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OZET

Amag: Bu calismada, Pompe hastalig1 6n tanili proksimal kas gii¢siizliigii, egzersiz intoleransi
ve solunum giicliigii bulunan dokuz olguda, Sanger dizileme yontemi kullanilarak 17.
kromozom iizerinde bulunan GAA genindeki, daha onceden bildirilmis veya yeni (novel)
mutasyonlarin ~ saptanmast  amaglanmusti. ~ Mutasyon bélgelerinin - ve  ¢esitliliginin

saptanmasinin, hastahgm tanisi, tedavisi ve ilerideki ¢aligmalar i¢in faydali olacagi

disiintilmektedir.

Yontem: Akdeniz Universitesi Noroloji poliklinigine basvuran ve ¢calismay1 kabul eden Pompe
hastaligt 6n tanili dokuz hastadan imzalanmis onam formu ve K3-EDTA’h tiiplerelOml
periferal kan 6rnegi alimmisti. Almman kan 6rneklerinden DNA izolasyonu sonrasinda primer

tasarim1 ve Sanger sekanslama ile mutasyon analizi yapilmistir.

Bulgular: Hastalarin biyokimyasal analiz sonuglarma goére AST, ALT, LDH ve total CK
seviyeleri degerlendirilmistir. Bu sonuglara gore karaciger ile iliski enzimlerden AST, ALT ile
total CK seviyelerinde anlamli bir artis gézlenmistir. Hastalarda toplamda bes farkli heterozigot
patojenik mutasyon saptanmustir. Hastalardan altismda heterozigot c¢.-32-13T>G varyanti
saptanmusti. Ayrica alti hastada da ¢.2662G>T varyanti saptanmisti. Hastalarda birinde
heterozigot ¢.1064T>C (p.Leu355Pro) ve bir digerinde heterozigot c¢.670C>T (p.Arg224Trp
varyantlart saptanmistir. Bir hastada ise yeni (novel) bir patojenik heterozigot c.2417 2418insG
(p.Leu807AlafsTer77) varyant1 saptanmistir. Hastalardan birinde herhangi bir patojenik varyant

saptanmamigtir.

Sonu¢: GAA i¢in diinya genelinde en yiiksek prevalansa sahip c.-32-13T>G varyanti dokuz
hastadan altisinda saptanmusti. Bu durum, c.-32-13T>G varyantinin iilkemizde de yiiksek
prevalansa sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Analiz sonucunda klinik 6nemi bilinmeyen
ve oldukca nadir goriilen iki varyant saptanmisti. Bu varyantlardan ¢.1438G>A
(p.Val480Ile)’nin splicing ile iliskilendirilmesi, patojenik bir varyant olabilecegi diisiincesini

giiclendirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Asit alfa glukozidaz, otozomal resesif, Pompe hastaligi, Sanger

sekanslama



ABSTRACT

Objective:This study aims to detect known or novel mutations in GAA using Sanger
sequencing method in nine patients who were pre-diagnosed with Pompe disease, having
proximal muscle weakness, exercise intolerance and respiratory difficulties. It is thought that
the detection of mutation sites and diversity will be beneficial for the diagnosis, treatment and

future studies of the disease.

Method: A signed informed consent form were obtained from nine Pompe patients who applied
to the Neurology outpatient clinic of Akdeniz University and agreed to participate to the study.
Peripheral blood samples were taken from the patients and DNA isolation, primer design and

mutation analysis were performed by using Sanger sequencing technology.

Results: AST, ALT, LDH and total CK levels of the patients were evaluated. According to these
results, a significant increase was observed in the liver-related enzymes AST, ALT and total CK
levels. A total of five different heterozygous pathogenic mutations were detected in the patients.
The c.-32-13T>G variant was detected in six of the patients in compound heterozygous state.
In addition, the ¢.2662G>T variant was detected in six patients. Heterozygous ¢.1064T>C
variant was found in one of the patients and heterozygous ¢.670C>T variants were detected in
one patient. A novel pathogenic heterozygous ¢.2417 2418insG variant was detected in patient

8. No pathogenic variant was detected in one patient.

Conclusion: The c.-32-13T>G variant with the highest prevalence worldwide for GAA was
detected in six of nine patients. This suggests that the c.-32-13T>G variant may have a high
prevalence in our country as well. As a result of the analysis, two variants of unknown clinical
significance and extremely rare were detected. One of these two, ¢.1438G>A variant is
estimated have a splicing effect and this supports the possiblity that it may be a pathogenic

variant.

Key words: Acid alpha glucosidase, autosomal recessive, Pompe disease, Sanger sequencing
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SIMGELER ve KISALTMALAR

GAA: Asit Alfa Glukozidaz

GDH: Glikojen Depo Hastalig

IOPD: infantil Baslangich Pompe Hastalig

LOPD: Geg Baslangichh Pompe Hastalig1

AST: Aspartat Aminotransferaz

ALT: Alanin Aminotransferaz

LDH: Laktat Dehidrogenaz

CK: Serum Kreatin Kinaz
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1. GIRIS

Glikojen depo hastaliklar1 (GDH), glikojen metabolizmasindaki enzimlerden birinin eksikligi
sebebiyle dokularda glikojen birikimi ile karakterize edilen genis bir kalitsal metabolik hastalik
grubudur. Glikojen metabolizmasinda rol alan cesitli enzimlerin gen bdlgelerinde goriilen
mutasyonlar, enzim etkinliginin azalmasmna veya yokluguna neden olur. Glikojen
metabolizmasindaki bu degisiklikler genellikle karaciger, kas, kalp, bobrek ve beyinde islev
bozukluguna neden olmaktadir. Semptom yelpazesi oldukga genis ve etkilenen enzime bagh
olarak degisiklik gostermektedir [1,2]. Glikojenin glikoza pargalanmasinda gorevli olan asit
alfa glukozidaz enziminin kodlandigi GAA genindeki patojenik mutasyonlar glikojen depo tip
IT ([Pompe) hastaligma yol agmaktadir [3]. Pompe hastaligi, baslangi¢ yasi, hastaligin ilerleme
hizi ve organ tutulumunun boyutuna gore degisen klinik spektrumda kendini gosteren
metabolik bir hastaliktir. Lizozomal glikojen, iskelet, kalp ve diiz kas olmak iizere bir¢ok
dokuda birikmekte ve bu dokularda hasara yol agmaktadir [9]. Pompe hastaligi genellikle
baslangic yasma gore yasamin ilk aylarinda ortaya ¢ikan klasik infantil (IOPD-siit cocugu
formu), klasik olmayan infantil ve ilerleyen yaslarda ortaya c¢ikan ge¢ baslangich (LOPD)

olmak {izere ii¢ sekilde siniflandirilmaktadir [4,5].

Hastaligin tanisinda; klinik bulgular ve biyokimyasal bulgularin yani sira, etkilenen dokulardan
alnan biyopsi 6rneginde anormal lizozomal glikojen birikiminin gosterilmesidir. Hastaligin
teshisindeki altin standart ise enzim tayini ve prenatal tani olanag1 da saglayabilen mutasyon

analizidir [6].

Bu cahsmada, Akdeniz Universitesi Néroloji, ¢ocuk ndroloji ve cocuk metabolizma
polikliniklerinde takibe alinan, aile Gykiisii, klinik ve biyokimyasal bulgular ile Pompe
hastaligi 6n tanili dokuz hastada mutasyon taramasi yapmak amaglanmistir. Bu sekilde hem
hastaliga neden olan gen mutasyonlar1 saptanabilecek hem de lilkemizdeki mutasyon ¢esitliligi
hakkinda fikir sahibi olunabilecektir. Bu amag ile hastalardan K3-EDTA’lIl tiiplere 10ml
periferal kan 6rmegi alimmistir. Alman kan 6rneklerinden DNA izolasyonu sonrasmda primer
tasarim1 ve Sanger sekanslama yapimistir. Bu sekilde hem hastaliga neden olan gen

mutasyonlar1 saptanmasi amaglanmustir.



GENEL BIiLGIiLER

2.1. Glikojen Depo Hastahklar

Glikojen depo hastaliklart (GDH), glikojen metabolizmasindaki enzimlerden birinin
eksikligi sebebiyle dokularda glikojen birikimi ile karakterize edilen genis bir kalitsal
metabolik hastalik grubudur. Farkh klinik tablolara neden olabilen glikojen depo hastaliklar1
(GDH) glikojenin yapimi ya da yikimmdaki problemler sonucu ortaya ¢ikan dogumsal
metabolik hastaliklardir. Glikozun depo formu bir polisakkarit zinciri olan glikojen, basta
karaciger ve kas olmak tizere farkli dokularda depo edilir. Glikojen sentezi, egzersiz
sirasinda ve ihtiya¢c duyulan kosullarda enerji saglamak i¢in glukozun kullanilmasinda
anahtar yolaktir. Glikojen metabolizmasinda rol alan ¢esitli enzimlerdeki mutasyonlar
genetik deformasyonlara neden olur. Glikojen metabolizmasindaki degisiklikler genellikle
karaciger, kas, kalp, bobrek ve beyinde islev bozukluguna neden olmaktadir. Semptom

yelpazesi oldukga genistir ve etkilenen enzime bagh olarak degisiklik gostermektedir [1,2].

Glikojen depo hastaliklarmm bazi tiplerinde benzer klinik bulgular goriilse de genellikle
karaciger tutulumlu form, kas tutulumlu form ve ayrica jeneralize form olmak iizere {ig
grupta incelenmektedir. Glikojen depo hastaliklarinda smiflandirma ve numaralandirma,
enzimatik defektin tanimlandig1 kronolojiye goére romen rakamlaryla verilmistir. Ayrica

isimleri eksik enzim veya ilk tanimlayan ot6re gore de verilmektedir [7,8].
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Sekil 2.1. Glikojen depo hastalik tiplerinin glikogenolisis ve glikolizis yolaklarindaki gorev
aldiklar tepkime yerleri [2].

Glikoliz, glikozun enzimler yardimiyla piriivik asite kadar yikilmasi olayidir. Glikoliz, alt1
karbonlu sekerlerin, ADP'yi ATP'ye donistiirmek i¢in kullanilan enerjinin  serbest
birakilmasiyla, {i¢ karbonlu bilesiklere boliindiigii karbonhidratlarin katabolizmasinin
merkezi bir yolagidir. Glikoliz hem anaerobik hem de aerobik kosullar altinda ilerleyebilir.
Glikoliz, glikozu iki piriivat molekiiliine doniistiiren 10 agsamali bir yolak olup bunlardan ilk
besi hazirlik fazmni olusturur. Son bes basamak enerji kazancinin oldugu hizmet fazmni
olusturur. Glukozun C-6’daki hidroksil grubu fosforlanir ve D-glukoz 6- fosfat olusur. D-
glukoz 6-fosfat, D-fruktoz 6-fosfata ¢evrilir. D-fruktoz 6-fosfat C-1’de tekrar fosforlanarak

D-fruktoz 1,6-bifosfat olusur. Her iki fosforillenme i¢in fosforil grubu vericisi ATP’dir.



Fruktoz 1,6-bifosfat iki {ig-karbonlu molekiile; dihidroksiaseton fosfat ve gliseraldehit 3-

fosfata ayrilir. Dihidroksiaseton fosfat, ikinci bir gliseraldehit 3-fosfata doniisiir [9,10].

Son bes basamakta ise, gliseraldehit 3-fosfatin her bir molekiili oksitlenir ve 1,3-
bifosfogliserat olusturmak iizere inorganik fosfatla (ATP ile degil) fosforlanir. Bu arada iki
mol NADH olusur. Iki molekiil 1,3-bifosfogliserat 3-fosfogliserata doniisiirken 2 mol ATP
olusur. Iki molekiil 3-fosfogliserat 2-fosfo gliserata gevrilir. Iki molekiil 2-fosfogliseratdan
fosfoenolpiriivat olusur. Iki molekiil fosfoenolpiriivatdan fosfat ayrilarak piriivat olusur. Bu

arada 2 mol ATP olusur [9,10].

Glikolizdeki her tepkime, kendine ait bir enzim tarafindan katalize edilir. Bu enzimlerden
herhangi birinin yoklugu durumunda glikojenin glikoza pargalanmasi veya glikoz yolagi ile
enerji tiretiminde problemler meydana gelir. Her enzim defekti bir glikojen depo hastaligini
isaret etmektedir. Bu glikojen depo hastalig1 tipleri farkli veya ortak organ tutulumlar ile

kendini gostermektedir [9,10].

Tablo 2.1. Glikojen depo hastaliklari (GDH) Siniflamasi [2].

TiP HASTALIK GEN TUTULAN  ENZIM DEFEKTI
DOKU

0 GYS2 Karaciger Glikojen Sentetaz eksikligi

la Von G6PC

Gierke(1a) Karaciger, la: glukoz-6-fosfataz

Bobrek

Ib SLC37A4 Karaciger, Ib(non-a): glukoz-6-fosfat
Bobrek, translokaz (transporter)
16kosit

1 POMPE GAA Jenaralize tim Asit Alfa Glukozidaz
lizozomlarda

11 Cori-Forbes AGL Karaciger, Kas Glikojen debrans enzimi a-d

subtipleri
v Andersen GBE1l Karaciger Glikojen brans enzimi



\V McArdle PYGM Kas Kas glikojen fosoforilaz

VI Hers PYGL Karaciger Karaciger glikojen fosforilaz
VIl  Tarui PFKM Kas, Kas fosfofruktokinaz
Eritrositler
IX - HKA2 IXa: Fosforilaz kinaz (a2 subunit)
- PHKB Karaciger IXDb: Fosforilaz kinaz (§ subunit)
- PHKG2 velveya Kas  IXc: Fosforilaz kinaz (y subunit)
- PHKA1 IXd: Fosforilaz kinaz (al subunit)
X - PGAM2 Kas Kas fosfogliserat mutaz
X1 Fanconi- SLC2A2 Kas Glukoz transporter 2
Bickel
X1l - ALDOA Kas Aldolaz A
Xl - ENO3 Kas B-enolaz
X1V - PGM1 Kas Phosphoglukomutase 1 eksikligi
XV - GYG1 Kalp, Kas Glikogenin-1
Danon LAMP2 Kalp, Kas Lizozom ile iligkili membran
proteini 2
Lafora EPM2A Tim 2A: Laforin
NHLRC1  organlarda  2B: Malin
Poliglukozan
graniiller

Karacigeri etkileyen GDH’lar tip I, tip I11’iin hepatik formu, tip I'V, tip VI, tip IX un hepatik
formu ve tip 0’dir. GDH’1tip I, II1, VI ve IX ¢ocukluk ¢aginda benzer semptomlarla kendini
gostermektedir. Bu semptomlar hipoglisemi, ciddi hepatomegali ve biiyiime geriligidir. Tip
I bu formlar arasinda en agir prognoza sahiptir, c¢iinkii sadece glikojen yikimi degil,
glukoneogenez de bozulmustur. Tip III’de bircok hasta hepatopati, miyopati ve
kardiyomiyopati igeren bir sendrom ile belirti vermektedir. Tip I'V siit cocugu veya ¢cocukluk
doneminde karaciger yetmezligi, siroz ve ¢esitli karaciger hastaliklarina neden olmaktadir.
Tip 0 siit cocugu veya cocukluk déneminde hipoglisemisi ve ketozisle ayni zamanda sasirtici

olarak postprandiyal hiperglisemi ve laktik asit yiiksekligi ile belirti vermektedir [2,11].



Kasi etkileyen glikojen depo hastaliklarinin ana belirtileri kas gii¢siizliigli, egzersiz
intoleransi, rabdomiyoliz ataklar1 ve kardiyomiyopatidir. Insiilin glikojen sentezini
uyarirken, glukagon ve stres hormonlari glikogenolisis’i uyarmaktadir. Glikojen depo
hastaliklarmin tipine gore kas ve karaciger tutulumu birlikte goriilebilecegi gibi izole
tutulumla da ortaya ¢ikabilmektedir ve bobrek ya da norolojik tutulum gibi farkli sistem
tutulumlart da eslik edebilmektedir [2,13,14]. Kas glikojenazlart; tip V, VII, IX, X, XII,
XIII, XIve Tip 0 ‘dir. Tip V miyofosforilaz enzim defektiile kas tutulumuna yol acar. Klinik
tablo da Miyalji, egsersiz intolerans1 ve giigsiizlik goriilmektedir. Tip VII, Kas ve
eritrositlerde fosfofruktokinaz 1 eksikligi sonucu gozlenir ve klinik tabloda Tip V ile
benzerlik gostermektedir. Bu hastalarda biiyiime geriligi ve Hemolitik anemi gdzlenen
belirtilerdir. Tip IX de Karaciger, kas ve 16kositlerde fosforilaz kinaz aktivasyonunda azalma
ile hepatomegali gozlenir. Glut2 eksikligi ile gelisen tip XI’da gelisme geriligi, abdominal
distansiyon, hepatomegali, renomegali, Glukoz intoleransi, hipoglisemisi (hafif) ve
hiperlipidemi gozlenmektedir. Tip 0’da ise glikojen sentaz eksikligiyle, hipoglisemisi ve

ketozis ayrica postprandial laktik asidoz gelismektedir [2,12].

Glikojen depo hastaliklarmin jeneralize formu ise Pompe, Danon ve Lafora hastaliklarmn1
kapsamaktadir. Tip II asit maltaz eksizligi ile gelisen lizozomal glikojen birikimi ile
karakterize edilir. Genel semptomlari hepatomegali, miyopati ve kardiyomiyopati’dir.
Danon hastaligi, diger adiyla GDH tip II b veya psédopompe hastaligi X’e bagli dominant
kalitilir. Eksik enzim lizozomal membran proteini 2°dir. Hastaligin semptomlar1 genellikle
10 yas civari baslamaktadir. Bu hastalarda kardiyak ve kas tutulumu gozlenir. Bazi
hastalarda mental retardasyon goriilebilmektedir. Hastaligin spesifik bir tedavisi yoktur.
Lafora hastaligi, miyoklonik epilepsi ve demansla karakterize edilmektedir. Ergenlik
donemlerinde baslar ve hizli progresif bir seyirle 20-30 yas 6ncesi 6liimle sonuglanmaktadir

[2,12]

Glikojen depo hastaliklarmimn tanisinda, klinik bulgular ve yakinmalarin disinda laboratuvar
bulgulari, etkilenen dokulardan alman biyopsi Orneklerinde anormal formda glikojen
depolanmasinin gosterilmesi uygulanan yontemlerdendir. En 6nemlisi ise enzim tayinidir ve

eger miimkiinse prenatal tani olanagi da saglayabilen mutasyon analizidir [15].



Glikojenin glikoza parcalanmasimda gorevli olan asit alfa glukozidaz enziminin kodlandig
GAA genindeki patojenik mutasyonlar glikojen depo tip II (Pompe) hastaligina yol agar.
Lizozomal bir enzim olan asit alfa glukozidazin eksikligi hastaliga sahip bireylerin yasamini

oldukca zorlastirmaktadir.

2.1.1. Glikojen Depo Tip II — Pompe Hastahg:

Pompe hastaligi, lizozomal enzim asit-o-glukosidaz (GAA) eksikliginin neden oldugu,
yaygm olarak kalpte, iskelette ve diiz kasta lizozomal glikojen birikimine yol agan otozomal
resesif bir hastaliktir. Otozomal resesif gegisli bu hastalikta mutasyon tasiyicisi olan

bireylerin ¢cocuklarinin %25 ihtimal ile Pompe hastasi olmasi s6z konusudur.

Otozomal Resesif
Genetik caprazlama
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Baba Anne
] [~
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}

am a [ e l l |
Normal Taswyct T Hasta
ogul Kz Saur Kiz

Sekil 2.2. Genetik ¢aprazlama [16].

IIk olarak Johannes Casianus Pompe tarafindan 1932 yilinda tanimlanan ve adini alan
hastalik, etkilenen bireylerin dokusunda c¢ok sayida lizozomal glikojen birikimi ile
karakterize edilmektedir (Sekil-3) [17]. Kaslardaki zayiflik ve hipotoninin varhigi sebebiyle
noromiiskiiler hastalik veya metabolik miyopati olarak da adlandiriimaktadir [3].



Kas lifleri butunu

Iskelet Miyofibrils Glikojen
kas - :

L/

Lizozom Lizozomal depolama

Normal Kas Lifi (hiicre) Etkilenmis Kas Lifi (Hiicreleri)

Sekil 2.3. Saglikli ve hasta bireyde Iskelet kasi karsilastirmast [18].

2.1.1.1. Klinik Belirtiler

Klinik durum ve hastaligin ciddiyeti birincil olarak GAA enzim aktivitesinin miktari ile
belirlenir ve klinik bulgular1 ciddi diizeyde olan hastalarda genellikle saptanabilir bir enzim

aktivitesi gozlenmemektedir [17].

Pompe hastaligi, baslangic yasi, hastali§in ilerleme hizi ve organ tutulumunun boyutuna
gore degisen klinik spektrum da kendini gésteren bir hastaliktir. Lizozomal glikojen, iskelet,
kalp ve diiz kas olmak iizere birgok dokuda birikmektedir [3]. Pompe hastaligi genellikle
baslangi¢ yasma gore yasamin ilk aylarinda ortaya ¢ikan klasik infantil (IOPD-siit cocugu
formu), klasik olmayan infantil ve ilerleyen yaslar da ortaya ¢ikan gec baslangigch (LOPD)
olmak {izere ii¢ sekilde smiflandirilir [4,5].

Genel olarak Pompe tanili hastalarda; bas ve boyun bdlgesinde biiylime, isitme kaybi,
makroglosi ve kardiyovaskiiler sistemde kardiyomegali goriilmektedir. EKG’de P-R
araliginda kisalma, QRS komplekslerinde genisleme, Wolf-Parkinson-White Sendromu ve
serebral arter anevrizmasi goriilmektedir. Solunum sisteminde kas giicsiizliigiine bagh

solunum giicliigii ve dispne, solunum yolu enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Kaburgalar,
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gogiis kafesi, kopriicik kemikleri ve kiirek kemiklerini kapsayan gogilis bolgesinde
diyafragmatik paralizi olusabilmektedir. Karin bolgesinde karaciger biiylimesi
(hepatomegali) ve dalak biiyiimesi (splenomegali) de gozlenen semptomlar arasindadir
[1,19,20]. Kas ve yumusak dokularda giigsiizliik, proksimal kas giigsiizligi, EMG’de
miyopatik patern ve kaslarda sertlesme meydana gelmektedir. Norolojik olarak merkezi sinir
sisteminde hipotoni, anormal beyin miyelinizasyonu ve periferal sinir sistemi kaynakl
olarak derin tendon reflesklerinin kaybi goriilmektedir. Laboratuvar testlerinde, serum
kreatin kinazda (CK), AST ve LDH de yiikselis goriilmektedir [19].

Pompe hastaligin da gozlenen organa 6zgili tutulumun nedeni, genellikle “genetik arka plan”
olarak adlandirlan yaklasik 25.000 genin bazilarinin farkl, hiicre tipine 6zgii ifadesinde
aranmaktadir. Pompe  hastaliginda, lizozomal glikojen depolanmasma  bagh
kardiyomiyopatinin neredeyse hic GAA aktivitesi olmayan vakalar da ortaya ciktig1 one
stiriilmektedir [1,20,21].

Pompe hastaliginda solunum tutulumu, diger kalitsal néromtiskiiler hastaliklardan, 6zellikle
Duchenne kas distrofisinden farklidir. Pompe hastalifinda, solunum yetmezliginin ortaya
ciktig1 diger miiskiiler hastaliklarin aksine, solunum semptomlart hastaligin ilk klinik
belirtilerinden biri olabilir ve hastalar hala yiiriimelerine ragmen solunum giicliigii
gosterebilirler [17,22].

2.1.1.1.1. Klasik infantil Baslangich Pompe-IOPD

Klasik infantil baglangi¢clhh formda, dogumdanbirkac ay sonra semptomlar gériilmeye baslar.
Hasta bebekler tipik olarak kas gli¢siizliigli (miyopati), hipotoni, hepatomegali ve
kardiyomegeli ile karakterize edilmektedir. IOPD’de, bebekler dogumdan itibaren oldukga
zayif bir kas sistemine sahiptirler ve bu durum, basmi dik tutamamalari, saga-sola
donememeleri ve emmede glicliik ¢cekmeleri ile karakterizedir. Nefes darlig1 yasarlar ve
solunum yolu enfeksiyonlarina karsi oldukg¢a hassastirlar. Ayrica IOPD de genellikle dil,
kalp ve karacigerde de biiylime goriilmektedir [22]. Etkilenen bebeklerin kilo alimi yavastir
ve beklenen hizda biiyliyemezler. Hastalik hizl ilerler ve bu nedenle yasamin ilk yilin da

kalp-solunum yetmezligine bagh 6liim ile sonug¢lanmaktadir [1,3,17,23].



Hypotonia
(decreased
muscle tone)

Sekil 2.4. Infantil baslangighh Pompe de hipotoni [24].

2.1.1.1.2. Klasik Olmayan Infantil Baslangich Pompe

Hastalik siklikla bir yas civarinda ortaya ¢ikmaktadir. Motor becerilerde gecikme (oturma
ve yuvarlanma gibi) ve ilerleyici kas gii¢siizliigi ile karakterizedir. Beraberinde
kardiyomegali gozlense de genellikle kalp yetmezligi goriilmemektedir. Bu hastaliktaki kas
giicsiizliigii ciddi solunum problemlerine yol agmakta ve hastalarin ¢cogu erken cocukluk

dénemine kadar yasayabilmektedir [23].

2.1.1.1.3. Ge¢ Baslangich Pompe-LOPD

Geg baslangich form (LOPD), ¢ocukluk, genclik ve yetiskinlik donemlerinin herhangi
birinde ortaya cikan ve tipik olarak siddetli kardiyomiyopati icermeyen heterojen gruptur.
Hastaligin prognozu, genellikle infantil baslangich formlardan daha yavas ve ilimhdir.
LOPD, agirlikh olarak iskelet kasini tutan ve yasamin ikinci veya altinci dekadna kadar
ortaya ¢ikabilen, yavas ilerleyen bir miyopati ile karakterize edilmektedir [3,25]. LOPD de,
hareket ve solunum ile ilgili problemler daha yavas gelismektedir. Ayrica gocuklarda bazen

motor gelisiminde gecikme olabilmektedir. Eriskinlerde ilk sikayetler genellikle bacaklarda
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ve kalgalarda kas giligsiizligli olmaktadir. Bacak ve kalcalardaki giigsiizlilk hastalarda
ylriime bozukluguna, kas ve sirt agris1 ¢cekmesine ve siklikla diigmeye neden olmaktadir.
LOPD’ye sahip c¢ocuklarda ve ergenlik donemindeki hastalarda omurga egri
bliyiiyebilmektedir. Hastalar hareket etmekte ve merdiven ¢ikmakta giicliik ¢ekerler ve
gittikce artan kas giigsiizliigii nedeniyle tekerlekli sandalyeye ve solunum destegine ihtiyag
duymaktadirlar [1,17,22].

2.1.1.1. Hastahigin Prevalansi

Pompe hastaligim prevalansinin cografi ve etnik kokenlere bagl olarak 40.000°de bir ile
600.000°de bir arasinda degistigi tahmin edilmektedir. Vakalarm yaklasik 3/4'it LOPD ve
1/4'i IOPD'dir. Pompe hastaliginin diinyadaki tahmini insidansi ise 40.000 dogumda bir
vaka veya bir milyon dogumda 25 oldugu tahmin edilmektedir. California'dan yenidogan
taramas1 (NBS) 1/25.200 dogum prevalansi gostermistir [26]. Illinois, Pennsylvania ve
Missouri'deki NBS, sirastyla 1/23.596, 1/16.095 ve 1/10.152 insidans gostermistir
[27,28,29]. Japonya'da NBS verilerinin analizi, 2013'ten 2020'ye kadar ~ 1/37.000 genel
insidans gostermistir [30]. Tayvan'dan yapilan arastirmalar, dogum yaygmnlik oranlarini

LOPD i¢in 1/26.466 veya 1/20.114 ve IOPD igin 1/67.047 olarak gostermistir [31,32].

Hastaligin Tiirkiye’deki insidansi tam olarak bilinmemektedir. Ancak otozomal resesif gegis
ile kusaktan kusaga aktarimda etkisi biiyiilk olan akraba evliliklerinin yasadigimiz
cografyada yaygin olmasi sebebi ile Pompe hastaliginin iilkemizde, yiiksek prevalansda

olabilecegi diistiniilmektedir.

2.1.1.2. Enzimin Gérevi ve Isleyisi

Pompe hastaligindan sorumlu olan Asit Alfa-1,4-Glukozidaz (Asit Maltaz) enzimi,
kromozom 17 iizerinde bulunan GAA geni tarafindan kodlanmaktadir. Bu enzim
lizozomlarda aktiftirve hiicrelerde geri doniisiim merkezi gibi gorev yapan yapilardir. Enzim
normalde glikojeni glikoza parcalar ve glikoz ¢ogu hiicrenin ana enerji kaynagidir. GAA
genindeki mutasyonlar glikojeni etkili bir sekilde parcalayan asit alfa glikosidazin
olusturulmasmi engeller. Lizozomal bir enzim olan ve glikojenin 1,4 ve 1,6 alfa glikozidik

baglarmi aywrarak serbest glikoza doniistimiin de gorevli asit alfa-1,4-glukozidaz enziminin
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defekti hiicre icerisinde asiri glikojen birikimine yol agmaktadir [4,5,23]. Bu birikim

ozellikle kas sistemi ile iligkili organlar ve dokulara zarar vermektedir [33].

2.1.1.3. Hastahi@in Genetik Mekanizmasi

Lizozomal sistemin ana islevi hiicre ve doku birlesenlerinin yenilenmesidir. GAA, diger
lizozomal genler gibi her hiicre tipide ifade edilen tipik bir temizlik genidir [3]. Genom da
17925.2-925.3’te lokalize olan bu gen Asit alfa-1,4-glukozidaz enzimini kodlar. Asit alfa-
1,4-glukozidaz, glikojenin 1,4 ve 1,6 alfa glikozidik baglarini ayirarak serbest glikoza
dondstiirir. GAA genindeki bir dizi varyasyonu, hatali transkripsiyon tiriinii (MRNA) ile
sonuglanir. Bu baz degisimleri sonucu olusan enzim eksikli§i veya hatali enzim, lizozomal
glikojenin depolanmasina, lizozomal fonksiyon kaybma ve hiicre-doku hasarma yol

acabilmektedir [3,22,23].

Normal cell Pompe affected cell

Glycogen

Sekil 2.5. Hiicre i¢i glikojen birikimi [34].

GAA geni, 20 ekzondan olusur vel9 kodlama ekzonu igerir; ilk amino asit ekzon 2'de ve
son amino asit ekzon 20°de kodlanmaktadir [21]. Enzimin varligi ve etkinligi, mutasyonun
yeri ve cesitliligine gore farkliik gostermektedir. Protein kodlayan 20 ekzondan olusan
gende missense, nonsense, splice bolge mutasyonu ve delesyonlar olmak tizere 450°den fazla

mutasyon tanimlanmus olup, en sik ¢.-32-13T> G mutasyonu bildirilmistir [35,36].

Hiicre hasarinin birincil sebepleri lizozomal yirtilma ve otofajidir. 1970 yilinda Engel,

Pompe hastalarmim otofajik fonksiyonunda anormallik oldugunu gostermistir [37]. Otofaji,
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yanlis katlanmis veya kiimelenmis proteinlerin  yikiminda, hasarli organellerin
temizlenmesinde ve hiicre igi patojenlerin ortadan kaldirilmasinda oOnemli bir rol
oynamaktadir. [38]. Hiicrede organellerin veya bilesenlerin yikimi lizozomlar araciligi ile
gerceklesmektedir. Materyalin pargalanma veya geri doniisiim i¢in lizozomlara nasil
verildigine bagh olarak {i¢ otofaji alt c¢esidi tanimlanmustir. Makrootofajide, kargo ¢ift
membranh bir yap1 ("otofagozom") i¢inde tutulur ve daha sonra lizozomlarla birlesir.
Mikrootofajide, kargo lizozomal zarm yayilmasiyla (invajinasyonla) yutulur. Saperon aracilt

otofajide ise maddeler, 1s1 soku kognat proteinler tarafindan lizozomlara verilir.

Otofaj, lipid ¢ift tabakasindan tiiretilen ve bir fagofor olarak da bilinen izolasyon membrani
ile baglamaktadir. Bu fagofor, protein birikimleri ve hasarli organeller gibi hiicre ici
kargolar1 yutmak igin genisler ve boylece kargoyu ¢ift membranh bir otofagozomun igine
alir. Kargoyu i¢ine almig otofagozom, lizozom ile birleserek (fiizyon) otofagozomal icerigin
lizozomal asit proteazlar tarafindan yikilmasmi saglamaktadir. Otofajinin bozulmas1 sonucu,
glikojen birikmesinden genisleyen lizozomlar ve bu lizozomlarin pargalanarak iceriklerinin

sarkoplazmaya dokiilmesiyle birlikte kasta islev bozukluguna ve yaralanmaya neden

olabilmektedir [38].

Pompe hastaliginda, lizozomal glikojen depolanmasina bagh kardiyomiyopatinin neredeyse
hic GAA aktivitesi olmayan vakalarda ortaya ¢iktig1 One siiriilmektedir. IOPD (klasik
infantil pompe) hastalarinda genellikle saptanabilir bir enzim aktivitesi yoktur ve bu durum
kardiyomiyopatinin gelisimi ile dogrudan iligkilidir. LOPD (ge¢ baslangichh Pompe)’de ise

diisiik veya hatali bir enzim aktivitesi soz konusudur [17,22,39].

2.1.1.4. Mutasyon cesitliligi

Pompe hastaligin da genis bir varyasyon cesitliligi s6z konusudur. Var olan varyasyonun
yeri ve heterojenitesi hastaligin klinik seyrini de degistirmektedir. Avrupa ve Kuzey
Amerika'nin yanmi sira kiiresel olarak diinya genelinde bildirilen en yaygm patojenik
mutasyon c.-32-13C>T’dir. Cin’de en sik goriilen GAA patojenik varyant, c.1935C>A
(p.Asp 645Glu)’dir. ¢.1935C>A varyanti, kiiresel olarak en yaygm ikinci ve Asya-Pasifik'te
en yaygimn patojenik varyanttir. ¢.2560C>T varyant1 hem Kuzey Amerika hem de Latin
Amerika'da en sik goriilen ve Avrupa'da en yaygin bes patojenik varyant arasinda yer

almaktadir [40,41].
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2.1.1.5. Hastahgin Teshisi

Pompe hastaliginin teshisi, ek testlerin sonuclariyla birlikte kas giicsiizliigii sikayetleri
temelinde koyulmaktadir. Belirtiler SMA, Becker muskiiler distrofi, Duchenne muskiiler
distrofi, polimiyozit ve ekstremite-kemer muskiiler distrofi gibi diger kas hastaliklarmin
semptomlarma benzediginden bazen teshis konmasi biraz zaman alabilmektedir. Teshis i¢in
belirleyici olan kan testleri, DNA testleri ve muhtemelen bir deri biyopsisi veya kas
biyopsisidir. Kan testi ile asit alfa-glukozidaz’in enzim aktivitesini Olgiilebilmektedir.
Kiiltiirlenmis deri hiicrelerinde (fibroblastlar), asit alfa-glukozidazin enzim aktivitesi
Olgiilebilmektedir. Kas dokusundaki glikojen birikimini saptamak icin kas biyopsisi
yapilmaktadir. Kas biyopsisinde lokal anestezi altinda kas dokusundan parga alinir ve
mikroskop altinda incelenir. Ancak kas biyopsisi uygulama zorlugu ve bebekten almanin
giicliigii diistiniildiigiinde ¢ok tercih edilmemektedir, onun yerine DNA testi ile, GAA
genindeki hastaliga neden olan varyasyonlar belirlenebilmekte ve kesin tam
koyulabilmektedir [20,22,42].

Pompe hastaliginin teshisi ile ilgili diger bir biiyiikk zorluk GAA yalanci eksikligidir.
Testlerde diisiik enzim aktivitesi olarak ortaya ¢ikmakta ancak herhangi bir klinik etkisi
goriilmemekte ve hastalifa yol agmamaktadir. Bu yalanci eksiklik alleli (c.1726A; 2065A),
Pompe hastaligindan daha yaygin goriinmektedir. Bu sebeple enzim tahlillerini tek basina

kullanmak, ilk tarama adimlarinda birgok yanlis pozitife yol agabilmektedir [43].

2.1.1.6. Hastahgin Tedavisi

Tedavi, destek amaclh olup solunum destegi, yiiksek oranda karbonhidrat iceren diyetler ve
aerobik egzersizleri kapsamaktadir. Pompe hastaliginda, hastaligi modifiye edici tedavilere
ek olarak, bu durumun genel yonetimi, 6zellikle LOPD'de, tercihen fizik tedavi, konusma
terapisi dahil olmak iizere yardimci saglik uzmanlarindan olusan bir ekibe izin veren
multidisipliner bir klinik aracihigiyla semptomatik yonetim ve komplikasyonlar icin
kapsamli bir ¢alisma gerektirmektedir. Solunum tedavisi, diyetisyenler ve genetik
danmigmanlar, hasta bakimmin tiim yonlerinin ele alinmasini saglar. Ek olarak, noroloji,
genetik, gdgiis hastaliklari, gastroenteroloji ve kardiyoloji gibi farkli tibbi ekipler arasindaki

koordinasyon ve iletisim, uygun yonetim i¢in ¢ok dnemli olabilir [44].
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Pompe hastaliginin tek etkili tedavisi, hastalarin yasamlar1 boyunca ihtiya¢ duyduklan
Myozyme ilaci ile enzim replasman tedavisidir (ERT). Enzim replasman tedavisi (ERT),
insan rekombinant GAA'st (thGAA) olarak damar yoluna uygulanir. ERT, 1970'lerin
baglarinda Pompe hastaliginda ilk olarak IOPD i¢in ¢alisilmistir [44,45]. 2006'da IOPD igin
yapilan randomize kontrollii bir ¢calisma, nihayetinde tiim Pompe hastaligi formlar igin
thGAA'nin [44] FDA tarafindan onaylanmustir. 2006'daki ¢alisma IOPD'de yapildi ve
ERT'nin hastalarda genel sagkalimi ve ventilatorsiiz sagkalimi iyilestirdigi goriilmiistiir [46].
Tedavi, nispeten hastaligin semptomlarini durdurur ve fiziksel durumu iyilestirir. Hastaligin
klasik formuna (IOPD) sahip ¢ocuklarda, hayatta kalma {izerinde de ¢ok net bir etkisi s6z
konusudur. Bu durum erken tam1 ve tedaviyle kalp fonksiyonundaki iyilesmeden
kaynaklanmaktadir. Ancak tedavi, hasta kliniklerinde net bir iyilesme saglayamamakta ve

hastaligin prognozu iizerine yeterli etkisi bulunmamaktadir [22,42].

Yerine koyma tedavisinin hasta klinikleri iizerinde yeteri kadar basar1 saglanamamasi yeni
tedavi arayisi veya var olan tedaviyi gelistirici ¢alismalara yol agmaktadir. Calisilan veya 6n

goriilen bir¢ok alternatif tedavi diisiincesi ¢izelge 2’de siralanmustir.

Tablo 2.2. Pompe hastaliginda yiiriirliikkte olan veya diistiniilen giincel tedavi stratejileri [46].

1. Enzim replasman tedavisi (ERT) ve enzim gelistirme yoluyla enzim ikmali

a. BisM6P zenginlestirme

I. Sentetik baglayicillarin kimyasal konjugasyonu yoluyla

ii. CHO hiicresinden tiiretilmis M6P ve bis-M6P kisimlar1 ile
rhGAA'nin klonal se¢cimi yoluyla

b. IGF-2 reseptorii ile ilgili GILT etiketleme

c. CD63 ve ITGA7 kullanilarak kasa monoklonal antikor yonlendirmeli giris
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2. Kiiciik molekiillii enzim stabilizatorii ile dolasimdaki rhGAA inaktivasyonunu

en aza indirme

3. Endojen GAA'nin iiretimi i¢in tam uzunluktaki genin viral dagitim yoluyla

iletilmesi

a. Karaciger yaklasimi

b. Kas yaklasinm

c. Intratekal veya intraventrikiiler yaklasim

4. GILT etiketli GAA enzimini ifade etmek icin lentiviral bir yaklasimla
hematopoietik (CD34 +) kok hiicrelerin (HSC'ler) ex-vivo genetik modifikasyonu

5. IVS birlestirme varyantim iyilestirmek icin antisens yaklasim

6. Substrat Azaltma tedavisi (SRT)

a. Small molecule approach

b. Antisense approach

Gen tedavisi, Pompe hastalig1 i¢in ufukta gorlinen bir tedavi yontemidir. Endojen olarak
enzimi lretecek olan transgenin aktarim ile, iki haftada bir kronik ERT tedavisi ihtiyacini
ortadan kaldiracagi tahmin edilmektedir. Gen terapilerinin ¢ogu, transgeni tasityan entegre
olmayan bir vektorlin tek seferlik iletimi ig¢in adeno iliskili virlis vektorlerini (AAV)
kullanmakta olup bir grup otolog hematopoetik kok hiicrelerin lentiviris glidimli

diizenlemesini igermektedir [47].
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3. GEREC VE YONTEM

Akdeniz Universitesi Noroloji poliklinigine bagvuran ve calismay1 kabul eden Pompe 6n

tanili dokuz hastadan imzalanmis onam formu ve K3-EDTA’l tiiplere 10 ml periferal kan

ornegi almmustir. Cocuk Norolojide tedavi goren 2 kardes Juvenil form Pompe hastasi

ebeveynlerinin katilmak istememesi sebebiyle calismaya dahil edilmemistir. Alman kan

orneklerinden DNA izolasyonu sonrasinda primer tasarmmi ve Sanger sekanslama

yapilmustir.

3.1. Enzimatik Yontem ile Manuel gDNA izolasyonu

1.

10.

11.

12.

10 mI’lik EDTA’]1 tiipe alinan hasta kanlar1 50 mI’lik falkon’lara aktarildi.
10 ml kan i¢in her falkona 30 ml liziz tamponu eklendi.

Vortexlendi.

15 dakika -20 °C’ de inkiibe edildi.

Tekrar vortexlendi.

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

Santrifiij sonrasi siipernatant atildi, pellet homojenize edildi.

25 ml liziz tamponu eklenip tekrar vortexlendi.

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

Stipernatant atildi, pellet homojenize edildi.

Sirastyla; 9,4 ml WBL, 100 ul Proteinaz K(10mg/ml) ve en son 500 pl %10 SDS
eklendi.

Iki faz haline gelen karigim alt iist edilerek yavasca karistirildu.
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Falkonlarin agz1 parafin ile kapatildiktan sonra, 37 °C’ de etiivde O/N (bir gece)
inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi karisima 3,70 ml 9,5M Amac (amonyum asetat) eklendi.

Iki faz olusumu gozlenir, el ile vurarak beyaz kopiik olusana kadar karistirildi (bu
asamada kesinlikle vortex yapilmaz).

5000 rpm’de 25 °C’ de 30 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant yeni bir falkona alindi ve pellet atildi.

Uzerine 1:2 oraninda % 96 (absolute) soguk EtOH eklendi ve alt-iist edilerek yavasca
kanstirildi (bu asamada DNA goriiniir hale geldi, gelmeyen falkon -20 °C’ de 30dk
bekletildi).

Gortiniir haldeki DNA, icinde %70’ lik soguk EtOH bulunan ependorfa alind1.
13000 rpm’ de RT’ da 10 dk santrifiij edildi.

Ependorf bas asag1 edilerek alkol dokiildii,dipte kalan alkol pellete yaklagsmadan
pipetle uzaklastirildi.

37°C’ de etiivde agz1 agik halde 5 dakika kurutuldu.
200 pl dH20 (distile su) ile ¢oziildii.
Nanodrop cihazi ile yogunluklar1 6l¢iildii.

Ependorf’larm parafinle sarild1 ve -20 °C’ de muhafaza edildi.
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3.1.1. DNA izolasyonunda Kullanilan Soliisyonlar ve Hazirlanist

1. 4M NACI
23,4 NACI tartilir ve tizerine 100 ml'ye kadar distile su eklenir.

2. EDTA-PHS8
18,60 gram EDTA {izerine 300 ml distile su eklenir ve ¢ozlinmesi i¢in tablet NAOH
kullanihir

3. Liziz Tamponu
2 litrelik cam kavanoza 16,56 gram amonyum klorit koyulur. Uzerine 2 gram
potasyum bikarbonat ilave edilir. Sonrasinda 0,5 M 8 ml EDTA (PH:8) eklenir. Bu
karisim 2 litreye kadar distile su ile tamamlanir. Sisenin agzi parafin ile sarilir ve
otoklavlanir.

4. WBL
25 ml NACI iizerine 50 ml EDTA eklenir ve bu karisim 925 ml'ye distile su ile
tamamlanr.

5. Amonyum Asetat
36,613 gram Amonyum Asetat tartilir ve ilizeri 50 ml'ye kadar distile su ile
tamamlanir.

6. 10X TBE
216 gram Tribase, 110 gram Borik asit ve 18,6 gram EDTA tartilir. Hazirlanan
karigim distile su ile 2 litreye tamamlanir.

3.2.Primer Dizayn

Toplamda 19 kodlama ekzonundan olusan GAA geni igin forward ve reverse olmak iizere
32 primer tasarlanmistir. Primer tasarimi i¢in NCBI (National Center for Biotechnlogy
Information)’ dan yararlanilmistir. Tasarlanan primerlerden; 2. 3. 4.5.9.12. 13. 16. 17. 18.
19. 20. ekzonlar ayn olarak, 6-7, 7-8, 10-11, 14-15. ekzonlar birlikte galisilmustur.

3.1.1. Primerler

Primer Ad1 Primer Dizisi 5 — 3
1 GAA_EX2F CAGCCGCGGTTGATGTCTC
2 GAA_EXZ2R GCC ATTGTC TGC TCA CACCTC
3 GAA_EXS3F TGA AAAGGT GGG TCA GGTAGAG
4 GAA_EX3R GGC AAATCC AAG TGC TGT CG

19



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

GAA_EX4F
GAA_EX4R
GAA_EX5F
GAA_EX5R
GAA_EX6&TF
GAA_EX6&TR
GAA_EX7&8F
GAA_EX7&8R
GAA_EX9F
GAA_EX9R
GAA_EX10&11F
GAA_EX10&11R
GAA_EX12F
GAA_EX12R
GAA_EX13F
GAA_EX13R
GAA_EX14&15F
GAA_EX14&15R
GAA_EX16F
GAA_EX16R
GAA_EXI17F
GAA_EXI17R
GAA_EX18F

GAA_EX18R

GGTGCG CCTCTTCTG ATATG

TTA GCA GGA ACACCCCGTG

TTT GCG GAC CAG TTC CTT CAG

CGG AAA GAT ATG TGG TGC CAG

GCT GGC ACC ACATATCTTTCC

CGATCATCATGTAGCGCCG

GTA CCT GGA CGTTGT GGG TA

ACA GAA CCCTGAGTAGCACC

GCA GGA GTG GAAACACAGACTT

GGG CCATTIC CTT GTA GGA GC

GGG TGACCCCTCGTTTTICC

TAG GTC TCCGCTGCATGG T

AGA TGATTACCC AGG TTC CCG

AGC GGG AGA TCA CAA ATG GG

CACCAG TTTCTC TCC ACACACTA

GTT CCG CAT GAA GGG GTA GA

CCC ATTTGT GATCTC CCG CT

CTC CTC GTG TGT ACT ACG GC

ACC GGA GGA TAA GTG AGC GA

TTG AGG ATT CTG GGC CGTG

CGTATG TGT TGA GTC CCG GC

GAT AAC CTA CAC TGC GGG GG

CCC CGC AGT GTA GGT TAT CAA

TGT GTA CAC GAA AGG GCA GAG
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29 GAA_EX19F GGA GCTGTT CTG GGA CGA TG
30 GAA_EX19R CGG CTC AGA GGTCGTCATTG
31 GAA_EX20F ACA ATG ACG ACC TCT GAG CC
32 GAA_EX20R CTC TCC TAG ACA CGTTGG GG
3.3.PCR

3.3.1. Sequline Toucdown-PCR

1. 1lk olarak bir PCR mix hazirland1

1.1. PCR Mix
1X
2x Master Mix 5ul
PCR PCR Optimizer 1l
MixX
dH20 1l

2. Mix hazirlandiktan sonra ¢alisilan 6rnek sayisi kadar per tiipline 7 ul’den dagitild..

3. Sonrasinda primerleri ayni tiipe (F ve R) 1’er ul dagitild1.

4. Her tiipe 1 pl diliie DNA eklendi. (Yogunlugu 350-400 ng olan DNA 1/10 oraninda
distile su ile diliie edilmistir)

5. Ardindan altta belirtilen kosullarda PCR cihazma yiiklendi. (Total 10 ul)
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Evre Sicaklik Zaman Dongii

1 95°C 2 dakika 1
95°C 30 saniye

2 70°C 1 dakika 20
72°C 50 saniye
95°C 20 saniye

3 55°C 30 saniye 20
72°C 25 aniye

4 72 7 dakika 1

5 4°C e 1

3.3.2. Jel Elektroforezi

PCR o6rneklerinin amplifikasyon’unu teyit etmek icin jel elektroforezi yapildi.

1

2

Bir cam beher igerisine 100 pl 1 x TBE Buffer (Tris Borate-EDTA) koyuldu.

Uzerine 3 gram toz agaroz eklendi.

Y aklasik 4 dakika (karisim berrak bir hal alana kadar) mikro dalgada eritildi.

Karigima 10 pl EtBR (Etidyum Bromiir) eklendi.

Tanka dokiilda ve 40 dakika donmast beklendi.

Donan jel lizerine; 1 pl Bromophenol blue boya ve 2 ul PCR iiriinii karigtirilarak

yiiklendi.

120 volt da 12 dakika yiiriitiildii.

Ornek gériintiileme cihazinda analiz edildi.
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3.3.3. Exosap -PCR

1. PCR omeklerine tiip degisikligi yapilmadan 1,5 pl exosap eklendi (her 6rnekte pipet

ucu degistirilir).

2. Spin ve vorteks yapilip PCR cihazina yiiklendi.

EVRE SICAKLIK ZAMAN DONGU
1 37°C 30 dakika 1
2 85°C 15 dakika 1
3 40C 00 1

3.4. Sanger Sekanslama

3.4.1. Bigdye-PCR

1. Buasama da her tiip F ve R olmak {izere ikiye ayrild1 (Her ekzon i¢in F ve R olmak

tizere 2 PCR tiipii hazirlanir).

2. Master mix hazirland1 ve 6 pl’den tiiplere dagitildi.

1X

dH20 3ul
MASTER 5x Terminator Buffer 2ul
MiX

Terminatér Mix 1l
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3. Primerler 2 plI’den tiiplere dagitildi (her tiipte farkh pipet ucu kullanilir).

4. Exosap’dan ¢ikan PCR firiinleri 2 pl’den her tiipe ayr ayn dagitild.

5. Vorteks ve spin yapilip PCR cihazina yiiklendi.

EVRE SICAKLIK ZAMAN DONGU
1 96 1 Dakika 1
96°C 10 Saniye
2 50°C 5 Saniye 25
60°C 4 Dakika
3 4°C © 1
3.4.2. Piirifikasyon
1. Bigdye’dan ¢ikan {irlinler strip tiiplere alind.

10 pl Clean-DTR (EYS CDTR-0005) eklendi.

42 ul % 85’lik etanol eklendi.

Pipetaj yapilarak homojenize edildi ve 1 dakika beklendi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Strip tlipleri manyetik rak iizerine alind1 ve 2 dakika bekletildi.

Manyetik rak iizerinde pellet’e zarar vermeden siipernatant (alkol) ¢ekilip atild.

Pelletin {izerine 95 pul %85°lik etanol eklendi.

Manyetik rak iizerinde 7 tekrar sag-sol yaparak yikama yapildi.

15 saniye rak {lizerinde beklettikten sonra alkolii ¢ekip atild1.

Tekrar 95 pl %85°1ik etanol eklendi.

Manyetik rak iizerinde 7 tekrar sag-sol yaparak yikama yapild1.

15 saniye rak tlizerinde beklettikten sonra alkolii ¢ekip atild1.

Dipte kalan alkol 10’luk pipet ile temizlendi.

Manyetik stanttan alinip her kuyucuga 35 pul dH20 eklenip pipetaj yapildi.

Oda 1sisinda 5 dakika bekletildi.

Manyetik stant’a alinip 3 dakika bekletildi.

Manyetik stant iizerinde siipernatant, multichannel ile MicroAmp 96 kuyucuklu

optik plaklara (Applied Biosystems) 35 pl’den aktarildi.

Optik plak, 16 kapillerli ABI3130xL Genetik Analyzer cihazina tanitildi ve kapiller
elektroforez islemi baslatild1.
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Cihazin Modeli Yiiriitm Kullanila Kapille Yiiriitiile
e n Polimer r n
tampon Program
u
ABI3130xLGenetikAnalyz EDTA Pop7TM 36 cm Rapidseq3
er 6 Sekans
Analizi

Alman sekans sonuglari, Chromas Lite 2.5 programmda goriintiilendi ve degerlendirildi.
NCBI (National Center For Biotechnology Infomation) veri tabani baz alinarak blast ve
analiz iglemleri yapildi. Bulunan varyasyonlarm patojenite durumlari ClinGen, Clinvar,
Varsome, Fraklin, Ensembl, dpSNP ve OMIM de incelendi, ACMG kriterleri de géz 6niine

alinarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Arastirmada, GAA gen mutasyonlar1 sonucu asit-o-glukosidaz enzim eksikligine bagh
gelisen Pompe 6n tanili 9 hastada Sanger sekanslama yapimistir. Calismaya mutasyon
analizleri ile tan1 aninda ve hastaligin takibi siiresince kaydedilen cinsiyet, yas, aile

Oykiisii, Biyokimyasal testler (CK, AST, ALT, LDH) ve klinik bulgular dahil edilmistir.

4.1.Jel Elektroforez Sonuclari

PCR agamasi siiresince DNA’nin dogru bir sekilde ¢cogalip ¢ogalmadigmi kontrol etmek
amaci ile agaroz jel elektroforezi yapilmisti. ~ Hastalarda 19 ekzon calisilmis ve
toplamda forward ve reverse olmak iizere 32 primer kullanilmistir. Calisilan bu 19
ekzondan ekzon-6&7, 7&8, 10&11 ve 14&15 beraber calisilmis ve her biri i¢in tek
primer kullanmilmusti. Sekil 1 ve sekil 2 de bazi hastalarin jel elektroforez sonuglari

gosterilmistir.

Marker, Negatif K-2,Ex-2,Negatif K-3,EX-3,Negatif K-4,EX-4,Negatif K-5,EX-5,Negatif K6-7,
EX6-7,Negatif K-7-8, EX7-8, Negatif K-9,EX-9, Negatif K10-11, EX10-11,Negatif K-12,EX-12

Marker,Negatif K-13,EX-13,Negatif K14-15,EX14-15,Negatif K-16,EX-16,Negatif K-17,
EX-17,Negatif K-18,EX-18,Negatif K-19,EX-19,Negatif K-20,EX-20

Sekil 4.1: PCR tiiriinlerinin (Ekzonlar ve negatif kontrol ekzonlar) jel elektroforez
goruntisu.
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Marker, EX-2, EX-3, EX-4, EX-5, EX6-7, EX7-8, EX-9, EX10-11, EX-12, EX-13, EX14-15, EX-16, EX-17, EX-18, EX-19, EX-20

& a sl g

e -

9

ol

Sekil 4.2: PCR f{irlinlerinin jel elektroforez goriintiisii.

4.2 Klinik Bulgular

Tablo 4.1: Hastalarin klinik ozellikleri ve tedavi sireleri.

. AKRABA  AILE  POMPE TEDAVI
HASTA  YAS  CINS EVLILIGI OYKUSU FORMU SURESI

(YIL)
HASTA 1 47 K Var Pompe LOPD 5
HASTA 2 44 E Var Pompe LOPD 9
HASTA 3 42 E Var Pompe LOPD 3
HASTA 4 41 E Var Pompe LOPD 9
HASTA 5 9 E Yok Yok IOPD 9
HASTA 6 49 K Var Pompe LOPD 10
HASTA 7 4 K Yok Yok IOPD 4
HASTA 8 21 E Yok Yok LOPD 2
HASTA 9 73 K Var Yok LOPD 12

Calistlan  hastalarmn  altisinda akraba evliligi ve aile Oykiisiinde Pompe tanisi
bulunmaktadir. Hastalardan hasta 1, hasta 2, hasta 3 ve hasta 4 gec baslangich Pompe
(LOPD) tanis1 alan kardes hastalardir (Tablo 4.1). Bu hastalarin anne ve babasinda
mutasyon tastyiciligr teyit edilmigstir. Hastalik dort kardeste de 30 yas sonrasi ortaya
¢ikmusti. Pompe tanili hastalardan hasta 5 ve hasta 7 ii¢ aylikken tam1 almis Infantil
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baslangicli Pompe (IOPD) hastalaridir. Benzer olarak bu hastalarda akraba evliligi

olmamak ile aile oykiisiinde herhangi bir genetik hastalik bulunmamaktadir (Tablo 4.1).

Tablo 4.2: Hastalarda izlenen biyokimyasal analiz sonuglari.

Hasta

Hasta 1
Hasta2
Hasta 3
Hasta 4
Hasta 5
Hasta 6
Hasta 7
Hasta 8

Hasta 9

AST (Asspartat
Aminotransferaz)

B e T S e

LDH (Laktat
Dehidrogenaz)

CK
(Serum
Kreatin
Kinaz)
T

1

T T S S

ALT (Alanin
Aminotransferaz)

e e e T S e S S

Hastalarin biyokimyasal analiz sonuglarina gore karaciger ile iliski enzimlerden AST, ALT

ile birlikte total CK seviyelerinde anlamli bir artis gozlenmistir (Tablo 4.2). Laktat

Dehidrogenaz enzimi bir¢ok hastada normal degerde olmasina ragmen hasta 2 de artis

gbzlemlenmistir (‘1’: Normal degerin {izerinde, ‘-‘: Normal deger araliginda) (Tablo 4.2).
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Tablo4.3: Hastalarda gozlenen klinik bulgular.

Hasta

Hasta 1

Hasta 2

Hasta 3

Hasta 4

Hasta 5

Hasta 6

Hasta 7

Hasta 8

Hasta 9

Proksimal
Kas
Giigsiizliigii

+

+

Hepatomegali

Kardiyomegali Solunum

Giicliigii
e -
- +
- +
+ +
- +
+ +
+ -

Yas

47

44

42

41

49

21

73

Hastalara ait klinik bulgularda, proksimal kas gli¢siizliigiinlin tiim hastalarda gdzlemlendigi

goriilmektedir (Tablo 4.3). Kardiyomegali infantil baglangicli (IOPD) hastalar ile (Hasta 5,
Hasta 7) Hasta 1 ve Hasta 9 olmak tizere iki LOPD hastasinda da belirti vermektedir.

Solunum giighigii sikayeti bes hastada kaydedilmistir. Bu hastalardan Hasta 6 trakeostomi

’ye bagh yasamakta ve hastalik prognozu diger hastalara nazaran agir seyretmektedir.

Hepatomegaliye ait belirtiler sadece Hasta 9 da kaydedilmistir (‘+’: Klinik bulgu var, ‘-
Klinik bulgu yok) (Tablo 4.3).
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4.3.Hastalarda Saptanan Patojenik Varyantlar ve Polimorfizmler

Tablo 4.4: Analiz sonucu saptanan patojenik varyantlar.

HETEROZIiGO RS

AMINOASIT EKZON T/ NUMAR

HASTA VARYANT DEGISiMi ANTRON  HOMOZIGOT ASI
Hasta 1| ¢.-32-13T>G - Intron-1 Heterozigot 3868342
Hasta 1 | ¢.2662G>T p.Glu888Ter Ekzon-19  Heterozigot 325 7188
Hasta 2 | ¢.-32-13T>G - Intron-1 Heterozigot 2568342
Hasta 2 | ¢.2662G>T p-Glu888Ter Ekzon-19  Heterozigot ;25 7188
Hasta 3 | ¢.-32-13T>G - Intron-1 Heterozigot § §68342
Hasta 3 | ¢.2662G>T p.Glu888Ter Ekzon-19  Heterozigot 325 7188
Hasta4 | ¢.-32-13T>G - Intron-1 Heterozigot §§68342
Hasta 4 | ¢.2662G>T p.Glu888Ter Ekzon-19  Heterozigot ?25 7188
Hasta 5| ¢.1064T>C p.Leu355Pro Ekzon-6 Heterozigot 3260746
Hasta 5| ¢.2662G>T p-Glu888Ter Ekzon-19  Heterozigot (7)25 7188
Hasta 6 | ¢.-32-13T>G - Intron-1 Heterozigot §§68342
Hasta 6 | ¢.2662G>T p.Glu888Ter Ekzon-19  Heterozigot ¥
Hasta 7 | ¢.670C>T p-Arg224Trp Ekzon-3 Heterozigot 7577007
Hasta 8 | ¢.-32-13T>G - Intron-1 Heterozigot 2368342
Hasta 8 | ¢.2417 24181 p.Leu807AlanfsTe Ekzon-17  Heterozigot 22925 52

nsG r77 07
Hasta 9 | BULUNAMADI  _ } ) -

Hastalardan altisinda heterozigot c¢.-32-13T>G varyanti saptanmisti. Bu hastalardan

besinde ortak olmak lizere alti hastada da heterozigot ¢.2662G>T varyanti saptanmustir.
Infantil baslangigh hastalardan Hasta 5 de ¢.1064T>C, Hasta 7 de c.670C>T heterozigot

varyantlar1 saptanmis ancak Hasta 7 de baska varyant bulunamamistir (Tablo 4.4).
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Hastalardan Hasta 8 de c.-32-13T>G ile homozigot c¢.2417 2418insG varyanti

saptanmigtir. Hastalardan Hasta 9 da herhangi bir varyant saptanmamistir (Tablo 4.4).

f==®

e 32-13T=0 c1662GT
£.-32-13T=0G ©-32-13T=G e-12-13T=G e-32-13T=G
c2662GT  c2662GST c26620=T Pompe? c1662CT

Sekil 4.4: Kardes olan Hasta 1, Hasta 2, Hasta 3, ve Hasta 4’iin aile pedigrisi.

Hastalardan Hasta 1, Hasta 2, Hasta 3, ve Hasta 4 Pompe tanis1 alms dort kardestir.
Anne ve babasi akraba ve Pompe mutasyon tastyicisi olan yedi kardesten (Anne- c.-32-
13T>G, baba- ¢.2662G>T) biri sebebi bilinmeyen bir nedenden bir yasina gelmeden
kaybedilmistir (Sekil 4.4).

| [ =—=0O

| ' [ [ '
0O OO 0O O D&L

¢.-32-13T=G
Pompe? Pompe?

c.2662G=T

Sekil 5: Hasta 6’nin aile pedigrisi.

32



Ebeveynleri akraba olan hasta 6’nin Pompe tanili kardeslerinden bir tanesi I1.11 40’h

yaslarinda, olast Pompe olabilecegi diisiiniilen bir kardesi ise 1I.10. dokuz yaslarinda

kaybedilmis. Ailede bagka Pompe tanisi bulunmamaktadir.

Tablo 4.5: Analiz sonucu saptanan ancak klinik 6nemi bilinmeyen mutasyonlar.

HASTA  VARYAN EKZON/ %ETEROHGO RS KLINIK
T INTRON  yoMozicoT ONEM

HASTA 5 | c.1438G>A Ekzon-10 Heterozigot 769574574 Uncertain
(p.Val480Ile Significance
)

HASTA 7 | ¢.2069C>T Ekzon-15 Heterozigot 532624326 Uncertain
(p.Pro690Le Significance
u)

™
|

Analiz sonucunda; infantil baslangiclh Pompe hastas1 olan Hasta 5 de iki heterozigot

c.1438G>A
(p.Val480Ile) varyanti saptanmustir. Hasta 7 de, saptanan tek heterozigot c.670C>T

patojenik varyant disinda, klinik Onemi bilinmeyen heterozigot

varyantt diginda bir tane de klinik 6nemi bilinmeyen ¢.2069C>T (p.Pro690Leu) varyanti
saptanmustir (Tablo 4.5).

Pro

> >

C

TT TCCA TAT CCC

Sekil 4.6: Klinik 6nemi bilinmeyen heterozigot ¢.1438G>A (p.Val480lle) varyantinin

bulundugu intron ve ekzon birlesim yerinin gosterimi.
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Tablo 4.6: Analiz sonucu saptanan Polimorfizmler.

Varyantlar

¢.324T>C (p.Cys108=)

¢.547-67C>G
¢.547-39T>G
c.547-4C>G

¢.596 A>G(p.His199Arg)
c.642C>T (p.Ser214=)

c.668G>A
(p-Arg223His)
€.692+144A>G

¢.801G>T(p.Leu267=)

c.858+7 858+8insA

c.858+8G>A

c.858+23 858+24insC

¢.858+30T>C
c.955+12G>A
€.956-107G>A
€.956-84C>T

¢.1203G>A (p.GIn401=)

¢.1327-18A>G
c.1438-32G>A
c.1438-19G>C
¢.1551+49C>A

¢.1581G>A (p.Arg527=)

¢.1636+43G>T
¢.2040+20A>G
c.2041-64G>A

c.2067G>A

¢.2133A>G (p.Thr711=)

¢.2190-53C>G

RS

1800300

8069491
12452721
3816256
1042393
1800301
1042395

2304847

novel

372331052

5822325

768125567

2304845
2252455
2241888
2241887
1800304
2278619
199897967
2304844
2304843
1042396
2304842
2304836
2304833
2039287419
1800310
190988996

Klinik
Onem

benign

benign
benign
benign
benign
benign

benign

benign

Likely
benign
Likely
benign
Likely
benign
Likely
benign
benign

benign
benign
benign
benign
benign
benign
benign
benign
benign
benign
benign
benign
benign
benign

benign

Ekzon/intron

EX-2
INT-3
INT-3
INT-3
EX-3
EX-3
EX-3
INT-3
EX-4
INT-4
INT-4
INT-4

INT-5
INT-5
INT-5
INT-5
EX-8
INT-8
INT-10
INT-10
INT-10
EX-11
INT-11
INT-14
INT-14
EX-15
EX-15
INT-16

Hasta

1,2,3,6,7,8
1,2

1,2,4,6
1,2,3,4,5,6,7,8,9
1,2,3,4,5,6,7,8,9
8,9
1,2,3,4,5,6,7,8,9

1
7

4.8
1,4,6,7,8
6,8

1,4,8
1,2,3,4,5,6,7,8,9
1
1
1,2,3,4,5,6,7,8,9
1,2,3,4,5,6,7,8,9
9

7
7
7
12,4
1,2,3,4,6,8.9
8,9
7

8,9
9
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€.2331+20G>A 2304832  benign

€.2331+24T>C 2304831 Likely

benign
€.2332-198A>T 2304830  benign
¢.2332-16C>T 2039383167 benign

¢.2338G>A (p.Val780Ile) 1126690 benign
c.2446G>A (p.Val8l16lle) 1800314  benign
¢.2553G>A (p.Gly851=) 1042397  benign

€.2647-711G>C 4889821 Likely
benign
c.2780C>T 1800315  benign
(p. Thr9271le)
c.*3G>A 1800317  benign
- TR ) RN -
U

i

INT-16
INT-16
INT-16
EX-17
EX-17
EX-17
EX-18
INT-18

EX-19

EX-20

1,2,3,4,5,6,7,8,9
1,2,4,6,9

1,4

7
1,2,3,4,5,6,7,8,9
1,2,3,4,5,6,8,9
5,7,8,9
1,2,3,4,9

9

1,2,3,4,5,6,9

L

Sekil 4.7: Heterozigot c¢.-32-13 T>G mutasyonunun sekans goriintiisii (ekzon-2 Forward).
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o

Sekil 4.8: Heterozigot ¢.2662G>T (p.Glu888Ter) mutasyonunun sekans goriintiisii(ekzon-19
Forward).
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Sekil 4.9: Heterozigot ¢.1064T>C (p.Leu355Pro) mutasyonunun sekans goriintiisii( ekzon-6
Reverse).
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TG

Sekil 4.10: Heterozigot ¢.670C>T (p.Arg224Trp) mutasyonunun sekans goriintiisii( ekzon-3
Forward).
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Sekil 4.11: Heterozigot ¢.2417 2418insG (p.Leu807AlanfsTer77) mutasyonunun sekans
gortintiisii(ekzon-17 Forward).
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5. TARTISMA

Pompe hastaligi, lizozomal enzim asit-o-glukosidaz (GAA) eksikliginin neden oldugu,
yaygin olarak kalpte, iskelette ve diiz kasta lizozomal glikojen birikimine yol acan otozomal
resesif bir hastalikt. GAA genindeki mutasyonlar glikojeni parcalayan asit alfa
glukosidazin azalmis aktivitesi veya yoklugu ile sonuglanir. Klinik durum ve hastaligin
ciddiyeti birincil olarak GAA enzim aktivitesinin miktar1 ile belirlenir ve klinik bulgular1
ciddi diizeyde olan hastalarda genellikle saptanabilir bir enzim aktivitesi gozlenmemektedir
[8,9]. Caligmamizda dordii kardes olmak {izere dokuz hastada Sanger sekanslama yontemi

kullanilarak mutasyon analizi yapilmustr.

Bu hastalardan ikisi IOPD (Infantil form) ve yedisi LOPD (Geg baslangich form)’dir (Tablo-
1). LOPD’li hastalar poliklinige genellikle merdiven ¢ikmada zorluk, kas agrilar, cabuk
yorulma ve solunum giicliigii sikayetleri ile bagvurmusladir. IOPD’li iki hasta yaklagik ii¢
aylikken bagini dik tutamama, saga-sola donememe ve emmede giicliik sikayetleri ile

poliklinige basvurmuslardir.

Calismada bes farkl patojenik heterozigot mutasyon saptanmustir. Alti hastada intron-1 de
¢.-32-13T>G heterozigot varyanti saptanmugstir. Diinya genelinde Pompe hastaliginda en sik
¢.-32-13T >G(IVS1) varyant1 bildirilmistir. Bu varyant, asit alfa glukozidaz’m eksik ifadesi
ile sonuclanmakta ve geg¢ baslangich Pompe (LOPD) ile iligkilendirilmektedir. Siklikla daha
agir gen mutasyonuyla kombine bilesik heterozigot formda goriilmektedir [48]. Varyant c.-
32-13T>@, altt LOPD hastamizda saptanmis olup bes hastada heterozigot ¢.2662G>T
varyantt ile birlesik heterozigot olarak goriilmektedir. Alt1 hastada ¢.2662G>T(p.Glu888Ter)
heterozigot varyanti saptanmustir (Cizelge 4). Varyant ¢.2662G>T, genin 19. ekzonun da yer
almakta ve mRNA’nin erken sonlanmasi ile sonuglanmaktadir. Bu erken sonlanma sonucu
islevsiz bir protein olugsmaktadir ve bu sebep ile varyant genellikle IOPD ile
iliskilendirilmektedir. Ulkemiz de 2020 yilinda yapilan bir galismada GA A mutasyon analizi
ve asit alfa-glukozidaz enzim diizeyleri ile tam1 alip takibe giren 42 infantili Pompe
hastasindan sekizinde p.L299P ¢.896T>C varyant: bildirilmistir. Yapilan bu ¢alismada ayrica
Supraventrikiiler tasikardi ile iligkilendirilen ¢.2662G>T varyanti saptanmistir [49]. Bu
varyant caligmamizda bes LOPD hastasina ek olarak bir IOPD (hasta-5) hastamiz da
saptanmistir. Benzer olarak bu IOPD hastasinda da kardiyak anomalisi goriilmektedir. Bir
IOPD hastamizin 6. ekzonunda ¢.1064T>C(p.Leu355Pro) heterozigot mutasyonu
saptanmugtir. Varyant ¢.1064T>C (p.Leu355Pro), 16sin aminoasitini prolin ile degistirmekte
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ve hatali gen {iriinii ile sonuglanmaktadir. Bu varyant bir IOPD hastamizda ¢.2662G>T ile
birlesik heterozigot olarak goriilmekte ve IOPD ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir.
Hastalardan birinin ise 17. Ekzonunda c.2417 2418insG(p.Leu807AlafsTer77) adinda daha
once tanimlanmamig yeni (novel) bir patojenik varyanta rastlanmistir(Cizelge 4). Bu cergeve
kaymasi varyanti, daha kii¢iik bir gen iiriinii ile sonuglanmaktadir. Hasta 7°de heterozigot
c.670C>T(p.Arg224Trp) varyanti saptanmisti. Varyant c.670C>T (p.Arg224Trp), GAA
enzimatik aktivitesini engellemektedir ve bir IOPD hastasinda tek heterozigot patojenik
varyant olarak goriilmektedir. Hasta 9’da ise herhangi bir varyant saptanamamistir (bu
olguda ekzon 2 sekans sonuglart okunamadi). Klinik agidan Pompe tanisi almis olmasina
ragmen caliymamzda herhangi bir patojenik varyant tanimlanamamig olmasi varyantin
kullanilan primerler tarafindan kapsanmayan bir bélgede 6rnegin genin ekzon 2 bolgesinde,
promotdr bolgesinde ya da derin intronik bdlgede olabilecegini diisiindiirmektedir.
Mutasyon bulunamayan hastalar ayrica, PCR’a dayali yontemlerle saptanamayan biiyiik
boyutlu degisimler (CNV) bakimmdan da degerlendirilmelidir. Bu tiir degisimler Multipleks
Ligasyona Baghh Prob Amplifikasyonu (MLPA) gibi bir yontemle saptanabilir. Olgulardaki
mutasyonlarin belirlenmesi ailelerde de tasiyict bireylerin belirlenebilmesine olanak
saglamaktadir. Tastyic1 bireyler tanimlanmasi cocuk sahibi olmak istediklerinde
preimplantasyon genetik tani ve prenatal genetik tani segenekleri ile genetik danigsma

verilebilmesi bakimindan 6nem tasimaktadir.

Iki infantil Pompe hastas1 olan hasta 7 de ve hasta 5 de klinik énemi bilinmeyen iki varyant
saptanmistir (Tablo-5). Bu varyantlardan c.1438G>A (p.Val480Ile), ¢ok nadir goriilmek ile
birlikte Varsome verilerine gére PP3 skoru 11°dir (scSNV-ADA=0,99856-0,957813). Ayrica
bu varyantin intron ve ekzon birlesme bdlgesinde oldugu i¢in splicing’i etkiledigi
disiiniilmektedir. Bu varyant icin fonksiyonel c¢aligmalarin yapilmasi ve aile igi
segradasyon’un gosterilmesi gerekmektedir. Bir diger klinik 6nemi bilinmeyen ve oldukga
nadir goriilen ¢.2069C>T varyanti ise, varsome verilerine goére muhtemel bening olarak
Franklin’de ise VUS olarak bildirilmistir. Bu iki varyantin da ¢ok nadir gézlenmesi ise olast
patojeniteyi desteklemektedir [50]. Bu durum ekzon 10 da c.1438G>A (p.Val480lle) ve
ekzon 15 de goriilen ¢.2069C>T (p.Pro690Leu) goriilen ve klinik 6nemi bilinmeyen iki
varyantin, enzim defektine yol acabilecek bir patojeniteye sahip olabilecegini
diisiindiirmektedir. Calismada analiz sonucunda 38 farkli polimorfizm saptanmistir (Cizelge

6).
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Ozellikle Infantil baslangich Pompe hastaliginda (IOPD) gozlenen kardiyomiyopatinin,
neredeyse hi¢c GAA aktivitesi olmayan vakalarda ortaya ¢iktig1 6ne siiriilmektedir [20,21].
LOPD'li hastalar siklikla azalmis AaGlu aktivitesi gelistirirler, bu olgularda iskelet kasi
zayifligi ilerlemesi daha yavastir ve nadiren kalp kas1 tutulumu gosterirler [1,51]. Genellikle
Infantil Pompe ile iliskilendirilen kardiyomegali, hastalarimizdan IOPD (Infantil Pompe
formu) olan iki hasta haricinde LOPD’li iki hastada da gozlenmistir. Bu durumun, hastaligin
tanida ilerlemis olmasindan kaynaklanmig olabilecegini diistindiirmektedir. Bu hastalardan
hasta 6 trakeostomi’ye bagl yasamakta ve hastalik prognozu diger hastalara nazaran agir
seyretmektedir. Hepatomegaliye ait belirtiler sadece hasta 9 da kaydedilmistir (Cizelge 3).
Hastalarimizdan hasta 9, 12 yildir enzim replasman tedavisi almakta ve klinik bulgularinda
proksimal kas giigsiizliigii, hepatomegali ile kardiyomegali de gozlenmektedir. Hasta da
gozlenen biyokimyasal ve klinik bulgular, Pompe hastaliginin yani sira hastanin yasi (73) ile

de iliskilendirilebilir.

Hastalarin %90’ninda karaciger ile iligkili enzimlerden AST (Aspartat Aminotransferaz), CK
(Serum Kreatin Kinaz), ALT (Alenin Aminotransferaz) degerlerinde artis goriilmiistiir. LDH
(Laktat Dehidrogenaz) degeri hasta iki hari¢ normaldir. Hastalar iki ile 12 yil arasinda
degisen stirelerdir iki haftada bir olmak iizere enzim replasman (ERT) tedavisi almaktadirlar
(Tablo 2). Serum Kreatin Kinaz (CK) diizeyi Pompe hastalarinin tani ve takibinde kullanilan
Oonemli bir laboratuvar parametresidir [52]. Calismada hastalarin CK (Serum Kreatin Kinaz)
diizeylerinin tanida ve son kontroldeki degerleri karsilastirildiginda herhangi bir gerileme
olmadig1 gorilmiistiir. ERT alan hastalarin tedaviye ragmen CK seviyelerindeki yiiksekligin
devam etmesi, iskelet kasinda tam bir iyilesme olmadigini ve etkilenim siirecinin hala devam
ettigini diisiindlirmektedir (Cizelge-2). IOPD (Klasik infantil form) ve LOPD (gec
baslangi¢h form) hastalarinin biyokimyasal sonuglart karsilastirildiginda anlamli bir fark
goriilmemigstir (Tablo-2). Tedavi 6zellikle IOPD hastalarinda yasam siiresini uzatmig ve
klinik bulgulart nispeten hafifletmis olsa da uzun siirelerdir alian bu yerine koyma tedavisi

tam bir iyilesme saglayamamugtir.

Enzim Replasman tedavisi (ERT), hem IOPD hem de LOPD tedavisi i¢in mevcut olan tek
tedavidir. Hastalar erken tani ve tedaviden ciddi oranlarda fayda gormiis, yasam siireleri
uzamis ve komplikasyon goriilme siklig1 azalmistir. Ancak ne yazik ki, ERT'ye ragmen bazi
hastalar yagamm ilk yillarinda kaybedilmektedirler. ERT, kardiyak patolojisinde hayatta
kalmak {tizerine etkili olsa da iskelet ve diiz kas iizerinde daha az etkili ve merkezi sinir
sistemi iizerinde ise iyilestirici herhangi bir etkisi bulunmamaktadir [22,42]. ERT'nin
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merkezi sinir sistemini (CNS) etkileme yetenegi basta olmak {izere hala 6nemli eksiklikleri
bulunmaktadir. Pompe hastaligi, merkezi sinir istemi dahil olmak iizere viicutta dagilmis
daha biiyiik miktarlarda fonksiyonel rekombinant insan GAA proteini gerektirmektedir.
Tedavinin hasta klinikleri ve hastaligin prognozu lizerinde yetersiz kalmasi alternatif tedavi
arayisin1 giindeme getirmektedir. Pompe hastaligi icin birgok tedavi yontemi iizerinde
aragtirmalar yapilsa da en c¢ok beklenti gen terapisi lizerinedir. Hastaligin Onlenmesi,
durdurulmasi veya tersine c¢evrilmesi igin potansiyel ¢oOziimiin, gen tedavisi oldugu
diistinilmektedir. AAV (Adeno-iliskili Viriis) vektorleri veya LV HSPC aracili gen terapisi
ile, etkinligi arttrmak i¢in transgen {rlinliniin iyilestirilmis  biyoyararlanimini

saglayabilecegi ongoriilmektedir. [20,53].

Gen terapisinin Pompe hastaligi i¢in umut vadeden bir tedavi oldugu diisiiniilmektedir.
Ancak, simdiye kadar yapilan preklinik ve klinik ¢aligmalar {imit verici olsa da Pompe
hastalig1 icin gen terapisinde ele alinmasi gereken onemli engeller mevcuttur. Daha 1yi bir
hedefleme icin yeni kapsitler gelistirilmeli ve optimize edilmis DNA vektorleri gibi engeller

tizerinde ¢alisiimahdir [54].

GAA aktivitesinin eksikligi, 6zellikle iskelet kas1 ve kalp dokusu olmak iizere tiim dokularda
intra-lizozomal glikojen depolanmasi ile sonuglanmakta ve ayrica, iskelet kasi liflerinde
otofajik materyal artis1 gozlenmektedir. Otofaji, hiicre i¢i bilesenlerin bozulmasina yol acan,
evrimsel olarak korunmus bir katabolik siirectir. Otofajik siire¢, lizozomal bozulma igin

hiicre i¢i sitozolik bilesenleri hedefler ve bu sebep ile Pompe hastalig1 i¢in olduk¢a dnemlidir
[55].

Glikofaji modifikasyonunun, Pompe hastaliginda ve diyabetik kardiyomiyopatide 6nemli bir
yer aldig1 bildirilmistir. Glikofaji, IOPD (infantil Pompe form) hastalarinda endoplazmik
retikulumun stres kaynakli otofajisinin, fibroblastlarda AKT'nin etkisizlestirilmesiyle
indiiklendigi 2012 yilinda yapilan bir cahsma ile gosterilmistir [38,51]. Iki yil sonra,
Shemesh ve meslektaslari, IOPD hastalarmin derisinden izole edilen GAA yikiml
miyoblastlarda (C2C12) ve GAA eksikligi olan fibroblastlarda mTORC]1 aktivasyonunda
onemli bir dislis gozlemlemiglerdir. Bu veriler, mTORCI1 aktivasyonundaki azalmanin
glikofaji’yi indiikleyebilecegini gostermektedir. Buradan yola ¢ikarak Pompe hastaligi i¢in
alternatif tedavi veya ERT nin gelistirilmesi konusunda otofajinin dikkate alinmasi oldukga
onemlidir [52, 55]. Olgularda mutasyonlarmn belirlemesi ve bdylelikle toplumun mutasyon

profillerinin ortaya ¢ikarilmasi da daha sonra iiretilecek gen tedavisi yaklasimlarma fayda
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saglayacakti. SMA hastaliginda oldugu gibi mutasyon tipine 6zgii olarak tasarlanabilecek
gen tedavi yaklasimlarinda olgularin mutasyonlarmin 6nceden bilinmesi ve buna gére tedavi

planlarmin olusturulmasi degerlendirilebilir.

Ulkemizde Pompe hastaliginin sikh@mi gosteren herhangi bir toplum tabanli galisma
bulunmamaktadir. Otozomal resesif kalitim gosteren Pompe’nin goriilme sikligi kiz ve
erkeklerde benzer oranlardadir. Calismamiz kisith sayida olguyu icermekle birlikte,
calismaya katilan dokuz hastamizdan dordii kadin, besi erkek olmak {izere cinsiyete gore
hastahgmn goériilme sikligmin benzer oranlarda oldugu diisiiniilmektedir [49]. Ulkemizde
akraba evliliginin yiiksek oranlara sahip oldugu diisiiniildiiginde Pompe Hastaliginin
Tiirkiye genelinde nispeten daha sik bir prevalansa sahip oldugu ve akraba evliliginin diigiik
oldugu iilkelere kiyasla daha sik goriilebilecegi tahmin edilmektedir. Bu nedenle de
toplumda ailelerin ve mutasyonlarin belirlenmesi ve genetik danigma verilmesi Onem

olusturmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismaya dahil edilen 9 hastada toplam bes heterozigot patojenik varyant saptanmstir. Bu
varyantlardan biri yeni (novel) bir varyanttir. IOPD tanili hastalarda klinik 6nemi bilinmeyen
iki varyant saptanmisti. Bu varyantlardan biri intron ve ekzon birlesim bdlgesinde yer
almakta ve splicing ile iligkilendirilmektedir. Ayrica varyantlarin oldukg¢a nadir goriilmesi
olas1 patojeniteyi diisiindiirmektedir. Ayn1 zamanda bu varyantlar hi¢cbir LOPD hastasinda

saptanmamistir.

Hastalarin 2 ile 12 yil arasinda degisen enzim replasman tedavi (ERT) siireleri géz oniine
alindiginda; tedavi ozellikle IOPD hastalarinda yasam siiresini uzatmis ve klinik bulgular1
nispeten hafifletmis olsa da uzun siirelerdir alinan bu yerine koyma tedavisi tam bir iyilesme
saglayamamugsti. Bu sebep ile Pompe hastaligi i¢in enzim replasman tedavisinin (ERT)

gelistirilmesi veya alternatif tedaviler iizerinde ¢alisilmas1 6nem arz etmektedir.

Ulkemizde Pompe hastahigma iliskin bir veri tabani ve yeni dogan taramasi cahismasi
bulunmamaktadir. Hastaligin teshisindeki zorluklar, tilkemizdeki akraba evliligi oranlar1 ve
IOPD (infantil Pompe formu)’li hasta prognozlart goz Oniine alindiginda yeni dogan
taramast ve Pompe hastaligt veri tabanit olusturulmasmmm bir gereklilik oldugu
diistiniilmektedir. Bu calisma, ililkemizde yapilmast muhtemel GAA gen mutasyonlarinin

incelenmesi temelli ¢alismalar icin bir kaynak olusturabilir.
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EKLER
EK1

ASGARI BILGILENDIRILMIS GONULLU
OLUR FORMU

Katilime1 / Gonulliniin Protokol Numaras:

1. Arastirmayla lgili Bilgiler:

a. Arastirmanm Adr:

i. Pompe Hastaligi Tanih Olgularda Glukozidaz Alfa Asit (GAA) Gen
Mutasyonlarmin Incelenmesi

b. Arastirmanin Icerigi:

Pompe hastaligi, lizozomal asit a-glukozidaz (GAA) enzim eksikligine bagh gelisen ve
ilk kez 1932 yilinda tanimlanan metabolik bir hastaliktir. Enzim eksikliginde hiicre igi
lizozomlar da glikojen birikmekte, kas dokusu basta olmak {izere biriktigi organ ve
dokularda bozukluklara neden olmaktadir. Hastalik otozomal resesif gecis
gostermektedir. Goriilme sikligr 30.000 ile 150.000°de bir olarak bolgeye ve yila gore
degisiklik gostermektedir.

Hastalik genetik olarak 17q25.2-q25.3 bolgesinde glukozidaz alfa asit (GAA) geninin
her iki allelin de meydana gelen degisimlerle ortaya ¢ikmakta ve klinik bulgu
vermektedir. Kromozom 17(g25.2-q25.3) iizerinde bulunan GAA geni, dallanmig
glikojen birlesiklerinin i¢indeki ‘glikoz-6-fosfat’a’ hidrojenasyonu katalize eden enzim

“alfa glukozidaz’1“kodlar.

GAA, biyokimyasal reaksiyonlar1 tetikler ve hiicre lizozomun da depolanan kompleks
seker molekiillerinin yikimimni saglar. Gendeki mutasyonlar, GAA enzim aktivitesinin
eksikligine veya yokluguna neden olur, bu da dncelikle kas hiicrelerinde intrazosomal
glikojen birikimine neden olur. Kisacasi, Pompe'den etkilenen bireyler, lizozomda
depolanan glikojeni parcalayamaz ve bu dalizozomal depolama bosluklarinda glikojen
birtkmesine yol acar. Morfolojik olarak bu, hiicredeki lizozomlarm boyutunda ve
sayisinda bir artisa neden olur. Uygulanan diyet ve egzersiz programlart diginda enzim
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replasman tedavisi olarak adlandirilan (ERT) tek bir tedavi yontemi mevcuttur. ERT,
lizozomlardaki glikojeni parcalamakla gorevli asit alfa glukozidaz enziminin gorevini
iistlenen bir yerine koyma tedavisidir. Ancak bu var olan tek tedavi yontemi su an
hastaligin iyilesmesinde yetersizdir ve c¢ogu hasta da tedaviye yeterli yanit

alinamamaktadir.

Bu yiizden bu ¢aliymada; Projeye dahi edilen 10 hastada Sanger Dizileme yOntemi
kullamilarak mutasyon analizi yapilacaktir. Ilk olarak hastalardan EDTA 1 tiiplere kan
omekleri alinacaktir. Alman kan ornekleri ile saf DNA elde edebilmek icin DNA
izolasyonu, PCR uygulamalar1 ve sonrasin da mutasyon analizleri i¢in Sanger Dizileme
yontemi kullanilacaktir. Sonugta, ayni hastaliga sahip farkli yas grubundaki olgularda
gbzlenen cesitli mutasyonlarm saptanmasi amaglanmaktadir. Dolayisiyla olgularda gen
anomalilerinin saptanmasi ile dogru genetik tani ve tedavinin uygulanmasi ve hastaligin

genetik etiyolojisi agisindan literatiire katki1 saglamasi amaglanmaktadir.

C. Arastirmanmn Amact:

Pompe hastaligi i¢in on tanili proksimal kas gii¢siizliigii, egzersiz intdleranst ve
solunum giigsiizliigli bulunan 10 olguda, Sanger dizileme yontemi kullanilarak
17(g25.2-025.3) GAA gen bolgesi lizerinde bulunan mutasyonlarm saptanmasi
amaglanmaktadir. Sanger yontemi kullanilacagi i¢cin hem daha dnceki ¢calismalar da var
oldugu bilinen mutasyonlarin saptanmasi hem de bunlarin diginda olas1 yeni (novel)
mutasyonlarin  saptanmasit miimkiin olabilecektir. Mutasyon bdélgelerinin  ve
cesitliliginin saptanmasi hastaligin tanisi, tedavisi ve ilerideki ¢alismalar i¢in faydal

olacagi disiintilmektedir.

d. Arastirmanin Nedeni:

() Bilimsel aragtirma

(X) Tez galigmasi

e. Arastirmanm Ongoriilen Siiresi: Satm alma islemleri tamamlandiktan sonra 1 yil.

f. Arastirmaya Katilmasi Beklenen Katilimc1/Goniillii Sayisi: 10 Olgu.
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g. Arastirmada Izlenecek Deneysel islemler:
Akdeniz Universitesi Noroloji poliklinigine basvuran Pompe 6n tanili 10 olgudan K3-EDTA’h
tiipe kan 6rnekleri almacaktir. Alman periferik kan 6rneklerinden DNA izolasyon kiti ile

genomik DNA izolasyonu gergeklestirilecek ve nanodrop cihazi ile DNA

konsantrasyonu ve kalitesi belirlenecektir.

Hedef gen bolgesi (GAA) spesifik primerler kullanilarak klasik PCR yontemi ile
amplifiye edilecek (Denaturing-Annealing-Extension) ve amplifikasyonu gergeklesen

gen lrilinlerinin exosap-it ile piiriifikasyonu yapilacaktir.

Dizi analizi reaksiyonu igin floresan isaretli ddNTP’ler kullanilacak ve son saflastirma

asamasindan sonra otomatik kapiler jel elektroforezi gerceklestirilecektir.

Elde edilen sonuglar referans diziye gore kiyaslanarak olast mutasyonlar

tanmimlanacaktir.

2. Goniilliintin/Katilimemm Uygulama Sirasinda Karsilagabilecegi Riskler ve Rahatsizliklar:

Yukarida aciklanan arastirma sirasinda uygulanacak olan islemlerin bana asagida

belirtilen riskleri ve rahatsizliklar1 getirebileceginin bilincindeyim:

Diger kan alma islemlerinde oldugu gibi, kan alinan yerde kizarma, sisme ve agr olusabilir.

Bunun diginda bu islemin katilimeiya herhangi bir zarar1 olmayacaktir.

3. Géniilliiler/Katihmeilar I¢in Arastirmadan Beklenen Yarar:

Yapilan deneysel ¢aligmalar sonucunda elde edilen veriler ile Pompe klinik 6zelliklerini
tastyan 10 olguda hastalifa sebep olan mutasyonlarin belirlenmesidir. Bdylece dogru tani

ile dogru tedavi uygulanabilmesi saglanacaktir.

4. Arastirma Konusundaki Sorularin Cevaplandirilmast:

Arastirmanin yiiriitiilmesi sirasinda olasi yan etkiler, riskler ve zararlar ile haklarim
konusunda bilgi almak i¢in asagida belirtilen kisiyle baglanti kurmam yeterli
olacaktir.
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9.

Adi- Soyadi: Dog. Dr. Ayse Esra Manguoglu  Telefon: 0242 249 69 77

Zararlarin Karsilanmast:
Bu cahsmaya katildigim i¢in zarar gorecek olursam, gerekli olan tibbi bakimin
sorumlu arastirmaci tarafindan yerine getirilecegi, uygulanan isleme bagh olarak

gelisebilecek her tiir hasara (sakatlanma ve oliim dahil) kars1 giivencede oldugum,

masraflarimin tarafindan karsilanacagi bana bildirildi.

Arastirma Giderleri:

Arastirma kapsamindaki biitiin islemler icin benden ya da bagh bulundugum sosyal

gitvenlik kurulusundan hicbir iicret istenmeyecektir.

Goniilliilik, Caligmay1r Reddetme ve Calismadan Cekilme Hakk1, Calismadan Cikarilma:
Arastirmaya hi¢cbir baski ve zorlama altinda olmaksizin goniillii olarak katiltyorum.
Arastirmaya katilmayi reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi.

Sorumlu arastirmaciya haber vermek kaydiyla, hicbir gerekce gostermeksizin

istedigim anda bu ¢calismadan cekilebilecegimin bilincindeyim.

Cabsmanin yiiriitiiciisii olan arastirmaci ya da destekleyen kurulus, cahsma
programinin gereklerini yerine getirmedeki ihmalim nedeniyle ya da arastirma

prosediiriine bagh olarak onayim almadan beni ¢cahisma kapsamindan cikarabilir.

Gizlilik:

Cahsmanin sonuclari bilimsel toplantilar ya da yayinlarda sunulabilir. Ancak, bu tiir

durumlarda kimligim kesin olarak gizli tutulacaktir.

10. Calismaya Katilma Onayu:

Yukarida yer alan ve arastirmadan once goniilliiye / katihmciya verilmesi gereken
bilgileri gosteren Aydmlatilmiy Onam Formu adh metni kendi anadilimde okudum
ya da bana okunmasim sagladim. Bu bilgilerin icerigi ve anlami, yazih ve sozlii olarak
aciklandi. Akhima gelen biitiin sorular1 sorma olanagi tanindi ve sorularima doyurucu
cevaplar aldim. Calismaya katlmadigim ya da katildiktan sonra ¢ekildigim durumda,

hicbir yasal hakkimdan vazge¢cmis olmayacagim. Bu kosullarla, s6z konusu
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arastirmaya hicbir baski ve zorlama olmaksizin goniillii olarak katilmayr kabul

ediyorum.

Bu metnin imzah bir kopyasim aldim.

Gontilliintin / katilimemm Adi- Soyadt:
Yas ve Cinsiyeti:

Imzast:

Adpresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Tarih:
Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar i¢in;
Veli ya da Vasinin Adi- Soyad1:
Imzas:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Aciklamalari Yapan Arastirmacinin Adi- Soyadi:
imzast:
Tarih:
Onam alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gérevlisinin
Adi- Soyadi:
imzas:
Gorevi:

Tarih:
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Kisisel Bilgiler

OZGECMIS

Adi Uyrugu
Soyadi Tel no
Dogum tarihi e-posta

Egitim Bilgileri

Mezun oldugu kurum Mezuniyet yil

Lise

Lisans

Yiiksek Lisans

Doktora
Is Deneyimi

Gorevi Kurum Siire (yil-yil)

Yabanci Dilleri Smav tiiri Puam
Proje Deneyimi

Proje Ad1 Destekleyen kurum Siire (Yil-Y1l)

Burslar-Odiiller:

Yaynlar ve Bildiriler:

54



