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Glikojen depo hastaligi tip 11l tamh 10 Tiirk olgunun mutasyon
analizleri: dort yeni mutasyonun tanimlanmasi

Mutational analysis of ten Turkish patients with glycogen storage disease type lll:
identification of four novel mutations

Esra Manguogjlu, Vedat Uygun*, Figen Ozkaya, Given Lileci, Reha Artan*, Sibel Berker
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiliesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Antalya, Tirkiye
“Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji Bilim Dali, Antalya, Tiirkiye

Ozet

Amac: Otozomal cekinik olarak kalitilan Glikojen depo hastalidi tip 1I'den, AGL gen mutasyonlari sorumlu olmakla birlikte, mutasyonlarin dagilimi
toplumlara goére degiskenlik gbstermektedir. Bu ¢alismanin amaci, glikojen depo hastaligi tip Il tanisi almis bireylerde, toplumumuza 6zgi AGL gen
mutasyonlarinin belirlenmesine ve belirlenen mutasyonlarla hastaligin klinigi arasinda iliski kurulmasina katkida bulunmaktir.

Gereg ve Yontem: Karaciger biyopsisi yapiimis ve enzimatik analizlerle glikojen depo hastalig tip Il tanisi almis sekiz farkl aileden yaslar iki ile sekiz
arasinda (ortalama yas 1,7+1,1) olan, toplam 10 hasta bu ¢alismaya dahil edilmistir. Bu hastalarin periferik kan érneklerinden DNA'lari elde edilmis ve
AGL geninin 6, 7, 9-18, 22, 24, 29-34 numarali ekzonlari DNA dizi analizi ile incelenmigtir.

Bulgular: Calismamizda, iki yeni yanlis anlamli mutasyon p.G167V ve p.Y173F iki yeni intronik bdlgede tek baz degisimi c.1284 -1G>A ve
€.2002 -2A>T ile, daha 6nceden bilinen tek baz degisimi p.W1327X saptanmistir. Ek olarak, ¢cok sayida intronik bélge varyantlari bulunmustur.
Bunlarin diginda bazi tek niikleotid degisimleri de belirlenmigti. On hastanin analizi sonucunda rs3736296, rs2291637, rs2035961,
rs2274570, rs6692695 degisimleri sadece birer kez gdzlenirken, 10 hastanin altisinda 1IVS12-197T>G degisimi, 10 hastanin ikisinde ise
rs296885 degisimi saptanmistir.

Cikanimlar: Genel olarak, toplam 35 kodlayici ekzondan olusan AGL geninin literatlire gore 3, 4, 7, 16, 21, 25, 30 ve 31 numarali ekzonlarinda
siklikla mutasyonlar bildirilmis olup, bu ¢alismanin sonuglari ve toplumumuzla ilgili diger calismalar birlikte degerlendirildiginde, Tirk olgularda
simdiye kadar tanimlanan mutasyonlarin biyik béliminin AGL geninin 31 numarali ekzonunda bulundugu gézlenmistir. Bunun yani sira, Turk
hastalarda AGL gen mutasyonlarinin dagilimi toplumumuzdaki genetik heterojeniteyi yansitmaktadir. (Ttirk Ped Ars 2012; 47: 278-82)

Anahtar sézctikler: AGL geni, glikojen depo hastalidi tip I, mutasyon

Summary

Aim: AGL gene mutations are responsible for glycogen storage disease type lll which is an autosomal recessive disorder. The distribution of
these mutations shows a great variance in different populations. The aim of this study is to uncover the AGL gene mutation profile among Turkish
patients and to contribute to the establishment of a link between these mutations and the clinical picture of the disease.

Material and Method: A total of ten patients aged between two and eight years (mean age 1.7+1.1) who were diagnosed with glycogen storage
disease type Il by liver biopsy and enzymatic analysis from eight different families were included in this study. DNA was isolated from the
peripheral blood samples of these patients and exons 6, 7, 9-18, 22, 24, 29-34 of the AGL gene were studied by DNA sequencing analysis.
Results: Our study revealed two novel missense mutations p.G167V and p.Y173F, two novel intronic single base substitutions ¢.1284-1G>A and
€.2002-2A>T and a known single base substitution p.W1327X. Numerous intronic variants were also identified. As a result of the analysis of ten
patients, SNP’s rs3736296, IVS12-197T>G, rs2291637, rs2035961, rs2274570, rs6692695, rs296885 were found in 1, 6, 1, 1, 1, 1, and 2 of the
10 patients, respectively.

Conclusions: According to the recent literature about the AGL gene which is constituted of a total of 35 coding exons, mutations have been reported
frequently in exons 3, 4, 7, 16, 21, 25, 30 and 31. This study and previous studies reveal that the majority of the mutations identified in Turkish patients
so far have been detected in exon 31 of the AGL gene. In addition, the distribution of AGL gene mutations in Turkish patients reflects the genetic
heterogeneity in our population. (Turk Arch Ped 2012; 47: 278-82)
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Glikojen dal kirici enzim geni (Glycogen debranching
enzyme gene, Gen semboll: AGL), glikojen yikiminda ¢oklu
islevsel bir enzim olan 1,4-alfa-D-glukan:1,4-alfa-D-glukan 4-
alfa-D-glikoziltransferazi ve amilo-1,6-glikozidazi kodlar (1).
Bu gende meydana gelen mutasyonlar glikojen depo hastaligi
tip Il (GDH IlI, MIM # 232400} ile iliskilendirilmektedir. Glikojen
depo hastaligi tip lll hastalarinin yaklasik %85'ini olusturan ve
hem karaciger hem de kas tutulumu gésteren grup GDH llla
olarak adlandirilirken, sadece karaciger tutulumu gdsteren
hastalar GDH lllb grubunu olusturmaktadir. Sadece glikosidaz
enzim aktivitesinin kaybini gdsteren hastalar GDH llic ve
yalnizca transferaz enzim aktivitesinden yoksun hasta grubu ise
GDH llld olarak siniflandiriimaktadir (2).

ik kez Japon bir GDH lllo hastasinda AGL genindeki
IVS32-12A>G mutasyonu tanimlanmig, daha sonra yapilan
cesitli calismalarda cok farkli tipte mutasyonlarin varig da
gOsterilmistir (2-9). Mutasyonlarin bilyiik cogunlugu sadece bir
kez bildirilmis olmasina ragmen, AGL geninde en az doért farkl
tekrarlayan mutasyon bulunmustur (5,10-13). Buna ek olarak,
bazi mutasyonlarin dagiliminin cografi farklilik gésterdigi
belirlenmistir (14). Yakin zamanda yapilan literatir derlemesi
ile ise AGL geninde 112 farkli mutasyon bildirilmistir (15).

Bu calismada, GDH Il tanisi almig 10 Turk hastada AGL
genindeki degisimlerin belirlenmesi ve bu olgularin klinik ve
biyokimyasal bulgularyla birlikte degerlendirilerek genotip-
fenotip iligkisinin kurulmasi amaclanmigtir.

Gereg ve Yontem

Hastalar

Akdeniz Universitesi Tip Fakilltesi Cocuk Gastroenteroloji,
Hepatoloji ve Beslenme Bilim Dali'nda izlenen olgularda,
karaciger igne biyopsisi ile histopatolojik inceleme sonucunda
glikojen depo hastaligi tanisi konulmustur. Bu hastalardan
Hollanda-Erasmus Universitesi-Rotterdam Klinik Genetik
Laboratuvari’'nda enzimatik analizler yapilip GDH Il tanisi
konmus olan 10 hasta arastirmaya alinmigtir. BUtin
hastalardan imzal bilgilendiriimis onam formu alinmigtir.
Hastalarin yaslar 2-8 yil arasinda (ortalama yas 1,7+1,1) olup
kiz/erkek orani 6/4 olarak belirlenmistir. Hastalarin ik Ggl
kardes olup, basvuruda hastalarin %401 hipoglisemi, %33’U
karinda sislik ve %20’si karaciger buyukligu nedeniyle
gonderilmistir (Tablo 1). Hastalarin %80’'inde hipoglisemi
bulunmustur ve bunlarin %75inde diyet (gece boyu surekli
gastrik ylksek karbonhidratli beslenme, giindiz sik beslenme
ve pismemis misir nisastas! ile destek) ile giderek iyilesme
gerceklesmistir. Olgularin %50’sinde kas zayifligi gdzlenmistir.
Bu olgularda poliklinik hastalan ile karsilastirildiginda otit
sikliginda artis saptanmamistir.

Kreatin kinaz (CK) degerleri bagvuruda sadece Ug¢ hastada
belirlenmis ancak daha sonra tim hastalarda 6lcim yapilmigtir.

hastada kardiyomiyopati saptanmistir, diger hastalar
ekokardiyografide normal bulunmustur.
Hastalarin lipit, Urik asit, eritrosit cokme hizi, total protein ve

albimin degerlerinde anlamli bir degisim saptanmamistir.
Molekiiler analizler

Hastalarin periferik kan 6rneginden, degistirimis  tuzla
¢Oktirme yoéntemi kullanilarak DNA elde edilmistir (16). Amilo-
alfa-1,6 gllikozidaz, 4-alfa-gliikanotransferaz (AGL) geninin belli
bélgeleri mutasyonlar agisindan taranmistir.  Alt1,7,9-
18,22,24,29-34 numarali ekzonlar (ekzon numaralandirmasi
kaynakca (1)e goére yapildi) ve ilgili ekzon-intron baglanti
bélgeleri daha énce yapilan bir ¢alismadaki birincil dizilimleri
kullanilarak PCR’'da ¢ogaltilmistir (6). Polimeraz zincir reaksiyon
Urtnleri %2’lik agaroz jelde yuritilmas ve Genius Syngene Bio
goérantileme cihazi ile UV'de géruntilenmistir. Polimeraz zincir
reaksiyon Urinlerinin saflastirimasinda ‘High Pure PCR Product
Purification Kit'i (Roche marka Katalog no: 11 732 676 001)
kullaniimigti.  Dizi analizi reaksiyonu floresan tabanli boya
sonlandiricisi sistemi (Big Dye ver.1,1, Applied Biosystems
[ABI], Foster City, CA) kullanilarak gerceklestirimistir. Dizi analizi
drneklerine Uretici firmanin talimatlarina uygun olarak ABI Prism
310 (PE biosystems, Foster City, CA) cihazinda kapiler
elektroforezi uygulanmistir. Sonuglar NCBI (U.S. National Center
for Biotechnology Information) nlkleotid veritabanindaki AGL
gen dizisi (NG_12865,1, NM_000028,2, NP_000019,2) kaynak
alinarak degerlendiriimistir. Mutasyon tanimlamalarinda insan
Genom Varyasyonu Toplulugu (Human Genome Variation
Society, HGVS) isimlendirme sistemleri kullaniimistir.

Bulgular

Hipoglisemi ya da glikojen depolanmasinin uzun dénem
komplikasyonlari olarak boy kisaligi 10 hastanin altisinda
(1,2,3,5,8 ve 9 numarall hastalarda), egzersiz entoleransi ve
kas zayifigi 10 hastanin besinde ve kardiyomiyopati 10
hastanin birinde (8 numarall hasta) gézlemlenmistir.

Hepatositlerde glikojen (diyastaz ile kaybolan "periodic
acid-Schiff" boyas! ile pozitif) birikimi ile ileri derecede
genisleme saptanmistir. Karaciger yaglanmasi, periportal bag
dokusu artigi veya siroz higbir olguda gérinmemistir.

Kreatin kinaz dlzeyleri dért hastanin Ugiinde ilk basvuruda
artmis bulunmustur ve daha sonra 10 hastadan dokuzunda
artmis CK diizeyleri saptanmistrr. ilk bagvurudaki CK degerlerinin
tim0O mevcut olmadigr igin, artmis CK degerleri daha sonra
belirlenmistir. Ancak, 10 yasin Uzerindeki alti ¢cocuk arasinda
sadece bir cocukta CK dlzeyi normal olup digerlerinin hepsinde
CK diizeyi yiksek bulunmustur (ortalama 510+305U/L). On
yasindan kiiglik dort cocuktan iglinde son CK degerleri normalin
Ustlinde belirlenmistir. Karaciger islev testleri 17 yasindaki
(1 numaral) ve 18 yasindaki (6 numarall) hastalarda normal ve
sirasiyla 71/94 ve 41/58 olarak bulunmustur. ilging olarak,
1 numarali hastanin tersine 6 numarall hastada yiliksek CK
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duzeyi (810 U/L) ve miyopati saptanmistir.  Transaminazlar
basvuruda bitiun hastalarda normal dizeyden 3-20 kat fazla
olarak oldukga artmis olup, ancak 17 ve 18 yaslarinda olan 1 ve
6 numarali hastalarda son izlemde normal bulunmustur.

Molekdler analiz sonucunda saptanan butin yanhs anlamli,
anlamsiz ve RNA islenimini etkileyebilecek olasi intronik bolge
mutasyonlari Tablo 1’de sunulmustur. ik defa bu calismada
tanimlanan bir yanlis anlamli mutasyon olan p.G167V
mutasyonu iki kardeste ve bir baska hastada heterozigot olarak
bulunmustur (1, 3 ve 9 numarall hastalar). Bir baska yanlis
anlamh yeni mutasyon olan p.Y173F mutasyonu ise kardes
hastalardan birinde (3 numarall hastada) heterozigot durumda
tanimlanmistir. RNA islenimini etkileyebilecek olan iki farkli
intronik bdlge degisiminden biri 5 numarali hastada heterozigot
durumda c¢.1284 -1 G>A; digeri ise 9 numarali olguda
homozigot durumda ¢.2002 -2 A>T olarak belirlenmigtir. Bu iki
degisim de ilk olarak bu ¢alismada tanimlanmistir. Daha énce
baska calismalarda tanimlanmis olan ve “dur” kodonu
olusumuna sebep olan p.W1327X mutasyonu homozigot olarak
7 numarall hastada saptanmistir.

Ayrica, sessiz bir mutasyon olan ¢.471C>T (p.H1372H) 8 ve
10 numarali hastalarda homozigot durumda bulunmustur. Buna
ek olarak cok sayida intronik bdlge varyanti da saptanmistir.
Galisilan 10 hastanin altisinda c.1424 -197 T>G (g.32362 T>G,
IVS12-197 T>G) degisimi gdézlenirken, ¢.2001 +8 T>C
(9-36092 T>C, rs3736296, IVS16+8 T>C), c.1424 -125 T>A
(923434 T>A, rs2291637, IVS12-125 T>A), ¢.2950 -21 T>A
(946502 T>A, rs2035961, 1VS23-21 T>A), ¢.3836 +45G>A
(9.65809 G>A, rs2274570, IVS29+45G>A), ¢.3949 +294 A>T
(967728 A>T, rs6692695, IVS30+294A>T) ve ¢.4260 -97 G>A
(9.71230 G>A, rs2296885, IVS32-97G>A) degisimleri sadece
birer hastada saptanmigtir.

Tartisma

Bu calismada, GDH Il tanisi almig 10 Tirk hastanin AGL
gen mutasyon sonuglari, klinik ve biyokimyasal bulgularla
birlikte degerlendirilmistir. Onceki calismalarda oldugu gibi kas
tutulumu ile CK dizeyleri arasinda bir baginti saptanmamig
olup (17,18), CK duzeylerinin belirlenmesinin izlemde
yinelenmesi gerektigi dusunilmektedir.

AGL geninin kismi olarak taranmasi sonucunda, ilk olarak
bu calismada saptanan p.G167Y mutasyonu 1, 3 ve 9 numarali
hastalarda g6zlenmistir. Bir ve 3 numarali hastalar kardes olup
9 numarall hasta bagka bir ailedendir. ilk olarak ¢alismamizda
tamimlanan bu mutasyonun protein diizeyinde bir aminoasit
degisimine yol actigi tahmin edilmektedir. Ancak, p.G167Y
mutasyonunun GDH Il tanili G¢ kardesten sadece ikisinde
gorilmesi ve 9 numaral hastada p.G167Y mutasyonuna ek
olarak, ayni zamanda ¢.2002 -2 A>T degisiminin homozigot
olarak bulunmus olmasi, bu mutasyonun hastalikla
iliskilendirilemeyecegini géstermektedir. Diger taraftan, ¢.2002 -
2 A>T degisiminin RNA islenimi bélgesinden sadece iki baz
kadar uzakta olusu, bu degisimin RNA iglenimini olumsuz

etkileyerek anormal protein olusumuna sebep olabilecegini ve
bu genotipin fenotiple iligkilendirilebilecedini gdstermektedir.
Bes numarall hastada heterozigot olarak saptanan c.1284 -1
G>A degisimi ise yine ilk olarak bu ¢alismada tanimlanan bir
degisim olup, bu mutasyonun da RNA islenimini degistirerek
protein yapisini etkileyebilecegini tahmin etmekteyiz. Ancak, bu
hastadaki diger mutant alelin arastiriimasina gereksinim vardir.

Bilinen bir anlamsiz mutasyon olan p.W1327X, bir yasinda
karaciger buyukligi nedeni ile bagvuran 7 numarall hastada
homozigot durumda bulunmustur. Bu mutasyon daha 6nce
Akdeniz bdlgesi koékenli bir ailede (7), Misirli bir ailede (19),
Kanada’dan beyaz irktan bir ailede (13), Alman-Ukraynali bir
ailede (20) ve Turkiye'nin Karadeniz bdlgesinden bes ailede
(12) bildirilmigtir. Bu bulgular p.W1327X mutasyonunun farkli
toplumlarda gdzlenen bir mutasyon oldugunu ve 7 numarali
olgunun anne ve babasi arasinda akrabalik olmadigi da g6z
énine alindiginda Turk toplumu igin baskin mutasyonlardan biri
olabilecegini gdstermektedir.

Tark GDH Il hastalarinda énceki ¢alismalarda en az 11
farkli mutasyon bildirilmistir. iki Tiirk ailede ise IVS7 +5 G>A ve
IVS21+5ins A mutasyonlari saptanmistir (13). Son zamanlarda
yapilan bir ¢alisma sonucunda p.R1147G, p.W373X, p.R595X,
p.Q1205X, p.Q667X, p.Q1376X, ¢.293+2T>C, p.W1327X ve
¢.1019delA olmak uzere dokuz farkli mutasyon belirlenmistir
(12). Bir bagka yeni mutasyon olan ¢.2474delC de bir Turk GDH
lll hastasinda bildirilmistir (21). Gunimlze kadar yapilan
calismalarda AGL geninde en az dért mutasyon sik gdzlenen
mutasyonlar olarak 6ne ¢ikmaktadir, bunlar, VS32-12 A>G,
p.R408X, p.W1327X ve ¢.750-753delAGAC mutasyonlaridir (5,
10-13). Bu mutasyonlardan Tirk GDH Il hastalarinda bulunan
sadece p.W1327X mutasyonu olup, bu mutasyon ¢alismamizda
da 10 olgudan birinde homozigot durumda gézlenmistir. Bu
hasta ile birlikte U¢ olgumuzda saptanan mutasyonlarin
GDH 1Ilin klinik bulgular ile kesin bir baglantisi olabilecegi
dusunudlmektedir. Bunun yaninda, kalan yedi hastada bu
iliskinin kurulabilece@i genetik degisikliklerin gbzlenmemesi,
AGL geninde ¢alismamizda taranmamis olan bélgelerdeki olasi
degisiklikleri dislamamaktadir. Sonug olarak tim bulgularin
birlikte degerlendiriimesi, Tirk hastalarda goézlenen Kklinik
farkhiginin, alelik farklilikla agiklanabilecegini gdstermektedir.

Bunun yaninda, 2010 yilinda yapilan genis kapsamli
bir derlemede, AGL geninin 3,4,7,16,21,25,30 ve 3Tt’inci
ekzonlarinda mutasyonlarin en az (i¢ ya da daha fazla hastada
tanimlanmis oldugu gdsterilmistir (15). Ozellikle, toplam 29 Tiirk
GDH Il hastasi arasinda 31 numarali ekzonda bulunan iki
mutasyondan (p.Q1376X ve p.W1327X) birinin saptandigi
hasta sayisi 10°dur (12, 13, 21). Bu bulgular sonucunda, 31
numarall ekzon simdiye kadar Tirk hastalarda saptanan
mutasyonlarin yaklasik 1/3'Uni icermektedir. Bu nedenle, 31.
ekzonun “hot spot” bélge olabilecedi ve mutasyon taramasinda
dncelikli bakilmasi gereken bélge oldugu dusiincesindeyiz.

Mutasyon tarama ¢aligmalari, girisimsel olmayan bir yéntem
oldugundan hastaligin tanisinin konmasinda biylUk fayda
saglamaktadir. Bazi toplumlarda oldugu gibi toplumumuzda da
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hem genetik hem de klinik farklilik gdsteren GDH Il
hastaliginda, AGL geninin daha fazla ekzonik bd&lgesinin ve
daha fazla sayida hastanin taranmasi ile genotip/fenotip
iliskisinin daha iyi kurulabilecegi gériistindeyiz.
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