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Tip 1 Saptanan Ailelerde TGFBI (Transforme edici
biiyiime faktorii beta tarafindan indiiklenen) Gen
Mutasyonlarinin Arastirilmasi
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Oz

Amacgc: Graniiler kornea distrofisinin (GKD) karakteristik ozellikleri kornea stromasinda yerlesim gosteren kiigiik, ayrik,
keskin kenarli, grimsi beyaz opasitelerdir. GKD’nin gelisiminden sorumlu tutulan genler i¢inde en kuvvetli iligskilendirilen gen
transforme edici biiytime faktorii beta tarafindan indiiklenen (TGFBI) genidir. Yapilan ¢aligmalar kromozom 5q31.1 lokusunda
yer alan TGFBI geninin ekzon 4 ve ekzon 12 bolgelerinde sirasiyla R124H ve R555W degisimlerinin GKD geligimine yol acan
sicak nokta mutasyonlar: oldugunu gostermektedir. Bu ¢aligmada GKD Tip 1 Tiirk ailelerde TGFBI geninde ekzon 4 ve 12
bélgelerinde yer alan iki sicak nokta mutasyonunun ve varsa proteinde dnemli islevsel bolgeleri kodlayan bu ekzon bélgelerindeki
bagka mutasyonlarin arastirilmasi ve belirlenen mutasyonlarin hastalikla ve ilgili fenotiplerle iligskisinin belirlenmesi amaglanmuistir.
Gereg ve Yontem: Calismamiza GKD tip 1 (GKD1), tanist alan 16 hasta ile bu bireylerin aile afaglarindan belirlenen 11 saglikls
birey ve bu ailelerle akraba olmayan 28 saglikli birey dahil edildi. Her bir bireyden alinan periferik kan drneklerinden DNA elde edildi
ve polimeraz zincir yontemi teknigi ile hedef gen bolgeleri ¢ogaltildi. Genotipleme ¢alismalari Dizi Analizi yontemiyle gergeklestirildi.
Bulgular: Hasta ve saglikli bireylerin TGFBI geninin ekzon 4 bolgesinde R124S mutasyonu belirlenmedi. Ancak GKD1 tanist
alan tiim bireylerde TGFBI geninin ekzon 12 bolgesinde R555W mutasyonu heterozigot olarak tespit edildi. Ailelerin saglikli
bireyleri ve bu ailelerle akraba olmayan kontrol bireylerinde ise bu mutasyon gozlenmedi. Ayrica ¢aligmamizda bazi hasta ve
saglikli bireylerde sessiz bir mutasyon olan F540F degisimi ile intronik bolgede yer alan ¢.32924G>A degisimi tespit edildi.
Sonug: Bulgularimiz, TGFBI geninin ekzon 12 bélgesinde yer alan bir sicak nokta mutasyonu olan R555W mutasyonunun GKD1 ile
literatiirde rapor edilen iliskisini kuvvetli sekilde desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Graniiler kornea distrofisi Tip 1, TGFBI geni, R555W mutasyonu

Abstract

Objectives: Granular corneal dystrophies (GCD) are characterized by small, discrete, sharp-edged, grayish-white opacities
in the corneal stroma. Among the genes responsible for the development of GCD, the most strongly related gene is transforming
growth factor beta-induced (TGFBI), located in the 5q31.1 locus. Studies show that R124H in exon 4 and R555W in exon 12
are hot-spot mutations in the TGFBI gene that lead to GCD development. In this study, we aimed to investigate these two hot-

Yazisma Adresi/Address for Correspondence: Hilal Arikoglu, Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Konya, Tiirkiye
Tel.: +90 532 706 07 14 E-posta: berktug200@hotmail.com ORCID-ID: orcid.org/0000-0002-6600-6603
Gelis Tarihi/Received: 07.06.2019 Kabul Tarihi/Accepted: 25.12.2019

Cite this article as: Malkondu F, Arikoglu H, Erkog Kaya D, Bozkurt B, Ozkan F. Investigation of TGFBI (Transforming growth factor beta-induced) Gene
Mutations in Families with Granular Corneal Dystrophy Type 1 in the Konya Region. Turk J Ophthalmol. 2020;50:64-70

OTelif Hakki 2020 Tiirk Oftalmoloji Dernegi
Tiirk Oftalmoloji Dergisi, Galenos Yayinevi tarafindan basilmistir.


https://orcid.org/0000-0002-3248-7138
https://orcid.org/0000-0002-6600-6603
https://orcid.org/0000-0003-0114-6602
https://orcid.org/0000-0002-9847-3521
https://orcid.org/0000-0002-4352-1725

Malkondu ve ark. Granular Kornea Distrofili Ailelerde TGFBI Mutasyonlari

spot mutations in exons 4 and 12 of the TGFBI gene and other possible mutations in the same regions, which code important functional regions
of the protein, in Turkish families with GCD1 and to determine the relationship between the mutations and disease and related phenotypes.
Materials and Methods: The study included, 16 individuals diagnosed with GCD type 1 (GCD1), 11 of these patients’ healthy
relatives, and 28 unrelated healthy individuals. DNA was obtained from peripheral blood samples taken from each individual
and polymerase chain reaction was used to amplify target gene regions. Genotyping studies were done by sequence analysis.
Results: The R124S mutation in exon 4 of TGFBI was not detected in the patients or healthy individuals in our study. However, all
individuals diagnosed as having GCD1 were found to be heterozygous carriers of the R555W mutation in exon 12 of TGFBI. This
mutation was not detected in healthy family members or control individuals unrelated to these families. In addition, we detected the silent
mutation F540F in exon 12 and ¢.32924 G>A substitution in an intronic region of the gene in a few patients and healthy individuals.
Conclusion: Our study strongly supports the association of GCD1 with R555W mutation in exon 12 region of the TGFBI gene, as reported in the

literature.

Keywords: Granular corneal dystrophy type 1, TGFBI gene, R555W mutation

Giris

Kornea distrofisi, non-enflamatuvar opaklagma ile seyreden,
ilerleyici, siklikla bilateral, genellikle genetik gegisli, bir
grup hastaliktir.! Kornea distrofilerin tani ve siniflandirilmasi
biyomikroskopik muayenede saptanan kornea bulgularina
dayanmaktadir. Kornea distrofileri klinik, patolojik ve
genetik ozelliklere gore siniflandirilmakeadir [kornea distrofi
siniflandirmast (IC3D)} (Tablo 1). Bu siniflandirmaya gore
5q31-bagli kornea distrofilerine siklikla transforme edici biiyiime
faktorii beta tarafindan indiiklenen gende {transforming growth
factor beta-induced; (TGFBI)} meydana gelen mutasyonlar neden
olmaktadir.! 5g31 gen lokusunda lokalize TGFBI genindeki
farkli mutasyonlar, graniiler kornea distrofisi tip 1 ve 2 (GKD1
ve 2), Reis-Biickler kornea distrofisi, lattis kornea distrofisi
(LKD) ve Thiel-Behnke kornea distrofisine yol agmaktadir.’
Korneal stromal distrofi grubunda yer alan GKDI1, genellikle
cocukluk ¢aginda baglayan, otozomal dominant kalitim gosteren,
¢ogunlukla asemptomatik olan, yavag seyirli bir distrofidir.
Korneal opasiteler gri-beyaz renkte, kiiciik, keskin kenarli,
birbirinden ayri olup merkezi stromada bulunurlar. Periferik
kornea saydamdir. Baglangic evresinde gorme bozuklugu
olmamasina ragmen hastalik ilerledikge stroma tabakasi
tizerindeki birikintiler birleserek gormeyi azaltirlar.?

TGFBI geninin kodladigi TGFBI proteini korneanin baglica
epitel tabakasindan ve kismen de keratosit adi verilen stromal
fibroblastlar tarafindan iiretilerek stromaya tasinir.’¢ Korneanin
yaklasik %90’1n1 olusturan stroma, zengin bir matrikse sahiptir
ve yapisal ve iglevsel olarak 6zel ©nemi mevcuttur. Stroma
matriksinde tip I ve tip V heterotrimerik kollajen fibrillerin
hekzogonal oriintiisiiyle diizenlenen lamel yapisi 6zellikle
korneanin seffaf kalabilmesi i¢in son derece 6nemlidir.” Kollajen
tip VI, XII ve XIV ile birlikte dekorin, lumikan, keratokan,
mimekan, biglikan ve fibromodulin proteoglikanlari kollajen
fibrillerin birlesmesine ve pozisyon almasina yapisal destek
saglar.® Matriselliiler bir protein olan TGFBI proteini, matriks
elemanlarinin integrine baglanma bolgeleri olan Arjinin-
Glisin-Aspartik asit (RGD) dizisi igeren FAS1 bolgeleri ile
integrine baglanarak matriks organizasyonunun saglanmas: ve
stirdiirtilmesinde is goriir. TGFBI proteini, sinyal peptid dizisi
(Met1-Ala23), sistein agisindan zengin EMI alani (Gly45-
Ala99), her biri 140 aminoasit ihtiva eden dort FAS1 alan:
(Ala100-Pro635) ve C-terminalinde RGD motifi igerir.”'°

Bugiine kadar TGFBI geninde tanimlanan 50'den fazla
mutasyon kornea distrofileri ile iliskilendirilmis ve ¢ogunlukla
ilk FAS1 domaininde Arg124 kodonunda veya dérdiincii FAS1
domaininde Arg555 kodonunda mutasyon tanimlanmigtir.'!
GKD1’de, TGFBI geninde 555. kodonda CG diniikleotidinde
meydana gelen vearjininin (Arg/R) triptofana (Trp/W) degisimine
yol acan yanlis anlamli (missense) mutasyon ¢ogunlukla iligkili
gosterilmigtir.'”” Calismamizda GKD1 tanist almig bireyler

Tablo 1. Kornea distrofilerinin siniflandirilmass®
1. Epitelyal ve subepitelyal distrofiler

a. Epitelyal bazal membran distrofisi (EBMD) C1

b. Epitelyal tekrarlayan erozyon distrofisi (ERED) C4

c. Subepitelyal miisindz korneal distrofi (SMCD) C4

d. Keratin genlerinde mutasyon C1

e. Lisch epitelyal kornea distrofisi (LECD) C2

f. Jelatinimsi damla benzeri kornea distrofisi (GDLD) C1
2. Bowman tabakas1 distrofiler

a. Reis-Biickler kornea distrofisi (RBCD)

b. Thiel-Behnke kornea distrofisi (TBCD) C1

¢. Grayson-Wilbrandt kornea distrofisi (GWCD) C4

3. Stromal distrofiler

a. TGFBI Kornea distrofileri

* Lattice kornea distrofisi, Granuler kornea distrofisi
b. Makiiler korneal distrofi (MCD) C1
c. Schnyder kornea distrofisi (SCD) C1
d. Konjenital stromal korneal distrofi (CSCD) C1

e. Fleck kornea distrofisi (FCD) C1

f. Posterior amorf korneal distrofi (PACD) C3

g Francois C4’iin merkezi bulutlu distrofisi (CCDF)
h. On-descemet kornea distrofisi (PDCD) C4

4. Descemet membran ve endotelyal distrofiler

a. Fuchs endotelyal korneal distrofi (FECD) C1, C2 veya C3
b. Posterior polimorf korneal distrofi (PPCD) C1 veya C2

c. Konjenital kalitsal endotelyal distrofi 1 (CHED1) C2

d. Konjenital kalitsal endotelyal distrofi 2 (CHED2) C1

e. X’e bagli endotel kornea distrofisi (XECD) C2

TGEFBI: Transforme edici biiytime faktorii beta tarafindan indiiklenen
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ve aileleri, TGFBI proteininin iglevi i¢in 6nemli olan birinci
ve dordiincii FAS1 bolgelerini kodlayan, sirasiyla ekzon 4 ve
ekzon 12 gen bolgelerinde literatiirde belirtilen iki sicak nokta
mutasyonu ve farkli bir mutasyonun varlig: bakimindan her iki
ekzonun tamami DNA dizi analizi yontemiyle degerlendirildi.

Gereg ve Yontem

Hasta ve Kontrol Gruplarinin Olusturulmasi

Calisma icin Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul'u
tarafindan onay alindi (2017/193). Calismaya katilmadan 6nce
bireyler bilgilendirildi ve onamlari alindi. Caligmaya Sel¢uk
Universitesi Tip Fakiiltesi G6z Hastaliklari Anabilim Dali’na
bagvuran ve GKD1 tanist alan 3 birey ve aileleri dahil edildi.
U bireyin dort jenerasyonluk aile agaclari cizildi (Sekil 1, 2, 3).
Calismaya alinan her bir bireyin yas, belirti, semptom, hastaligin
ilerlemesi, genetik hastalig: ve kullandig ilaclar ile ilgili dykiileri
kaydedildi. Aile bireylerinin tam oftalmolojik muayenede
hastalarin diizeltilmemis ve diizeltilmis gorme keskinligi
belirlendi. Biyomikroskopik muayenede kornea birikintilerinin
yogunlugu ve yerlesim yeri incelenerek 6n segment fotograflari
alindi (Sekil 4). On segment optik koherens tomografide
birikintilerin 6zellikleri ve derinlikleri degerlendirilip konfokal
mikroskopi ile in vivo olarak kornea hiicresel diizeyde ayrintils
olarak incelendi. Aile bireylerinden 16 bireye GKD1 tanist
konulurken, 11 bireyde hastalik saptanmadi. Caligmaya aile
bireyleri disinda, bu ailelerle ve birbirleriyle akraba olmayan
g6z muayenesinde saglikli oldugu tespit edilen 28 birey kontrol
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Sekil 1. Bir nolu aileye ait aile aact. Koyu semboller GKD1 tanist alan bireyleri,
ok isareti probandu, yildiz isareti ise ¢alismaya dahil edilen bireyleri gostermekeedir

grubu olarak alindi. DNA eldesi i¢in her bireyden EDTA’l1
tiiplere 6 cc periferik kan alind:.

Hedef Gen Bolgelerinin Belirlenmesi ve Primer Tasarimi

TGFBI geninin niikleotid dizileri Gen Bankasindan
National Center for Biotechnology Information (NCBI) aracilig1
ile NM_000358 erisim numarasindan temin edildi. Primerlerin
TGFBI geninin literatiirde ozellikle hastalikla iligkili oldugu
tespit edilen ekzon 4 ve ekzon 12 kodlanan bélgelerinin
tamamini tarayacak sekilde tasarlanmis olmast planlandi ve
buna uygun olarak literatiirde rapor edilen primerler kullanildi
(Tablo 2).
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Sekil 2. ki nolu aileye ait aile agac1. Koyu semboller GKDI1 tansst alan bireyleri,
ok isareti probandu, yildiz isareti ise ¢alismaya dahil edilen bireyleri gostermektedir
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Sekil 3. Ug nolu aileye ait aile agact. Koyu semboller GKD1 tanusi alan bireyleri,
ok isareti probandy, yildiz isareti ise calismaya dahil edilen bireyleri gostermektedir

Tablo 2. TGFBI genininin Ekzon 4 ve Ekzon 12 bélgelerinde yer alan hot spot mutasyonlar ve bu bolgeleri cogaltmak iizere

kullanilan primer dizileri
Hedef gen Hedef RS No Primer dizisi (5°—3’) Uriin Erime Kaynak
bolgesi mutasyon (I: 1leri/G: Geri) bityiikliigii | sicakligt
(Baz ifti) §9
Ekzon 4 Arg124Ser 5121909210 I: CCCCAGAGGCCATCCCTCCT 481 58.8 Yaylacioglu
G: AACATGTTCTCAGCCCTCGT Tuncay ve ark
2016"
Ekzon 12 Arg555Trp 15121909208 I: CATTCCAGTGGCCTGGACTCTACTATC 431 62.8 Li ve ark., 2012'
G: CCCTGGTTGGCCTCATCCTIT
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Uygulamasi

Caligmada kullanilacak 2 ¢ift primer i¢in uygun erime
sicakliginin tespit edilebilmesi amaciyla gradiyent polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) uygulandi. Her primer ¢ifti igin

Sekil 4. ) 1 nolu ailesinden I1I-6 numarali 72 yaginda fotofobi ve gérme kaybi
olan erkek hastanin, b) 2 nolu ailesinden IV-12 numarali 73 yasinda kadin hastanin,
©) 3 nolu ailesinden IV-12 numarali 20 yasinda kadin hastanin 6n segment fotograf
cihazi goriintiileri. Kiigiik, ayrik, keskin kenarli, ekmek kirintisi seklinde grimsi
beyaz opasitelerin goriiniimii

gradiyent PZRde belirlenen sicakliklar dikkate alinarak drnekler
cogaluldi. PZR, 1XPZR tamponu, 0,4 mM primer, 0,6 mM
deoksiribonukleotid trifosfat, 0,1 {inite Taq polimeraz ve 100
ng DNA icerecek sekilde 30 pL’lik hacimlerde ¢alisildi. PZR
sartlar1 94 °C'de 5 dk ilk denatiirasyon ve sonraki adimlarda
94 °C’de 30 sn denatiirasyon, her bir primer i¢in gradient PZR
ile belirlenen sicaklikta 45 sn primer baglanma ve 72 °C’de 45
sn uzama basamaklarini iceren 35 dongii ve 72 °C'de 2 dk son
uzama olacak sekilde gerceklestirildi. PZR sonuglart %1’lik
agaroz jel elektroforezde degerlendirilerek fotografland:.

DNA Dizi Analizi

PZR ile ¢ogaltilan hedef DNA bolgelerinin dizi analizi
yapild1. Finch TV programu ile diziler pik seklinde goriintiilendi
ve NCBI BLAST programlari ile gen bankasindaki dizilerle
BLAST
sonuglari ve pik goriintiileri dikkatli bir bicimde karsilagtirilarak
degisiklikler degerlendirildi. DNA dizi analizinde olusabilecek
olast hatali sonuglari 6nlemek igin ¢ift yonlii dizi analizi yapildi.

eslestirildi  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene).

Boylece mutasyonlar her iki yonde de belirlenerek yiiksek
glivenirlilikte degerlendirildi.

Bulgular

TGFBI geninin ekzon 12 bolgesi dizi analiz sonuglarina gore
GKD1 tanisi almig tiim hasta bireylerin sicak nokta mutasyonu
olan Arg555Trp (c.1663C>T) degisimini heterozigot olarak
tagidig: tespit edildi (Sekil Sa). Saglikli aile bireyleri ve kontrol
bireylerinde bu mutasyon belirlenmedi (Sekil S5b). Ayrica, 4

Sekil 5. a) Ekzon 12 bolgesinde 1663C—T (Arg555Ttp) degisimine ait dizi
analizi sonuglar1. C/T heterozigot genotipinin elektroferogram goriintiisti, b) C/C
homozigot genotipinin, elektroferogram goriintiisii. Caligmada T/T homozigot
genotipe sahip birey tespit edilmedi. ¢) Ekzon 4 bolgesinde 370C—T (Arg124Ser)
bolgesine ait dizi analiz sonuglari. Caligmaya alinan tiim bireyler C/C homozigot
genotipe sahipti

a - - . FAN b

= sl el el i X

Sekil 6. a) Intron 12 bolgesinde belirlenen ¢.32924G—>A (1s2072239) heterozigot
genotipinin, elektroferogram goriintiisii, b) Ekzon 12 bolgesinde (Phe540Phe)
1620T—C heterozigot genotipinin elektroferogram goriintiisii
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hasta ve 1 saglikli bireyde (1 nolu aileden IV-14 ve IV-12,
2 nolu aileden V-12 ve V-16, aileler ile akraba olmayan 1
kontrol bireyde) dizi analizlerinde ekzon 12 bolgesinde bir
sessiz mutasyon olan ve gen bankasinda daha once rapor
edilmis Phe540Phe tek niikleotid deZisimi (single nucleotide
polymorphism; SNP) tespit edildi (Sekil 6a ve b). Ug hasta (1
nolu aileden IV-14, 2 nolu aileden V-12 ve VI-12) ve hastalik
tespit edilmeyen iki saglikli bireyde (2 nolu aileden V-11, 3 nolu
aileden IV-25) hedef gen bolgesinin intronik bolgesinde yer alan
bir SNP (rs2072239) saptand:.

Hastalarin ve saglikli bireylerin hi¢birinde 7GFBI geninin
ekzon 4 bolgesinde Argl24Ser mutasyonu saptanmadi. Ekzon 4
bolgesinde farkl: bir mutasyon veya polimorfizm tespit edilmedi

(Sekil 5c¢).

Tartisma

GKDU1’in genetik temelinde kritik role sahip olan TGFBI
geni korneada baglica epitel hiicrelerinde ve kismen keratositlerde
sentezlenen ve stroma matriksine salgilanan TGFBI proteinini
kodlar. Matriks organizasyonunun saglanmast ve siirdiiriilmesinde
onemli bir role sahip olan bu proteini kodlayan TGFBI genindeki
heterojenite, farkli klinik tablolara yol acmaktadir. Ozellikle
proteinin birinci ve dordiincii FAS1 boélgelerini kodlayan
ekzon 4 ve ekzon 12 bolgelerinde yer alan sirasiyla R124
ve R555 noktalarinda meydana gelen mutasyonlarin farkls
tip distrofilere neden oldugu gosterilmistir. Ekzon 4'de 124.
pozisyonda meydana gelen mutasyonlardan R124H mutasyonu
GKD2 (graniiler-latis, Avellino)’ye, R124C degisimi latis
kornea distrofisi tip 1’e, R124L mutasyonu ise Reis-
Biickler kornea distrofisine yol acarken, ekzon 12’nin 555.
pozisyondaki mutasyonlardan R555W degisimi GKDl’e,
R555Q mutasyonu ise Thiel-Behnke kornea distrofisine
neden olmaktadir.>'" TGFBI genindeki farkli mutasyonlarin,
ayni pozisyonda dahi olsa, proteinin katlanmasini, proteolizisini,
birikimini ve yari 6mriinii degistirerek farkli kornea distrofilerine
yol act1g1 gosterilmistir, 161718

TGFBI ve Drosofila fascilin I, birbirine yiiksek homoloji
gosteren FAS1 domeini iceren bir siiper ailenin iiyeleridir.'®
Homoloji model kullanarak yapilan bir ¢aligmada kodon Arg124
ve Arg555'deki mutasyonlarin protein-protein etkilesimlerini
etkileyerek stabiliteyi degistirebilecegi rapor edilmigtir. Arg124
rezidiisiiniin, ilk FAS1 domeinin a1 ve a2 heliksin arasinda
lokalize, Arg555 rezidiisiiniin ise dordiincii FAS1 domeinin 03
ve o4 helikslerin baglayici kisminda lokalize oldugu ve her iki
bolgenin de proteolitik yikimyi i¢in tahmini bélgeler oldugu ifade
edilmistir.'"’ Likid-durum niikleer manyetik rezonans (NMR)
spektroskopisi ile normal TGFBI proteininin Arg557 ve 558.
rezidiileri arasindan proteolizin gerceklestigi ancak Arg555Trp
mutasyonunda bu domeinin proteolize diren¢ olusturdugu
gosterilmistir."

TGFBI geninin farkli noktalarinda meydana gelen
mutasyonlar sonucu TGFBI proteini, ¢esitli formlarda
¢oziinmeyen tortular olarak korneanin farkli tabakalarinda
birikmekte ve klinik degiskenliklere neden olmaktadir. 7GFBI

68

geninde saptanan 50’den fazla mutasyon korneada ¢6ziinmeyen
mutant proteinin hiicre digt birikimi (amiloid, hiyalin) ile
karakterize cesitli kornea distrofileriyle (graniiler, lattis,
Avellino, Bowman tabaka tip 1 ve 2 ve bazal membran kornea
distrofisi) iligkili bulunmustur.”” FAS1 domeini o-sarmal ve
[-tabaka iceren kompakt globiiler yapiya sahip bolgelerdir.
Birinci FAS1 bolgesinde yer alan R124 ve dordiincii FAS1
alaninda yer alan R555 pozisyonlarinda meydana gelen iki sicak
nokta mutasyonu farkli etnik topluluklarda en sik rastlanan
mutasyonlardir.”? GKD1 ile en cok iligkilendirilen dérdiincii
FASI alaninda meydana gelen Arg555Trp mutasyonudur. IC3D
siniflandirmasina gore bu degisimin GKD1 ile iligkili degigim
oldugu kabul edilmistir. Nadir de olsa birinci FAS1 alaninda
meydana gelen Argl24Ser mutasyonunun da GKD1 ile iligkili
oldugu yapilan caligmalarda gosterilmistir.?

Tiirkiye’den yapilan 2 ¢aligmada Kiratli ve ark.”, ekzon 4
ve 12 bolgelerini SSCP yontemi ile tarayarak, 26’st GKD1'li
olan 52 iiyeli genig bir Tiirk ailesinde, Arg555Trp mutasyonunu
belirlemiglerdir. Yaylacioglu Tuncay ve ark."” her iki sicak nokta
mutasyonunu aragtirdiklart1 12 GKD1’li hastada ayni sonuca
ulagmiglardir. Kornea distrofilerinin Tiirkiye’deki prevalansi tam
olarak bilinmemekle birlikte ozellikle I¢ Anadolu Bélge’sinde
¢ok sayida etkilenen aile bulunmaktadir.

Calismamizda Konya ili ve gevresinde yerlesimli 3 genis
ailenin GKDI tespit edilen 16 bireyinde Arg555Trp mutasyonu
tespit edildi. Normal bir TGFBI proteininde Arg555 rezidiisti
ortada, kesime acik olarak bulunurken, Trp555 mutant
rezidiiniin proteinin dordiincii FAS1 bolgesinin hidrofobik
kavitesinde
dinamikler simiilasyonunda da bu mutasyonun kesim bolgesinin
a3 heliksin C-ucunun daha az fleksibl olmasina yol agtig: ve
boylece proteolitik dirence neden oldugu gosterilmistir.”” Bu
bulgular GKD1 patogenezinde matrikste goriilen ve TGFBI
oldugu gosterilmis olan depositlerin birikimini agiklamaktadir.
Hiicre digt matriks proteinlerinin yapimi oldugu kadar yikimi
da, doku gelisimi, remodelling ve tamir gibi hiicresel siireler
icin esansiyeldir ve bu dengenin bozulmasi kornea distrofilerinde
oldugu gibi bir¢cok hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir.

Calisma  bulgularimiz, literatiirde GKD1'in genetik
zemininde TGFBI genindeki R555W mutasyonunun yer aldigi
goriisiinii desteklemektedir. Proteinin islevi i¢in 6nemli olan
FAS1 domainlerini kodlayan ekzon 4 ve ekzon 12 bolgelerinin
tamamini dizi analizi ile degerlendirdigimiz ¢aligmamizda
ekzon 12 boélgesinde R555. pozisyonundaki sicak nokta
mutasyonu diginda iki varyasyon tespit edildi. Bunlardan biri
540. pozisyonda bir varyasyon olup aminoasit degisikligine yol
acmayan sessiz bir degisimdi. Ug hasta ve iki saglikli bireyde
belirledigimiz Phe540Phe degisimi ile GKD1 arasinda bir
iligki belirlenmedi. Literatiirde ayn1 pozisyondaki yanlig anlamli
mutasyon (Phe5408er) ve delesyonun (Phe540del) ise LCD1/3A
ile iligkili olduguna dair caligmalar bulunmaktadir.?**> Sicak
nokta olabilecegi diistiniilen bu pozisyonda tespit ettigimiz
degisikligin protein yapisinda degisiklige yol agmamasi ve
saglikli bireylerde de belirlenmesi hastalikla iligkili olmadigini
dustindiirmektedir. Caligmamizda ti¢ hasta ve iki saglikli bireyde

gomiilii  oldugu gosterilmigtir.’  Molekiiler
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belirledigimiz intronik bir SNP olan rs2072239 degisiminin de
GKDI1 fenotipiyle herhangi bir iligkisi belirlenmedi.

Etkilenen bireylerin ailelerinde yapilacak genetik analizler
erken donemde ya da heniiz klinik belirtiler baglamadan 6nce
tant konmast ile klinik takip ve tedavinin planlamast bakimindan
onemlidir. Klinik olarak benzerlik gosteren farkli kornea
stromal distrofilerinin ayirt edilmesinde de genetik analizler
kullanilmaktadir. Klinik olarak GKD1 ile en ¢ok karigan,
R124H mutasyonunun yol actifi, GKD2'de graniiler depozit
sayist daha azdir ve latis benzeri ¢izgisel ve yildiz bigiminde
depozitler daha gec sathada gériilmektedir.*® Histopatolojik
yapilarinin  degerlendirildigi 15tk mikroskobu c¢aligmalarinda
GKD1'de Masson trikrom pozitif birikintiler gozlenirken,
GKD2’de bazal epitelden derin stromaya kadar yerlesim gosteren
ve Masson trikrom ve Kongo kirmizisi ile boyanan hiyalin ve
amiloid birikintiler izlenmektedir.>?® Diger taraftan klinik
ve histopatolojik 6zelliklere bakilarak tani konmasi gii¢ olan
Reis-Biickler ve Thiel-Behnke kornea distrofilerinde etkilenen
bireylerde kesin tani i¢in genetik analizler 6nem tagimaktadir.

Dikkate alinmasi gereken bir bagka nokta da, TGFBI
iligkili distrofilerde ayni ailenin bireylerinin icinde dahi
klinik farkliliklarin gézlenebilmesidir. Bu durum korneal
depositlerin  olusumunda TGFBI proteininin etkisine diger
matriks elemanlarinin da katkisinin olabilecegi dugtincesini
desteklemektedir. Farkli faktorler TGFBI'dan bagimsiz
olabildigi gibi TGFBI'y: regiile eden faktorler ya da epigenetik
faktorler de olabilir. TGFBI geninin promotor bolgesinde
Spl ve Sp3 baglanma bolgelerinin TGFBI ifadesinin oldugu
hiicrelerde bu faktorler tarafinda iggal edildigi in vitro ve in
vivo olarak da gosterilmistir. Epigenetik calismalarda, normal
kornea fibroblastlar: ile GKD2 tiirevi kornea fibroblastlar:
kargilagtirildiginda, TGFBI ve matriks iligkili genlerin
promotorlarinda gen aktive edici H3K4Mel,3 ve gen baskilayict
H3K27Me3 modellerinin farkli olustugu ve dolaysiyla bu
genlerin ifadelerinin degistigi gosterilmistir.”” Ancak daha fazla
epigenetik ¢aligmalara ihtiyag vardir.

GKDI'’in otozomal dominant gegisli olmasi nedeniyle
nispeten diger kornea distrofilerden daha sik goriilmesi, yasla
beraber birikintilerin artmasiyla gérmede azalmaya neden
olmasi ve kornea nakli tedavisi gerektirmesi, hatta kornea
nakli sonrasinda konulan greftte de birikintilerin tekrarlamasi
ve giincel tedavi yaklagimlarinin kalict iyilesme saglayamiyor
olmas: gibi nedenlerden dolay: genetik bozuklugu diizenleyici
gen tedavi caligmalarina ihtiyag vardir. TGFBI gen ve proteininin
yapisi, islevi ve diizenlenme siireglerinin ortaya agik bir sekilde
konmas: farkli kornea distrofilerinin genetik mimarisinin ve
buna bagli olarak molekiiler mekanizmalarin hangi asamalarinda
bozuldugunun anlagilmas: geligtirilebilecek tedavi stratejileri
icin belirleyici olacaktr.
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