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OZET
Kalay, 1. (2019). Klasik Galaktozemi’de GALT Geni Mutasyon Spektrumu ve Genotip-
Fenotip iliskisinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik
AD. Tipta Uzmanlik Tezi. Istanbul.

Amaglar: Klasik galaktozemi, galaktoz-1-fosfat {iridiltransferaz enzim eksikligi
nedeniyle ortaya cikan, otozomal resesif bir hastaliktir. Iliskili genetik varyantlar 11 ekzonlu
GALT geninde DNA dizi analizi ile saptanabilen kiigiik mustasyonlar olmasina ragmen %1
oraninda biiyiik delesyonlar da bildirilmektedir. Bu ¢alismada, klasik galaktozemi klinik tanisi
alan olgularda genetik etiyolojinin agiklanmasi, genotip-fenotip iliskisinin arastirilmasi,
toplumumuzdaki GALT geni mutasyon spektrumunun belirlenerek molekiler genetik analiz
icin uygun yaklagimin kararlastirilmasi amaglandi.

Gere¢ ve Yontemler: Calismaya, klinik ve biyokimyasal bulgularla klasik
galaktozemi tanisi alan 90 olgu dahil edildi. Olgularda ilk asamada GALT geninde Sanger dizi
analizi ile kicuk varyantlar, kalittm modeli ile uyumlu varyant saptanmayanlarda ikinci
asamada MLPA teknigi ile biiylik mutasyonlar arastirildi.

Bulgular: Olgularin %90’inda dizi analiz yontemi ile 17’si daha 6nce tanimlanmis
dordu novel (p.R67Pfs*19, p.S236Rfs*30, p.S156*, p.VV243l) varyant saptandi, MLPA analizi
ile herhangi bir delesyon/duplikasyon saptanmadi. Olgu grubumuzda en sik (%42) ekzon 6’da
p-Q188R, ardindan ekzon 10’da p.E340* (%15) ve p.R67Pfs*19 (%8) saptandi.

Tartisma: Toplumumuzdaki p.QI88R sikligi Avrupa sonuglar1 ile uyumluydu.
Literatiirde Tiirkiye poliilasyonuna 6zgiin oldugu bildirilen p.E340*, caligmamizda en sik
saptanan ikinci varyant oldu. Ugiincii siklikla saptadigimiz p.R67Pfs*19 ise novel degisimdi.
Bu sonuclarla, GALT geninde sadece ekzon 6 ve 10’un dizilenmesi ile olgularin yaklasik
%65’ine molekiiler tani verilebilecegi gosterildi. Calismamizda MLPA analizinde biiyiik
mutasyon saptanmamasi, olgulardaki on tanidan daha sonra uzaklasilmis olmasi ile
aciklanabilir. Klinik olarak galaktozemi 6n tanist alan ve GALT geninde dizi analizinde
patojenik varyant saptanmayan olgularin MLPA analizi 6ncesinde klinik acgidan yeniden
degerlendirilmesinin uygun olacagi diisiiniildii.

Anahtar Kelimeler: Klasik galaktozemi, GALT geni, Duarte varyanti
Proje destegi: Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi Proje No: TTU-2018-
31142
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ABSTRACT
Kalay, 1. (2019). The Contribution of Molecular Genetic Methods to the Diagnosis of
Classical Galactosemia and Investigation of Genotype-Phenotype Correlation. Istanbul
University, Istanbul Faculty of Medicine, Department of Medical Genetics. istanbul.

Objective: Classical galactosemia is a disorder caused by pathogenic GALT gene
variants leading to deficiency of galactose 1-phosphate uridyl transferase enzyme. This
condition is inherited in an autosomal recessive pattern. Although most of the pathogenic
variants identified are small sequence alterations, gross mutations have also been reported
(1%) in GALT gene, which has 11 exons. We aimed to reveal genetic ethiology of patients
with classical galactosemia and investigate the frequency and distribution of gross and small
GALT mutations for molecular diagnostic approach and search for genotype-phenotype
correlation. Material-Methods: Clinically diagnosed 90 patients with galactosemia were
included in this study. DNA samples were isolated from peripheral blood and algorithmic
testing strategy for GALT gene (NM_000155.3) was performed with Sanger sequencing in all
study group, and MLPA in selected patients with normal sequencing result.

Results: We identified 17 known mutations and four novel variants (p.R67Pfs*19,
p.S236Rfs*30, p.S156*, p.VV243l) in 90 patients, but no gross alteration by MLPA analysis. In
this study, the most common mutations are p.Q188R(42%) in exon 6, p.E340* (15%) in exon
10 and p.R67Pfs*19 in exon 2. The mutation detection rate was 90% through Sanger
sequencing.

Conclusions: According to our results, the frequency of p.Q188R in Turkish
popupation was the most common mutation as in Europe. Second most frequent mutation was
p.E340* which is known to be specific for population in Turkey. The third most frequent
mutation (8%) was a novel single nucleotide deletion leading to protein truncation
(p.R67Pfs*19), found to aggregate in patients from eastern Turkey. It may be concluded that
an algorithmic analysis of exons 6 and 10 would delineate molecular genetic diagnosis for
65% of the patients. The negative MLPA result may be explained by drift away from the pre-
diagnosis after clinical re-evaluation of the patients. In the case that there is no pathogenic
variant is found in sequencing, clinical re-evaluation should be considered before MLPA.

Key words: Classical galaktosemia, GALT gene, Duarte variant
Project support: The Research Fund of Istanbul University. Project No: TTU-2018-31142



1. GIRIS VE AMAC

Klasik galaktozemi (OMIM #230400), galaktoz-1-fosfat Uridiltransferaz (GALT) enzim
eksikligi nedeniyle ortaya ¢ikan, otozomal resesif (OR) gecisli bir hastaliktir. Avrupa’da hastalik
sikligi 1/23 000 ila 1/44 000 arasinda degismektedir [1]. GALT enzim aktivitesinin agir
eksikliginde dokularda ve viicut sivilarinda galaktoz, galaktoz-1-fosfat ve galaktitol birikir.
Bir¢ok olguda yenidogan doneminde galaktoz alimindan sonra sarilik, karaciger ve dalakta
bliylime, karaciger yetersizligi, beslenme sorunlari, hipoglisemi, bobrek tiibiillerinde islev
bozuklugu, kas tonusunda azalma, sepsis ve katarakt goriiliir. Artmis galaktoz-1-fosfat karaciger,
bobrek, beyin, dil, lens ve deri fibroblastlarinda birikerek bu dokularda hasara neden olur.
Yenidogan déneminde galaktitol birikimine bagli olarak psédotiimor serebri ve katarakt olusumu
gOzlenir. Yenidogandaki artmis sepsis sikliginin kokeni tam olarak agiklanamamis ancak
olgularda nétrofil fonksiyonlarmin baskilandigi gosterilmistir. Erigkin hastalarda en siklikla

sOzel dispraksi, bilissel yetersizlik, ataksi ve ovaryan yetmezlik bulgular1 goriiliir [2], [3].

Laktozsuz diyete baslanmasiyla birlikte, hasarin derecesine bagli olarak klinik iyilesme
(ikterde azalma, katarakta gerileme, karaciger ve bobrek fonksiyonlarinda normale doniis)
gordlebilir. Tedaviye erken baslanmasi, bulgularda hizlica gerilemeyi saglarken zamaninda tani
konulamayan olgularda erken ve uzun donemde yasami olumsuz yonde etkileyecek sonuglar
goralebilir [4], [5]. Galaktoz-1-fosfat iiridil transferaz enzim eksikliginin bir ucunda yukarida
belirtilen klinik tablo yer alirken, diger ucunda bulgu vermeyen olgular bulunabilir. Genetik
heterojenitenin olusturdugu bu farklh fenotipler, GALT enzim eksikligi altinda {i¢ alt grup altinda
toplanir; klasik galaktozemi, klinik varyant galaktozemi ve biyokimyasal varyant galaktozemi

(Duarte varyantt).

Galaktozemi, 9. kromozomda (9p13) yerlesik GALT genindeki biallelik mutasyonlarla
iliskilidir [4]. GALT geni 11 ekzonlu bir gen olup, klasik galaktozemi fenotipi siklikla p.Q188R
ve p.K285N mutasyonlar ile iliskilidir. Klinik varyant galaktozemiden ise ¢cogunlukla Afrika
kokenli popiilasyonda p.S135L mutasyonu sorumludur [4]. Duarte varyantinda baslica c¢.-119 -
116delGTCA ve ¢c.940A>G (p.N314D) degisimleri aym allelde gozlenir [6]. GALT geninde
300°Un Ustlinde mutasyon bildirilmistir. Yanlis anlamli, dur kodonu, ger¢eve kaymasi, kirpilma
hatasi, indel ve biiyiik delesyon/duplikasyonlar bugiine kadar bildirilmis mutasyon tipleridir.
Kiigiik mutasyonlarin tespitinde hedefe yonelik ya da tum gen dizi analizi yontemleri

kullanilabilirken, bliylik delesyon ve duplikasyonlarin tespitinde hedefe yonelik



delesyon/duplikasyon analiz yéntemleri (kantitatif PCR, uzun-aralikli PCR, MLPA, hedefe
yonelik array) kullanilabilir. Klinik ve biyokimyasal olarak tani alan galaktozemi hastalarinin

~%395’inde sekans analiziyle GALT geninde mutasyon gosterilebilmektedir [4].

Calismamaiza, 70’1 retrospektif, 20’si prospektif olmak iizere, klinik galaktozemi tanisi ile
molekiiler genetik tanm ve genetik danigma amaciyla yonlendirilen toplam 90 olgu dahil edildi.

Molekuler analizler, Sanger dizileme ve MLPA teknigi ile gerceklestirildi.

Bu ¢alismanin amaci, Klasik galaktozemi olgularinda Tirk populasyonundaki mutasyon
frekansini saptamak, genotip-fenotip iliskisi arastirmak ve molekiiler genetik tan1 algoritmasinin

olusturulmasina katki saglamaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. GALAKTOZ METABOLIZMASI

Insanlar igin galaktozun besinsel en biiyilk kaynag: siit ve siit iiriinleridir. Laktoz
(galaktozil beta 1,4 glukoz) (Sekil 1.) siitte bulunan ana enerji kaynagidir. Laktozun siitteki
miktart memelinin cinsine gore % 2 ile 6 arasinda degisiklik gosterir. Diyetle alinan laktoz ince
barsak mukoza hiicrelerinde laktaz enzimi ile hidrolize edilerek monosakkaritlerine; glukoz ve

galaktoza (Sekil 2) ayrilir [7]. Siit tirlinleri disindaki gidalarda galaktoz igerir [8].

*CH,OH *CH,OH

Galactose Glucose

Lactose

Sekil 1: Galaktoz ve glukoz monosakkaridlerinden olusan laktozun yapisi

CHO CHO
H-C—0H H—“{I:—UH
HO—C—H HO—C—H
H-*C—OH HO-'C—H
H—C—OH H-C—OH
*CH,OH "éH.ch
p=Glucose p-Galactose

(epimer at C-4)

Sekil 2: Glukoz ve Galaktozun agik yapisi. Galaktozu glukozdan farkli yapan, 4 numarali

karbona bagli hidroksil ve hidrojenin konumu renklendirilmistir.

Laktoz ince barsakta hidrolize edilerek galaktoz ve glukoz olusturulur. Glukozun hiicre
icine alimi insuline bagimli iken, galaktozun ve fruktozun hiicre igine girisi insulinden
bagimsizdir. Sodyum/glukoz-galaktoz tasiyicist (SGLT1) araciligiyla galaktoz ince barsak
epitelinden emilir. Hiicre icine alman D-galaktozun fruktoz gibi metabolize edilmesi igin
fosforile edilmesi gerekir. Galaktozun fosforile edilerek galaktoz-1-fosfata cevrilmesinde pek

cok dokunun 06zgiin metabolik yollar1 vardir. Viicutta farkli dokularda galaktoz



metabolizmasinda gorev alan enzimler bulunsa da karaciger, metabolizmanin yer aldig1 esas

organdir [9].

2.1. METABOLIK YOLAKLAR

2.1.1. Leloir yolu

Galaktoz metabolizmasindaki en 6nemli yolaklardan biri olan Leloir yolu 1949 ve 1953
yillar1 arasinda Dr. Luis Leloir tarafindan galaktozun glukoza doniigiimii hakkinda maya ve
bakterilerde yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur. Leloir, seker niikleozidleri {izerine yaptig1 bu
calismalarla 1970 yilinda kimya dalinda Nobel 6dilii kazanmistir. Tanimlanan bu metabolik
yolakta yer alan dort temel enzim; galaktoz mutorotaz, galaktokinaz (GALK), galaktoz-1-fosfat
uridil transferaz (GALT) ve uridin difosfat galaktoz-4-epimerazdir (GALE), Sekil 3 [9].

GALE
Galaktitol UDP Glikoz UDP Galaktoz
GAL):\ GALK * GALT +

B-D Galaktoz (:} oD Galaktoz ——» Galaktoz-1-P 2 Glikoz-1-P

if#fi

Galaktonat

PP, + UDPgalaktozr €———= Galaktoz-1-P + UTP

UDPglikoz pirofosforilaz

PP, + UDPglikoz €— Glikoz-1-P + UTP

Sekil 3: Galaktoz metabolizmasi.

Leloir yolunun ilk enzimi olan galaktoz mutorotaz (Sekil 4-A) aktivitesi ilk kez 1965
yilinda E. coli’de gosterilmistir. Galaktoz mutorotaz enzimini kodlayan GALM geni ise 1994
yilinda tanimlanmis olup insanda 2p22.1’e bulundugu gosterilmistir. Bu enzim beta-D-galaktozu
alfa-D-galaktoza doniistiiriir. Sonrasinda GALK enziminin (Sekil 4-B) a-D-galaktozu fosforile

etmesi ile galaktoz-1-fosfat (galaktoz-1-P) olusur. Bu enzimin eksikligi erken yasta baslayan



katarakt ile karakterize Tip II Galaktozemi olarak adlandiriir. GALKI geni 17q24°de

lokalizedir.

Sekil 4: A.Galaktoz Mutorotaz enziminin ii¢ boyutlu yapisi B. Galaktokinaz enziminin (g

boyutlu yapisi [9].

GALT enzimi, Uridin monofosfat molekulinin UDP-glukozdan galaktoz-1-fosfata
transferini katelize eder. Bu enzimin eksikligi Tip I Galaktozemiye (Klasik Galaktozemi) neden
olmaktadir. GALT, histidin triad enzim siiper ailesine ait olan dimerik yapida bir enzimdir.
Enzimin niikleotit transferaz ve hidrolaz aktivitesi vardir ve her alt tinitesi 348 aminoasit, ¢inko
ve demir atomu igermektedir. Wedekind ve arkadaslar1 1995 yilinda enzimin ii¢ boyutlu yapisin

tanimlamuglardir (Sekil 5).

Sekil 5: Galaktoz-1-fosfat Uridiltransferaz enziminin ti¢ boyutlu yapisi [9].



GALE enzimi (Sekil 6), UDPglikoz ve UDPgalaktozu birbirlerine doniistiiriir. Enzimin
tam eksikligi, klinik tablosu klasik galaktozemiye benzeyen Tip III Galaktozemiye neden olur.
Genelde enzimin parsiyel eksikligi goriiliir ve daha selim seyirli bir klinik gozlenir. GALE geni
insanda 1p36-p35’de bulunur.

Akiifbslge """--..?

Zhy
!‘{'Cﬁ\ )_,1 ~
Sekil 6: UDP-galactose 4-epimeraz enziminin ii¢ boyutlu yapisi

UDP galaktoz; glikoproteinler, glikolipitler ve glikozaminoglikanlarin sentezinde
kullanilir ve bunlarin metabolize edilmesi sonucu endojen galaktoz iiretiminde rol oynar. UDP

glikoz ise glikojen sentezinde anahtar rol oynar [9].

Leloir yolu, galaktozun enerji kaynagi olarak kullanilmasinda ana yolaktir. Bu yoldaki
enzimler; karaciger basta olmak iizere eritrositler, l10kositler, fibroblastlar, bobrek hiicreleri, kas
hlcreleri, intestinal mukoza ve overler gibi bircok dokuda bulunurlar. Fetal donemde galaktoz-1-
fosfat iiridil transferaz enzimi bircok dokuda gestasyonun 10. haftasindan sonra saptanabilir.
Enzim aktivitesi ikinci ve ftigiincli trimesterde postnatal donemdeki aktiviteye yaklasik
diizeydedir. Bu veriler enzim eksikliginin intrauterin donemde de hasar birakacagini

gostermektedir [10].

2.1.2. Aksesuar Yollar

2.1.2.1. Pirofosforilaz yolu
1957°de Isselbacher tarafindan galaktoz-1-P’in UDP galaktoza doniistiiriilmesinde
alternatif bir yol olarak tanimlanmistir (Sekil 3). Leloir yolaginda metabolize edilen galaktozun

%1°1 kadar galaktoz metabolize edilir. Bu yolagin en o6nemli islevi glikoproteinlerin ve



glikolipitlerin yapisina katilmak iizere UDP glikoz ve UDP galaktozun pirofosfarilasyonudur. Bu
iki pirofosfarilasyon reaksiyonu UDP-glukoz pirofosforilaz enzimi tarafindan katalize edilir.
Pirofosforilaz aktivitesi yetiskin ve fetal karacigerde, bobrek ve iskelet kaslarinda saptanmaistir.
Gitzelmann adli aragtirmaci, Isselbacherin tanimladigi pirofosfarilasyon yolunun ters
yonde c¢alismasi hakkinda arastirmalarda bulunmustur. Bu yolakta; galaktozun diyetle
almmadi81, galaktozun metabolize edilemedigi, GALK ve GALT enzimlerinin eksikligi
durumlarinda UDP-galaktozdan glukoz-1-fosfat dretilebilir. Galaktoz-1-fosfattan da fosfataz
enziminin aktivitesi sonucu galaktoz olusabilir. Bu da bize, endojen bir galaktoz iiretim
mekanizmasinin var oldugunu ve galaktoz kisitlamasi yapildigi halde neden GALT enzim

eksikliginde galaktoz-1-fosfat birikimi oldugunu gostermektedir [7], [11], [12].

2.1.2.2. Galaktoz galaktitol yolu
Galaktoz aldoz rediiktazin etkisiyle, idrarla atilabilen galaktitole doniistiiriiliir. Bununla
beraber galaktitoliin dokularda birikmesinin yarattigi osmotik basincin galaktozemi hastalarinda

katarakt ve psddotiimor serebri patogenezinde rol aldig1 da diistiniilmektedir [11], [14].

2.1.2.3. Galaktoz galaktonat yolu

Galaktoz dehidrogenaz enzimi galaktozu galaktonata donistiiriir, galaktonat idrarla atilir.
Ayni denek kosullarinda normal ve GALT enzim eksikligi olan deneklere galaktoz yiiklemesi
yapildigi zaman, hasta bireylerde idrardan galaktonat atiliminin alti kez artmis oldugu
gosterilmistir [11]. Giliniimiizde, galaktozemili siit ¢ocuklarinda niikleer magnetik rezonans

spektroskopisi ile galaktonat 6l¢iimii yapilabilmektedir [15].

2.2. GALAKTOZEMI

Galaktozemi ilk kez 1908 yilinda Von Ruess tarafindan tanimlanmistir. 'Bebekte Asir
Seker' adl1 makalesinde hepatomegali sikayeti olan bebegin diyetinden siit iirlinleri ¢ikarildiktan
sonra idrarinda galaktoz bulunmadigi gézlenmistir. Bu hastaliga “galactosuria” adi verilmistir.
Bir siire sonra bebek sekonder hastaliklardan dolayr kaybedilmis ve yapilan otopsi sonucu 6liim
sebebi siroz olarak agiklanmistir. O tarihte galaktozemi hastaliginin varligi bilinmediginden
olim sebebi farkli nedenlere baglanmistir. Galaktozemi ile ilgili ilk detayli tarif 1917° de
Goppert tarafindan yapilmistir. Hastada mental gerilik, hepatomegali, sarilik, bliylime geriligi,

idrarda albumin ve seker atiliminin oldugunu; diyetten galaktozun ¢ikarilmasi ile hastanin



bulgularinin normale geldigini bildirmistir. Hastanin biiyiik kardesinde dogumdan birkag¢ giin
sonra sarilik, hepatomegali gelistigi, siinnetten birka¢ gilin sonra hayati tehlike tasiyan bir
kanama tablosu ge¢irdigi ve alt1 haftalikken 61diigli bildirilmistir. Otopside karacigerde biiyiik
bir tiimor saptanmis ve sifilize bagl oldugu sanilmistir. Ancak Wassermann reaksiyonu negatif
oldugundan bu tanidan uzaklasilmis ve 6limiin nefrite bagli oldugu diisiiniilmiistiir. Bu hastanin
diger kardesinin de preterm dogum sonrasi sarilik ve hepatomegali bulgulari ile dort haftalikken
oldiigi bildirilmistir. Goppert bu hastalarin karacigere bagli bir hastalik gegirdiklerini not etmis
ve hastanin diyetindeki laktozun diger sekerler ile degistirilmesi gerektigini bildirmistir.

Mason ve Turner tarafindan 1935 yilinda hastalik tekrar hatirlanmis ve detayli
arastirmalar yapilmaya baslanmistir. Leloir da seker molekiilleri iizerine ¢alismis ve 1970 yilinda
kimya dalinda Nobel 6diilii kazanmigtir. Tiim bu bilgiler 1s181nda tip literatiiriindeki galaktozemi
hastalig1 tanimlanmistir [16].

GALT enzimi eksikligi, klinik — biyokimyasal fenotip olarak {i¢ gruba ayrilir.

1. Klasik Galaktozemi

2. Klinik Varyant Galaktozemi

3. Biyokimyasal Varyant Galaktozemi (Duarte Varyanti)

Bu siniflama, rezidiiel eritrosit GALT enzim aktivitesine gore yapilir (Tablo 1). Klasik
galaktozemi ve klinik varyant galaktozemi, klinik prezentasyonu olan hastaliklar olarak
degerlendirilir. Biyokimyasal varyant galaktozemide ise siklikla hastalik fenotipi olugsmaz. Bu ii¢

fenotipin etiyolojisinde farkli mutasyonlar yer alir.



Tablo 1: Klasik galaktozemi fenotipleri [4].

Klasik Galaktozemi Klinik Varyant Biyokimyasal Varyant
Galaktozemi Galaktozemi (Duarte)
*Galaktoz-1-P: >10mg/dL
(120mg/dL diizeyinde) sGalaktoz-1-P: >10mg/dL *Galaktoz-1-P: 1-30 mg/dL
sGalaktoz : >10mg/dL sGalaktoz : >10mg/dL *Galaktoz : >10mg/dL
(90-360 mg/dL dizeyinde)
*GALT enzim aktivitesi :%1-10 *GALT enzim aktivitesi
*GALT enzim aktivitesi <361 %614-25
K linik :
*Klinik ; Erken semptomilar *Klinik ;
Erkensemptomlar Beklenmez

Geg semptomlar

2.2.1. KLASIK GALAKTOZEMI

Klasik galaktozemi (OMIM#230400) GALT enzim eksikligi nedeniyle ortaya ¢ikan bir
karbonhidrat metabolizmast bozuklugu olup otozomal resesif kaliim gosterir. GALT geni 9p13
kromozomu {izerindedir. Hastalik insidansi 1/40.000 ila 1/60.000 arasinda olup, iilkemizde
1/23.775 olarak bildirilmistir [17][18].
2.2.1.1. Patogenez

GALT enzim aktivitesinin agir eksikliginde dokularda ve viicut sivilarinda galaktoz,
galaktoz-1-P ve galaktititol birikir. Komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasinda galaktitol ve galaktoz-
1-P birikimi muhtemelen en 6nemli faktorlerdir [9]. Galaktonat olusumu da artar fakat idrarla
atildig1 icin dokularda birikmez [19]. Yakin donemdeki ¢alismalar galaktozemi hastalarinda
hiicre i¢inde kritik gorevler iistlenen inositol diizeylerinin de etkilendigini ortaya koymustur [20].

Uzun donem komplikasyonlarinin etiyolojisinde glikozilasyonun bozulmasinin da etkili
oldugu 6ne siiriilmektedir [2]. Saglikli insan hiicrelerinde UDP galaktoz ve UDP glikoz arasinda
bire li¢ oran1 korunurken, galaktozemi hastalarinda bu oran bozulmaktadir. UDP galaktoz ve
UDP glikoz glikoziltransferazlar i¢in seker verici olarak gorev yapar. Bu nedenle galaktozemi
hastalarinda, protein ve lipid glikozilasyonu da bozuldugundan glikolipit ve glikoprotein sentez
sorunlarinin da uzun dénem komplikasyonlara yol ac¢tig1 diisiiniilmektedir [19].

Yenidogan doneminde psodotiimor serebri ve katarakt olusumundan galaktitol birikimi
sorumlu tutulmaktadir. Yenidogan sepsis sikliginin artma nedeni bilinmese de hastalarda nétrofil
fonksiyonlarinin baskilandigi gosterilmistir. Hepatik, renal ve serebral sorunlarin patogenezinin

galaktoz-1-P ve galaktitol birikimiyle iliskili oldugu diisiiniilmektedir [21].
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Yenidogan bir bebek kalori gereksiminin %20'sini laktozdan saglar. Laktoz, dogada
yalnmiz siitte bulunan siit sekeri de denilen bir disakkarittir. Birer monosakkarit olan glukoz ve
galaktozdan olusur. Galaktoz-1-fosfat {iridil transferaz enzimi olmadiginda bebek galaktoz-1-
fosfat1 metabolize edemez. Artmis galaktoz-1-fosfat karaciger, bobrek, beyin, dil, lens, deri
fibroblastlarinda birikir ve hasara neden olur [11], [12], [22]. Bu hasarlanma heterozigot annenin
diyetinden transplasental olarak gecen galaktoz veya fetusta endojen olarak Uretilen galaktoz

nedeni ile de prenatal olarak baslayabilir.

2.2.1.2. Klinik Bulgular

Hastalar dogumdan hemen sonra saglikli goriiniimde olsalar da anne siitii ya da laktoz
iceren formiil mama ile beslenme baslandiktan birka¢ giin sonra sarilik, beslenme isteginde
azalma, tart1 kaybi, kusma ilk klinik bulgular olarak gbéze c¢arpar. Yenidogan veya kiigiik bir
bebekte; sarilik, hipoglisemi, letarji, konviilziyon, irritabilite, beslenme zorlugu, kilo alamama,
aminoasituri, katarakt, vitréz kanama, hepatosplenomegali, hepatosellller yetmezlik, renal
tubtiler disfonksiyon bulgular1 goriildiigiinde galaktozemi akla gelmelidir.

Galaktozemi tanisinda intrakranial basing artis1 ve serebral 6dem ilk belirti olabilir ve
siklikla letarji ve belirgin hipotoni goriiliir [11], [12]. Biriken galaktoz-1-fosfatin yarigsmali
inhibisyonu ile fosfoglukomutaz enziminin baskilanmasi, glikojenin glukoza doniigiimiiniin
gecici engellenmesine yol agar ve hipoglisemi olusur. Hipoglisemi ile birlikte letarji artar ve
konvulziyonlar gorilebilir.

Katarakt dogumu izleyen ilk gilinlerde olugsmaya baslar, giinler haftalar icerisinde ilerler.
Dogumda var olan veya bir yasina kadar goriilen katarakta konjenital katarakt denir [11].
Galaktozemili bazi hastalarda ¢ok nadir bir durum olan vitrdz hemoraji gelisebilir [23].

Galaktozemili hastalarda lokositlerin bakterisidal aktivitesi baskilandigindan E. coli
sepsisi riski artmistir. Septisemiye bagli 6liim olabilir. Yenidogan déneminden itibaren kanama
bozukluklar1 ve koagiilopati goriilebilir. Fizik muayenede kan alinan bolgelerde sizint1 seklinde
kanama, morluklar ve bombe fontenel saptanabilir.

Erigkin hastalarda en sik goriilen komplikasyonlar sozel dispraksi, ilimli biligsel
yetersizlik, ataksi ve ovaryan yetmezliktir [20]. Kadinlarda galaktozeminin uzun donem
komplikasyonlari arasinda en sik goriilen klinik %80 orani ile primer ovaryan yetmezliktir [24].
Waggoner ve arkadaglarinin ¢alismasinda 17 yasin iizerindeki galaktozemi tanili 34 kadinin

8’inde primer amenore saptamistir. Menars icin ortalama yasin 14 olarak (10-18 yas arasi)
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saptandigr hastalarin bir¢ogunda sekonder amenore gelistigi bildirilmistir. Cocuk dogurma
caglarina gelen kadinlarin bircogu infertil olmasina ragmen, ¢ocuk sahibi olabilen az sayida
hasta da mevcuttur. Kadinlarda ovaryan problemlere karsin erkeklerde testis fonksiyonlarinda bir
problem olmaz. Boy uzamasi gecikse de hastalarin eriskin boylar1 normal sinirlar igindedir.
Hastalarin kemik mineral yogunluklarinin azaldig tespit edilmistir. Bobrekte galaktoz-1-fosfat
birikimine bagli renal Fanconi sendromu gelisebilir. Birgok hastada konusma bozukluklari, daha

az bir kisminda motor fonksiyon ve dengede bozulma izlenir [25].

2.2.2. KLINIK VARYANT GALAKTOZEMI

Klinik varyant galaktozemi fenotipinin bazi yonleri, klasik galaktozemi fenotipi ile
ortaktir. Katarakt, karaciger hastaligi (tutulumu), iliml biligsel yetersizlik, ataksi, gelisme
geriligi goriilebilmektedir. Tedavi edilmeyen infantlarda beslenme problemleri, siroz kanama
bozukluklar1 gelisebilir. Klinik varyant galaktozemi, homozigot p.S135L mutasyonu olan Afrika
kokenli insanlarda bildirilmistir. p.[S135L];[Q188R] birlesik heterozigotluk durumunda ise yine
klasik galakatozemiye gore daha hafif bir klinik beklenmektedir. Afrika kokenli toplumlarda
p.S135L alleli goriilme prevelansit %]1°dir [26]. Bu varyant, yeni dogan tarama programi ile
gozden kacabilmektedir. Diyet tedavisi ile komplikasyonlarin bircogu engellenebilmektedir.
Uzun donem takiplerde, klasik galaktozemide sik goriilen bir komplikasyon olan prematiir over

yetmezliginin klinik varyant galaktozemi olgularinda goriilmedigi bildirilmistir [4].

2.2.3. DUARTE GALAKTOZEMI (BIYOKIMYASAL VARYANT GALAKTOZEMI)
Duarte galaktozemi, klinik bulgu olusturmasi beklenmeyen, yalnizca biyokimyasal
parametrelerle normal popiilasyondan ayrilan selim seyirli bir durum olarak kabul edilmektedir.
Klinik bulgulara neden oldugu diisiiniilmemektedir. Duarte galaktozemi tanisi alan 6-12 yas
arasindaki 350 ¢ocukla yapilan bir ¢alismada, uzun vadede kontrol olgulariyla aralarinda belirgin
bir fark olmadigi gosterilmistir [6]. Fakat Duarte galaktozemili az sayida ¢ocugun katildig
calismada etkilenmemis ¢cocuklara gore isitsel hafizalarinin daha zayif oldugu gosterilmistir [27].
Biyokimyasal varyant galaktozemi, Duarte-1 (D1) ve Duarte-2 (D2) olmak uUzere iKi
farkli form igerir. Farkli allellerden kaynaklanan bu iki formda da klinik prezentasyon
beklenmezken, D1’de GALT enzim aktivitesi normal ya da artmis, D2’de ise enzim aktivitesinin

%25-50 oraninda azalmis olmasi beklenmektedir [28].
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Galaktozemi varyasyonlari i¢ginde en sik goriilen formu, yenidogan taramalarinda siklikla
saptanan D2 galaktozemidir. Galaktozeminin yenidogan tarama programinda oldugu iilkelerde
Duarte galaktozeminin klasik galaktozemiye gore on kat daha fazla tespit edildigi ifade
edilmektedir [29]. Bu hastalar bir allelde kismen etkilenmeye neden olan Duarte-2 degisimi diger
allelde ise klasik galaktozemi mutasyonu tasimaktadir [29]. Duarte galaktozemi tanis1 almis 1-6
yas arasindaki ¢ocuklarla yapilan ¢alismada, galaktoz kisitlamasi yapilmayan grupta galaktoz-1-
P diizeyinin artmadig, diger galaktoz metabolitlerinin arttig1 belirlenmistir. Cocuklarda klinik ya
da gelisimsel sorun saptanmamustir [30]. Ilerleyen yillarda bu grupta komplikasyonlarin gériilme
ihtimali merak konusudur. Lakin Duarte galaktozemi hastalarinda galaktoz kisitlamasi
gerekliligini kanitlayan yeterli klinik veri yoktur [31].
2.2.3.1. Laboratuvar Bulgular

Hastaliktaki laboratuvar bulgulari; indirekt ya da miks hiperbilirubinemi, kan galaktoz
diizeyinin yiiksekligi, hipoglisemi, anormal pihtilasma testleri, artmis transaminazlar ve
fenilalanin, tirozin, metiyonin basta olmak iizere baz1 amino asitlerde artis laboratuvar bulgulari
arasinda goze carpar. Renal tiibiiler hasar sonucu hiperkloremik metabolik asidoz, galaktoziiri,
glikozuri, amino asidiiri, albuminiiri, fosfatiiri ve hipofosfatemi ortaya ¢ikabilir. En erken gelisen
laboratuvar bulgularindan birisi renal fonksiyon bozuklugunun goéstergesi olan albuminiiridir.
Laktoz aliminin ilk bir iki gliniinde belirir ve galaktozun diyetten ¢ikarilmasi ile hemen kaybolur
[11], [15].

2.2.3.2. Biyokimyasal Tani

Galaktozeminin biyokimyasal tanisi, eritrositlerde galaktoz-1-fosfat konsantrasyonunun
artmast ve GALT enzim aktivitesinin azalmasiyla konur. Klasik galaktozemide, galaktoz-1-
fosfat konsantrasyonu 10 mg/dL’den yiiksektir. GALT aktivitesi ¢ok diisiiktiir ya da hig¢ yoktur.
Klinik varyant galaktozemide ise, enzim aktivitesi %1’in tizerindedir ancak %15’i gegcmez [32].

Galaktoz idrarla atilan indirgen 6zellikte bir sekerdir. Idrarda rediiktan madde bakilmasi,
bakirin indirgenme prensibine dayanir ve galaktozemi siiphesinde tanisal yaklasim i¢in yapilacak
ilk testtir. Bu test yanlis negatif ya da pozitif sonuglar verebilir. Ciinkii anne siitiiyle beslenme
sonrasindaki birka¢ saat icinde bile galaktoz idrarda saptanamayabilir. Eger hasta
beslenemiyorsa ve intravendz sivi tedavisi altindaysa idrarda galaktoz ¢ikmayacaktir. Bunun
yani sira galaktoziiri karaciger hastaligl olan hastalarda da gozlenir. Diger indirgen sekerlerde

testin pozitif sonu¢ vermesine neden olur. Idrarda indirgen madde saptanan hastalarda
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monosakkarid ince tabaka kromotografisi yapilarak hangi indirgen sekerin idrarda atildig1 tespit
edilmelidir (Tablo 2) [21].

Tablo 2: Idrarda bulunup pozitif reaksiyona neden olabilen indirgeyici maddeler.

Monosakkaritler (Glukoz ., Fruktoz)

Disakkaritler (Galaktoz, Laktoz, Maltoz)

Pentozlar (Arabinoz, Riboz)

Ilaglar (Salisilatlar, Sefalosporin, Nalidiksik asit, Stilfonamidler)
Vitaminler (Askorbik asit)

Sistein

Homogentisik asit

GALT enzim aktivitesinin 6l¢limiinde kullanilan en basit yontem Beutler testidir. 1966
yilinda Beutler ve Baluda tarafindan gelistirmislerdir. Bu floresans testi, filtre kagidina alinan
kan 6rnegindeki GALT enziminin NADP indiiklenmesine yol acarak uzun dalga boyundaki
ultraviyole ile floresans vermesine dayanir. Floresansin siddeti enzim aktivitesi ile orantilidir
[28], [30]

Hizli bir yontemdir ancak filtre kagidina alinmis kan Orne§inde enzim aktivitesinin
sicaklik ve nemden olumsuz etkilenmesi gibi dezavantajlar1 vardir. Bu testin 1/1000-1/5000
sikliginda yalanci pozitif sonug verdigi bildirilmistir. Son dort ayda kan transfiizyonu yapilmigsa
GALT enzim aktivitesini 6lgen testler yalanci negatif sonug verir [36]. Glukoz-6-fosfataz ve
fosfaglukomutaz eksiklikleri de bu testle saptanabilir. Bu enzimler testte beklenen degisimin
olmast icin gerekli enzimlerdirr GALK ve GALE enzim eksiklikleri bu testle
saptanamamaktadir. Enzim eksikligi i¢in homozigot olan bireylerde hi¢ floresans izlenmezken,
Duarte varyantinda saglikli kisilere gore ge¢ floresans verir [11].

Eritrosit lizatlarinda kantitatif olarak GALT aktivitesinin bakildigi daha 6zel testler de
vardir. Enzim aktivitesi farkli yontemlerle Olgiilebilir. Altin standart radyoizotop yontemidir,
bununla birlikte spektroflorometrik yontem ve LC-MS/ MS (liquid chromatography-tandem
mass spectrometry) de enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilabilir. Enzim diizeyinin
bakildig: testler bebegin beslenmesinden bagimsizdir ve dogumdan sonra herhangi bir zamanda
alinan kan Orneginde bu test uygulanabilir. Ancak kan transfliizyonu sonrasinda yalanci negatif
sonug verir. Bu durumda tani i¢in idrar galaktitol diizeyi, eritrosit galaktoz-1-fosfat diizeyi yol

gosterici olabilir. Deri fibroblastlarinda da enzim c¢alismasi yapilabilir. Postmortem uygun
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sekilde alimip saklanmis karaciger veya renal korteks dokular1 da enzim caligmasi i¢in uygundur
[11], [37]

Prenatal tan1 i¢in GALT enzim aktivitesi koryon villus hiicrelerinde ya da amnion sivisi
hlcrelerinde Olgulebilir ve amnion sivisinda galaktitol miktar1 belirlenebilir. Holton ve
arkadaglarinin yaptig1 bir calismada galaktozemili fetuslarin 10. ve 25. gestasyon haftalarinda
amniyotik sivilarinda galaktitol birikimi gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada galaktozemili hastalarin
idrarlarinda galaktitol miktarimin artti§i da rapor edilmistir [11]. Erken hamilelik doneminde

galaktitol birikiminin gdsterilmesi prenatal tani i¢in 6nemlidir.

2.2.3.3. Genetik Tan1

Galaktoz-1-fosfat Uridil transferaz geni (NM_000155) 9p13.3 kromozomunda bulunan
11 ekzonlu bir gendir ve 43kDa’luk protein trtnu kodlar [38], [39] (Sekil7). Klasik galaktozemi,
GALT genindeki homozigot ya da birlesik heterozigot mutasyonlarin neden oldugu otozomal
resesif bir hastaliktir [2]. HGMG Mart, 2019 verilerine gére GALT geninde tanimli 340
mutasyon bildirilmistir. Bu mutasyonlarin 328’1 dizi analizi ile saptanabilen yanlig anlamli,
anlamsiz, kirpilma hatasi ve insersiyon/delesyon (in/del) tipi mutasyonlardir. Dokuz tanesi ise

Array/MLPA ile saptanabilecek biiyiik delesyonlardir.
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Sekil 7: Galaktoz-1-fosfat dridil transferaz (GALT) geninin bulundugu 9p13 kromozomunun
diagrami [42].

Beyaz popiilasyondaki galaktozemi hastalarinin %70’inde p.Q188R ve p.K285N yanlig
anlamli (missense) mutasyonlari bulunur ve klinik prezantasyon olusturur [11]. Afrika-Amerikali
hastalarin %62’sinde daha hafif hastaliga yol agan p.SI35L mutasyonu goriliir. Klasik
galaktozemiye neden olan bir diger mutasyon ise %2.6 oraninda izlenen p.L195P mutasyonudur
[39]. Duarte galaktozemide en énemli genetik varyasyonlardan biri olan p.N314D mutasyonu
ABD’de 5% oraninda izlenmektedir [39], [40].
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Galaktozemi hastas1 yada tasiyicist olmayan biri, GALT enzim iiretimi i¢in iki normal
gen tasir. Bu kisinin genotipi N/N olarak sembolize edilir ve enzim aktivitesi normal duizeydedir.
Klasik galaktozemisi olan hastalar ise her iki ebeveyninden de mutant birer allel alir. Bu kisinin
genotipi G/G olarak sembolize edilir ve enzim aktiviteleri ¢ok diistliktiir. Klasik galaktozemi de
(GIG) GALT enzim aktivitesi %5’in altindadir ve eritrosit galaktoz-1-fosfat diizeyleri 10
mg/dl’nin tizerindedir. Klasik galaktozemi tasiyiciliginda ise bir allelde normal, digerinde klasik
galaktozemi mutasyonu olan bir allel yer alir. Bu kisinin genotipi G/N olarak adlandirilir ve
enzim aktivitesi normalden az ama klinik prezentasyon olusturacak ya da 6zel diyet yonetimi
gerektirecek kadar diisiik degildir. Duarte galaktozemi ise klasik galaktozeminin bir varyantidir.
Klasik galaktozemi ile iliskili komplikasyonlar Duarte galaktozemide beklenmez [41]. Duarte
Galaktozemili ¢ocuk, bir ebeveyninden klasik galaktozemi genini (G) ve digerinden Duarte
degisken genini (D) alir. Duarte varyantinda genotip D/G seklinde adlandirilir ve GALT enzim
aktivitesinin %25-50 arasinda bulundugu bildirilir (Tablo3). D/N genotipi, Duarte galaktozemi
tagiyicisinda yaklasik %75 enzim aktivitesi, D/D genotipinde (homozigot Duarte galaktozemi)
ise yaklasik %50 enzim aktivitesi oldugu bildirilmektedir [4].

Tablo 3: Galaktozemi genotipine gore beklenen enzim aktivite oranlari.

GEN ZIGOSITE GALT AKTIVITESI

NORMAL N/N %100
KLASIK GALAKTOZEMI G/G %0
DUARTE 2 D2/D2 %50
KLASIK / DUARTE 2 G/D2 %25

DUARTE 1 D1/D1 %125
LOS ANGELES VARYANT

Klasik galaktozemiye neden olan alleller arasinda en sik izlenen p.Q188R mutasyonudur
(%54-70) [43], [44]. 188. kodondaki bu mutasyon enzimin yapisinda glutamin aminoasidi yerine
arginin gelmesi ile sonuglanir [45]. Afrikali Amerikalilarda ise en ¢ok izlenen mutasyon %50’lik

oranla p.S135L°dir [44], [46]. Ulkemizde de dogu Avrupa bolgesinde oldugu gibi p.K285N
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mutasyonu tiim diger Avrupa tilkelerine gore daha sik goriiliir [47], [48]. Klasik galaktozemiye
neden olan bir diger mutasyon ise %?2.6 oraninda izlenen p.L195P‘dir [39] Galaktozemide
izlenen en 6nemli genetik varyasyonlardan biri olan Duarte galaktozemi, p.N314D varyantinin
galaktozemi mutasyonu ile birlesik heterozigotlugunda olusur [49]. ABD’de %5 oraninda

izlenen bu varyant, GALT enzim aktivitesini %25’e kadar azaltmaktadir [39], [40].

2.3. GENETIiK TANI YONTEMLERI

2.3.1. DNA Dizileme Yontemleri

DNA dizileme, DNA zincirinin niikleotid diziliminin sirasimin ve nikleotidin ne
oldugunun belirlenmesi islemidir. 1976’da Maxam ve Gilbert [50] tarafindan gelistirilen uglar
boyali zincirlerin kimyasal olarak kirilmasi iglemi 1977°de Sanger ve ark. [51] tarafindan
gelistirilip zincir sonlandirma metoduna doniistiirtilmiistiir ve halen giliniimiizde altin standart
olarak kullanilan DNA dizileme teknolojisinin baslangici olarak kabul edilmektedir. 1986 yilinda
Smith ve ark. [52] tarafindan niikleotidlerin farkli floroforlarla isaretlenmesi ve isaretli
nikleotidlerin poliakrilamid jel elektroforezinde bir detektdr yoluyla saptanmasini saglayan
yontemler ile DNA dizilemesinin otomatize edilmesinin oOnii agilmistir. 1995 yilinda
Fleischmann ve ark. [53] haemophilus influenzea’nin tiim genomuna ait diziyi bu teknikle
yaymlamistir. Bu yayindaki sorumlu kisi Venter’in daha sonra kurdugu Celera sirketi ile
Amerika Ulusal Saglik Enstitiisii’niin ortak ¢aligmalari sayesinde “Insan Genom Projesi” tlim
insan genomunu dizileyerek halka agik veri tabanlarinda paylasmis ve 2000 yili Haziran ayinda
projeyi tamamlanmislardir [54]. Ancak giliniimiizde bu projede kullanilan referans diploid insan
genomlarmin etnik farkliliklarindan dolayr halen bosluklar bulunmaktadir. Bunlar 6zgiin bir
kromozomda karsilig1 olsa da heniiz lokalizasyonu ve oryantasyonu tam olarak yerlestirilememis
olanlar ile herhangi bir kromozoma baglantilanamamis olan dizilerdir. Giincel referans insan
genomu 2017 yilinda kullanima ag¢ilmis olan GRCh38’dir (Genome Reference Consortium
human assembly 38, patch release 12), Bu referansa ag¢ik veri tabam1 olan
https//www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/human/’dan ulasilabilmektedir.

Insan Genom Projesi kapsaminda yapilan tiim genom dizileme ¢alismalar1 her klonun
bagimsiz ¢ogaltilmas:t ve dizilenmesi gereksinimlerinden dolayr 10 yildan fazla siirmiistiir.

Sonuglar1 degerlendirildiginde Sanger dizileme (SD) yonteminin tiim genom dizileme islemleri
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icin yetersiz kaldigr maliyet ve siireyi azaltip verimliligi arttiracak yeni yontemlere ihtiyag
duyuldugu ortaya cikmistir [55]. Bu sebeple YND (Yeni Nesil Dizileme) veya ikinci nesil
dizileme olarak adlandirilan ¢ok fazla sayida klonun es zamanl olarak ¢ogaltilmasina ve analiz
edilmesine olanak saglayan dizileme yontemleri gelistirilmistir. Bu teknigin kullanimi, tiim
genomun, ekzomun ya da 6zellestirilmis panel gen testlerinin gelistirilmesine ve birgok hastanin
es zamanli incelenmesine olanak saglayarak hastaliklarin genetik etyopatogenezlerinin hizla ve
daha uygun maliyetlerle aydinlatilmasina, genetik tan1 i¢in yaklagimlarin gesitlenmesine olanak

saglamistir [56], [57].

2.3.1.1. Sanger Dizileme

SD olarak tanimlanan ve giiniimiizde dizileme yontemlerinin altin standardi olarak kabul
edilen dizileme yontemi, Sanger ve ark. 1977 yilinda gelistirilmis ve yaymlanmistir [51]. Zincir
sonlandirma yontemi olarak tanimlanan SD ydnteminin temelinde yeni oligoniikleotid zinciri
olusumu sirasinda ortamdaki diger deoksiriboniikleotidlere (ANTP) ilaveten reaksiyonda 3’
hidroksil grubuna sahip olmayan dideoksiribonikleotidler (ddNTP) bulunmakta, bu
niikleotidlerin DNA Polimeraz I’i inhibe etmesi ve zinciri sonlandirmasi beklenmektedir. Sanger
ve ark. [58] dort farkli karisim tiibiiniin her birine farkl isaretli ddNTP koyup, bu karigimlara
primer baglanmig tek zincirli kalip DNA’y1, DNA polimeraz ve dNTPleri eklemistir. Cogaltilma
esnasinda ddNTP’ye maruz kalan oligonukleotid dizilerinin boyu, ddNTP’nin yeni olusan diziye
dahil olmasi ile sonlandigindan ve bu durum tesadiifi oldugundan farkli uzunluklarda zincirler
elde edilmektedir. Daha sonra her tiipte olusan oligonukleotidler akrilamid jelde yiiriitiilerek
fragman boyutlarina gore ayrismaktadir (Sekil 8). 1986 yilinda Smith ve ark. nin [59] her bir
ddNTP’yi farkli floroforlarla isaretleyerek bu floroforlarin bir dedektdr araciligiyla saptamast
yontemini gelistirmesi saysinde otomasyon sistemlerinin ortaya ¢ikmasi saglanmistir (Sekil 2.4).
Gilinlimiizde otomatize edilmis kapiller sistemleri ile aymi anda coklu dizi Orneklerinin

dizilenmesi mimkiin olmaktadir.



18

d ¢ . R
- DN A (Kabp [gareth Fmeder "0 9
|7 Zinch) e A - A
-G i C- &
A e T T T T
c i ddG G G G G
LT sial A4 Ad a4 a- A
T = A A= A A A
=i ddG G G G G [ G- G
G ddC = [ = L+ e c C C C c
A § T T T T T T T T T
-C G- G- G4 G- G- G- G- G- G-
- T-| T-| T T=f T 7T-1 T= 7T1-f T
™ o T4 714 74 T4 T4 T4 T4 T4 T
En Kisa Ea Uum
Fincirlerin Em uzun igareli zincir
Hareket Yoni "t
Y
Detektir
i el
Lazer En kasa iyareri zineir
En uzun
igareli Lat !
rincirinsom | A L
ban c d
T
G
En kisa At
isareli Al
zincirin G
sonbann €

Sekil 8: Sanger dizileme prensibi [60].

Sanger Dizi Analizinde Karsilasilabilecek Sorunlar

1) Dizi kalitesi (iyi saflagmamis DNA Ornegi, spesifik olmayan PCR, CG zengin
bolgeler, AT zengin bdlgeler, primer yerlesimlerinin iyi olmamasi, dizi reaksiyonu hatalari,
yanlis primer ile dizi, PCR ve dizi reaksiyonunda saflagtirma problemleri).

2) OR gecisli hastaliklarda bir allelde biiylik delesyon olmasi sonucu varyantin
homozigot gibi goriinmesi ya da primer baglanma bdlgesinde polimorfizm bulunmasi nedeniyle
sadece mutasyon tagiyan ya da tasimayan tek allelin dizilenmesi sonucu (allel-drop out) yanlig
tan1 olugmast.

Sanger Dizi Analizinde Karsilasilabilecek Sorunlar Icin Onlemler

1) Dizi tekrari (DNA nin yeniden saflastirilmasi, PCR da Mg++, Tm 1silari, denatiiran
ajan kullanilmasi/kullanilmamasi, tekrar analizleri).

2) Homozigot varyant tasiyanlarda testin ebeveynlerde de uygulanarak, ayn1 mutasyon
icin heterozigot tasiyict olduklarinin gdsterilmesi.
2.3.1.2. MLPA

Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) teknigi 2002 yilinda MRC-

Holland firmas: tarafindan DNA’daki kopya sayilarini degerlendirmek iizere viral RNA’larin
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saptanmasi i¢in kullanilan ligasyon bagimli PZR tekniginin modifiye edilmesiyle gelistirilmis ve
kullanima sunulmustur. Teknik, hedefteki 6zgiin dizilerin, prob ligasyonu ardindan yapilan ¢oklu
PZR iiriinlerinin kapiller jel elektroforezi ile eszamanl olarak degerlendirilmesi esasina dayanir
[62].

MLPA isleminde her bir hedef bolgeye ortak oOzellikler iceren 0Ozgiin problar
tasarlanmistir. Problar iki ana parcadan olusmaktadir. Bunlardan 5’ tarafta bulunan
oligoniikleotid sirastyla ileri primer dizisinin eslenik motifini ve hedef alinan DNA dizisinin
eslenik motifini iceren dizilerden (20-30 bp) olugmaktadir. Probun 3’ pargasini olusturan
oligonukleotid ise sirasi ile hedef alinan DNA dizisinin komsu eslenik motifini (25-43bc)
devaminda fragmanlarin farkli boyda olugsmasini saglayacak dolgu dizisini (UBA) (19-370 bg)

ve sonunda geri primerin eslenik dizisini tagimaktadir (Sekil 9).

5 3
Primer ( " Primer (B)
h UBA 3,
. @
S’ N . ~ ’ y i | 0»0\)
I, . | 'Q‘
060 1 x '3

—~ Hedefe 6zgl dizi

Hedef dizi
Primerler

UBAllar
Hedefe 6zga diziler

Sekil 9: Primerler, UBA (uzunlugu belirli aralik) ve hedefe 6zgii dizinin demonstrasyonu

Islem basamaklar1 temel olarak 5 asamadan olusur;

1) Hedef DNA denaturasyonu

2) Hedef bolgeler ile onlara 6zgiin spesifik problarin hibridizasyonu,
3) Hibridize olan problarin ligasyonu

4) Ligasyona ugramis problarin amplifikasyonu (PZR ile ¢ogaltilmasi)
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5) Cogaltilan iirtinlerin kapiller elektroforezde fragman analizi ile degerlendirilmesi
(sinyal eldesi)

Ik asamada, DNA denatiire edilerek, arastirilacak bdlgelerin her birine 6zgii ikiser
par¢adan olugmus farkli oligoniikleotid prob iceren karisim ile bir gece inkiibasyona birakilir
(Sekil 10) ve hibdridizasyondan (Sekil 11) sonra birbirine komsu bolgelere hibridize olan prob
parcalart Nikotinamid Adenin Diniikleotid (NAD) bagimli ligaz kullanilarak ligasyon (problar
arasindaki boslugun fosfodiester bagi kurularak kapanmasi) islemine tabi tutulur (Sekill2)
Ligasyonla birlesmis olan problar PZR ile cogaltilirlar (Sekil 13). PZR ile ¢ogaltilan farkli
problarin fragman tirtinleri kapiller elektroforez kullanilarak ayristirilir ve kontrol iirinlerinden
gelen sinyallerle kiyaslanarak degerlendirilir. Problarin 6zgiin baglanma bdlgelerindeki
mutasyonlarin varliginda ya da tim hedeflerin delesyona ugramasi halinde hibridizasyon
gerceklesmedigi  i¢in  ligasyon ile prob pargalar1 baglanmayip PZR isleminde
cogaltilamayacagindan fragman elde edilemez ve sinyal alinmaz [62].

Yapilan tiim islemler icin 20 ng DNA’nin yeterli olmasi, bir¢ok olguda ayn1 anda 50’den
fazla hedef bolgenin delesyon ve duplikasyonlarinin taranmasi, uygulamanin kolayligi, diisiik
hata pay1 ve maliyeti MLPA’nin avantaji1 arasinda yer almaktayken, kapiler elektroforez cihazina
ihtiya¢ duymasi, kii¢iilk nokta mutasyonlarini, ¢ogu inversiyon ile dengeli translokasyonlar ile
prob disindaki diziye 6zgii kopya say1 degisikliklerini (CNV) tespit edememesi, hedefe yonelik

olmasi ve kontaminasyona agik olmasi dezavantajlaridir.
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Sekil 10: Hedef DNA denaturasyonu



21

& 3 .

Primerler
\ / UBAlar
I == Hedefe 6zgl diziler
3 2 - 5 Fosfor
Sekil 11: Hibridizasyon
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Problarin amplifikasyonu

5 3 Hedefe 6zgu diziler
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Sekil 12: Ligasyon
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Sekil 13: Ligasyon sonrasi hedeften ayirma ve problarin amplifikasyonu
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MLPA Analizinde Karsilasilabilecek Sorunlar
1)DNA kalitesinin iyi olmamasi ve tuz konsantrasyonunun yiiksek olmast
2)Prob baglanma bolgesindeki varyasyonlar nedeniyle ligasyon olmamasi ya da atipik
bantlarin elde edilmesi
3)Uygun olmayan referanslarin  (kontrol  Orneklerinin)  kullanilmasi  sonucu

degerlendirilemeyen sonuclarin eldesi

MLPA Analizinde Karsilasilabilecek Sorunlar icin Onlemler
1)DNA orneklerinin yeniden saflastirilmasi ve gerekirse, amplikon dizileme ¢alismasinin
spesifikasyonlara uygun olarak tekrarlanmasi
2)Sinyal alinamayan tek ekzon bolgesinin Sanger yontemi ile dizilenmesi

3)Farkl1 kontrol 6rnekleriyle ¢aligilmast

2.4. TEDAVI

Galaktozemi siiphesi ortaya ¢iktigi andan itibaren galaktoz igceren tim besinler diyetten
cikarilmalidir. Laktoz iceren siit ve siit iirlinlerinin yani sira galaktozun énemli kaynaklarindan
biri de kuru baklagillerdir. Ayrica nukleoprotein igeren besinler de (sakatatlar) galaktozun
onemli kaynaklarindandir. Sebze ve meyvelerde de serbest galaktoz, galaktonlar, galaktolipitler
bulunur. Soya siitli ve peyniri, fermante edilmemis soya friinleri (et analoglari ve tofu),
cekirdekler (kabak, susam cekirdekleri vb.), 20 mg/100g’dan fazla serbest galaktoz iceren sebze
ve meyveler, tursu, kahve, domates, portakal suyu, siyah siitsiiz ¢ikolata, balin diyetteki yeri
tartigmalidir [63]. Hastalara kazein hidrolizatlarindan (Alimentum®, Pregestimil®) ve laktoz
igeren ilaglardan uzak durmalari gerekmektedir. Anne siitli, inek siitii veya formdaller, 6nemli
miktarda laktoz dolayisiyla galaktoz igerdiklerinden bu hastalarda kullanilmamalar1 gerekir. Siit
cocuklugu doneminde laktozsuz kazein hidrolizatlar igeren 6zel formiiller veya oligasakkaritleri
ayrilmis formiiller kullanilabilir. Galaktozemili vakalara disaridan kalsiyum destegi gereklidir
[64], [65].

Laktozsuz diyet baslanmasiyla birlikte klinik iyilesme goriliir; ikter azalir, katarakt
tamamen kaybolabilir, karaciger ve bobrek fonksiyonlari normale doner. Erken tani ve tedavi
galaktozemi prognozunu iyilestirir, 6te yandan uzun doénem izlemde hastalarda primer ve
sekonder amenore ile birlikte over yetersizligi goriilebilir. Yenidogan ve siit c¢ocuklugu

doneminde galaktoz kisitlamasi higbir zaman sorgulanmamis ve tedavinin 6nemli bir parcast
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olarak kabul edilmistir. Bununla birlikte uzun dénem diyet tedavisi kapsami hakkinda goriis
birligi yoktur. Cok siki diyet uygulanmasina ragmen eritrositlerde galaktoz-1-P dizeylerinin
normale donmemesi ve prenatal tani alip, diyet tedavisine uyum gosteren hastalarda bile uzun
donem komplikasyonlarin goriilmesi diyet kisitlamalarimin ne miktarda olmasi gerektigi
konusunda tartigmalar1 ortaya ¢ikarmistir [66]. Son yillarda yapilan bazi ¢alismalarda siit ve siit
iirlinleri disindaki yiyeceklerle alinan galaktoz miktarinin endojen iiretilen galaktoz yaninda ¢ok
onemli yer tutmadigi, uzun dénem komplikasyonlar1 etkilemedigi, bu nedenle de ¢ok kati diyet
uygulamanin gerekli olmadigi belirtilmistir [67]. Galaktozemide serbest ve yasak olan yiyecekler

Tablo 4’ de verilmistir.

Tablo 4: Galaktozemide serbest ve yasak olan yiyecekler.

SEKERLER YASAK SERBEST
Galaktoz Glukoz
Laktoz Fruktoz
Galaktozidler Sakkaroz

Dextrin-Maltoz

SUT VE SUT URUNLERI | YASAK SERBEST
Anne sitd Nutramigen
TUm hayvan stleri Galactomin
Tim sit Grdnleri Pregomin

(tereyagi, yogurt, peynir)

Tim sit iceren besinler

ETLER YASAK SERBEST
Ciger Tavuk etleri
Beyin Balik
Dil Yumurta
Sosis

Jambon
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Sucuk
UNLU GIDALAR YASAK SERBEST
Siitli ekmek Irmik-bulgur
Pastalar Tum unlar
Biskuvi Makarna-piring
Kekler Hamur-yufka (sttslz)
Ekmek (sltsiz)
YAGLAR YASAK SERBEST
Tereyag Bitkisel yag
Sitsuz margarin
SEBZE VE MEYVALAR YASAK SERBEST
Bakla Yasak olanlarin disindaki
Fasulye Tim sebzeler
Bezelye Tam meyvalar
Mercimek Evde yapilan meyva sular1

Kirmizi pancar

Evde yapilan sebze ¢orbalari

SEKERLI GIDALAR YASAK SERBEST
Dondurma Sutstiz sulu dondurma
Sutlag Evde yapilan siitsiiz-
tereyagsiz hamurlu-sekerli
gidalar
Cikolata Ceviz
Siitlii Sekerlemeler Badem, findik
Sakiz
Karamel
BAHARATLAR YASAK SERBEST
Soslar Tuz
Ticari mayonez Biber
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Aileler laktoz kaynaklarim1 tamimmayr 6grenmelidir. Konserve iirlinlerin, laktoz
icermedigine dair bildirim yoksa, ¢ocuklara sunulmamasi gerektigi anlatilmalidir. Sert peynirler,
fermentasyonu saglayan mikroorganizmalar sekerleri tiikettiginden, galaktoz ve laktoz icermez.
Ulkemizde de Kars’ta yapilan gravyer peyniri sert peynir tiirlerinden biridir [21].

Galaktozemide diyet tedavisi disinda bir¢ok tedavi modalitesi de ¢alisma halindedir.
Yaklasik 15 y1l 6nce GALK inhibisyonunun klasik galaktozemi igin potansiyel bir tedavi
olabilecegi fikri ortaya atilmistir [68]. Bu sayede klasik galaktozemide toksik etki gosterdigi
diisiiniilen galaktoz-1-P olusumunun azaltilacagi disiinlilmiistiir. Galaktokinaz enzimi inhibe
edilerek Oliimciil sonuglar dogurabilecek klasik galaktozemi hastalarinda daha hafif klinik
bulgular gosteren GALK eksikligi olusturulacaktir. Yakin zamanda umut vadeden GALK
inhibisyonu saglayan ilaglar gelistirilmistir [69]. Fakat hastalarin ilaglar1 miir boyu kullanmalar1
gerektigi gz Oniline alinacak olursa gelistirilen ilaglarin iyi tolere edilebilmeleri, uzun dénem

yan etkilerinin ithmal edilebilir olmasi ve ucuz olmalar gereklidir [21].

2.4.1. GALAKTOZEMIDE TAKIP

Galaktozemi hastalar1 izleyecek ekipte; cocuk metabolizma hastaliklari uzmani veya
metabolik hastaliklar konusunda deneyimli bir pediatrist, diyet uzmani, norolog, cocuk ve ergen
ruh sagligi uzmani, psikolog, endokrinolog, g6z hastaliklar1 uzmani, konusma terapisi uzmani ve
genetik uzmani bulunmalidir [16].

Tim smurlt diyet alan ¢ocuklarda yapilan uygulamalarda oldugu gibi, ¢ocugun biiylime
ve gelismesi sik araliklarla izlenmeli, beslenme programi, aldigi enerji ve besin Ogeleri
bakimindan degerlendirilmelidir [70]. Antropometrik Ol¢iimler ilk bir yas i¢inde ayda bir, dort
yasina kadar {i¢ ayda bir ve daha sonra alt1 aylik aralar ile tekrarlanmalidir [71].

Galaktozemili hastalarin néromotor gelisimleri de yakindan izlenmelidir [1], [72],[73].
Bir¢ok c¢alismada erken ve basarili tedavi edilen galaktozemili vakalarda da IQ seviyesinde
etkilenme ve konusma guclikleri olabilmektedir [67], [69]. Bunun nedeni olarak intrauterin
yasamda etkilenme, tedavi baslanana kadar gecen kisa siire icerisinde etkilenme, diyetle
galaktozun yetersiz veya asir1 kisitlanmasi, endojen galaktoz sentezi ve UDP galaktoz eksikligi
distiniilmektedir [12], [77]. Cok sayida hastada dil gelisimiyle ilgili problemler tespit edilmistir.
Dil gelisiminin erken donemde degerlendirilerek gerekirse konugma terapisi baglanmasi 6nemli

fayda saglayacaktir.
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Katarakt i¢in ilk tan1 aninda degerlendirme yapildiktan sonra takipte diyete uyum sorunu
yasanmiyorsa ve anormal bulgular yoksa tekrar degerlendirme gerekli degildir [78]. Kiz
cocuklart  hipergonadotropik  hipergonadizim agisindan ergenlik donemi Oncesinde
degerlendirilmeli ve FSH, LH ve 0Ostrojen Ol¢limleri yapilmalidir. Hipogonadizmi olan kiz
cocuklar1 endokrinologlar tarafindan degerlendirilip tedavi edilmelidir [79]. Baslica kalsiyum
kaynag siit ve siit iirlinlerinden oldugundan, galaktozemili hastalarin kalsiyum alimlarinin yeterli
olup olmadig1 kontrol edilmelidir ve gerekirse elementer kalsiyum destegi yapilmalidir. Yapilan
calismalarda ilk bir yasa kadar soya bazli ve kazein hidrolizati iceren mamalar kalsiyum kaynag:
acisindan yeterli olmakla beraber, bir yasindan sonra kalsiyumla zenginlestirilmis soya bazl
mamalar kullanilmasi veya elementer kalsiyum destegi verilmesi gerektigi belirtilmistir [73].
Yeterli kalsiyum, D vitamini ve Kl vitamini alimmna ek olarak kizlarda Ostrojen destegi
osteoporoz riskini azaltir.

Izlemde Kullanilan Parametreler:

1. Idrarda rediiktan madde aranmasi [11], [71]

2. Kan galaktoz ve eritrosit galaktoz-1-fosfat diizeyleri [11], [22]

3. Kan ve idrar galaktitol diizeyleri [11], [22]

4. Teknik olanaklar1 yeterli olmayan merkezler i¢in hastalarin idrarinda rediiktan madde

olup olmamasi izlemde degerlendirilebilir.

Eritrosit galaktoz-1-P diizeyi tedavinin takibi i¢in en sik kullanilan biyokimyasal
parametredir. Tan1 aninda diizeyi cok yiiksektir. Tedavi altinda ancak haftalar i¢cinde diizeyi
diiser. Kan galaktoz ve eritrosit galaktoz-1-P duzeyleri ilk 6 ay iginde haftada bir, 6-12 ay
arasinda iki haftada bir, daha sonra ayda bir dlglilmelidir. Eritrosit galaktoz-1-P dizeyleri 2-3
mg/dl diizeyinde tutulmaya calisilmalidir.

Protein aliminin yeterli olup olmadiginin anlasilabilmesi igin, ilk bir yil i¢inde serum
albumin konsantrasyonunun en az alt1 ayda bir kez, daha sonra ise en az yilda bir 6l¢iilmesi
gerekir. Serum albumin konsantrasyonu diisiik ise protein aliminda %5-10 artis yapilmalidir
[11], [71].

Anemi de beklenen komplikasyonlardan oldugu i¢in hastalar 6, 9 ve 12. aylarda ve daha
sonra altt ay aralarla demir eksikligi ac¢isindan arastirilmalidir. Eger yetersizlik varsa,
degerlendirmede kullanilan parametreler normale donene kadar demir preparatlar

kullanilmalidir [71].
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Son calismalarda erken ¢ocukluk yaslarinda oldukca yiiksek miktarlarda olan endojen
galaktoz yapiminin yas ilerledik¢e azaldigi gosterilmistir [81]. Alt1 yasindan kiiciik ¢ocuklarda
20-25 mg/kg/giin olan endojen galaktoz yapimi erigkinlerde 10 mg/kg/giin altina inmektedir.
Giincel bilgilere gore p.QI88R mutasyonunu homozigot tasiyan bir eriskin gilinde yaklagik
20mg/kg galaktoz alimini tolere edebilmektedir [82]. Endojen galaktoz yiikii yasla orantili
azaldigindan ve yasla galaktoz toleransi arttigindan buna uygun diyet protokollerinin
gelistirilmesi gerekmektedir [83].

Galaktozemide diyet tedavisi 6mur boyu sirduralur [12].

2.4.2. PROGNOZ

Uzun yillar galaktozun diyetten ¢ikarilmasinin etkili bir tedavi oldugu ve uzun dénem
komplikasyonlar1 engelleyecegi diigiiniilmiistii. Lakin uzun donem takipler sonucunda siki diyet
uygulayan hastalarda bile komplikasyonlarin ortaya ¢iktig1 goézlendi. Komplikasyonlarin ortaya
¢ikmasiin ana sebebinin erigkinlerde giinde bir grama yaklasan endojen galaktoz iiretimi ve
buna bagli olarak galaktoz metabolitlerinin stirekli yiiksek diizeyde kalmasi oldugu
diistiniilmektedir [81]. Yapilan calismalarda komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasinin iki ayliktan
gec olmamak kaydiyla tan1 aninda hastanin yasindan, hastaligin ilk tani sirasindaki siddetinden
ve diyete gosterilen uyumdan bagimsiz oldugu gosterilmistir [79]. Hastaligin olusturdugu zararin
fetal donemden itibaren baslaylp baslamadigi hala tam olarak agiklanamamistir. Galaktoz
metabolizmasiyla ilgili yolaklar yaklagik 10. gestasyon haftasinda gelisir. Hasta fetuslarda
onyedinci gestasyon haftasinda yiiksek diizeyde metabolitler tespit edilmistir. Yine de pek cok
hasta yenidoganda katarakt ancak diyetle galaktoz alim1 sonrasi ortaya ¢cikmistir. Azalmis kemik
dansitesi,  hipergonadotropik  hipergonadizim uzun donemde ortaya ¢ikabilecek
komplikasyonlardandir. Cogu hastada ¢ocukluk ve erken ergenlik doneminde biiylime gecikse de
eriskin boylar1 genelde normaldir.

Konugsma becerisinde gerilik, sozel dispraksi, gorsel algi-uzaysal konumlama
becerilerinde problemler ve bilissel yetersizlik gozlenir. Ozellikle erkeklerde olmak {izere bazi
hastalarda i¢e doniik kisilik yapisi ve depresyon ortaya ¢ikmistir. Tremor, ataksi, distoni ve
koreiform hareketler bildirilmistir. Kirk yedi eriskin galaktozemi hastasi ile yapilan ¢alismada
vakalarin % 60’mndan fazlasinda tremor, distoni, serebellar ve pirimidal bulgulara rastlanmigtir
[84]. Az sayida hastada serebellar disfonksiyonla giden daha agir ndrolojik tutulum gézlenmistir.

Kraniyal goriintiilemelerinde beyaz cevherde lezyonlar, serebral ve serebellar atrofi saptanmaistir.
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UDP-galaktoz eksikligine bagli olarak sfingolipitlerin galaktozilasyonunun bozulmasinin uzun
dénem norolojik komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasinda rol oynadig: diisiintilmektedir.

Klasik galaktozemili kadinlarin neredeyse hepsinde gecikmis menars, birincil ya da
ikincil amenore, oligomenore, dogurganlikla ilgili sorunlar veya prematiir menapozla kendini
gosteren ovaryan yetmezlik ortaya ¢ikar. Endokrinolojik problemlerin siddeti ve ortaya ¢ikis yasi
degiskenlik gostermektedir. Erken tan1 koyulmasi ya da tedavi baglanmasi yetmezlik gelismesini
geciktirir, ama engellemez[84]. Ovaryan yetmezligin nedeni tam olarak bilinmemektedir. iki
mekanizma Uzerinde durulmaktadir. Birincisi biriken metabolitlerin yumurtaliklara toksik etki
yapmasi, ikincisi hormonlarin ve reseptorlerin anormal glikozilasyon sonucu fonksiyonlarinin
bozulmasidir [85]. Erken ¢ocukluk doneminde hipergonadotropizim, yetmezlik lehine ilk ipucu
olabilir. Erkek gonadal fonksiyonlar1 olumsuz etkilenmez.

Klasik galaktozemi hastalarinda spontan hamilelikler olabilmektedir. Hamilelik boyunca
galaktoz metabolitleri belirgin olarak artmaz. Dogum sonrasi ilk haftada galaktoz diizeyi yiikselir
sonrasinda kademeli olarak diiser. Klasik galaktozemi tanili annelerin ¢ocuklarinda patolojik
bulgu gozlenmemistir.

Klasik galaktozemi tanili kadinlarda gonadal yetmezlige baglh diisiik kemik mineral
yogunlugu iyi bilinen bir komplikasyondur. Bununla beraber galaktozemili 40 ¢ocukla yapilan
calismada kemik mineral yogunluklarinin belirgin olarak diisiik olugu gdzlenmistir [65]. Bu
cocuklarin kalsiyum alimi, plazma kalsiyum diizeyleri ve D vitamini metabolitleri normal
siirlardayken IGF-1 diizeyleri, kemik yapimi ve yikimi belirtegleri diigiiktiir. Bundan yola
cikarak galaktozemi hastalarinda kemik metabolizmasinda azalmanin kemik mineral
yogunlugunu olumsuz yonde etkiledigi oOne siiriilmektedir. Kemik mineral yogunlugunun

diismesine kollajen galaktozilasyonunun bozulmasinin etken oldugu diisiiniilmektedir.

2.5. GENETIK DANISMA

Hastalik ilk teshis edildigi anda ebeveynlere ayrintili bilgi verilmeli, hasta ¢ocugun ve
ebeveynlerin kan oOrneklerinden DNA izole edilerek DNA bankasinda saklanmalidir. Bu
orneklerden yapilacak molekiiler ¢aligmalarla saptanan mutasyon ile hastaligin gidisi arasinda bir
dereceye kadar iligki kurulabilir. Bu genetik bilgi daha sonra prenatal teshis amacli da
kullanilabilir.

Hastalik otozomal resesif kalitildigindan, tasiyict bir ¢ift icin her gebelikte benzer hasta

cocuk riski %25’tir. Bu konuda ebevenler bilgilendirilmelidir. Hasta bir ebeveynin hasta ¢gocuga
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sahip olma riski, esinin de hasta olmasina, esi saglikli ise tasiyict olmasina ya da saglikli esinden
gelen allelde de novo bir mutasyon olusmasi gibi durumlara gore degisir. Prenatal tan1 gebeligin
16-17. haftalarinda amniyon sivisinda radyoizotop diliisyon yontemi ile galaktitol Sl¢imii,
amniyotik hucre kilturlerinde GALT aktivitesi Olculerek veya biliniyorsa 6zgiun mutasyon

aranarak yapilabilir [28].

3. GEREC VE YONTEM

Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Beslenme ve Metabolizma poliklinigimizde 1990-2018
yillar1 arasinda klasik galaktozemi tanist alarak izlenen, 70’1 retrospektif ve 20’si prospektif
olmak tizere toplamda 90 indeks olgu ve 16 aile bireyi ¢alismaya dahil edildi. Retrospektif hasta
grubunda GALT geni dizi analizi 2018’e kadar Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik AD

tarafindan ¢alisilmis olup hasta bilgileri ve sonuglar1 dosyalarindan derlendi.

Temmuz 2018 den sonraki 20 olgu, onamlar1 alinarak ¢alismaya dahil edildi. Olgularin,
detayl1 anamnezleri alinip, aile agaci hazirlanarak dosyalar1 acildi. Genetik analiz i¢in, indeks
olgulardan EDTA’l1 tiipe 2 ml periferik kan 6rnegi alindi. Ticari kit ile DNA izolasyonu yapildi
(Zinexts/Magpurix). Elde edilen DNA oOrneginin kalitesi ve yogunlugu Nanodrop (Thermo
Scientific- Nanodrop 2000c¢) cihazinda oSlgiilerek, laboratuvarimizda kullanilan DNA Bankasi

kayit programina kaydedildi ve bankalama protokoliine uygun olarak -20 C° de donduruldu.

Retrospektif 70 olguda GALT geninin tim ekzonlar1 dizilenmisti. Bu olgularin mutasyon
dagilimi incelendiginde mutasyonlarin %65 inin ekzon 6 ve ekzon 10 da bulundugu tespit edildi.
Bu sebeple galismaya dahil edilen prospektif 20 hastada dncelikle bu ekzonlarin dizilenmesi bu
ekzonlarda mutasyon saptanamayan olgularda ikinci asamada diger 9 ekzonun dizilenmesi ve
bunlarda da mutasyon saptanmayan olgularin GALT genindeki delesyon/duplikasyonlari
aragtirmak amaciyla MLPA analizi akis semasi olarak belirlendi. Klinigi ag¢iklanamayan varyant

(heterozigot mutasyon, Duarte varyanti vs.) saptanan tim olgularda da MLPA analizi yapildi.

3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Protokoli
GALT geninin 11 ekzonu i¢in toplamda 5 ¢ift olarak tasarlanmig primer ¢iftleri PZR

reaksiyonu i¢in kullanildi (Tablo5) Her primer ¢iftine 6zgili protokoller primerlerin Tm 1silarina
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ve c¢ogaltilan bolgenin hangi niikleotidler bakimindan zengin olduguna bagl olarak degiskenlik

gosterdi.
Tablo 5: Primer ciftlerinin dizileri, oligomer miktarlari, ¢alisma sicakliklari ve okuma
uzunluklari
Primer Okuma Primer Dizisi Oligomer Tm Okuma
Adr Bolgesi Miktarn | Cahsma | Uzunlugu
ve Yonii Sicakhgi
GALT-F1 | Ekson1l | 5-GGA TTC TGC AGT AGG 20 62
CAGCT-3 477
Foreward
GALT- 5’-GCC TGC AGA CTG TAC 19 60
R1 GCCT-3
GALT- | Ekson 2- | 5°-GCA GGC CAA TTG GCG 17 64
F2-5 5 CT-3’ 1146
Foreward
GALT- & 5°-CCA AGT CAA CTC CCT 20 62
R2-5 Reverse | CCT GA-3’
GALT- | Ekson 6- | 5°-GTC AGG AGG GAG TTG 22 61
F6-7 7 ACT TGG T-3° 693
Foreward
GALT- & 5’-GGA TAG GAA GTC ATC 24 61
RO6-7 Reverse | AAG GTG ACA-3’
GALT- | Ekzon 8- | 5°-CCT GGG CAC ATT CTT 20 59
F8-9 9 TTICTT-3’ 565
Reverse
GALT- 5’-CCC TCA GTC CCA GCA 18 58
R8-9 TCT-3’
GALT- Ekson | 5°-CAA CACCATTTC TGG 21 64
F10-11 10-11 GCT CCT-3 1726
Foreward
GALT- & 5’-GCC TCA GCC ACA ACC 19 62
R10-11 Reverse | AAG A-3°

Her bir PZR reaksiyonu i¢in 1X tampon sollsyonu [10X (NH4)2SO4] (Biomatik), 25
mM MgCI2 (Biomatik), %0-10 DMSO (Biomatik Corporation), 200 uM dNTP (Thermo
Scientific), 0,1uM - 0,5uM ileri ve geri primerler ve 0.5 U Taq polimeraz enzimi (Biomatik) ve
200 ng gDNA kullanildi. Karigim, bidistile su (dH20) ile 25 pl’ye tamamlandi. PZR’da amplifiye
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edilen her bir bolge, DNA icermeyen kontrol PZR (negatif kontrol) esliginde yapildi. PZR
islemleri, termal dongii cihazinda (MJ Research PTC-200 ve DNA Engine-BIORAD-T100)
tasarlanan protokole uygun programda calistirildi (Tablo 6). PZR sonrasinda amplifikasyon
tirtinlerinden 5 pl alinarak, 2 pg/ml gliserol/bromofenol mavisi boya karisimi ile birlikte %1.2°lik
agaroz (Sigma) jelde, 1X TBE tamponunda, 150 V’da, 30 dk yiiriitiildii. Goriintiileme cihazinda
(Vilber Lourmat) amplifikasyonu saptanan driinlere, Exonuclease-l (Lot:00173016-Thermo
Scientific) ve Rapid Alkaline Fosfataz (04898133001-Roche) ile enzimatik PZR pirifikasyonu
yapildi. Purifiye olmus tiriinler dizi PZR reaksiyonuna kadar 4°C’de karanlikta saklandi.

Tablo 6: Termal déngu protokoli

ASAMANIN ADI SURE SICAKLIK TEKRAR
gDNA Denatiirasyonu 10 dk 95 C° 1
PZR Fragment Denatirasyonu 30sn 95C°
Primer Baglanmasi 30sn PrimerTm (C°) +2C° 10
Elongasyon 30sn-2dk 72C°
PZR Fragment Denatirasyonu 30sn 95C°
Primer Baglanmasi 30sn Primer Tm (C°) 30
Elongasyon 30sn-2dk 72C°
Elongasyon 10dk 72C° 1

3.2. Sanger Dizileme Protokoli

Her dizi PZR reaksiyonu i¢in, BigDye Buffer (PZR reaksiyonlari i¢in gerekli kimyasallar
karisimi), BigDye v3.1 (ANTP, ddNTP ve AmpliTaq DNA polimeraz karisimi), dizilenecek
bolgeye ait tek yonli primer, dH20 ve purifiye edilmis PZR iiriinii karisimi (son hacmi 10pul)
plak (plate - USA Scientific-800-522-8477) iizerinde kendine ozel ayrilan bir kuyucuga
yerlestirildi. Plak termal dongii (MJ Research PTC-200 ve DNA Engine-BIORAD-T100)

cihazinda isleme tabi tutuldu.
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Dizi reaksiyonu ardindan iirtinlerin karisimda bulunan diger iiriinlerden temizlenmesi i¢in
plak igerisindeki kuyucuklarina, iirin bagina 1 ul 125 mM EDTA, 1 ul 3M sodyum asetat ve 25
ul %100 etanol eklenerek plak koruyucu bantla kapatilarak oda isisinda 15 dak. bekletilerek
ardindan 3810 rpm’de 45 dak. santrifiij edildi. Plak {izerindeki koruyucu yapiskan bant agilarak
kuyucuk agizlan tiste gelecek bigimde cevrilerek 1100 rpm’de 30 sn. kisa santrifiij edildi. Her bir
kuyucuga 35 ul %70’lik etanol eklenerek plak koruyucu yapiskan bant ile kapatildi ve 3460
rpm’de 15 dak. santrifiij edildi. Plak {izerindeki koruyucu yapigkan bant acilarak hizli vakum
konsantratoriinde (SpeedVac Concentrator/Thermo Scientific SAVANT DNA 120) yaklasik 40
dakika eklenerek etnaol uzaklastirildi. Siire bitip alkoliin tamami uguruldugunda, her bir
kuyucuga 10 pl injeksiyon tamponu [(dH2O ya da HiDi formamid (Highly Deionized
Formamid)] eklenerek drnekler 95 °C de 5 dakika denattre edildi.

3.3. Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) Protokolu

3.3.1. Denatiirasyon ve Hibridizasyon asamasi

Islem 6ncesi DNA ornekleri yogunluklar1 25-30 ng/ul olacak sekilde her ¢alisma dncesi
yeni hazirlanmis TE ¢ozeltisi (pH:8.0) icinde seyreltildi. MLPA ticari kiti (P156 - lot B2-
0317/MRC-Holland) ile gelen SALSA Prop karisimi ve MLPA tamponu oda isisinda
bekletilerek ¢oziilmeleri saglandi. Kit icerisinde bulunan prob/ekzon bdlgeleri Tablo 7 ve prob
dizileri Tablo 8’de gosterilmektedir. Her 6rnek i¢in ilgili prop karisimina 6zgii 200 pl’lik
etikenlendirilmis PZR tiipleri hazirlandi. Bu tiiplere, her bir 6rnekten 3.4 ul DNA eklendi ve
termal dongli cihazinda MLPA i¢in hazirlanmig protokoliin ilk asamasinda 98°C’ de 5 dakika
denatiire edildi. Bu sirada 6rnek bagina 1,5 ul prob ve 1,5 pl Salsa Tamponu (%10 pipetajda
olast kayip icin eklenerek) iceren ana-¢ozelti hazirlanip pipetaj yardimiyla karistirildi. Her
calismada ii¢ referans 6rnek calismaya eklendi. Denaturasyon sonrasinda termal dongii cihazinda
25°C lik asamaya ge¢mis tiiplere, ana-¢ozeltiden 3 ul eklenerek pipetaj yapildi. Ardindan PZR

protokolii bir sonraki asamaya aktarilarak hibridizasyon asamasina gecildi.
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Tablo 7: Prob yerlesimleri, dizileri ve ligasyon bolgeleri (SALSA MLPA probemix P156-B2

kullanim talimati1 sayfasindan alindi)

Uzunluk | Prob Ekzon Ligasyon Prob dizisi (24nt) Sonraki proba
bolgesi uzakhk
328 08075-L07856 | DNAI1L geni ACTCCAGCCAAT-TCCTCGACACCT 132.3 kb
Baslangig 117-119
kodonu (ekzon1)
291 05030-L04416 | Ekzon 1 90-91 GGCCCTGCAGAT-TTTCCAGCGGAT | 0.5kb
166 05031-L04417 | Ekzon 2 251-252 GTGCTGGTGTCA-GCTCACCGCATG | 0.4 kb
256 10650-L11968 | Ekzon 3 CTAGCCTATCCT-TGTCGGTAGGTG | 0.2 kb
211 05033-L04419 | Ekzon 4 465-466 ATCATCCCCTTT-TCCAAGCAAAGT | 0.2 kb
239 05034-L04420 | Ekzon 5 576-577 TTGTTGATGCAT-GGGCCTCAGTCA | 0.2 kb
193 05035-L04421 | Ekzon 6 627-628 TCTGATAGATCT-TTGAAAACAAAG | 0.2 kb
154 05036-L04422 | Ekzon 7 700-701 CAGCAGTTTCCT-GCCAGATATTGC | 0.4 kb
172 05037-L04423 | Ekzon 8 814-815 GGAACGTCTGGT-CCTAACCAGTGA | 0.2 kb
220+ 05038-L04424 | Ekzon 9 958-959 CATCATGAAGAA-GCTCTTGACCAA | 0.5kb
178 05345-L05032 | Ekzon 10 1120-1121 TGTCCGGAAATT-CATGGTTGGCTA | 0.9 kb
274 05040-L04426 | Ekzon 11 1208-1209 CTTCCTGAGGTT-CATTACCACCTG | 3.6 kb
Bitis 1254-1256
kodonu (ekzon 11)
316 05041-L04427 | IL11RA geni CCTAGAGGCTAT-GGACACTCTGCT

3.3.2. Ligasyon asamasi

Bu asama i¢in her bir 6rnek basina 3 ul Ligaz Buffer A, 3 ul Ligaz Buffer B, 1 pl Ligaz

65 enzimi ve 27,6 pl dH20 igeren ligasyon karisimi hazirlandi. Soguk panelde muhafaza edilen

bu ligasyon karisimindan 34,6 ul hibridizasyon asamasinin ardindan 54°C bekleme 1sisina gegen

termal dongii cihazinda bulunan tiipe pipetaj yapilarak eklendi. Ardindan tiipler 54°C 15 dakika

bekletilerek PZR reaksiyonu i¢in hazir hale getirildi.
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3.3.3. MLPA PZR reaksiyonu

PZR asamas1 i¢in Ornek basina 2 pl iliskili SALSA PZR primeri, 0,5 pl SALSA
polimeraz enzimi ve 7,5 pl dH2O olacak sekilde PZR karisimi hazirlandi. Hazirlanan PZR
karigimindan 10 pl termal dongili cihazinda 60°C’de bekleme agamasinda olan tiiplere pipetaj

yoluyla aktarilip PZR protokolii bir sonraki asamaya aktarilarak PZR islemi baglatildi.

3.3.4. Kapiler Elektroforez ile Fragmanlarin saptanmasi

PZR islemi ardindan termal doéngii cihazinda 4°C’de bekleyen {iriinler -4°C’ ye alindi. Bu
sirada her bir 6rnek i¢in 0,2 pl LIZ size standard (Liz-500, Lot:0904226, Applied Biosystems) ve
9,5 pl formamid (Highly Deionized - Hidi) igeren yiikleme tamponu hazirlandi. ABI3500 cihazi
icin uygun olan plakta (USA Scientific-800-522-8477) her bir kuyuya 0,3 pl 6rnek ve 9,7 pul
yukleme tamponu eklendi. Plak, kendisine uygun septa (AB Applied Biosystems-182901S9R)
ile kapatilarak plak santrifiijiinde (BIOSAN LMC300) 1200RPM de 2 dakika cevrildi.
Santrifiijiin ardindan kapiller elektroforez cihazinda yiirlitme ayarlar1 diizenlenerek yiiriitme
islemine gecildi. (Yiiriitme voltaji; 13,4kVolts, 6n yiirlitme voltaji; 15 kVolts, injeksiyon voltajt:
1,6 kVolts, ylritme suresi: 2.520 sn, 0n ydritme suresi:180 sn, injeksiyon zamani: 8 sn ve veri
gecikmesi siiresi (data delay): 250 sn. Kapiller sicakligi 60 °C.). “.fsa” formatindaki ham veri

analiz programina aktarildi.

3.3.5. Kapiler Elektroforezin Degerlendirilmesi

Cihazdan “.fsa” formatinda elde edilen ham veri Coffalyser.Net (v.131211.0000)(MRC-
Holland) adli ticari program kullanilarak degerlendirildi. Programin kite 6zgii ayarlar1 yapilarak
ornekler yiiklendi. Degerlendirme asamasinda referans Orneklere gore pik siddeti (Sekill4)

oranlar1 0,7 ve alt1 i¢in delesyon, 1,30 ve iistii i¢in duplikasyon olarak degerlendirildi.
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Sekil 14: Prob karisimi ile yapilan calismada piklerin ortalama yiiksekliklerini gosteren temsili
resim (SALSA MLPA probemix P156-B2 kullanim talimati sayfasindan alindr)

3.4. Biyoinformatik degerlendirmeler

MLPA veya Sanger dizi analizleri sonucunda saptanan, ancak veri tabanlarinda kayitl
olmayan varyantlarin patojenik olma olasiliklarin1 hesaplayabilmek i¢cin MutationTaster
(http://www.mutationtaster.org/), PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/),
SIFT (https://sift.bii.a-star.edu.sg/), Provean (http://provean.jcvi.org/index.php) gibi in silico
tahmin araclar1 kullamildi. lgili varyantin patojenite skoru, ACMG (American Collage of
Medical Genetics) rehberindeki dl¢iitlere gore degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Beslenme ve Metabolizma polikliniginde
1990-2018 yillar arasinda Klasik Galaktozemi klinik tanisi ile izlenen ve molekiler genetik tan
ve genetik danigsma istemi ile Tibbi Genetik AD’a ydnlendirilen toplam 90 olgu retrospektif ve

prospektif olarak incelendi.

4.1. KLINIK BULGULAR

Calisma grubunu 58 (%64,4) erkek ve 32 (%35,6) disi olusturdu. Olgularin %85¢i
dogumdan sonraki ilk haftada bulgu vermisti. ilk 15 giinde galaktozemi igin tarama testi
yapilmasina yol acan nedenler sikliklarina gore Sekil 15 de gosterildi. Olgularin %75’inde sarilik
en siklikla saptanan bulgu oldu.

70 100%
B0%
&0
B0%
30 70%
40 B0%
50%
3o 0%
20 30%
20%
10
10%
0 -_—_ 0%
KUSKL KARDES . HIPOGLISEMI
SARILIK ¥OT KILOKAYBI SEPSIS

Sekil 15: Galaktozemi tarama testine yonlendiren klinik bulgular.

Seriyi olusturan hastalarin %48’1 ilk 15 glinde (erken), ilk bir ay ic¢inde ise olgularin
%84°1 tant almisti. Olgularin yaklasik %99 u bir yasin altinda tani1 alirken bir olgu 13 yasinda
tan1 almisti. En erken tan1 alma yas1 ii¢ glindii. Olgularin %66’sinda akraba evliligi, %28’inde
galaktozemili kardes/akraba oykiisii, 26 ailede birden fazla etkilenmis ¢ocuk 6ykiisii mevcuttu ve
akraba evliligi oran1 bu ailelerde %84 idi. Akraba evliligi olmamasina ragmen dort ailede birden

fazla etkilenmis ¢ocuk Oykiisii mevcuttu.
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Serimizdeki olgulara ait aile agaglarindan 6rnekler Sekil 16,17,18,19” da gosterilmektedir.
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. D000 O D O O
ol m bl

3

Sekil 16: Aile#7: Aralarinda akraba evliligi olmayan ailenin 2. ¢ocugu olan olgu (III:3).
Anne baba arasinda akrabalik olmamasina ragmen homozigot ¢.546G>C (p.Q188R)

mutasyonu saptandi.

et o

Sekil 17: Aile#10: Aralarinda akrabalik olmayan ailenin ilk ¢ocuklari olan olgu (III:1). Olguda
ve kardesinde birlesik heterozigot p.Q188R ve p.K285N mutasyonlar1 saptandi.
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Sekil 18: Aile#15: Aralarinda akrabalik olmayan ailenin ilk ¢ocuklari olan olgu (III:1). Olguda
ve kardesinde homozigot p.Q188R ve p.N314D mutasyonlar: saptandi.
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Sekil 19:Aile#40: Aralarinda 2. dereceden kuzen evliligi olan ailenin igiingii ¢cocugu (III:1)
Novel homozigot ¢.200delG (p.R67Pfs*19) varyanti saptandi.
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Hastalarda tanida en siklikla (%16) saptanan bulgu karaciger fonksiyonlarinda
bozulmaydi ve bunu %13 ile kolestaz takip etmekteydi. Galaktoz-1-P ve galaktitol birikimine
bagli olusan uzun dénem bulgular i¢inde ise en sik (%28) bilissel gerilik gézlendi (Tablo 9).

Tablo 8: Tan1 anindaki bulgu yiizdesi ve uzun dénem bulgu yiizdesi.

Tami Amindaki Bulgu Sayl Yiizde

Transaminaz ylksekligi 45 16%

Kalestaz 35 13% Uzun Dénem Bulgular Say Yizde
Hepatomegali 34 12% | | entelektiel kapasitede azalma 23 28%
Koagiilasyon bozuklugu 29 11%

Sepsis 28 10% Kemik mineralizasyonunda azalma 18 22%
Katarakt 22 8% Konusma Bozuklugu 10 12%
] 19 7% Katarakt 8 10%
Tarti aliminda sorun 19 7%

Tubulopati 12 4% Psikotik davranig 8 10%
Letarji 12 4% Hepatomezali 5 6%
Hipoglisemi 11 4%

Hiponatremi 11 4% Karaciger fonksiyon bozuklugu 3 4%

4.2. MOLEKULER GENETIK ANALIZ SONUCLARI

Calisma grubumuzdaki 90 olgunun 81'inde Sanger dizileme ile GALT geninde hastalik
iligkili 21 farkli varyant saptand1 (%90). Saptanan varyantlarin 17 si bilinen, dordii ise daha dnce
tanimlanmamis ancak in silico analizlerde patojenik olarak degerlendirilen varyantlar idi. Bu

varyantlarin ekzonlara gore dagilim sikliklart Sekil 20” de gosterilmektedir.
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Sekil 20: Saptanan varyantlarin ekzon/intronlara gore dagilimi.

Olgularin 67’sinde (%83,9) mutasyon homozigot, 11’inde (%13,5) birlesik heterozigot
formda idi. Ug olguda (%3,7) ise mutasyon heterozigot olarak saptandi. Akraba evliligi olmayan
10 hastada homozigot mutasyon saptandi, hepsinde de ebeveynlerin ayn1 ilden geldigi 6grenildi.
GALT geni ekzon dagilimlarina gore saptanan varyantlarin %65 nin ekzon 6 ve 10’da yer aldig1
gozlendi. GALT geninde en sik saptanan mutasyon ekzon 6’da yer alan yanlis anlamli
(missense) ¢.546G>C (p.Q188R) (%42) mutasyonu idi Ikinci siklikla saptanan varyant
€.1018G>T (p.E340%*) idi ve bunu Duarte varyanti iliskili ¢.940A>G (p.N314D) izledi. (Sekil
21).
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Sekil 21: GALT geninde saptanan varyantlarin sikligi

(Mavi barlar; tanimlanmig mutasyonlar, turuncu barlar; novel varyantlar temsil etmektedir).

Olgularda saptanan varyantlara gore klinik tani; olgularin 70’inde (%86) Kklasik
galaktozemi, 2’sinde (%2) klasik galaktozemi tasiyicisi, 1’inde (%1) klinik varyant galaktozemi,
1’inde (%1) Duarte 2 varyant galaktozemi, 1’inde (%21) Duarte 1 varyant galaktozemi ve 4’iinde

(%5) Duarte varyant galaktozemi tastyicisi olarak belirlendi.

Seriyi olusturan olgulara ait klinik bulgular, saptanan mutasyonlar klasik galaktozemi
homozigot mutasyon tastyanlar, klasik galaktozemi birlesik heterozigot mutasyon tasiyanlar ve

Duarte varyantlar: olmak tizere Tablo 9-10-11"de g6sterilmektedir.
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Seride saptanan 21 varyantin 13’0 missense, 3’0 splice site, 2’si non sense, 2’si
frameshift, 1’i indel tipte idi. Missense varyantlar 115 allelde, nonsense varyantlar 27 allelde,

frameshift varyantlar 14 allelde, splice site varyantlar 2 allelde ve indeller ise 6 allelde saptandi.

Saptanan dort novel varyanttan biri ekzon 2’de “dur” kodonuna yol agan tipte anlamsiz
c.467C>A (p.S156%), ikisi ekzon 2 ve 8’de ¢erceve kaymasi ve erken dur kodonuna yol acan
€.200delG (p.R67Pfs*19), ¢.708-709del (p.S236Rfs*30), biri de ekzon 5’de yanlis anlamli
€.270G>A (p.V243l) varyantlar idi (Sekil 22). Novel yanlis anlamli varyant ¢.270G>A
(p-V243lI) in silico analiz programlarinda degerlendirildiginde (MutationTaster, SIFT, PolyPhen-
2 HumVar) “zararli degisim” tahmini verdi (Sekil 23).
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Sekil 22: Saptanan novel (iist) ve bilinen (alt) varyantlarin ekzonik dagilimi ve novel

varyantlarin elektroferogram gortintiileri
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Sekil 23: p.V2431 degisiminin patojenik tahminini gésteren PolyPhen-2 analiz sonucu (solda) ve

GALT proteininin ii¢ boyutlu yapisindaki yerlesimi (sagda).

4.3. MLPA Sonugclari:

Sanger dizi analizinde mutasyon saptanmayan veya klinigi aciklamayan varyant saptanan
(Duarte varyant1 ve heterozigot varyant bulunan) 19 hasta MLPA c¢alismasina dahil edildi.
Calismada elde edilen Olgiim degerleri kalite standartlari acisindan referans degerler ile

uyumluydu (Sekil 24). Bu analiz sonuglarina gore incelenen bolgelerde herhangi bir delesyon ya

da duplikasyon saptanmadi (Sekil 25).
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Sekil 24: Delesyon duplikasyon saptanmayan olgu#75’in MLPA analizinde fragram goruntuleri
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Sekil 25: Delesyon duplikasyon saptanmayan olgu#75’in MLPA analizinde bar géruntuleri

5. TARTISMA

Galaktozemi, galaktozun metabolize edildigi yoldaki ii¢ enzimden (GALK, GALT ve
GALE) birinin eksikligi sonucu ortaya c¢ikan bir karbohidrat metabolizmasi hastaligidir.
Galaktozeminin klasik sekli GALT eksikliginden kaynaklanir. ilk kez 1935 yilinda Mason ve
Turner tarafindan GALT 1n en sik galaktozemi iligkili enzim oldugu bildirilmistir. Bu enzim, 9.
kromozomun kisa kolu lizerindeki GALT geni tarafindan kodlanmaktadir. Klasik galaktozeminin
goriilme siklig1 diinya genelinde 1/40 000 ile 1/60 000 arasinda degisirken iilkemizde yapilan bir
calismada siklik 1/23 775 olarak bildirilmistir [87]. Olgu grubumuzda %66 olan akraba evliligi
orani, Atik ve arkadaslarmin [83] ¢alismasinda %50, Oztiirk ve arkadaslariin [88] ¢alismasinda
ise %57,1 idi. Saptanan bu oranlar Tirkiye ortalamasinin (%23,2) ¢ok iizerindedir. OR kalitilan
diger hastaliklarda oldugu gibi bu metabolik bozuklugunda iilkemizde diger bati iilkelerine
oranla daha sik goriilmesi akraba evlilikleri ile iliskilendirilir. Bu konuda tilkemizde farkindalik

yaratilmasi1 dnemli bir toplum sagligi konusudur.
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Kalitim modeli cinsiyetten bagimsiz olmasina ragmen, galaktozemi hastaliginin
erkeklerde daha sik saptanmasi dikkat cekicidir. Atik ve Oztiirk’iin ¢alismalarinda [83] %64,3

olan erkek orani ¢galismamizda da %64,4 olarak gézlenmistir.

Postnatal ilk 15 gilinde tani alan hastalar “erken tanili” olarak nitelendirilir. Bizim
caligmamizda hastalarin %48’1 erken tanili hasta grubuna girmekteydi. Krantz ve arkadaslarinin
[89] 148 olguda yaptig1 calismada erken tani oran1 %57,8, Shah ve arkadaslarinin serisinde [90]
%29, Schweitzer ve arkadaslarinin galismasinda ise [91] %61,5 olarak bildirilmistir. Ulkemizde
henliz yeni dogan tarama programinda yer almayan bu metabolik hastaligin tanisindaki
gecikmenin uzun doénem komplikasyonlar1 goz 6niinde bulunduruldugunda yenidogan tarama

programina eklenmesinin 6nemi anlagilmaktadir.

Hastalarimizda ilk tan1 siirecinde en siklikla gozlenen klinik bulgu sariliktir (%75). Tiim
serilerde benzer sekilde sarilik en sik goriilen bulgu (%64,3 - 82) olarak bildirilmistir [16] [90]
[48]. Biriken toksik metabolitlerin neden oldugu hastalik tablosu sonucu gelisen beslenme
giicliigii ve kusma, klasik galaktozemide sik goriilen semptomlardir. Bu seride de kusma ve
beslenme gli¢liigii sariliktan sonra sik karsilasilan bulgulardir. Waggoner ve arkadaslar1 [24] 240
olgu igerisinde beslenme giicliigii sikligin1 %76, kusma sikligini ise %47 olarak bildirmislerdir.
Ulkemizde diger iilkelere gdre daha sik goriilen klasik galaktozeminin yeni dogan déneminde
sarilik, beslenme giicliigii ve kusma sikdyeti olan hastalarin ayirict tanisinda akla gelmesi, bu
hasta grubunda erken tani oranini artmasi, erken tani ve tedavi ile uzun donem

komplikasyonlarinin azaltilmasi bakimindan 6nemlidir.

Klasik galaktozemide Galaktoz-1-P’in karacigerde birikmesi ve toksik etkisi karaciger
hastaligina yol agmaktadir. Calismamizda, karaciger hastaliginin klinik ve laboratuar bulgular
olan transaminaz yiiksekligi hastalarin %16’sinda, kolestaz %13’{inde, hepatomegali %12’sinde,
koaguilasyon parametrelerinde bozulma %11’inde saptanmistir. Shah ve arkadaslarinin serisinde
[90] hepatomegali %41, karaciger yetersizligi %29, Coskun ve arkadaslarinin serisinde [48]
hepatomegali %72,2 olarak bildirilmistir. Hepatomegali ve hepatoseliiler yetersizligin sik olarak
bildirildigi galaktozemili hastalarda calismamizda da belirlendigi gibi tani aninda en ¢ok
etkilenen organ karacigerdir. Uzun donem komplikasyonlar i¢inde ise hepatomegali sikliginin
geriledigi, %6 oraninda gozlenen hepatomegali ve %4 oraninda gozlenen karaciger fonksiyon

testlerinde bozukluk ile dikkat cekmektedir.
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Diyet tedavisi uygulansa dahi, galaktozeminin, uzun vadede norogelisimsel bozukluklara
neden oldugu bildirilmektedir [92]. Calismamizdaki, erken donem tani alan hastalarin biiyiik
b6lumi diyet tedavisi ile kontrol altinda olmasina ragmen, biligsel gerilik, hastalarmizin uzun
donem komplikasyonlar1 arasinda en sik (%28) saptanan patoloji olarak gdze carpmaktadir.
Bunun yanm1 sira g¢alisma grubumuzda uzun donem komplikasyonlarindan, kemik
mineralizasyonunda azalma %22, sozel apraksi %12, katarakt %10, psikotik davraniglar %10
oraninda izlenmistir. Waisbren ve arkadaglarinin [92] diyet tedavisi uygulanan 33 galaktozemili
yetiskin ile yaptig1 ¢calismada farkli oranlarda katarakt (21%), kemik mineralizasyonunda azalma
(%24), tremor (%46), ataksi (%]15), disartri (%24), ve konusma bozuklugu (%9) da izlenmistir.
Literaturdeki ¢alismanin en garpici yani hastalarin %39 unda depresyon, %67’sinde ise anksiyete
bozuklugunun saptanmis olmasidir. Bizim ¢alismamizda galaktozemiye eslik eden depresyon ve
anksiyete bozuklugu siklikla gozlenmemis olsa da, galaktozemi hastalarinin takip edildigi
multidisipliner ekipte ¢ocuk gelisim uzmaninin ve ¢ocuk psikiyatristinin bulunmasinin énemli

katki sagladig: disiiniilmektedir [93].

Galaktozemi tanisi ile takip edilen kiz hastalarda prematiir ovaryan yetmezlik (POY)
siklikla izlenen bir komplikasyondur. Badik ve arkadaslarinin [94] klasik galaktozemi (G/G) ve
Duarte varyant galaktozemi (D/G) hastalar1 iizerinde yaptigi calismada, klasik galaktozemi
hastalarinin %80’inde POY go6zlenirken, Duarte galaktozemilerin higbirinde bildirilmemistir.
Calisma grubumuzda 15 yas iistiinde 9 disi olgu bulunmaktaydi. Bu olgu grubunda yalnizca ti¢
hastada (~%33) POY tespit edilmisti ve bu olgular klasik galaktozemi mutasyonu tagimaktaydi.
Calismamizdaki POY oraninin literatiire gore diisiik bulunmasi, 15 yas {istli olgularimizin
sayisinin diisiik olmasi ve bir kisminin da uzun dénem takiplerini stirdirmemeleri nedeniyle ileri
komplikasyonlarinin bilinmemesi ile agiklanabilir. Klinik ve Duarte varyant:1 olan olgularimizin
yalnizea biri disiydi ve ergenlige girmemisti (9yas). POY, uzun siireli etkilerinden dolay1
galaktozeminin takibini yapacak olan multidisipliner ekipte pediatrik endokrinoloji uzmaninin

Onemini arttirmaktadir.

Bu ¢alisma kapsaminda incelenen toplam 90 olgunun %90’inda GALT geninde hastalik
iliskili varyant saptanmisti. Bu oran, Ozgiil ve arkadaslarinin Tlrk populasyonundaki 52 hastalik
serisinde “resequencing microarray” yontemiyle yaptiklar1 g¢alismada %97,3 [86] olarak
bildirilmistir. Sanger dizi analizi ile Brezilya’dan 30 hastalik bir seride yapilan g¢alismada

mutasyon saptanma oramt %93 [107], Fransa’dan 210 hastalik bir seride ise %99 olarak
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bulunmustur [108]. Serimizde saptanan mutasyon oraninin bu calismalara gbre nispeten daha
diisik olmasmin nedenleri arastirildiginda en 6nemli faktoriin molekiiler sonu¢ alinamayan
olgularim (n:9) klinik olarak tekrar degerlendirildiginde galaktozemi tanisindan uzaklasilmis
olmasi diisiintildu. Bu grup (sarilik ve idrarda rediiktan madde pozitifligi nedeniyle GALT enzim
eksikligi diistiniilen), GALK ve GALE eksikligi gibi diger galaktozemi tiirleri ve idrarda
rediktan madde pozitifligi yapan diger metabolikler agisindan tekrardan degerlendirilmelidir.
Beutler testinin patolojik ya da ge¢ florasan verebilecegi ve testin yanlis pozitiflik oraninin
yiksek oldugu bu nedenle tami testi degil yalmizca bir tarama testi oldugu Onemle

vurgulanmalidir.

GALT, 11 ekzonlu bir gen olup 667 bp uzunlugundaki 11. ekzon en uzun, 49 bp
uzunlugundaki 4. ekzon en kisa ekzonudur . HGMD veritabaninda GALT geninde 337 tanimhi
mutasyon bildirilmektedir (27.06.19).

Serimizde en yiiksek mutasyon orani (%52) en sik saptanan p.Q188R mutasyonunun da
yer aldig1 6. ekzondur. Bunu %13 ile p.E340* ve p.N314D mutasyonlarinin yer aldigi ekzon 10
takip etmektedir. Sadece bu iki ekzonun dizilenmesiyle tani oraninin yaklasik %65 oldugu
gorlilmektedir. Algoritmik bir yaklasimla once ekzon 6 ve 10°nun dizilenmesi mutasyon
saptanamadigl durumda kalan dokuz ekzonun dizilenmesi hem ekonomik hem de is giicii

acisindan tasarruf saglayacag: goriilmektedir.

Serimizde, homozigot p.Q188R mutasyonu tasiyan 33 olgunun 7’sinde (%21), homozigot
p.E340* mutasyonu tasiyan 10 olgunun 1’inde (%10), homozigot p.R272H mutasyonu tasiyan 3
olgunun 1’inde (%33), p.K285N mutasyonu tasiyan 2 olgunun birinde (%50) akraba evliligi
mevcut degildi. Homozigot mutasyon tasiyan indeks olgularin aralarinda akrabalik olmadigini
belirleten anne babasi detayl1 sorgulandiginda memleketlerinin ayni oldugu tespit edildi ki bu da
uzak akrabalik varligina isaret edebilir. Serimizdeki homozigot mutasyon saptama oraninin
%83.,9 olmasi, %66’lik yiiksek akraba evliligi orani ile iligkili olarak agiklanabilir. Birlesik
heterozigot mutasyon saptanan 10 hastanin dordiinde akrabalik iliskisi bilinmekteydi. Bu
olgularda saptanan mutasyonlardan t¢li p.Q188R, ikisi p.E340*, ve birer olgu ise p.N314D, c.-
119 -116delGTCA ve c¢.820+13A>G mutasyonlar1 idi. Bu bulgu Tirk populasyonundaki

sikliklari i¢in gosterge olabilir.
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GALT geninde en siklikla saptanan mutasyon Avrupa’da oldugu gibi Ulkemizde de
p.Q188R dir. Avrupa iilkelerinde bu mutasyonun sikligi %45- 93.6 arasinda degismektedir. Bu
oran Irlanda da %93.6 [95], Ingilterede % 77 [96] Hollanda’da % 58.5 [1], Ispanya’da %50 [97],
Almanya’da %69 [98], Avusturya’da %60 [44], Polonya’da %51.3 [99] ve Macaristanda %45
[100] olarak bildirilmistir. Bizim olgu grubumuzda p.Q188R mutasyon orani %45 olarak
belirlendi. Tiirk populasyonundaki diger ¢aligmalarda da benzer sekilde oran %47-57 arasinda
bildirilmistir [48] [101]. En yiiksek oranin irlanda’daki %93.6’lik oran ve en diisiik oranin da
Macaristan’daki %45 ve Tiirkiye’deki ortalama %350’lik oran oldugu dikkate alindiginda,
p-QI88R mutasyon sikliginin Avrupa’nin batisindan dogusuna dogru azalma gosterdigi
anlagilmaktadir [102]. Bu durum diger tiim OR hastaliklar i¢in de gecerli olan adalar gibi kapali
toplumlarda (irlanda) ayni bir mutasyonun tasiyicilik sikligmin acik toplumlara gére daha
yiiksek olmasi ile agiklanabilir. Homozigot p.Q188R mutasyonu tasiyan olgu grubunda en
siklikla saptanan erken ddnem bulgusu karaciger fonksiyonlarinda bozulma, uzun dénem

komplikasyonlarinda ise biligsel geriliktir.

Olgu grubumuzda p.Q188R’den sonra %16’lik oranla en siklikla saptanan mutasyon,
protein sentezinde erken sonlanmaya yol acan p.E340* mutasyonudur. ilk defa Gathof ve
arkadaslar1 [103] tarafindan 1995 yilinda tanimlanan p.E340* mutasyonunun, Tirk toplumunda
0zgun bir mutasyon oldugu 56 olguluk bir seri sonuglarina dayanarak ileri siirilmiistiir [86]. 16
olguluk bir diger calismada da ayni mutasyon bir olguda saptanmist1 [101]. Serimizde de bu
mutasyonun ikinci siklikla saptanmasi bu goriisii desteklemektedir. Schuster ve arkadaslar1 [104]
ciddi klinik tablo ile bagvuran ve homozigot p.E340* mutasyonu saptanan iki Tirk galaktozemi
hastasinin takibinde olgulardan birinde mental retardasyon gelistigini bildirmistir. Serimizde dort
indeks ve bir kardes olgudaki homozigot p.E340* mutasyonuna p.N314D varyant: cis formunda
eslik ettigi gozlenmistir. Ozgiil ve arkadaslar1 [86] p.E340%*, p.N314D ve p.L218L varyantlarinin
haplotip olusturup bir ortak bir atadan kalitildigi, ancak “kurucu etkisini” destekleyecek yeteri
kadar veri olmadigini bildirmisti. Gathof ve arkadaslar1 da [103] U¢ hastadan birinde p.E340*
varyantina eslik eden p.N314D varyantim1 tespit ettiklerini bildirmislerdi. Bu {i¢ hastanin
izleminde polimorfizm tasiyan hastanin homozigot p.E340* tasiyanlara nazaran daha iyi bir
Klinik tablo ¢izdigi belirtilmisti. Serimizde de p.[E340*; N314D] haplogrup tasiyan grupta
yalnizca bir hastada uzun donem komplikasyon gelismis olup, diger hastalarin polimorfizm

tagimayan gruba gore daha hafif seyrettigi gorilmistiir. Homozigot p.E340* varyantini tagiyan
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grupta tam1 agsamasinda en sik saptanan bulgu sepsis olup, uzun dénem komplikasyonlarinda ise
bilissel gerilik yer almaktadir. Anlamsiz tipte olan bu tip mutasyonlarin translasyonda protein
trunkasyonuna yol agmasi sonucunda hi¢ enzim uretilememesi fenotipin daha agir olma

6ngorusu ile uyumludur.

Calismamizda allel frekansina goére tiglincii siklikta saptanan mutasyon, daha once
tanimlanmamig (novel) p.R67Pfs*19 (c.200delG) idi. GALT geninde ekzon 2'de 200.
pozisyondaki G nukleotidinin delesyonu nedeniyle, proteinde 67. kodondan sifrelenen arjinin
yerine prolinin gegmesine neden olup translasyonda cerceve kaymasi ve bunu takiben 19.
kodonda erken “dur” kodonu olusturmasi ile islevsiz bir iirlin ortaya ¢ikmasi beklendiginden
patolojik bir mutasyon olarak degerlendirildi (Sekil 26). Caligmamizda homozigot p.R67Pfs*19
degisimi tastyan ii¢ aile birbiriyle akrabalik iliskisi belirtmemekle birlikte G¢ aile de Bitlis ve
yakin illerdendir. ilk olarak olgu grumuzda tanimlanan bu degisim icin “kurucu etkisi” olup
olmadigi, varyanti tasiyan haplotiplerin incelenmesi ile agiklanabilir. Calismamizda,
p.R67Pfs*19 degisimi tasiyan grupta en siklikla saptanan erken dénem bulgusu karaciger
fonksiyonlarinda bozulma, uzun dénem komplikasyonlarinda ise kemik mineral yogunlugunda

azalma oldugu kaydedilmistir.

&7 84
[ E RPWQGQVEPQLLKTVPRHDPLNPLCPGAIRANGEVNPQYDSTFLFDN........-C

ﬂ p.R67Pfs*19

N RPWOGQVEPQLLKTVPPMTLSTLCVLGPSEPTER-C
67 84

Sekil 26: p.R67Pfs*19 (c.200delG) mutasyonunun GALT protein Griint Uzerindeki sonucu.
Protein dizisinde 67. konuma kadar normal protein (Ustte) ile uyumlu devam eden
mutant proteinin (altta) aminoasid dizisi bu noktadan sonra degismekte ve 85. kodonda

protein sentezi sonlanmaktadir.

GALT geninde dinya genelinde ikinci siklikla saptanan p.K285N (c.855G>T) varyanti
[105] serimizde %5 oraninda tespit edildi. Kozak ve arkadaslarinin Cek ve Slovak toplumundaki

calismasinda [101] p.K285N mutasyonu %25.7 oraninda bulunmus ve bu varyantin Slav kdkenli
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oldugu one siiriilmiistii. Serimizde bu varyant tim olgularda p.Q188R varyanti ile birlesik
heterozigot (p.[Q188R];[K285N]) formda bulunmustur. Bu mutasyonu tasiyan iki olguda da tani
sirecinde karaciger fonksiyonlarinda bozulma dikkati cekmekteydi. iki olguda da uzun dénem
komplikasyonu izlenmemisti. Calismamizdaki diger birlesik heterozigot kombinasyonlarinda da
uzun donemde komplikasyon saptanmamis olup, hasta sayisinin az olmasi nedeniyle p.K285N

tastyanlarin kliniginin daha hafif seyrettigi yoniinde bir yorum yapilamamaktadir.

Olgu#13°’te birlesik heterozigot olarak p.[K285N] varyanti ile birlikte saptanan
p.S236Rfs*30 varyanti ger¢eve kaymasina neden olmaktadir (c.708_709delGT) ve bu varyant
daha once tanimlanmamustir.. Translasyonda cerceve kaymasi ve takiben erken “dur” kodonu
olusumuna yol acan iki bazlik delesyon olusan bu varyantin, “non-sense” aracilit mRNA yikimi1
mekanizmasi nedeniyle protein {liriinli vermemesi ve patojenik olmasi beklenmektedir (Sekil 27).
Bu iki varyantin aile i¢i segregasyon analizi yapilarak annenin p.S236Rfs*30 i¢in, babanin ise
p.K285N igin tasiyict oldugu belirlenerek indeks olgunun birlesik heterozigot formda (trans)
oldugu gosterilmistir. Bu olguda gozlenen erken donem bulgular karaciger fonksiyon bozuklugu,
sepsis ve kilo kayb1 idi. Heniiz 6 yasindaki olguda uzun déneme ait herhangi bir komplikasyon

tespit edilmemistir.

236 264
N-.....EYSROELLRKERLVLTSEHWLVLVPFWATWPYQTLLLPRRHVRRLPELTPAERDDLASIMKKLLTKYDN.......-C

ﬂ p.5236Rfs*30

N-.......EYSRQELLRKERLVLTRALVSTGPLLGNMALPDTAAAPSACAAAT-C
236 264

Sekil 27: p.S236Rfs*30 (c.708_709delGT) mutasyonunun GALT protein Urind Gzerindeki
sonucu. Protein dizisinde 236. konuma kadar normal protein (Ustte) ile uyumlu devam
eden mutant proteinin (altta) aminoasid dizisi bu noktadan sonra degismekte ve 264.

kodonda protein sentezi sonlanmaktadir.

Olgu#14’de saptanan birlesik heterozigot formdaki p.[E340*;N314D];[S156%*]
varyantlarindan p.S156* (c.467C>A) varyanti daha once tanimlanmamis novel bir degisimdir.

Translasyonda “dur” kodonu olusturan anlamsiz degisiklige yol agacagindan patojenik olarak
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degerlendirilmistir. Bu olguda erken donem bulgular1 koagiilasyon bozuklugu, kolestaz ve
anemidir. 1989 dogumlu (10 yas) olan olguda heniiz uzun dénem komplikasyonu tespit

edilmemistir.

Olgu#62’de saptanan birlesik heterozigot formdaki p.[N314D];[\V243I] varyantlarindan
p.V2431 (¢.727G>A) varyant1 da daha o6nce tanimlanmamis novel bir degisim idi ve in silico
analiz programlari (Mutationtaster, SIFT, PolYPhen) “zararli” tahmini vermekteydi (Sekil 28).
Literatiirde ayn1 pozisyondaki G>T degisimi (p.V243F) daha dnce “hastalik iligkili” mutasyon
olarak bildirilmisti (HGMD/LSMD). Olguda saptanan diger bir degisim olan p.N314D Duarte
varyant1 olarak bilindigi i¢in D/G allelleri ile olgu Duarte galaktozemi varyanti olarak tani
almistir. Yeni dogan taramasiyla tani alan bu olguda uzun donemde herhangi bir komplikasyon

gozlenmemistir.
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Sekil 28: : a. p.V243I degisiminin in silico analiz programi olan PolyPhen’de “zararli” olarak
degerlendirilmesi gosterilmektedir. b. Valin 243 konumunun tlrler arasindaki

korunmuslugunu gostermektedir.

Klinik varyant galaktozemi ile uyumlu p.S135L varyanti, Kent ve arkadaslarinin Afrika

kokenli 17 olgudaki calismasinda [39] bu varyant %48 oraninda saptanmisti. Bu mutasyonu
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tasiyan ve tedavi almayan olgularda bilissel gerilik oldugu bildirilmistir. Gerard Berry’nin
derlemesine [4] gore klinigin hafif seyretmesi beklenen bu varyantt homozigot olarak tasiyan
olgumuzun (olgu#45) tan1 bulgulari, karaciger fonksiyon bozuklugu, hepatomegali, tiibiilopati,
hiponatremi, katarakt ve anemi gibi agir bulgulardi. Tedaviye uyumu da iyi olmayan olguda
uzun donem komplikasyonlarindan kataraktin devam ettigi ve bilissel gerilik saptanmis 19
yasindaki olgumuzda POY bulgusu gbézlenmemisti. Olgumuz gibi benzer olgularin toplanarak
ileri caligmalarla GALT aktivitesi etkileyebilecek diger faktorlerin (modifiye edici genler,

epigenetik faktorler, vs) incelenmesi uygun olacaktir.

Duarte varyant galaktozemide, p.N314D polimorfizmi p.L218L varyanti ile birliktelik
gosterdiginde “D1 varyanti”, c¢.-119 -116delGTCA, ¢.378-27G>C, ¢.508-24G>A ve
€.507+62G>A varyantlar ile birliktelik gosterdiginde “D2 varyant1” olarak adlandirilmaktadir
[86]. Calismamizda p.N314D polimorfizm allel frekanst %10 olarak saptanmis, toplam 16
allelde saptanan p.N314D polimorfizminin 11 olguda p.E340* varyanti ile birlikte ayn1 allelde
yer aldigi aile ici segregasyon analizi ile gosterilmisti. Bu sonug, bu iki varyantin haplotip

olusturdugunu dne siiren Ozgiil ve arkadaslarinin calismasi ile de uyumludur [86].

Duarte varyantlan ile ilgili Elsas ve arkadaslarinin yaptig1 fonksiyonel calismada [106]
D1 varyant1 p.L218L sessiz mutasyonunun GALT enzim aktivitesinde artisa ve D2 varyanti c.-
119 -116delGTCA promoter bolge delesyonunun GALT enzim aktivitesinde azalisa sebep
oldugu gosterilmistir. D1 varyantinda, genomik DNA’da 1721. pozisyondaki C >T baz degisimi
sonucu “CUA” olan kodon “UUA” ya doniismekte (p.L218L), fakat her iki kodon da 16sin
kodladig1 ig¢in aminoasit diizeyinde herhangi bir degisiklik olusturmamaktadir. Bununla birlikte
traslasyon mikrogevresinde “CUA” kodonunu taniyan tRNA’nin tRNA’lar i¢indeki orani %0.3
iken, “UUA” kodonunu taniyan tRNA’nin oran1 %1°dir (Sekil 29). Bu bilgiler 1s1ginda “UUA”
kodonunu tasityan mRNA ile kodlanan protein olusumunun daha hizli olmasit sonucu GALT

enziminin beklenenden hizli sentezlenecegi 6ngorilmektedir (Sekil 30).
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Sekil 29: E. coli’ deki kodon kullanim frekanslari. Oklarla gosterilen kodonlarin her ikisi de
16sin (Leu) aminoasidini kondlamasina ragmen UUA kodonunun taniyan tRNA’nin

frekansi 1.0 iken CUA’nin frekans: 0.3 tiir.

RBC GALT aktivitesi Genotip Allel 1 Allel 2
Baba 200 = DN @[;Tl A Normal
Anne 183 LAG N340l TITT =T 54X
Proband 68 DVG N314D-del CTCA (54X
Kardes 6 LAD N34Del T T MALID- g
Kardes 234 = LAD @FEI{ =T N34D-del GTC
Normal

2126 (5 NN Morral ormal

Sekil 30: Heterozigot N314D-delGTCA polimorfizmini tagsiyan babanin GALT enzim aktivitesi
20.0ymol iken birlesik heterozigot N314D-delGTCA; N314D-g.1721C mutasyonu
tasityan ¢ocukta GALT enzim aktivitesi 23.4 ymol’ diir [106].

Los Angeles varyanti olarak da bilinen D1 varyant galaktozemi Serimizde yalnizca bir
olguda (olgu#11°de) birlesik heterozigot p.[E340*];[L218L] varyantlar1 olarak saptanmuisti.
Literaturde p.E340*, p.L218L ve p.N314D varyantlarinin haplotip olusturdugu One
strilmekteydi [86], oysa olgumuzda p.N314D varyant1 gozlenmedi. Bu durum rekombinasyon
sirasinda p.N314D’nin haplotip blogundan kopmus olmasi ile agiklanabilir. Olgu#11’in erken
donem bulgular1 hepatomegali, karaciger fonksiyon bozuklugu, kolestaz ve anemi, uzun dénem

bulgular1 da hepatomegali, karaciger fonksiyon bozuklugunun siirmesi idi. Olgunun klinik



57

bulgularinin Los Angeles varyanti i¢in beklenenden agir olmasi, ikincil bir hastalik olasiligini

disiindirmektedir.

D2 varyanti olan Olgu#52 c.[-119_-116delGTCA;940A>G] degisimlerini tasimaktadir.
Olgunun tekrarlanan GALT enzim aktivite 6lgimleri; 177 mU/g hb (>308), 439 mU/g hb
(>308) ve 366 mU/g hb (>308) olarak saptanmis ve yalnizca bir olglimde diisik oldugu

goriilmiistiir. Bu olgunun tan1 bulgusu kolestaz olup uzun dénemde komplikasyon gelismemistir.

GALT geninde biiyiikk delesyon/duplikasyon goriilme sikligi %1 olarak bildirilmekte,
biliylik delesyonlarin Askenazi yahudilerinde diger toplumlara gore daha sik saptandigi
vurgulanmaktadir [4]. Bu ¢alismada, biiyiik delesyon/duplikasyon degisimleri MLPA analizi ile
degerlendirildi ve olgularda herhangi bir degisim saptanmadi. Dizileme ve MLPA analizinde
mutasyon saptanmayan bu olgularin klinik agidan tekrar degerlendirilmesinde klasik galaktozemi
tanisindan uzaklagilmisti. Gerek bu durum gerekse olgu sayimizin azligi nedeniyle biylk
delesyon/duplikasyon degisimlerinin Tiirk populasyonu ic¢in sikligi hakkinda bu caligma

sonucunda bilgi verilemez.

Bu ¢alismanin amaci, klinik ve biyokimyasal olarak Klasik galaktozemi 6n tanisi alan
hastalarda molekiler genetik analizleri ile tam1 konulmasi, ailelere uygun genetik danisma
verilmesi, 6n taninin desteklenmedigi olgularda dmur boyu sirmesi gereken diyet tedavisinin
tekrar gozden gecirilmesi, ayrica serimiz sonuglari ile genotip-fenotip korelasyonunun yapilmasi,
Tirk populasyonu i¢in mutasyon sikliklarinin belirlenerek klasik galaktozemi icin laboratuar

calismasina yon verecek akis semasinin belirlenmesi idi.

Calismamizda klinik ve Duarte varyant genotipinin hafif fenotiple iligkili oldugu, klasik
galaktozemi i¢in tanimlanmis mutasyonlarin fenotipik bulgular1 genel olarak beklendigi gibi
olmakla beraber klinik varyant ve D1 varyanti tasiyan iki olguda beklenene gbre daha agir
bulgular gelismistir. Bu da genin aktivitesini etkilebilecek diger faktorlere isaret etmektedir.
Serimizde klasik galaktozemi hastalarinda mutasyon tipinden bagimsiz en sik rastlanan erken
donem bulgusu karaciger fonksiyon bozukluguydu ve bu nedenle molekiiler ¢alismada

gerektiginde tiim ekzonlarin incelenmesi geregini gostermektedir.
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Serimiz sonuglart Tiirk populasyonundaki klasik galaktozemi molekiiler tanisinda
oncelikle ekzon 6 ve 10’nun Sanger dizileme ile hastalarin %65’ine tan1 konulabildigini
gostermistir. Ekzon ve 6 ve 10’un dizilenmesi ile tan1 konulamayan hastalarda (%35) diger
ekzonlarin dizilenmesi, mutasyon bulunmayan hastalarda delesyon/duplikasyon analizlerine
baslanmadan Once hastalarin klinik agidan yeniden degerlendirilmesinin is giicli ve maliyet

acisindan 6nemli olacagini diisiinmekteyiz.

Klasik galaktozemide diyet tedavisinin uzun doénem komplikasyonlarindan korunmada
yiiz giildiiriici sonuglarinin oldugu bilindiginden Ulkemizdeki yiiksek akraba evliligi oran1 goz
onunde bulundurularak galaktozeminin yeni dogan tarama kapsamina alinmasi 6nerilmelidir. bu
sekilde erken tani ve erken tedavi sansi sunulan hastalarin daha az etkilenmesi saglanabilir ve

tilke biitgesine saglik harcamalan agisindan katkida bulunulabilir.
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