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OZET

AMAC: Bu calismada, serum alkalen fosfataz (ALP) degeri diisiik olan ve klinik
olarak hipofosfatazya diisiiniilen olgularda molekiiler taninin arastirilmasi amaglanmaistir.

GEREC VE YONTEM: Ege Universitesi Hastanesi’nde Ocak 2104 — Eyliil 2018
yillar1 arasinda, serum alkalen fosfataz seviyeleri 40 U/L ve altinda olan, 0-20 yas arasindaki
olgular kaydedildi. Bu olgularin hastanemizin elektronik hasta dosyasinda kayitli tim ALP
degerlerine bakildi ve hastane kayitlar1 retrospektif olarak incelendi. Daha 6nceki tetkiklerinde
ALP degerleri normal ve yiiksek olan hastalar dislandi. Kayitlar degerlendiginde hipofosfatazya
disinda ALP diisiikliigline neden olabilecek klinik tablosu, ila¢ kullanimi gibi dykiisii olan
olgular ¢alisma listesinden ¢ikarildi. Bu kriterlere gore dislandiktan sonrasi 273 kisi listeye
alind1. Ikinci kez bu secilen olgular degerlendirildi. Bu degerlendirme sonras1 147 olgu ¢alisma
listesinden ¢ikarildi. Geriye kalan 126 olgu, hastane sistemimizdeki kayitli telefon numaralari
ile arandi. ALP disiikliigline neden olabilecek nedenler detayli olarak anlatildi ve kontrol
muayeneye c¢agrildi. Caligmaya 30 hasta alindi. Olgularin kontrol bakilarinda detayl
anamnezleri not edildi, soy gegmisleri incelendi, fizik bakilar1 yapildi. Kontrolde serum ALP
degerleri, serum kalsiyum, fosfor, idrar kalsiyum/kreatinin tetkiikleri ¢alisildi. Hipofosfatazya
kesin tanisi agisindan ALPL geni dizi analizi incelendi.

BULGULAR: Caligmaya alinan olan 30 olgunun ortanca yas 20.35’ti (minimum:6.1,
maksimum 22.5). Calisma grubundaki hastalarin 3’1 erkek, 27’si kizdi. Bes olgunun dizi
analizinde 4 olguda heterozigot patojenik 6zellikte mutasyon ve 1 olguda tek allelinde delesyon
saptandi. Bu mutasyonlar; heterozigot missense ¢.657G>T (p.Met2191le) mutasyonu,
heterozigot ¢.648+1G>A mutasyonu, heterozigot missense ¢.542C>T (p.Serl81Leu)
mutasyonu, heterozigot ¢.862+1G>C mutasyonuydu. Mutasyon/delesyon saptanan grup ile dizi
analizi normal olan grup anamnez, klinik Ozellikler ve laboratuvar bulgular1 agisindan
karsilagtirildi. Kontrolde bakilan ALP diizeyleri, mutasyon/delesyon saptanan grupta daha
disiiktii. Kontrol ALP degerleri mutasyon/delesyon grubunda 30 U/L (minimum:23U/L;
maksimum 45U/L), dizi analizi normal sonuclanan grupta ise 41U/L’ydi (minimum:26U/L;
maksimum:194U/L). Mutasyon/delesyon saptananlarda ALP ortalamasinin ortanca degeri 27
U/L (minimum 22.5 U/L; maksimum:39 U/L), diger grupta ise 37.6 U/L’ydi (minimum:22,5
U/L; maksimum:113,5 U/L). Her iki grubun ALP diizeyleri ve ALP ortalamalar1 arasindaki fark
anlamliydi(p:0.036;p.0.028). ACMG (Ameriacn College of Medicine Genetics and Genomics)

2015 kriterlerine gore patojenik mutasyon saptadigimiz olgularin birinde infantil donemde



travmaya bagh sag kolda kirik Oykiisii mevcuttu. Diger olgumuzda (olgu 2) gogis
deformitesinin varlig1 goze ¢arpmaktaydi. Olgu 3’te ise ¢ocukluk ¢agi doneminde baglamis
olan, fizik bakisinda belirgin skolyozu farkedildi. Bu hastamizin kemik dansitometrisinde
kemik yogunlugu azalmisti. Olgu 5°te klinik bulgu olarak hipofosfatazya acisindan anlamli
olabilecek, infantil donemde ortaya ¢ikan nobetler, fizik bakisinda boy kisaligi, genu valgus,
kemik yogunlugunda belirgin azalma mevcuttu. Delesyon saptanan olgumuzda ¢ocukluk
caginda 2 kez travmaya bagh fraktiir gelistigi 6grenildi. Fizik bakisinda ise boy kisalig1 disinda
patolojik bulgu yoktu.

SONUC: Calismamizda dizi analizinde mutasyon ve delesyon saptadigimiz olgularda
ALP degerlerinin dizi analizi normal olarak sonuglanan olgulara kiyasla daha diisiik oldugu
goriilmektedir. ALP sinir degerini daha diisiik belirlememiz, diger c¢alismalara gore daha
yiiksek sayida dizi analizinde patojenik degisimleri olan olgular1 yakalamamizi saglamistir.
Hipofosfatazya agir formundan hafif formuna kadar cesitli klinik bulgu verebilir. Iskelet sistemi
bulgular1 (kemik deformiteleri, boy kisaligi, sik fraktiirler vb...) basta olmak iizere diger
bulgular ile birlikte ALP diistikliigii olan olgularda hipofosfatazya olabilecegi aklimizdan
¢ikarilmamalidir.

ANAHTAR KELIMELER: Alkalen fosfataz; hipofosfatazya; ALPL geni



SUMMARY

OBJECTIVE: In this study, we aimed to investigate the molecular diagnosis of
patients with low alkaline phosphatase levels and who were thought to have hypophosphatasia
clinically.

MATERIAL AND METHODS: During a period from January 2104 to October 2018
at Ege University Hospital, patients with serum alkaline phosphatase levels less than 40 U /L
and aged 0-20 years were recorded.. We searched all ALP values recorded in the electronic
patient file of our hospital and hospital records. Patients who had normal and high ALP values
with previous tests were excluded.When the records were evaluated, cases with a history of
clinical situation and drug use, which could lead to decrease ALP levels other than
hypophosphatasia, were excluded from the study list. Following this exclusion, 273 people were
included in the study. The selected cases were evaluated for the second time. After this
evaluation, 147 cases were excluded. The remaining 126 cases were called with the registered
phone numbers in our hospital system. The causes of low ALP levels were explained in details
and they were called for control examination. Thirty patients were included in the study.
Detailed anamnesis of the cases, the family histories were noted, and we performed their
physical examinations. The family tree was drawn. Serum ALP levels were re-studied, and
serum calcium, phosphorus, urine calcium / creatinine levels were examined. For definite
diagnosis of hypophosphatasia, we performed ALPL gene sequence analysis from the blood
samples.

RESULTS: The median age of the 30 patients included in the study was 20.35
(minimum: 6.1, maximum 22.5). In the study group, 3 patients were male and 27 were female.
In five patients, heterozygous pathogenic mutations were detected in 4 cases and the single
allele deletion was detected in one case. These mutations were the heterozygous missense
€.657G>T (p.Met219lle) mutation, heterozygous c.648 + 1G> A mutation, heterozygous
missense ¢.542C> T (p.Ser181Leu) mutation, heterozygous ¢.862 + 1G> C mutation. The group
with mutation / deletion group and the normal group analysis were compared with anamnesis,
clinical features and laboratory findings. Control ALP levels and mean ALP levels were lower
in the mutation / deletion group. Control ALP values were 30 U / L (minimum: 23U / L;
maximum 45 U / L) in the mutation / deletion group, and 41U / L (minimum: 26U / L;
maximum: 194U / L) in the group with normal sequence analysis. There was a significant
difference between ALP levels of both groups (p: 0.036). When the ALP mean values of the
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cases were compared, the difference between the two groups was also significant (p: 0.028).
The median value of ALP was 27 U / L (minimum 22.5 U / L; maximum: 39 U / L) in the
mutation / deletion group and 37.6 U / L (minimum: 22.5 U / L; maximum: 113,5 U /L) in the
other group. In one of the cases with pathogenic mutation detected according to ACMG 2015
criteria, we found right arm fracture due to trauma in infantile period. In our other case (case
2), the presence of chest deformity was prominent. In case 3, significant scoliosis was detected
in childhood. In this patient, Z score was decreased in the bone densitometry. In case 5, there
were seizures occurring in infantile period, which could be significant for hypophosphatasia
and in the physical examination there were short stature, genu valgus, a significant decrease of
bone density. In our case, we learned the history fracture due to trauma for 2 times in childhood.

In the physical examination we noted short stature.

CONCLUSION: In our study, compared with normal sequence analysed group,
mutation \ deletion detected group had lower ALP values. Compared to other studies ;our lower
ALP limit value helped us to detect more cases with pathogenic changes in sequence analyse.
Hypophosphatase may present a variety of clinical signs ranging from severe to mild. It should
be kept in mind that hypophosphatasia may be present in cases with skeletal system findings
(bone deformities, short stature, frequent fractures, etc.) and other symptoms as well as low
ALP.

KEYWORDS: Alkaline phosphatase; hypophosphatasia; ALPL gene
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KISALTMALAR

ALP : Alkalen Fosfataz

ALPL.: Alkalen fosfataz hepatik tip

ALPI : Alkalen fosfataz intestinal

ALPP: Alkalen fosfataz plasental

ALPPL2 : Alkalen fosfataz plasenta benzeri
PLAP: Plasenta Benzeri Alkalen fosfataz
TNSALP: Doku non-spesifik Alkalen Fosfataz
PEA : Fosfoetanolamin

PPi : Inorganik Pirofosfat

Pi: Inorganik Fosfat

PLP: Piridoksal-5 fosfat

PHOSPHOL1: Fosfataz Orphan-1

NPP1: Nukleozid Pirofosfohidrolaz —1

HPP : Hipofosfatazya

GPI: GlicozidilFosfatidilinozitol
HP: Hidroksiapatit

MV: Matriks Vezikiili

ECM: Ekstraseliiler Matriks
OPN: Osteopontin
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1.GIRIS

Hipofosfatazya (HPP) nadir goriilen bir hastaliktir. ilk kez 1948 yilinda, Kanada’da
Dr. John C. Rathbun tarafindan serum alkalen fosfataz diisiikliigi, rickets bulgulari, ndbet gibi
bulgular1 olan 2 aylik bir hastada tanimlanmistir. HPP, intrauterin donemde agir kemik
deformiteleri, kemik fraktiirleri ve 6liimlerden eriskinlerde dental hipoplaziye kadar degisen
cesitli klinik bulgular ile karsimiza ¢ikmaktadir. Agir hipofosfatazya klinigine sahip hastalar
3.3/1.000.000 canlt dogumda goriilmektedir. Orta agirliktaki formlarin ise insidansinin 1/6000-
7000 oldugu diisiiniilmektedir. Intrauterin dsnemde ultrasonda asimetrik kemik anomalileri ve
polihidroamniyoz, dwarfizm, dismorfik kemikler, hipoplastik akciger, mineralizasyon
defektleri, rickets, hipotoni, nobet, kas giicii kaybu, siit dislerinin ve kalic1 dislerin erken kaybu,
nefrolitiazis, bobrek yetmezligi gibi genis skalada bulgu vermektedir.Hipofosfatazya
1.Kromozomda lokalize olan doku spesifik olmayan alkalen fosfatazi (TNSALP) kodlayan
ALPL genindeki mutasyonlar ile iliskilidir. Bu gende 370 kadar mutasyon ( missens, nonsens,
cerceve kaymasi mutasyonu, insersiyon) tanimlanmistir. TNSALP temelde dis, kemik,
karaciger, bobrek ve beyinde salgilanmaktadir. Cocuklarda, 6zellikle infantlarda ve
adolesanlarda, serumda 6lgiilen TNSALP diizeylerinde kemige ait izoformlar daha baskindir,
yetiskinlerde ise karaciger ve kemige ait izoformlar yaklasik olarak esit miktarda serum
diizeyine katki saglamaktadir. Kemige ait alkalen fosfataz ekstraselliler matrix
mineralizayonunda gorev almaktadir. TNSALP enziminin ii¢ siibstrati vardir. Bunlar; inorganik
pirofosfat(PPi), piridoksal-5-fosfat(PLP) ve fosfoetanolamin(PEA)’dir. ALP mineralizasyonun
giiclii inhibitorii olan PPi’yi parcalayarak, ekstraselliller matriks mineralizasyonunun
baslatilmasinda rol oynar. Ayrica TNSALP, osteopontini defosforile hale getirerek,
osteopontinin mineralizasyonu inhibe edici etkisini azaltir. PLP ise B6 vitaminin aktif formu
olup dnemli enzimlerin kofaktoriidiir, nérotransmitter metabolizmasinda ve transaminasyonda
etkilidir. TNSALP, PLP’yi pridoksala hidrolize ederek etkisini gosterir. TNSALP eksikliginde
PLP metaboliti artmakta ve bu bazi hipofosfatazyali olgularda epileptik nobetlere neden

olmaktadir.

Hipofosfatazya her yasta ve cok cesitli bulgularla karsimiza ¢ikmaktadir. Agir

formlarin ¢ogu intrauterin dénem, yenidogan ve infantil donemde daha sik olarak bulgu



verirken, ileri yaslarda orta ve hafif formlar1 gériilmektedir. Bu nedenle 1957 yilinda Donald
Fraser tarafindan klinik olarak HPP smiflandirildi. Ilerleyen zamanlarda bu smiflandirma
genigletildi. Perinatal-letal formu, benign perinatal/prenatal formu, infantil formu, ¢ocukluk
cag1 formu, eriskin formu, odonto hipofosfatazya olarak 6 sinifa ayrildi. Agir formlar1 yasamin
ilk donemlerinde daha sik goriiliir. Eriskin ve odonto hipofosfatazya ise daha hafif formu olarak
bulgu verir. Hipofosfatazyali olgularda ALP disiikligiine bagli olarak hiperkalsemi,
hiperfosfatemi ve ALP substratlarinin ve metabolitlerin artis1 mevcuttur. Serum ALP diisiikliigi
hipofosfatazyali tiim olgularda goriilmektedir. ALP diisiikliigli hipofosfatazya tanisi igin
onemlidir fakat kesin tan1 koydurmaz. Kesin tani ALPL geninin patojenik varyasyonlarin

saptanmasi ile konur. Serum ALP degeri hipofosfatazya icin tarama olarak kullanilabilir.

Sarraf ve arkadaslart 2016 yilinda, ingiltere’de Birmingham Cocuk Hastanesi’nde
ALP dusiikliigii olan olgularda hipofosfatazyay: arastirdilar. ALP degerinin alt sinirin1 100U/L
olarak belirlediler. Sekiz yillik siiredeki 0-16 yas arasindaki olgular1 arastirdilar. Aralikli
kontrollerde ALP diizeyleri siirekli diisiik olan olgulari degerlendirdiler. Diger olgular
dislandiktan sonra geriye kalan toplam 4 olguyu hipofosfatazya acisindan analiz ettiler. Ikisinde
ALPL geni incelemelerinde mutasyon saptandigi goriildii. Diger bir ¢alismada ise
(F.E.McKiernen ve arkadaslari) ALP’nin simir degerini 30 U/L olarak belirlendi ve %84

oraninda ALPL geninde mutasyon saptandi.

ALP distikliigii hipofosfatazya acgisindan anlamli bir bulgudur. Agir HPP formlar
daha diisiik seviyelerde ALP diizeyleri ve agir klinik tablo ile karsimiza ¢ikar. Orta ve hafif
formlarin ise tanis1 atlanmakta veya tanisi ge¢ konulmaktadir. ALP diisiikliigli ile beraber
hastanin ge¢mis bilgileri ve klinik bulgulari birlikte degerlendirildiginde hipofosfatazyay1

atlanma olasiligini azaltacaktir.

Calismamizda 2014-2018 yillar1 arasinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Laboratuvarinda tetkik edilen 0 ile 20 yas araligindaki tiim olgularin ALP diizeyleri
retrospektif olarak incelenmesi, klinik agidan hipofosfatazya diistiniilen olgularda ALP gen dizi
analizi yapilarak hipofosfatazya olgularinin taninmasi amacglanmistir. Bu sayede hem agir
olgularin ve/veya ailelerinin belirlenerek uygun genetik danigma verilmesi ve tedavi konusunda
degerlendirilmesi, hem de hafif olgularin klinik spektrumunun ortaya ¢ikarilarak, bu olgularda

genotip- fenotip korelasyonunun arastirilmasini amagladik.



2-GENEL BILGILER

2.1.Hipofosfatazya Tanim

Hipofosfatazya(HPP) nadir goriilen, esas olarak kemik ve disleri etkileyen genetik
gecisli bir hastaliktir. Genig bir spektrumda klinik bulgu verir.

[lk olarak 1948 yilinda, Kanada’da Dr. John C. Rathbun, 2 aylik iken nobet ve rikets
bulgular1 olan beraberinde serum ALP diisiikliigii olan hastasi i¢in ‘hipofosfatazya (HPP)’
ismini kullandi [1]. Kisa bir siire sonra HPP’nin kalitsal oldugu Ve siit dislerinin erken kaybinin
asil bulgu oldugu farkedildi [2],[3]. Daha sonraki siiregte ise ALP’nin kemik mineralizasyonda
gorev aldig1 ve HPP’li hastalarda ALP serum diizeyinin dogustan eksik oldugu saptandi.

Rathbun’un raporuna kadar hipofosfatazyanin genel 6zellikleri bircok arastirmaci
tarafindan tariflenmisse de Rathbun digerlerinden farkli olarak bu sendromu hasta 6rnekleri
izerinden tanimladi. Rikets ve epilepsi nedeniyle kaybedilen ve kan, kemik ve diger
dokularinda ALP diizeyi paradoksal diisiik olan hastalarda, hipofosfatazya tanisini diisiindii [1],
[4], [B].

Doku spesifik olmayan alkalen fosfataz (TNSALP)'in fizyolojik roliiniin anlasilmasi,
hastalarda fosforlu bilesiklerin diizeylerin yiikseldiginin farkedilmesinden sonra miimkiin oldu.
Idrarda fosfoetanolaminin(PEA) artmasi, 1955 yilinda, hipofosfatazyanin ikinci biyokimyasal
gostergesi olarak tanimlandi. Bundan 10 yil sonra, 1965 yilinda ise idrarda ve 1971°de ise
dolasimda inorganik pirofosfatin arttiginin goriilmesi ile rikets ve osteomalazinin gelisme
mekanizmasi aydinlandi. Daha sonra PLP-piridoksal 5-fosfat diizeyinin kanda yiikselmesi,
TNSALP'in ektoenzim fonksiyonu ve fosfor igerikli maddelerin ekstraselliiler alanda birikme
mekanizmasi bildirildi[6]. ALPL geninde mutasyon nedeniyle TNSALP'in fonksiyonunu

kaybettigi 1988 yilinda tanimlandi ve bdylece Robinson’un hipotezi kanitlanmis oldu.

2.2 Prevalans ve Epidemiyoloji

HPP’nin prevalansi toplumlara gére degiskendir. Ozellikle Kanada’da sik goriiliir, agir
formunun prevalans1 1/100.000°dir[2]. Kanada’da Mennotie bolgesinde ise bu oran daha
fazladir (1/2500). Bu bolgedeki tastyicilik orani 1/25 olarak bildirildit™ €. Avrupa’da HPP nin
agir formunun prevalanst 1/300.000 civarinda oldugu gosterildi[9]. Japonya’da ise siklig
1/900.000 oldugu tahmin edilmektedir. Siklikla homozigot ALPL c¢.1559delT mutasyonu
goriilmektedir. Bu mutasyon sadece Japonlarda raporlanmistir ve tasiyiciligr yaklasik

1/480°dir™®). Afrikal1 Amerikalilar’da daha nadir goriilmektedir.



HPP’nin orta formlarinin sikligin1 hesaplamak, ¢ok cesitli bulgularin olmasi ve tani
almayan olgularin siklig1 nedeni ile olduk¢a zordur. Mornet ve arkadaslari ciddi olgulardaki
dominant mutasyon oranini ve heterozigot dominant mutasyon tastyan olgulari baz alarak bir
genetik model olusturdular. Bu modele gore Avrupa’da ‘dominant orta form’ sikligir 1/6370
kadardir[9].

2.3. Etiyoloji ve Patofizyoloji

2.3.1. Alkalen Fosfataz

Insanlarda ALPL’nin yan1 sira izoenzimlerini (ALPI, ALPP, ALPPL2) kodlayan ii¢
gen vardir. Bu izoenzimler (intestinal, plasenta, germ hiicresi) dokularda kisitli eksprese
edilmektedir ve bunlar HPP ile iliskili degildir[11]. Alkalen fosfataz yapi1 modellemesi,
kristalografik koordinatlarin belirlendigi plasental izoenzime (PLAY) iliskin dizi benzerligine
dayanir[12].

Alkalen fosfataz, fizyolojik olarak homodimer seklinde fonksiyon gosterir [13] (Resim
1). Iki monomer, enzimin iki katli kristalografik aksis nedeni ile birbiri ile etkilesir ve bu

monomer-monomer arayiiz giiclii hidrofobik karakter kazanmasina neden olur [14].

Crown domain

Resim 1. ALP’nin 3D yapis: (Ribbon)

Bu ozellik stabilite ve enzimatik fonksiyon saglar ve bu nedenle ALP genellikle
zorunlu homodimerdir. Flexible yilizeyi olan ‘ta¢ bolgesi’, icerdikleri E429 ve Y367 gibi
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kalintilar sayesinde ALP inhibitdrleri ile yarigmasiz bag kurar ve bu, onemli stabilizasyon
saglar [15],[16]. Ayrica bu bolge diisiik afinite ile kollajene baglanan bolgeleri igerir. “N-
terminal bolgesi’ ve ‘tag bolgesi’ dimerik yapinin stabilizasyonunu ve allosterik 6zelliklerin
belirlenmesini saglar[17]. Boylece yapisal ve fonksiyonel 6zellikler, baz1 hipomorfik ALPL
allellerinin tiim dimerin kinetik 6zelliklerini bozarak nasil ALP eksikligine neden oldugunu ve
HPP’nin nesilden nesile kalitimsal aktarildigini agiklar [18].

ALP’de kataliz gorevi goren {i¢ bolge vardir, bu bolgeler; M1 ve M2 (ikisi de Zn igerir)
ve M3 (Mg bulunur) [11-14]. M4 (Ca bulunur) bolgesi katalitik etki gostermez [19]. Kemik
mineralizasyonuyla ekstraselliiler matrikste artan kalsiyum gradiyenti ile Mg ve Ca, M3’te yer
degistirerek ALP aktive olur, kalsiyumun yiiksek oldugu durumda ise Ca ve Zn M1-M2 metal
bogelerinde yarisir ve ALP deaktive olur [16].

ALPL genindeki mutasyonlar ALP enzim yapisini bozulmasina neden olur, bu da
hipofosfatazyaya yol agar. Ayrica post-translasyonel modifikasyonlar onemlidir. ALP,
glikosilfosfatidilinositol (GPI) ile plasma membranina baglidir. Fosfolipazlar tarafindan GPI
bag1 koparilabilir, bu durum dolasimda ve diger doku sivilarinda TNSALP’nin bulunmasinin
nedeni olabilir. Ayrica ALP, bes adet katalitik aktivitede rol oynayan bolge (N123, N231,N254,
N286, N413) igerir[20]. N-bagli glikolizasyon boélgesinin tipleri, ALP’nin farkli dokularda

izoenzimlerin biyofiziksel, kinetik 6zelliklerinin neden farkli olduguna agiklik getirir [21].

2.3.2. Patofizyoloji

Iskelet sisteminde, ALP, matriks veziikiillerin disartya dokiildiigii osteoblast ve
kondrositlerin yiizeyinde bulunmaktadir [22], [23]. Bu vezikiiller ALP’den zengindir [24].
HPP’li insanlarda ve farelerde, elektron mikroskobu incelemelerinde, ALP’den fakir matriks
vezikiiller hidroksiapatit kristalleri igerdigi, fakat ekstraselliiler inorganik pirofosfat (PPi)
birikimi bloke oldugu i¢in ekstraselliiler kristal birikimi duraksar (resim2) [25]-[27].

PHOSPOL, intravezikiiler fosfokolinden Pi iiretilmesini saglar. Ayrica ALP ve NPP1
aktivitesi ile olusturulan ekstravezikiiler pirofosfat (Pi), PiT(pirofosfat transferaz) araciligi ile
vezikiil icine alinir. Vezikiil icinde Pi birikimi ise hidroksiapatit kristalerinin atilimini baslatir.

NPP1, hiicre yiizeyinde bulunan, PPi iiretimini saglayan, giicli ATPaz aktivitesi
gosteren bir enzimdir. ALP yoklugunda fosfataz olarak ¢alismaktadir[28],[29]. Bu yiizden
NPP1, HPP fenotipi i¢in modifiye edici olabilir.

Vitamin B6’nin farkli formlar1 vardir ve en az 110 enzimin kofaktorii olarak gorev
yapmaktadir. B6’nin major dolasim formu olan piridoksal 5-fosfat TNSALP’in dogal

substratidir.



PHOSPHO1
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Sekil 2: Kemik Mineralizasyonunun baslangict ve yayuimu.

A:Elektron mikroskobunda, matriks vezikiiliinde minerallerin goriintiisi,
B:MV membranlarindan minerallerin salinmasi,
C:Minerallerin kollajen tizerine yayilimi,

D:MYV aracili biyomineralizasyonun 3 basamaginin detayli semasi.

Piridoksal (PL), Piridoksamin(PM), Piridoksin(PN) gibi B6 vitaminleri piridoksal kinaz
tarafindan fosforilize edilir ve 5’ tiirevleri olan Piridoksal 5-fosfat (PLP), Piridoksamin 5-fosfat
(PMP), Piridoksin 5-fosfat( PNP)’a doniistiirtiliir.

PLP bir¢ok aminoasitin katabolizmasindan sorumlu olan enzimlerin ve dopamin,
serotonin, histamin, taurin ve gamma-amino butirik asit (GABA) gibi bazi 6nemli
norotransmiterlerin dekarboksilasyondan sorumlu olan enzimlerin kofaktoriidiir. PLP ve PMP
oksidaz ya da aminotransferaz yardimiyla birbirlerine donisiir. PLP’den Pi’i ayirarak PL
olusturulmasi ALP’nin 6nemli gérevlerindendir [30], [31].

B6 vitaminlerinin yalniz defosforilize formlar1 hiicre i¢ine girebilir, hiicre iginde

yeniden fosforilize olarak PLP’ye doniislir ve ¢esitli enzimatik yolaklarda koenzim olarak
calisir [321.033]  aLp eksikliginde PLP, PL’ye doniisemez ve hiicre icine giremedigdi i¢in

koenzim gorevini yapamaz ve bir¢ok reaksiyon gerceklesemez, sonrasinda HPP klinigi ortaya
¢ikar. Bunedenle HPP hastalarinda kanda PLP diizeyleri yiiksektir. Agir klinige sahip olgularda
beraberinde serumda PL diizeyi diisiiktiir. infantil HPP formunda hastada B6 bagimli agir
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ndbetler goriiliir ve hastaligin bu formu %100 fataldir. Fareler {izerinde yapilan deneylerde;
ALP eksikligi sonucu hipomiyelinizasyon, spinal sinirlerde incelme, miyelinize aksonlarin
kayb1, immatiir kortikal sinapslarda artma goriilmiistiir. Farelerde, hidrofobik B6 vitamin formu
olan PL enjeksiyonu ve takviyesi ile nobetler baskilanmistir [34]-[36].

HPP’de kanda ve idrarda fosfoetanolamin (PEA) diizeyi yiikselir, ancak bunun endojen
orijini tam belli degildir[37]-[39]. PEA, olan hiicre yiizeyinde ALP dahil tiim proteinler igin
baglantiy1 saglayan glikofosfatidilinozitoldur. Ek olarak ve alternatif PEA kaynagi, azalmis
hepatik O-fosforiletanoamin fosfoliyaz (PEA-P-Liyaz) enzim aktivitesi gosterebilir, PEA liyaz
PEA’y1 hidrolize eder ve bu enzimin kofakt6érii PLP’dir[40]. ALP ekstraselliiler PLP’yi
hidrolize eder PL olusur, PL hiicre i¢ine tasinir. PL hiicre i¢indeki koenzim olarak kulanilan
PLP’ nin bir formudur. PLP’nin hepatik hiicrede azalmig olmas1 PEA’nin artigina neden olur
[41].

Tam bilinmemekle beraber osteopontin (OPN) poli-aspartat aminoasit dizisiyle
osteoklastlarda hidroksiapatit olusumuna, RGD dizisi ile CD44 ve avp3 integrine baglanarak,
hiicre sinyali ve migrasyonuna yardim eder[42].

OPN, fosfor igerigi yiiksek olan glikoproteindir[43]. Otuz alt1 serin/treonin
fosforillenme alani icerir. Kovalent bagl olan fosforlarin %84’liniin ayrilmasi, OPN’nin
mineral depolanmasi iistiindeki inhibitor etkisi azalmasina neden olur, bu sebeple yiiksek fosfor
bagi 6nemlidir. Fosforile olan OPN vaskiiler yapilardaki diiz kas hiicrelerinin kalsifikasyonunu
ve kemikte hidroksiapatit(HA) olusumunu inhibe eder[44]. Hiicre disindaki PPi seviyesi
osteoblastlarda OPN ekspresyonunu diizenlemektedir. ALP eksikligi sonucu fosforile OPN
miktarmin artmasi ise kemik dokularinda mineralizasyonunun azalmasina neden olur. OPN,
ALP’in substratlarindan biridir ve HPP nin patofiziyolojisinde OPN’nin fosforillesmesi 6nemli
rol oynar[45].

ALP’in bir diger gorevi bakteriyal endotoksinlerin, lipopolisakkaritin ve pro-
inflamatuvar ATP’nin detoksifikasyonudur, boylece intestinal mukozada mikrobiyatanin
diizenlenmesini saglar. Lipopoisakkarit detoksifikasyonu ile gebelikte bakteriyal infeksiyona
kars1 korumada, uterusa implantasyon ve desidualizasyona yardimci olur[46]—[48].

Yenidoganlarda ALP diizeyi yiiksek seviyededir, pro-inflamatuvar ATP’nin
defosforilasyon etkisi ile dolasimda adenosinin seviyesinin artmasina neden olur, bu durum da
antiinflamatuar etkinin artmasini saglar [49].

ALP purin metobolizmasina rol alan enzimlerden biridir, farelerde somatosensor
dorsal ganglion noronlarinda ve dorsal spinal kordta anti-nosiseptif (agr1 6nleyici) adenosinin

olusmasina neden oldugu goriilmiistiir. Knock out farelerde ALP eksikligi ATP/adenosin orant



arttirdigi ve bu durumun da nobete, hiperalji ve allodoniye (agr1 esiginin diismesi) neden olur.

HPP’nin agir formlarinda da ayni tablo s6z konusudur[50].

2.4. KLINIK PREZENTASYON

Hipofosfatazya, heterojen bir hastaliktir, her yasta ve ¢ok cesitli semptomlarla
karsimiza ¢ikabilir. Tan1 bazen antenatal donemde, g¢ocukluk ¢agi boyunca, yetiskinlik
doneminde veya postmenepozal atipik fraktiir ile konulabilir. Agir formlarinin ¢ogu erken
bulgu verir ve erken tani alir. Orta formlar ise yasamin genellikle ge¢ doneminde tani
almaktadir.

Klinik olarak HPP’nin smiflandirilmas: ilk olarak 1957 yilinda, Donal Fraser
tarafindan yapildi ve bu smiflandirma ilerleyen zamanlarda genisletildi [51], [52]. ilerleyen
donemde ‘eriskin’, ‘cocukluk ¢agi’, ‘infantil’ ve ‘perinatal’ hipofosfatazya olarak siniflara
ayrildi [2], [51]. Prenatal Hipofosfatazya'da intrauterin donemde kemik deformiteleri
goriilebilir veya dogumda spontan intrauterin exitus da gelisebilir [53]. HPP tanist olan 173
cocukta, 2015 yilinda yapilan ¢alisma sonrasinda ¢ocukluk ¢cag1 hipofosfatazyasi ‘orta’ ve ‘agir’
form olarak ayrildi. Psddohipofosfatazya nadir goriilmekte ve infantil hipofosfatazyaya
benzemektedir, serum ALP degeri normal veya artmistir [54]. ALPL geni allellerinden birinde
defekt olan (bazilarinda HPP nin biyokimyasal 6zellikleri mevcut) ve heniiz dis, kemik ve artrit
bulgulart olmayan hastalar tasiyicidir[51]. Bu tastyicilarda ileri donemde komplikasyonlar
gelisebilir ve aile bireyleri arastirildiginda ise hipofosfatazya tanisi alacak olan birey cikabilir
[55], [56]. Bu nedenle genisletilmis siniflandirma kullanilmaktadir. Asagida bu smiflandirma
daha detayl1 anlatilmaktadir.

Tablo 1 — HIPOFOSFATAZYANIN KLINiK FORMLARI ve OZELLIKLERI

HPP Formu KALITIM | KLINIK  BULGULAR  VE | Di$ TANI-TETKIK
SEKLI OZELLIKLER YAPISI

-En agir formu
PERINATAL-LETAL OR -Olii dogum ya da dogumdan sonra birkag - Radyografi ve
FORMU glin/hafta iginde exitus goriiliir. Ultrasonografi

-Agir hipomineralizasyonu

-Ca/P metabolizmasinda bozukluk

-Alt ve iist ekstremitede metafizyal spurlar , Laboratuvar:
-Agir akciger hipoplazisi (Goglis kafesi diisiik ALP,
deformiteleri, kosta fraktiirleri) (umblikal kord kani)




-Benign seyirlidir.

Ultrasonografi

BENIGN PRENATAL | OR/OD -Kisa ekstremiteler ve prenatal uzun ve
(YA DA PERINATAL) kemiklerde egrilik _ Klinik degerlendirme
FORMU
NOT:Dogumdan sonra kemiklerdeki defektler Laboratuvar:
spontan iyilegir. Diisiik ALP, (umblikal
kord kanr)
-1lk bulgular yasamin ilk 6 ayinda gériiliir.
-Hayatin ilk yilinda 6liim orami yiiksektir. Radyografi ve Kklinik
INFANTIL OR Prognozu koétiidiir. -Siit dislerinin | degerlendirme
FORMU -Agir hipomineralizasyon (rasitizm bulgulari) | prematiir
gorilir. kayb1 goriiliir. Laboratuvar:
-Prematiir kaniyosinostoz (Chiari tip 1 Diisiik ALP,
malformasyonu, hidrosefali, Yiiksek PLP,PPi,PEA
hidrosiringomyeli)
-Yutma disfonksiyonu, huzursuzluk,
-Nobet,
-Agir kas hipotonisetesi,
-Hiperkalsiiiri, nefrokalsinozis,
Goriilmektedir.
-Ilk bulgular yasamin 6 ayindan sonra baslar.
COCUKLUK CAGI | OR/OD -Hipomineralizasyonun rikets benzeri Radyografi: Uzun
FORMU bulgular. -Siit dislerinin | kemikerde kisalma,
-Kisa boy, biiylime gelisme geriligi, prematiir kemikerde  metafizyal
-Tekrarlayan fraktiirler, kemik | Kaybi goriiliir. | spurlar,
deformasyonlarina bagl yiiriime Klinik bulgular
bozukluklari,
-Kronik kemik agrisi Laboratuvar:
-Hipotonisite, kusma, GIS problemleri, Diisiik ALP,
Gorlir. Yiiksek PLP,PEA,PPi
-Metatarsal ve tibianin stres fraktiirti,
ERISKIN FORMU OR/OD -Femurda psddofraktiir, Radyografi ve Klinik
-Osteomalazi, osteoporoz, -40-60 yaslarda | degerlendirme,
-Cocukluk c¢aginda geg iyilesen fraktiir | yirmilik
oykiisi, dislerin kayb1 Laboratuvar:
-Sik kullanilan ortodontik tedavi, Diisik ALP,
-Kondrokalsinozis, osteoartrit, miyopati, kas Yiiksek PLP,PEA,PPi
gligstizligi,
-Renal anormallikler, azalmis GFR, Kemik dansitometri’de
-Nefrokalsinozis ve nefrolitiazis, azalmig kemik
-Psikiyatrik bozukluklar (insomnia, yogunlugu
huzursuzluk gibi)
Bulgular goriilmektedir.
ODONTO FORMU OR/OD -Kemik, kas, eklem ve diger sorunlar | -Siit dislerinin | Klinik ve dental
goriilmez. ve kalict | degerlendirilme
dislerin erken | yapilmali.
dokiilmesi
(6zellikle Laboratuvar:
incisor) Diisiik ALP
-Agir dis | Yiiksek PLP, PEA

gliriikleri,




dentin
kalinliginda
azalma, pulpa
boslugunun

genislemesi

2.4.1. Odontohipofosfatazya

Odontohipofosfatazya, en hafif ve belki de en sik goriilen hipofosfatazya formudur.
Her yasta goriilebilmekte olup bu formdaki olgularda rickets ve osteomalazi olmaksizin sadece
dis komplikasyonlar1 goriiliir. Erken yasta (5 yas 6ncesinde ) bir ya da daha fazla siit dislerinin
agrisiz, kanamasiz bir sekilde kayb1 meydana gelir. Sementumdaki mineralizasyon defekti dis
kokii ile periodontal ligamen arasindaki bagi zayiflatir [57]. Ilk olarak asagidaki ve yukaridaki

incisor disler dokiiliir. Bunun disinda odonto-hipofosfatazyali olgular sagliklidir.

2.4.2 Eriskin Hipofosfatazya

Eriskin hipofosfatazya tipik olarak orta yaslilarda ortaya ¢ikar. Etkilenen olgularin
bazilarinda siit dislerinin erken kaybi1 veya rikets Oykiisii mevcuttur. Hastalarda siklikla
tekrarlayan metatars stres kiriklar1 goriiliir. Dis kaybi siklikla goriilen bulgudur [55], [56],[58].
[lerleyen donemlerde ise kalga ve femurun disfonksiyonu ve psddofraktiiriin (Looser’s zones:
osteomalazinin bulgusudur) isaretcisi olabilir[59], [60]. Femoral psodofraktiir genellikle
femoralde subtorakanterik bolgede proksimal ve lateral kisimda ortaya ¢ikar [56], [60]. Diger
osteomalazi tiplerinden farkli olarak bu bolgede gelisir.

Ekstaselliiler inorganik kalsiyum pirofosfat birikimi kalsiyum pirofosfat dihidrat
olusumuna neden olabilir. Pirofosfat artropatisi olusabilir. Eklem etrafinda biriken
hidroksiapatit kristalleri, kalsifik periatrit tablosu olarak karsimiza c¢ikar [61],[62], [63].
Ligamentlerin ossifikasyonu (sindezmofit) spinal hiperostosiz ile giden ‘Forestier’ hastaligini
hatirlatabilir[64]. Eriskin hipofosfatazyali olgularin yasam standartlari, tekrarlayan kiriklar,

eklem ve kemik agrilar1 ve kas gii¢siizliigii ile azalabilir.
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Sekil 3: Eriskin hipofosfatazyada goriilen psodofraktiir:57 yasinda kadin hastanin

osteopenik sag femur ve Karakteristik psodofraktiir. Hypophosphatasia — aetiology, nosology,
pathogenesis, diagnosis and treatment. Michael P. Whyte, Feb 2016

2.4.3. Cocukluk Cag Hipofosfatazyasi

Cocukluk ¢ag1 hipofosfatazyasi 6 aylik donemden sonra baslar ve genis aralikta
ekspiresivitesi mevcuttur, orta veya agir formlar goriilebilir [2], [52],[65]. Bazi gegici dislerin
kayb1 hemen her zaman goriiliir[52]. Agir formda olan ¢ocukluk ¢agr hipofosfatazyalarinda tiim
siit digler erken donemde kaybedilir[52]. Bigimsiz kafa yapisi, rasitik rozealar, alt ekstremitede
egrilik, carpik bacak, metafizyal genislemeye bagli genislemis eklem araliklari gibi rasitizm
bulgular ortaya ¢ikabilir. Iskelet agrilar1 onemlidir. Her zaman olmasa da bazi olgularda boy
kisaligr bulgusu verir [52]. Kas giigslizliigii yiirimede gecikmeye yiiriiyiis bozukluklarina
neden olabilir [66]. Nadiren eklem biiylimesi, agrilar ve radyolojik bulgular kronik rekkiiren
multifokal osteomiyeliti taklit eder [67].

Uzun kemiklerin grafisinde, metafizdeki biiyiime plaklarinda ortaya ¢ikan radyoliisen
karakteristik ‘uzantilar(dil seklinde)’ gortlir(Resim 4a) [68], [69]. Epifizde bulunan
kalsifikasyon zonlarinda yaygin diizensizlik goriilebilir ve metafizde yamali osteopeni ve
osteoskleroz goriintimleri olusabilir. Kraniyosinostozis, propitozis, intrakranial basing artigsina
ve beyin hasarma yol agabilir [70]. Kafa kemiklerinde siklikla ‘déviilmiis bakir’ goriintiisii

ortaya ¢ikar (Resim 4b).
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Sekil 4. Cocukluk cagi hipofosfatazyasindaki grafi bulgular

a)3 yagindaki ¢ocukluk ¢ag1 hipofosfatazya tanis1 kiz olgunun sol el bilek ve sol diz grafisi.
Oklarla gosterilen bu bolgelerde epifizden metafizi dogru uzanim gosteren ‘tongues’ olarak adlandirilan
radyoliisen bolgeler,
b)9 yasinda erkek olgunun kafa grafisi. Karakteristik doviilmiis bakir gortiniimii. Diglerde
genislemis pulpa bolgesi,
Hypophosphatasia — aetiology, nosology, pathogenesis, diagnosis and treatment. Michael P.

Whyte, Feb 2016

Cocukuk ¢ag1 hipofosfatazya bulgular1 tipik olarak biliylime c¢aginda ortaya
cikmaktadir. Fakat bazen geng eriskin donemde de bulgular gelisebilir. Bunun nedeni belki de
biiylime plaklarinin fiizyonudur. Erken dénemde kalic1 diglerde sorun yok iken ileri donemde

dis problemleri ve osteomalazi gibi kemik bulgular1 goriilebilir.

2.4.4 infantil Hipofosfatazya

Infantil hipofosfatazya ilk 6 ayda gériilen hipofosfatazyadir [2] [51]. Rasitizmin eslik
ettigi emmede zayiflik, gelisim geriligi, giicslizlik veya motor gelisim geriligi bulgular
baslayana kadar postnatal gelisim normal goriinebilir [71]. Fontaneller genislemis olabilir.
Propitozis, hipertelorizm ve brakiosefali gelisebilir [70] (Resim 5). intrakraniyal basing artis1
ve papil 6dem olabilir. Kemiklerde mineral depolanmasi azaldigi igin hiperkalsemi ve
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hiperkalsiiiri goriilebimektedir ve bu da bulanti ve kusmaya, nefrokalsinozis ve renal
etkilenmeye neden olabilir [2], [71],[72]. Progresif ilerleyen toraks duvarinda deformiteler,
Kosta kiriklar1 ve trakeomalazi pndmoniye yatkinlik olusturur[51], [68]. Infantil
hipofosfatazyali olgularin yaklagik %50’si ilk bir yil i¢inde kaybedilmektedir. Radyografik
degisiklikler patognomoniktir. Hizli bir sekilde normal bir diafizden kalsifikasyondan,
fakirlesmis metafize gecis vardir [71], [72] (Sekil 6). Fraktiir ve kemik deformiteleri azalmis

kemik mineralizasyonuna eslik edebilir. Erken siiturlarin kapanmasi goriilebilir.

Sekil 5: infantil Hipofosfatazyadaki grafi bulgular

a)3 yasinda kiz hastanin sol femur grafi goriintiisii

Piridoksin bagimli nobetlerin olmasi (kemiklerdeki degisiklikten dnce goriilebilir) ve

ilerleyen kemige ait sorunlarin solunumsal komplikasyon gelistirmesi fatal sonuclar

dogurabilmektedir [71], [73].

13



Sekil 6: infantil Hipofosfatazyaya ait goriintii 4 aylik kiz hastada kalic1 6n fontanel,

propitotik gozler, skafoid bigimde g6giis yapis1 ve rasitik rozealar.

2.4.5 Perinatal Hipofosfatazya

Perinatal hipofosfatazya formu, bu hastaligin en agir formudur, uterin donemde ve
dogumda bulgular goriilmektedir. Dogumdan sonra olgularin hemen hemen hepsi kisa bir siire
sonra fatal seyreder[71], [73]. Kemik hipomineralizasyonun gosteren kaput membraneseum,
ekstremite kisaligi ve deformitesi Sekil 7°de goriilmektedir. Piridoksin bagimli ndbet,
siyanozun ve bradikardinin eslik ettigi periyodik apne, nedeni bilinmeyen ates, huzursuzluk,
aglama, miyeloplastik anemi ve intrakraniyal hemoraji ek olarak goriilen bulgulardir. Bazi

olgularda hipoplastik akcigerler mevcuttur [74], [75].

Ciddi osteogenesis imperfekta ve iskelet displazileri disinda radyografik bulgular
patognomiktir [75], [71], [72]. Hastadan hastaya farkliliklar gosterebilir. Bazen kemiklerin tiim
kemikler, tamamiyle unmineralizedir veya ileri derecede rickets bulgular1 ortaya c¢ikar
epifizdeki kalsifiye alanlar azalmis ve metafizde biiyilik, dil seklinde radyoliisen alanlar
goriilmektedir (Sekil 7-b). Kafa kemiklerinin sadece merkez kisminda mineralizasyon olabilir,
bu durum hastalarda siiturlarin fonksiyonel kapanmasi yerine genis siiturlarin olusmasina neden

olur[69].
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Sekil 7: Perinatal Hipofosfatazya olgu

a) Dogumdan sonra gekiilen perinatal hipofosfatazyali olguda goriilen kollardaki deri
kivrimlary, bu kivrimlar kemik mineralizasyon defekti ve yapisal bozukluk gelismi oldugunu
gostermektedir.

b) Radyografide neredeyse hi¢bir kemikte mineralizasyonun olmadigi goriilmektedir.

2.4.6. Psodohipofosfatazya

Psodohipofosfatazya, klinik olarak infantil hipofosfatazyayi hatirlatir fakat serum ALP
degerleri normal veya yiiksektir [75][76]. Bu mutant ALP’in endogen katalitik aktivitesinin
azalmasi sonucu HPP bulgularini ortaya ¢ikmasi ve hastalarda ALP dogal metobolitleri olan
PEA, PLP ve PPi ekstraselliiler artis1 goriiliir. ALP’nin rutin laboratuvar incelemelerinde yapist
degismis olan ALP’nin fizyolojik olmayan sartlarda katalitik aktivitesinin artmasi sonucu ALP

kanda normal ya da yiiksek olarak dlgiilebilir.

2.4.7 Benign Prenatal Hipofosfatazya

Intrauterin donemde kemik deformiteleri olan 17 benign prenatal hipofosfatazyali

hastalarda (kemik deformitesi var fakat kirik yok) 2011°de yapilan ¢alismada, prenatal
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bulgularin gelisme endisesi yerine infantil hiofosfatazyadan odontohipofosfatazyaya kadar

degisik aralikta klinik tablolar gelistigi goriildii [53].

2.5 ALPL Geni ve Mutasyonlar

2.5.1. ALPL Geni

ALPL geni 1. Kromozomun p36.12 bélgesinde bulunmaktadir ve 69 kb {izerinde 12
adet ekzon igerir. Ilk ekzon mRNA’nm 5’ translasyon olmayan (UTR) bélgesinin bir kismini
kodlar [77]. 5° UTR bdlgesi alternatif baglatma bolgeleri olan ekzon 1A ve 1B ‘yi icermektedir.
Insanlarda, beyin hiicreleri ve osteoblastarda ekzon 1A’ya yakin bdlgeden transkripsiyon
baslar, buna karsin karaciger ve bobreklerde ise ekzon 1B’ye yakin bolgelerdedir[78]-[80]. Bu
yiizden karaciger ve kemige ait TNSALP isoformlari1 ayn1 aminoasit sekanslarina sahiptir fakat

m RNA’lan farklilik gosterir.

E T B " O~ I T I R B T I o B o B | A M A MM ™M A AN MmoEs
Mmoo o~ R T . . PR —) .. . N = T
. T T O O T B o B o O B T B H oA Mm omow o A oMo -om
W oW oW oM I T B I T R | T T T T T TR s T T oo
EEE&'&' BB B B B B B B Frr PP EPEFFE ﬂ":.b'

Sekil 8: ALPL geninin lokasyonu (1. Kromozomda p36.12 bolgesinde)
-https://ghr.nlm.nih.gov/gene/ALPL#resources

2.5.2 ALPL Gen Mutasyonlar1 ve Kalitim

HPP’de klinik olarak genis heterojenite olmas1 ALPL genindeki hetojineteye baglidir.
[lk mutasyon Weiss ve arkadaslari tarafindan tanimlanmistir [81]. Toplam 370 kadar iizerinde
mutasyon raporlanmistir. Bunlarin yaklasik %72’si missens mutasyondur, bu da fenotip olarak
cesitliligi aciklayabilir, ayrica bu mutasyonlarin iiriinlerinin daha fazla ya da daha az enzimatik
aktivite gdstermesine bagli hastaligin agirhgmin degisikligine neden olabilir [82], [83]. Diger

mutasyonlar ise kiigiik delesyonlar (%11.1), splice bdlge mutasyonu ( %6), nonsens mutasyon
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(%4.8), insersiyonlar (%3), biiyiikk delesyonlar (%2.7) kompleks delesyon/insersiyon ve
transkripsiyon bolgesini etkileyen yerine koyma mutasyonlaridir. Sadece iki olguda de novo
mutasyon raporlanmistir, de novo mutasyonlar hem resesif hem de dominant kalitim modelinde
olabilir [84], [85]. Ek olarak iki olguda da uniparental dizomiye bagli homozigot durumu
saptanmustir [86][87].

ALPL mutasyonu tiim cografi bolgelerde ve tiim topluluklarda tanimlanmistir,
bolgesel olarak frekansi ve hastaligin cesitliligi bolgeye gore degisiklik gosterir. Az sayida
mutasyonlar tekrar eder. Belirli bolgelerde bazi mutasyonlar daha sik gériiliir. Ornegin
Japonyadaki olgularin %40,9’unda ¢.1559delT mutasyonu ve %]13.6’sinda p.Phe327Leu
mutasyonu goriilmektedir [88], [89]. Kanada’da Mennonite toplulugunda p.Gly334Asp
mutasyonu daha sik goriilmektedir[90]. Avrupalilarda, p.Glul91Lys mutasyonu %7-14
oraninda goriilmekte, orta klinik formlu HPP’li olgularda bu oran %21.3-27.6’dir[91], [92].
Amerika’da missens mutasyon olan p.Asp378Val en sik goriilen mutasyondur (%15.6).
Cin’deki ¢esitli formlardaki HPP’li hastalarda tekrarlamayan farkli agirliktaki mutasyonlar
saptanmistir.

ALPL geni mutasyon analizlerinden hipofosfatazyanin en agir seyirli formlar1 olan
infantil ve perinatal formlarinin otozomal resesif kalitim gdsterdigi goriilmiistiir.
Hipofosfatazyanin hafif formalarinin kalitimi ise daha komplikedir. ilk tanimlanan vakalarda
cocukluk ¢agi, yetiskin ve odonto HPP gibi hafif formlarin otosomal resesif kalitim gosterdigi
bildirilmisti. Sonrasinda; hipofosfatazyanin klinik ve biyokimyasal 6zelliklerinin ve genetik
mutasyonlarin daha iyi tanimlanmasiyla ile birlikte hastaligin hafif formlarmin otozomal
dominant kalittimin da o6zelliklerini gosterdigi saptanmistir. Bazi aile ¢aligmalarinda hafif
etkilenmis aile bireylerinin ¢ocuklarinda daha agir formlarin ortaya ¢iktigi da gorilmistiir
[93][94].

Sonug olarak; ALPL geni mutasyonlarmin analizleri sonucu hipofosfatazyanin agir
formlari olan perinatal ve infantil formunun otozomal resesif, daha hafif formlari olan ¢ocukluk,
yetigkin ve odonto HPP formlarinin otozomal dominant ve resesif kalitim gosterdigi

gosterilmistir.
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Canadian Mennonites
France & North Europe

Affected=1/2500*

g d
Heterozygotes=1/25 Affected=1/300 000

Heterozygotes=1/270 R g

Recurrent mutation * Most t mutations *! ¢

 Gly334Asp=100% jost recurrent mutations

NP p.Glu191lys=7.0% oY
p.Asnd175er=3.3% }

USA
Affected=1/400 000/
or 1/182 000 &M
Heterozygotes=1/316/
or 1/213 8N

Affected=1/100 000 °
Heterozygotes=1/160

Most recurrent mutations ©
p.Asp378Val=15.6% Most recurrent mutations &
p.Glul91lys=14.3% ¢.1559delT=40.9%
pAla176Thr=7.5% p.Phe327leu=13.6%
p.Asnd175er=6.8%

Sekil 9 : Farkh Bélgelerde tasiyic1 ve hasta formlarinin sikliklari ve en sik goriilen mutasyonlar

2.6 Tan1 ve Ayirict Tam

Hipofosfatazya ¢esitli klinik bulgular gostermesi ve diger hastaliklarla benzer
bulgularinin olmasi nedeni ile ayrici tanisi zor bir hastaliktir. Hipofosfatazya siiphesi olan
olgularin Oykiilerinin detayli sorgulanmasi, fizik bakilarinin yapilmasi, kemige ait
gorintiilemelerin incelenmesi, laboratuvar ve genetik tetkiklerinin yapilmasi gerekmektedir.

Azalmis serum ALP diizeyi hipofosfatazya i¢in karakteristik bulgu olmasina ragmen
kesin tan1 koydurmaz[95]. Cilinkii ALP disiikliigiine yol acan bir¢ok hastalik ve durumlar
mevcuttur. ALP diisiikligii agir osteogenesis imperfekta, kleidokraniyal displazi ve
osteokondrodisplaziler gibi iskelet sistemini etkileyen hastaliklarda da goriilebilir [96], [53],
[96],
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Tablo 2. Hipofosfatazemi nedenleri

Hipofosfatazya Zn ve Mg eksikligi

Pernisiyoz anemi Cushing sendromu

Hipotiroidizm Colyak hastalig

C vitamin eksikligi Masif transfiizyon

Osteogenezis imperfekta Kleidokraniyal displazi

Wilson hastalig Radyoaktif agir metaller

Vitamin D intoksikasyonu Pernisiyoz ve derin anemi

Klofibrat tedavisi Yanlis tiipe ornek alumi (EDTA i tiip gibi)
Ag¢hik Multiple myelom

Asagidaki tabloda hipofosfatazyanin, osteogenesis imperfekta ve ragitizm gibi kemigi

etkileyen hastaliklarla ile ayirici tanist yapilmistir.

Tablo 3- Hipofosfatazya ayirici tanisi
HASTALIKLAR BULGULAR

ALP PLP Ca P PTH D vit.

HPP $§ t tNENIN N

RASITIiZM t l l t l
OSTEOGENEZIS N N N N N

IMPERFEKTA

t 1 N 31 1t/IN 3}
/N

X-LHR
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Hipofosfatazya farkli yaslarda degisik bulgularla karsimiza ¢iktigindan hastanin yas
grubuna gore degerlendirilmesi gerekmektedir.

Hipofosfatazyanin  taninmasinda prenatal ve postnatal donemde kemik
hipomineralizasyonu, kemik deformiteleri, ALP diisiikligii ve hiperkalsemi, hiperfosfatemi
yol gostericidir.

Uterin donemde ve dogumda, erken prenatal ultrason goriintiilerinde kemik
mineralizasyon bozuklugu saptanir, bu donemde hipofosfatazyanin ayirici tanisinda benzer
bulgular ile karsimiza c¢ikan osteogenesis imperfekta tip 2, kampomelik displazi ve
kondrodisplazi disiiniilmelidir. Fetal donemdeki grafilerde kemik mineralizasyonunun
olmamasi hipofosfatazya diisiindiiriir. Ayirici tanilar igin serum ALP, PLP ve idrar PEA
diizeyine bakilir, molekiiler genetik analizler yapilmalidir[98], [99].

Infantil dénem ve cocukluk cagi hipofosfatazyasinda biiyiime-gelisme geriligi,
beslenme bozuklugu, huzursuzluk, hipotoni, nobet gibi HPP’ye spesifik bulgular verebilir. Bu
nedenle genis ayirici tant yapilmalidir. Bu donemdeki ayirici tanilarda enerji metabolizmasi ile
iligkili metobolik hastaliklar, organik asidemiler, primer ve sekonder rasitizm gibi hastaliklar
yer almaktadir.

Rasitizm bulgulari ile HPP ile sik¢a karisabilir, bu nedenle Rasitizm ayirici tanisinin
mutlaka yapilmasi gerekmektedir. Rasitizmde serum ALP diizeyi HPP’nin aksine artar, serum
kalsiyum ,fosfor ve vitamin D diizeyleri diiser, parathormon yiikselir [100][101]-[103].
Biiyiik ¢ocuklarda ise boy kisaligi, kemik agris1 ve motor fonksiyonlarda azalma nedeniyle
osteogenesis imperfekta, rasitizm, miyopati, fibroz displazi, kronik inflamatuar artrit gibi
hastaliklar ayirici tanida ele alinmalidir.

HPP’nin ayirici tanisinda laboratuvar olarak en dnemli fark ALP diizeyinin diisiik
seyretmesi ve ALP’1n dogal substratlarinin kan ve idrarda diizeyinin artmasidir[104].

Biyokimyasal tetkiklerinde serumda ALP diizeyinin diisiik olmasi hipofosfatazyay1
aklimiza getirir. ALP diizeyi hastaligin agirligi arttikga daha diisiik gozlenmektedir. ALP nin
azalmasi, ALP’nin substratlarinin birikmesi, kanda ve idrarda metobolitlerin artmasina neden
olur. Serumda PLP, idrarda PEA ve PPi diizeyinin yiikselir. Kanda PPi diizeyinin bakilmasi
ekonomik agidan uygun olmadun i¢in sik kullanilmaz, sadece arastirma amaci ile kullanilir.
Idrarda PEA miktarmin artmis olmasi1 HPP tanisimi destekler fakat kesin tan1 koydurmaz. En
onemli bulgulardan biri kanda PLP yiiksekligidir, bu degerin yiiksekligi ile hastaligin siddeti
arasinda iliski oldugu gosterilmistir[96], [105], [106].

Infantil dénemde karsimiza ¢ikan HPP’de bozulmus kemik mineralizasyonu sonucu

hiperkalsemi ve hiperfosfatemi goriiliir. Bu tablo PTH baskilanmasina neden olmaktadir.
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Cocukluk cag1 hipofosfatazyasinda ise hiperkalsemi ve hiperkalsiuri olsa da PTH ve 25 OH vit
D diizeyleri normal saptanir. Kemik grafilerinde hastada hipomineralizasyon derecesi artar ve
rikets bulgular1 goriilebilir. HPP agisindan siiphelendigimiz olgularda kemik yogunluguna
bakilmasi, hipomineralizasyonun arastirilmasi agisindan 6nemlidir.

Prenatal tani, prenatal letal ve benign formunun ayirici tanisinda yardimei olmaz. Agir
formlar i¢in uygulanabilir. Bu nedenle bu yontemin kullanilmasi tartisilmaktadir.

Hipofosfatazyanin kesin tanisi i¢in ALPL geni dizi analizi incelemesi ile konur.

2.7. Tedavi

Fosfor ALP’nin aktivitesini inhibe ettigi i¢in hipofosfatazyali hastalarin diyetinde
fosfor kisitlanmalidir. Hiperfosfatemi olan olgularda fosfor baglayici ajanlar kullanilabilir. D
vitamini eksikligi sik goriildiigii icin D vitamininin takviyesi de sik kullanilmaktadir. Infantil
donemde ve cocukluk ¢agr doneminde HPP’li olgularda yiiksek doz D vitamini kullanmak
hiperkalsemiye ve hiper kalsiliriye neden olabilir. Ayrica aktif D vitamini fosforun
gastrointestinal sisteminden emilimini de arttirmaktadir.

Kalsiyum takviyesi hiperkalsemiye ve hiperkalsiiiriye neden olabilir. Bu nedenle
kalsiyum preparatlar1 dikkatli kllanilmalidir. Eriskin hastalarda uygun dozlarda kullanilan
kalsiyum ve D vitamini destegi sekonder hiperparatiroidi agisindan kullanilabilir[107]-[109]
HPP’li olgularda kemik ve kas fonksiyonlarin korunmasi ¢ok oOnemlidir. Kemik
mineralizasyonunu arttirma 6zelligi nedeni ile agir olmayan fiziksel aktivite kemik ve kas
dayanmikliligim arttirdigindan Onerilebilir. Agir hipofosfatazyali olgularda fiziksel aktivite
patolojik kiriklara yol acabileceginden kemik ve kaslar1 zorlayabilecek fiziksel egzersizlerden

kagimilmalidir.[110]-{112]

2.7.1. Osteoporoz ve kiriklar

Bisfosfonatlar PPi’a benzer etki etki gosterir ve ALP aktivitesini inhibe eder bu
nedenle hipofosfatazyada kullanilmamalidir. HPP’da klasik osteoporozdan farkli olarak kemik
mineralizasyonunda azalma mevcuttur. Tani1 alamamig HPP nin hafif formu olan bazi olgularda
osteoporoz tanisi aldiktan sonra bisfosfonat tedavisi baslandigr ve bu nedenle atipik femur
kiriklar gelistigi gorilmiistiir[111]

HPP’li bazi olgularda stress kiriklar1 rekombinant insan paratiroid hormonu olan
teriparatid’ ile tedavi edilmistir. Teriparatid osteosarkom olusma riskini artirdigi igin

kullanilmasi 6nerilmemektedir. Doshi ve ekibi bilateral femoral fraktiirii olan hastalara teripatid
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tedavisi vererek takip etmis ve bu olgularda kiriklarin tamamen iyilestigini gostermistir. Whyte
ve ekibi ise yaptig1 ¢alismalarda iki eriskin HPP tanisi olan ve psodofraktiirii saptanan olgularda
6 ay bouyunca teriparatid ile psddofraktiirlerinin tamamen iyilestigini gézlemlemistir [113]—
[115]

2.7.2. Norolojik Sorunlar

Perinatal hipofosfatazyada PLP metobolizmasinin bozulmasi sonucu ndbetler
gelisebilmektedir. Bazi nobet ile bulgu veren olgularda B6 vitamini tedavisi ile nobetleri tedavi
edilebilmektedir. infantil ve ¢cocukluk ¢agi hipofosfatazyasinda Kraniyel siitiirlerin prematur
fiizyonu serebellar tonsillerin ektopisine (Chiari 1 malformasyonu) ve hidrosiringomiyelinin
olusmasina neden olur. Kraniosinostoz olusma ihtimali nedeni ile bu olgular radyolojik,
nérolojik ve oftalmalojik muayenelerle yakindan takip edilmelidir. intrakraniyal basmcin
artmasi sonrasi basagrisi, nobet, papilodem ve norolojik bulgulara neden olabilir ve acil

cerrahisi girisim yapilmasi gerekebilir[111][112].

2.7.3. Enzim replasman tedavisi

Agir formda HPP’li olgularda 6nceleri normal plazma, Paget kemik hastalig1 olan
hastalarin kanindan hazirlanan yiiksek ALP igerikli plazma, karaciger ALP’si ve plasental
ALP'nin intravendz uygulanmis, fakat bu tedavilerin etkisiz oldugu goriilmiistiir. 2008 yilinda
kemik hedefli ‘rekombinant ALP’ iretilmistir ve once fareler ilizerinde, sonrasinda agir
formdaki infantil HPP tanili hastalarda denenmistir. Rekombinant ALP ilk olarak ENB 0040
sonrasinda ‘Asfotaz alfa’ olarak adlandirilmstir. [116]

Calismalarda farelere yiiksek dozda (8,2 mg/kg/giin ) asfotaz alfa subkutan olarak
enjekte edildi. Tedavi uygulanan farelerde bulgularin geriledigi goriildii. Sonrasinda asfotaz
alfanin daha diisiik dozlarda uygulandiginda da etkisi oldugu raporlandi. Caligmalarda 2,8-3,2
mg/kg/giin dozunda subkutan uygulanan %80 farede klinik iyilesme sagladigi saptandi[73],
[117]Elde edilen olumlu sonuglardan sonra asfotaz alfa hipofosfatazyanin ¢ok agir formunda
olan hastalara uygulandi. Rodriguez ve ekibi 3 haftalik infantil hipofosfatazya tanili, agir gégiis
duvar1 deformasyonu nedeniyle solunum sikintisi olan ve mekanik ventilatérde izlenen bebege

12 hafta siiresince ENB 0040 tedavisini uyguladilar. Bu olgunun kliniginde iyilesme gézlendi
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ve oksijen konsantratorii ile taburcu oldu. Taburculuktan 2 hafta sonra ise sepsis ve multi organ
yetmezligi ile kaybedildi [116], [118].

Whyte ve ekibi, 2008 yilinda agir formda olan HPP tanili infant ve ¢ocuklarda bir ¢ok
tilkede yiirtitiillen ENB 0040 tedavisinin faz 2 ¢alismasini yapti. On bir hasta ¢aligmaya alindi
ve bunlarin 7’si kiz 4’1 erkekti. Bir olgunun yakinlari tedaviyi kabul etmedi. Tedavide asfotaz
alfa tek doz 2mg/kg intraveno6z verildikten sonra, haftada 3 defa 1-3 mg/kg subkutan verilmeye
devam edildi. Olgularin 9’una 1 yillik tedavi, digerine ise 6 aylik tedavi uygulandi. Tedavinin
24. haftasinda tim olgularda endokondral ve membranoz kemik formasyonunda diizelme,
kiriklarda iyilesme, deformitelerde azalma, sklerozda gerileme saptandi. Alt1 ay sonra 9 hastada
biiylime hizinda artis, rikets bulgularinda gerileme, kanda PPi ve PLP diizeylerinde diisme

akciger fonksiyonlarinda diizelme goriildii.

Tedavinin en sik yan etkisi uygulama bolgesindeki eritemdi. Anaflaksi, alerjik
reaksiyonlar hi¢bir olguda goriilmedi. Olgularin izleminin 3. yilinda bir olgu sepsis nedeniyle
ex oldu. Olgularin hepsinde solunum sikintist mevcuttu, tedavinin 3. yilinda sadece 1 hastanin
oksijen ihtiyac1 devam ettigi goriildii. Ug yilin sonundaki degerlendirmede sag kalim %90°d1.
[117], [119].

3. GEREC VE YONTEM

3.1 Hasta Secimi

Ege Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi’nde Ocak 2013- Ekim 2018 tarihleri arasinda
Biyokimya Laboratuvari’nda ¢alisilan ve serum ALP degeri 40 U/L ve altinda olan 0-20 yas
arasindaki tiim hastalar retrospektif olarak incelenmesi planlandi. Bu ¢alisma icin Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar ve Etik Kurulu’ndan 11.04.2007 tarihinde, 17-
1.1/5 karar no’lu onay alindi. ALP degeri 40 U/L ve altinda degerleri olan hastalarin
laboratuvarimizda calisilan tim ge¢mis ALP degerleri incelendi. Tiim ALP diizeyleri
degerlendirildiginde daha onceki ALP degeri yiliksek olan olgular calisma grubuna dahil
edilmedi. Serum ALP diizeylerine gdre eleme sonrast listeye alinan olgularin, Ege Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Elektronik Hasta Dosyas1 Sistemi’ndeki tim bagvurularina ait hastane
kayitlar1 degerlendirildi. Kayitlarda, klinik bulgulari, anamnezi, 6zge¢misi ve soy gecmisi

hipofosfatazyay:1 diisiindiirecek olan olgular ile hipofosfatazya disindaki ALP diisiikliigline
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neden olacak diger sebeplerin dislandigr olgular ¢alisma listesine alindi. Bakilan birden fazla
ALP degeri 40 U/L ve altinda olan, ayrica yukarida belirtilen kriterlere uyan 30 hasta ¢caligmaya
alind1. Olusturulan listedeki hastalar Elektronik Hasta Dosyasi’ndaki kayitli telefon numaralari
ile arandi. Detayli anamnez ve fizik baki tekrar1 i¢in kontrol muayeneye c¢agrildi. Calismaya

katilan tiim ailelerden goniillii oluru elde edildi.

3.2. Hasta degerlendirilmesi

Calismaya katilmay1 kabul eden hastalarin yasi, cinsiyeti, dogum tarihleri not edildi.
Perinatal-Infantil HPP, Cocukluk Cagi HPP, Erigkin HPP igin hazirlanan sorularla
anamnezleri derinlestirildi. ALP diizeylerinin diisiik saptandigr donemlerdeki hastalik dykiisii,
bagvuru yakinmasi, tanisi, mevcut tanilari tedavi siireci ve kullandigi ilaglar sorgulandi.
Olgularin boyu, kilosu, anne boyu, baba boyu, hedef boyu ve fizik bakilar1 kaydedildi. Her bir
olgu icin en az 3 nesli igeren soyagaci ¢izildi. Ayrica hipofosfatazya bulgularina yonelik

soygeemisi sorgulandi. Anamneze ait detayli sorular olgu formlarinda yer almaktadir.

3.3. ALPL geni molekiiler dizi analizi

Olgularin ALPL geni molekiiler analizi Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglhig
ve Hastaliklart Cocuk Genetik Hastaliklar1 Bilim Dali Laboratuvari’nda yapildi. DNA
izolasyonu i¢in tiim olgulardan EDTA’l1 tiipe 2 cc periferik kan ornekleri alindi. Alinan
periferik kandan standart yontemle DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen DNA orneklerinde
ALPL geninin tiim ekzonik bolgeleri ve intron-ekzon yapisma bolgelerini kapsayacak sekilde
primer dizayni yapilarak, PCR amplifikasyonu ve jel elektroforezi sonrasi, dizi analizi ¢alisildi.
ALPL geninde patojenik degisiklikler saptanan olgularda ise segregasyonu belirlemek amaciyla

ebeveynlerde Sanger dizi analizi gergeklestirildi.
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3.4. Dizi Analizi Calismasi

3.4.1. PCR Reaksiyon Karisim

Her bir 6rnek i¢in hazirlanan total PCR reaksiyon karisimi 25 mikrolitreden
olugmaktadir. H20, 10X buffer, MgCI2 (25Mm), dNTP, primerler ve Taq Polimerazdan olusan
karisim her bir reaksiyon tiipiine dagitildi ve en son DNA ornekleri eklendi. PCR reaksiyonu

i¢cin dizayn edilen primerler Tablo 1°de gosterilmistir.

PCR miks hazirlanisi:
H20 . 12.5 mikrolitre
10X buffer 2.5 mikrolitre
MgCI2 (25Mm) . 2.5 mikrolitre
dNTP (10 mM) : 1 mikrolitre
Primerler : F:1 mikrolitre
R: 1 mikrolitre
Taq Polimeraz . 0.5 mikrolitre
DNA : 100 nanogram
Toplam » 25l
Izlenecek PCR Programi:

Denatiirasyon  94°C 10 dakika
Denatiirasyon  94°C 30 saniye

Baglanma 34°C 1 dakika 35 dongii
Uzama 72°C 1 dakika

Final Uzama 72°C 7 dakika

Bekleme 4°C 0

Amplifikasyon iiriinleri PCR programi bittikten sonra +4 0 C’ de saklandu.

3.4.2. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iiriinltinde amplifikasyon olup olmadiginin kontrolii i¢in, %2’lik agaroz jelde PCR

tirtinleri yiirtitiildii. 100 mI’lik erlen i¢ine, 2 gr agaroz ve 100 ml 0.5XTBE konulup mikrodalga
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firinda 1sitilarak eritildi. Berrak gériinlim saglaninca, 16 mikrolitre etidyum bromiir eklenip
karistirilip hazirlanan tabaga dokiildii. Jel donmasi icin beklendi. Jel donduktan sonra 6rnekler
jele yiiklenirken, bir par¢a parafilm iizerine 5 mikrolitre orange G ve 5 mikrolitre PCR {irlinii
karistirilip, jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Elde edilen PCR firiinlerinin dogru amplifiye olup
olmadigini kontrol etmek icin, her jele marker yiiklendi. 120 volt akimda yiiriidiikten sonra jel
goriintliileme sistemi ile incelendi. Jel goriintiilleme sistemi ile elde edilen goriintii sekil 1°de

goriilmektedir.

Markerlar| 2. | 3-4, I 5. I 6. | 7. | 8. 9. | 10. | 11. | | 12.

Sekil 10: Agoroz jel goriintiisii

Ekzonlarin amplikon boyutlart;

2. Ekzon:239 Baz cifti,
3.-4.Ekzon:701 Baz ¢ifti,
5. Ekzon:293 Baz ¢ifti,
Ekzon:317 Baz cifti,
Ekzon:239 Baz cifti,
Ekzon: 187 Baz ¢ifti,
9. Ekzon:261 Baz ¢ifti,
10. Ekzon:292 Baz ¢ifti,
11. Ekzon:240 Baz cifti,
12. Ekzon:384 Baz ¢ifti,

o N
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Tablo 4. ALPL geninin ekzonlarim ve ekzon-intron bilesiklerini cogaltmada kullanilan primerler

EXON FORWARD PRIMER REVERSE PRIMER ANNEALING
1 AAGCCAGATATGTTGACAGA GCCATTAAAGTTCAACCA TESIZIP'
2 ATTGCATCTCTGGGCTCCAGGGA CAGCTTTTAAATACTTTGG 47
3 CTGGAGATAGGAGGCTATCCT GGTCTCCTAGCTAGTGTCCTG 55
4 AGGAGCACGAGAGACTGAGG CTGGCTGCTGTCATGTTCAG 51
5 CCTCACGCCCCAGTCCCCAT GCTGGCCCCTGCTCCCCACT 58
6 GCCAAACCCGCCCCTCCTGC AATTCATGCCAGCCTGGCCTGAGCCTC 58
7 CAGGAGTCCAGGTTCCAAGC AGGCCACCTATGCAGCCACAT 55
8 AGGCCTCAGATTTTGATAGC GGCTTTGTCCCCAGGTGTTGG 51
9 ATTCCCTGAGACACCCCAGC CAGGGCCGTGTTTCCAGCAG 55
10 TCCCCTCCTCCCTCACCGAGG TTGCTGGCTCTCCCACCCAC 58
11 TGGGGGGTGGGGACTGTACT CCCTGTCCCCTCCCAGCCCT 58

[HEN
N

GGGCATGTGACTCCATCTTTCTCTG

GCTGCCGTGTGGGAAGTTGGCATC
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3.4.3. PCR Uriinlerinin 1. Saflastirilma islemi

Bu islem PCR sonrasinda PCR firiiniliniin icerisindeki fazla PCR bilesenlerinden
ayrilmasini saglamak amaci ile yapildi. Purifikasyon i¢in Thermo Scientific GeneJET PCR
Purification Kit: #K0701, #K0702 kullanildi. Piirifikasyon islemi kit protokoliine uygun olarak
gergeklestirildi.

3.4.4 Nested PCR ile amplifikasyon (BigDye)
En cok kullanilan yontem dideoksi metodudur. Buna zincir sonlandirma metodu da
denir.PCR islemi sonrasinda elde edilen tiriinler birinci saflastirma islemi sonrasinda asagidaki

maddeler ile karistirilarak cyle sequencing miksi hazirlanir.

1. Primer: DNA tek zincirine baglanan kisa dizidir.

2. Normal (deoksi) niikleotidler: dNTP; dATP, dCTP, dGTP, dTTP
3. Dideoksi niikleotidler: ddNTP; ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP
4. DNA Polimeraz (enzim)

DNA 4 deoksiribonukleotid trifosfat ( dATP, dCTP, dGTP, dTTP) molekiiliiniin
birbirine baglanmasiyla olusan dev bir polimerdir. Her yeni niikleotid bir dnceki niikleotidin
3&#39; OH ucuna eklenir. Dideoksinukleotid trifosfat (ddNTP) ise 3&#39; OH ucu icermez.
Dolayisiyla boyle bir molekiil zincir uzamasini1 durdurur ve zincirin son niikleotidini olusturur.
Dizisi saptanacak DNA tek dizi halinde hazirlanir. Bu kalip DNA yanina 4
deoksiribonukleotidden de (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) bol miktarda i¢eren bir karisim; her
biri ayr1 fluoresan molekiille isaretlenmis ve dolayisiyla ayr1 renkler veren 4
dideoksiribonukleotid trifosfat (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) iceren bir karisim ve DNA
Polimeraz eklenir. Deoksiribonukleotidler baglandik¢a zincir uzamaya devam eder.
Rastlantisal olarak dideoksiribonukleotid baglandiginda zincir uzamasi durur. Bu yolla farkli
boyutlarda birgok DNA parcast elde edilir. Sonraki asamada karisim, molekiilleri boylarina
gore ayiran jel elektroforezi ile birbirlerinden ayrilir. Jel tizerindeki degisik fluoresan renkler
veren bantlar izlenerek dizi analizi gerceklestirilir. Daha sonraki asama ise analiz edilen

dizilerin okunmas1 asamasadir.
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Uzun dizi bilgisi elde edebilmek i¢in, kisa okumalarin birbiriyle birlestirilmelerinde
bilgisayara gereksinim duyulur. Bu islem bir kit yardimi ile yapilmaktadir ve bu kit igerisinde

sonlandirici niikleotitler igermektedir.

Or; ABI Prism V1.1 BIG-DYE TERMINATOR KIT

Bu asamada;

8 ul Big Dye PCR tiiplerine dagitilir

* Her tiip i¢in 7,5 pl ultra saf su

* 0.5 pl Forward veya Reverse primer kullanilir (Dizide taranacak bdlgeye uygun
olarak tasarlanabilir)

* 4 ul purifiye PCR iirlinii kullanilir

* Total volume 20 pl dir.

« Bu PCR miksi ABI PRISM 9700 PCR cihazinin perkin elmer (&It;pe&gt;) Big Dye

Terminator programi ile baslatilir.

Izlenen PCR programi;

Denatiirasyon 96 C 10 saniye

Baglanma 50 C 5 saniye 25 dongii
Uzama 60 C 4 dakika

Bekleme 4 C

3.4.5. ikinci Saflastirma Islemi (Zymo DNA Sequencing Clean-Up Kit)

Bu islem cycle sequencing asamasindan sonra yapilmaktadir. Ortaya ¢ikan PCR
irlinliniin igerisindeki florasan isaretli ddNTP’leri ve diger PCR bilesenlerini ortamdan
uzaklagtirmak amaci ile yapilmaktadir. Herhangi bir ticari purifikasyon Kkiti
kullanilabilmektedir. Bu islem i¢in ZR DNA Sequencing Clean-up Kit kullanildi. Piirifikasyon

islemi kit protokoliine uygun olarak gerceklestirildi.
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3.4.6. Orneklerin Cihaza Yiikleme Asamasi

Dizi analizi 6rneklerinin yiiriitiilmesi i¢in ABI 310 cihazi kullanildi. 10 mikrolitre
purifiye olmus iirtin kullanildi. Cihaza yiiklemeden once 5 dakika denaturasyon islemi

uygulandi ve 2 dakika buzda bekletilen 6rnekler alete yiiklendi.

3.4.7. Sonuclarin Degerlendirilmesi

CLC Bio programi ve IGV kullanilarak sonuglar analiz edildi. Bulunan mutasyonlar
ve polimorfizmler referans genom ile karsilastirilarak degerlendirildi. Elde edilen

varyasyonlarin patojenitesi ACMG 2015 kriterlerine gore tespit edildi.

4. BULGULAR

Caligmaya alinan 30 hastanin 3’{ erkek 27’si kizdi. Olgularin yaslarinin ortanca degeri
20.35’ti (minumum 6,1 yas, maximum 22,5 yas). Otuz hastada da ALP geni dizi analizi
calisildi. Yirmi bes hastanin ALPL geni dizi analizi normal olarak sonug¢landi. Bir hastada
bakilan ALPL genindeki tiim polimorfizmler homozigot oldugu igin delesyon diisiintildii, diger
4 olguda ise patojenik mutasyonlar saptandi. Bunlar heterozigot ¢.657G>T(p.Met219lle),
€.648+1G>A, ¢.542C>T(p.Ser181Leu), c.862+1G>C mutasyonlariydi. (ALP dizi analizinde
patojenik mutasyon ve delesyon saptanan olgular asagida detayli olarak anlatilmistir)

Hastalarimizdan kontrol goriismede ¢alistigimiz kontrol serum ALP diizeylerinin
ortanca degeri 40.5 U/L’ydi (minimum:23 U/L, maximum:194 u/L). Genetik dizi analizi
normal olan gruptaki ortanca degeri 41U/L’ydi (minimum:21U/L; maximum:194U/L),
mutasyon/delesyon  saptanan  grupta ise ortanca 30U/L’ydi  (minimum:23U/L;
maximum45U/L). Her iki grup karsilastirildiginda aralarinda anlamli fark saptandi (p:0.036).
Olgularimizin ALP degerlerinin ortalamasi hesaplandi. ALP ortalamalariin toplam ortanca
37.6 U/L’ydi (minimum 22.5 U/L; maximum 113,5 U/L). Ortalama ALP degerleri
mutasyon/delesyon saptanan grupta ortanca degeri 27 iken genetik incelemesi normal olan
grupta 38.3 U/L’ydi. Bu iki grubun ALP ortalama degerleri arsilastirildiginda anlamli fark
oldugu goriildii (p:0.028). Serum kalsiyum degerlerinin iist sinir1 10.2 mg/dl olarak kabul edildi.

Ucg olguda hiperkaslemi gériildii. Bunlardan 2’sinin dizi analizi normaldi. Digeri ise heterozigot
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€.542C>T(p.Serl81Leu) mutasyon’a sahip 3 no’lu olguydu. Hipofosfatazyanin diger
laboratuvar bulgusu olan, hiperfosfatemi hicbir olguda saptanmadi. Hiperkalsiiiri agisindan
bakilan idrar kalsiyum/kreatinin degerinin iist sinir1 0.2 olarak kabul edildi. Bu degerin lizerinde
4 olgu mevcuttu. Bunlardan 1’1 delesyon saptanan 4 no’lu olgumuzdu. Fakat bu deger ¢ok
yiiksek degildi, 0.21 olarak sonuglandi.

Anamneze yonelik hazirlanan sorularin cevabi ayri ayri degerlendirildi. Bu sorular
perinatal-infantil  hipofosfatazya, ¢ocukluk ¢ag1 hipofosfatazyasi ve eriskin ¢agi

hipofosfatazyasi olarak ana 3 gruba ayrildi.

Perinatal-infantil Hipofosfatazya: Otuz olgunun tamaminda dogumda saptanan
ekstremite deformitesi ve intrauterin donemde saptanan fraktiir 6ykiisii yoktu. Bir hastada sol
ekstremitede kisalik saptanmis, fakat ekstremitede ek deformite bulgulari goriilmemisti. Bu
olgunun ALPL geni normaldi. Sadece 1 hastamizda infantil donemde fraktiir 6ykiisii vardi. Sag
humerusta 10 aylik iken yiikseklikten diisme sonrasi kirik gelismis, sadece mobilizasyon
uygulanmisti. Fraktiire bagl operasyon Oykiisii yoktu. Bu hastamizin ALP geninde heterozigot
€.657G>T ¢.657G>T(p.Met2191le) mutasyonu saptandi (Olgu 1). ALPL geni normal olan grup
ile karsilastirildiginda anlamli farklilik goriilmedi (p:0.167).

Yenidogan ve infantil donemde solunum sikintis1 ve/veya apne Oykiisii 3 olguda
mevcuttu. Bu olgularin dizi analizi sonuglar1 normaldi. 3 olgununda solunum sikintisi
yenidogan doneminde yasanmis olup 1’1 bogmaca, 1’1 mekonyum aspirasyonu digeri ise
prematiirite ve IUGR nedeni ile yenidogan yogun bakim initesine yatirilmig, bu dénemde
solunum sikintis1 yagamis ve mekanik ventilatdre bagli izlenmisti (p:1.0).

Heterozigot ¢.648+1G>A mutasyonu saptanan 2 nolu olgunun c¢ocukluk ¢agi
doéneminde g6giis deformitesinin (pectus excavatum) oldugu 6grenildi. Bu hastamizin solunum
sikintisi ve solunum yolu enfeksiyonu 6ykiisii yoktu. Diger hastalarda gogiis deformitesi yoktu.
Iki grup karsilastirildiginda gogiis deformitesi agisindan anlamli sonug bulunmadi (p:0.167).
Iki hastada ndbet 6ykiisii mevcuttu, bunlarm 1’inde dizi analizinde mutasyon saptand1 (Olgu
5), digerinin dizi analizi incelemesi normaldi. iki hasta da bir dénem antiepileptik kullanmusti.
Hastalarla goriisme esnasinda antiepileptik tedavilerinin kesilmis oldugu 6grenildi. Higbir

olguda 6n fontanelde agiklik ve kraniosinostoz dykiisii yoktu.

Cocukluk Cag1 Hipofosfatazyasi: Toplam 5 hastada fraktiir dykiisii vardi. ikisinde

tekrarlayan travmaya bagl fraktiir mevcuttu. Dordiiniinde de fraktiire bagli operasyon 6ykiisii
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yoktu. Tekrarlayan fraktiir 6ykiisii olanlarin 1’inde dizi analizi incelemesinde delesyon saptandi
(Olgu 4). Digerinin ise genetik incelemesi normaldi. ALPL dizi analizi normal olan grup ile,
mutasyon/delesyon saptanan grup arasinda fraktiir 6ykiisii agisindan karsilastirildiginda anlaml
fark saptanmadi (p:0.125).

Cocukluk ¢ag1 doneminde, sadece dizi analizi normal olan gruptaki 1 hastada kemik
dansitometrisi tetkik edilmis ve kemik dansitometrisinde L.1-L4 total yogunlugunun Z skoru -
2.02 SDS olarak sonuglanmisti. Ayrica bu hastada yukarida bahsettigimiz sol alt ekstremite
kisalig1 vardi.

Cocukluk ¢agi donemine ait hiperkalsemi, hiperkalsiiiri, nefrolitiazis, solunum
yetmezligi, hipotonisite, beslenme zorlugu, pulmoner kapakta anomali Oykiisii higbirinde
yoktu. Iki hastada dislerde ciiriikliik nedeni ile 5 yasinda dnce erken dis kayb1 mevcuttu. ikisi
de dizi analizi normal sonuglanan gruptayda.

Ug hastada epileptik nobet dykiisii mevcuttu, bunlardan 1°i infantil ddnemde de ndbeti
olan ve anti epileptik kullanan 5. olguydu, digerleri ise dizi analizi normal sonuglanan grupta
yer almaktaydi, iki grup arasinda nobet agisindan anlamli fark yoktu (p:0.414). Higbir olguda
rickets bulgulart goriilmemisti. Kemik agris1 yakinmasi olan 2 olgu mevcuttu. Bunlarin
anamnezleri derinlestirildiginde 8-10 yaslari arasinda gegici kemik agrilarinin 6zellikle alt
ekstremitede uzun kemiklerde olmasi biiyiime agrisini diisiindiirdii. Kemik ve eklem agisinin
oldugu donemde eklemde sislik, kizariklik, 1s1 artisinin olmadig: ve hareket kisitliligina neden
olmadigi 6grenildi. Olgularin annesine ve/veya babasina kalict 6n fontanel hakkinda sorular
yoneltildi. Higbirinde ¢ocukluk ¢agi doneminde kalic1 6n fontanel bulgusu yoktu.

Toplam 3 olguda ¢ocukluk ¢agi donemindeki muayenede boy kisalig1 saptanmisti. Bu
nedenlerle tetkik edilmis fakat ailesel oldugu belirtilmisti. Bunlardan 2’si dizi analizleri normal
sonuglananlar arasindaydi. Bu olgulardan 1’1 16 yasinda kiz olgu olup fizik bakidaki boyu 147
cm, -2,38 SDS’di, hedef boyu ise 159 cm olup SDS’si -1,55’ti. Diger hastamiz ise 18 yasinda
kiz hasta, fizik bakisindaki boyu 149 cm, -2.4 SDS’deydi, hedef boyu 153.5 cm, SDS’si -
1,48°di. ALP dizi analizinde delesyon saptadigimiz olgumuzda (olgu 4) da fizik bakisinda ve

degerlendirilmesinde boy kisalig1 saptandi.

Eriskin Donem Hipofosfatazyasi: Eriskin donemde olgular sorgulandiginda olgu 4
(delesyon) ve olgu 5(heterozigot ¢.862+1G>C mutasyon) ‘te boy kisalig1 mevcuttu. 21 yasinda
kiz hastanin (olgu 4) fizik bakisinda orantisiz boy kisalig1r yoktu. Boyu 155 cm olup -1,38
SDS’deydi. Anne ve baba boyuna gore hesapladigimizda hedef boyu 158 cm, - 0,79 SDS’ydi.
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Olgu 5 ise heterozigot ¢.862+1G>C mutasyon saptanan 18.8 yasinda kiz hastamizdi.
Fizik bakisinda boyu 151,9 cm, -1,91 SDS’ydi. Hedef boyu ise 155 cm (-1,59 SDS) olarak
hesaplandi. Diger eriskin donemde boy kisalig1 saptanmis olan hastalarin ALP geni dizi analizi
normaldi.

Genetik incelemesi normal olan bireyler i¢inde 1 hastada miyalji dykiisii mevcuttu.
Otuz hastada da yetiskin donemde gelisen fraktiir yoktu. Odonto HPP acgisindan
degerlendirigimizde 4 olguda dislerde yapisal bozukluk oldugu 6grenildi. Olgu 2’de dislerde
seyreklik ve egrilik nedeni ile ¢cocukluk ¢aginda dis teli kullanmis oldugu 6grenildi. Fizik
bakisinda dislerde herhangi patoloji goriilmedi. Diger mutasyon saptanmis olan olgu 5’in fizik
bakisinda sag st lateral diste egrilik oldugu goriildii. Dislerde yapisal bozukluk olan diger
hastalarin genetik analizleri normal olarak sonuglandi. Ayrica nefrokalsinozis, nefrolitiazis,
hiperkalsemi, hiperkalsiiiri bulgusu hicbirinde yoktu.

Soy-gecmisleri incelersek olgu 1’in kuzeninde gogiis deformitesinin oldugu 6grenildi.
Ama bu aile bireyinde solunumsal yakinmalar, operasyon gibi agir klinigi diisiindiirecek yapisal
bozukluk olmadigi 6grenildi. HPP olmayan gruptaki 2 hastanin yakinlarinda yiiriimede
gecikmesi olan aile bireylerinin oldugu kaydedildi. Toplam 4 hastanin yakinlarinda fraktiir ve
bunlarin 2’sinde sik fraktiir oykiisiiniin oldugu goriildii. Bu hastalarin tiimiiniin dizi analizi
normaldi. Akrabalarinda nébet dykiisii olan 7 hasta mevcuttu, bunlardan sadece 1’1, dizi analizi
pozitif saptanan gruptaydi. Dizi analizi pozitif saptanan 5 olgumuzun 3’linlin (%60)
soygecmisinde nefrolitiazis Oykiisii mevcuttu. Diger HPP olmayan grubun ise 6’sinda (%24)
mevcuttu.

Fizik muayenede ekstremitede kisalik ve/veya deformite goriilen toplam 5 olgu vardi.
Bunlardan biri dizi analizi normal sonuglanan ve sol alt ekstremitede kisaligi olan olguydu.
Onun digindaki 3 olguda mutasyon/delesyon saptanan gruptaki 5 olgudaydi. Bunlardan 1’inde
pektus ekskavatum,1’ine genu valgus, digerinde ise skolyoz mevcuttu. Her iki grup iskelet

sistemi anormallikleri acisindan karsilastirildiginda anlamli fark oldugu goriildii (p:0.009).
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Tablo 5: ALPL dizi analizinde mutasyon/delesyon saptanan ve dizi analizi

normal sonuclanan gruplardaki bulgular,

PERINATAL-INFANTIL HPP

Fraktiir 1 0 p:0.167
Ekstremitede 0 1 p:0.649
anormallik

Goglis deformitesi 1 0 p:0.167
Yenidogan 0 g p:1.0
doneminde apne

Solunum yetmezligi 0 2 p:0.513
Nobet 1 1 p:0.19

Fraktiir 2 3 p:0.125
Tekrarlayan fraktiir 1 1 p:0.31

Demineralizasyon 0 1 p:0,649
Erken dis kayb1 0 2 p:0.513
Nefrolitiazis 0 1 p:0.649
Nobet 1 2 p:0.414
Boy kisaligi 1 2 p:0.433
Kemik agrisi/miyalji 0 3 p:0.414

Disglerde yapisal 2 2 p:0.135
bozukluk

Erken dis kayb1 0 1 p:0.635
Boy kisalig1 2 3 p:0.154
Miyalji 0 1 p:0.635




SOYGECMIS

Nobet 1 6 p:0.847
Nefrolitiazis 3 10 p:0.418
Gogiis deformitesi 1 1 p:0.19
Fraktiir 0 5 p:0.273
Sik fraktiir (2 ve daha O 3 p:0.414
fazla)
FiZIK BAKI
Kas-iskelet 3 (1 pektus 0 *p:0.009
sisteminde patolojik ekskavatum, 1
bulgu skolyoz, 1 genu

valgus)

*p<0.05 anlamh olarak degerlendirilmistir.

Mutasyon ve delesyon saptanan 5 olgunun ayrintili bulgular asagida verilmistir.

Olgu No: 1

20 yasinda kiz olgu 12 Mayis 2017 yilinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Acil
Servisi’ne presenkop bulgulari nedeni ile bagvurmus. Burada bakilan ALP degeri 29 U/L olarak
sonuglanmisti. Bakilan hemogram, kanama profili, biyokimya tetkiklerinde hemoglobin (9
g/dl) disikliigii disinda patolojik deger yoktu. ALP diisiikliigiiniin olmasi, bu disiiklige
hipofosfatazyanin da neden olabilecegi i¢in olgu ¢caligmamiza alindi. Antenatal dénemde rutin
kadin dogum hastaliklar1 uzmanina kontrolleri yapildigi bu donemdeki USG bulgularinin
normal oldugu 6grenildi. Infantil dénemde (yaklasik 10 aylik iken) sag humerusta yataktan
diisme sonrasi fraktiir 6ykiisii bize HPP acisindan sliphe uyandirdi. Bu donemde sag kol algiya
alinmis, operasyon gereksinimi olmamis. Tekrarlayan fraktiir Oykiisii yoktu. Soygecmisi
inceledigimizde anne - baba arasinda akrabalik yoktu. HPP acisindan anlamli bulgu olarak
amcasinin oglunda ‘pectus ekscavatum’ mevcut. Babasinda da 1 kez nefrolitiazis Oykiisii
mevcut. Teyzesinin oglunda polidaktili oldugu, ek hastaligimin ve ek bulgunun olmadigi

belirtildi. Diger iki teyzesinin ogullarinda siyanotik kalp hastaliginin oldugu 6grenildi. Fizik
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bakida viicut agirhigr 56 kg (25-50p), boyu 180 cm(>97p)’di. Alt 2. ve 3. Molar dislerinde
clirtikliik oldugu goriildii. Dis ¢iiriiklerinin 18 yasindan sonra gelismisti. Dig hekimi tarafindan
degerlendirilmis ve agiz hijyeninin kotli olmasi nedeni ile dis ¢iiriiklerinin gelismis oldugu
belirtilmisti.

Hastanin alinan kontrol ALP degeri 25 U/L olarak sonuglandi. Kan kalsiyum degeri
9.5 mg/dl, fosfor degeri 3.4 mg/dl’ydi. idrar kalsiyum/kreatinin degeri 0.06’yd1. ALP dizi
analizinde ‘Heterozigot ¢.657G>T (p.Met219lle) mutasyon’ saptandi. HPP bulgular1 agisindan
kemik surveyi ve DEXA ile kemik dansitometrisi ¢ekildi. Kemik grafileri normal olarak
yorumlandi. Kemik dansitometrisinde L1-L4 total kemik yogunlugu:0.979 g/cm?, Z skoru -0.4,
femur total kemik yogunlugu:0.737 g/cm?, Z skoru -1.3’tii.

ALPL geninin 7. ekzonunda heterozigot missense ¢.657G>T mutasyonu literatiire
bakildiginda daha 6nce saptanmamis bir mutasyon oldugu farkedildi. Bu baz degisimi splice
bolgesine 9 baz uzaklikta olan bir mutasyondur. ACMG siniflamasina gore ‘olast patojenite’
simifindadir.  HPP agisindan bakildiginda serum ALP dizeyi distikligl, kemik
dansitometrisinde smira yakin disiikligin olmasi, soyge¢misinde gogiis deformitesi ve
babasinda nefrolitiazis olmas1 bize bu mutasyonun HPP’ye neden olabilecegini destekliyordu.
Anne ve baba DNA ornekleri sanger yontemi ile segregasyon yapildi. Anne ve babada da
€.657G>T mutasyonu saptandi. Hastanin klinik tablosunda kemik yogunlugunun hafif azalmasi
disinda patolojik bulgu yoktu. Bunun resesif kalitilmis olabilecegi diisiiniilebilir. Bu kalitim

seklini belirlemek i¢in ileri incelemelerin yapilmasi gerekmektedir.
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Sekil 11 : Heterozigot ¢.657G>T (p.Met2191le) mutasyonu
(https://varsome.com/)
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Sekil 12: Olgu 1’e ait grafi gorintiileri
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Sekil 13: Olgu 1’in Anne ve Baba DNA érneklerinin segregasyon analizi sonucu

Olgumuzun anne ve babasinin DNA’sinin korealasyon acgisindan segregasyon
analizleri yapildi. Babada da heterozigot ¢.657G>T mutasyonu oldugu goriildii. Fakat babada
hipofosfatayza klinigi agisindan siiphelendirecek dykiisii yoktu.
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Tablo6:0OLGU 1’in aile agaci

O: ALP diisiikliigii, Heterozigot c.657 G>T (p.Met2191le) mutasyonu,
D: Gogiis deformitesi (pektus ekskavatum)
l] : Nefrolitiazis, Heterozigot ¢.657 G>T (p.Met2191le) mutasyonu

|:|: Polidaktili

D :Siyanotik kalp hastahgi
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Olgu No 2:

Yirmi iki yasinda kiz olgu, 6 Nisan 2016 yilinda karin agrisi yakinmasi ile Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Poliklinigi’ne bagvurmust1. Hastanin elektronik hasta
dosyas1 incelendiginde 6n planda irritabl bagirsak sendromu (IBS) diisiiniildiigii 6grenildi. Bu
donemde rutin hemogram ve biyokimya tetkikleri incelendigi, ALP degeri 22 U/L saptandigi
goriildii. Hemogram ve diger biyokimya parametreleri normal bulunmustu. Antenatal donemi
sorguladigimizda, kontrollerinde USG bulgular1i normal oldugu dogumda ve yenidogan donemde
herhangi bir sorunla karsilagilmadig1 6grenildi. Infantil dénemde ise toraksta pektus ekskavatum
deformitesi farkedilmisti. Hi¢ solunum sikintis1 yasamadigi 6grenildi. On iki yasinda iken sol
dirseginin lizerine diismiis ve eklem bdlgesine yakin kemikte (hangisi oldugunu hatirlamiyor)
kirik saptanmis ve algiyla alinarak tedavi edilmisti. Kirik nedeni ile Operasyon Oykiisii yoktu.
Anne ve baba arasinda akrabalik yoktu. Bir erkek kardesinde pnomotoraks ykiisiiniin oldugu
ogrenildi. Ayrica 1. derece kuzeninin (teyzesinin kiz1) oglunun kas giigsiizliigli nedeni ile tetkik
edilmis olup kas hastalig1 tanist almis oldugu 6grendi. Fizik bakisinda viicut agirligi 56 kg(25-
50p), boyu 171 cm(90-97p)’di. Dislerinde eksiklik yoktu, alt dislerde ortodontik tedavi
uygulanmis oldugu goriilmekteydi. Goglis deformitesi (pektus ekskavatum) goriildii. Goglis
deformitesinin olmast HPP nin bir bulgusu olabilecegi agisindan 6nem arz etmekteydi. Muayene
sonrasinda bakilan kontrol ALP degeri 23 U/L, kan kalsiyum degeri 9.9 mg/dl, kan fosfor degeri
4.2 mg/dl olarak sonuglandi. Hiperkalsemi ve hiperfosfatemi saptanmadi. Hiperkalsiiiri agisindan
bakilan idrar kalsiyum/kreatinin oran1 normaldi. ALPL dizi analizi ¢alisildi. Ekzon 6 'da patojenik
heterozigot ¢.648+1G>A mutasyonu saptandi. DEXA ile kemik yogunlugu incelendi, HPP’nin
grafi bulgularmin ( epifiz-metafiz bileskesinde litik lezyonlar, psodofraktiir, doviilmiis bakir
gorliiniimii, uzun kemiklerde osteopeni, kemiklerde deformite vs..) varligini aragtirmak amaciyla
da kemik grafileri ¢ekildi. Patolojik bulgu yoktu. DEXA ile bakilan kemik yogunlugunda Z
skoru normaldi. (L1-L4 total kemik yogunlugu: 1.160 g/cm?, Z skoru: 1.2, Femur total kemik
yogunlugu: 1.020 g/cm?, Z skoru: 1.5).

2. olgumuzda saptanan heterozigot c.648+1G>A mutasyonu, 6. intronda yer almaktaydi,
splice bolgesinde olan bu degisimin ACMG simiflamasina gore patojenik mutasyon sinifinda yer
aldig1 goriilmektedir. Bu mutasyon daha once 2001 yilinda Consalato Sergi ve arkadagslart
tarafindan, perinatal HPP’li olan olguda rapor edildi. Alman bir anne ve Giliney Amerikali bir

babanin, agir iskelet deformitesi nedeni ile 22+4 haftalik iken terminasyon ile sonuglanan

41



cocuklarinda saptandi. Antenatal donemde alt ve iist ekstremitede orantisiz olarak kisalik
mevcuttu. Terminasyon sonrasi incelemede list kol 4.5 cm, 6n kol 2 c¢cm, el uzunlugu ise 2.5
cm’di. Benzer sekilde alt ekstremitede uyluk 5 cm, bacak 4.5 cm, ayak 3.5 cm uzunlugundaydi.
Kaput membraneseum bulgusu mevcuttu. Her iki alt ekstremitede tibia ve fibulanin egriligi
nedeni ile deri tizerinde gamze mevcuttu. Radyografileride genel olarak mineralizasyon defekt
bulgular1 mevcuttu. Bu fetusun ALPL geni mutasyon analizinde heterozigot c.648+1G>A ve
ekzon 11°de yer alan heterozigot N400S mutasyonu oldugu goriildii. Bu olgu raporundan 6nce 3
olguda da bu birlesik heterozigot mutasyon saptandig1 ve bunlarin ikisi exitus ile sonu¢landigi,

digeri ise eriskin HPP olarak klinik bulgu verdigi (E. Mornet) goriilmekteydi.

Sekil 14: heterozigot ¢.648+1G>A ve ekzon 11°de yer alan heterozigot N400S mutasyonu
ssaptanan olgunun goriintiileri

(Perinatal hypophosphatasia: radiology, pathology and molecular biology studies in a family harboring a splicing
mutation (648+1A) and a novel missense mutation (N400S) in the tissue-nonspecific alkaline phosphatase
(TNSALP) gene. Sergi C - 2001 , DOI 10.1002/ajmg.1541)
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Sekil 15: heterozigot ¢.648+1G>A mutasyonu

(http://varsome.com)
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Sekil 16: Olgu 2’nin grafi goriintiileri
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Tablo 7 : Olgu 2’nin aile agaci

Olgumuzun anne ve babasindan kan drnekleri alindi. Sanger yontemi ile segregasyon
yapildi. Annesinde de heterozigot ¢.648+1G>A mutasyonunun oldugu goriildii. Soygecmisi
degerlendirildiginde bu mutasyonun otozomal resesif kalitim seklinde goriilmiis olabilecegi
diisiinebiliriz fakat bunu kesin olarak sOyleyebilmemiz igin ileri inceleme ve aragtirma

gerekmektedir.
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Sekil 17: Olgu 2’nin anne ve baba DNA 6rneklerinin segregasyon analizi sonucu

Olgu No: 3

18 yasinda kiz olgu daha once hastanemizin ortopedi klinigine basvurusunda rutin
biyokimya ve hemogram tetkikleri alinmis ve bu degerlerin iki kez 40 U/L’nin altinda (35U/L
ve 36 U/L) bulundu. O donemdeki elektronik hasta dosyasi sistemindeki kayitlarina ulagilamadi,
fakat skolyoz nedeni ile tetkik edildigi 6grenildi. ALP diisiikliigli ve skolyoz nedeni ile olgu
calismamiza alind1. Antenatal, perinatal, infantil donem sorgulandiginda HPP acisindan anlamli
olabilecek oykiisii yoktu. Cocukluk ¢aginda skolyoz nedeni ile tetkik edilmisti. Anne ve babasi
arasinda akrabalik yoktu. Annesinde osteopeni tanisinin oldugu 6grenildi. Annesinde fraktiir
oykiisii yoktu. Ek olarak ablasinda 1 kez nefrolitiazis 6ykiisii mevcuttu. Babannesinde menopoz
sonrasi osteoporoz gelistigi 6grenildi. Olgumuzun fizik bakisinda viicut agirhig 46 kg(<3p) ve
boyu 170 cm(75-90p) ’di, hedef boyu ile kiyaslandiginda olgumuzda boy kisalig1 yoktu. Fizik
bakisida torakal ve torako-lomber bolgede, inspeksiyonla farkedilen skolyozu go6zlendi.
Hastanemizde ¢ekilen grafisinde ise torakal ve torako lomber bdlgede belirgin skolyozu oldugu
goriildii. Radyoloji uzmanlar tarafindan grafisi ‘orta torakal diizeyde agiklig1 sola bakan ve
torakolomber bolgede ise agikligi sola bakan belirgin skolyoz’ seklinde yorumlanmusti.

Kontrol ALP diizeyi 35 U/L’t1. Kan kalsiyum degeri 10.6 mg/dl, fosfor ise 4.26 mg/dl
diizeyindeydi. Hiperkalsemisi mevcut fakat hiperkalsiiirisi yoktu ( idrar kalsiyum/kreatinin
oran1:0.06 ).
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Sekil 18: Olgu 3’iin grafi goriintiileri

ALP dizi analizi incelendiginde ekzon 6’'da gériilen patojenik/muhtemel patojenik

olabilecek, missens heterozigot ¢.542C>T (p.Ser181Leu) mutasyonu saptandi.
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Sekil 19: Missense heterozigot ¢.542C>T(p.Ser181Leu) mutasyonu
(https://varsome.com/variant/hg19/ALPL%3Ac.542C%3ET)

HPP mutasyonu saptanan olgunun anne ve babanin DNA Ornekleri alindi sanger

yontemi ile segregasyon yapildu.
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https://varsome.com/variant/hg19/ALPL%3Ac.542C%3ET

DEXA sonucunda ise kemik yogunlugunda azalma mevcuttu. L1-L4 total kemik
yogunlugu 0.828 g/cm?, Z skoru ise -2.0, femur boynu 0.879 g/cm?, Z skoru ise 0.3 idi.

Tablo 8: Olgu 3’iin aile agaci

N

'y BI@ ufl

.Q :ALP diisiikligii, Skolyoz, Heterozigot ¢.542C>T (p.Ser181Leu) mutasyonu,

O : Menopoz sonrasi farkedilen osteoporoz,

Babada da ¢.542C>T mutasyonu goriilmektedir.

3. olgumuzdaki mutasyon skolyoza neden olmus olabilir ya da skolyoz tablosunun
agirlagtirmig olabilir. Bakilan kemik dansitometrisinde L1-L4 total Z skorunun -2.0 olmas1 bu
mutasyona baglh kemik dokusundaki ossifikasyonun azalmis olabilecegini desteklemektedir.

Basbasinda mutasyon saptandi fakat babasinda HPP klinik tablosu yoktu.

47



&G < < T A c G c c c A < T c G G c T G A < c G G G A c

Consensus G c c T A c G c c c A c T c G G c T G A c c G G G A c

Coverage
o

15-6R G c c T Y c G c c [H A A T c G G C T G A c c G G G o c

Trace data

15B-6F © c c T <}

Trace data

eV a VaaSay A4
154-6F G c c T Y G c c - A c T - G G C T G A c Cc G G G A c
Trace data ~
e g - N R

Sekil 20:0Olgu 3’iin anne ve babasinin DNA 6rneklerinin segreasyon analizi

sonuclari

Olgu No 4:

22 yasinda kiz hasta, Aralik 2015’te kontrol muayene i¢in I¢ Hastaliklar1 Poliklinigi’ine
basvurdugu goriildii. Hemogram ve biyokimya 6rneklerinde 10 Aralik 2015 ve 15 Aralik 2015°te
bakilan ALP degerleri 39 U/L ve 33 U/L gelmesi lizerine ¢alismaya alindi. Prenatal, infantil
doneme ait HPP disiindiirecek anamnez o6zelligi yoktu. Cocukluk ¢agi doneminde uzun
kemiklerde travma sonrasi meydana gelen 2 kez kirik dykiisii mevcuttu. Bu kiriklar sonrasi
sadece mobilizasyon i¢in al¢1 uygulandigi ve operasyon gereksinimi olmadigi 6grenildi. Soy
geemisi irdelendiginde 1. Derece kuzeninde (teyzesinin kizinda) sistemik lupus eritematozus
oldugu, buna bagli uzun siire steroid kullanimina osteoporoz gelismis oldugu 6grenildi.
Olgumuzun viicut agirhigi 54 kg(25p) ve boyu 155 cm(10-25p)’di. Anne ve baba boyu
incelendiginde hedef boyunun (158 cm) altinda kalmis oldugu goriildii. Sistem bakilarinda HPP
lehine olarak degerlendirebilecegimiz baska bir patolojik bulgu yoktu. Tekrar ¢alistigimiz ALP
diizeyi 45 U/L olarak sonuglandi. Kan kalsiyum seviyesi 9.6 mg/dl ve fosfor diizeyi 4 mg/dl,
hiperkalsiiiri agisindan baktigimiz idrar kalsiyum/kreatinin degeri 0.21 olarak sonuglandi. ALP
dizi analizi incelemesinde tiim polimorfizmlerin homozigot olmasi bize delesyon oldugunu

diisiindiirdii. Ust smira yakin bir hiperkalsiiirisi mevcuttu. Tiim kemik grafileri radyoloji
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uzmanlar1 tarafindan normal olarak yorumlandi. DEXA ile kemik dansitometrisi incelemesinde
L1-L4 total yogunluk 0.951 g/cm 2, Z skoru -0.7, femur boynu kemik yogunlugu 0.776 g/cm 2, Z

skoru ise 0.1 olarak sonuglandi. Anne ve babada delesyon varlig arastirmak igin sanger yontemi
ile, anne ve baba DNA ornekleri incelendi.
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Sekil 21: Olgu 4’iin grafi goriintiileri
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.O :ALP diislikliigii ve heterozigot delesyon,

C>: Sistemik lupus eritematozus tanisi ve steroid kullanimina bagli osteoporoz,

Tablo 9: Olgu 4’iin aile agaci

Olgu No 5

Ondokuz yasinda kiz olgumuz, infantil donemde toplam 6 kez nobet dykiisii olan bu
nedenle Cocuk Noroloji hekimleri nedeni ile takip edilmekteydi. Cocukluk dénemi boyunca
antiepileptik kullanimi oldugu 6grenildi. Cekilen elektroensefalografi (EEG) incelemelerinin bu
dénem boyunca normal oldugu goriildii. Hastanemizin Cocuk Néroloji Poliklinigi’nde 23 Mart
2017 tarihindeki kontroliinde gonderilen biyokimya 6rneginde ALP diizeyi 24 U/L saptandi.
Nobet dykiisiiniin olmast ve ALP dizeyinin diisiik olmas1 iizerine ¢alisma grubuna dahil edildi.
Perinatal, antenatal, infantil donemde tekrarlayan nobet disinda ek HPP agisindan 6nem teskil
eden anamnez bilgisi yoktu. Kontrole ¢agrildi, goériismede olguda sinirda mental
retardasyonunun oldugu 6grenildi. Anne ve babasi arasinda akrabalik yoktu. Ayrica soygegmisi
sorgulandiginda, 1.derece kuzeninde (halasinin oglu) nobet dykiisiiniin, diger 1.derece kuzeninde
(amcasinin oglu) birden fazla nefrolitiazis bulgularinin oldugu 6grenildi. Erkek kardesinin

oglunda da tortikolis mevcuttu. Ozgegmisinde nobet, soygecmisinde nefrolitiazis ve nobet
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Oykiistiniin olmast HPP acisindan sliphe uyandirmaktaydi. Fizik bakisinda ise boy kisaligi
mevcuttu. Olgumuzun boyu 151.9 cm’di, bu deger hedef boyunun (155 cm) altindaydi. Ayrica
sag {iist lateral incisor disinde mediale dogru egrilik goze carpmaktaydi. Iskelet sistemi
incelendiginde ise genu valgus vardi. Bunun disinda uzun kemiklerde belirgin bir deformite
yoktu. ALP degeri tekrar calisildi ve diizeyi 30 U/L olarak sonuglandi. Hiperkaslemi,
hiperfosfatemi ve hiperkalsiiiri gibi HPP agisindan bizi destekleyen patolojik bulgular
saptanmadi. Kemik grafileri ¢ekildi ve radyoloji hekimleri grafilerini normal olarak
degerlendirdi. DEXA incelemesi ile bakilan L1-L4 total kemik dansimetrisi 0.696 g/cm 2, Z
akoru -2.4’tii. ALP geni dizi analizi incelemesinde ise 8. intronda, splice bélgesinde yer alan
heterozigot c.862+1G>C mutasyon bulundu. Annenin ve babanin DNA 6rnekleri sanger yontemi
ile incelendi. Anne ve babasinda bu mutasyonun olmadig1 goriildii.

Fizik bakisinda iist disinde yapisal bozuklugu, genu valgusu ve boy kisaligi (boyu:151,9
cm , hedef boy:155 cm ) HPP agisindan 6nem tasimaktaydi. Saptanan mutasyon 8. intronda ve
splice bolgesinde yer almaktadir. ACMG kriterlerine gore bu mutasyon patojenik 6zelliktedir.
Bu boélgede olmasi traslasyonu biiyiik 6l¢iide etkiledigi tahmin edilmektedir.

Literatiirde arastirildiginda bu mutasyonun daha dnce tanimlanmamis oldugu goriildii.
Nitekim ¢ekilen kemik dansitometrisinde Z skoru -2.4’tii. Bu mutasyonun kemik dokusunun

ossifikasyonunu 6nemli dl¢lide azalttigini1 desteklemektedir.
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Sekil 22: Heterozigot ¢.862+1G>C mutasyonu
(https://varsome.com/variant/hg19/ALPL%3Ac.862%2B1G%3EC)
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Sekil 23: Olgu 5’in grafi goriintiileri

Olgumuzun annesi ve babasinin kan drneklerinde mutasyonun olmadig: goriildii. De
novo mutasyon olarak karsimiza ¢ikti. Olgumuzda nobet 6ykiisiiniin varligi, genu valgus bulgusu
ve kemik yogunlugunun azalmig olmasi infantil HPP veya ¢ocukluk ¢agi HPP’si olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu mutasyonun ALP fonksiyonu iizerindeki etkisi ve klinik tabloyla iliskisini

ortaya koymak i¢in ileri arastirma gerekmektedir.
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5. TARTISMA

Calismamizda Ocak 2014 - Eyliil 2018 arasinda, 0-20 yas arasinda olan, ALP diizeyi 40
U/L ve altinda degerlere sahip olan 1806 hasta vardi. Bunlar arasinda nefrotik sendrom, 16semi,
malignite (bu nedenle kemoterapi alanlar), kronik artrit, lupus, polikistik over sendromu,
epileptik nobet, multiple organ yetmezligi, sepsis gibi ¢esitli tanilar1 olanlarla higbir tanisi
olmayan rutin kontrol amaciyla bagvuran c¢esitli klinik 6zelliklere sahip olgular mevcuttu.
Olgularin gegmis kayitlart incelendi. Tiim bakilmis olan ALP degerlerine bakildi. Gegici ALP
diisiikliigii olan ve hasta kayitlarinda ALP diisiikliigiine neden olabilecek tedaviler uygulanan ve
diisiikliige neden olabilecek hastaligi olanlar ¢alisma dis1 birakildi. Toplam 273 hasta ¢alisma
icin uygun goriildi. Bu 273 olgunun tiimiiniin hastane kayitlar1 ve laboratuvar sonuglar tekrar
degerlendirildi. Ikinci kez degerlendirme sonras1 147 kisi listeden ¢ikarildi. Geriye kalan 126
kisiye telefon ile ulasilmaya calisildi. Gorligme sonrasi ulasilabilen ve kontrol muayeneye
gelmeyi kabul eden 30 kisi ¢alismaya alindi. Hastalarin fizik bakilar tekrarlandi ve anamnez
bilgileri sorgulandi.

Otuz olgunun 3’# erkek 27’si kizdi. Calismaya alinan 30 hastanin 3’1 erkek 27’si kizdu.
Olgularin yaslarinin ortanca degeri 20.35’ti (minumum 6,1 yas, maximum 22,5 yas). Otuz
hastada da ALP geni dizi analizlerini ¢alistik. Yirmi bes hastanin ALPL geni dizi analizi
normaldi. Mutasyon saptanan olgularin 4’iinde patojenik heterozigot mutasyon: heterozigot
€.657G>T (p.Met219lle), c.648+1G>A, ¢.542C>T (p.Serl81lLeu), ¢.862+1G>C ve 1 olguda
delesyon saptandi.

Hastalarimizdan, goriismede c¢alisti§imiz kontrol serum ALP diizeylerinin ortanca
degeri 40.5 U/L’ydi (minimum:23 U/L,maximum:194 u/L). Genetik dizi analizi normal olan
gruptaki ortanca degeri 41U/L’ydi (minimum:21U/L;maximum:194U/L), mutasyon/delesyon
saptanan grupta ise ortanca 30U/L’ydi (minimum:23U/L; maximum45U/L). ALPL gen
analizinde mutasyon/delesyon saptanan grupta ALP degerlerini daha diisiik bulduk. Her iki grubu
kiyasladigimizda bu degerin anlamli oldugunu saptadik (p:0.036). Baz1 olgularda ti¢ ALP degeri
bazi olgularda toplam bakilmis 2 ALP degeri mevcuttu. Bu nedenle her olgunun ALP ortalama
degerini hesapladik. Ortalama ALP degerleri mutasyon/delesyon saptanan grupta ortanca degeri
27 iken genetik incelemesi normal olan grupta 38.3 U/L’ydi. Bu iki grubun ALP ortalama
degerleri Karsilastirildiginda anlamli fark oldugunu goérdiik(p:0.028).
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Saraff ve arkadaslar: tarafindan 2016 yilinda, Ingiltere’de Birmingham Cocuk
Hastanesi’ndeki ALP diisiikliigii olan olgularda hipofosfatazya arastirmist1i[120]. Bu ¢alismada
daha onceki agir hipofosfatazya olgular baz alinarak ALP’nin tist sinir degeri 100U/L olarak
kararlagtirllmisti. Calismaya 0-16 yas arasi olgular dahil edilmisti. 16 yasin {izerindeki olgulari
almama nedenleri 16 yasin iizerindeki bireylerde ALP’nin alt sinirin1 100 U/L’iin altinda kabul
etmislerdi. Bu olgular tekrar 6rnek alinmasi amaciyla ¢agrilmigti. Tekrar diislikliik saptanan
olgulardan idrar PEA ve plazma PLP degerleri ¢alisilmisti. Kontrol ALP diizeyleri diisiik ve
yiiksek PLP ve PEA degerleri olan olgularin radyolojik ve ALP genetik incelemesi yapilmisti. 8
yillik siiredeki toplam 62.285 hastaya ait 6rnekler incelenmisti. Calisilmis olan tiim ornekleri
sadece %0.47’sinde ALP disiikliigii goriilmiistii. Bu grubun igerisinde HPP tanisi olan 4 hasta
calisma dis1 birakilmisti. Kontrol ALP degerleri yiiksek olan, daha 6énceden ALP degeri normal
siirlarda ve 100 U/L’nin istliinde olan olgular dislanmisti. Kalan 18 olgunun 3’iiniin sepsis, akut
bobrek yetmezligi ve travma nedeni ile exitus oldugu 6grenilmisti. Aralikli kontrollerde 4 olguda
ALP diizeylerinin diisiik oldugu goriilmiistii. Bu olgular1 2’sinde idrar PEA ve plazma PLP
degerlerinin yiiksek oldugu goriilmiistii. Bu 2 olgunun 1‘inde homozigot digerinde heterozigot
mutasyon saptanmisti.

Sarraf ve arkadagslart ALP’nin sinir degeri 100U/L belirlemislerdi, F.E.McKiernan ve
arkadagslarmmin 2017 deKi persistan hipofosfatazemi olan 2002-2015 yillar1 arasindaki eriskin
olgularda yaptig1 calismada ALP iist sinir degerini 30 U/L olarak belirlemisler ve 50 kisilik
caliyma grubunda %84 oranda ALPL geninde mutasyon saptamiglardi[121]. Biz ise
calismamizda 40U/L olarak belirledik, amacimiz smir degeri daha diisiik tuttugumuzda
sectigimiz olgular arasindan daha fazla oranda HPP’li olguyu saptama sansimizi arttirmakti.
Hipofosfatazyanin orta agirlikta formlar1 ve hafif formlarinda ALP diizeyleri daha yiiksek
seyretmektedir. Agir hipofosfatazyali olgulari saptamada cutt off degerini diisiik tutmak daha
akilcr olabilir. Bu sinir degerinin diisiik olmasinin dezavantaji, hafif formla giden ve ALP
diizeyleri daha yiiksek seyreden olgular1 kacirmamiza yol acabilmesidir.

Sarraf ve arkdaslarinin ¢alismasinda ilk olarak 18 hastada ALP diisiikliigii nedeni ile
caligma grubuna dahil edilmisti, bunlar arasinda 2 hipofosfatazyali olgu saptandi (%12). Bizim
caligmamizda ise bu oranin daha yiiksek oldugu goriilmektedir (n=5, %17). Bunun nedeni ALP
diizeylerini diisiik tutmamiz olabilir. Bir diger nedeni ise Sarraf ve arkadaslart ALP diizeylerinin
diisiik olan tiim olgular1 kontrol muayene ve tetkik i¢in ¢agirmisti, hem ALP diisiikliigii hem de
klinik olarak HPP diisiindiigiimiiz olgular1 oncelikle kontrol muayeneye ¢agirmis olmamiz

olabilir. Ayrica olgularin gecmis kayitlarini incelememiz, hipofosfatazemi yapacak diger
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nedenleri diglamamiza yardimet oldu.

Sarraf ve arkadagslar: bizden farkli olarak idrar PEA ve plazma PLP degerlerini
incelendi. Calismalarinda mutasyon saptanmis olgularda bu degerlerin yiikselmis oldugu
gorildii. Bizim ¢alismamizin dezavantajlarindan biri de PEA ve PLP ¢alismamamiz olabilir.
Fakat bu degerler destekleyici laboratuvar bulgulardir. Calismaya aldigimiz tiim olgulardan kesin
tan1 agisindan ALP dizi analizi ¢alisildigr i¢in bu degerler sadece tanisal agidan desteklemis
olurdu[120].

Jair Tenorio ve arkadaglarinin 2017°de yaymlanmis olan hipofosfatazya siliphesi olan
hastalarda ALPL’nin molekiiler ve klinik analizinin kohort ¢alismasi’ adli makalesinde, 6 iilke
(Ispanya, italya, Rusya, Misir, Birlesik Arap Emirlikleri, Danimarka) ve 11 farkli hastanede
izlenen 83 hasta ve bu hastalarin akrabalarindan olusan 28 olgu ¢alisma grubuna alindi. Tiim
olgularm klinik, biyokimyasal ve molekiiler incelemeleri ele alindi. Klinik formlar1 klinisyenler
tarafindan bulgularina gore hastalarin agirlik dereceleri siniflandirildi. 83 olgunun %43.3’linde
(n=36) mutasyon saptanmis ve bunlarin 30’nda farkli mutasyon bulundu. Yedi farkli ailenin
tiyelerinden olusan 23 hastanin 8’inde mutasyon gosterildi. 83 klinik ve/veya biyokimyasal
incelemelerde HPP siiphesi olan olgunun tamami klinik ve molekiiler olarak degerlendirildi. 36
olgunun 6’s1 klinik olarak agir form (perinatal-infantil form), 6’s1 gocukluk ¢agi ve 24’1 eriskin
form HPP’li olarak degerlendirildi. Daha onceki ¢alismalarda kiz ve erkeklerde benzer oranda
goriildigi ileri striilmiistli, bunun aksine bu ¢alismada kizlarda mutasyon orani daha yiiksek
saptand1 (%69.4). Otuz alti mutasyon igerisinde 11 yeni mutasyon bulundu. Daha 6nce yapilan
calismalarda infantil HPP genellikle otozomal resesif kalitildig1 belirtilmisse de bu ¢alismada 1
olguda infantil HPP’nin, hiperkalsemi, kas gii¢siizligii ve kemik agrisi, ALP diisiikliigi olan ve
otozomal dominant kalitm gosterdigi goriildii. Bu ¢aligmada odonto HPP, erigkin HPP ve
cocukluk cagi HPP’si olan olgularda otozomal resesif ve otozomal dominant kalitim arasinda
fark olmadig1 gosterildi. Cocukluk ¢agi HPP’sinin en az %50’sinde boy kisaligi, kas gii¢siizligii,
kemik agrisi, uzun kemiklerde fraktiir bulgularin saptandi. Bu olgularin sadece %17’sinde ALP
diisiikliigii goriildii. Bu ylizden ¢ocukluk ¢agi HPP’sini klinik 6zellikler 1s181inda tanimlanmasi
gerektigi vurgulandi. Erigkin ¢agi HPP olarak kabul edilen olgularin ¢ogunda ¢ocukluk caginda
bulgularinin oldugu bu nedenle atlanmis olabilecegi belirtildi [122].

Calismamizda Jair Tenorio ve arkadaslarinin ¢alismasindan farkli olarak HPP
stiphesi olan olgularin ALP disiikliigiinden yola ¢ikilarak belirledik. Jair Tenorio ve
arkadaslarimin ¢aligmasinda HPP tanisi olan aile bireylerinin bazilar1 ve HPP siiphesi klinik ve

molekiiler agidan saptanan olgular ¢alismaya alinmisti. Bu nedenle ALP disiikliigii 6n planda
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olmayan fakat ALPL geninde mutasyon saptanan bireyleri de degerlendirme firsatlar1 oldugu
goriilmektedir. Bu bizim ¢aligmamizla kiyasla daha yiiksek oranda HPP tanis1 alan olgularin
goriilmesinin nedeni olabilir.

Diger ¢alismalardan farkli olarak dizi analizleri normal olan grupla mutasyon/delesyon
saptadigimiz olgular arasinda anamnez bilgilerini, ALP diistikliigiinii, fizik baki bulgularin
karsilastirdik. iki grup arasinda anamnez agisindan anlamli fark saptamadik. Ekzon 6'da
patojenik heterozigot ¢.648+1G>A mutasyon saptadigimiz 2. olgumuzda fizik bakisinda pektus
ekskavatum bulgusu saptandi. Bu mutasyon daha once 2001 yilinda Consalato Sergi ve
arkadaslar tarafindan, perinatal HPP’li olan olguda rapor edildi. Alman bir anne ve Giliney
Amerikali bir babanin, agir iskelet deformitesi nedeni ile 22+4 haftalik iken terminasyon ile
sonuglanan c¢ocuklarinda saptandi. Bu fetusun ALPL geni mutasyon analizinde heterozigot
.648+1G>A ve ekzon 11°de yer alan heterozigot N400S mutasyonu oldugu gériildii. Intrauterin
donemde ekstremitelerde kisalik oldugu, agir kemik mineralizasyonda azalma oldugu saptandi.
Bu olgu raporundan 6nce 3 olguda da bu birlesik heterozigot mutasyon saptandigi ve bunlarin
ikisi exitus ile sonuglandigi, digeri ise eriskin HPP olarak klinik bulgu verdigi (E. Mornet)
Ogenildi.

Olgu 3’te ekzon 6’da goriilen patojenik/muhtemel patojenik olabilecek, missens
heterozigot ¢.542C>T (p.Ser181Leu) mutasyonu saptandi. Literatiir incelendiginde 2001 yilinda
Lia-baldini ve arkadaglar: tarafindan 15 yasinda bir kizda ayni heterozigot mutasyonu saptandi.
Bu hastanin dogumda alt ve iist ekstremitelerde egiklik ve dwarfizm bulgularinin mevcuttu.
Radyolojik olarak ciddi patolojik grafi bulgusu yoktu, alinan kemik biopsisinde kemik
mineralizasyonun bozuktu. Olgu 3’te de ¢ocukluk caginda baslayan ve devam eden skolyozu
goriildii. Bu olgumuzda kemik yogunlugunda belirgin azalma oldugunu gordiik.

Olgu 4’iin fizik bakisindan boy kisaligi mevcuttu (boyu 155 cm hedef boyu 158 cm).
Cocukluk caginda ise 2 kez travmaya bagl kirik oldugunu 6grendik. Kemik dansitometrisinde
Z skoru -0,7’ydi, hafif bir azalmanin oldugunu sdyleyebiliriz. ALPL geni dizi analizinde
delesyon saptandi. Anne ve baba kan 6rneklerinin dizi analizi ¢alismasi devam etmektedir.

Olgu 5’te heterozigot ¢.862+1G>C mutasyonu 8. Intron bolgesinde ve splice
bolgesindeydi. ACMG kriterlerine gore bu mutasyon patojenik 6zellikteydi, splice bolgesinde
olmas1 translasyonu O6nemli derecede etkileyeceginden HPP acisindan patojenitesi yiiksek
mutasyon olabilecegi diisiindiik. Anne ve babasinin esgregasyonu incelendiginde bu mutasyonun
de novo mutasyon oldugu goriildii. Literatiir incelendiginde daha 6nce saptanmamisti, infantil

donemde epileptik nobetlerinin baslamis oldugu ve ¢ocukluk c¢aginda antiepileptik kullanmig
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oldugu Ogrenildi. Soyge¢misinde ise nefrolitiazis ve ndbet Oykiisii olan bireyler vardi. Fizik
bakisinda iist disinde yapisal bozuklugu, genu valgusu ve boy kisaligi ( boyu:151,9 cm, hedef
boy:155 cm). Kemik dansitometrisinde Z skoru oldukga diisiiktii (Z skoru :-2.4).

6.SONUC

1)Hipofosfatazya nadir goriilen gesitli bulgularla karsimiza ¢ikabilen bir hastalik olmasi
nedeni ile kolay atlanabilen bir hastaliktir. Agir formlarinda tan1 koymak ¢ok gecikmese de hafif
formlar1 uzun bir siire tan1 almadiklar1 goriillmektedir.

2)Tim hipofosfatazyali olgularda serum ALP disiikligi goriiliir. ALP disiikliigiine
neden olabilecek bir¢ok hastalik, tedavi bulunmaktadir. ALP diisiikligii kesin tan1 degildir.
Kesin tan1 ALPL dizi analizi ile konulur.

3)Daha onceki ¢alismalarda ALP diizeyleri diistik olan olgularda ALP sinir degeri yasa
gore normali ya da 100 U/L olarak alindig: goriildii. Diger bir ¢alismada ise ALP sinir degeri 30
U/L alminca hipofosfatazyali olgularin daha yiliksek oranda saptandigi fakedildi. Biz de
calismamizda bu siir degeri daha diistik tuttuk (40U/L).

4) Ege Universitesi Hastanesi'nde Ocak 2014-Eyliil 2018 tarihleri arasinda, ALP
degerleri 40U/L’nin altinda olan, 0-20 yas arasindaki olgulari ¢alismaya aldik. Bu sartlari
saglayan 1806 hasta mevcuttu. Hastalarin hastane kayitlari incelendi, daha dnceki oneklerinde
ALP yiisekligi ve/veya normal ALP degerleri olan olgular ¢aligmadan disladik. Hastane
kayitlarinda bulgu olarak hipofosfatazya diistindiirecek olan olgulari sectik. Calisma listemizde
273 olgu mevcuttu. Bu olgularin tekrar hastane kayitlar1 incelemeden gegirdik. ALP diisiikligi
ve hipofosfatazya olabilecek toplam 126 hasta listemize alindi. Bu hastalara hastanemizde kayith
olan telefon numaralari ile kontrol muayene igin gelmeleri gerektigi anlatildi.

5) Ulasabildigimiz ve goériismeyi kabul eden otuz olgumuzu caligmaya aldik.
Hipofosfatazya ile ilgili anamnezlerini, soyge¢mislerini sorguladik, fizik bakilarini not ettik.

6) Toplam yirmi bes hastada ALPL dizi analizi normal sonug¢landi, 4 olgumuzda ise
mutasyon 1 olgumuzda da delesyon saptandi.

7) Otuz olgunun 3°i erkegi 27’si kizdi. Mutasyon/delesyon sapatanan gruptaki
hastalarin tamami kizd.

8) Ortanca yas 20,35°ti, en kiiciik hastamiz 6,1 yasinda, en biiyiikk hastamiz 22.5
yasindaydi.

9) Mutasyon/delesyon saptanan olgularla normal saptanan grup karsilatirildiginda,
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kontrol ALP degerleri arasinda anlami fark oldugu goriildii. Mutasyon/delesyon grubunda
ortanca deger 30U/L iken, normal grupta bu deger 41 U/L ‘ydi (p=0.036). ALP ortalamalar1
kiyaslaninca da anlamli farklilik olduguNU gortldii.

10)Saptadigimiz 2 mutasyon daha once litaratiirde belirtilmisti. Ekzon 6’da patojenik
heterozigot c.648+1G>A mutasyon saptadigimiz 2. olgumuzda fizik bakisinda pektus
ekskavatum bulgusu mevcuttu. Bu mutasyon daha 6nce 2001 yilinda Consalato Sergi ve
arkadaglar: tarafindan, perinatal HPP’li olan olguda rapor edildi. Alman bir anne ve Giiney
Amerikal1 bir babanin, agir iskelet deformitesi nedeni ile 22+4 haftalik iken terminasyon ile
sonuclanan c¢ocuklarinda saptandi. Bu fetusun ALPL geni mutasyon analizinde heterozigot
c.648+1G>A ve ekzon 11°de yer alan heterozigot N400S mutasyonu oldugu goriildii.

11) Olgu 3’te ekzon 6’da goriilen patojenik/muhtemel patojenik olabilecek, missens
heterozigot ¢.542C>T (p.Ser181Leu) mutasyonu saptandi. Literatiir incelendiginde 2001 yilinda
Lia-baldini ve arkadaslar: tarafindan 15 yasinda bir kizda ayni heterozigot mutasyonu saptandi.
Bu hastanin dogumda alt ve iist ekstremitelerde egiklik ve dwarfizm bulgularinin mevcuttu.
Radyolojik olarak ciddi patolojik grafi bulgusu yoktu, alinan kemik biopsisinde kemik
mineralizasyonun bozuktu. Bizim olgumuzda ise ¢ocukluk caginda baslayan ve devam eden
skolyozu goriildii ve incelemelerde kemik yogunlugu azaldigini gordik.

12) Diger olgularimizda yeni mutasyonlar saptadik. Olgu 5’te splice bolgesinde
saptanan bu mutasyonun ALP’de belirgin disfonksiyon olusturdugunu gordiik. Fizik bakisinda
ise boy kisaligi, kemik yogunlugunda belirgin azalma, genu valgus goriildii. Ayrica infantil
donemde baglayan noébetlerinin  oldugunu O6grendik. Anne ve baba DNA orneklerini
inceledigimizde ise bu mutasyonun olmadigini de novo olarak karsimiza ¢iktigini gordiik.

13) Saglikli grupla mutasyon/delesyon grubunun fizik bakilarinda patolojik bulgularini
kiyasladigimizda ekstremite kemik deformitelerinin mutasyon/delesyon grubunda anlamli artis
mevcuttu (p=0.009).

14) Sarraf ve arkadaslarmin yaptig1 calismayla kiyasladigimizda ALP sinir degerini
daha diisiik tuttugumuz ve hasta kayitlarini retrospektif inceledigimizde daha yiiksek oranda
hipofosfatazyali olgulari saptayabildik.

15) Hipofosfatazyanin klinik bulgularinin ¢esitliligi oldugunu ve hafif formda
hipofosfatazya olgularinin olabilecegini aklimizdan c¢ikarmamaliyiz. ALP disiikliigii olan
olgularda hipofosfatazya klinigi agisindan tekrar bir degerlendirilme yapilmalidir. Klinik ve ALP
diistikliigli birlikte degerlendirmemiz hipofosfatazya olgularina tam1 koyma bagarimizi

arttiracaktir.
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EK1: Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU (FORM 17)

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!

Bu calismaya katilmak Uzere davet edilmis bulunmaktasiniz.Bu ¢alismada yer almayi
kabul etmeden o6nce c¢alismanin ne amagla yapilmak istendidini anlamaniz ve
kararinizi bu bilgilendirme sonrasi 6zglrce vermeniz gerekmektedir. Size &zel
hazirlanmis bu bilgilendirmeyi litfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniza agik yanitlar

ictaviniz

GALISMANIN AMACI NEDIiR?

Bu calismada; kanda ‘alkalen fosfataz enzimi’ eksikligi ile ortaya ¢ikan, kemik gelisim bozuklarindan dig
eksikligine ve erken yasta dis kaybina, bébrek hasarindan nébet gecirmeye kadar genis bir skalada bulgu
veren ‘Hipofosfatazya’ hastaliginin genetik arastiriimasi amaglanmistir.

KATILMA KOSULLARI NEDIR?

Bu calismaya dahil edilebilmeniz igin Ege Universitesi Biyokimya Anabilim Dal’nda caligilan kan
drneklerinde alkalen fosfataz enzim diizeyinin dusuk olmasi gerekmektedir.

NASIL BiR UYGULAMA YAPILACAKTIR?

Kanda alkalen fosfataz enzim dizeyi disik olan ve hipofosfatazya hastaliginin bulgulari goérilen
hastalarda, alkalen fosfataz enzim eksikligine neden olan gen degisikliginin varliginin arastiriimasi Ege
UTF Cocuk Saghigi ve Hastaliklari Cocuk Genetik Bilim Dali laboratuvarinda yapilacaktir. Bu ¢alisma,
katilan goénullller igin herhangi bir risk icermemektedir. Sadece 2cc  kan 6rnegi alma islemine bagl olarak
ciltte morluklar gorilebilir. Bu da hastanin saghgi icin herhangi bir risk olusturmamaktadir. Arastirma ile
ilgili detayl bilgi hastalara verilecektir.

SORUMLULUKLARIM NEDIR?

Aragtirma ile lgili Olarak........ ..o sizin
sorumluluklarinizdir (6m. uygulama stiresi boyunca hicbir ilag kullanmama ancak zorunlu olarak ilag
almak durumunda kalindiginda mutlaka sorumlu arastiriciyi bilgilendirme, uygulanan arastirma semasina
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O6zen gdésterme, arastiricinin énerilerine uyma vb.). Bu kosullara uymadiginiz durumlarda arastirici sizi
uygulama digi birakabilme yetkisine sahiptir.

KATILIMCI SAYISI NEDIR?

Arastirmada yer alacak gonulltlerin sayisi 30’dur

KATILIMIM NE KADAR SURECEKTIR?

Bu arastirmada yer almaniz i¢in dngérilen sure 1yil.

GCALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI YARAR NEDIR?

Bu arastirma sonucunda elde edilen veriler baska insanlarin yararina kullanilabilecek. Ailesel bir
yatkinligin belirlenmesi, erken tani ve tedavide katkisi olacaktir.

GALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI RiSKLER NEDIR?

Bu galisma, katilan gondulliler igin herhangi bir risk igermemektedir. Sadece 2cc  kan 6rnegdi alma islemine
bagli olarak ciltte morluklar gérilebilir. Bu da hastanin sadhgi i¢cin herhangi bir risk olusturmamaktadir.

Kan alma iglemi ile ilgili riskler arasinda bayilma, agri ve/veya morarma sayilabilir. Ender durumlarda igne
deliginin yerinde enfeksiyon ya da kii¢ik bir kan pihtisi olabilir. Olasi bir soruna kargi gerekli tedbirler
tarafimizdan alinacaktir.

ARASTIRMA SURECINDE BIRLIKTE KULLANILMASININ SAKINCALI OLDUGU BILINEN
ILAGLAR/BESINLER NELERDIR?

Calisma suresince birlikte kullaniminin sakincali oldugu ilag ve besin yoktur

HANGIi KOSULLARDA ARASTIRMA DISI BIRAKILABILIRIM?

Ailenin veya gcocugunun onamini geri cekmesi durumunda

DIGER TEDAVILER NELERDIR?

Bu taninin tedavisinde uygulanabilecek, ancak simdilik uygulanmayacak olan .................................
....................................................................................... gibi diger tedaviler ya da islemler de
bulunmaktadir; bunlarin olasi yararlarl ... s , riskleri ise

HERHANGI BIR ZARARLANMA DURUMUNDA YUKUMLULUK/SORUMLULUK KIMDEDIR VE NE
YAPILACAKTIR?
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Sorumlu arastirmacidadir.

ARASTIRMA SURESINCE GIKABILECEK SORUNLAR iGiN KiMi ARAMALIYIM?

Uygulama suresi boyunca, zorunlu olarak arastirma digi ilag almak durumunda kaldiginizda Sorumlu
Arastirictyl 6nceden bilgilendirmek igin, arastirma hakkinda ek bilgiler almak igin ya da g¢alisma ile ilgili
herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da diger rahatsizliklariniz igcin 05397444286 no.lu telefondan Dr.
Mehmet Bilal ARACI’'ya bagvurabilirsiniz.

GALISMA KAPSAMINDAKIi GIDERLER KARSILANACAK MIDIR?

Yapilacak her tir tetkik, fizik muayene ve diger arastirma masraflari size veya glivencesi altinda
bulundugunuz resmi ya da 6zel higbir kurum veya kurulusa 6detilmeyecektir.

CALISMAYI DESTEKLEYEN KURUM VAR MIDIR ?

Caligsmayi destekleyen kurum Ege Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Sube Mudurligudur.

GALISMAYA KATILMAM NEDENiIYLE HERHANGI BiR ODEME YAPILACAK MIDIR?

Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size higbir 5deme yapilmayacaktir.

ARASTIRMAYA KATILMAYI KABUL ETMEMEM VEYA ARASTIRMADAN AYRILMAM DURUMUNDA
NE YAPMAM GEREKIR?

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Arastirmada yer almayi reddedebilirsiniz ya
da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz; reddetme veya vazge¢gme durumunda bile sonraki
bakiminiz garanti altina alinacaktir. Arastirici, uygulanan tedavi semasinin gereklerini yerine
getirmemeniz, ¢galigma programini aksatmaniz veya tedavinin etkinligini artirmak vb. nedenlerle isteginiz
diginda ancak bilginiz dahilinde sizi arastirmadan cikarabilir. Bu durumda da sonraki bakiminiz garanti
altina alinacaktir.

Arastirmanin sonuglari bilimsel amagcla kullanilacaktir; calismadan ¢ekilmeniz ya da arastirici tarafindan
¢ikariimaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse bilimsel amagla kullanilabilecektir.

KATILMAMA iLISKIN BILGILER KONUSUNDA GIZLILIK SAGLANABILECEK MIDIR?

Size ait tim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile kimlik bilgileriniz
verilmeyecektir, ancak aragtirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar
gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz

Calismaya Katilma Onay::

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan 6nce gonulliye verilmesi gereken bilgileri
gOsteren ...... sayfalik metni okudum ve s6zlU olarak dinledim. Aklima gelen tim sorular arastiriciya
sordum, yazili ve s6zli olarak bana yapilan tim acgiklamalar ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim.
Calismaya katilmay: isteyip istemedigime karar vermem icin bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar
altinda,bana ait tibbi bilgilerin gézden gegcirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma
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yuraticUslne yetki veriyor ve s6z konusu arastirmaya iliskin bana yapilan katihm davetini higbir zorlama
ve baski olmaksizin blylk bir gonillllik icerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla yerel yasalarin

bana sagladigi haklari kaybetmeyecegimi biliyorum.

Bu formun imzali ve tarihli bir kopyasi bana verildi.

GONULLUNUN

IMZASI

ADI &
SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR ICiN VELI VEYA VASININ

IMZASI

ADI &
SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

ARASTIRMA EKIBINDE YER ALAN VE YETKIN BiR ARASTIRMACININ

IMZASI

ADI &
SOYADI

TARIH

GEREKTIGI DURUMLARDA TANIK

IMZASI

ADI &
SOYADI

GOREVI

TARIH
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EK2: Olgu Rapor Formu

OLGU NO:
ADI: 1.ALP:
SOYADI: 2.ALP:
PROTOKOL NO: 3.ALP:
TEL.:
D.T. ALPL dizi analizi sonug:
YASI:

PERINATAL- INFANTIL HiIPOFOSFATAZYA

Antenatal donemde USG bulgular? (ekstremite kisalig1 / deformitesi var mi?)

» Dogumda saptanan ekstremite kisaligi/deformitesi var mi1? Kraniumda yapisal bozukluk
var mi1?

» Kemik kirilmalarma bagli kemik deformiteleri var m1?

* Yenidogan doneminde solunum durmasi(apne) var mi?

» Kemik demineralizasyonu var mi1? (BMI ya da grafiler?)

= Uzun kemiklerde anormallikler var mi, varsa bulgular nelerdir?

» Metafizyal ¢ikint1 (methapysal spur) var m1?



Ust ekstremite kemiklerinde metafizyal litik lezyon var mi?

Goglis deformitesi var m1 ? (pectus carinatum/pectus excavatum)

Epileptik nébet var mi1?

On fontanel ne zaman kapandi? (6n fontanel kapanmasinda gecikme var mi1?)

Alkalen fosfataz diigiikliigli var m1? Kemik orjinli ALP diisiikligti var m1?

Solunum yetmezligi yasadi m1? Solunum destegi aldi m1?

COCUKLUK CAGI HIPOFOSFATAZYA

Kraniosinostoz var mi?

Bebeklikte gelisme geriligi var mi1?

Uzun kemiklerde kirik 6ykiisii var m1?

Tekrarlayan kirik oykiisii var mi1?

Kemik kiriklarina yatkinlik artmis mi?

Kemik kiriklarina bagli operasyon dykiisii var mi1?

Genel kemik mineralizasyonunda azalma ?
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Uzun kemiklerde yapisal bozukluk var m1?

Infantil dSnemde hiperkalsemi var mi1?

Hiperkalsiiiri var m1?

Kemik mineral yognluguna azalma var m1? (BMI ve Grafi bulgular?)

Solunum yetmezIligi var m1?

Hipotonisite var m1?

Beslenme zorlugu var m1?

Pulmoner kapakta anormallik var mi?

Erken donemde dis kayb1?

Kilo kayb1?

Kaseksi var m1?

Nefrokalsinozis var mi1?

Nobet var m1?

Rickets bulgular1 var m1?

ALP dusiikligii var m1? Kemige ait ALP diigiikligii var m1?

Boy kisalig1 var m1? Orantisiz boy kisalig1 var mi1?

Gelisme geriligi var mi1?

Kas giicii kayb1 var m1?
Miyalji, kemik agrilart var m1?
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Kalic1 agik 6n fontanel?

YETISKIN HIPOFOSFATAZYA

Boy kisalig1 var mi1? Orantisiz boy kisalig1 var mi1?

Kas giicii kayb1 var m1?

Miyalji, kemik agrilar1 var mi1?
Uzun kemiklerde kirik 6ykiisti var mi1?

Tekrarlayan kirik dykiisii var m1?

Genel kemik mineralizasyonunda azalma ?

Kemik kiriklarina yatkinlik artmis mi1?

Nefrokalsinozis var mi?

Hiperkalsiiiri var mi1?

Jeneralize hipotoni var m1?

Dislerde yapisal bozukluk var m1?

Erken dis kayb1 var m1?

Kondrokalsinozis bulgular1 var mi1?

Osteomalazi var mi1?

Psodofraktir var mi?

ALP dusiikligii var m1? Kemige ait ALP diigiikligii var m1?



Mobilizasyon ig¢in alet kullanim 6ykiisti var m1?

Kemik kiriklarina ait operasyon Oykiisii var mi1?

SOY GECMIS:

Akrabalarinda ;antenatal donemde ekstremite kisaligi / deformitesi gibi USG bulgulari olan
var m1?

Akrabalarinda; dogumda saptanan ekstremite kisaligi/deformitesi olan var m1? Kraniumda
yapisal bozukluk olan var m1?

Akrabalarinda; Dogum sonrasi saptanan gogiis deformitesi olan var mi1? Solunum sikintisi
yasayan var mi?

Akrabalarinda; Kraniosinostoz var mi1? Fontanellerde erken kapanma, kafa sekil
bozukluklar1 ve KIBAS &ykiisii olan var m1?

Akrabalarinda; Yiriimede gecikmesi olan var mi1?

Akrabalarinda; sik ve travmasiz kemik kirilmasi dykiisii olan var mi1?

Akrabalarinda; Farkedilmis kas gii¢siizliigli olan var m1?
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= Akrabalarinda; ¢ocukluk doneminde dis eksikligi veya erken yasta dis kaybi1 olan var m1?

= Akrabalarinda; nobet dykiisii olan var mi1?

= Akrabalarinda; nefrolitiazis Oykiisii olan var m1? Bobrek yetmezligi oykiisii olan var m1?

= Bobrek tas1 oykiisii olanlarda batin USG’si var m1? (Renal tas acisindan )

HASTALIK OYKUSU:

KULLANDIGI ILACLAR:
OLGUNUN FiZiK BAKISI:
VA: kg BOY: cm

(ANNE BOY: cm  BABABOY: cm)
Hedef Boy: cm

BAS-BOYUN:

SS:

KVS:
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GIS:

EKSTREMITE:

NOROLOJIK BAKI:

PEDIGRI:
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