26’da lokalize
olup, bityiikliigii yaklasik 120 kb ve 20 ekzondan olugmaktadir. Bu gen, erken fetal
donemde osteojenik biiyiimeyi kontrol eder ve kranyal siitiirlerde ekspresyonu
gerceklesmektedir. FGFR gen ailesinin yapis1 ve hiicresel mekanizmalar1 géz Oniine
alindiginda , FGFR2 mutasyonlar1 kranyofasiyal ve ekstremite malformasyonlari ile
iliskilendirilmistir.

Projemizin amaci, kranyosinostozis tanis1 almis bireylerde FGFR2 genindeki
mutasyonlar1 saptayarak genotip ve fenotip iligkisini belirlemektir. Serimizde yer
alan Apert sendrom tanili 10, Crouzon sendrom tanili 11, Pfeiffer sendrom tanili 3 ve
smiflandirilamayan kranyosinostozis tanili 16 olguda FGFR2 geninin ekzon Illa ve
IlIc bolgelerine yonelik DNA dizi analizi gerceklestirilmistir. Calismamizda toplam
olarak 7 farkli bilinen yanlis anlamli mutasyon belirlenmistir. Apert sendromu tanis1
almis olgularin %90’mda [S252W(5), P253R(4)], Crouzon sendromu tanist almis
olgularin %54’tinde [C278F(1), Q289P(1), W290R(3), C342Y(1)] ve Pfeiffer
sendromu tanis1 almis olgularin %66.6’sinda [P253R(1), C342R(1)] mutasyonlar
saptanmistir. Simiflandirilamayan 16 kranyosinoztosizli olguda ise herhangi bir
mutasyon saptanmamuigtir.

Calismamiz, kranyosinostozis iligkili FGFR2 mutasyon profilinin heterojen
oldugunu gostermektedir. Bu baglamda, mutasyon belirlenemeyen olgularda FGFR2
geninin tamamu ve buna ek olarak TWIST1, FGFRI ve FGFR3 genlerinde de genetik
caligmalarin yapilmasi molekiiler tan1 agisindan 6nem kazanmaktadir. Ayrica, ilgili
genlerde saptanacak olan mutasyonlar popiilasyonumuzda prenatal tani1 ve genetik
danigsma agisindan 6nemli katki saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Kranyosinostozis, Apert sendromu, Crouzon sendromu, Pfeiffer
sendromu, FGFR2 gen mutasyonlari.
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ABSTRACT

Craniosynostosis is the premature fusion of the one or more cranial sutures,
which is represented as craniofacial malformations, occurs with a birth prevalence of
1:2100-3000. Population based studies show that, 84 % of craniosynostotic patients
are nonsyndromic and other cases are syndromic.

To date, over 180 genetic syndromes have been identified which generally
show autosomal dominant inheritance. Besides, genetic heterogeneity occurred in
craniosynostotic syndromes, several mutations on (Fibroblast Growth Factor
Receptor) FGFR 1, 2, 3, TWIST, ALPL and MSX genes have been identified. Most of
these mutations are located on FGFR2 (NM_022976) gene which is associated with
Apert, Crouzon and Pfeiffer syndromes. FGFR2 gene has twenty exons and located
on chromosome 10q23.5-26 which has a size of 120kb. During the early fetal period,
FGFR2 expression begins in cranial sutures and controls the osteogenic growth
activity. Based on the nature and the cellular mechanisms of the FGFR family,
FGFR2 mutations are found to be associated with craniofacial and extremity
malformations.

The aim of our project, is to investigate the mutation spectrum in the FGFR2
gene in patients with craniosynostosis and to determine the genotype-phenotype
relationship. Two exons (Illa and I1Ic) of the FGFR2 gene were sequenced in a series
of ten cases with Apert syndrome, eleven with Crouzon syndrome, three with
Pfeiffer syndrome and sixteen cases with unclassified craniosynostosis. Overall,
seven known missense FGFR2 mutations were found in 90% of patients with Apert
syndrome [S252W(5); P253R(4)], 54% with Crouzon syndrome [C278F(1),
Q289P(1), W290R(3), C342Y(1)] and 66.6% with Pfeiffer syndrome [P253R(1),
C342R(1)]. No mutations were found in sixteen patients with unclassified
Craniosynostosis.

Our results demonstrate that the spectrum of FGFR2 mutations causing
craniosynostosis is heterogenous and emphasize the requirement for complete
screening of the FGFR2 gene for molecular diagnosis, in addition to TWISTI,
FGFRI, and FGFR3 genes. The identification of mutations in genes of interest
would also have importance in prenatal genetics, and genetic counseling in our
population.

Keywords: Craniosynostosis, Apert syndrome, Crouzon syndrome, Pfeiffer
syndrome, FGFR2 gene mutations.
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GIRIS VE AMAC

Bir veya birden fazla kranyal siitiiriin sinostozu ile olusan kranyosinostozis,
biitiin irklarda gozlenen yaygim konjenital kranyofasiyal malformasyondur (1). Elde
edilen verilere gore kranyosinostozis prevelansi yaklasik olarak 1/2100-3000°dir (8).
Kranyosinostozis, ilgili siitiiriin sinostozuna bagl olarak abnormal kafa yapisinin
gelisimi ve bunun yani sira ekstremite abnormaliteleri ile iliskilidir (1).

Kranyosinostozis; etyolojik, patolojik ve genetik a¢idan heterojenite gosterir
(6,7). Glinlimiize kadar yapilan ¢alismalarda kranyosinostotik olgularinin %85’ inin
smiflandirilamayan kranyosinostozis oldugu belirlenmistir. Giintimiize kadar,
otozomal dominant kalitim modeli gosteren 180’den fazla kranyosinostotik sendrom
tanimlanmustir (18). Yapilan molekiiler genetik caligmalarda, kranyosinostozis ile
iliskili olarak FGFRI, 2, 3, TWIST, ALPL ve MSX genlerinde mutasyonlar
saptanmistir. Bu genler arasinda ozellikle genetik degisimlerin siklikla saptandigi
FGFR?2 geni dnem kazanmustir (8,10).

FGFR2 geni 10g23.5-26’da lokalize olup biiyiikliigii yaklasik 120 kb ve 20
ekzondan olusmaktadir (22). FGFR2 geni, osteojenik biiylimeyi kontrol eder ve
fetusun erken donemlerinde kranyal siitiirlerde ekspresyonu gergeklesir. Ilgili gende
meydana gelen mutasyonlar kranyofasiyal ve ekstremite malformasyonlarina neden
olmaktadir (1). Ozellikle Apert, Crouzon, ve Pfeiffer sendromlar1 gibi klasik
kranyosinostozis tanist almis olgularda FGFR2 geninde saptanan mutasyonlar
cogunlukta olup ekzon Illa/7 ve IIIc/9 bolgelerinin hot spot bolgeler oldugu
belirlenmistir. Apert sendrom tanist almis olgularin %98’inde, Crouzon sendrom
tanis1 almisg olgularin %350’sinde, Pfeiffer sendrom tanisi almis olgularin ise
%67 sinde FGFR2 geninde mutasyonlar saptanmistir (20,21).

Bu c¢alismada, kranyosinostozis tanis1t almis ve diger énemli klinik bulgulari
belirlenen 40 olgunun FGFR2 geninin ekzon Illa/7 ve IlIc/9 bolgelerine yonelik
molekiiler genetik analiz ¢caligmalar1 gergeklestirilmistir.

Genotipik verilerin degerlendirilmesi ile olgularin fenotipik ve genotipik
bulgular1 arasindaki iligkinin ortaya konmasi sonucunda prenatal tan1 ve ailelere
genetik danisma verilmesi agisindan Onemlidir. Arastirmamiz, kranyosinostozisin
molekiiler genetigine yonelik 6n ¢alisma olmasi bakimindan ve iilkemizde heniiz bu
konu ile ilgili kapsamli bir arastirma olmamasi nedeniyle Onem arzetmektedir.
Ayrica arastirmamiz, konjenital kranyofasiyal malformasyonlar ile 1ilgili
yapilabilecek diger molekiiler diizeydeki ¢aligmalara, ve rutin genetik tetkiklere
uygulanimda alt yap1 olusturacag diisiincesindeyiz.



GENEL BIiLGIiLER

Kranyosinostozis, kranyofasiyal abnormaliteler arasinda yer alan kranyal ve
ekstremite abnormaliteleri ile iligkili konjenital bir malformasyondur. Bu
malformasyon, morfolojik abnormalitelerin yan1 sira bir ¢ok islevsel abnormaliteler
ile de iliskilidir (1,2).

2.1.Kranyofasiyal anomaliler

Kranyofasiyal morfogenez, viserokranyum, norokranyum, merkezi ve periferal
sinir sistemi, yiiz kaslari, bag dokusu, damarlar ve deriden meydana gelir.
Embriyonik donemde bu yapilarin, 6zellikle de kafa ve yiiz yapisinin olusumunda
noral krest hiicrelerinin fonksiyonu olduk¢a onemlidir. Bu hiicreler, embriyonal
donemde go¢ edebilen Onciil hiicreler olup ayni zamanda hiicre proliferasyonunu
organize ederler (3).

Embriyonal donemde onciil hiicrelerin proliferasyonu ve farklilasmasindaki
bozukluklar kranyofasiyal anomalilere neden olmaktadir. Bu anomaliler,
holoprosensefali, kranyosinostozis, bransial ark sendromu, orofasiyal yarik, dental
bozukluklar gibi cok cesitli olabilmektedir (4).

2.2. Kranyosinostozis siniflandirilmasi

Kranyofasiyal malformasyonlar arasinda kranyosinostozis de goriilmektedir
(5,6). Kranyosinostozis, bir veya birden fazla prematiir siitiir fiizyonu sonucunda
olusan ve anormal kafa yapisi ile iliskili bir malformasyon olup, etyolojik, patolojik
ve genetik acidan heterojenite gosterir (6,7). Elde edilen verilere gore
kranyosinostozis prevelansi yaklasik olarak 1/2100-3000dir (8).

Bu malformasyonun olusumunda kranyal kemiklerin farklilasmasi ve
birbirleriyle iligkileri oldukc¢a Onemlidir. Kranyal kemikler arasindaki etkilesimi
saglayan bolgeler “siitiir’” adin1 almaktadir (9). Siitiirler, prenatal ve erken postnatal
donemde agiktirlar. Normal kranyal gelisimde metopik siitiir dogumdan 3 yil sonra
kapanir. Diger siitiirler ise 30-40 y1l sonra fiizyona ugrarlar. Cogu fasiyal siitiirler
ergen donemin sonuna kadar agik kalir. Bu durum, insan gelisiminde kalvaryal
kemikler arasindaki koordinasyonun gerceklesmesini ve kranyal gelisimin
belirlenmesini saglar (10).

Kranyal gelisim siirecinde en yaygin problemlerden biri siitiir veya siitiirlerin
prematiir flizyonudur (11). Siitiirlerm erken kapanmasi sonucunda kranyosinostozis
gelisir. Kranyosinostozis tanisi almis olgularda etkilenen siitiir veya siitiirlerin



cesidine ve sayisina gore kafa sekli farkhlik gosterir. Insan kalvaryum yapisma
bakildiginda dort ana siitiirin mevcut oldugu goriilmektedir. Bunlar; koronal,
sagittal, metopik ve lambdoid siitiirlerdir (Sekil 2.1) (10).

Sagittal Siitiir Koronal Siitiir Metopik Siitiir

Lambdoid Siitiir

Sekil 2.1. Insan kafa yapisindaki ana siitiirler.

Bu siitiirlerin erken kapanmasina bagli olarak olusan anormal kafa sekilleri
trigonosefali, brakisefali, plajiyosefali ve skafosefali (dolikosefali) olarak
tanimlanmaktadir (Sekil 2.2) (10).

SKAFOSEFALI

X ~POSTERIOR |
PLAJIYOSEFALI

ANTI R
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@)

DEFORMASYONEL " X
POSTERIOR BRAKISEFALI
PLAJIYOSEFALI

Sekil 2.2. Kranyal siitiirlerin fiizyonu sunucunda olusan kafa sekilleri.



Kranyosinostozis temel olarak primer kranyosinostozis ve sekonder
kranyosinostozis olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.

2.2.1. Primer Kranyosinostozis
Primer kranyosinostozis; kendi i¢inde basit kranyosinostozis ve bilesik
kranyosinostozis olmak iizere ikiye ayrilir.

2.2.1.1. Basit Kranyosinostozis

Sendromik olmayan veya izole kranyosinostozis olarak da bilinen basit
kranyosinostozis, belirli bir kalittm modeli olmayan, kafa yapisindaki degisiklikler
disinda baska anormallikler goriilmeyen kranyosinostozis tipidir. Sadece bir siitiiriin
sinostozu ile iligkilidir ve adin1 sinostoza ugrayan ilgili siitiirden almaktadir (12).

Sendromik olmayan kranyosinostozis veya tek siitiir kranyosinostozis
prevelansi 1/5000°dir ve goriilen en yaygin kranyosinostozis formudur (13,14). Buna
ragmen sendromik olmayan kranyosinostozis olusumunu etkileyen nedenler tam
olarak aciklanamamustir (15). Sendromik olmayan kranyosinostozis olgularinm %8’1
aileseldir ve bu olgularda otozomal dominant kalitim modeli goriilmektedir (16).

Basit kranyosinostozis, flizyona ugrayan siitiir ¢esidine gore, sagittal, koronal,
metopik ve lambdoid sinostozis olarak tanimlanmaktadir.

2.2.1.1.1. Sagittal sinostozis

Sagittal siitiiriin kapanmasi ile olusur. Bu durum literatiirde sinostotik skafosefali
(dolikosefali) olarak adlandirilir. %40-55 go6riilme oramiyla en yaygin olan
kranyosinostozis tipidir (Sekil 2.2E) (6).

2.2.1.1.2. Koronal sinostozis
Bir veya her iki koronal siitiiriin kapanmasi ile olusur ve %?20-25 goriilme
sikligina sahiptir (Sekil 2.2C) (6).

2.2.1.1.3. Metopik sinostozis
Metopik siitiiriin kapanmasi ile olusur. Bu durum genel popiilasyonda %5-15
siklikta goriiliir (Sekil 2.2A) (6).

2.2.1.1.4. Lambdoid sinostozis

Lambdoid siitiiriin kapanmast ile olusur. Klinik olarak bu durum sinostotik
posterior plajiyosefali olarak adlandirilir (10). Lambdoid sinostozisin %0-5 goriilme
oraniyla cok diisiik siklikta gozlendigi belirlenmistir (Sekil 2.2D) (6).



2.2.1.2. Bilesik Kranyosinostozis
Bilesik kranyosinostozis, bikoronal sinostozis ve sendromik kranyosinostozis
olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.

2.2.1.2.1. Bikoronal Sinostozis
Her iki koronal siitiirde de sinostozis meydana gelir. Bu nedenle kafa yapisi
brakisefalik tiptedir (Sekil 2.2B) (7).

2.2.1.2.2. Sendromik Kranyosinostozis

Sendromik kranyosinostozis; viicuttaki cesitli deformiteler ile iligkili farkli
sistemleri de (kardiyak, genitoiiriner, muskuloskeletal v.b.) icine alan
kranyosinostozis tipidir (7,17).

2.2.2 Sekonder Kranyosinostozis

Metabolik hastaliklar, malformasyonlar, fetusun ¢esitli etkilere maruz kalmasi ve
mukopolisakkaridozis gibi cesitli faktorlerin etkisi ile ortaya ¢ikan kranyosinostozis
tipidir (17).

2.3. Sendromik Kranyosinostozis ve Genetigi

Bugiine degin, 180'den fazla kranyosinostotik sendrom tanimlanmis olup
OMIM katalogunda yer almistir (MIM#218500). Genellikle, bu sendromlar otozomal
dominant kahtim modeli gosterir (18). Klasik kranyosinostozis sendromlarindan
baslicalari; Apert sendromu (MIM#101200); Crouzon sendromu (MIM#123500);
Pfeiffer sendromu (MIM #101600); Jackson-Weiss sendromu (MIM#123150);
Saethre-Chotzen sendromu (MIM#101400); Beare-Stevenson cutis gyrata
(MIM#123790); Antley-Bixler sendromu (MIM#207410);  Shprintzen-Goldberg
sendromu (MIM#182212); Kranyoforntonazal sendrom (MIM#304110); Baller-
Gerold sendromu (MIM#210600); Muenke sendromu (MIM#602849); Greig
sefalaposindaktili sendromu (MIM#175700) ve Carpenter (MIM#201000)
sendromlaridir.

Kranyosinostozis, siitiir olusumunu ve kapanmasini diizenleyen bircok gen ve
gen aileleri ile iligkili olarak ortaya ¢ikmaktadir. Baslica rol oynayan genler arasinda
FGFRI (NM_136350), FGFR2 (NM_176943), FGFR3 (NM_134934), TWIST
(NM_601622), MSX2 (NM_123101), EFNBI (NM_300035), ve ALPL
(NM_171760) yer almaktadir (8). Bu genlerde saptanan mutasyon sikliklarina
bakildiginda en ¢cok FGFR2 geninde daha sonra FGFR3 ve FGFRI genlerinde
mutasyonlar belirlenmistir (19).

Bugiine degin yapilan calismalarda, FGFRI geninde belirlenen mutasyonlarin
daha ¢ok Pfeiffer sendromu tipl (%67) ile iliskili oldugu belirlenmistir (20). FGFR2
geninde saptanan mutasyonlar ise %98 oraninda Apert, %50 oraninda Crouzon, %67
oraninda Pfeiffer sendromu ile iliskilidir. Ayrica bu gendeki mutasyonlarmm FGFR2
iliskili izole koronal kranyosinostotik malformasyonlara da neden oldugu
bilinmektedir. Bunun yani swra FGFR3 genindeki mutasyonlar %100 oraninda



Muenke sendromu, FGFR3 iliskili koronal kranyosinostozis, Tanatoforik displazi tip
1 ve 2 ayrica Crouzonodermoskeletal sendromu ile iliskilendirilmistir (Cizelge 2.1).
Yapilan arastirmalar sonucunda 7TWIST geninde saptanan mutasyonlar %?27.7
oraninda Saethre-Chotzen sendromu ile iligkilidir. (20,21). Ayrica, Boston tipi
kranyosinostozlu olgularda MSX2 geninde, kranyofrontonazal sendromlu olgularda
EFBNI geninde ve hipofosfatezili olgularda ise ALPL geninde mutasyonlar
saptanmustir (10).

Cizelge 2.1. Kranyosinostotik sendromlarin genlerle iligkili mutasyon oranlari.

Sendrom Gen (iliski %) Mutasyonlar Mutasyon
belirleme orani
Apert FGFR2 (%100) S252W, P253R >% 98
Crouzon FGFR2 (%100) Cesitli mutasyonlar >% 50
Pfeiffer FGFRI1 (%5), FGFR2 (%95) Cesitli mutasyonlar % 67
Muenke FGFR3 (%100) P250R % 100
FGFR?2 iliskili FGFR2 (%100) Cesitli mutasyonlar Bilinmiyor
kranyosinostozis

Bugiine degin yapilan molekiiler genetik calismalarda, FGFR2 genindeki
mutasyonlar oncelikli olarak tanimlanmaktadir. Dolayisi ile sendromik ve sendromik
olmayan olgularda bu genin molekiiler genetik analizi 5nem kazanmaktadir.

2.4. Fibroblast Biiyiime Faktor Reseptor 2 geni ve protein yapisi

Fibroblast biiylime faktor reseptor (FGFR) gen ailesi FGFRI (NM_136350),
FGFR2 (NM_176943), FGFR3 (NM_134934) ve FGFR4 (NM_134935) genlerini
kapsamaktadir. Bu gen ailesinden olan FGFR2 geni 10923.5-q26 da yer almakta,
biiytikliigii yaklasik 120 kb (kilobaz) olup 20 ekzondan olusmaktadir (Sekil 2.3) (22).
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Sekil 2.3. FGFR2 gen yapis1.

FGFR2 geninin iki alternatif gen iriinii mevcuttur. Bu iki izoform arasindaki
farklilik, transaktin faktorlerinin etkisi ile olusan alternatif kirpilma ile meydana
gelir. Bu izoformlar, IgIII bolgesinin ikinci yarisini olusturan IIIb (b) ya da Illc (c)
ekzonik bdlgelerinden birini icermesine gore birbirinden ayrilir (23). Olusan
izoformlarin ligant baglanma Ozelliklerine gore ekspresyon gosterdikleri dokular




farklilik gostermektedir. Yapilan arastirmalar, ¢ izoformunun mezensimal kokenli
hiicrelerde, b izoformunun ise epitelyal kokenli hiicrelerde eksprese oldugunu
gostermistir (24).

FGFR gen ailesinin protein yapilar1 da birbirlerine benzer 6zellikler
gostermektedir. FGFR2 gen iirlinii olan reseptdor 135 kD biyiikliigiindedir. Bu
reseptor, ekstraseliiler kisimda ii¢ adet immiinoglobulin-benzer bolge (D1, D2 ve
D3), transmembran bolge ve intraseliiler kisimda ise tirozin kinaz bolgesinden olusur
(Sekil 2.4.) (24).

Heparin
baglanma
bolgesi

+1b/1llc

D2

Tirozin kinaz bolgesi

Asidik Bolge

Sekil 2.4. FGFR?2 protein yapisi.

FGFR2 proteinin fonksiyonu, fibroblast biiyiime faktorleri (FGF) ile etkilesim
sonucunda gerceklesir. FGF molekiilleri, embriyo ve yetiskinlerde hiicrelerin
proliferasyonu, farklilagsmasi, motilitesi ve apoptozisi ile ilgili bir¢cok hiicresel
biyolojik islevleri yiiriitmektedir (9). Bu molekiiller, 23 iiyesi bulunan FGF protein
ailesi (FGF1-FGF23) icerisinde ele alinmaktadir (24). FGF genlerinden sentezlenen
FGF proteinlerinin  hepsi 120 aminoasitten olusan bir kor kismui tasirlar. Bu kor
kismi; heparin ve sindekanlar, glipikan ve perlikan gibi heparan siilfat
proteoglikanlarin (HSPG) FGF molekiillerine baglanmasini saglamaktadir (25).
Hiicre ylizeyinde ve ekstraseliiler matrikste bulunan HSPG molekiilleri, FGF
molekiillerinin aktivitesini ve ozgiilliigiinii belirleyici 6nemli 6zellikleri vardir. (26).
Ayrica, HSPG’lar FGF ligantlarin1 termal, proteolitik ve pH bagimli yikimdan
koruyarak, bu molekiillerin stabilizasyonunu saglarlar (24).

FGFR2 proteininin fonksiyon gorebilmesi igin reseptoriin dimerizasyonu
gerekmektedir. Dimerizasyon olayinda ligant-reseptor etkilesimi arasindaki ozgiillitk
oldukca onemlidir. Bu 6zgiilliikk, reseptoriin N-terminal bolgeleri, FGF ligantlarinin
merkez bolgeleri ve IglIl (D3) bolgesinin yapist ile belirlenmektedir (Sekil 2.4).
Yapilan calismalar, FGF1 ve FGF2 ligantlarinin baglanmasinda FGFR2’nin Igll
(D2) ve Iglll (D3) bolgelerinin belirleyici rol aldigir anlagilmistir (27). Ayrica
memelilerde yapilan caligmalarda, FGF-FGFR baglanma 0zgiilliigiiniin alternatif
olarak kirpilmaya ugrayan ekzon IIIb ve ekzon Illc bolgeleri tarafindan diizenlendigi
belirlenmistir (23).

Reseptor dimerizasyonu icin FGF-FGFR-heparin ii¢clii kompleksinin olugmasi
sarttir (28). Bu dimerizasyon fibroblast biiylime faktor (FGF) molekiillerinin
reseptore ligant baglanma bolgelerine tutunmalari ile miimkiindiir. FGFR yapisinda
bulunan IgIl (D2) ve IgIIl (D3) bolgeleri ligandin baglanmasi agisindan 6nemli
bolgelerdir (29). Ayrica FGFR2 dimerizasyon olayinda HSPG molekiilleri iki adet



FGF ligandina baglanir. Bu baglanma sonucunda iki FGFR arasinda bir koprii
olusumu saglanir ki, bu yap1 reseptorlerin dimerizasyonunu gerceklestirmektedir
(Sekil 2.5) (28). Reseptor dimerizasyonu gerceklestikten sonra tirozin rezidulari
transotofosforilasyon mekanizmasi ile fosforillenirler. Fosforilasyon sonucunda
reseptor aktive olur ve FGFR2 sinyal yolaginin aktivasyonu gerceklesir (24).
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Sekil 2.5. FGFR2 dimerizasyonu.

FGF-FGFR arasindaki etkilesim sonucunda gerceklesen sinyalizasyon kranyal
siitir ~ gelisimini  kontrol etmektedir. Bu sinyal mekanizmas1 osteoblast
farklilasmasini, proliferasyonunu ve apoptozisi kontrol eder (30). Osteoblast
farklilasmasi1 siirecinde FGFR2 sinyalizasyonu oldukca onemlidir. Ciinkii yapilan
arastirmalarda, FGFR2 lokalizasyonunun kemik dokusunda osifikasyonunun
gerceklestigi kisimlarda yogunlastigi belirlenmistir. Bu nedenle FGFR2 yapisindaki
degisimlere ve fonksiyon bozukluguna neden olabilecek genetik degisimler kemik
gelisimini de etkileyerek iskelet malformasyonlarina neden olmaktadir (9).

Kurbaga embriyolar1 {iizerinde yapilan calismalarda, FGFR2’nin gelisim
tizerindeki rolii ortaya cikarilmigtir. Bu arastirmalar, FGFR2 sinyal yolagmin
aktivasyonu, gastrillasyon Oncesi evrede anterior noral plakadaki hiicrelerin
muhtemel go¢ hareketini engelledigini gostermistir (31). Bu bulgular 15181 altinda,
FGFR2 geninin kalvaryal gelisim ve ekstremitelerin gelisimi agisindan oldukc¢a
Onemli oldugu anlagilmaktadir.



2.5. FGFR2 gen mutasyonlarinin 6nemi

1960 yilindan beri yapilan genetik arastirmalar sonucunda, kranyosinostotik
sendromlarin etyolojisinde genetik faktorlerin rol oynadigi bilinmektedir. FGFR,
TWIST ve diger genlerde yapilan mutasyon analizleri, bu malformasyonun
olusumunda genetik faktorlerin olduk¢a 6nemli oldugu belirlemistir (32).

Kranyosinostozis sendromlu olgularda saptanmis olan genetik degisimler
kranyal ve fasiyal yapida defektlere yol acmaktadir. Onceden degindigimiz,
Crouzon, Pfeiffer, Jackson-Weiss, Apert ve Beare-Stevenson gibi kranyosinostotik
sendromlar meydana gelmektedir (19).

FGFR2 geninde kranyosinostozis ile ilgili saptanan mutasyonlar, bulunduklar1
reseptor bolgesine gore 4 kategoride incelenmektedir (Sekil 2.4 ve 2.6) (33).

1. Immiinoglobulin-benzer II-11I baglanma bolgesindeki mutasyonlar
2. Immiinoglobulin-benzer III bélge mutasyonlar1

3. Transmembran bdlge mutasyonlari

4. Tirozin kinaz bdlge mutasyonlari
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Sekil 2.6. FGFR?2 gen yapisinda yer alan mutasyonlar.

AS, Apert sendromu; CS, Crouzon sendromu; PS, Pfeiffer sendromu; JWS, Jackson-Weiss sendromu;
BS, Beare-Stevenson sendromu; U, Smiflandirilamayan kranyosinostozis.



FGFR2 geninde saptanan mutasyonlar genellikle fonksiyon kazamm
mutasyonlaridir (34). Nadir olarak fonksiyon kaybina neden olan mutasyonlar da
belirlenmistir. Ancak fonksiyon kaybina neden olan mutasyonlari tasiyan fareler ile
yapilan caligmalarda agik olarak kranyal defektlere rastlanmamistir (35). FGFR2
geninde fonksiyon kazanimina neden olan mutasyonlar, ligant-bagimli ve ligant-
bagimsiz olarak ikiye ayrilmaktadir (24).

FGFR geninde meydana gelen ligant-bagimli aktivasyon mutasyonu, reseptoriin
liganda affinitesinin artigmna ve ligant ayrilimimi azaltarak reseptor aktivasyonuna
neden olur (24).

Ligant-bagimsiz aktivasyon ise karsimiza iic sekilde c¢ikabilir.  Birincisi;
reseptoriin Ig bolgelerinde meydana gelmis mutasyonlar sistein rezidularinin
kazanimina veya kaybina neden olarak intermolekiiler disiilfit kopriisii olusumuna
neden olur. Bu olusum sonucunda reseptoriin dimerizasyonu ve dolayist ile sinyal
yolaginin aktivasyonu gerceklesir. Ikincisi; reseptor yapisinda amino asit degisimine
neden olan mutasyonlar, intramembran hidrojen baglarinin olusumuna neden olur.
Boylece, reseptor dimerizasyonu gerceklesir. Uciincii olasilik ise; tirozin kinaz
bolgesinde meydana gelen mutasyonlar, enzimatik fonksiyonu baslatarak FGF sinyal
yolagini aktive eder (24).

Kranyosinostotik olgularda en genis seride yapilan caligmalara gore, FGFR2
geninde %9.8 oraninda saptanmis olan fonksiyon kazanim mutasyonlari, genin ekzon
IIIa/7 ve ekzon IIIc/9 bolgelerinde yogunlagsmistir. Giiniimiize degin saptanmis olan
mutasyonlar genellikle yanlis anlamli mutasyonlardir (19). Ayrica, yapilan bazi
popiilasyona 6zgii calismalarda, kiiciik insersiyonlar, delesyonlar ve “splice” bolge
mutasyonlar1 da belirlenmistir (36).

FGFR2 geninde ekzon IIla/7 bolgesinde saptanan P253R ve S252W
mutasyonlari, kranyosinostotik sendromlar arasinda yaygim olarak goriilen Apert
sendromu ile %98 oraninda iliskili oldugu belirlenmistir (37).

P253R mutasyonu FGFR2 geninin ekzon IIla/7 bolgesinde 758 pozisyonundaki
sitozin niikleotidinin guanin niikleotidine transversiyonu ile meydana gelir. Bu
degisim 253 pozisyonundaki notral olan prolin aminoasidinin pozitif yiiklii arjinin
aminoasidine doniismesine neden olur (Sekil 2.6). Bu mutasyon Apert sendromlu
olgularin %34’tinde goriilir (38). Prolin aminoasidinin arjinin aminoasidine
doniisiimii IgIT ve IglIII bolgelerinin konformasyonel degisimine yol agar (36). Bu
konformasyonel degisim, FGFR2’de ligant baglanma affinitesinin artisina neden
olarak osteoblast farklilasmasinda ve kraniyal siitiirlerin morfogenezinde patolojilere
neden olmaktadir (30). Ozellikle, P253R mutasyonuna sahip olgularda kranyofasiyal
patolojilere ek olarak sindaktili ve zeka geriligi de yaygin olarak goriilmektedir (39).

10



Apert sendromlu olgularda sik rastlanan diger bir mutasyon ise S252W
mutasyonudur. Bu mutasyon, reseptoriin yiiksek korunmus dizilere sahip IgII-III
baglanma bolgesinde (ekzon Illa/7) 755 pozisyonundaki sitozin niikleotidinin guanin
niikleotidine transversiyonu ile olusur. Olusan bu yanls anlamli mutasyon, 252
pozisyonundaki notral olan serin aminoasidinin aromatik yan grup tasiyan triptofan
aminoasidine doniismesine neden olur (Sekil 2.6). Yapilan arastirmalar sonucunda
bu mutasyon, Apert sendromlu olgularin yaklasik olarak %65’ inde saptanmistir
(40,41). S252W mutasyonu meydana geldiginde, FGF2 ligandinin  mutant
FGFR2’ye baglandiktan sonra ayrilma kinetiginde se¢ici bir azalmaya neden oldugu
belirlenmistir. Bunun yani sira, bu mutasyon FGFR2’ye baglanan bazi 0zgiil
ligantlara affiniteyi arttirdig1 ve bu baglamda ligandin smirli oldugu kosullarda dahi
reseptor aktivasyonuna neden oldugu anlasilmistir (29). S252W mutasyonu,
mezensimal form olan FGFR2c nin FGF7 ve FGF10 ligantlarina, epitelyal form olan
FGFR2b’nin de FGF2, FGF6 ve FGF9 ligantlarmna affinite artisina neden olur. Bu
bulgular 15181 altinda, S252W mutasyonunun FGFR2’nin fonksiyon kazanimina
neden olan bir mutasyon oldugu saptanmistir (42).

Bu fonksiyon kazanimimin nasil gerceklestigine dair ileri siiriilen hipotez,
gikozaminoglikan  (GAG)-FGF-FGFR iicli  kompleksinin  kendi icindeki
etkilesimlerden olabilecegidir. Ilgili mutasyona bagli olarak FGFR yapisindaki
aminoasitlerin doniisiimii, reseptorde belirgin bir konformasyonel degisime neden
olmaktadir. Bu konformasyonel degisim, reseptoriin cis veya trans konformasyonunu
etkiler. Kristal yap1 analizi sonuglar1 incelendiginde, S252W mutasyonu FGFR2c ile
FGF2’nin N-terminal ucundaki Phe21 aminoasidi arasinda ek olarak hidrojen baginin
ve hidrofobik etkilesimlerinin kurulmasini sagladigr belirlenmistir. Ayrica, S252W-
FGFR2c/FGFR2b ve FGF2 ligandi baglandig1 zaman 252. pozisyondaki triptofan
aminoasidi, IgIll bolgesinde bulunan 1le257 ile Tyr281 arasina girer. Bu
konformasyonel degisiklik, ligant-reseptdr affinitesini arttirdigr gibi GAG
molekiillerine  kars1 etkilesimi de arttirrr.  Dolayisiyla, GAG-FGF-FGFR
kompleksindeki affinite artis1 ile birlikte reseptoriin  fonksiyon kazanimi
gerceklesmis olur (43).

S252W mutasyonu, epitelyal ve mezensimal kokenli FGFR2 formlarinda
kranyosinostozise ek olarak farkli etkilere de sahiptir. Epitelyal kokenli form olan
mutant FGFR2b izoformu yarik damak-dudak ve deri abnormalitelerine neden
olurken, mezensimal kokenli mutant FGFR2c izoformu da ekstremite
abnormalitelerine, sindaktiliye neden olmaktadir (34,44).

Ligant bagimli mutasyonlarla iligkili olan Apert sendromunun yani sira ligant
bagimsiz mutasyonlarla iliskili kranyosinostotik sendromlar da mevcuttur. Ligant
bagimsiz mutasyonlar ile iliskilendirilen ve yaygin goriilen kranyosinostotik
sendromlar, Crouzon ve Pfeiffer sendromlaridir. Bu sendromlarla iliskili onemli bir
mutasyon C278F mutasyonudur. C278F mutasyonu, FGFR2 geninin ekzon Illa
bolgesinde 833 pozisyonunda guanin niikleotidinin timin niikleotidine transversiyonu
sonucunda meydana gelir. Bu transversiyon, 278 pozisyonundaki notral olan sistein
aminoasidinin aromatik yan grup tasiyan fenilalanin aminoasidine doniigsmesine
neden olur (Bkz. Sekil 2.6). Bu mutasyon, Crouzon ve Pfeiffer sendromlar1 ile iliskili
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Oonemli bir mutasyon olan ve siklikla rastlanan C342R yanlis anlamli mutasyonu ile
benzer etkilere sahiptir. C342R mutasyonu, 1024 pozisyonundaki timin niikleotidinin
sitozin niikleotidine transisyonu sonucunda meydana gelir. Bu transisyon, 342.
pozisyonundaki nétral olan sistein amino asitinin pozitif yiiklii arjinin amino asidine
doniismesine neden olur (Bkz. Sekil 2.6). Bu iki mutasyon da FGFR2’nin
glikozilasyon diizeyini azaltir. Reseptor glikozilasyonu, FGFR’lerin ikincil yapisini
belirler, bu nedenle glikolizasyon olay1 reseptor fonksiyonu agisindan oldukc¢a
onemlidir. FGFR2 glikozilasyonundaki azalma reseptoriin otofosforilasyonunda
artisga neden olur. Her iki mutasyon da FGFR2’de IgIIl bolgesindeki sistein
residiilerini elimine ettiginden FGFR2’nin disiilfit bagli dimerizasyonunu arttirir.
Reseptor dimerizasyonuyla birlikte FGFR2 sinyal yolag: aktive olur. Bu aktivasyon,
osteoblastlarda mitojenik bir sinyal gibi algilanarak Crouzon sendromu ve Pfeiffer
sendromu ile iligkili kranyofasiyal fenotipik bulgularin olugsmasina neden olur (30).

Yukarida deginilen mutasyonlar en yaygin goriillen kranyosinostotik
sendromlarda yer almaktadir. Diger saptanan mutasyonlar ise farkl klinik bulgularla
iligkilendirilmistir. Bunlar da FGFR2 proteininin diger bolgelerinde saptanmistir
(Bkz. Sekil 2.6).

2.6. Apert sendromu (MIM#101200)

2.6.1. Klinik Bulgular ve Diger Ozellikler

Apert Sendromu ilk olarak 1906 yilinda tanimlanmis olup kranyosinostozis,
ortayiiz hipoplazisi, el ve ayaklarda sindaktili ile karakterize olan konjenital bir
malformasyondur (45). Bu sendrom akrosefalosindaktili olarak da tanimlanmaktadir
(17). Apert sendromunda koronal, lambdoid, skuamozal ve sfenotemporal siitiirlerde
sinostozis goriiliir. Bu siitiirler arasinda en yaygin olarak koronal siitiirlerin sinostozu
goriiliir. Kafatasinda goriilen abnormalitelerin yani sira el ve ayaklarda simetrik ve
siddetli sindaktili de fenotipik bulgular arasindadir (46). El yapilarinda ¢ogunlukla
orta iic parmakta sindaktili goriilir. Ayaklarda ise genellikle lateral ii¢ parmakta
sindaktili oldukca yaygimdir (47). Ayrica Apert sendromu mental retardasyon ile de
iliskilidir (48). Yapilan arastirmalar Apert sendromlu olgularin biiyiik bir kisminda
mental geriligin var oldugunu gostermistir. Bunun nedeninin corpus callosum ve
limbik yapilarin malformasyonundan ileri geldigi diisiiniilmektedir (49).

2.6.2. Patogenezi

Apert sendromlu olgularda FGFR2 genindeki mutasyonlar preosteoblastik
kalvarya hiicrelerinin olgunlagma siirecini hizlandirir. Ancak bu hiicrelerin bazal
biiyimesi ve proliferasyonu etkilenmez. Dolayisiyla osteojenik yolaga giren Oncii
osteoblast hiicrelerin artis1 s6z konusudur. Bu artis nedeniyle fetal donemde
subperiostal kemikte matriks artis1 ve prematiir kalvarya osifikasyonu meydana gelir.
Bunun nedeni olarak Apert mutasyonlarinin alkalin fosfataz, osteokalsin ve tip 1
kollojenin artisma yol agtig1 belirlenmistir (50).
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2.6.3. Popiilasyon genetigi

Apert sendromu en yaygin goriilen ve sporadik gelisen kranyosinostotik
sendromlardan birisidir (51). Otozomal dominant kalitim gosterir ve 160.000 canli
dogumda bir goriiliir (17).

Apert sendromu ile ilgili olarak Danimarka, Italya, Ispanya ve Amerika Birlesik
Devletlerinde yapilan calismalar sonucunda prevelansmn 15.5/1000.000 oldugu
belirlenmistir. Bu veriler 1s18inda Apert sendromunun tiim kranyosinostozis
olgularinin % 4.5’luk kismini olusturdugu saptanmistir (52). Sadece Amerika
Birlesik Devletlerinde Apert sendromu prevelansi 12.4/1000.000’dur. Asya
popiilasyonlarinda prevelans daha yiiksek (22.3/1000.000) ve Hispanik popiilasyonda
ise daha diisiik (7.6/1000.000) degerdedir (53). Apert sendromu ile iligkili tilkemize
ait bir bulgu simdiye kadar belirtilmemistir.

2.6.4. Molekiiler Genetigi

Apert Sendromu ile iligkili olarak FGFR2 geninin IIla/7 ekzonunda lokalize ve
yaygin olarak goriilen mutasyonlar saptanmustir. Bu tip olgularda %64 oraninda
S252W mutasyonu, %33 oraninda da P253R mutasyonu saptanmustir (8). P253R
mutasyonuna gore S252W mutasyonunda paternal yasmn oldukca Onemli oldugu
vurgulanmaktadir (54). Yapilan arastirmalarda, ileri paternal yasin Apert
sendromunun gelisiminde 6nemli bir faktor oldugu saptanmustir (55).

2.6.5. Genotip ve Fenotip liskisi

Apert sendromlu bireylerde yapilan mutasyon analizlerinde P253R mutasyonu
tastyan bireylerde el ve ayaklarda goriilen sindaktilinin daha siddetli oldugu
saptanmustir. Bunun aksine yarik damak bulgusunun ise S252W mutasyonu tasiyan
bireylerde daha sik goriildiigii ileri siiriilmektedir. Bu verilerin diginda bu
mutasyonlarla iligkili olarak diger sendromik bulgularda belirgin bir ayrim
belirtilmemektedir (34,56).

2.7. Crouzon sendromu (MIM#123500)

2.7.1. Klinik Bulgular ve Diger Ozellikler

Crouzon sendromu ilk olarak 1912 yilinda tanimlanmis olup tipik olarak
bikoronal sinostozis ile iligkilidir. Bu durumda beyin biiyiimesi kisitlanir ve
intrakraniyal basin¢g artis1 gozlenir. (67). Crouzon sendromu, hipertelorizm,
proptozis, eksternal strabismus, okzoftalmus ve ortafasiyal hipoplazi gibi fasiyal
bulgular da mevcuttur (8).

2.7.2. Patogenezi

Crouzon sendromu ile iliskili olarak siklikla FGFR2 genindeki sistin
rezidularinda mutasyonlar yer almaktadir. Bu durumun normalde gerceklesmeyen
eslesmemis sistein rezidulari arasinda intermolekiiler disiilfit baglarin olusumu
nedeniyle meydana geldigi ileri siiriilmektedir. Dolayisiyla reseptoriin kovalent
homodimerizasyonu meydana gelmekte ve reseptor aktivasyonu gerceklesmektedir.
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Bunun sonucunda Crouzon sendromu ile iliskili anormal iskeletal gelisimi meydana
gelmektedir (33).

2.7.3. Popiilasyon Genetigi

Yapilan arastirmalar sonucunda Crouzon sendromunun prevelansi 16.5/1000.000
oldugu belirlenmistir. Crouzon sendromu da yaygin goriilen kranyosinostotik
sendromlar arasmdadir ve genellikle otozomal dominant kahtim gosterdigi
bilinmektedir (16).

2.7.4. Molekiiler Genetigi

Crouzon sendromlu olgularin yaris1t FGFR2 gen mutasyonlari ile iliskilidir. Bu
mutasyonlarin ¢ogu nokta mutasyonlaridir. Bunun yam sira Pfeiffer Tip 1 ile iliskili
olarak saptanan FGFRI mutasyonlar1 digindaki diger Iglllc bolge mutasyonlarinin,
ayni zamanda Crouzon sendromu ile iligkili olduklar1 belirlenmistir. Simdiye kadar
ilgili 76 ayr1 mutasyon belirlenmistir. Bu mutasyonlarin 52°si yanlis anlamli
mutasyonlardir. Saptanan 52 mutasyonun 21’1 FGFR2c’nin Iglllc bdlgesinde bir
sistein rezidususnun kaybina veya olusumuna neden olan mutasyonlardir. Bu
mutasyonlardan biri C342Y mutasyonudur (33).

2.7.5. Genotip ve Fenotip liskisi

Crouzon sendromu ile iliskili olarak saptanan C342Y mutasyonu klasik Crouzon
fenotipine neden olmaktadir. Ayrica Xenopus embriyo model sistemleri ile yapilan
bir calisgmada C332Y mutasyonun benzer etkilere neden oldugu belirlenmistir.
W290G ve T341P mutasyonlari ile yapilan arastirmalarda bu mutasyonlarm ligant
bagimsiz reseptor aktivasyonuna neden oldugu belirlenmistir. Saptanan bu
mutasyonlarin sistein residular1 ile dogrudan iligkileri yoktur. Ancak IgIII
bolgesindeki intramolekiiler disiilfit bag yapisin1 bozarak anormal intermolekiiler
disiilfit baglari olusumunu tetiklemektedir (33).

2.8. Pfeiffer sendromu (MIM #101600)

2.8.1. Klinik Bulgular ve Diger Ozellikler

Pfeiffer sendromu ilk olarak 1964 yilnda tanimlanmis olup kisa ve genis bas
parmaklarin ve ayrica biiylik ayak parmaklarin olusumu ile karakterizedir. Bu
sendromla iliskili olarak yonca yaprag: seklinde kafa yapis1 karakteristiktir. Sinostoz,
unilateral koronal sinostozisten tiim kraniyal siitiirlerin sinostozisine kadar varan
degiskenlik gosterir (8). Bu bulgulara ek olarak, Pfeiffer sendromlu olgularda trakeal
halkalarin trakeal plakalara replasmani ile trakeal stenozis de goriilebilir (57). Bazi
olgularda servikal, torasik ve lumbar flizyonlar gibi vertebral anomaliler de
mevcuttur (58). Isitme kaybi ile ilgili olarak Pfeiffer sendromlu olgularin cogunda
isitme kaybinin cesitli dereceleri saptanmistir (59).

Yapilan klinik aragtirmalar sonucunda, Pfeiffer sendromu ii¢ alt tipe ayrilmistir.
Kranyosinostozis yanmda el ve ayak anomalileri gibi klasik bulgular1 iceren ve en
yaygin olarak goriilen Pfeiffer sendromu Tip 1’dir. Bu sendrom tipinde diger ana
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malformasyonlar ve zeka geriligi gézlenmez. Pfeiffer sendromu Tip 2 biitiin kraniyal
stitirlerin fiizyona ugradig1 siddetli kafa abnormaliteleri ile karakterizedir. Yonca
yaprag1 kafa sekli, Pfeiffer tipi el ve ayaklar ve bu bulgularla birlikte dirseklerde
ankilozis bulgular1 da mevcuttur. Pfeiffer sendromu Tip 3’de ise Tip 2’den farkli
olarak yonca yapragi kafa sekli mevcut degildir. Tip 3’de okiilar proptozis siddetlidir
ve anterior kraniyal temel daha kisa olmasi gibi fasiyal abnormaliteler ile
karakterizedir. Bu bulgularin yani sira cesitli viseral malformasyonlar da Tip 3 ile
iligkilendirilmigstir (60,61). Arastirmalar Pfeiffer sendromu Tip 2 olgularmin
tiimiiniin sporadik oldugunu belirlemistir. Bu olgular solunum problemleri, beyin
hasarlar1 ve postoperatif komplikasyonlar nedeniyle kaybedilmektedir (62).

2.8.2. Patogenezi

FGFRI ve FGFR2 genlerinde meydana gelen mutasyonlar abnormal hiicre
sinyallesmesine yol acar. Bunun sonucunda noroektodermal, mezodermal ve
endodermal kokenli hiicrelerde normal proliferasyon ve farklilasma dengesi bozulur.
Dolayisiyla Pfeiffer sendromu ile iliskili kranyosinostotik durumlar meydana gelir
(63).

2.8.3. Popiilasyon Genetigi

Pfeiffer sendromu genetik olarak heterojenite gosterir ve prevelanst 1/100.000
olarak belirlenmistir. Yapilan pedigri c¢alismalar1 ile bu sendromun otozomal
dominant kalitim gosterdigi belirlenmistir (61). Bunun yaninda sporadik olgular da
bu sendromun olduk¢a 6nemli kismini olusturmaktadir (62).

2.8.4. Molekiiler Genetigi

Pfeiffer sendromu, FGFRI ve FGFR2 genlerindeki yanlis anlamli mutasyonlar
ile 1iligkilidir (63). Ayrica yapilan arastirmalarda, FGFR3 geninde de P250R
mutasyonu saptanmistir. Bu mutasyonun, FGFRI genindeki P252R mutasyonu ve
FGFR2 geninde saptanan P253R mutasyonu ile analog oldugu belirlenmistir (64).
FGFR?2 geninde Pfeiffer sendromu ile iligkili belirlenen mutasyonlarin ekzon 7 ve 9
tizerinde yogunlastig1 bilinmektedir. Ayrica, C342Y/R/S, Y340C, S351C, W290C
mutasyonlar1 da bu bolgelerde sik rastlanilan mutasyonlardandir (58,63,65).

2.8.5. Genotip ve Fenotip liskisi

FGFRI genindeki P252R mutasyonunu tasiyan olgular karakteristik olarak ayak
malformasyonlarma sahiptir. Kafa yapisinda goriilen abnormaliteler ise
degisebilmektedir (4). S351C mutasyonunu tasiyan olgularda kartilaginéz trakeal
sleeve ve buna ek olarak vertebral anomaliler gézlenmistir. W290C mutasyonu ise
Pfeiffer sendromu Tip 2 ile iligkilendirilmistir. Ciinkii bu mutasyonu tasiyan
olgularda yonca yapragi kafa sekli, proptozis, genis el ve ayak bagparmaklari ve
radioulnar sinostozis gibi bulgular mevcuttur (66). W290C mutasyonunun Crouzon
sendromu ile de iliskili oldugu diisiiniilmektedir (63).
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2.9. FGFR? iliskili kranyosinostozis

Simdiye kadar FGFR2 genine yonelik yapilmis olan molekiiler genetik
arastrmalarda sendromik olmayan kranyosinostozis iliskili mutasyonlar da
saptanmustir. Sendromik olmayan kranyosinostozis olgularinda sagittal, koronal,
metopik ya da lambdoid siitiirlerin en az birinde sinostoz mevcuttur. Bu siitiirlere
bakildiginda en c¢ok sagittal siitiirlerin sinostozu (%40-55) mevcuttur (6). izole
sagittal kranyosinostozis ile iliskili olarak yapilan caligmalarda 29 olguda A315T
mutasyonu tanimlanmustir (16). Ayrica ayni aminoasitte iinikoronal kranyosinostozis
iliskili A315S mutasyonu da ilk olarak bir olguda tammlanmustir. Ilgili mutasyon
ayrica, anne ve annenin babasinda da saptanmustir. Ancak her ikisinde de sadece
midfasiyal asimetri mevcuttur ve kranyosinostozis bulgusu yoktur. Bu durumda
intrauterin  etkenlerin ve olumsuz kosullarin bu mutasyon varliginda
kranyosinostozise neden olabilecegi diisiiniilmektedir (68). A315S mutasyonu ile
ilgili yapilan caligmalarda mutasyonun, FGFR2c¢’nin FGF’lere affinitesinin artmasina
ve dolayisiyla kranyosinostozise neden oldugu ileri siiriilmektedir. Ayrica
FGFR2c¢’nin FGF10 ligandma affinitesinin artis1 agir ekstremite abnormalitelerine
neden oldugu belirtilmektedir (34). Yapilan molekiiler genetik arastirmalarda FGFR2
geninin yani swra, sendromik olmayan kranyosinostozis olgularinda FGFR3 ve
TWIST genlerinde de mutasyonlar saptanmaktadir (16).
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MATERYAL VE YONTEMLER

Akdeniz Universitesi Cocuk Saghg: ve Hastaliklar1 Anabilim Dali, Klinik Genetik
Bilim Dalma ve Istanbul Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dalina basvuran ve
kranyosinostozis tanis1 almis 40 pediatrik olgudan kan 6rnekleri alinmustir.

3.1. Kranyosinostozis Tamsi Almis Olgularda Klinik inceleme

Klinik muayene sonucunda kranyofasiyal ve ekstremite abnormaliteleri goriilen
olgularda MR (Manyetik rezonans) yardimiyla bu abnormalitelerin tanimlanmasi
gerceklestirilerek kranyosinostozis tanisit alan 40 olgu calisma kapsamina alindi.
Ayrica klinik incelemede kalp defekti, genital anomali, gelisme geriligi ve merkezi
sinir sistemi abnormalite bulgular1 da degerlendirildi. Klinik bulgular dogrultusunda
sendromik ve sendromik olmayan olgular belirlenerek smiflandirildi.  Klinik
muayene sonucunda sendromik kranyosinostozis tamis1 alan olgularin 1lgili
sendromlar1 tanimlandi.

3.2. Periferal Kan Orneklerinin Ahmim

Kranyosinostozis tanis1 almis olgulardan Scc olacak sekilde periferal kan
ornekleri KsEDTA 1 steril tiiplere [Venoject®] alindi. DNA izolasyon islemine kadar
+4°C’de saklandi.

3.3. Periferal Kandan DNA Eldesi

Olgularin genomik DNA’lar1, periferal kandan modifiye non-enzimatik metod
ile izole edildi (75). DNA izolasyonu i¢in kullanilan ¢ozeltiler ve islem basamaklar:
asagidaki gibi uygulandi.

3.3.1. Kullanmilan Solusyonlar

CLB 1X (Hiicre Liziz Tamponu)

0.32 M Siikroz (Merck)
10mM Tris HCI pH 7.6 (Sigma)
SmM MgCl12 (Merck)
%1 Triton-X (Sigma)

Yukaridaki derisimleri saglayacak sekilde distile su ile hazirlanan CLB 1X
tamponu otoklavda sterilize edildikten sonra +4°C’de saklandh.
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TKM1 (Diisiik Konsantrasyonlu Tuz Soliisyonu)
10mM Tris HCI pH 7.6 (Sigma)

10mM KCl1 (Reidel-de Haen)
10mM MgCI2 (Merck)
2 mM EDTA pH 8.0 (Sigma)

Yukaridaki derisimleri saglayacak sekilde distile su ile hazirlanan TKMI1
tamponu otoklavda sterilize edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

TKM2 (Yiiksek Konsantrasyonlu Tuz Soliisyonu)
10mM Tris HCl1pH 7.6 (Sigma)

10mM KCl1 (Reidel-de Haen)
10mM MgCI2 (Merck)

0.4mM NaCl (Carlo Erba)

2 mM EDTA pH 8.0 (Sigma)

Yukaridaki derisimleri saglayacak sekilde distile su ile hazirlanan TKM2
tamponu otoklavda sterilize edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

%10 SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) Cozeltisi
1 gram SDS (Q-Bio gene) 10ml distile suda coziildiikten sonra filtreden
gecirilerek sterilize edildi ve oda sicakliginda saklandi.

6 M NaCl (Sodyum Kloriir)
35.06 gram NaCl (Carlo Erba) 100 ml distile suda coziilerek otoklavda sterilize
edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

%70’lik Etanol (C,HsOH)
70 ml %99 luk etanol, 30 ml distile su ile karistir1ldi ve +4 °C’de saklandi.

3.3.2.islemler

K3EDTA’l steril tiiplere alinan kan alt iist edilerek homojenize edildi. Kan
orneginden 3 ml alinarak 15 ml’lik steril falkona aktarildi. Uzerine 3 kati hacim
kadar CLB 1X eklendi ve yavasca karistirildi. Oda sicakliginda devir sayist (rpm)
dakikada 2200 olacak sekilde 10 dakika santrifiij edildi. Dokelti atildi. Cokelti elle
vurularak homojenize edildikten sonra iizerine 5 ml TKMI solusyonundan eklendi.
Vorteksle karistirilarak homojenize edildikten sonra oda sicakliginda 2200 rpmde 10
dakika santrifiij edildi. Dokelti atildi. Cokelti elle vurularak homojenize edildikten
sonra lizerine 1.5 ml TKM2 ve 100ul %10 SDS solusyonlarindan eklendi. Tiip alt
list edilerek karigmasi saglandi. Cokelti tamamen homojenize olana kadar 65 °C’de
30-60 dakika siireyle su banyosunda inkiibasyonu birakildi. Inkiibasyondan sonra
tiipe 570 ul 6M’lik NaCl eklendi. Beyaz kopiiklii bir goriiniim elde edene kadar
vorteksle karistirildi. Oda sicakliginda 2900 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Dokelti i¢inde 4.5 ml %99 etanol bulunan 15 ml’lik falkon tiipe transfer edildi. Tiip
alt ust edilerek DNA’nin kondanse olmasi saglandi. Tiip 2900 rpm’de santrifiij
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edildi. Dokelti atildi. Cokelti iizerine S ml %70’lik etanol ilave edilerek DNA’nin
yikanmasi saglandi. Oda sicakliginda 2900 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
dokelti atildi. Tiip icerisinde ¢okelti halinde bulunan DNA 10-15 dakika kurutuldu.
Uzerine 300ul Tris EDTA eklendi ve etiivde 65 °C’de 1 saat veya 4 °C’de geceboyu
birakilarak DNA’nm ¢oziilmesi saglandi. Coziinen DNA 1.5 mI’lik ependorf tiiplere
alindi. Elde edilen DNA oOrneklerinin optik dansite Olciimleri spektrofotometre ile
yapildiktan sonra, konsantrasyonlar1 50 ng/ul olacak sekilde sulandirilip uzun siireli
-20°C’de, kisa siireli +4 °C’de sakland1.

3.4. DNA Orneklerinin Spektrofotometrik Olciimii

Izole edilen DNA o6rneklerinin miktar ve saflik derecelerinin belirlemek igin
spektrofotometre ile Olgiimler yapildi. Optik dansite Slgiilerini belirlemek amaciyla
ornekler 1/200 oraninda sulandirildi. Sul DNA 6rnegi 995 ul dH,O ile sulandirilarak
1000 pul’ye tamamlandi. Spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda
orneklerin 6lctiimil yapilarak DNA miktarlari,

DNA miktar1 = Optik Dansite (O.D.) x Sulandirma Faktorii (S.F.) x 50
formiilii ile hesaplandi. Hesaplanan degerlere gore DNA oOrnekleri 50ng/ul olacak
sekilde sulandirild1.

3.5. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Yontemi
PCR reaksiyonu, Bio-Rad (MyCycler) ve PCR System 9700 (Gene Amp ®)
marka thermal cyclerlarda gerceklestirildi.

3.5.1 PCR reaksiyonu icerigi

PCR igerigi; H,O, 10X tampon (Fermentas), MgCl, 25mM (Fermentas), dNTP
(10mM) Karigim, Ileri ve Geri primer (10uM), Taq polimeraz (5ii/ul) (Fermentas)
ve genomik DNA (50ng/ul) konularak 20 ul olacak sekilde hazirlandu.

FGFR2 ekzon IIla icin kullanilan primerler
Tleri primer: 5> GGCCACAGTGTTATTTCAA 3’ [19 mer; Tm: 54°C]

Geri primer: 5 CTCTCTGCTGGCTAGTCAA 3’ [19 mer; Tm: 58 °C]

FGFR2 ekzon IIlc icin kullamlan primerler
Ileri primer: 5> CACAATCATTCCTGTGTCGT 3’ [20 mer; Tm: 58 °C]

Geri primer: 5 CCCAGAGAGAAAGAACAGTA 3’ [20 mer; Tm: 58 °C]
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3.5.2. PCR programi

Baslangi¢ denatiirasyonu, 94°C’de 5 dakika; denatiirasyon 94°C’de 30 saniye,
birlesme 58°C’de 45 saniye, uzama 72°C’de 45 saniye olacak sekilde 35 dongii; son
uzama ise 72°C’de 10 dakika olarak ayarland..

3.6. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme Sistemi

3.6.1. % 1.8’lik agaroz jelin hazirlanmasi

1.8 gram agaroz (Sigma) tartilarak 100 ml 1XTBE’de (Tris-Borat-EDTA)
¢oziildii. 50-55°C’ye gelene kadar sogutuldu. 0.5 pg/ml etidyum bromiir ilave edildi.
Elektroforez kiivetine taraklar yerlestirilerek sivi agaroz jel elektroforez kiivetine
dokiildii. Oda sicakliginda 15-20 dakika polimerize olmasi i¢in beklendi. Jel
polimerize olduktan sonra taraklar jelden alindi ve agaroz jel, elektroforez tankina
yerlestirildi.

3.6.2. islemler

%1.8’lik agaroz jel, icerisinde 1XTBE bulunan elektroforez tankina yerlestirildi.
PCR iiriini ve 50b¢’lik marker yiikleme tamponu kullanilarak kuyucuklara
mikropipet yardimiyla yiiklendi. Elektroforez tankina bagl giic kaynagi ile 100
voltta 45 dakika yiiriitiildii. Siire sonunda ornekler UV 151k veren transilluminator
yardimiyla incelendi. Syngene (ingenius) transilluminatér aletine bagli olan
monitorlii sistem kullanilarak fotograflar alindi.

3.7. Amplikonlarin temizlenmesi
Amplifikasyon iirtinlerinin temizlenmesi, Roche marka (Katalog no:11 732 668
001) PCR iiriin piirifikasyon kiti kullanilarak gerceklestirildi.

Islemler

PCR iiriinii steril distile su eklenerek 100 ul’ye tamamlandi. Uzerine 500 ul
baglanma tamponu eklendi ve iyice karistirildi. Karisim piirifikasyon filtresinin
tizerine bosaltildi. Oda sicakliginda 13000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. Tiipiin
dibine biriken dokelti atildi. Piirifikasyon filtresinin {izerine 500 pl yikama soliisyonu
eklendi. Oda sicakliginda 13000rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Dokelti atild1. Tkinci
yikama 200 pl yikama solusyonu ile yapildi. Tekrar oda sicakliginda 13000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi ve dokelti atild1. Piirifikasyon filtresi temiz 1.5 ml’lik ependorf
tiipe aktarild1. Uzerine 50 ul eliisyon solusyonu ilave edildi. Oda sicakliginda 13000
rpm’de 1dakika santrifiij edildi. DNA agaroz jelde kontrol edildi.

3.8. DNA Dizi Analizi

Dizi analizi icin kalip olarak temizlenen amplikonlar kullanmildi. Dizi analizi
reaksiyonlart PCR System 9700 (Gene Amp ®) marka Thermal Cycler kullanilarak
asagidaki programa gore yapildi. Tiim caligmalar buz iizerinde gerceklestirildi.
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3.8.1. Dizileme Reaksiyonu
5X Tampon, Big Dye v3.1, primer (10uM), kalip DNA ve H,O konularak final
hacmi 10ul olacak sekilde hazirlandi.

3.8.2. Dizileme PCR Programi
Denatiirasyon, 96°C’de 10 saniye; birlesme, 50°C’de 5 saniye, uzama, 60°C’de 4
dakika ve 25 dongii olacak sekilde ayarlandu.

3.9. Dizi Analizi Yapilacak Amplikonlarin Temizlenmesi

Hazirlanan yeni 1.5 ml’lik ependorf tiiplere 2ul sodyum asetat (Mallinckrodt)
(pH:4.6) konuldu. Uzerine 30ul %99 soguk etanol ilave edildi. Bu karisimin iizerine
amplifikasyon {iiriiniiniin tamami eklendi ve vorteksle karistirildi. 20 dakika buz
tizerinde bekletildi. Siire sonunda oda sicakliginda 14000 rpm’de 20 dakika santrifiij
edildi. Pipetle dokelti aliarak atildi. Cokelti tizerine 250ul %70 etanol ilave edildi.
Oda sicakliginda 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Tekrar dokelti pipetle
almarak atildi. Tiplerin 10-15 dakika karanlikta kurumas: beklendi. Tiipler
kuruduktan sonra iizerine 25ul formamid ilave edildi. Tiipler hafifce vurularak
karistirild1 ve dizi analizi tiiplerine aktarildi. ABI 310 dizileme cihazina konulmadan
once ornekler 94°C’de 5 dakika denatiire edildi ve daha sonra cihaza yiiklendi.
Sekans cihazina hemen yiiklenmeyen érnekler -20°C’de saklandi.

3.10. DNA Dizi Analizi

Denatiire edilen PCR iiriinleri 5 dakika -20°C’de bekletilerek ABI 310 dizileme
cihazina yiiklendi. Alinan sonuclarda sekans pikleri ABI sequence analysis yazilim
programinda degerlendirildi. Bu sonuglarda Adenin yesil, Guanin siyah, Sitozin mavi
ve Timin kirmizi renkli pikler ile gosterilmektedir. Bu piklerin degerlendirilmesi ile
DNA dizi analizi gerceklestirildi.
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BULGULAR

Akdeniz Universitesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilimdali Klinik Genetik
Bilim Dali ve Istanbul Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali tarafindan
kranyosinostozis tanist konmus 40 olgu degerlendirilerek aydmlatilmis onam
formlar1 alindiktan sonra calisma kapsamma alinmistir. 40 olgunun tiimiinde
kranyosinostozis ile uyumlu klinik bulgular saptanmaigtir.

4.1. Klinik Bulgular

Klinik muayene sonucunda olgulardan 24’iine sendromik kranyosinostozis tanisi
konarak ilgili sendrom belirlenmistir. Calismaya dahil edilen diger 16 olgu ise kesin
olarak kranyosinostotik bir sendrom ile iliskilendirilmediginden sendromik olmayan
(izole, smiflandirilamayan) kranyosinostozis grubunu olusturmustur. Calismaya dahil
edilen 10 hasta bireye Apert sendromu, 11 hasta bireye Crouzon sendromu, 3 hasta
bireye Pfeiffer sendromu tanis1 konmustur. Sendromik olan ve olmayan bireylere ait
klinik bulgular (Cizelge 4.1-4.4) ve Ornek olgularin fenotipik goriintiileri verilmistir
(Sekil 4.1-4.3).
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Cizelge 4.1. Apert sendrom tanisi almis olgularin klinik bulgulari.

OLGULAR

1

3

4

5

6

7

10

Okiiler

Proptozis

Hipertelorizm

Strabismus

S1g orbitler

+ [+ |+ ]+

Diger

Kranyofasiyal

Kranyosinostozis

Yonca yaprag kafa sekli

Brakisefali

Basik yiiz

asimetrik yiiz

+ [+

Frontal ¢ikiklik

On fontanel geniglemesi

+ |+ |+

+ |+ |+

+ [+

+ [+

+ [+

Hidrosefali

Midfasiyal hipoplazi

Displastik kulaklar

+ [+

+ [+

+ [+

+ [+

Dis kulak kanali stenozu

Armut bi¢imli burun yapisi

Basik burun kokii

+ [+

+ [+

+ [+

Palatal abnormalite

Ekstremiteler

Coklu eklem kontraktiirii

Radyohumeral sinostoz

Femoral kontraktiir

Femoral egrilik (bowing)

Sindaktili

Genis parmaklar

Kamptodaktili

“Rocker bottom” ayak

Kiiciik yap1

Diger

Kalp Defekti

Genital anomali

MSS yapi1 abnormalitesi

Konviilzyon

Gelisme geriligi

Erken oliim

Sporadik

Ailesel

Maternal yas

Paternal yas

Cinsiyet

Yas

5.5 ay

2.5 ay

15 giin

12 yas

12 yas

15 ay

Tam

AS

AS

AS

AS

AS

AS

(+), mevcut; (-), bulgu yok; (?), bilinmiyor; S, sporadik; K, Disi; E, Erkek; AS, Apert sendromu;

A, Yiksek yerlesimli damak; F, Yarik uvula; G, Patent foramen ovale, H, Corpus callosum

hipoplazisi; I, Ptozis; ASD, atriyal septal defekt
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Cizelge 4.2. Crouzon sendrom tanist almis olgularin klinik bulgulari.

OLGULAR

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

Okiiler

Proptozis

Hipertelorizm

Strabismus

+ [+ |+

+ [+ |+

S1g orbitler

Diger

2

2

Kranyofasiyal

Kranyosinostozis

Yonca yaprag kafa sekli

Brakisefali

Basik yiiz

+ |+

Frontal ¢ikiklik

On fontanel genislemesi

Hidrosefali

Midfasiyal hipoplazi

Displastik kulaklar

+ |+

Dis kulak kanali stenozu

Armut bi¢imli burun yapist

Basik burunkokii

+

Palatal abnormalite

Ekstremiteler

Coklu eklem kontraktiirii

Radyohumeral sinostoz

Femoral kontraktiir

Femoral bowing

Sindaktili

Genis parmaklar

Kamptodaktili

“Rocker bottom” ayak

Kiiciik yap1

Diger

Kalp defekti

mitral yet
PDA

Genital anomali

MSS yapi1 abnormalitesi

Konviilzyon

Gelisme geriligi

Erken oliim

Sporadik

Ailesel

Ailesel

Ailesel

1

Anne
(olgul4)

Maternal yas

27

18

32

33

39

40

25

40

42

Paternal yas

30

40

35

30

48

41

26

43

47

Cinsiyet

E

E

E

K

K

E

K

E

E

E

Yas

10 yas

2 yas

4 yas

10 yas

33 yas

8 yas

12 yas

4.5 ay

7 yas

16 yas

7 yas

Tam

CROU

CROU

CROU

CROU

CROU

CROU

CROU

CROU

CROU

CROU

CROU

(+), mevcut; (-), bulgu yok; (?), bilinmiygr; S, sporadik; K, Disi; E, Erkek; CROU, Crouzon
sendromu; A, Yiiksek yerlesimli damak; C, Inguinal herni; D, Araknoid kist; E, Hipospadias; Mitral

yet, mitral yetmezlik; PDA, patent duktus arteriozus.
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Cizelge 4.3. Pfeiffer sendrom tanis1 almis olgularin klinik bulgulari.

OLGULAR 22 23 24
Okiiler
Proptozis + + +
Hipertelorizm + + +
Strabismus ?
S1g orbitler + - -
Diger - - ?
Kranyofasiyal
Kranyosinostozis + + +
Yonca yaprag kafa sekli + - +
Brakisefali + + -
Basik yiiz - - -
Frontal ¢ikiklik + - +
On fontanel genislemesi + - ?
Hidrosefali - + -
Midfasiyal hipoplazi + + +
Displastik kulaklar + + -
Dis kulak kanal1 stenozu + - -
Armut bi¢imli burun yapist + - -
Basik burunkokii + + +
Palatal abnormalite +A - -
Ekstremiteler
Coklu eklem kontraktiirii + + -
Radyohumeral sinostoz + + -
Femoral kontraktiir -
Femoral bowing - - -
Sindaktili - - +
Genis parmaklar + + +
Kamptodaktili + - -
“Rocker bottom” ayak + - -
Kiiciik yap1 +A - -
Diger
Kalp defekti +B + ?
Genital anomali + - -
MSS yap1 abnormalitesi + - -
Konviilzyon - ?
Gelisme geriligi + - ?
Erken 6liim + - BGD
Sporadik S S S
Ailesel - - -
Maternal yas 20 35 30
Paternal yas 64 40 35
Cinsiyet K K K
Yas 20 giin 17 giin -
Tam PFEI PFEI PFEI

(+), mevcut; (-), bulgu yok; (?), bilinmiyor; S, sporadik; K, Disi; PFEI, Pfeiffer sendromu; A, Yiiksek
yerlesimli damak; B, Vetrikiiloseptal defekt; BGD, Beklenen ama Gergeklesmemis Diisiik.
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Cizelge 4.4. Sendromik olmayan kranyosinostozis tanisi almis olgularin klinik bulgulari.

OLGULAR 25 26 27 28 29 30 31 32

Okiiler

Proptozis + + + -

Hipertelorizm + - - +

Strabismus - + - -

+ [+ |+ [+

S1g orbitler - - - -

Diger - + - 9 _ _ _ _

Kranyofasiyal

+
+
+
+

Kranyosinostozis + - + +

+
|
|
|
|
|
|
|

Yonca yaprag kafa sekli

Brakisefali - - - -

+ |+

Basik yiiz - - _ _

Frontal ¢ikiklik - + - - _ _

On fontanel genislemesi + - - - _ _ _

Hidrosefali - _ _ _

Midfasiyal hipoplazi - + - +

Displastik kulaklar - - + - _ _

Dis kulak kanali stenozu - - - _ _ _

Armut bi¢imli burun yapisi - — - - + + - +

Basik burunkokii - - - - - - + +

Palatal abnormalite - - - - + _ _ +A
Ekstremiteler

Coklu eklem kontraktiirii - - - - - - + _

Radyohumeral sinostoz - - - - - _ _ _

Femoral kontraktiir - - - - — _ _ _

Femoral bowing - - - - - - _ _

Sindaktili - - - - - - kismi -

Genis parmaklar - - - - - _ _ _

Kamptodaktili - + - - - _ + _

“Rocker bottom” ayak - - - - - _ _ _

Kiiciik yap1 - - - _ _ _ + _

Diger _

Kalp defekti + - + - - _ + _

Genital anomali - - - - — _ _ _

MSS yap1 abnormalitesi - - - - — _ + _

Konviilzyon - - - - - - _ _

Geligme geriligi - - - - - - + _

Erken oliim - - - - _ _ _ _
Sporadik S S S S S S S S

Ailesel - - - _ _ _ _ _

Maternal yas 26 29 25 26 48 35 - 23

Paternal yas 38 30 31 31 54 34 - 33

Cinsiyet E K K E K K - E

Yas 8 giin 9.5 yas 6 ay 6 yas 10.5 yas 8 yas - 10 giin

Tam CRN CRN CRN CRN CRN CRN CRN CRN

(+), mevcut; (-), bulgu yok; (?), bilinmiyor; S, sporadik; K, Disi; E, Erkek; CRN, Kranyosinostozis;
A, Yiiksek yerlesimli damak.
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Cizelge 4.4. (devam)

OLGULAR

33

34

35

36

37

38

39

Okiiler

Proptozis

+/-

Hipertelorizm

Strabismus

S1g orbitler

+ |+

Diger

Kranyofasiyal

Kranyosinostozis

Yonca yaprag kafa sekli

Brakisefali

Basik yiiz

+ [+

Frontal ¢ikiklik

On fontanel genislemesi

+ [+ |+

Hidrosefali

Midfasiyal hipoplazi

+ [+

Displastik kulaklar

+ [+

+ [+

Dis kulak kanali stenozu

Armut bi¢imli burun yapist

Basik burunkokii

+ [+

Palatal abnormalite

Ekstremiteler

Coklu eklem kontraktiirii

Radyohumeral sinostoz

Femoral kontraktiir

Femoral bowing

Sindaktili

Genis parmaklar

Kamptodaktili

“Rocker bottom” ayak

Kiiciik yap1

Diger

Kalp defekti

Genital anomali

MSS yapi1 abnormalitesi

Konviilzyon

Gelisme geriligi

Erken oliim

Sporadik

Ailesel

Ailesel

Ailesel

Baba
(olgu 39)

1

Maternal yas

25

32

27

23

26

37

Paternal yas

25

36

26

27

30

41

Cinsiyet

E

E

K

E

E

K

E

Yas

8 yas

2 yag

45 giin

4.5 yas

30 yas

6 yas

3.5 yas

Tam

CRN

CRN

CRN

CRN

CRN

CRN

CRN

(+), mevcut; (-), bulgu yok; (?), bilinmiyor; S, sporadik; K, Disi; E, Erkek; CRN, Kranyosinostozis.
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Olgu 17

Sekil 4.2. Crouzon sendromlu 6rnek olgularin fenotipik ozellikleri.
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Olgu 24

Sekil 4.3. Pfeiffer sendromlu 6rnek olgularin fenotipik 6zellikleri.

4.2. Molekiiler Genetik Analiz Sonuclar

Kranyosinostozis tanist almis olgularin klinik bulgular1 degerlendirildikten sonra
genotip ve fenotip iligkisini belirlemek amaciyla FGFR2 geninde siklikla mutasyon
belirlenen Illa/7 ve Illc/9 ekzonik bolgelerine yonelik molekiiler genetik caligmalar
yapilmustir. Oncelikle kranyosinostozisli olgularimn FGFR2 geninin Illa ve Illc
ekzonik bolgeleri polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknigi kullanilarak amplifiye
edilmistir. Bu ekzonik bolgelerin amplikonlar1 %1.8’lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir.
PCR ile amplifiye edilen ekzon Illa bdlgesinin amplikon biiyiikliigi 427 baz cifti
(be), ekzon Illc bolgesinin amplikon biiytikliigii ise 183 b¢’dir (Sekil 4.4.).

Ekzon I1a/7 Ekzon lc/9

3 4 56 7 8 91011 121314150 () |V 3 S5 ) 1 314 15 (5 )

071
—

183 bg

M, Markir; (-), Negatif kontrol; (+), Pozitif kontrol; olgu no, 1-15; bg, baz cifti.

Sekil 4.4. FGFR?2 geninin ekzon I1Ia/7 ve IlIc/9 amplikonlarinin agaroz jel goriintiisii.
40 olgunun IITa ve Illc ekzonik bolgelerinin amplifikasyon sonras1 amplikonlar1

DNA dizi analizine alinmistir. Her iki ekzonik bolgenin referans DNA dizisi sekil
4.5. ve 4.6.”da sunulmustur.
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Ekzon I1la/7 DNA Dizisi

TTTCTTCCCTCTCTCCACCAGAGCGATCGCCTCACCGGCCCATCC TCCAAGCCGGACTGCCGGCAAATGCCTCCACAGTGGTCGGAGGAGACGTAGAGTTTGTCTGCAA

GGTTTACAGTGATGCCCAGCCCCACATCCAGTGGATCAAGCACGTGGAAAAGAACGGCAGTAAATAC GGGCCCGACGGGCTGCCC TACCTCAAGGTTCTCAAGGTGAGGA

xlnmmdulmmlllmhmx“ﬂununhhm 1ﬂuuumnlnmhdmmm“uu gl

‘=  kodlayic1 bolgenin okuma baglangicini, . kodlayici  bolgenin okuma bitigini
gostermektedir.

Ekzon IIIa/7 mRNA Dizisi

(251)

cga ucg Cccu cac Ccgg CcCcC auc cuc caa gcc gga cug Cccg gca aau gcc ucc
R s P H R P I L Q A G L P A N A s
aca gug guc gga gga gac gua gag uuu guc ugc aag guu uac agu gau gcc
T VvV VvV 6 6 D VvV E F VvV C K V Y S D A
cag ccc cac atc cag ugg auc aag cac gug gaa aag aac ggc agu aaa uac
Q P H I ©QQ W I K H VvV E K N G S K ¥

ggg ccc gac ggg cug ccc uac cuc aag guu cuc aag (313)
G P D G L P Y L K \ L K

Sekil 4.5. FGFR?2 geninin I1la/7 ekzonik bolgesinin DNA referans ve mRNA dizisi.

Ekzon IIIc/9 DNA Dizisi

I O e

GGGGAATATACGTGCTTGGCGGGTAATTCTATTGGGATATCCTTTCACTCTGCATGGTTGACAGTTCT GCCAGGTATATACTGTTCTTTTCTCTCTGGG

A ll A

‘=  kodlayic1 bolgenin okuma baslangicini, . kodlayici  bolgenin okuma bitigini
gostermektedir.

Ekzon I1Ic/9 mRNA Dizisi
(314)
gcc gcc ggu guu aac acc acg gac aaa gag auu gag guu cuc uau auu cgg
A A G \% N T T D K E I E \ L Y I R
aau gua acu uuu gag gac gcu ggg gaa uau acg ugc uug gcg ggu aau ucu
N \ T F E D A G E Y T C L A G N S
auu ggg aua uccC uuu cac ucu gca ugg uug aca guu cug cca (361)
I G I S F H S A W L T \ L P

Sekil 4.6. FGFR?2 geninin I1Ic/9 ekzonik bolgesinin DNA referans ve mRNA dizisi .
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DNA dizi analizi sonucunda, ¢alisilan 40 kraniyosinostozisli bireyden 17’sinde
daha Once literatiirde sunulmus olan yanlis anlamli mutasyonlar belirlenmistir. Apert
sendromlu 10 olgunun %90 (9/10)’ninda mutasyonlar saptanmistir. Bunlar, S252W
(n=5) ve P253R (n=4) mutasyonlaridir. Crouzon sendromlu 11 olgunun %54
(6/11)’iinde de mutasyonlar belirlenmistir. Bu olgularda, C278F (n=1), Q289P
(n=1), W290R (n=3) ve C342Y (n=1) mutasyonlar1 saptanmistir. Ayrica Pfeiffer
sendromlu olgularin %67 (2/3)’sinde goriilen mutasyonlar ise P253R (n=1) ve
C342R (n=1) mutasyonlaridir (Cizelge 4.5.). Diger olgularda molekiiler genetik
analizi sonucunda FGFR2 geninin Illa ve Illc bolgelerinde herhangi bir mutasyon
belirlenmemistir.

Cizelge 4.5. Kranyosinostozisli olgularin FGFR2 genine ait genotipleri.

OLGULAR FGFR2gen Mutasyon Mutasyon cDNAdaki Proteindeki
bolgesi (Eski Nomenklatiir) (Yeni Nomenklatiir) lokalizasyon | Lokalizasyon
Apert sendromlu
olgular
2 Ekzon Illa S252W p-Ser252Trp c.755 C>G IgII-1II
4 Ekzon Illa S252W p-Ser252Trp c.755 C>G IgII-1II
5 Ekzon Illa S252W p-Ser252Trp c.755 C>G IgII-1II
7 Ekzon Illa S252W p-Ser252Trp c.755 C>G IgII-1II
10 Ekzon Illa S252W p-Ser252Trp c.755 C>G IgII-1II
1 Ekzon Illa P253R p-Pro253Arg c.758 C>G IgII-1II
3 Ekzon Illa P253R p-Pro253Arg c.758 C>G IgII-1II
6 Ekzon Illa P253R p-Pro253Arg c.758 C>G IgII-1II
9 Ekzon Illa P253R p-Pro253Arg c.758 C>G IgII-1II
Crouzon sendromlu
olgular
17 Ekzon Illa C278F p-Cys278Phe c.833 G>T IgIll
16 Ekzon Illa Q289P p-GIn289Pro c.866 A>C IgIll
12 Ekzon Illa W290R p-Trp290Arg c.868 G>C IgIll
14 Ekzon Illa W290R p-Trp290Arg c.868 G>C IgIll
15 Ekzon Illa W290R p-Trp290Arg c.868 G>C IgIll
18 Ekzon Illc C342Y p-Cys342Tyr c.1025 G>A IgIll
Pfeiffer sendromlu
olgular
25 Ekzon Illa P253R p-Pro253Arg c.758 C>G IgII-1II
24 Ekzon Illc C342R p-Cys342Arg ¢.1024 T>C IgIll

DNA dizi analiz caligmalar1 sonucunda elde ettigimiz verilere baktigimizda
saptadigimiz mutasyonlarin %88 (15/17)’1 ekzon Illa ve %12 (2/17)’si de ekzon Illc
bolgesinde bulunmaktadir. Bu mutasyonlarin tamami yanlis anlamli mutasyonlardir.

Apert sendromu tanist almis 2,4,5,7 ve 10 nolu olgularda S252W mutasyonu
belirlenmistir. Bu yanlis anlamli mutasyon, 755 pozisyondaki sitozin niikleotidinin
guanin niikleotidine transversiyonu ile olusmustur. Bu baz degisimi 252

pozisyondaki serin aminoasidinin triptofan aminoasidine doniismesine neden olur
(Sekil 4.7).
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7 Ileri primer Geri primer

Sekil 4.7. S252W (755 C>G) mutasyonu.

Apert sendromu tanis1 almis diger 1,3,6,9 numarali olgularda ve Pfeiffer
sendromu tanisin1 almis 25 numarali olguda belirlenen P253R mutasyonudur. P253R
mutasyonu, ekzon Illa bolgesinde 758 pozisyondaki sitozin aminoasidinin guanin
aminoasidine transversiyonu sonucunda meydana gelerek 253 pozisyondaki prolin
aminoasidinin arjinin amino asidine doniismesine neden olur (Sekil 4.8).

Ileri primer Geri primer

Sekil 4.8. P253R (758 C>G) mutasyonu.

Crouzon sendromlu olgularda C278R, Q289P, W290R ve C342R mutasyonlar1
saptanmustir. 17 numarali olguda saptanan C278F mutasyonu ekzon I1la bdlgesinin
833 pozisyonundaki guanin niikleotidinin timin niikleotidine transversiyonu
sonucunda meydana gelerek 278 pozisyondaki sitozin aminoasidinin arjinin
aminoasidine doniismesine neden olur (Sekil 4.9).
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Ileri primer Geri primer

coC T T G oA A G oA C A
20

Sekil 4.9. C278F (833 G>T) mutasyonu.

Crouzon sendromu tanist almis 16 numarali olguda Q289P yanlis anlaml
mutasyonu saptanmistir. Bu mutasyon 866 pozisyondaki adenin niikleotidinin sitozin
niikleotidine transversiyonu sonucunda meydana gelerek 289 pozisyondaki glutamin
aminoasidinin prolin aminoasidine doniismesine neden olur (Sekil 4.10).

Ileri primer Geri primer

Sekil 4.10. Q289P (866 A>C) mutasyonu.

Pfeiffer sendromlu 24 numarali olguda ise FGFR2 geninin ekzon Illc bolgesinde
C342R yanls anlamli mutasyonu saptanmistir. Bu mutasyon 1024 pozisyondaki
timin niikleotidinin sitozin niikleotidine transisyonu sonucunda meydana gelerek 342
pozisyondaki sistein aminoasidinin arjinin aminoasidine doniismesine neden
olmaktadir (Sekil 4.11).
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Ileri primer Geri primer
CTATACGMNG CTTG GCCAAMGCNCGTAT.
126 5E

Sekil 4.11. C342R (1024 T>C) mutasyonu.

Crouzon sendromu tanis1 almis 18 numarali olguda Q289P yanlis anlaml
mutasyonu saptanmistir. Bu mutasyon 1025 pozisyondaki guanin niikleotidinin
adenin niikleotidine transversiyonu sonucunda meydana gelerek 342 pozisyondaki
sistein aminoasidinin tirozin aminoasidine doniismesine neden olur (Sekil 4.12).

Tleri Primer Geri Primer

T ACGT GC TT G GC G ¢ C 4 G T AC G T A
110 g0

i Ml

Sekil 4.12. C342Y (1025 G>A) mutasyonu.

Crouzon sendromu tanis1 almig 12, 14 ve 15 numarali olgularda W290R yanlis
anlamli mutasyonu belirlenmistir. FGFR2 geninin ekzon II1a bolgesinde saptanan bu
mutasyon, 868 pozisyonda timin niikleotidinin sitozin niikleotidine transisyonu
sonucunda 290 pozisyondaki triptofan aminoasidinin arjinin aminoasidine
doniismesine neden olur (Sekil 4.13).
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Tleri Primer Geri Primer

T CCAGC GG &TC G AT CCAC TG G &
240 170

Sekil 4.13. W290R (868 T>C) mutasyonu.

4.3. Olgularin Genotip-Fenotip Tliskisi.

Calismamizda saptadigimiz mutasyonlara bakildiginda, olgularin sahip olduklar:
klinik bulgular ile genotipik bulgular degerlendirildiginde literatiirle uyumlu
sonuclarin mevcut oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Mutasyon saptanan olgularin klinik ve molekiiler genetik bulgulari.

OLGULAR

1

3

4

5

6

7

10

Okiiler

Proptozis

Hipertelorizm

Strabismus

I [+

S1g orbitler

+ [+ |+ [+

Diger

Kranyofasiyal

Kranyosinostozis

Yonca yaprag kafa sekli

Brakisefali

Basik yiiz

asimetrik
yiiz

Frontal ¢ikiklik

On fontanel geniglemesi

+

+

+

Hidrosefali

Midfasiyal hipoplazi

+

+

+

Displastik kulaklar

+

+

+

+
+

Dis kulak kanali stenozu

Armut bigimli burun yapisi

Basik burunkokii

+ |+

+ |+

+ |+

Palatal abnormalite

Ekstremiteler

Coklu eklem kontraktiirii

Radyohumeral sinostoz

Femoral kontraktiir

Femoral bowing

Sindaktili

Genis parmaklar

+ |+

+ |+

+ |+

Kamptodaktili

“Rocker bottom” ayak

Kiiciik yap1

Diger

Kalp defekti

Genital anomali

MSS yapi1 abnormalitesi

Konviilzyon

Gelisme geriligi

Erken oliim

Sporadik

Ailesel

Maternal yas

Paternal yas

Cinsiyet

Yas

5.5 ay

2.5 ay

12 yag

12 yag

FGFR2 gen analizi

P253R

S252W

S252W

S252W

P253R

S252W

S252W

Tam

AS

AS

AS

AS

AS

AS

AS

(+), mevcut; (-), bulgu yok; (?), bilinmiyor; S, sporadik; K, Disi; E, Erkek; AS, Apert sendromu;

A, Yiksek yerlesimli damak; F, Yarik uvula; G, Patent foramen ovale, H, Corpus callosum
hipoplazisi; I, Ptozis; ASD, atriyal septal defekt
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Cizelge 4.6. (Devam)

OLGULAR

12

14

15

16

18

24

25

Okiiler

Proptozis

Hipertelorizm

Strabismus

+ |+ |+

S1g orbitler

Diger

2

Kranyofasiyal

Kranyosinostozis

Yonca yaprag kafa sekli

Brakisefali

Basik yiiz

Frontal ¢ikiklik

On fontanel genislemesi

Hidrosefali

Midfasiyal hipoplazi

Displastik kulaklar

D+ [+ |+

Dis kulak kanali stenozu

Armut bigimli burun yapisi

Basik burunkokii

+

Palatal abnormalite

Ekstremiteler

Coklu eklem kontraktiirii

Radyohumeral sinostoz

Femoral kontraktiir

Femoral bowing

Sindaktili

Genis parmaklar

Kamptodaktili

L+ [+

L+ [+

“Rocker bottom” ayak

Kiigiik yap1

Diger

Kalp defekti

mitral yet
PDA

Genital anomali

MSS yapi1 abnormalitesi

Konviilzyon

Gelisme geriligi

Erken oliim

Sporadik

Ailesel

Ailesel

Ailesel

1

Anne
(olgu 14)

Maternal yas

18

33

39

40

25

35

30

Paternal yas

40

30

48

41

26

40

35

Cinsiyet

E

K

K

E

K

E

K

K

Yas

2 yas

10 yag

33 yag

8 yas

12 yag

4.5 ay

17 giin

24 giin

FGFR2 gen analizi

W290R

W290R

W290R

Q289P

C278F

C342Y

C342R

P253R

Tam

CROU

CROU

CROU

CROU

CROU

CROU

PFEI

PFEI

(+), mevcut; (-), bulgu yok; (?), bilinmiyor; S, sporadik; K, Disi; E, Erkek; CROU, Crouzon
sendromu; PFEI, Pfeiffer sendromu; A, Yiiksek yerlesimli damak; E, Hipospadias; Mitral yet, mitral

yetmezlik; PDA, patent duktus arteriozus; BGD, Beklenen ama Gerceklesmemis Diisiik.
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TARTISMA ve SONUCLAR

Kranyofasiyal deformiteler arasinda sayilan, bir veya birden fazla kranyal
slitiriin  sinostozu ile olusan kranyosinostozis, 1/2000 siklikla biitiin wrklarda
gozlenen en yaygin konjenital kranyofasiyal malformasyonlardan birisidir (18).
Amerika Birlesik Devletleri’'nde yapilan istatistiklere gore her yil 227.500
yenidoganda (%7) kranyofasiyal deformitelerin saptandigi belirtilmektedir (69).
Boulet SL ve ark. tarafindan Atlanta’da 1989-2003 yillar1 arasmnda yapilan bir
popiilasyon calismasi (n=281) kranyosinostozisin etyolojisinin ve risk faktorlerinin
belirlenmesi agisindan oldukg¢a bilgi verici olmustur. Ayrica bu calismada, tim
kranyosinostozis tanist almis olgularin %7’sinde c¢oklu defektler belirlenmistir.
Coklu defektlere sahip olgularin %38’1i merkezi sinir sistemi abnormalitelerine,
%19’u kardiovaskiiler ve ayni1 oranda da kas ve iskelet abnormalitelerine sahip
oldugu belirlenen olgulardir (70). Bati Avustralya’da 1980-1994 yillar1 arasinda
yapilan popiilasyon bazl bir calismada (n=170) kranyosinostozis tanis1 almig olgular
degerlendirilmistir. Bu degerlendirmede, parental yas, gebelik haftasi, cinsiyet,
dogum agirhigr gibi veriler ile verilen kranyosinostozis tanisi arasindaki iliski
belirlenmeye calisilmistir (76). Kranyosinostozis ile iligkili yapilmis olan popiilasyon
temelli c¢aligmalara gore kranyosinostozis tanist almis olgularin %85°1
siiflandirilmamis kranyosinostozis tanili olgulardir (16). Ulkemizde ise bu konu
hakkinda herhangi bir popiilasyona 6zgii istatistiksel veri mevcut degildir. Ancak,
calismamizda degerlendirmeye almis oldugumuz 40 olgunun klinik 6zelliklerine
baktigimizda olgularimizin %25’inde kalp defektleri ve %22.5’inde de merkezi sinir
sistemi abnormaliteleri saptanmustir. Bu bilgiler 15181nda kranyosinostozisin genetik
acidan oldukca heterojen oldugu da g6z Oniine alinirsa etyolojinin kesinlik
kazanmasinda popiilasyon bazli calismalar olduk¢ca 6nem kazanmaktadir.

Kranyosinostozisin etyolojisini, patogenezini ve prognozunu tam olarak
belirleyebilmek oldukca giictiir. Dolayisiyla, klinik merkezler arasindaki
kollaborasyon c¢alismalar1 6n plana c¢ikmaktadir. Bu calismalarda, probandlarin
karakterizasyonunda klinik merkezler tarafindan belirlenen klinik degerlendirmenin
standardizasyonu Onem kazanmaktadir. Ciinkii sendromik ve sendromik olmayan
kranyosinostotik olgularda klinik veriler agisindan ortiismeler olabilmektedir. Ayrica,
diizenli olarak hasta kayitlariin yapilmamasi da bu tip ¢aligmalar: giiclestirmektedir.
Bu nedenle, ortak klinik degerlendirme ag¢isindan tez ¢calismamizda Ek-1’de sunmus
oldugumuz formlar klinik merkezler aracilifiyla topladigimiz tiim olgular icin
kullanilmastir.

Gliniimiize kadar yapilan calismalar, kranyosinostozis ile iliskili olarak 180’den
fazla kranyosinostotik sendromun oldugu belirlenmistir. Yaygin olarak goriilen ve iyi
tanimlanan kranyosinostotik sendromlarin FGFRI, FGFR2, FGFR3, TWISTI ve
MSX2 genlerindeki mutasyonlar ile iligkili oldugu belirlenmistir. Yaygin olarak
goriilen Apert, Crouzon, Pfeiffer sendromu tanist almis olgularda saptanan
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mutasyonlar FGFR2 geninde yogunlagsmaktadir (18). FGFR2 mutasyonlari, tim
kranyosinostozisli olgularin %9.8’inde tanimlanmustir (19). Literatiire gore, Apert
sendromlu olgularin %98’inde, Crouzon sendromlu olgularin %50’sinde ve Pfeiffer
sendromlu %67’ sinde FGFR2 geninde mutasyonlar saptanmustir (18). Calismamizda
gergeklestirdigimiz mutasyon analizi sonuglarina gore ise Apert sendromlu olgularin
%90’ 1nda, Crouzon sendromlu olgularin %54.5’inde ve Pfeiffer sendromlu olgularin
9%66.6’sinda FGFR2 geninde mutasyonlar saptadik ve literatiir ile uyumlu oldugunu
belirledik. Bu mutasyonlar, FGFR2 geninin hot spot bolgeleri olan ekzon Illa ve Illc
bolgelerinde saptanan yanlis anlamli  mutasyonlardir (21). Dolayis1 ile
kranyosinostozisli olgularin genetik degerlendirilmesi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda
FGFR?2 geninin ekzon IIla ve Illc bolgelerine oncelik verilmesi anlamli olmaktadir.

Bugiine degin yapilan calismalarda, kranyosinoztotik olgularin %4.5’luk
kisminm1 Apert sendromlu olgularm olusturdugu belirlenmistir (52). Literatiirde Apert
sendromu genellikle kranyosinostozis, midfasiyal hipoplazi ve sindaktili ile iliskili
olarak tanimlanmaktadir. Bu olgularda gergeklestirdigimiz molekiiler genetik
caligmalar sonucunda S252W (5/10) mutasyonunu saptadik. Literatiirde bu mutasyon
Apert sendromlu olgularm %65’inde saptanmustir (38, 41). S252W mutasyonu ile
ilgili yapilan arastirmalar bu mutasyonun osteojenik yolaga giren Oncii hiicrelerin
artisna neden oldugu belirlenmistir. Bunun sonucunda kalvaryal yapidaki
abnormalitenin yan1 sira ayrica ekstremite abnormalitelerinin de gelistigi
belirlenmistir (46). S252W mutasyonunu saptadigimiz Apert sendromlu olgulara
baktigimizda kranyofasiyal deformitelerin yani swra sindaktili ve 5 ile 10 nolu
olgular hari¢ hepsinde genis parmaklar gozlenmistir (Cizelge 4.6). Olgularimizda,
kranyofasiyal deformitelerle birlikte ayni oranda sindaktili de mevcuttur. Ayrica,
proptozis, hipertelorizm, strabismus ve sig orbitler gibi orbital bulgulara da
rastlanmaktadir. Olgularimizin klinik bulgular1 literatiir ile uyumludur. Buna ek
olarak, S252W mutasyonu ile iligkili oldugu bilinen sistemik malformasyonlar da
mevcuttur. Klinik inceleme sonucunda, 2 nolu olguda kalp defekti ve 5 nolu olguda
da merkezi sinir sistem abnormalitesi tespit edilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda,
Apert sendromu ile iliskili yapilan degerlendirmelerde, farkli klinik bulgularin
belirlenmesi acisindan spesifik gen mutasyonlarinin yani sira ekstraseliiler matriks ve
sitokinlerin spektrumunun da oldukc¢a 6nemli oldugu anlagilmaktadir.

Apert sendromlu olgularda belirledigimiz bir diger mutasyon da P253R
mutasyonudur. Genel popiilasyonda bu mutasyonun orani yaklasik %34 olarak
belirlenmistir (38). Giiniimiize degin, Apert sendromlu olgularda yapilan molekiiler
genetik arastirmalar, P253R mutasyonu sindaktili ve zeka geriligi ile de
iliskilendirilmistir (39). Fakat bu mutasyonu belirledigimiz 4 olgudan birinde (6.
olgu) higbir ekstremite abnormalitesi gozlenmemistir, sadece kranyofasiyal ve
proptozis, hipertelorizm, strabismus ve s1g orbitler gibi orbital bulgular mevcuttur.
Bunun yan: sira, olgularimizin zeka degerlendirmeleri yapilmamis olmas: nedeniyle
bu konuda herhangi bir degerlendirme yapamamaktayiz. P253R mutasyonunu
belirledigimiz Apert sendromlu olgulardan sadece 1 nolu olguda kalp ve merkezi
sinir sistemi abnormalitesi mevcuttur. Ayrica, “rocker bottom” ayak ve beraberinde
kiiciik yap1 bulgusu da sadece 3 nolu olguda belirlenmistir. Bu olguda kranyofasiyal
deformitelere ek olarak orbital bulgular saptanmamistir. Tiim P253R mutasyonu
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saptadiZimiz olgularimizin genel klinik bulgular1 degerlendirildiginde sonuclarin
genotip ve fenotip korelasyonu bakimindan literatiir ile uyumlu oldugu sdylenebilir.
Bu bilgilere ek olarak, arastirmamizda P253R mutasyonunun saptadigimiz 1 nolu
olguda radyohumeral sinostoz bulgusu mevcuttur. Literatiirde 2003 yilinda Apert
sendrom tanili Japon bir hastada bu bulgu S252W mutasyonu ile iligkili olarak
saptanmistir (71). Ancak, bu nadir saptanan radyohumeral sinostoz klinik
bulgusunun FGFR2 mutasyonlar ile iligkisi bilinmemektedir.

Apert sendromlu olgularda %99 oraninda saptanan S252W (%65) ve P253R
(%34) mutasyonlar1 arasmnda klinik bulgularimiza gore anlamli bir fark
gorememekteyiz. S252W ve P253R mutasyonlarmin oranlar1 ile genotip-fenotip
korelasyonlarinin belirlenmesi ve bu iki mutasyonun fenotipe etkisini bakimmdan
farklarinin daha da iyi anlasilmasi i¢in sendromlara o©zgii klinik bulgularin
standardizasyonu ve daha c¢ok olgunun degerlendirilmesi gerekmektedir. Apert
sendromlu olgularda S252W ve P253R mutasyonlar1 siklikla saptanmasma ragmen
caligma kapsaminda aldigimiz Apert sendrom tanili 8 nolu olguda herhangi bir
mutasyon belirlemedik. Olgularin klinik bulgular1 arasinda Ortiismeler olabilecegi
diisiiniiliirse mutasyon saptamadigimiz bu olgunun klinik a¢idan ayrintili olarak
tekrar degerlendirilmesinin yararli olacagi inancindayiz.

P253R mutasyonunu saptadigimiz bir diger olgu, Pfeiffer sendromu tanis1 almis
25 nolu olgudur. Bu olguda proptozis, hipertelorizm, kranyosinostozise ek olarak,
yonca yapragi kafa sekli, frontal ¢ikiklik, midfasiyal hipoplazi, basik burun kokii gibi
kranyofasiyal bulgulari, sindaktili ve genis parmak bulgular1 da mevcuttur. Pfeiffer
sendromu tanis1 acgisindan yonca yapragi kafa sekli bulgusu oldukca belirleyici
olmaktadir. Ancak olgumuzda, dirseklerde ankilozis bulgusu yoktur. Bu klinik
bulgulara gore, 25 nolu olgumuz yaygin olarak goriilen klasik Pfeiffer fenotipini (tip
1) gosterdigi soylenebilir. Literatiirde P253R mutasyonu genellikle Apert sendromu
ile iligkilendirilmektedir. Pfeiffer sendromu ile iligkili olarak ise bu mutasyona ¢ok
nadir olarak rastlanilmaktadir. Genotipini belirledigimiz bu olgumuzun beklenen ama
gecikmis diisiik oldugu da goz Oniine alinirsa klinik degerlendirmenin yani sira
molekiiler genetik ¢aligmalarm yapilmasinin 6nemi ortaya ¢cikmaktadir. Dolayisi ile
prenatal tan1 ve aileye verilecek olan genetik danisma agisindan gerceklestirdigimiz
calisma oldukca belirleyici olmaktadir.

Calisma kapsamina aldigimiz olgulardan Pfeiffer sendromu tanisi almis 24 nolu
olguda yanlis anlamli mutasyon olan C342R mutasyonunu saptadik. Bu mutasyon da
C342Y mutasyonu gibi hem Crouzon hem de Pfeiffer sendromu ile
iliskilendirilmistir. Bu mutasyon diger 342 pozisyondaki sistein mutasyonlarina
benzer etki gostererek cesitli fenotipik karakterlerin olugsmasina neden olmaktadir.
Bu mutasyonu belirledigimiz olguda proptozis, hipertelorizm, brakisefali, midfasiyal
hipoplazi, hidrosefali, displastik kulaklar ve basik burun kokii gibi kraniyofasiyal
bulgular mevcuttur. Ayrica ¢coklu eklem kontraktiirii, radyohumeral sinostoz, genis
parmaklar ve kalp defekti gibi Pfeiffer sendromu ile uyumlu bulgular gézlenmistir.
Siklikla saptanan 342 sistein mutasyonlarinin genotip-fenotip iliskisinin belirlenmesi
acisindan daha fazla olgunun degerlendirilmesi yararl olacaktir. Birgok mutasyonun
spesifik kranyosinoztotik sendromlar ile iligkilendirilmemesi klinisyenlerin ve

40



molekiiler genetik uzmanlarinin ortak calismasinin 6nemini ortaya koymaktadir.
Ayrica ortak caligmalarin yapilmasi, ailelere dogru genetik danigmanin verilmesi
acisindan onemlidir.

Crouzon sendromu, kranyosinostotik sendromlar arasinda yer alan ve prevelansi
16.5/1000.000 oldugu belirlenen yaygin konjenital bir malformasyondur (16).
Calisma kapsamina aldigimiz Crouzon sendromu tanis1 almig 11 olgunun 6’sinda
mutasyon saptadik. Bu olgularda genellikle ligand bagimsiz mutasyonlar
goriilmektedir. Calismamizda, bu mutasyonlardan biri olan C278F mutasyonunu 17
nolu olguda saptadik. Sistein aminoasidinin kaybma neden olan bu mutasyonun,
FGFR2’nin glikolizasyonu iizerinde azaltici etkisinin oldugu ve reseptoriin fonksiyon
kazanimin1 sagladigi arastirmalarca ortaya konmustur (30). Yapilan caligmalar
dogrultusunda, C278F mutasyonunun Crouzon sendromunun yam sira Pfeiffer ve
Jackson-Weiss sendromlari ile de iliskili oldugu bilinmektedir. Ancak ¢alismamizda
bu mutasyonu sadece Crouzon tanis1 almis bir olguda saptadik. C278F mutasyonu
belirlenen 17 nolu olguda proptozis, hipertelorizm, strabismus gibi orbital bulgular,
kranyofasiyal bulgular ve ayrica kalp defekti bulgusu mevcuttur. Ancak, bu olguda
ekstremite abnormaliteleri mevcut degildir. Literatiir bulgular1 g6z 6niine alindiginda
belirledigimiz bu mutasyon, Crouzon fenotipi ile uyumludur. Crouzon sendromlu
olgularin tanis1 acisindan bu mutasyonun belirlenmesi olduk¢a yarali olmaktadir.
Daha fazla olgunun degerlendirilmesi ile C278F mutasyonunun iliskili olabilecegi
diger sendromlar da belirlenerek mutasyon dagiliminin aciga kavusmasi prenatal tani
ve genetik danigma ag¢isindan da oldukca onemli olacaktir.

Crouzon sendromu ile iligkili olarak 16 nolu olguda saptadigimiz bir diger
mutasyon da  Q289P mutasyonudur. Literatiirde, Q289P mutasyonu Saethre-
Chotzen, Jackson-Weiss ve Crouzon sendromlari ile iliskili oldugu belirtilmektedir
(72). Bu mutasyonu belirledigimiz 16 nolu olguda proptozis, hipertelorizm,
strabismus, palatal abnormalite, midfasiyal hipoplazi ve sindaktili gibi Crouzon
fenotipi ile uyumlu bulgular mevcuttur. Q289P mutasyonunun etkilerinin
arastirilmas1 ve fenotipik Ozellikler ile korelasyonunun netlik kazanmas: i¢cin daha
genis capl aragtirmalara ihtiya¢ vardir.

Crouzon sendromlu olgularda gerceklestirdigimiz molekiiler genetik analizler
sonucunda 3 olguda (12, 14, 15 nolu olgular) W290R mutasyonunu saptadik.
Calismamizda W290R mutasyonunu sadece Crouzon sendromlu olgularda belirledik.
Bu mutasyonu belirlendigimiz 12 nolu olgu sporadik digerleri aileseldir. Bu
olgularda, kranyosinostozisle beraber proptozis, hipertelorizm ve si1g orbitler gibi
orbital bulgular mevcuttur. Ayrica midfasiyal hipoplazi, armut bi¢ciminde burun
yapis1 ve palatal abnormalite gibi benzer bulgular da belirlenmistir. Ailesel olgularin
konviilzyon bulgusu disinda bu mutasyonun belirlendigi tiim olgular benzer fenotipe
ve klinik bulgulara sahiptir. Bu veriler, mutasyonun benzer fenotipik yansimalarinin
degerlendirilmesi acisindan oldukca Onemlidir. Ayrica dominant kalitim gosteren
sendromik kranyosinostozisin ailesel olgularda degerlendirilmesi ve genetik danigsma
acisindan ailelerin bu konuda bilin¢lendirilmesi bakimindan da c¢alismamiz 6nem
kazanmaktadir.
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Sistein amino asidi icermeyen Q289, W290 ve T341 amino asitlerinin
mutasyonlar1 ve sistein aminoasidini iceren C278 ve C342 aminoasitlerindeki
mutasyonlar, reseptor dimerizasyonu ve tirozinkinaz domaynin aktivasyonu iizerinde
benzer etkiler gostermektedir (73). Bunun nedeni, FGFR2’nin tersiyer yapisinda bu
aminoasitlerin lokalizasyon agisindan yakin olmasi olarak agiklanabilir. Ciinkii
disiilfit baglarinin yanmdaki aminoasitlerde, yan zincirlerin degisimi ile reseptoriin
intramolekiiler baglanmalar1 engellenmektedir. Dolayis1 ile reseptoriin fonksiyon
kazanimi gerceklesmektedir. Literatiirde bu genetik degisimler, Crouzon ve Pfeiffer
sendromlar1 ile iliskilendirilmistir.

Crouzon sendromlu 18 nolu olguda saptadigimiz bir diger mutasyon da siklikla
gozlenen ve ayrica Pfeiffer sendromu ile de iliskilendirilen C342Y mutasyonudur.
C342Y mutasyonunu belirledigimiz Crouzon sendromlu olguda, proptozis,
hipertelorizm ve s1g orbitler gibi orbital bulgular, kranyosinostozis, frontal ¢ikiklik,
midfasiyal hipoplazi, armut bi¢ciminde burun ve palatal abnormalite gibi
kranyofasiyal bulgular belirlenmistir. Ayrica sindaktili gibi klasik Crouzon fenotipi
ile uyumlu bulgular g6ézlenmistir. Bu bulgulara ek olarak ayrica genital anormali de
mevcuttur. Bu mutasyonla ilgili olarak yapilan hayvan modellerinde, heterozigot
mutant farelerde kisa yiiz yapisi, ¢ikintili géz ve prematiir siitiir flizyonu ile iligkili
oldugu belirlenmistir (74). Homozigot genotipli mutant farelerde ise yine ¢oklu siitiir
fiizyonu ayrica yarik damak bulgusu, trake ve akciger defektleri ve dogumdan sonra
kisa siire i¢inde Oliim goriilmektedir (74). Kranyosinostozis tanis1 almis olgularin
klinik degerlendirilmesinde ve smiflandirilmasinda fenotipik o6zellikler oldukca
belirleyicidir. Ancak bazi sendromik olgularin klinik bulgularinin Ortiismesi
klinisyenleri siniflandirma konusunda zorlamaktadir. Saptanan bazi mutasyonlarin
ozgiil fenotipik Ozellikler ile karakterize edilmesi de oldukg¢a zordur. Dolayisiyla
fenotipik heterojenite, ayn1 mutasyonun farkli sendromlar ile iliskilendirilmesine
neden olmaktadir. C342Y mutasyonu da fenotipik Ozelliklerdeki heterojenite
nedeniyle hem Crouzon sendromu hem de Pfeiffer sendromu ile karakterize
edilmektedir.

Yapilan molekiiler genetik aragtirmalarda, FGFR2 geni ile iligkili olarak sadece
sendromik degil siniflandirilamayan kranyosinostotik olgularda da mutasyonlar
saptanmaktadwr  (18).  Literatirde, = FGFR2  iligkili  siniflandirilamayan
kranyosinostozis  olgulari, FGFR2 geninde saptanan  mutasyonlar ile
iligkilendirilmistir. Ancak, calismamizda smiflandirilamayan kranyosinostotik
olgularda FGFR2 geninde ekzon I11a/7 ve IIIc/9 bolgelerinde herhangi bir mutasyon
belirlemedik. Bu genin ekzon 5, 10, 12, 15 gibi diger bolgelerinin de analiz edilmesi
ile birlikte FGFR?2 iliskili kranyosinostozis olgularinin genetik degerlendirilmesi
yapilmalidir.

Kranyosinostotik olgulara verilen klinik tanmmin dogrulanmasi amaciyla
molekiiler genetik analizlerin yapilmasi genetik damigsma agisindan oldukca Onem
kazanmaktadir. Ayrica, genetik analizlerin yani sira kranyosinostozisin risk
faktorlerinin de degerlendirilmis olmas1 yararli olmaktadir. Ciinkii genetik etkilerin
yaninda ¢evresel etkiler de bu malformasyonun olusumunu belirlemektedir. Ornegin,
annenin gebelik doneminde sigara iciminin kranyosinostozis riski ile iliskili oldugu
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bilinmektedir (70). Ayrica, parental yasim ilerlemesine bagh olarak kranyosinostozis
riskinin de artti@1 arastirmalarca tespit edilmistir (70, 76). Bu bilgiler 1s1ginda
kranyosinostozis etyolojisinin belirlenmesinde sigara i¢cimi, parental yas ve cevresel
kosullar gibi parametrelerin de g6z Oniine alinmas1 6nem arz etmektedir.

Genetik danisma agisindan, klinik degerlendirme, molekiiler genetik analiz
bulgulari, risk faktorleri ve aile hikayesi oldukga belirleyicidir. Giintimiizde yapilan
genetik arastirmalar sonucunda kranyosinostozis ile iligkili olarak saptanan de novo
mutasyonlarin giin gectik¢ce arttig1 diisiiniiliirse hastalikla iligkili olarak molekiiler
genetik tarama stratejisinin dogru tanimlanmasi énem kazanmaktadir. Bu konuda
spesifik rutin ve arastirma amach yaymlar mevcuttur (21, 77). Genetik ¢caligmalarda,
ozellikle sendromik olan olgularda, mutasyon oraninin daha sik belirlendigi FGFR2
geninin Oncelikli olarak degerlendirilmesi, taninin kesinlesmesi, zaman ve finansal
harcamalar acisindan anlamli olmaktadir. Genetik stratejisi agisindan bakildiginda,
mutasyon saptamadigimiz Crouzon sendromlu olgularda FGFR3 genine yonelik
genetik calismalarin Oncelikli olarak yapilmasi yararli olacaktir. FGFR2 geninde
mutasyon saptanmayan Pfeiffer sendromlu olgularda ise FGFR3 geninin genetik
analizi ile birlikte FGFRI geninin analizi de 6nemlidir. Ciinkii literatiirde, FGFRI
geninde saptanan mutasyonlar Pfeiffer sendrom tip 1’e 6zgii olarak %67 oraninda
belirlendigi bilinmektedir (20). Mutasyon saptamadigimiz smiflandirilamayan
kranyosinostozis tanis1 almig olgularda ise Oncelikle FGFR3 genine yonelik genetik
caligmalarin yapilmasi ve daha sonraki asamada FGFRI ve TWIST genlerine yonelik
genetik ¢alismalarm gerceklestirilmesi anlaml olacaktir.
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Ek-1
KRANYOSINOSTOZiS FORMU

Hastamin Adi ve Soyadi:
...... S S
Yas/Cinsiyeti:

Adres:

Tel:

Gonderen Dr. e-mail:

Basvuru Sikayeti:

Noromotor Gerilik: Var Yok

Varsa neler (Konusma, yiiriime):

Aile Hikayesi:(Benzer kafa yapis1 (kranyosinostotik) ailelerde pedigri ¢izilmesi)

Fizik Muayene Bulgulari: Bas Cevresi: Boy: Tarti:

Bas boyun muayene bulgulari:

Kafa biiyiikliigii: Normosefali Mikrosefali Makrosefali
Kafa sekli Kraniyal X-ray’de

Skafosefali Sagittal siitiir sinostozis

Plajiosefali Tek tarali Koronal siitiir sinostozis

Trigonosefali Metopik siitiir sinostozis

Brakisefali Kafa 0n arka cap1 azlig1 ve eslik edebilecek sinoztozis hali

(Koronal ve sagittal siniisler kombine sinostotik olabilir)

Oksisefali Anterior fontanelin belirgin ve yiiksek oldugu konik kafa
Turrisefali Kulekafa (Koronal ve sagittal siniisler kombine sinostotik olabilir)
Yonca yapragi kafa Yonca seklinde kafa (Coklu ve kismi siitiir sinostozisi)

Kranyal X-ray raporu:
Yiiz Bulgular:
Ekstremite Bulgular:

Eslik eden diger sistem bulgular
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LABORATUVAR DEGERLENDIRMESI

Kranyal X-Ray (Iki yonlii Kafa grafisi):

Kranyal Tomografi (Ozellikle 3 yonlii):

Kranyal MRI raporu:

Isitme Testi sonucu (Eger isitme ve konusma problemi varsa):

Goz Muayenesi Bulgular:

Diger Patolojik Laboratuar sonuclari (Ornegin sindaktilisi olan hastanin

El grafisi raporu veya anormal kan biyokimyasi sonuclar1 vb):

TANI:
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OLGULAR

Okiiler

Proptozis

Hipertelorizm

Strabismus

S1g orbitler

Diger

Kranyofasiyal

Kranyosinostozis

Yonca yaprag: kafa sekli

Brakisefali

Basik yiiz

Frontal ¢ikiklik

On fontanel genislemesi

Hidrosefali

Midfasiyal hipoplazi

Displastik kulaklar

Dis kulak kanali stenozu

Armut bi¢imli burun yapist

Basik burunkokii

Palatal abnormalite

Ekstremiteler

Coklu eklem kontraktiirii

Radyohumeral sinostoz

Femoral kontraktiir

Femoral bowing

Sindaktili

Genis parmaklar

Kamptodaktili

“Rocker bottom” ayak

Kiigiik yap1

Diger

Kalp defekti

Genital anomali

MSS yap1 abnormalitesi

Konviilzyon

Gelisme geriligi

Erken oliim

Sporadik

Ailesel

Maternal yas

Paternal yas

Cinsiyet

Yas

Tam
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