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OZET
LiPOID PROTEINOZIiS OLGULARINDA
GENOTIP-FENOTIP ILISKISININ ARASTIRILMASI

Lipoid proteinozis (LP), deri, mik6z membranlar ve i¢ organlarda hiyalin birikimi ile
karakterize, otozomal resesif kalitimli nadir goriilen bir sendromdur. Yenidogan doneminde
ilk olarak ses kisikligi dikkat ¢ceker. Kirpik diplerine dizilmis papiiller, akneiform skarlar,
balmumsu papul ve nodiller gibi ¢esitli deri belirtileri ¢ocukluk doneminde ortaya gikar.
Olgularin bir kisminda temporal lob, amigdala, hipokampusta kalsifikasyon ve konvilziyon,
absans benzeri dalma, hafiza kaybi1 gibi nérolojik, problem ¢dzme ve planlama gibi yonetsel
fonksiyonlarda bozulma, agresif davranig, paranoya, haliisinasyon, korku kayb1 gibi
noropsikiyatrik bulgular gorilmektedir. Histolojik incelemede, dermal-epidermal bileskede,
damar ve adneksiyal epiteli cevreleyen bazal membranda hiyalin (glikoprotein) birikimi
goralir. Hastalikla iliskisi tanimlanmis tek gen 1g21.2°de lokalize ECM1 (NM_022664) geni
olup ekstraselltler bir matriks proteinini (NP_073155) kodlamaktadir. 10 ekzonu olan bu
transkriptte mutasyonlar genelde ekzon 6 ve ekzon 7’de saptanmaktadir. Ekzon 7 disindaki
mutasyonlarin daha agir bir fenotip (mukokutandz LP) ile iliskili oldugu dUsiiniilmiis ancak
daha sonra boyle bir iliskili olmadig bildirmistir. Norolojik bulgularla 6zgun bir mutasyon
iligskisi gosterilememistir. Genotip-fenotip iliskisinin arastirilmasi, etkilenmis olgulara ve
prenatal tani isteyen ailelere 6zgiin genetik danigma verilebilmesi agisindan Snemlidir ve
Turkiye’de LP’de bu iliskiyi arastiran bir c¢alisma bildigimiz kadariyla heniiz
yayimlanmamustir.

Bu ¢alismada, LP tanili 10 aileden15 olgu, aile agaci, klinik/radyolojik incelemeler, ve
ECM1 geninde molekuler analizler ile degerlendirildi. Tum olgularda cilt ve mukoza
bulgular1 mevcuttu. 15 olgunun 5’inde noérolojik bulgular ve bunlarin 4’tinde noropsikiyatrik
bulgular da oldugu belirlendi. Olgularda saptanan sekiz mutasyondan Ucu (c.709-2A>G,
€.1305-2A ve c.1411 1412insAT) daha 6nce literatiirde tanimlanmamis mutasyonlardi. Ayni
mutasyonu tasiyan olgularda fenotiplerin farkli oldugu gorildi ve mutasyonun tipi veya

lokalizasyonu ile fenotip arasinda bir iligski kurulamada.

Dingsoy, Firdevs (2015). Lipoid proteinozis olgularinda genotip-fenotip iliskisinin arastirilmasi. Istanbul Universitesi
Istanbul T1p Fakiiltesi Tibbi Genetik AD Uzmanlik Tezi
Anahtar Kelimeler: lipoid proteinozis, ECM1, boguk ses, cilt

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir. Proje N0:52427



ABSTRACT
GENOTYPE PHENOTYPE CORRELATION
IN LIPOID PROTEINOSIS

Lipoid proteinosis (LP) is a rare, autosomal recessive disorder typified by generalized
thickening of skin, mucosae, and certain viscera. The disorder usually presents in early
infancy with hoarseness. Skin lesions like beaded eyelid papules, acneiform scars, wavy,
yellow papul and nodules usually develop during the first few years of life. In some cases
neurologic abnormalities such as calcification in the temporal lobes or hippocampi-amigdala
complex and epilepsy and neuropsychiatric abnormalities such as memory impairment,
executive dysfunction, aggressive behavior, paranoia, hallucination and absence of fear are
observed. Histologically, there is a widespread deposition of hyaline (glycoprotein) material
and basement membran thickening at the dermal-epidermal junction, surrounding blood
vessels andadnexal epitelia. ECM1 (NM_022664), located at 1g21.2, encoding extracellular
matrix protein (NP_073155) is the only gene known to be assosiated with LP, that have 10
exons and mutations frequently diagnosed in exon 6 and 7. Some reports concluded that,
mutations outside exon 7 are usually associated with a slightly more severe phenotype
(mucocutaneous LP) whilesome others do not support this anticipation. There is nospecific
genotype-phenotype correlation established for neurologic features. Further research on the
genotype-phenotype correlation in LP is an important issue since genetic consultation is to be
offered to the affecteds and families for reproductive options. To our knowledge, there is no

study of genotype-phenotype correlation in LP cases from Turkey, as of yet.

In this study, we here report 15 affecteds with LP from 10 unrelated Turkish families
along with clinical/radiological findings, family data and molecular analysis results to
establish genotype-phenotype correlation. All affecteds have skin and mucosae lesions, in five
out of 15 affecteds neurological findings and in four neuropsychiatric findings were present.
We identified three novel ECM1 mutations (IVS6-2A>G; ¢.1305-2A; ¢.1411_1412insAT).
Inter and intra- familial clinical variability was observed among the cases even carryig the
very same mutation. No correlation could be established between the genotype and the

phenotype in our series of LP patients.

Dingsoy, Firdevs (2015). Genotype phenotype correlation in lipoid proteinosis. Istanbul University, Istanbul Medical Faculty
Medical Genetics Department. Istanbul. 2015.

Key words: lipoid proteinosis, ECM1, hoarseness, skin

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No. 52427



I. GIRIS VE AMAC

Lipoid proteinozis (LP), deri, miik6z membranlar ve i¢ organlarda hiyalin birikimi ile
karakterize, otozomal ¢ekinik kalitilan, nadir bir genodermatozdur (1-3). LP, histolojik olarak
periyodik asit-Schiff (PAS)-pozitif fakat diyastaza direncli, dermal-epidermal bileskede,
damar ve adneksiyal epiteli ¢evreleyen bazal membranda kalinlasma ve dermisde hiyalin
birikimi ile karakterizedir (3). Vokal kordlardaki hiyalin birikimi boguk sese, cilttekiler ise
balmumsu, sar1 papiil ve nodiillere, mekanik surttinmeye maruz kalan eller, dirsekler, dizler,
kalcalar ve aksillalarda hiperkeratozise, verriikoz lezyonlara ve ciltte kalinlasmayaneden olur
(3). Olgularin bir kisminda temporal lob veya hipokampus-amigdala kompleksinde
kalsifikasyon, epilepsi ve hafiza kaybi, yonetsel fonksiyonlarda bozulma, agresif davranis,
paranoya, haliisinasyon, korku kaybi gibi ndropsikiyatrik bulgular goriilmektedir (4). LP’li
tim olgularda kraniyal goriintiileme yapilmadigi icin intrakranial kalsifikasyon insidansi
bilinmemektedir. Hipokampus ve amigdalayida iceren temporal lob Kkalsifikasyonlari
genellikle bilateral ve simetriktir (5). LP olgularinin %25’inde gortlen epilepsinin beyinde
kalsifikasyon varligi ya da yoklugu ile iliskili olmadig1 bildirilmistir (6). LP, st solunum
yolunda hiyalin birikimine enfeksiyon eklenmesiyle solunum giigliigii geliserek kaybedilen
olgular disinda, yasam siiresini etkileyen bir sendrom degildir (2). Sendromla iliskilendirilen
tek gen, ekstraseltler matriks protein 1’i kodlayan ECM1 genidir (3). Bu genin kodladig:
ECM1 proteini spesifik baglanma bolgeleri ile dermal-epidermal bileskede farkli
hemidesmozom ve ekstraseliiler matriks molekiillerine baglanmaktadir (7). ECM1 geni, 10
ekzon igerir ve mutasyonlar gogunlukla ekzon 6 ve ekzon 7’de saptanmaktadir (6). Bu gende
ekzon 7 disindaki mutasyonlarin daha agir mukokutandz LP fenotipine neden oldugunu
bildirilmis ise de bu goriisii desteklemeyen yayinlar da mevcuttur (3,6). LP’li tim olgularda
beyin goriintiilemesi yapilmadigi igin herhangi bir ECM1 mutasyonuyla serebral kalsifikasyon
arasinda iliski de kesinlik kazanmamustir (6). Norolojik, néropsikiyatrik bulgularin da 6zgin
bir genotip ile iliskili oldugu gosterilmemistir (8). Ozetle ECM1 mutasyonlarinin tipi ve
lokasyonuyla, olgularin mukokutandz bulgularinin, norolojik ve néropsikiyatrik bulgularinin
agirhigr agisindan herhangi bir iliski gézlenmemistir (8). ECM1 geninde ayni mutasyonu
tastyan olgularda, Klinik bulgularin zamanla ortaya g¢ikmasi ve bireylerin farkli yaslarda

olmasi nedeniyle degerlendirmenin zor oldugu, intrafamilyal variyabilitenin gozlendigi



bildirilmistir (8). Glnlmiize kadar 300’den fazla olgu yaymlanmistir, Trkiye gibi akraba

evliliginin sik oldugu toplumlarda daha sik goriilmesi beklenmektedir.

Bu c¢alisma ile LP tanili 10 bagimsiz aileden 15 olguda olas1 genotip-fenotip iliskisi
varliginin aragtirilmasi amaglanmistir. Calisma kapsamina alinan aileler, klinik, radyolojik
bulgular, derinin histopatolojik incelemesi, aile agact ve molekiiler calismalar ile
degerlendirilmistir. Bu sendromdan etkilenmis bireylerde, mukokutantz bulgularin agirligi ve
norolojik, ndropsikiyatrik bulgularin varligi degiskenlik gosterdiginden, ailelere bu sendroma
yonelik 6zgiin genetik danisma vermek zordur. LP’ye neden olan mutasyonun bilindigi
tasiyici ciftlerin prenatal tani istemesi durumunda, fetusun sendromdan etkilendigi saptansa
dahi, genotip-fenotip iliskisi kurulamadiginda,dogacak bebegin fenotipi hakkinda net bir bilgi
vermek mimkiin olamayacaktir. Bilgilerimize gore Ulkemizde daha 6nce LP olgularinda
molekiller c¢alisma yapilmamistir. Bu ¢alisma kapsaminda kendi olgu grubumuzdaki
mutasyonlar1 saptamayi, olasi yeni mutasyonlari tanimlamayi ve genotip-fenotip iliskisi
varligin1 arastirmayi, hicre, protein veya gen dizeyinde iliskilerin ortaya g¢ikarilmasi ile
tedavi metotlarinin gelistirilmesine katki saglamay1 ve boylece literatiire katki saglamay1

amagladik.



Il. GENEL BILGILER

A. LIPOID PROTEINOZIS

LP, ilk kez 1929°da Avusturyali bir dermatolog olan Erich Urbach ile KBB uzmani
olan Camillo Wiethe tarafindan ‘lipoidosis cutis and mucosa’ olarak tanimlanmistir (1). Erken
cocukluk doneminde boguk ses ve biil gibi cilt lezyonlar1 ile seyreden, otozomal cekinik
kalitilan bir sendromdur. Daha sonra, cilt ve mukdz membranlarda infiltrasyon ve kalinlagsma
bildirilmistir (2). Histolojik olarak cesitli dokularda anormal lipid ve protein birikiminin
gosterilmesiyle 1930’larin sonlarinda Urbach, sendromun adini ‘lipoid proteinosis cutis et
mucosae’ olarak degistirmistir. Cilt biyopsi bulgularina goére ‘lipid proteinosis’,
‘lipoglycoproteinosis’ veya dermisin cam benzeri (hiyalin) gorinimu nedeniyle *hyalinosis
cutis et mucosae’ olarak da adlandirilmistir (2,9). Bazal membranda biriken materyalin
hiyalin (glikoprotein) oldugu anlasilmis olmasina ragmen, sendromun ismi Lipoid Proteinozis

olarak kalmustir.
1. KLINIK BULGULAR

a. LP: Deri ve mukoza bulgular:

Lipoid proteinozisin genellikle en erken fark edilen bulgusu boguk sestir (3). Vokal
kordlarda infiltrasyon sonucu olusan boguk ses, dogumdan hemen sonra veya yasamin ilk
yilinda goriiliir. Bu bulgu, nadiren ilk birka¢ yil belirgin olmayabilir. Cilt lezyonlar1 ise
yasamin ilk birka¢ yilinda ortaya ¢ikar ve zamanla belirginlesir. Sendromun en karakteristik
bulgusu, kirpik diplerinde dizilmis papiiller “moniliazis blefarozis” olmasina ragmen, bazi
olgularda belirgin olmayabilir. Nadiren, Uveit, konjonktiva, kornea, trabekiila ve Bruch
membraninda hiyalin birikimi gozlenebilir (10). Cilt bulgulari, ciltte kalinlasma, balmumsu
sar1 papiil ve nodiiller, mekanik siirtiinmeye maruz kalan eller, dirsekler, dizler, kalgalar ve
aksillada hiperkeratozistir. Ciltteki infiltrasyon verriikdz lezyonlara neden olabilir. Olgularin
cildi cocuklukta kugiik travma veya sirtinme ile kolayca zedelenebilir ve zedelenme, bl ve
skar olusumuna yol agar. Olgularin 6zellikle yiiz ve ekstremitelerinde ¢icek hastaligindan
kalma izler gibi (pock-benzeri) veya akne izleri gibi lezyonlar goriilebilir (Sekil 1). Bazi
olgularda sagli derideki infiltrasyon sa¢ kaybina neden olabilmektedir (3) Farinks, dil,
yumusak damak, tonsiller ve dudak mukozasiin infiltrasyonu, solunum gii¢liigline neden

olabilir. Mukozal infiltrasyona Ust solunum yolu enfeksiyonunun eklenmesi, bazen



trakeostomi gerektirebilir (11). Gingival hipertrofi gorulebilir (12). Parotis ve submandibular
bezlerin tekrarlayan inflamasyonlari goriilebilir. Sendromun tani1 koydurucu bulgulari, boguk
ses ve sublingual frenulumun kalinlagmasi ile dilin tam olarak disar1 ¢ikarilamamasidir.
LP’nin etkili bir tedavisi yoktur. Oral dimetil siilfoksitin tedavideki faydasi tartigmalidir (13).
Baz1 olgularda D-penisilaminin faydali oldugu bildirilmistir (14) fakat bu konuda yeterli bilgi
birikimi yoktur. LP, olgularin yasam siiresini etkilemez ancak solunum yolu obstriiksiyonuna

bagli mortalite riski géz ardi edilmemelidir (15).

Temporal lob &
= — Sag kayh }Jipc_bk:ampus.te
@ (@ o kalsifkasyon

— Tekrarlayan parotitis

Vikal kordlarda

Sekil 1. Lipoid proteinozisin klinik bulgulari (16)’dan modifiye edilmistir

Bugiine kadar 300°den fazla olgu bildirilmistir. Gliney Afrika’da daha sik gézlenmesi
17. ylizyilin ortalarinda Giliney Afrika’ya go¢ eden Alman kokenli toplulukta mutasyonun



varligi (founder etkisi) ile acgiklanmaktadir (8). Giiney Afrikali LP tamili 24 olgunun
klinikopatolojik bulgularinin bildirildigi yayinda, bazi olgularda cilt bulgularimin 10 yasina
kadar belirginlesmedigi, ciltteki infiltrasyon ve skar olusumunun travma ile provoke oldugu
fakat ciltte cerrahi sonrasi yara iyilesmesinde gecikme, keloid veya hipertrofik skar
olusmadigr belirtilmistir (8). LP’li olgularda kasint1 gibi, fotosensitivite sikliginda da artig
bildirilmistir. Olgularda tirnak anomalilerine rastlanmamistir. Klinik agidan, {ist solunum yolu
semptomlarinin cilt bulgularindan daha 6nemli oldugu belirtilmistir. Ayn1 yayinda, tim
olgularin sesinin boguk oldugu ve olgularda iist solunum yolu enfeksiyonu ile tetiklenen
solunum giicliigii bildirilmistir. Solunum gii¢liigli olan iki olguda stridor mevcutken, {i¢
olguda trakeostomi gerekmistir. Ust solunum yolu enfeksiyonu ile submandibular veya parotis
bezinde epizodik sigsme bildirilmistir. Tiim olgularda sublingual frenulumda kalinlasma ve dil

hareketlerinde azalma tespit edilmistir (8).

b. LP: Noropsikiyatrik bulgular

LP’nin ekstrakitantz bulgulari, medial temporal loblarda, hipokampusta, amigdalada
kalsifikasyonlar, epilepsi ve bazi noropsikiyatrik bulgulardir. Medial temporal loblara yerlesik
amigdala ve hipokampus limbik sistemin pargalaridir. Limbik sistem, bir uyariya karsi
gosterilen duygusal cevabi kontrol etme, beslenme davranislari, cinsel davranislar, koku
algilanmasi, korku ve hiddet duygulari, motivasyon, 6grenme ve hafiza fonksiyonlarinda rol
oynar (17). Limbik sistem, limbik lob ve derinindeki yapilar1 igerir. Beyine medialden
bakildiginda prefrontal limbik korteks ve limbik lob goériilmektedir (Sekil 2). Limbik lob,
kortikal yapilarin altinda singulat girus, hipokampus, amigdalay1 kapsayan temporal lobun i¢
yuzeyidir (18). Amigdala 6zellikle korku olusumunda 6nemlidir. Amigdaladaki hasar korku
durumunu engeller. Hipokampus, hafiza olusumunda ¢ok 6nemli role sahiptir. Epilepsi
tedavisi amaci ile her iki hipokampusu cerrahi olarak ¢ikarilan olgularda ileriye doniik bellek
yitimi (anterograd amnezi) gelistigi gozlenmistir. Hipokampus zedelenmesi olan bazi
kisilerde, ileriye doniik bellek yitimi ile birlikte, bir miktar geriye doniik bellek yitimi de
ortaya c¢ikar ve bu durum, iki ayr tipteki bellek yitiminin en azindan kismen iligkili oldugunu
ve hipokampus zedelenmelerinin her ikisine de yol agabilecegini gosterir. Hipokampuslari
zedelenmis kisiler, sozel veya simgesel tipte zeka gerektirmeyen fiziksel (motor) becerileri

ogrenmede cogu kez giiglilk ¢ekmezler. Ciinkii motor beceri 6grenmenin temeli, zihindeki



simgesel yineleme veya pekistirme yerine, gereken Odevleri fiziksel olarak tekrar tekrar

yinelemeye dayanir (19).

Singulat givrus

Olesipital lob

Frontal lob

Parahipokampal giyrus

Hipokampus
Temporal lob

18)’den
Sekil 2. Limbik sistem (18)

LP’li tiim olgularda kranial goriintiileme yapilmadigindan, intrakranial kalsifikasyon
insidansii belirlemek zordur ancak kalsifikasyon varliginda nérolojik, noéropsikiyatrik
bulgularin goriilebilecegi bildirilmistir (20). Teive ve arkadaslari tarafindan 2004 yilinda
yapilan ¢alismada, hipokampus ve amigdalayr da igeren temporal lob kalsifikasyonlarinin
genellikle bilateral ve simetrik oldugu (Sekil 3) ve olgularin %75’inde kalsifikasyon
goriildiigli bildirilmistir (5). Chan ve arkadaglart (2007) LP olgularinin %25’inde epilepsi
goriildiiglinii, epilepsinin beyindeki kalsifikasyon varligi ile iliskili olmadigini bildirmislertir
(6).LP olgusunun otopsi materyalinde yogun amorf kalsiyum Kkitlesi, bitisik gliotik doku ve
kalsifiye duvarli kiiciik kan damarlar1 gozlenmistir. Bitisik kortekste, kiigiik perivaskiiler
infarkt, demiyelinizasyon alanlari, fibrinle tikali kan damarlar ve kalsifikasyon varligi tespit
edilmistir (5,21). Tespit edilen multipl kalsifiye damarlar, kraniyal goriintiilemede belirgin
kalsifikasyon gorinimdine neden olabilir (21).



Sekil 3.LP tanili olgunun BT goriintiisii
Bilateral amigdala kalsifikasyonu. (20)’den

Olgulardaki diger noropsikiyatrik bulgular, hafiza kaybi, episodik absans benzeri
dalmalar, paranoya, halusinasyon, agresif davranis, korku hissinin kaybi olarak karsimiza
cikmaktadir (4).

c. LP: Histopatolojik ve Biyokimyasal Anomaliler

LP, histolojik olarak periyodik asit-Schiff (PAS)-pozitif fakat diyastaza direncli,
dermal-epidermal bileskede, damar ve adneksiyal epiteli g¢evreleyen bazal membranda

kalinlagsma ve dermisde hiyalin birikimi (Sekil 4) ile karakterizedir (3).

Sekil 4. LP’li olgunun alt dudak mukoza biyopsisi
Subepitelyal bag doku ve kan damarlarinin ¢evrelerinde

PAS(+) hiyalin birikimi (oklar). (22)’den
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LP’de intraepidermal adezyon anomalileri de bildirilmistir (23). Anti-tip IV Kkollajen
antikoru ile dermal-epidermal bileskede ve kan damarlarinin ¢evresinde bazal membranda
kalinlagsmanin parlak, kalin bantlar seklinde goriildiigii belirlenmistir. Ayrica, defektif cilt
lenfatikleri ve diger mikrovaskiiler anomaliler goriilmiistiir (24-26). Dermal fibroblastlar
karakteristik sitoplazmik vakuol formasyonu gosterirler. Dermal ekrin bezlerde ve
histiyositlerde anormal lizozomlar, glikolipit ve sfingolipit yolagindaki bozulma ile olusan
Farber hastaligindaki lizozomlara benzemektedir. Cildin ve fibroblast kiiltiirlerinin
biyokimyasal analizlerinin yapildign caligmalar mevcuttur (27-28). Ozellikle Bauer ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan fibroblast kiiltiirlerinde heksuronik asit miktarinda artis oldugu
bildirilmistir (29). Fibroblast kiiltiiriinde tip-1 prokollajen mRNA’sinda azalma gozlenirken,
tip-4 kollajen alfa polipeptit mRNA’sinda artis gozlendigi bildirilmistir (30-31). Fibroz
kollajen dretiminde azalma gorulirken, bazal membran kollajeni Uretiminde artis

gozlenmistir.

2. MOLEKULER TEMELI

a. Ekstraseltler Matriks Protein 1 (ECM1)

ECM1 1994°te tanimlanmis bir glikoproteindir. Kemik matriks biyolojisinin incelendigi
bir calismada, Mathieu ve ark., fare kemik iliginden koken alan klonal osteogenik stromal
hiicrelerden salgilanan proteinleri iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezinde, Western blot
ve mikrosekanslama ile analiz etmistir (32). Protein ¢aligmalarinda 84-kDa glikozile protein
izole edilmis, bu protein baslangicta boyutu nedeniyle ‘p85° olarak isimlendirilmis, ancak
daha sonra tip 1 kollajen, osteonektin, katepsin ve sialo kemik proteini gibi cesitli diger bag
doku proteinleri ile iliskisi nedeniyle ECM1 olarak isimlendirilmistir (33). 1997°de bu
proteinin insan homologu tanimlanmistir (34,35). ECM1’in ciltten baska kemik, kikirdak
gelisimi, anjiogenezis, bazi malignansiler gibi farkli dokularda fonksiyonu mevcuttur.
Endokondral kemik olusumunda, alkalin fosfataz aktivitesini ve mineralizasyonunu inhibe
ederek negatif diizenleyici etki yaptig1 gosterilmistir (36,37). Ayrica, kan damari1 endotelyal
hiicre proliferasyonunu stimiile ettigi (kiiltiirde), anjogenezisi uyardig1 (tavuk embriyosunda)
gosterilmistir (38). ECMI, iki insan meme kanseri stromal hiicre serisinde, kikirdak
olusumunda, dendritik hiicre diferansiyasyon ve matlirasyonunda ve grade I, II ve IV

glioblastoma multiformede gosterilmistir (39,40).
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Dermal-epidermal bileskede ECM1 proteininin spesifik baglanma bdélgeleri, farkli
hemidesmozom ve ekstraseliiler matriks molekiillerine baglanmaktadir (Sekil 5). ECM1
proteininin karboksil ucu (424-540 aa) ile perlekan (41), tandem repeat bolgesi (236-361 aa)
ile fibulin-1C/1D ve MMP-9 etkilesim halindedir (42,43). Proteinin 207-340 aa’leri LN332
(laminin332) ile ve NH, ucu (14-207 aa) kollajen IV ve LN332 ile etkilesim halindedir.
Insanda epidermisin bazal tabakasinda keratinositler bazal membrana hemidesmozom
seklindeki monomerik veya polimerik proteinlerle tutunurlar. Bu proteinler keratinositlerden
ve fibroblastlardan (heparin, perlekan, fibronektin) salgilanirlar ve dogrudan ECMI ile
baglantilidirlar. Diger yapisal proteinler 6zellikle bazal membranin lamina lucida (LN 332 ve
fibulin-1) veya lamina densa (LN 332 ve kollajen IV) tabakasina yerlesiktirler. Major
interstisyel dermal protein/polisakkaridler (fibronektin [FN], kondriotin sulfat [CSA] ve
hyaluronan [HA]) farkli afinitelerle ECM1°e baglanirlar. Kollajen IV igin proteolitik aktivite
gosteren MMP-9, ECM1’e baglanabilir ve bu baglanma enzimatik aktiviteyi azaltir (44).
ECM1 insan cildinde ‘biyolojik tutkal’ goérevi gorir (7). ECM1’in ii¢ boyutlu yapisi Sekil
6’te gosterilmektedir.

. Fibulin-1CG/1D

[ Callagen IV ] [ LN 322 l [ Perlecan l
3 Signal paplide 0 18 150 279 405 540
B3 Cysteine-foe domain |y, 7] [ L —ce
3 Tandem repeat 1 2
B Tandem repeat 2 _—
=0 COOH-tarminal domain Sp23

Hamidesmosomea

Lamina densa

Dermis

Sekil 5.Dermal-epidermal bileskede ECM1°’e baglanan molekiillerin sematik goriintimii
(a) ECM1a proteininin spesifik baglanma bolgelerinin, farkli hemidesmosal ve ekstraseliiler
matriksmolekiillerine baglanmasi. (b) Dermal-epidermal bileskede ECMI1’e in vivo

baglananlaringematik goriinimii. ~ (7)’den
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Sekil 6. ECML1 proteininin U¢ boyutlu yapisi (45)’ten

b. ECM1 Geninin Tanimlanmasi

LP i¢cin aday gen belirlenmesinde yardimer olabilecek herhangi bir 6zgiin fonksiyonel
ipucu bulunmadigr i¢in, sendromun patogenezi fonksiyonel klonlama ile degil genom boyu
baglanti analizi ile aydinlatilmistir. Hamada ve ark. (2002), akrabalik iliskisi bulunan ailelerde
sendromdan etkilenmis ve etkilenmemis bireylerin genomik DNA’s1 ile homozigosite
haritalamas1 yaparak, etkilenmis bireylerdeki homozigot mikrosatellit DNA markerlarinin
belirlenmesini amaglamistir. Elde edilen bulgular ile gen, 1g21.2 bolgesine lokalize edilmistir
(46). Bir sonraki asamada, bu bolge i¢in daha fazla marker kullanilarak bolgeyi kicultmek
yerine, pozisyonel aday gen yaklagimi yapilmaya calisilmistir. Bu bolgede 68 aday gen
mevcuttur. LP ile iligkilendirilecek genin dermal fibroblastlarda eksprese edilmesi gerektigi
ve gen ekspresyonunun normal kontrol fibroblastlarina gore azalmis olmasi gerektigi
hipotezlerinden yola ¢ikilarak aday gen sayis1 azaltilmistir (46). Akraba evliligi bulunan 6
ailede ECM1 geni dizilenmis ve tim olgularda homozigot fonksiyon kaybi mutasyonlar
(anlamsiz (nonsense), ¢er¢eve kaymasi (frameshift) veya gen ici (intragenik) delesyonlar)
saptanarak ECM1 mutasyonlari ile LP iliskisi kurulmustur (46). Ardisik ¢alismalarda da LP’li
olgularda ECM1 gen mutasyonlart bildirilmis ve farkli bir gen ile iliski gosterilmemistir
(47,48).

c. ECM1: Gen Yapis1 ve Ekspresyonu

ECM1 geni (MIM *602201) 1g21.2°de lokalize (Sekil 7), kromozomda 150,508,011-
150,513,789 (GRCh38/hg38) baz ciftleri arasinda yerlesik, 5,778 baz ¢ifti uzunlugunda, 10
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ekzonlu, bilinen 3 transkriptinden en uzunu 2070 baz ciftten (NM_04425) olusan ve 540
aminoasitlik ECM1 proteinini (NP_004416) kodlayan bir gendir.

Sekil 7.ECM1 geninin 1. kromozomdaki lokalizasyonu (49)’dan

Ensemble veri tabaninda, iki transkript varyanti daha mevcuttur (NM_ 022664 ve

NM_001202858) (Sekil 8).

o il B e s =
NM_ 004425
ECMLOL1> NP 004416
protein codina
R TR ¥ B nE B I
= R R R WE " M o001202858
NP_001189787
I f B B | ] - B = Nm_nzzsﬁq
NP_ 073155
Sekil 8. ECM1 genini kodlayan transkript varyantlari (50)’den

ECMZY’in protein kodlayan (¢ transkripti vardir. Splice varyantlari, ECM1a, ECM1b
ve ECM1c’dir. ECM1a tiim ekzonlar i¢erirken ECM1b’de ekzon 7 yoktur, ECM1c ise intron
5’de ekzon 5a icermektedir ECMla en fazla eksprese olan splice varyantidir, ve cilt,
karaciger, ince barsak, akciger, over, prostat, testis, iskelet kasi, pankreas, bobrek gibi cesitli
dokularda en fazla da plasenta ve kalpte eksprese olmaktadir (34). ECM1b’nin ekspresyonu
daha sinirlidir, sadece tonsillerde ve keratinositlerde ekspresyonu gosterilmistir. ECMIc ise
derideki ECM1 RNA’sinin yaklasik %15’ini olusturmaktadir (34).

Human mutation database veritabaninda(HGMD Professional/Agustos 2015), ECM1
geninde 51 mutasyon yer almaktadir. Bunlarin 26’s1 anlamsiz ve yanlis anlamli, 6’s1 kirpilma,
11’1 kuguk delesyon, tgl kugik insersiyon, tgu kuguk indel, biri buyuk delesyon, biri blytk

insersiyon tipi mutasyondur (51).
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3. ECM1 ILE ILiSKiLI HASTALIKLAR

LP olgularinda, cildin 6zellikle gilines 1sinlarina maruz kalan bolgeleri gevsek, skarh
ve kirisiktir ve erken yaslanmis goriinlime sahiptir (8). ECM1’in yoklugu, giines 1sinlarinin
cildin yaslanmasina olan etkisini arttirabilir. Matriks metalloproteinaz (MMP9)
biyoaktivitesindeki degisim, hastaligin patofizyolojisindeki aday mekanizma olabilir. ECM1
normalde MMP9’a baglanarak biyoakitivitesini kisitlar (52). ECM1 fonksiyonu/ekspresyonu
azaldiginda, MMP9 aktivasyonu artarak interstisyel ve bazal membran kollajen yikiminin
artmasina ve cilt yaslanmasina neden olmaktadir. Normal cilt yaglanmasi da ECMI1
ekspresyonunun azalmasindan veya proteindeki olas1 post-translasyonel degisimlerden
kaynaklanabilmektedir. Yas ilerledikge ve ultraviyole maruziyeti arttikga insan cildinde

ECMI1 ekspresyonunun azaldigi, immiinhistokimyasal metodlarla gosterilmistir (53).

ECMZY’in kanser biyolojisinde yer aldigin1 gosteren ¢aligmalar mevcuttur. Memenin
invaziv duktal karsinomu, 6zofagus skuamo6z hicreli karsinoma, gastrik ve kolorektal kanser
gibi baz1 malign epitelyal tiimorlerde fazla eksprese edildigi gosterilmistir (54). Malign tiroid
neoplazmalarinda da ECM1 mRNA’sinin ve protein miktarinin arttigr gosterilmistir (55,56).
ECM1’in, laringeal karsinomanin biiylime, metastaz ve anjiojenik stromal cevabinda 6nemli
bir role sahip oldugu gosterilmistir (57). ECM1’in, baz1 tiimorler ve mikrogevresi arasinda
timor davranisin1 belirleyen onemli etkilesimlerin igerisinde yer aldigi diisiiniilmektedir.
Insan tiimér metastaz modelinde ECM1’in fazla eksprese edildiginin gosterilmesi, ECM1’in

epitelyal-stromal etkilesimlerde anahtar role sahip olduguna dikkat ¢ekmektedir (58).

Kazanilmis otoimmiin bir hastalik olan liken skleroz (LS), siklikla kadinlarda
postmenapozal donemde, 6zellikle anogenital bdlgede, porselen beyazi sklerotik plaklar ile
karakterizedir. Progresif, inflamatuvar bir dermatoz olan LS’de, ekstraselliler matriks proteini

1’e kars1 otoantikor varligi bildirilmistir (59).

ECM’nin fazla miktarda birikerek, stromaya yayilimi ile pankreatik dokunun yerini
almasiyla karakterize pankreatik fibroz, pankreatik kanser, kronik pankreatit ve tip 2 DM gibi
endokrinolojik hastaliklarin etyolojisinde de yer aldigi bildirilmistir (60). Molekiiler
mekanizmalarin detayr hentiz bilinmese de, ECM-bagimli EGFR sinyal yolaginin in vivo
pankreatik fibrozisi diizenledigi diisiiniilmektedir (60). Pankreas adacik hiicreleri ile ECM
arasindaki etkilesimlerin, normal adacik fizyolojisi i¢in gerekli oldugu bilinmektedir. Kollajen
1 ve IV, FN ve laminin gibi farkli ECM bilesenlerinin insan adacik hiicrelerinin adezyonunda,

yagsamini siirdiirmesinde ve fonksiyonunda farkli etkileri olabilecegi bilinmektedir (61).
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I1l. GEREC VE YONTEM

A. CALISMA GRUBU

Calisma grubumuzu, farkli kliniklerde Lipoid Proteinozis klinik tanis1 alan Istanbul
Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali’na y&nlendirilen, Tibbi
Genetik ABD polikliniginde klinik, histopatolojik, radyolojik bulgular1 ile degerlendirilen ve

caligma i¢in uygun goriilen 10 aileden 15 etkilenmis olgu olusturdu.

Calismanm etik agidan uygunlugu, Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu tarafindan onaylandi (Dosya no: 2014/1974). Calismaya katilan olgu ve ailelerine
caligmanin amaci, riskleri ve yararlar1 anlatildi, olgular ve Orneklem yapilan diger aile

bireylerinden bilgilendirilmis imzali onamlar1 alindi.

B. YONTEMLER

1. KLINiK DEGERLENDIRME

Klinik degerlendirmede ilk olarak, olgulardan 6ykii alindi, olgularin fizik muayeneleri
yapilarak elde edilen bulgular ve laboratuvar sonuglari derlendi ve etkilenmis bireylerin
fotograflar1 arsivlendi. Caligma grubunun aile agaclar ¢izilerek, sendromun kalittim modeli ile

uyumlu ve molekiiler tetkik yapilmasi uygun olan bireylere ait bilgiler edinildi.
2. MOLEKULER YONTEMLER
[k asamada etkilenmis bireylerden periferik kan &rnegi alinarak ECM1 geninde tiim
ekzonlarin Sanger dizileme ile arastirilmas gerceklestirildi.

a. DNA Eldesi

Olgulardan alinan steril 2 ml K3 EDTA’I1 periferik venéz kan 6rneklerinden DNA
izolasyonlari, Kitler (DNA Isolation Kit for Mammalian BloodRoche11667327001/ manyetik
boncuk bazli sistem Magnapure Large Volume KIT, Roche03730972001) kullanilarak, firma

protokollerine uygun olarak yapildi.
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b. DNA Olgumleri

Izolasyon sonrasi calismaya almacak DNA &rneklerinin konsantrasyonlar1 (ng/pl) ve
kalite degerleri (Azso/280) (1,80 - 1,89) spektrofotometrede 6l¢llerek kaydedildi (Nanodrop
2000c, Thermo Scientific).Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ¢alismasinda kullanilacak DNA
miktar1 reaksiyon bagina 200 ng/ul’ye ayarlandi. Bazi olgularin DNA’lar1, konsantrasyonlarin
istenilen aralikta olmamasi, PZR reaksiyonunda caligmamasi veya kirlilik bulunmasi gibi
nedenlerden dolay1 alkol ¢oktiirme islemi yapilarak DNA tekrar saflastirildi. DNA kalite
degerleri spektrofotometrede 6l¢iildii ve elde edilen degerler kayit altina alindu.

¢. DNA’nin Saflastirilmasi

Alkol ¢oktiirmesi uygulanacak DNA’nin, 50 upl’sinin, 0,5 pl’lik tiiplere (Axygen)
alinmasi1 sonrasinda tizerine 160 ul saf Etanol (Sigma; Reiedel-de Haen 32221), 5,5 pl
Sodyum Asetat (1/10 oraninda 3M, pH 5,2) ve 1,5 ul glikojen ilave edildi. Tiip icindeki
karisim 15 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra, 13000 rpm’de 30 dakika santrifiij islemi
gerceklestirildi. Tip icerisindeki siv1 atilarak 300 pl%70’lik etanol eklendi ve 13000 rpm’de
15 dakika santrifiij gerceklestirildi. Tiip igerisindeki sivi tekrar atilarak alkol tamamen
uzaklasana kadar beklendi. Tiipe 50 pl TE tamponu / dH,0 eklendi (62) ve kalite degerleri
spektrofotometrede 6lgllerek kaydedildi.

d. Primer Tasarlanmasi

Primerlerin tasarlanmasi asamasinda, Insan Genomu Mutasyon Veri Bankasi’ndan
(HGMD) referans alinan ECM1 geni NM_004425 transkriptinin genomik dizisi,
varyasyonlari, ekzon, intron, STR (Short tandem repeats) ve diger polimorfik bilgileri, UTR
(untranslated recent) bélgeleri NCBI Home Page (63), Ensembl Genome Browser (64), UCSC
Genome Browser (65) veritabanlarinda arastirildi. Bu genlerin tanimlanmis mutasyonlarinin
degerlendirilmesi icin, Biological Database (BIOBASE) (66), HGMD (67) ve farkli ek

kaynaklardan yararlanildi.

Genomik DNA icin primer tasarlanirken, secilen oligoniikleotidlerin herhangi bir SNP
(Single nucleotide polymorphism) UGzerine gelmemesine, tekrarlayan diziler Uzerinde
bulunmamasina, ileri geri niikleotidlerin baglanma 1silarinin (Tm; melting temperature) birbiri
ile ayn1 ya da en fazla +/-2 °C farki olmasina, i¢erdigi AT ve CG niikleotidlerinin mimkin

oldugunca esit dagilimli olmasia, 18-22 nikleotid icermesine ve gen bdlgesi igin 6zgin


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_004425
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olmasina 6zen gosterildi (68). Ozguinlik, UCSC Genome Browser’dan “in silico PCR”

interaktif sistemi ile test edildi.

ECML1 geninin tiim ekzonlarim dizileyebilecek ve genomik DNA’nin intron-ekzon
baglant1 bolgelerinden en az 100 baz ¢ifti introna girecek sekilde primerler tasarlandi.

ECM1 geninin primerleri Ekler boliimiinde, Tablo 2’desunulmaktadir.

e. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Her bir PZR reaksiyonu icin 1X tampon solisyonu [10X (NH4)2SO,] (Thermo
Scientific), 25 mM MgCl, (Thermo Scientific), %0-10 DMSO (Biomatik Corporation), 200
uM dNTP (Thermo Scientific), 0,2/0,5 uM ileri ve geri primerler, 0.5 U Taq polimeraz enzimi
(Thermo Scientific) ile 200 ng gDNA kullanildi. Karigim, bidistile su (dH20) ile 25 ul’ye
tamamlanarak hazirlandi ve enzimlerin aktivitesinin korunmasi igin ¢alismalar buz iizerinde
gerceklestirildi. Amplifiye edilen her bir bélge, DNA icermeyen kontrol PZR (negatif kontrol)
ile birlikte ¢aligildi.

PZR yontemi; 95°C de 10 dakika denatiirasyon, ardindan 95°C de 30 saniye
denatilirasyon, primerlerin Tm’ye gore degisen 64°C den 52°C ye kadar ve 30 saniyelik
baglanma 1silarinda ve 70°C de 45-90 saniye (1 kb / 1 dk) uzama basamaklarindan olusan
toplam 40 dongii ve son olarak 70°C de 10 dk lik uzama ile, termal dongii cihazlarinda (MJ
Research PTC-200 ve DNA Engine-BIORAD-T100) gergeklestirildi. Amplifikasyon
sonrasinda PZR orneklerinden 5 pl alinarak, 8 pg/ml etidyum bromiir iceren %1.2’lik agaroz
(Sigma) jelde, 1X TBE tamponunda, 120 V da, 20 dk yiiriitiilerek beklenen b¢ uzunluguna
gore ayrilmasi saglandi. Ultraviyole 1s1k altinda, elde edilen bantlar goriintiilendi ve kayit
edildi.

f. PZR Saflastirmasi

Saflastirma islemi i¢in, Exonuclease-1 (Lot:00173016-Thermo Scientific) enzimi ve
Rapid Alkalen Fosfataz (04898133001-Roche) enzimleri kullanildi. Termal dongii cihazinda
PZR protokolii 37 °C de 15 dakika, 85°C de 15 dakika, ardindan 4°C olarak ayarlandi.

Saflastirilan {iriinler cihazdan alinarak bir sonraki islem i¢in +4°C’de karanlikta saklandi.

g. Dizi PZR Reaksiyonu

Dizi analizi reaksiyonu, saflastirilan PZR {iriinleri ile termal dongii cihazinda yapildi,

caligmalarin tiimii buz iizerinde gergeklestirildi.
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5X tampon solisyonu olan BigDye buffer (PZR icin gerekli kimyasallar1 igerir),
BigDye v3.1 (ddNTP leri ve AmpliTag DNA polimeraz icermektedir), Primer (PZR’de
kullanilan primerlerden biri ya da iki ¢ifti ayr1 yonlii olarak (dizi okuma kalitesi igin)
saflagtirilmig PZR tirtinii ve dHO ilavesiyle final hacmi 10ul olacak sekilde plak (plate - USA
Scientific-800-522-8477) iizerinde bir kuyucuga bir iiriin gelecek sekilde hazirlandi. Karigim
termal dongii cihazinda vyiiriitildii. Protokol toplam 25 dongiide; 96°C de 10 sn ile
denatiirasyon, 50°C de 5 sn ile baglanma ve 60°C de 4 dk ile sonlanma basamaklari ile

olusturuldu. 4°C ye gelen cihazdan dizi reaksiyon lirtinleri alindu.
h. Dizi PZR Uriiniiniin Saflastiriimasi

BigDye dizi reaksiyonu {irlinlerinin temizligi i¢in plak igerisinde iiriin bagna 1 pl 125
mM EDTA, 1 pl 3M sodyum asetat ve 25 pl %100 ethanol eklendi. Plak aliminyum
koruyucu yapiskan bantla (seal) kapatilarak oda 1sisinda 15 dakika bekletildi. 3810 rpm’de 45
dk santriflij yapildi. Plak iizerindeki koruyucu yapiskan bant acildi ve plak ters ¢evrilerek
1100 rpm’de 30 sn kisa santrifiij yapildi. Her bir kuyucuga 35 pl %70’lik ethanol eklendi.
Plak koruyucu yapigskan bant ile kapatildi ve 3460 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Plak
iizerindeki koruyucu yapiskan bant acild1 ve plak ters cevrilerek 1170 rpm’de 60 sn kisa
santrifllj yapildi. Her bir kuyucuga 10 ul injeksiyon buffer’s [(dH,O ya da HiDi formamid
(Highly Deionized Formamid)] eklendi. Ornekler 95 °C de 5 dk denatiire edildi ve 2 dk buz
uzerinde bekletildi ve ABI3500’de yarataldi.

1. Kapiler Elektroforez Cihazina Yiikleme

Saflastirilan 6rnekler ABI3500 cihazi i¢in uygun olan plak (USA Scientific-800-522-
8477) her bir kuyuya bir 6rnek gelecek sekilde yerlestirildi. Plak santrifiijiinde (BIOSAN
LMC300) 1200 RPM de 2 dakika cevrildi. Santrifiij bitince, plak ABI3500 cihazina
yerlestirilip yiiriitme islemine gecildi. Cihaz yliriitme isleminde kalibrasyonu yapilmis

dizileme boya seti olan Dyeset secildi.

Yiiriitme voltaji: 13,4 kV, on yiiriitme voltaji: 15 kV, injeksiyon voltaji:1,6 kV, yiiriitme
sresi:2.520 sn, On yurutme suresi:180 sn, injeksiyon zamani:8 sn ve veri gecikmesi (data

delay): 250 sn’ye ayarlanarak trunler ydratulda.
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i. Elektroferogram Sonuclari ve Degerlendirilmesi

Kapiller elektroforezi sonucunda alinan piklerin rengine gore degerlendirme yapildi.
Elektroferogramdaki pik renkleri, Adenin i¢in yesil, Guanin i¢in siyah, Sitozin i¢in mavi ve
Timin i¢in kirmizi segildi.

Pikler ABI Sequencing Analysis v5.4 yazilim ve SeqScape v2.7 (ABI) programlarinda
bilgisayar ortaminda analiz edildi ve degerlendirildi.

SeqScape v2.7 programinda analiz agamasina gegcmeden Once programa referans dizi
yiiklendi ve tanitilan transkriptin ekzon ve intronik bdlgeleri program icerisinde gosterildi.
Dizileme isleminden sonra Fasta formatina alinan ham veri programa yiiklendi ve analiz
komutu verildi. Bu islemden sonra, olgu dizisinin hedef gen bdlgesi Uzerindeki yeri,
dizilendigi primerin yoniiniin dogrulugu (ileri ya da geri primer veya her ikisi), saflastirma
kalitesi, dizilenen baz sayisi, goriintiilenen pik kalitesi, pik yliksekligi ve arka alan kirliligi
olup olmadigi kontrol edilerek degerlendirildi. Belirtilen kontrollerden sonra, herhangi birinde
farklilik var ise ¢alisma PZR asamasi veya yeterli 6rnek mevcut olmasi halinde, dizi
saflagtirma agsamasindan itibaren tekrarlandi. SeqScape v2.7 programinda analiz asamasinda,
elde edilen olgu dizisi ile referans dizi karsilastirilarak, tanimlanmig degisimler NCBI Entrez
SNP (63), ENSEMBL GeneSNPView (64) ve HGMD (67) gibi veritabanlar1 kullanilarak
programda isaretlendi. Daha 6nce tanimlanmamis olan degisimlerin in silico olarak patolojik
olup olmadigi, Mutation Taster (69) ve Prediction of functional effects of human nsSNPs
(PolyPhen-2) (70) veritabanlar1 kullanilarak degerlendirildi.SeqScape v2.7 programinda,
olguda ¢alisilan ilgili gen bolgesinin degisimlerinin gosterimini yapan analiz genel dokimdi

alindi.



IV. BULGULAR

Bu calisma grubuna alinan Lipoid proteinozis klinik tanili 10 aileden 15 etkilenmis

bireye ait klinik bulgular ve molekdler analiz sonuglar: aile bazinda degerlendirildi.
1. Aile LPO1

a. Aile Oykusu

Aralarinda 3. derece kuzen evliligi olan saglikli anne ve babanin {iciincii gebeliginden
dogan 7 yasinda erkek olgunun ailesi, genetik danigma istemiyle poliklinigimize bagvurdu.

Annenin ilk gebeligi hiperprolaktinemi nedeniyle spontan abortusla, ikinci ve
dordiincii gebelikleri saglikli erkek cocuklar ile sonlanmistt (G4P3Abl). Olgumuzun

babasinin halasinin 2 ¢ocugunda da benzer bulgular tarifleniyordu (Sekil 9).

Samsun

Il Oiﬁ 2 kuzen 1
l

* 3. derece kuzen *

4‘ IS:I
v LE:
2/34

Sekil 9. LP01’in aile agac1

* DNA 0rnegi i¢in kan alinan bireyler
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Olgumuzun antenatal dykisinde 6zellik yoktu. 38. GH’de EMR nedeniyle sezaryen
ile, 4000 g agirhiginda dogmustu. Dogum boyu ve bas ¢evresi bilinmiyordu. Perinatal
adaptasyon sorunu olmamuisti. Tart1 alimi, biiyiime gelismesi yasitlart ile uyumlu olan olgu, 8-
9 aylikken desteksiz oturmus, 11 aylikken siralamig, 1 yasinda yiirimiis ve tek kelime
soylemis, 1.5 yasinda iki kelimeli ciimle kurmus, 2 yasinda tuvalet egitimi almus. ilkokul 1.
sinifi bitiren olgu, basarili bir 6grenciymis.

Dogdugundan beri aglarken sesi boguk c¢ikiyormus. 8 ayliktan sonra sesindeki
bogukluk artmis, bilateral antekubital bolgede ve aksiller bolgeden omuza uzanan lineer
yariklanmalar fark edilmis. Omuzlarindan baslayip, yliz haricinde biitiin viicuduna yayilan
biiller olusmaya baglamis. Alt dudaginda kalinlasma ve sertlesme fark edilmis. Atopik
dermatit tanisiyla 1-5 yaglari arasinda ¢esitli kremler kullanmis, fayda gérmemis. Lipoid
proteinozis tanisiyla 5-6 yaslart arasinda cesitli kremler ve asitretinkullanmig, fayda
gormemis. Son 1-1.5 yildir yalnizca hodan yagi kullantyormus.

Alt dudak mukozal lezyonun histopatolojik incelemesinde, yer yer hiperplazik ¢ok
katli yass1 epitel ile oOrtiilli yumusak doku oOrneklerinde epitelyum altinda az sayida
mononiikleer iltihabi hiicrelerin yani sira dilate vaskiiler yapilar izlenmis. Dermal kollajen ve
vaskiiler yap1 cevrelerinde homojenizasyona neden olan PAS ile pozitif boyanan madde
birikimi gdzlenmis, lipoid proteinozis ile uyumlu bulunmus (Ondokuz Mayis Universitesi T1p
Fakultesi /2009).

Goz muayenesinde, kirpik diplerinde yiizeyden hafif kabarik, papiillomatéz beyaz
renkte lezyonlar, fundusta papilla hafif kabarik, sinirlari silik, makiila dogal, koroid damarlar1
belirgin saptanmis.

Norolojik muayenesi normal olan olgunun 7 yasinda beyin diflizyon MR incelemesi
ve EEG’de patolojik bulgu saptanmamus.

Direkt laringoskopide, sag vokal kord serbest kenarinda dolgunluk, sol vokal kord 2/3

arka kisminda serbest kenarda, korda gore daha hipodens goriiniimde kabariklik izlenmis.

b. Fizik muayene bulgular:

7 yasinda erkek olgunun, boyu 114 cm (10 p), kilosu 20 kg (10-25 p) ve bas ¢evresi 51
cm (10-25 p) idi. Sesi boguktu. Bilateral kirpik diplerinde sagda daha belirgin olmak iizere
moniliform papdller, kuru ve catlak dudaklar, alt dudak mukozasinda sertlesme ve kalinlagsma,
dil Uzerinde ve frenulumda papuler infiltrasyonlar mevcuttu. Vicutta yaygin krutlar, yliziinde

alinda daha fazla olmak iizere tiim viicutta yuvarlak, ¢ap1 3 ila 10 mm arasinda degisen,
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atrofiye, agik kahverengi atrofik lezyonlar (akneiform skarlar) mevcuttu (Sekil 10). Bilateral
antekubital bolgede ve aksilla posteriorundan omuza uzanan lineer yapida atrofiye cilt
lezyonlar1, sol omuzunda 1-2 mm’lik 3-4 adet biill mevcuttu. El i¢ci ve ayak tabani

hiperkeratotikti. Diger sistem muayenelerinde 6zellik yoktu.

Sekil 10. Aile LP0O1°deki etkilenmis olgu (7 yas)

¢. Molekiiler analizsonuclar:

Lipoid proteinozis tanili olgudan saglikli anne, baba ve iki kardesinden periferik kan
ornekleri alindi (Sekil 9, sirasiyla V:3, IV:4, IV:5, V:2 ve V:4). Olgunun DNA materyalinde,
ECM1 geninde yapilan dizi analizinde, intron 8’de heterozigot ¢.1305-2A>G (IVS8-2A>G)
ve ekzon 10°da heterozigot ¢.1441C>T (p.Arg481Ter, p.R481*) mutasyonlar1 saptandi (Sekil
11).
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intron 8°de heterozigot ¢.1305-2A>G degigimi ekson 10°da heterozigot ¢.1441C>T mutasyonu

Sekil 11. Aile LP01’deki etkilenmis olgunun ECM1 elektroferogrami

c.1441C>T mutasyonu daha once literatiirde tanimlanmis (6) bir mutasyon olmasina
ragmen, c.1305-2Adegisimi daha once literatiirde tanimlanmamis idi. Bu degisim, 8. intronda
‘splice acceptor’ olarak nitelenen, genin kirpilma fonksiyonunda ¢ok 6nemli olan bir bolgede
yer almaktadir. Kirpilma bolgeleri evrimce ¢ok korunmus olup, niikleotidinde olusan
degisikliklerin genin kirpilma fonksiyonunu bozarak ekzon atlamasina ya da introna ait bir
parcanin transkripsiyona ugrayarak, polipeptid zincire yansimasima yol ag¢masi
beklenmektedir. Bu nedenlerle, olgudaki ¢.1305-2A>G’nin protein fonksiyonunu bozmasi ya
da ortadan kaldirmasi ile sonuglanacagi beklendiginden, patolojik olarak nitelendirildi. lgili
mutasyon bolgelerinde anne ve babadan yapilan analizlerde, ¢.1305-2A>G mutasyonunun
anneden, c.1441C>T mutasyonunun babadan kalitildig1 belirlendi ve bu sonuclarla
olgumuzun iki farkli mutasyonu birlesik heterozigot formda tasidigi kesinlik kazandi
([c.1305-2A>G] + [c.1441C>T]). Saglikli kardes V:2’de ekzon 10°da heterozigot ¢.1441C>T

mutasyonu saptanirken, V:4’iin her iki mutasyonu da tasimadig1 gosterildi.

2. Aile LP02

a. Aile Oykdsu

Aralarinda 1. derece kuzen evliligi olan anne babanin ikinci ¢ocuklari, 24 yasindaki

erkek olgu, genetik danigsma istemiyle poliklinigimize bagvurdu.
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Olgumuzun saghkh iki kardesi oldugu (G4P3Abl) ve amcasinin iki ¢ocugunda da

benzer bulgularin varligi tanimlandi (Sekil 12).

Sivas

SO D Do -
-

Sekil 12. LP02’nin aile agac1

* DNA 0rnegi i¢in kan alinan bireyler

Olgumuzun antenatal ve natal Oykiisiinde 6zellik yoktu. Olgumuz dogdugunda boguk
sesli aghiyormus. 6 aylikken sagh deride ve o6zellikle ensede eritemli cilt lezyonlari, biil
farkedilmis. Viicudunda ozellikle eklem yerlerinde sari-kahverengi verrikoéz lezyonlar
olugsmus. Ufak darbeler ile ciltte yara olusuyormus ve kasiniyormus. 6-8 aylikken Dowling-
Meara tipi Epidermolizis Biilloza tanis1 almis, tedaviden fayda gérmemis. Olgumuzun yanak

mukozasindan kist (parotitis?) alinma 6ykiisii mevcut.

22 yasinda dermatolojik muayenesinde, kirpik diplerinde inci tanesi goriiniimiinde,
seffaf papiiller izlenmis. Govde On yiiz, omuzlar, pretibial alanlar, sirtta ve sagh deride
bazilar1 deri renginde bazilar1 hipopigmente, atrofik skarlar izlenmis. Her iki dirsekte koyu
kahverengi, hiperkeratotik verriik6z plaklar saptanmis. Alt ve iist dudak mukozasinda mukoza
renginde plaklar, frenulum sklerozu gézlenmis. Alinda, malar bolgede ve aksillalarda sart,

cenede deri renginde papuller ve bunlarin birlesmesiyle olusan plaklar saptanmis.
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Sol kol dorsalinden alinan deri materyalinin patolojik incelemesinde, yiizeyel dermiste
PAS pozitif proteindz materyal birikimi izlenmis, lipoid proteinozis ile uyumlu bulunmus

(GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi/2011).

KBB muayenesinde bilateral vokal kord hareketli ve diizensiz goruniimde ve bilateral

vokal kord {izerinde nodiiler depozitler izlenmis.

Gozlerinde kuruluk oldugu, cilt lezyonlarina deniz suyunun iyi geldigi ifade edildi.

Olgumuzda hafiza sorunu, 6fke ataklari, paranoya, konviilziyon tariflenmiyordu.

b. Fizik Muayene Bulgular

24 yasinda erkek olguda, 6zellikle alinda ve ¢enede yogunlasan sar1 papiiler lezyonlar,
kirpik diplerinde dizilmis papiiller, alt dudak mukozasinda kalinlagma, alt dudakta kuruluk ve
ragatlar, tim vicutta yaygin hipopigmente skarlar, dirseklerde sari-kahverengi hiperkeratotik,
kuru, verriikdz lezyonlar ve kiiclik kanama alanlar1 mevcuttu (Sekil 13). Dizlerde ciltte

kalinlasma, antetibial bolgelerde 0,5-1 cm hipopigmente skarlar mevcuttu.

Sekil 13. Aile LP02’deki etkilenmis olgu

(24 yas)

¢. Molekiiler AnalizSonuclar:

Cilt ve mukoza bulgulari, deri biyopsi incelemesi Lipoid Proteinozis ile uyumlu olan
olgudan ve saglikli babadan ECM1 geni dizi analizi i¢in kan 6rnegi alindi (Sekil 12, sirastyla
V:13 ve IV:6).
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Olgunun DNA materyalinde, ECML1 geni intron 8’de homozigot ¢.1305-2A>G (IVS 8-

2A>G) degisimi saptandi. Babasinin bu degisimi heterozigot olarak tasidigi gosterildi (Sekil
14).

| || ..| !‘ ‘ ]
| | | |
R | v LYY

intron §°de homozigot ¢.1305-2A>G degigimi intron &°de heterozigot ¢.1305-2A>G degigimi

Sekil 14. Aile LP02’de etkilenmis olgunun ECM1 elektroferogrami

ECM1 geni intron 8’de daha once literatiirde tanimlanmamis, homozigot c.1305-
2A>G degisimi, ekzonik RNA segmentlerinin kirpilmasinda 6nemli olan ve evrimde

korunmus ‘splice acceptor’ dizimini bozdugu i¢in gende kirpilma hatasina yol agmasi
beklendiginden patolojik olarak degerlendirildi.

Olgunun kardeslerinde LP tasiyiciligini arastirmak icin ve ailedeki diger etkilenmis

bireylerde molekdler analiz 6nerildi.

3. Aile LP03

a. Aile Oykiisti

Aralarinda 1.5 derece kuzen evliligi olan anne babanin lipoid proteinozis tanili tiglincii
cocuklar1 39 yasindaki disi olgu (Sekil 15, IV:3), genetik danisma istemiyle poliklinigimize
basvurdu.

Olgumuzun aile Oykiisiinde (G10P9Abl) kardeslerinden (Sekil 15 ) 1V:2’de

nefrolitiyazis ve olgumuza benzer mukokutan6z bulgular mevcutmus. Benzer bulgulari olan
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bir erkek kardesi (IV:7) nefrolitiazis ameliyatinda 5 yasinda kaybedilmis. 2 yastan Once

kaybedilen kardeslerin 6liim nedenleri bilinmiyor.

Sivas
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Sekil 15. LP03’iin aile agaci

* DNA 0rnegi i¢in kan alinan bireyler

Olgumuzda 2-3 yasinda ses kisikligt mevcutmus ve ayni yillarda agiz i¢inde, dudak
kenarlarinda, koltuk altlar1 ve kalgalarda yaralar olusmaya baslamis. 18 yasindaki
dermatolojik muayenesinde, yasli deri goriiniimii,ylizde, alt dudakta sarimsi, pirtlklQ
kabarikliklar oldugu, viicutta yuvarlak, diizgtin skatrisler oldugu belirtilmis.

Cilt biyopsisinde kesitlerde ylizeyde ince keratinizasyon gorilen genellikle atrofik
epidermis tabakasi, birka¢ alanda retelerde uzama, yiizeyel dermiste 6zellikle damarlar ve
adneksler g¢evresinde soluk pembe boyanan bant seklinde hiyalin birikimi izlendi, lipoid
proteinozisle uyumlu bulunmus (Istanbul T1p Fakiiltesi Hastanesi/1990).

KBB muayenesinde, dilde hareket azalmasi, hipofarenkste arka duvar boyunca
partikli gorinim, larenkste arka komissirde partikli gorinim, vokal kordlar hiperplazik,
sol arytenoidde hareket azalmasi saptanmis. Larenks biyopsisinin patolojik incelemesi,

fibroepitelyal selim olusum ile uyumlu bulunmus.
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17 yasindan beri ayda 2-6 kez tekrarlayan 3-5 sn kadar siiren kalbinde hizli atma,
mideden yiikselen sicaklik hissi, o sirada ne olacagini 6nceden bilme ve konusulanlar1 daha
onceden yasamishik hissine kapiliyormus. 18 yasinda temporal lob epilepsisi tanisi almis,
antiepileptik baslanmig. Kranial BT de anteromedial temporal kalsifikasyonlar saptanmis.
EEG normal sonuglanmis. 21 yasindayken temporal lob nobetleri nedeniyle ¢ekilen kranial
BT goriintiilemesinde sagda daha biiyilk olmak {izere iki yanli temporal kalsifikasyonlar
saptanmig. Lise mezunu olan olgumuzun zeka katsayist 72 imis. Noropsikolojik testinde
gorsel bellekte “recall” fazinda belirgin bozukluk, hafif sdzel bellekte bozulma tespit edilmis.
Panik bozuklugu ve konversiyon bozuklugu saptanmus. Ikili antiepileptik aliyorken giinde 4-5
kez nobet gegiren olgu, bir siire antiepileptik tedavi almadan izlenmis, ndbetlerinin devam
etmesi lizerine tekrar antiepileptik tedavi baslanmis. EEG ¢ekimi sirasinda iki kez klinik ve
elektrofizyolojik olarak sag frontotemporal baslangicli nobet gegirmis. Gozlerinde yanma ve
batma sikdyeti nedeniyle istenen gz konsiiltasyonunda goérmenin tam oldugu, gozyasi
kuruma zamaninin azalmis oldugu belirtilmis. Olgumuz cilt lezyonlar1 i¢in 21 yasindan
itibaren 3 yil dimetil siilfoksit kullanmis ve 2 yildir da diosilin merhem kullantyormus. Boyun
USG’de sag parotiste 7.5 mm ebadinda sialoadenit izlenmis. 38 yasinda anjiondrotik 6dem
tanis1 almis ve bu nedenle 2 kez acile bagsvurmus. 38 yasinda DM tanis1 almis, glifor
onerilmis, yan etkisi nedeniyle kullanmamis. Otiroid multinodiler guatr nedeniyle
takipliymis. Aile Oykiisiinde nefrolitiazisli bireyler olan olgumuz, 7 yasinda nefrolitiazis

nedeniyle ameliyat olmus, amonyum {irat kristalleri atilim1 devam ediyormus.

b. Fizik Muayene Bulgular:

39 yasinda disi olguda, dilalti frenulum kisa, gozlerde kirpik diplerinde incimsi
papiiller, agiz kenarlarinda ragadlar, yiiz, gogiis, boyun, omuzlar, ense ve her iki gluteal
bolgede atrofik akneiform skatrisler mevcuttu. Her iki aksillada sar1 renk degisimi ve
dirseklerde kahverengimsi likenifiye plaklar mevcuttu. Deri kaba gorinimli ve kuruydu
(Sekil 16).

Olgumuz, cilt ve mukozada hiyalin birikimi, moniliform blefarozis, dil, frenulum ve
larinkste papiiler infiltrasyonlar, ses kisikligi, hafiza sorunlari, paranoya, frontotemporal
baslangicli ndbet Oykiisii, bagirma istegi, bilateral intrakranial kalsifikasyonlar ve OR

kalitimla uyumlu aile dykiisii ile lipoid proteinozisle uyumlu bulundu.
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Sekil 16. Aile LP03’deki etkilenmis olgu

¢. Molekiiler AnalizSonuclar:

(39 yas)

Olgumuzda ECM1 geninde yapilan dizi analizinde, literatiirde daha once tanimlanmis
(47) ekzon 7°de homozigot ¢.735 736delTG mutasyonu saptandi (Sekil 17).

Olgunun kardeslerine LP tagiyiciligini arastirmak i¢in molekiiler analiz 6nerildi.

Dlgu
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ekzon 7 de homozizot ©.733_736delTG mutasyonu

Eontrol

6 AT

T

T 6T 6 A B G C C

Sekil 17. Aile LP03’de etkilenmis olgunun ECM1 geni parsiyel elektroferogrami
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4. Aile LP04

a. Aile Oykdst

Aralarinda uzaktan akrabalik (derecesi bilinmiyor) olan anne babanin ilk ¢ocuklari
olan lipoid proteinozis tanili 21 yasindaki disi olgu, genetik danigma istemiyle poliklinigimize
bagvurdu.

Ailede benzer olgu tariflenmiyor (Sekil 18).

Rize

Uzak akrabalk

% Derecesi? l] O

Sekil 18. LP04’iin aile agaci.

* DNA 0Ornegi i¢in kan alinan bireyler

Olgumuzun antenatal ve natal dykiisiinde 6zellik yoktu. Dogdugundan beri boguk sesli

2812 yasindan sonra

agladig1 ifade edilen olgunun, sesinde zamanla degisiklik olmamus.
yuzunde ve saclh deride eritem, biiller ve kirpik diplerinde papiiller olusmus. Daha sonra 6n
kollarda ve umblikulus ¢evresinde cilt renginde papuller olusmus. 2.5 yasindan sonra kasintili
lezyonlar nedeniyle saglar1 dokiilmiis ve sa¢ kokii olmadigi i¢in farkli tedavilerden fayda
gérmemis. Ik zamanlarda cilt enfeksiyonu tamisiyla takip edilen olgu, 9 yasinda lipoid
proteinozis tanisi almig. Kranial BT tetkiki (2000 ve 2005) normal sonuglanmis. 10 yasinda

ses tellerindeki nodiiller alindiktan sonra sesindeki bogukluk azalmis ve orofarenks, larinks
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muayenesi normal bulunmus. G6z muayenesinde kirpik diplerinde papiiller haricinde patoloji
saptanmamis. Yiziine peeling, yiz ve Kirpik diplerine CO, lazer uygulanmis. Olgumuz

iiniversite egitimine devam ediyor ve norolojik veya noropsikiyatrik bulgu tariflemiyordu.

b. Fizik Muayene Bulgular

21 yasindaki disi olguda (157 cm boyunda, 52 kg agirliginda) boguk ses, seyreksaclar,
Kirpik diplerinde moniliform papiller, yiizde hiperkeratozis ve kuruluk, tedavi sonrasi olusan
atrofik cilt lezyonlar1, alt dudak mukozasinda kalinlasma ve papiiller mevcuttu. TUm vicutta
1-2 mmlik cilt renginde papuller, ensede, kulak arkasinda sarimsi hiperkeratotik plaklar, diz
ve dirseklerde hiperkeratozis ve kuruluk mevcuttu (Sekil 19).

Sekil 19. Aile LP04’deki etkilenmis olgu (21 yas)

¢. Molekiiler Analiz Sonuclari

Olgudan ve saglikli anne ile babasindan, DNA izolasyonu igin periferik kan érnekleri
alind1 (Sekil 18, sirasiyla I11:1, 11:4 ve II:5)

Olgumuzda lipoid proteinozisle iliskilendirilen ECM1 geni dizi analizinde, literatlirde
daha once tanimlanmis (47) ekzon 7’de homozigot ¢.735 736delTG mutasyonu saptandi
(Sekil 20). Anne ve babasmin ayni mutasyonu heterozigot tasidiklari belirlendi. Olgunun

kardesine LP tasiyiciligini aragtirmak i¢in molekiiler analiz onerildi.
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ekzon 7 de homozigot ¢.735_736delTG mutasvonu

Sekil 20. Aile LP04’de etkilenmis olgunun ECM1 geni parsiyel elektroferogrami

5. Aile LP05

a. Aile Oykdist

Aralarinda akrabalik olmayan saglikli anne ve babanin ilk ¢ocuklari olan 31 yasinda
erkek olgu, lipoid proteinozis tanisiyla takipli iken molekiiler genetik tani istemiyle

poliklinigimize bagvurdu.

Aile oykiisiinde olgunun teyzesi ve iki oglunun kleidokraniyal displazi tanisi ile
izlendikleri &grenildi (ITF Tibbi Genetik AD izlemi). Ailede benzer olgu
tariflenmiyordu(Sekil 21).
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Sekil 21. Aile LP05’in aile agaci

* DNA eldesi i¢in kan 6rnegi alinan bireyler

Olgumuzun antenatal oykisinde 6zellik yoktu. Hastanede term, NSD ile 3500 g
agirhiginda, 54 cm boyunda dogmus. 6. aydan sonra ensesinde sivilce benzeri lezyonlar
cikmis. 1 yasindaykendermatolog cilt lezyonlarimin tedavisinin olmadigini belirtmis. 6
yasinda halsizlik, mideden tuhaf bir koku gelmesi, bulundugu ortamda esyalarin altindan bir
sey cikacakmis gibi hissetme ve korku seklinde ortalama 3 dk siiren havaleleri baslamis. 22
yasinda havalelerin siddeti artmig, tiim viicutta tonik klonik kasilmalar baglamis, kasilma 1-2
dk siiriiyormus, agizdan kopiik gelme veya idrar kagirma olmuyormus. Viicudun direnci
distiiglinde havale gegiriyormus, sikligi degisiyormus. 14 yasindayken sinirlilik veiletisim
sorunu nedeniyle psikiyatriste gitmis, ila¢ tedavisi baglanmis. 18 yasindayken epilepsi tanisi
almig, kullandig1 antiepileptiklerden fayda gormiis, viicut direnci diistiigiinde hafif nobetleri
oluyormus. Onlisans mezunuymus. 28 yasindayken dermatolojide lipoid proteinozis tanisi
almis, cilt biyopsisi yapilmamis. Hi¢cbir seyden korkmuyormus ve aciya ¢ok dayanikliymis.
Kraniyal BT’de her iki medial temporal lobda kalsifikasyonlar gozlenmis. Psikiyatrik
degerlendirme ile deluzyonel bozukluk tanisi almis. KBB muayenesinde vokal kordlarda

genisleme (infiltrasyon) goriilmiis.
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b. Fizik Muayene Bulgulari

31 yasindaki erkek olguda(boy:180 cm, agirlik: 85 kg, BC:57,5 cm) boguk ses, yiizde
akneiform lezyonlar, kirpik diplerinde dizilmis papiiller, alinda, ¢enede papiiller, ensede
hiperpigmente makiller, omuzda atrofik yuvarlak lezyonlar, dirseklerde ve dizlerde

hiperkeratotik plaklar, aksillalarda plaklar mevcuttu (Sekil 22).

Sekil 22. Aile LP05’de etkilenmis olgu (31 yas)

Olgunun cilt, mukoza bulgulari, intrakraniyal kalsifikasyon varligi, epilepsi 6ykusd,
agresif davranig, haliisinasyon, korkusuzluk gibi ndropsikiyatrik bulgular1 LP ile uyumlu

bulundu.

¢. Molekiiler AnalizSonuclar:

Olgu, saglikli kiz kardesi anne ile babasindan, DNA izolasyonu i¢in periferik kan
ornekleri alind1 (Sekil 21, sirasiyla I11:4, 111:5, 11:5 ve 11:6).

Olgunun ECML1 geni dizi analizinde, ekzon 10’da heterozigot ¢.1411 1412insAT
(p.L4721fs*19) degisimi saptandi, ekzon 7 dizilenemedi, diger ekzonlarin dizi analizi normal
sonuglandi. Annede ekzon 10°da homozigot c.1411 1412insAT degisimi gozlendi. Babada da
ekzon 6 dizilenemedi, ekzon 10 dizi analizi normal sonuglandi. Olgu ve annenin materyal
karisma ihtimalini diglamak i¢in STR analizi yapildi, 16 STR lokusundan 10’unda
informatiflik saglanarak materyal karigma ihtimali disland1 (Ekler, Tablo 3). Annenin F5/R5
primerleri ile yapilan PCR {iriinlinde mutasyonlu tek allelin dizilenmis olabilecegi, bu nedenle
heterozigot mutasyonun goriilemedigi diisiiniildii. F5 primerinin baglanma bolgesindeki
polimorfik bir degisimin buna neden olabilecegi diisiiniildli, daha genis bir bdlgeyi kapsayan
F4/R5 primerleri ile yapilan PCR iiriinii dizilendiginde annede ekzon 10’da heterozigot
c.1411 1412insAT degisimi gosterildi. Olgu ve babanin dizilenemeyen ekzon 7 bdlgesinde
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primerin baglanma bdlgesi civarinda polimorfik bir degisimin buna neden olabilecegi
distintildii, F3-1 primeri tasarland1 ve bu primer ile dizi analizinde ikisinde de intron 6’da

heterozigot ¢.709-2A>G (IVS6-2A>G) saptand1 (Sekil 23).

ekzon 10°da heterozigot c.1411_1412insAT intron 6°da heterozigot ¢.709-2A>G

Sekil 23. Aile LP05’°de etkilenmis olgunun ECM1 geni parsiyel elektroferogramlari

Olgudaki ¢.709-2A>G ve c.1411 1412insAT (p.L4721fs*19) degisimleridaha Once
literatiirde tanmimlanmamistir. ¢.709-2A>G, 6. intronda ‘splice acceptor’ olarak nitelenen,
genin kirpilma fonksiyonunda evrimde korunmus bir bolgede yer almaktadir. Bu nedenle
genin kirpilma fonksiyonunu bozarak ekzon atlamasina ya da introna ait bir par¢anin
transkripsiyona ugramasina yol agmasi beklendiginden, patolojik bir mutasyon olarak
degerlendirildi. c.1411 1412insAT degisimi ise transkriptte c¢erceve kaymasina ve
translasyonda protein trunkasyonuna yol agmasit beklendiginden, patolojik olarak
degerlendirildi. Anne-baba dizi analizi ile olgudaki mutasyonlarin birlesik heterozigot oldugu
ve trans pozisyonda olduklar1 kesinlesmis oldu ([c.709-2A>G] + [¢.1411 1412insAT]).

Olgunun kardesinin heterozigot c.1411 1412insAT degisimini tasidig1r saptandi ve

esine de ECM1 geni dizi analizi 6nerildi.
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6. Aile LPO6

a. Aile Oykdst

Aralarinda 1. derece kuzen evliligi olan anne babanin LP tanili ii¢ ¢ocugu, 22 yasinda
ve 34 vyasinda disi olgular ile 33 yasinda erkek olgu, genetik danigma istemiyle
poliklinigimize bagvurdu.

Aile oykiisiinde, ses kisikligi ve cildinde lezyonlar olan ailenin ilk ¢ocugu (IV:1) 1-2
yasinda sucicegi (yanlis tani1 almig olabilecegi, biil seklindeki cilt lezyonlarinin sugicegi
lezyonlarina benzetilebilecegi diisiiniildii) nedeniyle kaybedilmis. Ailenin ikinci g¢ocugu
(IV:2) 5 aylikken kaybedilmis, 6liim nedeni bilinmiyor, LP bulgusu tariflenmiyor. 1V:9
oliildogmus. 1Iki kardesde, IV:6, IV:7 tip 1 DM tamis1 mevcut. Olgulardan IV:8 34 yasinda,
LP tanili, IV:10 33 yasinda, LP, tip 1 DM, epilepsi tanili, IV:16 22 yasinda, LP, tip 1 DM,
epilepsi tanili (Sekil 24).

Batman

. Q1

¥

Sekil 24. LP06’un aile agac1

* DNA ornegi i¢in kan alian bireyler

1V:8, 34 yasinda disi olgunun tibbi dykiisiinde dogdugundan beri boguk sesli oldugu,
6 ay-1 yasta cildinde lezyonlarin ¢ikmaya bagladigi bilgilerine ulasildi. 30 yasinda
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dermatolojiye bacaklarindaki varis nedeniyle bagvurdugu, boynundan cilt biyopsisi yapildig
(Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesi/2010), lipoid proteinozis tanist aldig ve ila¢ kullandig:
raporlanmist1. Olguda nérolojik muayene yapilmamis ve kranial MR cekilmemisti. Ilkokul

mezunu olan olguda norolojik ve néropsikiyatrik bulgu tariflenmiyordu.

1V:10, 33 yasinda erkek olgunun 6ykiisiinde de dogdugundan beri boguk sesli oldugu
ve cilt bulgularinin ise hi¢bir zaman belirgin olmadig: bildirildi. Olgu 15-16 yasinda epilepsi
tanis1 almigti. Tiim viicutta kasilma, bagirma, agizdan kopiik gelme, idrar kagirma tarzinda 3-
5 dk siiren ndbetleri oldugu, bu nobetlerin ayda 5 kez tekrarladigi, ikili antiepileptik ilaci
diizenli kullaninca, nobet sikliginin azaldig: bilgisi verildi. 20 yasinda tip 1 DM tanist aldig
ve insiilin kullandigi 6grenildi. Olgu, DM nedeniyle olusan yaralarin geg iyilestigini ve ozon
tedavisinden fayda gordigiini belirtti. 26 yasinda dermatolojide LP tanisi almis, ilag
onerilmemis. Ilkokul mezunu, 2-3 yildir hafizas1 iyi degilmis ve ¢abuk unutuyormus. 32
yasinda sol tarafta giigsiizliik, uyusukluk sikayetiyle norolojiye basvurmus, sag orta serebral
arter sulama alaninda akut iskemi saptanmis. 24 yasinda EEG*de sol fronto-sentro-temporal
bolgede hafif organizasyon bozuklugu ile hipersenkroni egiliminin varlig1 ve hiperventilasyon
ile her iki hemisferde yaygin organizasyon bozuklugu saptanmis. 27 yasinda psikiyatri
muayenesinde, anksiy6z uyum bozuklugu, dikkate sekonder unutkanlik ve anksiyeteye bagl
unutkanlik saptanmis. Noropsikolojik testinde basit dikkat normal, karmasik dikkat
becerilerinde bozulma saptanmis. Dikkat acisindan iki hemisfer arasinda fark bulunmamus.
Yiiriitiicii islevlerden sozel akicilik normal smirlarda, cevap inhibisyonu, soyutlama ve
planlama becerilerinin hafif bozuldugu saptanmis. Hafiza sorunu, agresyon, yiirlitiicl
islevlerde bozulma mevcutmus. Kranial MR ve BT’de bilateral amigdala ve hipokampusta
kalsifikasyon, hafif serebral atrofi, yaygin kronik lakiiner, subakut ve akut enfarktlar izlenmis

(Sekil 25).



38

Sekil 25. Olgu (1V,10)’un kraniyal BT goruntilemesi

1V:16, 22 yasindaki disi olgu, antenatal donemde takip edilmemis, evde dogmus.
Boguk ses dogdugundan beri mevcutmus. Viicudun degisik bolgelerinde 6 ay-1 yas arasinda
cilt lezyonlar1 ¢ikmis. 6-7 yasinda cilt bulgular1 nedeniyle Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi dermatoloji polikliniginde LP tanis1 almis. 6-7 yasinda yiiriirken durma bazen
diisme tarzinda nobetleri baslamis. Epizodik absans benzeri nébetler yaygin tonik-klonik
nobetlere doniismiis. 15 yasindan beri tiim viicutta tonik-klonik kasilma tarzinda 30 sn-30 dk
arasinda siiren, bazen etrafi duydugu ama gormedigi, bazen agizdan kopiik geldigi, idrar
kacirmanin olmadig1 ndbetleri baslamis, haftada 3 veya ayda 3 kez ndbeti oluyormus. Epilepsi
nedeniyle 7-8 yildir antiepileptik kullaniyormus, ndbet sayis1 azalmis. 15 yasindan beri, tip 1
DM tanist ile insiilin kullaniyormus. Egitim durumu lise 2 terk olan olgunun, 22 yasinda
EEG’si normal sonuglanmig. Kranial MR’da intrakraniyal kalsifikasyon saptanmis.
Olgumuzda hafiza sorunu, ofke ataklari, paranoya tariflenmiyor. Sa¢ dokilmesinin fazla

oldugunu belirtti. Cilt lezyonlar1 i¢in krem, gdz kurulugu i¢in damla kullanmaktaydi.
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b. Fizik Muayene Bulgular

1V:8, 34 yasinda disi olguda (boy: 143 cm, agirlik: 41.5 kg, BC: 50.3 cm) kirpik
diplerinde moniliform papiiller, boguk ses, alt dudak mukozasinda sari-papuler lezyonlar,
dilde kalinlagma, aksillalarda papiiler lezyonlar, dirseklerde hiperkeratozis, viicutta yuvarlak,
atrofik lezyonlar mevcuttu.

1V:10, 33 yasinda erkek olguda (boy: 148 cm, agirlik: 40 kg, BC: 55.5 cm) boguk ses,
alt dudak mukozasinda sari-papiiler lezyonlar, dil alt1 frenulumda kalinlasma, aksillalarda
hafif papiiller lezyonlar, dirseklerde kalinlasma mevcuttu.

IV:16, 22 yasindaki disi olguda (boy: 147 cm, agirlik: 41.5 kg, BC: 51.3 cm) ylzde
akne benzeri lezyonlar, kirpik diplerinde moniliform papiiller, hiperkeratozis, sar1 plaklar,
kalin-kaba cilt, dudaklarda catlak, alt dudak mukozasinda, dilde, dil-alt1 frenulumda
kalinlagma, boguk ses, aksillalarda atrofik-sar1 cilt, dirseklerde ve dizlerde ciltte verrikoz
kalinlagma, tiim wviicutta farkli boyutlarda yuvarlak atrofik-hipopigmente cilt lezyonlari
mevcuttu (Sekil 26).

Sekil 26. Aile LP06°da etkilenmis olgular
ave d, olgu IV:8’in yuz ve dirsek gorinim, b ve e olgu 1VV:10’nun yiz ve dirsek gorinim,

¢, fve g olgu IV:16’nin yiiz, dirsek ve aksilla goriintimii
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IV:8’de LP’nin cilt ve mukoza bulgulari, IV:10°da hafif cilt ve mukoza bulgular1 ve
intrakranial Kkalsifikasyon, epilepsi, anksiy6z uyum bozuklugu, dikkate sekonder ve
anksiyeteye bagli unutkanlik, karmasik dikkat becerilerinde bozulma, agresyon, yiiriitiicii
islevlerde bozulma gibi LP’in ndropsikiyatrik bulgular1 ve tip 1 DM ile serebral iskemi atagi
Oykiisti mevcuttu. IV,16°da ise kardeslerine kiyasla daha agir cilt ve mukoza bulgulari, ayrica
intrakraniyal kalsifikasyon ve epilepsi gibi sendromun noéropsikiyatrik bulgular ve tip 1 DM

mevcuttu fakat hafiza sorunu, 6tke ataklari, paranoya tariflenmiyordu.

¢. Molekiiler AnalizSonuc¢lar:

Etkilenmis ii¢ kardesten, saglikli bir kardesten ve anne babadan, DNA izolasyonu i¢in
periferik kan 6rnekleri alind1 (Sekil 24°te sirasiyla, IV:8, IV:10, IV:16, IV:7, I1I:2 ve 111:3)

LP sendromundan etkilenmis olgularin ECM1 geni dizi analizinde, ekzon 7°de
homozigot ¢.826delC (p.GIn276Serfs*40) mutasyonu saptandi (Sekil 27).

Olgul,2ve3 Anne, baba ve saglikh kardegte
. A (] T T T [ ] A [ [ [M A [ A T G G G A A C T - c C c A G C C

[y

ekson 7°de homozigot c¢.826delC mutasyonu ekson 7°de heterozigot ¢.826delC mutasyonu

Sekil 27. Aile LP06°da olgularin ECM1 geni parsiyel elektroferogrami

Daha oOnce literatiirde tanimlanmig (371) ¢.826delC (p.GIn276Serfs*40)anlamsiz
mutasyonu, 276. kodonda ‘C’ delesyonuna neden olmaktadir. Mutasyonun, bu kodonda
sifrelenen ‘glutamin’ yerine ‘serin’in ge¢mesine ve translasyonda cer¢eve kaymasi sonucu
devamindaki 40. kodonun ‘dur’ sifresine doniismesi ve protein trunkasyonuna yol agmasi
beklenmektedir. Mutasyonun, asemptomatik kardeste, anne ve babada heterozigot, etkilenmis

kardeslerde homozigot olmasi otozomal resesif kalitim modeli ile uyumlu idi.
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Olgularin kardeslerine olas1 LP tasiyiciligini belirlemek i¢in molekiiler analiz 6nerildi.
Saglikli kardeslerin birinde, 1V:7, LP tastyiciligir gosterildi, esine de tasiyicilik i¢in ECM1

geni dizi analizi 6nerildi.

7. Aile LPO7

a. Aile Oykuist

Aralarinda 1.5 derece kuzen evliligi olan anne baba yasayan 10 ¢ocugundan dordiiniin
lipoid proteinozis tanist almasi nedeniyle genetik danisma istemiyle poliklinigimize
yonlendirildi.

Aile Oykiisiinde (G11P10Ab1) annenin besinci gebeligi 3 aylik abortusla sonlanmig
(Sekil 28).

Urfa

Lo f

B s R S Y 8Y
iy99epsayaalyy

Sekil 28. LP07’nin aile agaci.

(* DNA 0Ornegi i¢in kan alinan bireyler)

V:6, 12 yasindaki erkek olgunun antenatal dykiisiinde 6zellik yoktu. Hastanede term,
NSD ile dogmus (boy ve kilo bilinmiyor). Bir yasinda agiz i¢inde yara, dudaklarda catlama,
dilde sertlesme fark edilmis, sesi boguklasmis. 11 yasindayken agiz ve ellerde sulu yaralar

nedeniyle immunoloji servisinde yatarak tetkik edilen olguda C1 esteraz inhibitér, C3, C4 ve
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immiinglobulinler normal saptanmis. Ses kisiklig1, agizda yara nedeniyle KBB polikliniginde
muayene edilen olguda dilde masere goriiniim, orofarenks dogal denmis. KBB’de endoskopik
muayenede bilateral vokal kordlar hareketli, arytenoid ve vokal kordlar 6demli izlenmis.
Dermatolojide cilt biyopsisisi yapilmis, papiller dermiste birgok odakta perivaskiiler genis
alanlar halinde eozinofilik, amorf gérinumlu hiyalini madde birikimi, PAS boyasinda bu
birikimlerin pozitif reaksiyon gosterdigi saptanmis ve lipoid proteinoz ile uyumlu bulunmus
(Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi/2014). Ilkdgretim okulu 5. sinifa gidiyormus, dersleri ¢ok
iyiymis. 10 yasindayken kranial MR normal olarak degerlendirilmis.

V:7, 8 yasinda disi olgu, 5 yasindayken KBB’ye horladigi ve gece nefes almakta
zorlandig1 igin gotliriilmiis, vokal kordlardan parga alinmis ancak fayda saglamamas.

V:10,3.5 yasindaki olgunun kranial BT goriintiilemesi normal izlenmis.

b. Fizik Muayene Bulgular

V:6, 12 yasindaki erkek olguda (boy: 138 cm, agirlik: 28.5 kg, bas ¢evresi: 51 cm),
boguk ses, yiizde akne benzeri lezyonlar, kirpik diplerinde moniliform papiiller, dilde dilalt:
frenulumda kalinlagsma, kurududaklar, tim vicutta atrofik lezyonlar, dirsek ve dizlerde
hiperkeratozis (Sekil 29) gizlendi.

V:7, 8 yasinda disi olguda (boy: 121 cm, agirlik: 21 kg, bas ¢evresi: 50.2 cm), boguk
ses, yuzde akne benzeri lezyonlar, kirpik diplerinde moniliform papuller, alt dudak
mukozasinda, dilalt1 frenulumda kalinlagma, tiim viicutta degisik boyutlarda atrofik lezyonlar,
dirsek ve dizlerde kalinlasma mevcut olup ciltte kuruluk mevcuttu.

V:9, 5 yasinda erkek olguda, (boy: 113 cm, agirlik: 18 kg, bas ¢evresi: 50 cm) ylizde
akne benzeri lezyonlar, kirpik diplerinde moniliform papiiller, alt dudak mukozasinda, dilalti
frenulumda kalinlagsma, kuru dudaklar, tiim viicutta degisik boyutlarda hiperpigmente-atrofik
lezyonlar g6zlendi.

V:10,3.5 yasinda erkek olgunun (boy: 96 cm, agirlik: 15.5 kg, bas ¢evresi: 49 cm) sesi
boguktu, kirpik diplerinde moniliform papiiller mevcuttu. Bilateral aksesuar meme basi

mevcuttu.
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Sekil 29. Aile LP07’de etkilenmis olgular
a olgu V:6’nin yiiz ve kol goriiniimii, b olgu V:7’nin yiiz, kol, diz ve el gérinimd, c olgu
V:9’un yiz ve el gorunimu ve d olgu V:10’un yuz, aksilla, dirsek, el gorinimu

¢. Molekiiler Analiz Sonuclari

LP’ten etkilenmis dort kardesten, saglikli kardesten ve anne babadan DNA eldesi i¢in
kan ornekleri alind1 (Sekil 28, sirasiyla V:6, V:7, V:9, V:10, V:11, IV:10, IV:11) Ekilenmis
olgulardan V:6’da ekzon 8 ve 9 icin herhangi bir amplifikasyon urinid elde edilemedi,
amplifiye edilebilen ekzon 1-7 ve ekzon 10 da dizi analizinde mutasyon saptanmadi. Saglikli
kontrol, anne (IV:10) ve etkilenmis olgu (V:6) DNA’lar1 ve F3-1/R5 primerleri ile, 2275 bg
biiylikliigiindeki ekzon 7-10’u kapsayan amplikon olusturmak tizere PZR reaksiyonu
gercgeklestirildi. PZR iiriinleri % 1.2°lik agaroz jelde goriintiilendi. Saglikli kontrolde 2275 bg
blyiikligiinde bir amplikon, tasiyici olan annede 2275 bg ve yaklasik 650 bg biiyiikliigiinde
iki amplikon ve etkilenmis olguda (V:6) yaklasik 650 bg¢ biiyiikliiglinde bir amplikon elde
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edildi. Anne ve olguda her iki 6rnekte de 6zgiin olmayan ek farkli bantlar oldugu gozlendi
(Sekil 30). Multipl bantlarin varligi nedeniyle dizi analizi asamasina gecilmedi ancak bu bant
paterni klinik ile uyumlu goziikmekteydi. Bircok farkli PZR kosulu denenmesine karsin,

hicbir ¢aligmada temiz arka plani olan bir bant tablosu elde edilemedi.

kontrol IV:10 V6

20000 b
5000 bg
3000 b

2000 be
1500 bg

2275 bg 4

1000 bg

~650 bg 700 bg

500 bg
400 bg
300 bg
200 bg

75 bg

Sekil 30. Aile LPO7°de F3-1/RS primerleri kullanilarak yapilan PCR goriintiileri

Ekzon 8-10’u kapsayan F4/RS primerleriyle yapilan incelemelerde saglikli bireylerde
tirtin elde edilebilirken, etkilenmis olgulara ait DNA 6rneklerinden (rln elde edilemedi.

Indeksin babasinda (IV:11) yapilan PCR ve dizi analizinde mutasyon saptanmadi.
Etkilenmis olgularda ekzon 8-9’un c¢ogaltilamamasi, ebeveynlerde mutasyonlu allelin
cogaltilamadigini (allel drop) lehine yorumlandi. Bolgeyi daha detayli incelemek i¢in intron
7-intron 9 bolgesini kapsayan yeni bir ¢ift primer tasarland1 (F6/R6). F6 primeri R3’lin 5’
bolgesine, R6 primeri F5’iin 3’ bolgesine konuslandirilarak, daha once iirlin saglanabilen ve
dizi analizi ile okunabilen bolgelerde olmasina dikkat edildi. Bu primerlerle anne (IV:10),
baba (IV:11), etkilenmis olgular (V:6), (V:7), (V:9), (V:10) ve saglikli kardes (V:11) DNA
ornekleri ile PZR gergeklestirildi. PZR f{irlinleri agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi,

etkilenmis dort olguda da {iriin elde edilemezken, anne, baba ve saglikli kardes (V:11)’de
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amplikon elde edildi (Sekil 31). Amplikon olusan iiriinlerden birinde, gerceklestirilen dizi

analizinde (IV:10) mutasyon saptanmadi ve bu ornekte yalnizca normal allelin iiriin verdigi ve

dizilendigi diisiiniildii.

Sekil 31. F6/R6 primer cifti ile elde edilenPCR goriintisu

Olgularda ekzon 8 ve ekzon 9’u kapsayan olasi bir delesyon varlig1 diisiiniilerek
array-CGH ile inceleme yapilmasi planlandi ancak ITF, Tibbi Genetik AD’nin Genetik
Laboratuvarinda kullanilan Agilent SurePrint G3 Human CGH-+SNP Microarray 4X180 K
kitinde bolgeye en yakin CNV ve SNP’lerin 150,366,469°da yeralan ve 5° gen dis1 bdlgede
bulunan A 20 P00104142 ve rs834234 ile 150,510,660°da yer alan, 3’ gen dis1 bolgede yer
alan A 20 P00104143 ve rs6693567 oldugu saptanarak, ECM1 geninde ekzon 8-9 bdlgesinde
olast bir delesyonun varligin1i gosteremeyecegi igin, bu teknigin uygulanmasindan

uzaklasildi (Sekil 32).
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Sekil 32.ECML1 geni ve array-CGH problari

Bolgeyi daha genis bir bigimde kaplayacak yeni bir PZR tasarlandi. Bu reaksiyonda
F3 (intron 5) ve R5 (3’UTR) primer ¢ifti kullanilarak, anne (IV:10) ve bir etkilenmis olguda
(V:7) PZR vyapildi. In silico PZR analizine gore bu bdlgeden 2908 bg lik bir driin elde
edilmesi ongoriildii. Agaroz jel elektroforezinde 1kb’lik merdiven (Fermentas) esliginde

kosturulan 6rneklerden ~1350 bg¢’lik bir iiriin elde edildigi gozlendi (Sekil 33).

V7 V10

2000 ==
1500 ——

1000 =

500

Sekil 33. V:7 ve IV:10 6rneklerinin F3/R5 amplikonlari

(agaroz jel elektroforezinde merdiven esliginde gosterilmektedir)
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Bu Grln her iki ornekte F3-1 (intron 6) primeri ile dizilendi. IV:10 6rneginde intron
7’de  heterozigot, V:7’de homozigot bir indel polimorfizmi  (rs149815479,
€.1083+89_1083+90delCC)bulundugu saptandi.Bu polimorfizm, daha 6nce 1V:10’da F6/R6
primer c¢ifti ile yapilan amplikon iiriiniinde yapilan dizide gosterilememisti. Bu durum, anne-
babada yapilan ekzon 8-9 PZR’lerinde sadece normal allelin ¢ogaltildigini ve dizilendigini

kanitlamis oldu (Sekil 34).

IV:10, F6/R6 amplikonu, F6 dizisi,
goriiniirde homozigot rs149815479 .": "55
(allel drop) I

IV:10, F3/R5 amplikonu, F3-1 dizisi,
heterozigot rs149815479

V7, F3/RS amplikonu, F3-1dizisi, * * * * ® ® = # @ # @ w wE 0 www o
homozigot rs149815479

Sekil 34. IV:10, V:7 6rneklerinde F6/R6 ve F3/RS amplikonlariin elektroferogram

goruntaleri
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F3/R5 amplikonlarindan elde edilen iiriinler, F3-1 dizisinden sonra, dizilenen bolgede
ilerleyerek sorunlu bolgeye ulassilmaya calisildi. Ancak her iki drnekte de (1V:10, V:7) dizi

reaksiyonunun kesildigi ve ilerleyemedigi goriildii (Sekil 35).

Sekil 35. V:7’nin F3/RS amplikonunda F6 dizi reaksiyonu ham ve analiz edilmis

elektroferogrami

Bu durum, etkilenmis olgularimizda olas1 bir inversiyon, duplikasyon, delesyon, indel
ya da palindromik bir olusum nedeniyle sag tokasi gibi (hair pin) giiclii bir sekonder yapinin
dizileme reaksiyonuna engel teskil ettigini diislindiirdii. Bu amplikonda reverse yerlesimli
primerlerden (R5, R4 ve R6) herhangi bir basarili dizi reaksiyonu da elde edilemedi. ilk
asamada V:7 ve IV:10’de istenen bant boylarindan (2908 bg¢) daha kiiciik bant boylarinda
(~1350 bg) irin elde edildigi de go6zoniinde tutularak, bir sonraki asamada, F3/R5
amplikonunu kalip (template) olarak kullanarak, bu bolgedeki farkli diger primerler ile yeni

PZR reaksiyonlari yapilmasi ve dizilenmesi planlandi.
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8. Aile LPO8

a. Aile Oykusu

Aralarinda 1. derece kuzen evliligi olan anne ve babanin {igiincii gebelikten ikiz esi 8
yas 10 aylik erkek olgu, lipoid proteinozis tanistyla takip edilirken molekiiler analiz istemiyle
poliklinigimize bagvurdu.

Aile oykiistinde (G3P4) olgumuzun iki kardesi ve ikiz esi saglikl (¢ift yumurta ikizi).
Ailede benzer olgu tariflenmiyor (Sekil 36).

Ardahan

| Qi_Jj

I z : 1° kuzen

Erpnypiiywyy

yenidogan 23 yas 18 yas
déneminde  kalp lasemi yenidogan doneminde

etyoloji? hastaligi? etyoloji?
* * * \ *
v []
1 2 / 3 4

Sekil 36. LP08’in aile agaci

* DNA 0Ornegi i¢in kan alinan bireyler

Olgunun antenatal oykilsinde 6zellik yoktu ve 36 GH’nda sezaryen ile 2750 g
agirliginda dogmustu. Ikiz esinin de 2750 g agirhiginda oldugu bilgisi alindi. Dogum boyu ve
bas c¢evresi bilinmiyordu. Solunum sikintis1 nedeniyle, ikizlerin bir hafta kiivozde takip
edildigi ve ikiz esinin durumunun yenidogan déneminde daha iyi oldugu bilgisi alindi. Olgu
bes aylikken desteksiz oturmus, 9 aylikken siralamis, 1 yasinda yiirimiis, 2 yasinda tuvalet
egitimi almig, ndromotor gelisimi ikiziyle benzer imis. Olgunun ilkokul 3. smifa gittigi ve

ders basarisinin iyi oldugu bildirildi.
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Bir aylikken sesi tamamen kisilmis, ¢ok sayida doktora basvurmuslar, zamanla
gececeg8i sOylenmis. Bir yasindan sonra kollarinda, sirtinda olusan biiller yapilar, kabuklu
lezyonlara déniismiis. Iki yasinda Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi cocuk
onkolojisinde gene alt1 lenf bezinde biiyiime nedeniyle arastirilirken cilt biyopsisi yapilmis ve
LP tanist almis. Deltacortril 1-2 ay kullanmis, fayda gérmemis. Yilda bir, iki yilda bir dilde
sislik, yliksek ates sikayeti oluyormus, hastanede yatarak antibiyotik tedavisi aliyormus.

Alt1 yaginda ayaklar1 sigsmis hastaneye bagvurmuslar, oligiiri, hiper tansiyon saptanmis,
nefrolojik degerlendirmede bdbrekiistii bezinde kalsifikasyon saptanmis ve endokrinolojiye
yonlendirilmis. Bir yildir ses terapisi aliyormus. Dermatoloji ve KBB Neostigmin kapsiil
baslamig, 2 aydir kullaniyormus. Gogiis hastaliklart Singulair tb baslamis, 4-5 aydir

kullaniyormus. Norolojik ve psikiyatrik sorun tariflenmiyor.

b. Fizik Muayene Bulgular

Olguda tiim viicutta ¢ogu hipopigmente atrofik skarlar, birkag¢ eritemli-kabuklu
lezyon, sacl deride lezyon yerlerinde alopesi alanlari, kirpik diplerinde papiller (hafif),
dilde, dilalt1 frenulumda, alt dudak mukozasinda kalinlasma-sarimsi lezyonlar, kuru ve ¢atlak
dudaklar, diz ve dirseklerde hiperkeratozis, parmak dorsallerinde deride kalinlasma mevcuttu

(Sekil 37). Olgunun sesi belirgin olarak boguktu.

Sekil 37. Aile LP08’deki etkilenmis olgu (9 yas)
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¢. Molekiiler Analiz Sonuglari

Cilt ve mukoza bulgular1 LP ile uyumlu olan olgudan, saglikli ikizinden, saglikli
kardeslerinden, anne ve babadan DNA eldesi i¢in kan drnekleri alindi (Sekil 36’da sirasiyla
1IV:3, 1IV:4,1V:1, 1V:2, KII:10 ve 111:11)

Olguda ECM1 geni dizi analizi ile literatiirde tanimlanmis (47) ekzon 6’da homozigot
¢.507delT saptandi (Sekil 38).

Anne, baba ve saglikli kardeslerden IV:2’nin bu mutasyonu heterozigot olarak
tasidigi, saglikli kardeslerden IV:1 ve ikiz kardesinin IV:4 ise bu mutasyonu tasimadigi

gosterildi.

300 310

Anne, baba ve saghkh kardeg IV-2

300 310
T € ¢ € ¢ C ¢ & G G 6 & 6 6 C €

ekzon 6°da homozigot ¢.507delT mutasyonu

Saglikh kardegler IV:1 ve IV:4
300 310 ekzon 6°da heterozigot ¢ 507delT mutasyonu

Sekil 38. Aile LP08’de ECM1 geni parsiyel elektroferogramlari
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9. Aile LP09

a. Aile Oykusu

LP tanili ii¢ ¢ocugu olan, aralarinda 1.5 derece kuzen evliligi olan anne-baba genetik

danigma istemiyle poliklinigimize bagvurdu.

Ailenin (G5P6, canl1 5) ikinci ¢ocugu 6 aylikken kaybedilmis, 6liim nedeni bilinmiyor.
17%12 yasindaki olgunun (V:4) cilt bulgular1 daha hafif ve norolojik bulgular1 olmayan 19
yasinda bir abisi (V:3) ve 12 yasinda bir kiz kardesi (V:5) mevcuttu (Sekil 39).

3
I

=1vyag
etyaloji?

Erzurum

o o

* 1.5" kuzen *
)
8 9
1-1.5 yas
etyoloji?
1% % L L é\é
1 2 3 /4 5 6

Sekil 39. LP09’un aile agac1

* DNA eldesi i¢in kan 6rnegi alinan bireyler

1752 yasindaki olgunun antenatal ve natal Oykiisiinde ozellik yoktu. 1.5 yasinda
agzinda, yliziinde yaralar olusmaya baglamis, sesinde bogukluk fark edilmis. 2 yasinda
ylrimiis (LP’li diger kardesleri ise daha erken yliiriimiis, onlarin dersleri daha iyiymis).
Konugmasiin beklenen zamanda oldugu ifade ediliyor. 1. sinifta okuma-yazma 6grenmis.

Lise 3’e gidiyormus, acik lisede okuyormus. Lise 1°de sinifta kalmas.
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13 yasinda deri biyopsisinin patolojik incelemesinde epidermiste incelme, (st dermisi
band tarzinda dolduran eozinofilik materyal izlenmis. Histokimyasal incelemede eozinofilik
materyal PAS ile pozitif, diyastaza rezistan boyanmis, LP ile uyumlu bulunmus(Haseki
EAH/2010). Kranial BT’de bilateral amigdala lokalizasyonunda simetrik kalsifikasyon
izlenmis. Kranial MR’da bilateral amigdala lokalizasyonunda T1A hiperintens sinyal
degisiklikleri izlenmis. EKO normal bulunmus. KBB muayenesinde vokal kordlar normal,
epiglot mukozasinda tutulum izlenmis. G6z muayenesinde kirpik diplerinde papiiller,
fundusta papilla hafif kabarik saptanmig, gérme bilateral tammis. Olgunun agresif ve hicbir
seyden korkmayan bir kisilik yapisinda oldugu, yalniz kaldiginda kendi kendine giildiigii,
yanina birinin geldigini fark edince glilmeyi kestigi belirtildi. Absans benzeri dalmalari
oluyormus. Cilt lezyonlar1 nedeniyle toplum icine fazla girmiyormus. Baz1 giinler kimseyle
konusmuyormus. Etkilenmis diger iki kardesde noérolojik bulgu ve davranmis problemi

tariflenmedi.

b. Fizik Muayene Bulgular

17 yas 6 aylik erkek olguda, yiizde boyunda yer yer retikiiler, yer yer birlesip plak
yapis1 olusturan, sar1 papil ve plaklar, gévde ve ekstremitelerde lineer ve oval sekilli atrofik
gorinimli lezyonlar, bilateral dirseklerde verrik6z lezyonlar, kirpik diplerinde dizilmis
papuller, seyrek saclar mevcuttu.

Cilt, mukoza bulgulari, bilateral amigdala kalsifikasyonu ve noropsikiyatrik bulgular

ile olgumuz LP ile uyumlu bulundu.

¢. Molekiiler Analiz Sonuclari

Olgudan, iki etkilenmis kardesinden, etkilenmemis kardeslerinden, anne ve

babasindan kan 6rnekleri alind1 (Sekil 39, sirasiyla V:4, V:3, V:5, V:1, V:6, IV:8 ve IV:9).

Ailedeki etkilenmis olgularin hepsinde ECM1 geni ekzon 6’da literatiirde tanimlanmis
(47) homozigot ¢.507delT (p.R171Gfs*7) mutasyonu (Sekil 40) saptandi. Anne, baba ve

saglikli iki kardesin bu mutasyonu heterozigot olarak tasidiklar1 gosterildi.
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Olgu ve etkilenmis iki kardes
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ekson 6°da homozigot c.507delT mutasvonu

Anne, baba, saglikli iki kardes
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ekson 6°da heterozigot ¢.507delT mutasyonu

Sekil 40. Aile LP09’da ECML1 parsiyel elektroferogram goruntisu

10. Aile LP10

a. Aile Oykiisu

Aralarinda 1. derece kuzen evliligi olan anne babanin yasayan 6. ¢ocuklar1 olan lipoid
proteinozis tanili 35 yasindaki disi olgu, genetik danisma istemiyle poliklinigimize basvurdu.

Aile dykusunde (G10P7Ab3) LP’den etkilenmis baska olgu tariflenmiyordu(Sekil 41).
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Sekil 41. LP10’un aile agac1

* DNA eldesi i¢in kan 6rnegi alinan bireyler

Olgumuzun antenatal ve natal Oykiisiinde o6zellik yoktu. 3 yasindan beri yiizde
kabarikliklar, dilde yaralar, ses kisiklig1 sikayetiyle farkli merkezlerde arastirilmisg, tani
konulamamisti. 35 yasinda LP 6n tanisiyla deri biyopsisinde, iist retikiiler dermiste amorf
eozinofilik protein6z madde birikimleri, yer yer alt retikiller dermiste kiglik damar
duvarlarmin ve ekrin glandlarin bazalinde eozinofilik proteindz kalinlasma alanlar1 goriilmiis.
Bu birikimler PAS+, diyastaz rezistan boyanmis. Histopatolojik ve histokimyasal bulgular LP
ile uyumlu saptanmis(Haydarpasa Numune EAH/2014). 3 yasindan sonra her iki kulak zari
perfore olmus, kulaklarda kismi isitme kaybi mevcutmus, sag kulakta isitme cihazi
kullantyormus. Kabizlik sikayeti nedeniyle pankreas enzimlerini igeren Pankreoflat ve
barsaklarin fizyolojik hareketliligini diizenleyen Debridat kullantyormus. 35 yasinda norolojik
muayenesi normal olan olgunun, kraniyal MR ve kranium grafisi normal sonuclanmis. Ilkokul
5. smif terk olgu, okuma-yazmay1 ilk sene 0grenmis. Temizlik isinde calisiyormus. KBB

muayenesi sonucunda antireflii tedavi verilmis, ses terapisi Onerilmis.
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b. Fizik Muayene Bulgular

35 yasindaki (160 cm boyunda, 45 kg agirliginda) disi olguda, boguk ses, ylizde sari
papiiller, ciltte kabalasma, alinda ve perioral bolgede kirigikliklarda artis, kirpik diplerinde
tesbih tanesi gibi dizilmis papiiller, dilde kalinlasma ve ¢ok sayida fissiir mevcuttu. Viicutta
atrofik skarlar, sol omuz posteriorda yaklasik 2-3 c¢m hiperpigmente leke, dirseklerde

hiperkeratozis mevcuttu. (Sekil 42)

Sekil 42. Aile LP10’da etkilenmis olgu

(35 yas) ytizde ve kirpik diplerinde dizilmis sar1 papiiller, sirtta atrofik skarlar

¢. Molekiiler Analiz Sonuclar

Olgudan, saglikli dort kardesinden ve babasindan ECM1 geni molekdler analizi igin
kan Ornekleri alindi. (Sekil 41°de sirasiya, 1V:12, 1V:2, IV:4, IV:6, IV, IV:8, IV:10, ve
I11:2)Olguda ECM1 geni ekzon 7’de daha once tanmimlanmis (74) homozigot ¢.806G>A
(p-C269Y) mutasyonu saptandr (Sekil 43).Babanin, saglikli kardeslerden 1V;2, IV:4, 1V:6,
IV:10’un mutasyonu heterozigot olarak tasidiklari, IV:8’in ise mutasyonu tasimadigi

belirlendi.

LP i¢in tastyict oldugu belirlenen 1V:4, akraba evliligi yapmis oldugu esinin tasiyicilik

on riski 1/8 idi ve esine molekdler analiz énerildi.
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Baba, saghikl kardeglerden III:2, IV:2, IV:4, IV:6, IV:10

c

240 250
¢ ¢ T T € T € ¢C T EC T T € C€C & & & &

ekzon 7'de heterozigot ¢.806G>A mutasyonu

Sekil 43. Aile LP10 ECM1 geni parsiyel elektroferogrami
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V. SONUC

LP tanili 10 aileden 15 olgunun, klinik bulgulari, cildin histopatolojik bulgulari,
ndroradyolojik bulgular1 ve molekiiler analiz sonuclar1 degerlendirildi ve olas1 genotip fenotip
iliskisinin varligr arastirildi. Tiim olgularda cilt ve mukoza tutulumu bulgulari; akneiform
ve/veya atrofik lezyonlar, kirpik diplerinde papiiller, dilde, dudak mukozasinda kalinlagma,
laringeal infiltrasyon nedeniyle olusan boguk ses, diz ve dirsek cildinde kalinlagsma goriildii.
Aksilla, dirsek veya dizlerde verrikoz lezyonlar 15 olgunun 11’inde (%73) mevcuttu. Sekiz
aileden etkilenmis sekiz olguya cilt biyopsisi yapilmis ve histopatolojik bulgular LP ile
uyumlu bulunmustu. Sa¢ diplerindeki lezyonlar iki olguda yamali alopesiye neden olmustu.
Norolojik ve/veya noropsikiyatrik bulgular 15 olgunun besinde (%33) gozlendi. Norolojik
ve/veya noropsikiyatrik bulgulart olan bes olguda beyin BT/MR goriintiilemelerinde
kalsifikasyon go6zlenirken, bulgu gézlenmeyen 10 olgunun altisinin beyin BT veya MR
gorintilemelerinde  intrakraniyal Kkalsifikasyon lehine bulgu yoktu. Intrakraniyal
kalsifikasyonu olan olgularin tiimiinde konviilziyon ve/veya episodik absans benzeri dalma
mevcutken, problem ¢6zme ve planlama gibi yonetsel fonksiyonlarda bozulma, hafiza kaybi,
agresif davranis bes olgunun dordiinde, paranoya/haliisinasyon ve korku kaybi bes olgunun

Uclinde mevcuttu (Tablo 1).

Calismaya alinan 10 ailenin dokuzunda LP ile iligkili bir yanlig anlamli mutasyon, bir
anlamsiz mutasyon, iki RNA splicing mutasyonu, {i¢ii delesyon biri insersiyon olmak iizere
dort ¢erceve kaymasi mutasyonu toplam 8 farkli mutasyon saptandi. Bu mutasyonlarin iigli
(c.709-2A>G, ¢.1305-2G>A, c.1411_1412insAT) daha Once literatiirde bildirilmemisti. Bir
ailede (LP07) ekzon 8 ve ekzon 9 bolgesinde PCR f{iriinii eldesi asamasinda sorun yasandi.

Yeni primerler tasarlanarak bu bolgenin amplifikasyonunun saglanmasi planlandi.

Tim ailelere LP’nin otozomal ¢ekinik gecisli bir sendrom oldugu, homozigot ya da
birlesik heterozigot mutasyon tasiyanlarin sendromdan etkilendigi, saglikli anne ve babanin
heterozigot olarak mutasyon tasidigi belirtildi. Tasiyict ciftlerin her gebelikte sendromdan
etkilenmis ¢ocuk dogurma riskinin %25 oldugu bildirildi. LP’ye neden olan mutasyonun

saptandig ailelerde prenatal taninin olasi oldugu anlatildi.



Tablo 1. Olgularin klinik bulgular1 ve molekiiler analiz sonuglarinin 6zeti
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Aile LPO1 | LPO2 | LPO3 | LPO4 | LPO5 LP0O6 LPO7 LPO8 | LPO9 | LP10 %
Olgu 1 2 3 4 5 6 | 7 | 8 9 | 10 | 11 12 13 14 15
Akrabalik + + + + - + + + + + 9/10
Yas (fizik muayene) 7 24 39 21 31 34 33 22 12 8 9 17 35
Cinsiyet E E K K E K E K E K E E E E K 6K/9E
Akneiform /atrofik lezyonlar + + + + + + + + + + + + + + + 15/15
g Kirpik diplerinde papiller + + + + + + + + + + + + + + + 15/15
=
%‘3 Dilde / dudak mukozasinda kalinlasma + + + + + + + + + + + + + + + 15/15
':Es Boguk ses + + + + + + + + + + + + + + + 15/15
o
é Dirseklerde /dizlerde kalinlagmis cilt + + + + + + + + + + + + + + + 15/15
4 Verriikdz lezyonlar - + + - + + - + + + + - + + + 11/15
8 Yamali alopesi - - - + - - - - - - - - + - - 2/15
Cilt biyopsi materyalinde hiyalin birikimi + + + ? ? + ? ? + ? ? ? + + + 8/8
Intrakranial kalsifikasyon - - + - + ? + + - ? ? - ? + - 5/11
4
% Konviilziyon - - + - + - + + - - - - - + - 5/15
>
= Hafiza kayb1 - - + - + - + - - - - - - + - 4/15
(72}
§' Yénetsel fonksiyonlarda bozulma - - + - + - + - - - - - - + - 4/15
Q
c .t
S Paranoya/haliisinasyon - - + - + - - - - - - - - + - 3/15
—g é’ Agresif davranig - - + - + - + - - - - - - + - 4/15
2 2| Korku kayb - - + - + - - - - - - - - + - 3/15
N Ol o ol 0o oo o o o0 o o o o o o o o
O PP RPN NN N RN o g g g U] © o
\/ w w w w W w W O NN o O o O o O
> & & & 7B 22 2 33333
SR N S BN Y R A A 3 & g & 33 Q9
ECM1 mutasyonu S oo 28388 =7 o o 533 3 » >
EN vV V| & g 2 2 2
= > > 2 2 2N
Q 4 4| 9 4| 3
v O 0 O O 3

?:bilinmiyor
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VI. TARTISMA

Lipoid proteinozis, deri ve mukoza lezyonlari, intraserebral kalsifikasyonlar, ndrolojik
ve noropsikiyatrik bulgularla karakterize, OR kalitilan nadir bir sendromdur (1-4). Laringeal
infiltrasyon nedeniyle boguk ses ve kirpik diplerinde siralanmisg papiiller, sendromun
karakteristik bulgularidir (3,10). Klinik bulgulart degisken olmakla birlikte, genellikle
yenidogan doneminde ses kisikligi ile baslar (3). G6z kapaklar1 kenarinda yerlesen papiiller,
akneiform skarlar ve sigil benzeri papiil ve plaklar gibi ¢esitli deri belirtileri ¢ocukluk
déneminde ortaya ¢ikar (3).

Hamada ve ark. (2002) LP ile iliskilendirilen tek gen olan ECM1 genini
tanimlamiglardir (46). Kromozom 1g21.2°de lokalize olanECM1 geni 10 ekzonludur. LP’li
olgularda, ECM1’deki mutasyonlarin genelde ekzon 6 ve ekzon 7’de oldugu ve ekzon 7
disindaki mutasyonlarin daha agir mukokutanéz LP fenotipine neden olabilecegi ileri
sUriilmiistiir (47). Genin ECM1b transkriptinde ekzon 7’nin olmamasi, bu ekzonda mutasyonu
olan olgularda farkli, belki daha hafif klinik bulgular goriilebilecegini diislindiirmiistiir.
Hamada’nin yayininda, ECM1 geninde, dordi ekzon 7°de olmak iizere alt1 farkli mutasyon
bildirilmis ve ekzon 7’de mutasyon olan olgularda ECM1b transkripti etkilenmedigi halde,
diger ekzonlarda mutasyonu olan olgularla belirgin bir fenotipik farklilik gozlenmedigi
belirtilmistir. Bu durum, ECM1a transkriptinin ECM1b’ye kiyasla daha fazla biyolojik 6énemi
oldugunu diisiindiirmiistiir (3). Chan ve ark. (2007), farkli ECM1 mutasyonlar1 olan 60
olguluk seri c¢alismasi sonuglarina dayanarak, ekzon 7’de mutasyon saptanan olgularin
fenotipinin cilt ve mukoza tutulumu, noérolojik, noropsikiyatrik bulgular agisindan diger
olgulardan daha hafif olmadigi sonucuna varmiglardir (6). ECM1 geninde founder etkisi ile
ayni mutasyonu (p.Q276X) tasiyan Alman kokenli Giliney Afrikalilardagenotip-fenotip
iliskisinin arastirildig1 calismada, intrafamilyal degiskenlik gézlendigi, patojenik mutasyonun
tipi ve pozisyonuyla, fenotip arasinda iliski kurulamadigi bildirilmistir. LP’nin klinik
bulgularinin zamanla ortaya ¢ikmasinin ve baslangic yasinin bireyler arasinda farklilik
gostermesi nedeniyle, fenotipi degerlendirmenin zor oldugu belirtilmistir (8). LP’li tiim
olgularda beyin goriintiillemesi yapilmamis olmasmna ragmen herhangi bir ECM1
mutasyonuyla serebral kalsifikasyon varlig1 arasinda iliski de gézlenmemistir (6).

Bugline kadar literatirdeECM1 genindetoplam 51 mutasyon bildirilmistir (HGMD,

Agustos 2015). Bu mutasyonlarin ekzonlara (veya bitisigindeki‘splice acceptor’ bolgesine)
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dagilimi; ekzon 1, ekzon 2’de ve ekzon 4’te lger, ekzon 3’te iki, ekzon 5’te bir, ekzon 6’da
oniig, ekzon 7’de onig, ekzon 8’de yedi, ekzon 9’da bir, ekzon 10’dad6rt mutasyon
seklindedir. Bir de ekzon 9 ve 10’u kapsayan biylk delesyon bildirilmistir. Calismamiza
katilan olgularda ekzon 7, ekzon 9 ve ekzon 10°da (veya bitisigindeki ‘splice acceptor’
bolgesinde)yeni mutasyonlar olmak Uzere sekiz mutasyonun biri ekzon 6’da, dordu ekzon
7’°de, biri ekzon 9°da, ikisi ekzon 10’dadr.

Olgulardaki sekiz mutasyonun besi daha 6nce literatiirde bildirilmis olup, ¢.507delT
Tiirk ve bir¢ok 1rkta gosterilmis ve en siklikla saptanan mutasyondur. Diger tanimlanmis
mutasyonlardan ¢.735_736del TG mutasyonu Tiirk,c.806G>A mutasyonu Suudi Arap, founder
etkisi ile agiklanan ¢.826C>T mutasyonu Alman kokenli Giiney Afrikalilarda, c.1441C>T
Hint bireyde tanimlanmistir. Ailelerimizden birinde (LP 01) akraba evliligi bulunmasina
ragmen biri daha Once tanimlanmis digeri tanimlanmamis bir mutasyon saptanmasi dikkat
cekici bulunmustur. Calismamizda dokuz ailede sekiz farkli mutasyonun saptanmasi
nedeniyle lkemizde Gilney Afrika’daki gibi ‘founder etkisi’nin olmadigi, belki de
heterozigot tasiyicilik insidansinin diisiiniilenden daha yiiksek oldugu, etkilenmis bireylerin
dogru tan1 alamayip hastalifin goézden kactig1 diisiintilebilir. Bu nedenle ilgili dal
uzmanlarimin  (dermatolog, noérolog ve psikiatristlerin) bilgilendirilerek farkindalik

yaratilabilmesi icin girisimlerde bulunulmasinin uygun olacagini diistinmekteyiz.

Olgu serimizde ECM1 geninde saptanan sekiz farkli mutasyondan (Sekil 44) ii¢li daha
once literatiirde bildirilmemistir. Bunlardan ¢.709-2A>G ve ¢.1305-2A>G’nin ekzonik RNA
segmentlerinin kirpilmasinda 6nemli olan ve evrimce korunmus olan ‘splice acceptor’
dizilimini bozarak (GT-AG kurali) gende kirpilma hatasina yol agmasi beklenmektedir.
c.1411 1412insAT’nin transkriptte ¢ergeve kaymasina ve translasyonda protein

trunkasyonuna yol agmasi beklenmektedir.

ECM1 proteini, bir sinyal peptidi (19 aa), bir sistein-free domain, iki tandem repeats
ve bir C-terminal domainden olugsmaktadir. Proteinin sistein-free domainini etkileyen
¢.507delT mutasyonu, ECM1 repeat 1 bolgesini etkileyen ¢.709-2A>G, ¢.735_736delTG,
c.806G<A, c¢.826delC mutasyonlar1 ve C terminal domainini etkileyen c¢.1305-2A>G,
c.1411 1412insAT, c¢.1441C>T mutasyonlarimin etkiledikleri domain Sekil 45°te
gosterilmektedir. Calismamizda, mutasyon tipi veya mutasyonlarin etkiledikleri domain ile

olgularin fenotipleri arasinda iliski kurulamamistir.
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) * LPO3 *
IVS6-2A>G 1411 1412insAT
C269Y
1 2 3 45 1“"0 8 9 10
LPO2
507delT  735delTG
826delC
LP08 LPo3 IVS8-2A>G R481X
LP02 LP04  LPOG * LP01

Sekil 44.0lgularimizda saptanan mutasyonlarin ECM1 genindeki lokalizasyonlari

(lic yeni mutasyon yildizla gosterilmistir, homozigot mutasyonlar ¢ift okla gdsterilmistir)

Signal Cysteine- ECM1 repeat 1 ECM1 repeat 2 C-terminal
peptide free domain domain
119 177 284 432 540

] [l

Sekil 45.ECM1 proteininin domainleri
(Olgularimizda  etkilenen aminoasitlerinproteindeki  lokalizasyonlart mavi  oklarla

gosterilmistir) (73‘ten modifiye edilmistir)
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Sekil 46. Olgularimizda saptanan mutasyonlarin Tiirkiye’de il bazinda dagilimi

Bu calisma ile LP ile iligkili ii¢ yeni mutasyon (€.709-2A>G,c.1305-2G>A,
c.1411 _1412insAT) tanimlanmis oldu. Yeni mutasyonlarin gorildiigii ii¢ olgunun cilt ve
mukoza tutulumu diger olgulardan farklilik gdstermemektedir. €.1305-2G>A mutasyonu
saptanan LPO1 ve LP02 olgularinda norolojik, néropsikiyatrik bulgu saptanmamaistir. ¢.709-
2A>G ve c.1411 1412insAT birlesik heterozigot mutasyonunu tagiyan LP05’te ise norolojik,
noropsikiyatrik bulgular mevcuttur. LPO1’in ECM1 geninde saptanan birlesik heterozigot
mutasyonlardan ekzon 10°daki ¢.1441C>T mutasyonu daha once literatiirde Hindistanli bir
olguda homozigot formda bildirilmis ve fenotipinin diger LP olgularindan farkli olmadig:
belirtilmistir (6). LP03 ve LP04’iin ECM1 geni 7. ekzonunda homozigot ¢.735 736del TG
mutasyonu saptanmistir. Bu iki olgunun klinik bulgulari karsilagtirildiginda, 39 yasindaki
LP03, 18 yasinda temporal lob epilepsisi tanisi almis ve bilateral anteromedial temporal
kalsifikasyon saptanmistir ve olguda sendromun diger noropsikiyatrik bulgularn da
goriilmektedir. 21 yasindaki LP04’tn ise Dbeyin goriintiilemesinde Kalsifikasyon
saptanmamistir ve nodrolojik veya noropsikiyatrik bulgusu yoktur. Diger cilt tutulumu
bulgular1 arasinda fark olmamakla birlikte LP04’te LP03’ten farkli olarak verriik6z lezyonlar

gbzlenmezken, yamali alopesi bulgusu belirgindir. LP03’te ¢k olarak sialoadenit dykus,
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anjiondrotik 6dem, tip 2 DM mevcuttur. Literatlirde cilt, mukoza tutulumu ve temporal lob
kalsifikasyonlar1 olan 14 ve 4 yasindaki iki Tirk kardeste c¢.735 736delTG mutasyonu
bildirilmis ve intrafamilyal variyabilite gozlendigini belirtilmistir (47). Aile LP06’da iig
etkilenmis kardesin klinik bulgular1 farkli olmakla birlikte iigiinde de ekzon 7°de daha 6nce
tanimlanmis homozigot ¢.826delC (p.GIn276Serfs*40) mutasyonu saptanmistir. Sendromun
cilt ve mukoza tutulumu olan g olgudan, 34 yasindaki disi olguda nérolojik, néropsikiyatrik
bulgu olmamasma karsin 33 yasindaki daha hafif cilt lezyonlart erkek kardesinde
intrakraniyal kalsifikasyon, konviilziyon, hafiza kaybi, yonetsel fonksiyon kaybi, agresif
davraniglart mevcuttur. 22 yasindaki kiz kardesinde ise cilt lezyonlar1 daha belirgin iken
intrakraniyal kalsifikasyon, konviilziyon 0&ykiisiine ek bagka bir psikiatrik bulgusu
bulunmamaktaydi. Ek olarak, 33 yasindaki olguda erkek kardeste Tip 1 DM ve
serebrovaskiiler olay oykiisii ve 22 yasindaki kardeste tip 1 DM mevcuttu. Intrafamilyal
variyabilitenin ¢ok giizel bir 6rnegini gdsteren bu ailenin variabiliteye yol agan diger olasi
genetik faktorlerin (modifier genler, CNV farklar1 gibi) arastirilmasi i¢in iyi bir aday aile
oldugunu diisiinmekteyiz. ECM1 geni 6. ekzonda homozigot c¢.507delT mutasyonunun
gozlendigi LPO8 ve LP09’un klinik bulgular1 karsilastirildiginda, her iki olguda da cilt ve
mukoza tutulumu mevcuttur, 9 yasindaki LP08’de ndrolojik, noropsikiyatrik bulgu yokken 17
yasindaki LP09°da sendromun tiim ndrolojik, ndropsikiyatrik bulgular1 goriilmektedir. Ek
olarak, LP08’de siirrenal bezde kalsifikasyon mevcuttur. Ayni mutasyona sahip olgular, farkli
yaslarda olduklarindan ve LP09’un norolojik, néropsikiyatrik bulgularinin 13 yasinda ortaya
cikmasi nedeniyle genotip-fenotip iliskisi acisindan yorum yapmak zordur. LP09’un aym
mutasyonun gosterildigi, cilt bulgular1 daha hafif olan ve norolojik, ndropsikiyatrik bulgular
olmayan 12 ve 19 yaginda iki kardesi mevcuttur. ¢.507delT daha 6nce literatiirde, cilt, mukoza
tutulumu ve ndrolojik bulgular1 olan 38 yasindaki Taylandli bir olguda bildirilmistir (47). Cilt
ve mukoza bulgular1 olan, ndrolojik, noropsikiyatrik bulgular1 olmayan 35 yasindaki LP10’da
ise ¢.806G>A mutasyonu saptanmistir. ¢.806G>A mutasyonu daha once literaturde, cilt,
mukoza bulgulart olan ndrolojik, ndropsikiyatrik bulgulart olmayan 12 ve 19 yasinda iki

kardeste (74) ve cilt, mukoza bulgular1 olan 21 yasinda Iranli bir olguda bildirilmistir (75).

Olgularimizdan LP03’te tip 2 DM, LP06 ailesinde iki etkilenmis olguda tip 1 DM
tanilar1 mevcuttur. Mekanizma netlesmese de ECM1’in pankreas adacik hiicreleri {izerine
etkisi oldugu bildirilmektedir. Literatiirde LP olgularinda ve akrabalarinda DM insidanst %20
olarak bildirilmistir (76). Serimizde de DM siklig1 literatiirle uyumlu olarak %20
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bulunmustur. LP10 konstipasyon sikayeti nedeniyle pankreas enzimlerini igeren ilag
kullandigin1 ve sikayetlerinin geriledigini belirtmektedir. LP08’de goriilen LP siirrenal bezde

kalsifikasyon birlikteligine literatiirde rastlanmamugtir.

Ekspresivite degiskenligi, otozomal dominant kalitilan sendromlarda goriilebilen bir
durumken, otozomal resesif kalitilan sendromlarda az rastlanan bir durumdur (77). Ornegin,
otozomal resesif kalitilan kistik fibroziste genotip-fenotip iliskisi pankreatik fonksiyon i¢in
kurulabiliyorken, pulmoner tutulum i¢in kurulamamaktadir (78). Mutasyonun fenotipe
yansima siddetini, allelik heterojenite, epigenetik faktorler, gen-cevre etkilesimi, yas ve
cinsiyetin etkisi, modifiye edici genler, CNV’ler, SNP’ler degistirebilmektedir (77).
Olgularimizdan LP03 ve LP04 aym1 homozigot mutasyonunu ve homozigot rs11801190
polimorfizmini birlikte tagimalarina ragmen norolojik ve noropsikiyatrik bulgular agisindan
diskordanttir. Bu bulgularla en azindan rs11801190 polimorfizminin fenotipik variabilite ile

iliskisi olmadigini géstermektedir.

Calisgmamizda Tiirkiye popiilasyonunda LP olgularindaki mutasyon ¢esitliligi
gozlenmistir. ECM1 geninde saptanan ii¢ yeni mutasyonun fenotipe etkisi incelenmis, bu
olgularin fenotipinin diger olgulardan farkli olmadigi saptanmistir. Ayn1 mutasyonu tasiyan
olgularda, hatta ailevi olgularda klinik bulgularin degiskenlik gostermesi nedeni ile
mutasyonun tipi veya lokalizasyonu ile fenotip arasinda bir iligski kurulamamigtir. Olgularda
genotip-fenotip iliskisi kurulamadigindan, ailelere 0Ozgiin genetik danisma vermek
zorlagmaktadir. LP’ye neden olan mutasyonun bilindigi tasiyici ¢iftlerin prenatal tani istemesi
durumunda, fetusun sendromdan etkilendigi saptansa dahi, fenotip hakkinda net bir yorum

yapilamayacaktir.
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VII. MOLEKULER INCELEMELER iCIN BiLGILENDIRILMiS ONAMFORMU

ISTANBUL UNIVERSITESI, ISTANBUL TIP FAKULTESI
TIBBI GENETIK ANABILIM DALI
MOLEKULER INCELEMELER ICIN BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU
Proje Adi

“LIPOID PROTEINOZIS TANILI OLGULARDA GENOTIP FENOTIP ILISKISININ
ARASTIRILMASI”

Tarih:

Bu inceleme ile klinik incelemeler sonucunda lipoid proteinozis oldugu saptanan olgularda
klinik bulgular, fenotipin yasla degisimi, aile i¢i fenotipik degiskenlik, fenotipe neden olan
molekiiler patolojinin arastirilmasi ve olast genotip fenotip korelasyonu varliginin
arastirilmas1 amagclanmaktadir. Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik
Anabilim Dal1 poliklinigine gonderilen olgularda arastirma amagli molekiiler incelemelerinin
yapilmasina izin vermeden Once sizleri ¢alismanin amaci, riskleri ve yararlart konusunda

bilgilendirmek istiyoruz.

Asagidaki Molekiiler incelemeler igin Bilgilendirilmis Géniillii Olur Formunu okuduktan

sonra ¢alismaya katilma karar1 verirseniz formu liitfen imzalayiniz.

1.Yapilacak islemin tanimi: Inceleme, lipoid proteinozis saptanan olgularda altta yatan
nedenin aydimlatilmasini ve olas1 genotip fenotip korelasyonu varligmin aragtirilmasini
amagclamaktadir. Bu calismalar Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik

Anabilim Dal1 tarafindan yiiriitiilecektir.

Molekiiler analizlerin yapilmasi i¢in hastalardan ve tasiyicilik riski bulunan bireylerden doku
ornekleri alinacaktir. Tan1 amaci ile 6nceden alinmis olan mevcut doku Ornekleri varsa
hastalarin onay1 alinarak o ornekler kullanilacaktir. Eldeki 6rneklerin yetersiz olmasi ya da
kullanilamamas1 durumunda hastadan yeniden doku (kan, vb) 6rnekleri almamiz gerekebilir.

Bu durumda hasta ve aile bilgilendirilecek ve izni alinacaktir.
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Bu ¢alismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Bu incelemeler i¢in
sizden alinan kanlardan elde edilecek orneklerinizin saklanmasi konusunda liitfen asagidaki

seceneklerden birini seginiz:

a. Elde edilen doku oOrnegimin ¢alisma bittikten sonra bdliimiiniiz 6rnek bankasinda

saklanmasina izin veriyorum.
b. Elde edilen doku 6rnegimin ¢aligsma bittikten sonra imha edilmesini istiyorum.

Doku 6rneginiz saklandig takdirde size sorulmadan, izniniz alinmadan higbir sekilde bagka

bir ¢calisma i¢in kullanilmayacaktir.
2. Olasi riskler ve faydalar:

Kan almmas1 sirasinda olusabilecek riskler: (1) igne-batmasina bagli olarak az bir aci

duyulmasi. (2) Igne batmasi sonrasinda ¢ok nadiren enfeksiyon gelismesi durumu.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler: Size ait genetik bilgi kesinlikle gizli
kalacaktir. Genetik bilginin kullanilmasina bagli olarak sosyal, ekonomik ve psikolojik

sorunlar ortaya ¢ikabilir.

Inceleme sonunda elde edilecek sonuglar istediginiz takdirde size bildirilecektir. Ancak bu
bilgiyi 6grenmeyi reddetmek her zaman hakkinizdir. Bu bilgiyi sizin disinizda birisi ile
paylasmamiz sadece sizin izninize bagl olacaktir. Genetik testlerin 6nemli bir riski de bu
testler sonucunda anne ya da babanin biyolojik kimliginin saptanmasidir. Bu durumlarda da

gizlilik ilkesine bagl kalinacaktir.

Olas1 yararlar: Bu incelemelerin esas amaci sizde/aile bireyinizde saptanan hastaligi daha
detayl1 aragtirmak ve genotip-fenotip iligkisinin anlasilmasina yardimci olacak bilgilere

ulagmaktir.

Diger secenekler: Bu c¢alismaya katilmayr reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak
tamamen istege baghdir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide bir degisiklik
olmayacaktir. Yine calismanin herhangi bir asamasinda onaymizi ¢ekmek hakkina da

sahipsiniz.
Uygulanacak islemin yapisi ve amact hakkinda, olasi riskleri ve yararlar1 tarafimdan,
-------------------------------------------------------------------- (Doktor Ad1)

hastaya, =~ @ semeeememememm s (Aile Ad)
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------------------------------------------------------------------------- (Tanik Kisi)

anlatilmistir. Sorulan sorular tarafimdan cevaplandirilmis ve cevaplandirilmaya devam

edilecektir.

Calismanin devami sirasinda ortaya cikabilecek yeni riskler ve/veya yararlar tarafimdan

katilimciya iletilecektir.
Tarih:
Doktorun imzast:
Kontak kurulabilecek kisiler: Dog. Dr. Birsen Karaman
Dr. Firdevs Dingsoy
Ulasilabilecek Tel. No.’lar1: Direk hat: (0212) 534 84 40
Dahili hat: (0 212) 414 20 00 - 32564 - 32327
Ulasim Adresi: Istanbul Universitesi Istanbul T1p Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dali
Millet Cad. 34390 Capa — ISTANBUL

Elektronik Posta Adresi: bkaraman@istanbul.edu.tr

Izin: Yukarida tanimlanan ileri diizey incelemenin uygulanmasi, riskleri ve yararlan ile ilgili
yeterince bilgi aldim. Bu calismaya kendimin (¢ocugumun) katilmasina izin veriyorum.
Calismanin herhangi bir asamasinda sayet vazgegersem onayimi ¢ekmek hakkinda ozgiir
oldugumu biliyorum. Bu nedenle kendimin/¢ocugumun bir zarar gérmeyecegini anladim.
Arastirma bulgulari, ailemdeki genetik hastaligin klinik ve molekiiler tanisina ve tedavisine
faydali sonuglar vermesi durumunda bana rapor edilecegini kabul ettigimi bildirmek

istiyorum.

Ad1 Soyadi Dogum tarihi Imza (Ebeveyn)
Alle UYeSi  mmmmmm e
Aile UYESI mmmmm e s

Aile UYESI mmmmm e
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A. ECM1 geninin genomik DNA primerleri

Tablo 2. ECM1 geninin genomik DNA primerleri

Primer adi | Ekzon Primer Dizisi Tm (°C) | PCR Uruni (bg)
ECM1-F1 5’-GGA GAT CAC ACC AGA CAA-3’ 52
ekzon 1
328
ECM1-R1 5’-GCC AAA CGG AGA ATC ACT-3’ 56
ECM1-F2 5’-GGA GAG GAT TAG GGG ACA-3’ 54
ekzon 2-3-4-5
908
ECM1-R2 5’-GGT GAG TGG CAG AGC CCA-3’ 63
ECM1-F3 5’-GGC AGG CTG TGA GCT GAC A- 3’ 63
ekzon 6-7
1279
ECM1-R3 5’-GTG GAC GCA CTC ACA GCA-3’ 60
ECM1-F3-1 ekzon 7 5’-GTC CCG TTC ACT GGC CCT A-3’ 63
ECM1-R3-1 ekzon 6 5’-GGC CAG TGA ACG GGA CCT-3’ 63
ECM1-F4 5’-CTT TGG GCC TCT CGG GCT-3’ 65
ekzon 8-9
685
ECM1-R4 5’-CCA AAG GCT GGT TTG AGG T-3’ 60
ECM1-F5 5’-GAA TCC AGC TGT GCA AGG CA-3’ 64
ekzon 10
526
ECM1-R5 5’-GAC AAT GAG GAC ACC AAATC-3’ 57
ECM1-F6 5’-CCC TGA GAG CCT GTT TGC CT-3’ 64
ekzon 8-9 1266
ECM1-R6 5’-CCT CCT GGG GCC CAG AGA-3’ 66
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B. LPO5 ailesinin STR analizi
Tablo 3. LPO05 ailesinin STR analizi

GRUP RENK | BANT ARALIGI ANNE | INDEX | KARDES [ BABA
CSF1PO 161-228 NON-INF | 197-205 | 197-205 | 197-197 | 197-201
AML 309-313 NON-INF | 310-310 | 310-314 | 310-310 | 310-314
D16S5539 250-292 INFORMATIF | 250-262 | 254-262 | 250-258 | 254-258
VWF 316-376 NON-INF | 352-367 | 352-367 | 352-352 | 350-352
D10S1248 111-155 INFORMATIF | 123-127 | 123-131 | 127-139 | 131-139
D8S1179 174-210 INFORMATIF | 193-202 | 193-198 | 194-202 | 194-198
D1S1656 215-320 INFORMATIF | 229-240 | 229-233 | 240-248 | 233-248
DYS392 324-368 - 344 - 344

D125391 147-205 NON-INF | 184-200 | 184-200 | 184-184 | 180-184
D195433 197-237 NON-INF | 206-206 | 206-206 | 206-208 | 206-208
D21S11 312-372 INFORMATIF | 371-375 | 358-375 | 371-379 | 358-379
PENTD 348-423 INFORMATIF | 380-389 | 380-398 | 389-398 | 398-403
D251778 115-231 INFORMATIF | 120-127 | 120-136 | 127-136 | 124-136
D18S51 224-332 INFORMATIF | 246-273 | 246-250 | 246-250 | 250-250
D251338 370-450 INFORMATIF | 376-380 | 380-387 | 380-387 | 387-387
@H 450-474 INFORMATIF | 453-467 | 464.5-467 | 453-457 | 457-464
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