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OZET

Dr. Evren ONDER. Tiirkiye’de metakromatik lokodistrofi hastahgma neden
olan mutasyonlarin belirlenmesi  biyokimya-genotip-fenotip iliskisinin
kurulmasi. Uzmanlik tezi. ANKARA 2007. Metakromatik lokodistrofi (MLD),
siilfatidi pargalayan arilsiilfataz A (ASA) enzimi veya aktivator proteini olan sapozin
B’nin eksikligi nedeni ile olusan bir lizozomal depo hastaligidir. Bu eksiklik sonucu
lizozom i¢inde siilfatid birikerek, periferik ve santral sinir sisteminde ilerleyici tipte
demiyelinizasyona neden olur. Bu c¢alismada klinik bulgular1 ve enzim analizi ile
MLD tanis1 almis 6 hasta ile bir ailenin ASA genindeki mutasyonlari arastirildi. Bu
mutasyonlarin saptanmasi icin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), Tek Zincir
Konformasyon Polimorfizmi (SSCP) analizi, DNA dizi analizi yapildi. Caligmamiz
sonucunda hastaliga neden olan 2 yeni mutasyon ve 2 polimorfizm bulundu. Yeni
mutasyonlar ekson 5’te 1568G—A, 307Glu—Lys ve 1603G—T, 318Trp—Cys
mutasyonlari, polimorfizmler ise ekson 7°de 2161C—G, 391Thr—Ser ve ekson6’da
1788 A—G, 350Asn—Ser degisimleridir. Yeni tanimlanan ekson5 mutasyonlar1t ASA
proteininin iyi korunmus yapisal elemanlar bolgesinde bulunmaktadir. Bu nedenle,
ekson5’teki 307Glu—Lys ve 318Trp—Cys mutasyonlari, muhtemelen ASA
proteininde sirasiyla 6. alfa-heliks ve 12. beta-tabakali yapiy1 bozarak aktif bolge
konformasyonunu degistirmekte ve enzim aktivitesinde eksiklige neden olmaktadir.
Ekson5’te 1568G—A 307Glu—Lys mutasyonu olan iki hastada hastaliga neden olan
bu mutasyonun yanisira, ekson7’de daha 6nce tanimlanmis 2161C—G, Thr391—Ser
polimorfizmi de saptanmistir. Ekson7 polimorfizminin 6 hastanin 3 tanesinde
bulunmasi bu polimorfizmin Tiirkiye’de MLD hastaligina yatkinlik yapan bir faktor
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu calisma, MLD’li Tiirk hastalarda, hastaligin
mekanizmasint anlamak icin yapilan molekiiler diizeydeki ilk ¢calismadir ve MLD’ye
neden olan mutasyonlarin iilkemize 6zgii oldugunu ve polimorfizmlerle birlikte

olabilecegini gostermistir.

Anahtar sozciikler: Metakromatik Lokodistrofi, Arilsiilfataz A; Tek Zincir

Konformasyon Polimorfizmi (SSCP) analizi.

TUBITAK tarafindan desteklenen 1055009 (SBAG-HD-13) no’lu projedir.



ABSTRACT

Dr. Evren ONDER. Determination of mutations causing Metachromatic
Leukodystrophy disorder in Turkey: Building the biochemical-genotype-
phenotype relationship. Specialist thesis. ANKARA 2007. Metachromatic
leukodystrophy (MLD) is a lysosomal storage disorder caused by the deficiency of
arylsulfatase A (ASA) that hydrolyzes sulfatide or its activator protein saposin B.
This deficiency causes sulfatide accumulation in lysosome leading to demyelination
in central and peripheral nervous system. In this research, ASA gene mutations in 6
patients and a family diagnosed as MLD through clinical symptoms and enzyme
analysis were investigated; polymerase chain reaction (PCR), single strand
conformation polymorphism (SSCP) analysis and DNA sequence analysis were
carried. Findings revealed that two novel mutations and two polymorphisms caused
the disorder. The novel mutations are 1568G—A, 307Glu—Lys, 1603G—T,
318Trp—Cys in exon5, polymorphisms are 2161C—G, 391Thr—Ser in exon7,
1788A—G, 350Asn—Ser in exon6. Newly identified exon5 mutations are in highly
conserved structural elements region of ASA protein. Thus, 307Glu—Lys and
318Trp—Cys mutations in exon5 probably change the active site conformation by
disrupting the 6" alpha helix and the 12™ beta-sheet structure of ASA protein,
respectively and cause deficiency in enzyme activity. In two of the patients, in
addition to exonS 1568G—A, 307Glu—Lys mutation that caused the disorder,
2161C—G, 391Thr—Ser polymorphism that was previously identified in exon 7 was
also detected. Three out of 6 patients had exon7 polymorphism showing the
possibility that polymorphism is a predisposition causing MLD disorder in Turkey.
This is the first study on the molecular basis to understand the mechanism of the
disorder in Turkish patients with MLD and revealed that mutations leading to MLD

are unique to our country and could develop together with polymorphism.

Key words: Metachromatic Leukodystrophy, Arylsulphatase A; Single Strand
Conformation Polymorphism (SSCP) analysis.
The project was supported by TUBITAK 1055009 (SBAG-HD-13).



ICINDEKILER

TESEKKUR

OZET

ABSRACT

ICINDEKILER

SIMGELER VE KISALTMALAR
SEKILLER

TABLOLAR

1. GIRiS

2. GENEL BILGILER

2.1. MLD’nin Tanimi

2.2. Siilfatidin Yapis1 ve Fonksiyonu
2.3. ASA Enziminin Yapis1 ve Fonksiyonu
2.4. ASA Enziminin Sentezi

2.5. ASA Enziminin Genetigi

2.6 ASA Enziminin Yalanc1 Eksikligi ve Genetigi
2.7. ASA Geninin Mutasyonlari

2.8. MLD’nin Insidanst

2.9. MLD’nin Tarihgesi

2.10. MLD’nin Klinik Tipleri

2.11. MLD’nin Tanis1

2.12 MLD’de Tedavi

2.13 MLD’de Hayvan Modelleri

3. GERECLER VE YONTEMLER
3.1. Geregler

3.1.1. Maddeler

3.1.2. Aygitlar

3.1.3. Calisma Materyali

3.2. Yontemler

3.2.1. ASA Enziminin Aktivite Tayini

3.2.1.1.Tam Kandan Lokositlerin izolasyonu

vi

iii

iv

vi
viii

ix

O O 0 L NN N = A

[S—
—_—

14
15
16
18
19
21
21
21
21
22
22
22
22



3.2.1.2.Lokosit Peletlerinin Homojenizasyonu
3.2.1.3.Protein Tayini

3.2.1.4.ASA Enziminin Aktivite Tayini

3.2.2. Mutasyon Analizi

3.2.2.1.Tam Kandan DNA izolasyonu
3.2.2.2.DNA Miktar Tayini

3.2.2.3.PCR

3.2.2.4.Agaroz Jel Elektroforezi

3.2.2.5.SSCP Analizi

3.2.2.6.Gilimiis Boyama

3.2.2.7.DNA Bantlarinin Degerlendirilmesi
3.2.2.8.DNA Dizi Analizi

3.2.2.9.Jelden PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi
3.2.2.10.Kesim Enzimi Analizi
3.2.2.11.NuSieve Agaroz Jel Elektroforezi

4. BULGULAR

4.1. ASA Enziminin Aktivite Tayini

4.2. Mutasyon Analizi ile ASA Genindeki Mutasyonlarin Saptanmasi
4.2.1. PCR Yontemi ile ASA Geninin 8 Eksonunun Cogaltilmasi

4.2.2. SSCP Analizi Bulgulan

4.2.3. DNA Dizi Analizi Bulgulan
4.2.3.1.Ekson 5 Mutasyonlar1

4.2.3.2. Ekson 6 Mutasyonu

4.2.3.3. Ekson 7 Mutasyonu

4.2.4. Kesim Enzimi Analizi Sonuglar
5. TARTISMA

6. KAYNAKLAR

EK 1. ASA Geninin “Primer” Dizileri
EK 2. Molekiil agirligr belirtegleri jel resimleri
EK 3. Genetik Sifre Tablosu

vii

22
23
23
24
24
25
25
26
26
28
28
29
29
30
31
32
32
32
32
38
43
44
46
47
49
52
59



SIMGELER VE KISALTMALAR

ASA Arilsiilfataz A

ASB Arilsiilfataz B

ASA-PD Arylsulfatase A Pseudodeficiency
APS Amonyum Persiilfat

B Kor (Blank)

be baz cifti

BsrSI Bacillus stearothermophilus
Ddel Desulfovibrio desulfuricans
DMSO Dimetilsiilfoksit

dNTP 2’-deoksi5’-trifosfat niikleotid
EDTA Etilendiamin tetraasetik asit

ER Endoplazmik Retikulum

K Kontrol

M Belirte¢ (Marker)

MgCl, Magnezyum Kloriir

MLD Metakromatik Lokodistrofi

Msll Moraxella osloensis

NaOH Sodyum Hidroksit

PCR Polymerase Chain Reaction

PD Pseudodeficiency

SDS Sodyum Dodesil Siilfat

SSCP Single Stranded Conformational Polymorphism
TBE Tris Borat EDTA

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine

Uv Ultraviyole

viii



SEKILLER

Sekil No.

Sekil 2.1 Galaktozilseramid-3-siilfat’in (siilfatid) yapisi
Sekil 2.2 Laktozilseramid-3-siilfatin yapisi

Sekil 2.3 Psikozin siilfatin (lizosiilfatid) yapist

Sekil 2.4 Seminolipitin yapisi

Sekil 2.5 ASA enziminin siilfatiddeki siilfat grubunu ayirdigi bolge.

Sekil 2.6 ASA enziminin sentetik substratlari
Sekil 2.7 ASA enziminin ii¢ boyutlu yapisi
Sekil 4.1. Ekson 1 PCR analizi jel resmi
Sekil 4.2. Ekson 2 PCR analizi jel resmi
Sekil 4.3. Ekson 3 PCR analizi jel resmi
Sekil 4.4. Ekson 4 PCR analizi jel resmi
Sekil 4.5. Ekson 5 PCR analizi jel resmi
Sekil 4.6. Ekson 6 PCR analizi jel resmi
Sekil 4.7. Ekson 7 PCR analizi jel resmi
Sekil 4.8. Ekson 8A PCR analizi jel resmi
Sekil 4.9. Ekson 8B PCR analizi jel resmi
Sekil 4.10. Ekson 1 SSCP analizi jel resmi
Sekil 4.11. Ekson 2 SSCP analizi jel resmi
Sekil 4.12. Ekson 3 SSCP analizi jel resmi
Sekil 4.13. Ekson 4 SSCP analizi jel resmi
Sekil 4.14. Ekson 5 SSCP analizi jel resmi
Sekil 4.15. Ekson 6 SSCP analizi jel resmi
Sekil 4.16. Ekson 7 SSCP analizi jel resmi
Sekil 4.17. Ekson 8A SSCP analizi jel resmi
Sekil 4.18. Ekson 8B SSCP analizi jel resmi
Sekil 4.19. 5 numarali hastanin ekson 5 DNA dizi analizi sonucu.
Sekil 4.20. 6 numarali hastanin ekson 5 DNA dizi analizi sonucu.

Sekil 4.21. 9 numarali hastanin ekson 5 DNA dizi analizi sonucu.

X

o AN W B~ B W

33
34
34
35
35
36
36
37
37
39
39
40
40
41
41
42
42
43
44
45
46



Sekil 4.22. 8 numarali hastanin ekson 6 DNA dizi analizi sonucu.

Sekil 4.23. 2 numarali hastanin ekson 7 DNA dizi analizi sonucu.

Sekil 4.24. 6 numarali hastanin ekson 7 DNA dizi analizi sonucu.

Sekil 4.25. 9 numarali hastanin ekson 7 DNA dizi analizi sonucu.

Sekil 4.26. 5 numarali hastanin ekson 5 DNA’sinin “MsiI” kesim enzimi analizi
Sekil 4.27. Ekson 6 PCR iiriinlerinin “BsrSI” kesim enzimi ile analizi

Sekil 4.28. Ekson 8 PCR fiiriinlerinin “Ddel” kesim enzimi ile analizi

Sekil 5.1 ASA proteininin ikincil yapisi.

Sekil 5.2 ASA proteininin ii¢ boyutlu yapisi.

47
47
48
49
50
50
51
53
55



X1

TABLOLAR
Tablo No. Sayfa
Tablo 2.1 ASA enziminin cesitli siilfat esterlerini hidroliz etme hizlar 6
Tablo 4.1. ASA enzim aktivite degerleri 32
Tablo 4.2. SSCP analizinde normalden farkli olan sonuglar 38

Tablo 4.3. Tirk MLD hastalarinda hastalida neden olan mutasyonlar ve

polimorfizmler 44



1. GIRIS

MLD otozomal resesif gecis Ozelligi goOsteren, ilerleyici tipte
demiyelinizasyonla karakterize bir sfingolipit depo hastaligidir. Bu hastalikta
lizozomal bir enzim olan ASA veya enzimin aktivatdor proteini olan sapozin B
eksikligi mevcuttur. Bu eksiklik sonucunda siilfatid par¢alanamaz ve lizozomlarda
birikir. MLD sfingolipit depo hastaliklar1 iginde iilkemizde en sik goriilenidir.
Hesaplanabilen minimum insidans1 1,43/100.000 (1/69.892) olarak bildirilmistir. Bu
oran Avrupa toplumunda saptanan oranla benzerlik gostermektedir. Ge¢ bebeklik,
genclik ve erigkin tip olmak iizere ii¢ tane klinik tipi belirlenmistir. Ayrica klinik
olarak saglikli fakat enzim aktivitesi normale gore diisik olan hastalar
tanimlanmigstir. Yalanci eksiklik olarak adlandirilan bu tablo MLD hastaligimin klinik
bulgularina  sebep olmamakla beraber, MLD  hastaliginin  zemininde
bulunabildiginden taniy1 zorlagtiran bir durum olusturur. Enzimin tam veya tama
yakin eksikligi tan1 koydururken enzim aktivitesinin alt sinirlarina yakin degerlerde
saptanmast kesin tani igin yeterli degildir. Enzimde yalanci eksiklik yapan
mutasyonlarin varlifi nedeniyle ara degerlerde cikan enzim aktivitesine sahip
hastalarda MLD tanisi icin ileri incelemelere gerek vardir.

Anabilim Dalimizda MLD ile ilgili yasayan bireylerde ve anne karninda
bebeklerde ASA tayini yapilmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, enzim tayininden sonra
saptanan enzim eksikliginin gercek bir eksiklik olup olmadigini, gercek ise eksiklige
neden olan mutasyonu ve bu mutasyon nedeni ile ortaya c¢ikan aktivite eksikliginin
olast mekanizmasim belirlemektir. Bu amacla, oncelikle, enzim eksikliginin MLD
hastaligindan m1 yoksa yalanci eksiklikten mi kaynaklandigi bulunmaya, saptanan
eksikligin gende ne tip degisiklikler yaptigina dair cevaplar aranmaya calisilmistir.
Bu amaclara ulagmak i¢in ASA geninin DNA’s1 PCR yontemi ile cogaltilmais,
mutasyonlarin olas1 yerini saptamada bir mutasyon tarama yontemi olan SSCP
analizi, mutasyonun dogrulanmasinda DNA dizi analizi yontemi kullanilmis, yalanci
eksikligin varligim1 belirlemede ise kesim enzimi analizi yapilmis ve MLD’li
hastalarda hastalifi ortaya c¢ikaran molekiiller mekanizmalar belirlenmeye

calisilmustir.



2.GENEL BILGILER

2.1. MLD’nin Tanim

MLD, ASA enziminin eksikligi nedeni ile 3-O-siilfogalaktozil igeren
glikolipitlerin (siilfatidler) yikimindaki bozukluk sonucu ortaya ¢ikan ve otozomal
resesif kalitilan bir sfingolipit depo hastaligidir. MLD’de parg¢alanamayan siilfatidler
hiicrelerin lizozomlarinda birikir ve metakromatik boyanmaya neden olur.
Siilfatidler, merkezi ve periferik sinir sistemindeki miyelin kilifinin 6nemli
bilesenidirler. Bu nedenle, parcalanamayan siilfatidlerin lizozomlarda birikmesi,

merkezi ve periferik sinir sisteminde ilerleyici demiyelizasyona yol agmaktadir (1).

2.2. Siilfatidin Yapisi ve Fonksiyonu

Siilfatidler ilk olarak Thudichum tarafindan siilfiir iceren lipit olarak
tanimlanmis ve adlandirilmistir. 1933 yilinda Blix siilfatidleri izole ederek,
serebronik asit, sfingozin, galaktoz ve siilfat icerdigini belirtmistir.

Siilfatid, galaktoserebrozid molekiiliiniin galaktozunun hidroksillenmis 3
no’lu karbon atomuna 3’-fosfoadenozin-5’-fosfosiilfattan (PAPS) siilfat aktarilmasi
sonucu olusan bir glikosfingolipittir. Mikrozomal siilfotransferazlarin katalizledigi

bu reaksiyonun bir¢ok memeli dokusunda meydana geldigi bildirilmistir (2).
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Sekil 2.1 Galaktozilseramid-3-siilfat’in (siilfatid) yapist. (1)

Hem siilfatidler hem de serebrozidler yiiksek oranda 2-hidroksi grubuna sahip
uzun zincirli yag asitleri igerirler. Yetiskin bir bireyin beynindeki siilfatidlerin
icerdigi hidroksillenmis yag asitlerinin %?20-25’1 serebronik (C24; n:0) ve

oksinervonik (C24; n:1) asitlerdir. Fetal beyinde ise hidroksillenmis yag asitlerinin



oran1 daha diisiiktiir. Yetiskin bireyin beynindeki en énemli hidroksillenmemis yag
asidi ise nervonik asit (C24; n:1) ve lignoserik asittir (C24; n:0). Fetal beyinde ise
orta zincirli yag asitleri hakimdir. Spinal kord siilfatidleri beynin beyaz cevherinde
bulunan siilfatidlerle benzer yapiya sahiptirler. Fakat periferik sinir sistemindeki
siilfatidlerin igerdigi yag asitleri, miyelin zarini sikica paketlemek i¢in daha fazla
doymus yag asitlerinden meydana gelmislerdir (3).

Siilfatidlerin beyinden sonra en fazla bulundugu ikinci organ bobrektir.
Bobrekteki derisimleri beyindeki derisimlerinin ancak onda biri kadardir;
beyindekilere gore on kat daha fazla behenik asit (C22; n:0) icerirler. Ayrica
lignoserik ve nervonik asitler de beyine oranla bobrekte daha yiiksek derisimlerde
bulunurlar. Laktozilseramid-3-siilfat bobrekte bulunan bir siilfatid cesididir. Ayni
zamanda karacigerin en onemli siilfatlanmis glikolipitidir. Laktozilseramid-3-siilfat

insan beyninde bulunmaz.
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Sekil 2.2 Laktozilseramid-3-siilfatin yapisi (1)

Siilfatidin diagil sekli olan psikozin siilfat (diger adiyla lizosiilfatid) beynin

beyaz cevherinde, omurilikte ve bobrekte diisiik oranda bulunur.
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Sekil 2.3 Psikozin siilfatin (lizosiilfatid) yapisi (1)

Siilfogalaktogliserolipitin alkilagil sekli olan seminolipit rat beynindeki
siilfatlanmig gikolipitlerin %2,1-7,2’sini olusturur. Memelilerde testis ve spermdeki
en Onemli siilfatid seklidir. Normal insanlarin ya da MLD hastalarinin beyninde

rastlanmamustir.

Sekil 2.4 Seminolipitin yapis1 (1)

Siilfatid, miyelin dokusundaki toplam lipitlerin %3,5-4’ iinii olusturmaktadir.
Siilfatid sentezi esas olarak Golgi aygitinin liimeninde siilfotransferazlar araciligi ile
gerceklesmektedir. Sentezi en yiiksek oranda miyelinizasyon sirasinda olur; eriskin
donemde ise yavaslar. Siilfatid sentezi kortizol tarafindan uyarilmakta, neonatal
hipotiroidizm gibi metabolizmay1 yavaglatan durumlarda ise azalmaktadir. Noronlar
ve oligodendroglial hiicrelerin her ikisi de siilfatid sentezleme yetenegine sahiptirler.
Ama siilfotransferaz enzim aktivitesi glial kokenli hiicrelerde ¢cok daha fazladir.

3-Siilfogalaktozil igeren glikolipitlerin lizozomal bir enzim olan ASA ile
siillfatinin koparilmasi, bilesigin parcalanmasinda ilk basamaktir ve bir siilfatid
aktivator proteini olan sapozin B bagimhidir. ASA veya sapozin B eksikliginde

parcalanamayan siilfatid lizozomlarda birikerek MLD hastaligina neden olmaktadir.



Siilfatid plazma zarimin dis yiizeyinde yer alir; diger zar lipitleri ile birlikte
hidrofilik ve hidrofobik etkilesimde 6nemli bir role sahiptir (1). Kolesterol ile birlikte
diacilgliserol bazli lipitlerin likit fazinda yiizen agregatlar meydana getirir. Bunlara
lipit “raft” lar denir (4). Siilfatidin anyonik yiikii, zarin elektrik yiikiiniin
notralizasyonunun devami i¢in gereklidir. Zarin elektriksel nétralizasyonunu
inorganik katyonlarla organik aminlerin birarada bulunmas1 saglar. Siilfatid, miyelin
kilifin zar yiizeyine yerlesen 6nemli bir bilesenidir ve proteolipit proteine “myelin
basic protein” ile giiglii iyonik baglarla baghdir. Siilfatid kofaktor olarak Na™-K"
bagimli ATPaz’1 kullanir ve Na® tagtnimimi saglar. Siilfatidin ayrica laminin,
trombospondin, tenascin R, von Willebrand faktor gibi cesitli hiicre adezyon
molekiillerine yiiksek affinitesi vardir. “Mycoplasma pneumonia, Bordetella
perttussis” bakterileri, solunum yolu epiteline; malaryal sporozoitler de karaciger
hiicrelerine invazyonda siilfatidleri baglanma bolgesi olarak kullanabilmektedirler.
Siilfatid ayrica HIV-I’in gp-120 zarf proteini i¢in ve “helicobacter pylori’nin gastrik

hiicrelere baglanmasi i¢in spesifik ligand gorevi goriir (1,3).

2.3. ASA Enziminin Yapisi ve Fonksiyonu

Siilfolipitlerin enzimatik hidrolizindeki ilk basamak, ASA enzimi ile siilfat
grubunun polar uctan koparilmasidir. ASA enzimi bu hidroliz i¢in substrat olarak
steroid siilfat disindaki diger siilfat esterlerini kullanabilmektedir. En Onemli
fizyolojik substrati siilfatidtir. Laktozilseramid-3-siilfat, seminolipit ve psikozin

siilfat da ASA enzimi ile hidroliz edilebilmektedirler.
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Sekil 2.5 ASA enziminin siilfatiddeki siilfat grubunu kopardigi bolge. (1)



ASA ayrica p-nitrokatekol siilfat ve 4-metilumbeliferil siilfat gibi sentetik
aromatik siilfat esterlerini de hidroliz edebilmektedir (Sekil 2.5). Bu sentetik
bilesiklerin hidrolizi sonucu 6l¢iilebilen kromojenik ve florojenik iiriinler olusur, bu
sonuctan yola c¢ikarak ASA enzimi icin aktivite tayin yontemleri gelistirilmistir (1).
Bahsedilen sentetik substratlar ayn1 zamanda arilsiilfataz B (ASB) (5) ve arilsiilfataz
C (ASC) tarafindan da hidrolize ugramaktadirlar. ASB, mukopolisakkaridozlarin
metabolizmasinda gorevli bir lizozomal enzim, ASC ise, steroid siilfat

katabolizmasinda aktif olan bir mikrozomal enzimdir (1).

A uso, B

CH

Sekil 2.6 ASA enziminin sentetik substratlar1. A: p-nitrokatekol siilfat
B: 4-metilumbeliferil siilfat (3)

Tablo 2.1’de ASA enziminin hidroliz edebildigi cesitli siilfat esterleri icin
spesifik aktivitesi goOsterilmistir. Tablodan sentetik siilfat esterlerinin fizyolojik

substratlara gore daha yiiksek bir oranda hidroliz edildikleri anlasilmaktadir (1).

Tablo 2.1 ASA enziminin ¢esitli siilfat esterlerini hidroliz etme hizlar1 (3)

Substrat pmol/dak mg protein
p-nitrokatekolsiilfat 160,0
4-metilumbeliferil siilfat 40,0
Askorbik asit-2-siilfat 85,0
Serebrosid-3-siilfat 6.6
Seminolipit 5,0
Psikozin siilfat 3,0




ASA tiim dokularda ve viicut sivilarinda bulunur. Cok cesitli dokulardan
saflagtinlmistir (6r: karaciger, plasenta, idrar). Icerdigi oligosakkarit zincirinin
yiikiindeki farkliliklara bagh olarak, bu dokulardaki izoelektrik noktalar1 ve
elektroforezdeki davramiglart farklilik gosterir. Yiiksek derisimlerde icerdigi aspartik
asit ve glutamik asit nedeni ile diisiik izoelektrik noktaya sahip bir asidik
glikoproteindir. Prolinden zengindir. pH 4,5’ta dimerler [(a,)4] halinde biraraya gelen
homo-oktamer yapisint olusturur. Dimerlerin tetramer olusturmasini 424.
pozisyondaki glutamin amino asidinin protonlanip protonlanmamasi kontrol eder. pH
6’nin altinda 424. pozisyondaki glutamin protonlanir ve Phe-398 ile arasindaki
hidrojen baglarimin sayesinde dimer-oktamer yapisi dayamikli hale gelir. ASA
enziminde ortam pH’sinin 7’nin iistiinde oldugu durumlarda Glu-424 ile Phe-398
arasindaki hidrojen baglari daha fazla dayanamaz ve dimer-oktamer yapisi
dayanmkliligim kaybeder, molekiiler agirligi yaklasik 100 kDa olan monomerler
haline doniigiir. Monomerler globuler bir yapiya sahiptirler (6).

ASA aktif bolgesinde histidin ve iki veya daha fazla arjinin amino asiti
icermektedir. ASA enzimini milimolar derisimlerden daha diisiik degerlerde inhibe
eden anyonlar (SO4'2, PO4'3 , SO3'2, F) ve katyonlar (Ag", Cu+2) bulunmaktadir. “In
vitro” ortamda enzimin aktif hale gelebilmesi i¢in optimum iyonik derisimin
olusturulmasi gerekmektedir, bu da safra tuzlar (sodyum kolat, taurodeoksikolat) ile
saglanmaktadir. “/n vivo” ortamda ise, safra tuzlarinin yaptigi bu gorevi sapozin B
yapar. Sapozin B ile baglanan siilfatid hidroliz i¢in enzime sunulur. Sapozin B iki
tane izoelektrik noktaya sahip (4,1; 4,5) enzimatik 6zelligi olmayan lizozomal bir
glikoproteindir (1, 3).

ASA enzimi kristalize edilmis ve ii¢ boyutlu yapis1 belirlenmistir (7). Bu
yap1, amino asit degisimlerinin enzimin islevi iizerindeki etkisini ve bu degisimlere
sebep olan mutasyonlarin yapisal boyutta etkilerini anlamak i¢in dnemlidir. ASA,
cogu birbirine paralel olan 13 zincirin ortada olusturdugu B-tabakali yap1 ve bunun
her iki tarafinda yer alan birka¢ o heliksten meydana gelmektedir (Sekil 2.6).
Ortadaki B-tabakali yapiin disinda, enzimin daha periferinde yerlesmis ve dort anti
paralel zincirden olusan ek bir B-tabakali yap1 daha bulunmaktadir. Negatif yiiklii
Asp-335 ile pozitif yiiklii Arg-370 rezidiileri arasinda bir tuz kopriisii bulunmaktadir.

Asp-335, merkezi yerlesim gosteren genis B-tabakaya yakin olan helikslerden birinin



baslangicinda yer alirken; Arg-370 periferik yerlesimli kiigiik B-tabakali yapinin
sonunda yer almaktadir. Tuz kopriisiiniin varligi, aktif merkeze dogrudan etki etmese
de, ASA’nin aktif merkezinin uygun konfigiirasyonu i¢in gerekli goriinmektedir (7,

8).

Sekil 2.7 ASA enziminin ii¢ boyutlu yapisi (8). CBS ve PBS sirayla merkezi ve
periferik pB-tabakali yapiy1 gostermektedir.

2.4. ASA Enziminin Sentezi

Diiz endoplazmik retikulumda (ER) sentezlenen ASA proteini 507 amino
asitten olugmaktadir ve bircok sentez sonrasi diizenlemeye ugramaktadir.

ASA 62 kDa agirliginda bir polipeptid olarak ER’da sentezlenir. Tiim memeli
siilfatazlarinda oldugu gibi aktif bolgesindeki en Onemli rezidii formilglisindir.
Formilglisin rezidiisii ER i¢inde ASA proteininde 69. pozisyondaki sistein (Cys69)
rezidiisiinden iiretilmekte, tiyol grubunun aldehite oksitlenmesi ile meydana
gelmektedir. Bu diizenleme siilfataz aktivitesi icin gereklidir ve ASA heniiz ¢
boyutlu yapisin1 kazanmadan, protein translokasyonunun son evrelerinde meydana
gelir. Cys69’u cevreleyen 16 amino asit rezidiililk lineer dizi bu sentez sonrasi
oksidasyonun baglamasi i¢in yeterlidir.

ER’un liimeninde 18 amino asitlik sinyal peptid kesilir. Sinyal peptid
kesildikten sonraki ilk amino asit Argl9’dur ve polipeptid zinciri bu amino asit ile

baslar, Ala507’e kadar devam eder (7). Ug tane yiiksek mannoz icerikli oligosakkarit



yan zincirine sahiptir (Asn158, Asnl184, Asn350). Bunlardan birincisi ve ii¢linciisii
fosforillenmistir (9), ikinci oligosakkarit yan zincirinin fosforillendigi ise mutant
ASA’da “in vitro” olarak gosterilmistir (10). Golgi aygitinda oligosakkarit yan
zincirleri islenen ASA buradaki mannoz-6-P reseptorlerine baglanir ve daha sonra
vezikiiler taginim ile buradan ayrilir. Lizozoma ulasan ASA lizozom zar ile fiizyon
yaparak iceri aliir. icerideki asidik ortam nedeniyle mannoz-6 fosfat reseptdriinden
ayrilir ve lizozom iginde serbest kalir. Diger lizozomal enzimlerde oldugu gibi lizin
amino asidi ASA’nin fosfotransferaz enzimi tarafindan taninmasinda Onemlidir.
Fosfotransferaz enzimi ASA’nin sahip oldugu fosfati ASA’dan ayirir ve bu son

basamaktan sonra olgun ASA olusmus olur (1).

2.5. ASA Enziminin Genetigi

ASA geni 22. kromozomun uzun kolu iizerinde bulunur (11), 8 eksondan
(103-320 niikleotid uzunlugunda) olusur ve 3,2 kb biiyiikliigiindedir. Bu eksonlar
507 amino asitten olusan bir polipeptit sentezlerler. Promotor bolgesinde -10, -40, -
50 ve -60 pozisyonunda birden fazla GC kutusu bulunur, ancak TATA veya CAAT
kutusu bulunmaz. Bu yerlesim transkripsiyon faktorii Spl ile etkilesiminde uygun bir
pozisyon olusturur. Baslangic kodonunun iistiinde, 367-387 baz c¢ifti (b¢) arasinda
yerlesmis dort tane transkripsiyon baslangi¢c bolgesi icermektedir. ASA cDNA’s1 3
farkli boyutta mRNA ile hibrid olusturur (2,1 kb, 3,7 kb, 4,8 kb) (12, 1).
Poliadenilasyon sinyali sonlanma kodonundan sonraki 95 niikleotidlik boliimdedir ve
poli A kuyrugunun 23 bg iizerindedir (13). Ik meydana gelen transkripsiyon iiriinii
2,1 kb biiyiikliigiinde olan mRNA’dir. Bu mRNA ASA geninden kopyalanan toplam
mRNA’larin %30-40’1m1 olusturmaktadir (14). Kalan %60-70’lik béliimii olusturan
mRNA’lar ise 3,7 ve 4,8 kb biiyiiklugiindedir (1). 2,1 kb biiyiikliigtindeki ASA
cDNA’s1 363 niikleotidlik 5° kodlanmamis bolgeyi takiben 1521 niikleotid
uzunlugundaki kodlanan bolgeyi ve yine 130 niikleotidlik 3’ kodlanmamuis bolgeyi
olusturur (12, 13).

2.6 ASA Enziminin Yalanci Eksikligi ve Genetigi
Avrupa toplumunda klinik olarak hig¢bir belirti vermeyen, ancak ASA aktivite

tayininde eksiklige neden olan bireyler tamimlanmistir. Bu bireylerdeki ASA
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aktivitesi normal ASA aktivitesinin “in vitro” ortamda %5-15’1 kadardir; ama “in
vivo” olarak normal siilfatid katabolizmasim etkilememektedir. Bu tablo yalanci
eksiklik (pseudodeficiency) olarak adlandirilmistir (ASA-PD). ASA enziminin
yalanci eksikligine neden olan 2 tane A—G “tranzisyon”u tanimlanmistir. Bunlardan
biri N-glikozilasyon kaybina, digeri ise, poliadenilasyon bdolgesi kaybma neden
olmaktadir. Avrupa toplumunda biyokimyasal ve genetik analizlerle tespit edilen
ASA-PD allel siklig1 %10-20’dir ve N-glikozilasyon bdlgesinde olusan mutasyonun
evrimsel olarak daha oOnce olustugu varsayilmaktadir (1, 15, 16). ASA-PD
vakalarinin mutasyonlar1 cogunlukla homozigot alleller igerir. Bazi vakalarda PD
allel ve MLD allel i¢cin “compound” heterozigotluk gosterilmistir. Genel olarak,
ASA-PD vakalarinda “compound” heterozigotlugun herhangi bir noérolojik hastalik
icin risk olusturmadigi (17) benimsenmis, ancak bazi yayinlarda bu vakalarda cesitli
norolojik hastaliklarin goriilme sikliklarinin arttigr bildirilmistir (18).

ASA-PD N-glikozilasyon bolge mutasyonu olan bireylerde normal bireylere
gore, ASA proteini 2-4 kDa daha kiiciiktiir. Bu farklilik genellikle C-ucundaki N-
glikozilasyon bolgesinde 350. pozisyondaki asparajin amino asidini serin amino
asidine ceviren nokta mutasyonu nedeni ile olusur; amino asit degisikligi proteinde
bir N-oligosakkarit zincirin eksikligine yol acar. Normalde iic tane bulunan N-
glikozilasyon bolgesi ASA-PD’de yalnizca iki tanedir.

ASA geninde bulunan ikinci PD mutasyonu ise, sonlanma kodonundan
asagiya dogru 95 be¢’lik poliadenilasyon sinyali olusturan bdéliimde bulunur
(1524+495A — G) (14, 19) ve 2,1 kb’lik mRNA kaybina yol acar. Her iki mutasyon
da A — G degisimidir ve birbirlerinden bagimsiz olarak bulunurlar.

N-glikozilasyon bolge kaybi, poliadenilasyon sinyal kaybina gore daha sik
goriiliir. Tiirkiye’de poliadenilasyon sinyal kaybinin siklig1 saglikli bireylerde %11,5,
MLD hastalarinda ise %8,3 bulunmustur (20). Giliney Amerika’da N350S i¢in
%20,7, 1524+95A — G icin %7,9 siklik gézlenmistir (21). PD mutasyonlarina ¢esitli
toplumlarda farkli sikliklarda rastlanmaktadir. C)megin; Danimarka’da %6,
Avustralya’da %10, Israil’de %10, Fransa’da %12 (1), ispanya’da %12 (22),
Ingiltere’de %13, italya’da %10.1 (23), Portekiz’de %18,3 (24) tiir. Hirvatistan’da
ise N350S icin siklik %6.8, 1524+95A — G icin %2.8 olarak rapor edilmistir (25).
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Yalanci eksiklikte “in vitro” ortamdaki enzim aktivitesi azdir. “In vivo”
ortamda yalanci eksiklige sahip bireylerin enzim aktiviteleri substrat affinitesi,
optimum pH, inhibitor duyarliligl ve sicaklik dayaniklili§i bakimindan test edilmis
ve kontrol bireylerine gore farklilik bulunamamustir (1). Cesitli caligmalarda, N-
glikozilasyon bakimindan mutant hiicrelerden ifade edilen enzimlerin aktivitelerinde
normale gore bir fark bulunamamistir (14). “In vitro” kosullarda N-glikozilasyon
bolgesi mutasyonunda ASA aktivitesi normalin %50’si kadar, poliadenilasyon

bolgesi mutasyonunda ise ASA aktivitesi normalin ancak %10’u kadar bulunmustur.

2.7. ASA Geninin Mutasyonlari

ASA geninde 80’den fazla mutasyon tanimlanmistir. Bunlardan yalnizca ii¢
tanesi sik goriilmektedir (1). 459+1G — A ve P426L mutasyonlar1 tiim mutant
allellerin %50’sini olusturmaktadir. 1179S ise %35’lik bir orana sahiptir. Hastalik
genetik heterojenite gosterir, mutasyonlarin ¢ogu sadece bir hastada veya ailede
bulunmaktadir. Kalan %45’lik orani bu tip mutasyonlar olusturmaktadir. MLD’ye
neden olan allellerin bazilari, mutasyonun etkileri bakimindan incelenmistir (26, 27).
Sekiz ekson i¢in yanlis anlamli (missense), anlamsiz (nonsense) ve cerceve kaymasi
(frameshift) mutasyonlar1 tanimlanmig ve bircok kesim bolgesi (splice site)
mutasyonu rapor edilmistir. Ayrica bir MLD ailesinde ASA geninin tam delesyonuna
rastlanmistir (28).

Bu mutasyonlardan ¢ok azinin enzim iizerindeki etkileri biyokimyasal olarak
aciklanabilmistir. Biyokimyasal acidan incelenen bazi mutasyonlar, mutant ASA’nin
ER icinde kalmasina sebep olmus, digerleri ise ASA’nin diizgiin biyosentezine ve
hiicre i¢i dagilimina izin vermis, ancak Golgi aygiti sonrasi ya da lizozom ici
dayaniksizliga neden olmusglardir. Bunun sonucu olarak ASA Golgi aygiti sonrasi
yolda ya da lizozomda parcalanmistir (29). Biyokimyasal ve genetik verilere
dayanarak MLD igin bir genotip-fenotip korelasyonu belirlenmistir. Arastirmacilar
mutant allelleri iki gruba aywrmaktadirlar. ilk grupta allellerde olusan mutasyon
fonksiyonel enzimlerin sentezini engellemektedir (“null” alleller), ikinci grupta ise
rezidual enzim aktivitesi (R alleller) gozlenmektedir. Islevsel bir enzimin sentezine
izin vermeyen alleller (“nul/l” alleller) icin homozigot olan hastalarda, hastaligin en

agir seyreden ge¢ bebeklik tipi goriiliir. “Null” allel ve R allel “compound”
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heterozigotlugu olan hastalarda hastaligin daha az agir seyreden genclik tipi
goriiliirken, rezidiiel enzim aktivitesi ile iligkili alleller i¢in homozigot olan
hastalarda ise genellikle hastaligin hafif seyreden eriskin tipi goriiliir (30, 1).

Mutasyonlar i¢cinde amino asit yer degisimi en biiyiikk grubu olusturur. Bu
mutasyonlarin  varligt  “in  vitro mutagenez” deneylerinde bircok vakada
gosterilmistir. Bu gruptaki mutasyonlar polimorfizme degil de daha ¢ok enzimde
eksiklige yol acarlar. Amino asit yer degisimi ekson 1 disinda tiim ASA gen
bolgelerinde bulunmustur (1).

MLD mutasyonlarindan 3 tanesi Avrupa toplumunda sik goriiliir: 459+1G —
A mutasyonu, Pro426 — Leu mutasyonu ve Ilel79 — Ser mutasyonu. Bu
mutasyonlardan en sik goriileni 459+1G — A mutasyonudur. Ekson 2 ile intron
2’nin sinirinda yer alan bir kesim bolgesi (splice site) mutasyonudur (30). Biiyiik
cogunlukla ge¢ bebeklik tipinde goriilen bir alleldir. Bu allel Arap toplumunda da sik
bulunmaktadir.

En sik goriilen ikinci mutasyon ise, amino asit yer degisimi ile olusan Pro426
— Leu mutasyonudur. Ekson 8 bolgesinde yer alir. Bu mutasyon bir yanlis anlamh
(missense) mutasyondur. Genglik tipi MLD’ye neden olur. Mutasyona sahip olan
hastalarin baslangic semptomlar1 genellikle norolojik semptomlardir. Bu mutant
genle sentezlenen enzimin sentezlenme miktar1 ve enzim aktivitesi normal
sinirlardadir. Fakat enzim hizla lizozom i¢inde yikilir. Yani lizozom i¢i dayaniklilik
kayb1 vardir (31).

Uciincii en sik goriilen mutasyon ise yine amino asit yer degisimi ile meydana
gelen Ile179 — Ser mutasyonudur; ekson 3 bolgesinde yer alir. Homozigotlugu
gosterilememistir; hep bir “null” allelle “compound” heterozigot olarak bulunur ve
gec baslangiclhh MLD’ye (genclik veya eriskin tip) neden olur (32). Mutasyona sahip
olan hastalarin genellikle baslangi¢c semptomlar psikiyatrik semptomlardir.

Tanimlanan diger ASA mutasyonlarindan Gly309— Ser amino asit degisimi
mutasyonunda enzim aktivitesi normal ama lizozom i¢i yarilanma omrii kisalmigtir
(29). C300F ve P425T mutasyonlarinda da enzimin yarilanma omrii kisalmistir.
Lizozom icinde yikima rastlanmaktadir. Mutasyon sonucu proteinin lizozomal

proteazlara olan hassasiyeti artmistir(33). P377L, D381V, G154D, P167R, T274M,
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D335V (Asp-335 —Val) gibi birka¢ amino asit yer degisimi mutasyonu da enzimin
ER i¢inde tutulmasina lizozoma gecememesine sebep olmustur (34, 1).

Yapilan molekiiler caligmalarda cesitli mutasyonlarin yiiksek oranlarda
goriildiigi degisik etnik gruplar ortaya ¢ikmistir. Thr274 — Met degisimi birkac
Liibnan orijinli hastada saptanmistir. Alaskali Eskimolarda ve Navajo yerlilerinde
kesim bdlgesi mutasyonu olan 848 + 1G — A mutasyonu bulunmustur (1). Kiigiik
bir topluluk olan Israil Musevilerinde tiim hastalar Pro426 — Leu alleli bakimindan
homozigottur (35). Sik goriilen MLD allelleri bakimindan Japonlar Avrupalilara gore
degisik mutasyonlar igerir. Japon hastalarda Gly99 — Asp mutasyonunun insidansi
%30 civarindadir (1). Israil Araplarinda 8000 canli dogumda 1 oldugu rapor edilmis
ve tiim hastalarin akraba evliliginin en sik oldugu kuzey bolgeden geldigi
bildirilmistir. Ayrica bu bolgeden gelen hastalarda yapilan calismalarda bulunan beg
farkli mutasyonun hepsinin homozigot oldugu belirtilmistir (35).

MLD’nin agir seyreden, gec bebeklik tipinin goriildiigii hastalarda iki
mutasyon (Asp-335-Val ve Arg-370-Trp) daha tanimlanmistir. Ayrica hastaligin gec
baslangi¢ch oldugu hastalarda yeni bir mutasyon olan Arg-370-Gln tanimlanmigtir
(8). Asp-335-Val mutasyonu ile mutasyona ugrayan enzimin ER icinde kaldig1 ve
yikildig1 bilinmektedir (34). Asp-335-Val ve Arg-370-Trp amino asitlerindeki yer
degisimleri enzim aktivitesini tamamen durdururken, Arg-370-Gln amino
asitlerindeki yer degisimi olan ASA’da diisiik diizeyde rezidiiel enzim aktivitesi
goriilebilmektedir. Bu durum, MLD i¢in bulunan genotip-fenotip korelasyonu ile
uyumludur. Diisiik diizeyde rezidiiel enzim aktivitesi bulunan hastalarda, MLD gec
baslangicli olmaktadir. Geg¢ baslangichh hastalarda Arg-370-GIn  mutasyonu
bulunurken, diger mutasyonlar daha ciddi bi¢imde etkilenen gec¢ bebeklik tipi
hastalarinda bulunmustur. Asp-335 ve Arg-370 rezidiileri, tuz Kkopriisiiniin
olusumunda rol almalarimin yani sira enzimin dogru yapilanmasina da katki
saglamaktadirlar.

ASA dimerlerinin oktamer hale gecisi Glu424 ile Phe398 arasindaki hidrojen
baglarina baghidir. Phe398 delesyonu enzimin lizozom iginde oktamerlesme kaybina
yol agmaktadir (1).

Cerceve kaymasi (frameshift) mutasyonlarina en giizel 6rnekler de 2007

yilinda Cin’de yapilan bir caligma sonucunda elde edilmistir. c.1338dupC cerceve
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kaymasi mutasyonunda normal sonlanma kodonu kaybi1 goriilmekte, bunun sonucu
olarak ilk 444 amino asit normal olarak okunmakta fakat takip eden 119 amino asit
poliadenilasyon sinyali ile karsilasana kadar sapmis olarak uzamaktadir. Bu
mutasyon anormal okunma-uzama mutasyonudur. Ekson 8 bolgesinde meydana
gelmektedir. Diger cerceve kaymasi mutasyonu ise c.179_180dupCA ekson 1
bolgesinde olugmustur. Bu mutasyonda da ilk 60 amino asit normal okunmus, takip

eden yeri kaymis 16 amino asit proteinde erken sonlanmaya neden olmustur (36).

2.8. MLD’nin Goriilme Siklgn

MLD iilkemizde en sik goriilen sfingolipit depo hastaligidir. Ulkemizde
hesaplanan en diisiik insidans1 100.000 canli dogumda 1,43 diir (37). Bu rakam
hastaligin sik goriildiigii bati toplumlar ile benzerdir. (38, 39). Son yillarda cok
merkezli yapilan calismalarla da 459+1G — A mutasyonunun ve P426L
mutasyonunun Avrupa toplumunda en sik rastlanan mutasyonlar oldugu bilgisi

pekistirilmistir (40).

2.9. MLD’nin Tarihcgesi

MLD ilk defa 1910 yilinda Alman norolog ve psikiyatrist Alois Alzheimer
tarafindan sinir sistemindeki metakromatik boyanan cisimciklerin gosterilmesi ile
tanimlanmistir. Bu hastalarin klinik semptomlar1 bugiinkii bilgilerimize dayanarak
eriskin tip MLD’ye uymaktaydi. 1921 yilinda Witte metakromatik materyallerin
sadece beyinde degil; karaciger, bobrek ve testislerde de biriktigini gosterdi. 1925
yilinda Scholz aym aileye ait ii¢ ¢ocukta ilerleyici tip lokodistrofinin miyelin
anormalliginden olabilecegi iizerinde durdu ve bunun glial hiicre defektine bagh
olabilecegini acikladi. Fakat dokulardaki metakromatik cisimcikleri saptamada
basarili olamadi. von Hirsch ve Peiffer 1955°te asetik asit-krezil viyole boyasinin
MLD hastalarinin dokularinda kahverengiye doniistiigiinii gosterdiler. Bu boyamay1
kullanarak Peiffer ve Scholz, Scholz’un hastalarinda carpici metakromaziyi buldular.
Bunun 15181nda genglik tip MLD i¢in klinik ve patolojik gerceklere dayali ilk ayrintili
yaymi yaptilar. MLD’ nin 3. tipi olan ge¢ bebeklik doneminde baslayan tipi ise 1933

yilinda Greenfield tarafindan yayinlandi.
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Uzun yillar diffiiz beyin sklerozu olarak bilinen hastalik 1938 yilinda
Einarson ve Neel tarafindan metakromatik l6koensefalopati olarak yeniden
adlandirildi. Daha sonraki yillarda Norman bu hastalifi lipidozis siniflamasi igine
soktu. Birbirinden bagimsiz olarak 1958 ve 1959 yillarinda sirayla Jatzkewitz ve
Austin  MLD hastalarinin  dokularinda bulunan 3-O siilfogalaktozil seramid’i
kesfederek bunu ispatladilar. 1963’te Austin MLD’de ASA enzim eksikligi oldugunu
yayinladi. Bundan 2 yil sonra Mehl ve Jatzkewitz siilfatid metabolizmasindaki
blokaj1 gosterdiler. ASA, daha sonra siilfatid siilfatazin 1s1ya duyarl olan sekli olarak
tanimlandi. Mehl ve Jatzkewitz ayrica siilfatid siilfatazin 1siya dayamikli seklini,
simdiki adiyla sapozin B’yi tanimladilar. MLD hastalarinda ASA eksikliginden daha
az olmak {izere bu faktoriin de eksikligi olabilecegi gosterildi.

1975’te normal bireylerde ¢ok diisik ASA seviyelerine rastlamildigim
gosteren yayinlar basladi ve bu yeni durum ASA’min yalanci eksikligi olarak

adlandirild: (1).

2.10. MLD’nin Klinik Tipleri

MLD baslangi¢ yasi esas alinarak ge¢ bebeklik, genclik ve erigkin tip olarak 3
klinik tipe ayrilmistir. En sik goriilenler ge¢ bebeklik ve genclik tip MLD’dir. Erigkin
tip MLD ise MLD hastalarinin %25’ini olusturur.

Gec bebeklik tip MLD:

Baslangic yas1 6 ay ile 4 yas arasindadir. Hogberg bu klinik tipi kendi altinda
4 safhaya daha ayirmstir.

1. klinik safha: Bu safhadaki ¢ogu hastanin bacaklarinda ya da tiim
ekstremitelerinde hipotonisite mevcuttur. Ayaga kalkmada ya da yiiriimede destege
ihtiyaglart vardir. Yiirliylisleri kararsizdir. Derin tendon refleksleri ikincil ilerleyici
polindropatiye bagli azalmis ya da yoktur. Bu satha birka¢ aydan bir yila kadar
degisen siirelerde devam edebilir.

2. klinik saftha: Bu safhadaki hastalar ayakta duramazlar ve mental gerileme
mevcuttur. Konugma bozuklugu, nistagmus ve optik atrofi goriiliir. Agrili néropati ve
ataksi vardir. Bu safha ise yalnizca birkag ay siirer.

3. klinik saftha: Bu safhada ise ekstansor plantar refleks gibi patolojik

reflekslerle seyreden spastik tetrapleji mevcuttur. Hasta yataga baghdir. Beslenme
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giicliikleri ve hava yolu obstriiksiyonu goriilebilir. Epileptik nobetler bu safthadaki
hastalarin %25’inde goriiliir.

4. klinik safha: Bu son klinik safthada hasta cevreyle olan baglantilarim
kaybetmistir. Nazogastrik veya gastrostomi tiipiiyle beslenir. Bu safha yaklasik
birkag yil siirer. Oliim genellikle klinik semptomlarin ortaya ¢ikisindan itibaren 5 yil
icerisinde gerceklesir.

Genclik tip MLD:

Baslangic yas1 5-16 yas arasindadir. Okul basarisinda diisme, konusmada
bozulma, yiirityiiste sakarliklar ve inkontinans belli bulgularidir. Ayrica duygusal ve
davranmigsal bozukluklar goriiliir. 1 y1l i¢erisinde hasta yiirliyemez hale gelir. Spastik
parezi ve serebellar ataksi gelisir. Bebeklik tipinin aksine derin tendon refleksleri
genellikle normaldir. Optik atrofi ve nobetler de goriilebilir. Sonunda hasta yataga
bagimli hale gelir (deserebre safha). Cogu hasta 20 yasina gelmeden dnce Oliir.

Eriskin tip MLD:

Puberteden 63 yasa kadar pek ¢ok degisik yasta basladigina dair yayinlar
mevcuttur. Entellektiiel kapasitede diisme, okul veya is basarisinda azalma
goriilebilir. Bellek bozukluklari, disorganize diisiinceler, davranmigsal bozukluklar ve
haltisinasyonlar gibi psikiyatrik semptomlara sik rastlanir. Bazen baslangicta tanisi
sizofreni veya psikotik depresyonla karisir. Sakar hareketler, iiriner ve bazen fekal
inkontinans goriilebilir. Epileptik nobetler nadirdir. En son sathada hasta bitkisel
hayata gecebilir.

Sapozin B eksikligi:

Baslangic yasi dogumdan 30 yasa kadar olabilir. Klinik goriintii ASA
eksikligine bagli MLD’den ayirtedilemez, ama ASA aktivitesi normaldir (1, 3)

2.11. MLD’nin Tanis1

MLD hastaliginin tanist klinik ve laboratuar bulgularinin heterojenitesi
nedeni ile karmagiktir. Dogru tani i¢in en ¢ok kullanilan laboratuar testleri beyin BT
ya da MRI goriintiileme, sinir iletkenlik hizinin Sl¢iimiidiir. Ayrica klinik bulgularin
biyokimyasal deneylerle desteklenmesi sarttir. MLD i¢in en onemli belirtec ASA
enzim eksikligidir. ASA enziminin aktivite eksikligi saptanan kisilerde PD

mutasyonlarina bakmak gereklidir (1).
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ASA enzim aktivitesi i¢in en ¢ok tercih edilen kaynak periferal kan ya da
kiiltiirde iiretilmis fibroblastlardir. p-nitrokatekol siilfat ve 4-metilumbeliferil siilfat
ticari olarak elde edilebilen, kolorimetrik ve florometrik olarak enzim aktivitesinin
saptanabilmesine olanak saglayan sentetik substratlardir. Fakat ASB enzimi de bu
sentetik substratlar1 hidroliz edebilmektedir. Bu sebepten dolayr ASB enziminin
yiikksek tuz derisiminde inhibe olmasindan yola cikarak yeni bir tayin yOntemi
gelistirilmistir  (5). ASA’min diger arilsiilfatazlardan ayrimi iyon degistirici
kromotografi, elektroforez ve izoelektrik odaklama ile yapilabilir. ASA’nin dogal
substrat1 olan siilfatidin radyoaktif isaretlenmesi ASA aktivite tayininde bir bagka yol
olarak karsimiza ¢cikmaktadir (1).

MLD’ye enzimatik tayin yontemleri ile tan1 konulmasindaki en ©nemli
problemler, ASA PD allellerinin siklig1 ve seyrek de olsa karsilastigimiz sapozin B
eksikligidir. ASA aktivite tayininin kolorimetrik ya da florometrik olarak yapildigi
durumlarda, PD allelleri icin homozigot bireyler ile PD/MLD heterozigot bireylerin
rezidiiel enzim aktivitesi bakimindan birbirinden ayrilmasi miimkiin degildir. Ayrica
sapozin B eksikligi ile olusan MLD hastalarinin sentetik substratlar kullanilarak
yapilan ASA aktivite tayinleri normal siirlardadir. Sentetik substratlarla ASA
eksikligi saptanan hiicre homojenatlarinda yalancit eksiklik durumu ekarte
edilmedikge MLD tanis1 kanitlanamaz. Etiyolojisi bilinmeyen norolojik semptomlari
olan yalanci eksiklige sahip bireyler yanliglikla MLD tanis1 alirlar. Yalanci eksiklik
durumu siilfatid yiikleme testi ile MLD’den ayrilmalidir. Bu test zahmetli ve pahali
bir yontemdir. ASA aktivitesi diisiik ama klinik semptomlart MLD’yi desteklemeyen
hastalarda ya da ASA aktivitesi normal klinik semptomlart MLD’yi destekleyen
hastalarda tanm i¢in yardimeci bir testtir. Fibroblaslarin ya da hiicre kiiltiiriinde iiretilen
hiicrelerin siilfatidi parcalama yeteneklerini ol¢er (1). Bu ydntem PD/MLD
heterozigot bireylerle MLD’nin eriskin tipinin ayriminda basarisiz olabilir (41).
Siilfatid yiikleme testi sapozin B eksikliginin ayriminda da onemlidir. Siilfatidin
parcalanmasi ASA ve sapozin B’nin her ikisinin de ortamda olmasina baghidir.
Normal enzim aktivitesi varliginda siilfatid yiikleme testinde siilfatidin

parcalanmasinda eksiklik varsa bu sapozin B eksikligine bagli MLD i¢in tanisaldir

(D).
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ASA eksikliklerinin ayriminda yardimci bir diger test ise siilfatidin idrarla
atilimimin degerlendirilmesidir. MLD hastalarinda siilfatidin idrarla atilimi yiiksek
oranda artmistir. Yalanci eksiklige sahip bireylerde ise siilfatidin idrarla atilimi
normaldir. Idrardaki bu siilfatidin kaynag: bobreklerdir. ASA aktivitesi diisiik olan
bireylerde (PD/PD veya PD/MLD) siilfatid atiliminin normal ya da ¢ok az oranda
artmis olabilecegi rapor edilmistir (17).

MLD ile iliskili mutasyonlar yalanct eksiklik zemininde de
olusabilmektedirler. PD alleli bakimindan tasiyici olan bir birey MLD alleli de
tasiyor olabilir. Bu yiizden MLD ile yalanci eksiklik ayriminda genetik testlerin yeri
cok biiyiiktiir (42, 43). Bu tipte tasiyiciliga sahip ailelere gelecek nesillerin saglikli
olmasi i¢in ayn1 zamanda genetik danismanligin da verilmesi gerekmektedir.

Bu hastalikla ilgili prenatal tan1 miimkiin olup Anabilim Dalimizda
yapilmaktadir. Enzimin tam veya tama yakin yoklugu hastalik i¢in kesin taniyi
koydururken ara degerler i¢in kesin bir karar verilememektedir (44, 45). Prenatal tan1
amniyotik sivi hiicre Kkiiltiirii hiicrelerinde ya da koryonik villus orneklerinde

(hamileligin 6-11. haftasinda) ASA aktivite tayinine dayanmaktadir.

2.12 MLD’de Tedavi

Giintimiizde bu hastalik icin 6zel diyetlerle ya da ilaclarla tedavi miimkiin
degildir. Hastanin semptomlarina iliskin yasam kalitesini yiikseltmek adina GABA
transaminaz inhibitorleri (vigabatrin vs.) spastisite ve ataksia sikayetleri icin;
antiepilektik ajanlar ise nobetler icin kullanilmaktadir.

Kemik iligi tranplantasyonunun MLD hastalarinda yararli olabilecegi
diisiiniilerek cesitli aragtirmalar yapilmistir. Geg¢ bebeklik tipi MLD hastalarinin
semptomatik olanlarinda bu tedavi basarili olmamistir. Presemptomatik ge¢ bebeklik
tipi MLD hastalarinda ise kesin bir kaniya varmak igin transplantasyon yapilan
hastalarin daha uzun siire izlenmeleri gerekmektedir. Herhangi bir sonuca varmak
icin transplantasyon sonrasi siire acisindan heniiz erken oldugu bildirilmistir. Geg
baslangichh (genclik tipi MLD ve erigskin tipi MLD) MLD hastalarinda yapilan
calismalarda ise, bir hasta transplantasyondan 6 yil sonra hastaligin dogal gidisatina
geri donmiistiir. Bu hasta disinda sekiz hastada ise basarili transplantasyonlar

bildirilmistir. Ama bu hastalarin da transplantasyon sonrasi izlenme siireleri
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acisindan heniiz kisa bir siire gecmistir ve herhangi bir kaniya varmak i¢in erkendir.
Genel olarak MLD hastalarinda kemik iligi transplantasyonu ge¢ baslangi¢ch (genglik
tipi ve erigkin tipi) MLD hastalarinda ge¢ bebeklik tipi MLD hastalarina gére daha
basarili olmustur (1).

Enzim replasman tedavisi de MLD hastalar1 i¢in tartisilan ve gelistirilmeye
calisilan bir diger tedavi bi¢imidir. Bu tedavi kalitimsal metabolik hastaliklarin
tedavisi icin timit verici bir tedavidir. Son yillarda yapilan caligmalarda enzimin
¢coziinebilir sekli hizli bir sekilde saflastirilmistir (46). ASA eksikligi olan farelere
rekombinant insan ASA’s1 enjeksiyonu sonrasi periferik sinir sistemindeki siilfatid
birikiminin yam sira merkezi sinir sistemindeki siilfatid birikiminde de azalma
goriilmiistiir (47).

Merkezi sinir sistemini hedef alan hastaliklarin tedavilerinde kan-beyin
bariyeri en onemli engeldir. Aktive edilmis lenfositler, monositler ve mikroglial
onciil hiicreleri bu bariyeri gecebilmekte ve ilaglarin, genlerin beyne taginmasinda bir
ara¢ olarak gorev gorebilmektedirler. Bu gen terapisi yontemi MLD hastaliginin
tedavisi i¢in denenen bir yol olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Gen terapisinde
kullanilan retroviruslardan bir cogu boliinemeyen hiicrelerin (6r: néronlar) bu
viruslara gosterdigi diren¢ yiiziinden kullanilamamaktadir. Bugiine kadar
adenoviruslar ve lentiviriisler etkili olabilmislerdir (48). Fakat adenovirus kullanilan
vakalarda tedavi sonrasi ciddi inflamasyon bildirilmistir. Ge¢ baslangich MLD
hastalarinda, hastalifin  erken evrelerinde beyindeki  demiyelinizasyonu
durdurabildigi bildirilmis, ama periferik sinirlerdeki demiyelinizasyon {iizerinde
herhangi bir etkisi olmamistir. Ge¢ bebeklik tipi MLD hastalarinda ise kesinlikle
etkili olmamistir (49, 50). Embriyonik kok hiicrelerle yapilan c¢aligmalarda ise
bunlarin insan ASA enzimini salgilayabilen ndronal onciil hiicrelere degisebildigi ve

noroglial hiicrelerde ASA aktivitesindeki artis1 gdstermislerdir (51).

2.13 MLD’de Hayvan Modelleri

MLD hastaligr sadece insanlar iizerinde tanimlanabilmis, dogal ortamda
hayvanlar iizerinde gosterilememistir. Deneysel olarak olusturulan ASA eksikligi
olan farelerde ASA aktivitesi diisiiktiir; ama MLD hastalarina gore goriilen fenotip

daha hafif seyirlidir ve beyinde demiyelinizasyon ¢ok azdir (52). Noronal olmayan
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dokulardaki siilfatid birikimi insanda meydana gelen birikimle benzerlik gosterir.
Noronal dokularda olan birikim ise beyaz cevherde ve lizozom iginde yerlesiktir (1).
ASA eksikligi olan farelerde 6zellikle purkinje hiicre kaybi, akustik gangliomda
dejenerasyon mevcuttur ve noronlar da etkilenmislerdir (4). Insanlardaki ciddi seyirli
beyinde siilfatid birikimi ile seyreden MLD hastaligi hayvan modellerinde merkezi

sinir sistemi patolojileri agisindan benzer bir sekilde olusturulamamistir (53).
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3. GERECLER VE YONTEMLER

3.1.Gerecler

3.1.1.Maddeler

Folin-Ciocalteu reaktifi, formamid, bromofenol mavisi,
etilendiamintetraasetikasit (EDTA), amonyum persiilfat (APS), TEMED, ksilen
siyanol, gliserol, akrilamid, agaroz, formaldehit, giimiis nitrat (AgNO3), borat, silan,
NuSieve agaroz, sodyum hidroksit (NaOH), sigir serum albiimini, histopaque 1077,
sodyum borohidrit (NaBH4), izopropanol, trizma baz, PCR “primer”leri,
dimetilsiilfoksit (DMSQO), proteinaz K, sodyumdodesil siilfat (SDS), amonyum
asetat, sodyum kloriir (NaCl), etanol, glasial asetik asit, potasyum kloriir (KCI),
Na,HPO,, Na,COs;, sodyum potasyum tartrat, bakir siilfat, p-nitro-katekolsiilfat,
Sigma (ABD)’dan; 2’-deoksi 5’-trifosfat niikleotidler (ANTP’ler), diisiik molekiil
agirlikli DNA ladder marker, Taqg DNA polimeraz, “Ddel” ve “MsII” kesim
enzimleri, MgCl,, New England Biolabs (ABD)’dan; Minelute jel ekstraksiyon kiti
Qiagen (ABD)’den; “BsrSI” restriksiyon kesim enzimi Promega (ABD) dan; ©®X174
DNA/BsuRI (Haelll) marker Fermentas (ABD) dan sagland.

3.1.2.Aygitlar

PCR tekniginde Thermocycler Biorad (ABD); SSCP tekniginde Gibco-BRL
Model S2 Life Technologies Inc. elekroforez cihazi (ABD); DNA bantlarinin
izlenmesinde Herolab UVT-20M UV Transilluminator (Almanya), SSCP tekniginde
Consort EV265 giic kaynagi (Belcika), agaroz jel elektroforezinde Biorad Power
PAC 300 (ABD), jelden DNA ekstraksiyonu teknigi ve SSCP tekniginde Techne
Dri-Block DB-2D kuru 1sitic1 (Ingiltere), tartimlarda Mettler analitik ve kaba terazi
(Isvigre), pH olciimlerinde Orion pHmetre (ingiltere), santrifiigasyonlarda Niive NF
800 (Tiirkiye) ve Heraeus Biofuje A mikrofiij (Almanya), inkiibasyonlarda Niive BM
402 su banyosu (Tiirkiye), karistirma iglemleri icin MS1 minishaker IKA (ABD),
DNA miktar tayininde Shimadzu UV-1601 spektrofotometresi (Japonya), Gilson 10
pl, 20 ul, 200 pl, 1000 ul’lik otomatik pipetler (Fransa) ve pipet uglar1 kullanildi.
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3.1.3.Calisma Materyali

Bu aragtirmada hasta grubunu, klinik bulgular1t MLD ile uyumlu olan ve
Anabilim Dalimizda ASA enzimi aktivitesinde eksiklik saptanan 6 hasta ile bu
hastalardan birinin anne, baba ve kardesi olusturmustur. Kontrol olarak metabolik bir
hastaliga sahip olmayan saglikli bir birey calismaya dahil edilmistir. Kontrol ile
birlikte calisilan 6rnek sayisi 10 dur.

Bu hastalarin DNA’larina Hacettepe Hastanesi DNA Bankasi’ndan ulagilmig
ve DNA ornekleri TBK 05/6-19 no’lu etik kurul karart ile kullanilmstir.

3.2.Yontemler

3.2.1.ASA Enziminin Aktivite Tayini

3.2.1.1.Tam Kandan Lokositlerin izolasyonu

EDTA’ 11 tiiplere 10 ml kan alind1. Uzerine 7,5 ml Histopaque 1077 bir tabaka
olusturacak sekilde yavas yavas eklendi. 1500xg’de 20 dak. santrifiij edildi. Ortadaki
beyaz 10kosit tabakasi, bir pastor pipeti yardimi ile baska bir tiipe aktarildi. Bu
hiicrelerin tizerine 15 ml soguk PBS (8 g NaCl, 0,2 g KCL, 1,15 g Na,HPO,.7H,0,
0,2 g KH,PO, 1 L distile suda pH 7,4 olacak sekilde ¢oziildii.) eklendi. Tiip birkag
kere alt iist edilerek karistirildi. 1500xg’de 20 dak. santrifiij edildi. Stipernatan atild.
Lokositler icinde eritrositler gézleniyorsa 16kosit ¢okelegi tizerine 1 ml soguk distile
su eklendi. Hiicreler pastor pipeti ile birkag kez cekilip tekrar pipetlendi. Mikrofiijde
maksimum hizda (13000xg) 1 dak. santrifiij edildi. Siipernatan atildi. Dipteki hiicre
cOkeleginde hala eritrosit gozleniyorsa aym islem tekrarlandi. Lokosit ¢okelegi

calisilincaya kadar —20°C’de saklandi.

3.2.1.2.Lokosit Peletlerinin Homojenizasyonu

Esasi:

Hiicrelerin dondurma-¢dzme islemine tabi tutulmasi ve bunun birka¢ kez
tekrarlanmas1 hiicrelerde parcalanmaya yol acar. Islemin temeli, donan su
molekiillerinin hacminin genislemesi ve hiicrelerde olusan buz kristallerinin hiicre

zarina zarar vererek parcalanmay1 saglamasidir (54).
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Yapilis::
Lokosit peletleri ii¢ kez dondurulup ¢oziildii. Her ¢6zme isleminin ardindan
tiipler vortekslendi. lyice vortekslendikten sonra mikrofiijde 13000xg’de 1 dak.

santrifiij edildi. Siipernatanlar baska ependorf tiiplerine aktarilarak +4°C’de saklandi.

3.2.1.3.Protein Tayini

Esasi:

Lowry ve arkadaslarinin Onerdigi yontem kullanildi. Bu ydntemde,
proteinlerdeki peptid baglar1 ile bakir iyonlar1 alkali ortamda kompleksler
olustururlar. Folin-Ciocalteu ¢ozeltisinin eklenmesi ile bu kompleksler rediiklenir ve
tirozin, triptofan amino asitleri ile birleserek mavi-mor bir renk verirler. Olusan
rengin %75’1 bakir komplekslerine baghdir. 650-750 nm’de olusan renkli
komplekslerin absorbansi okunarak protein miktari tayin edilir (55).

Yapilisi:

Protein standardi olarak sigir serum albumini kullanildi. Her 10 ul lokosit
cokelegi, 140 ul distile su kullanilarak 150 pl’ye tamamlandi. Uzerlerine 3 ml
alkalen bakir c¢ozeltisi (50 ml 0,1 N NaOH icinde ¢oziilmiis %2 Na,COs ile 1 ml %1
sodyum veya potasyum tartarat i¢inde c¢oziilmiis %0,5 CuSO4.5H,O karistirilir.)
eklendi. Vortekslendi. 15 dak. oda sicakliginda beklendi. 1:1 v/v olarak seyreltilmig
Folin-Ciocalteu cozeltisinden 0,3 ml eklenerek karistirildi. Oda sicaklifinda 1 saat
beklendi. Kor tiipiine 16kosit cokelegi yerine distile su kondu. Olusan mavi-mor
renklerin absorbanslar1 750 nm’de spektrofotometrede okundu. Sonuglar ul/ml

olarak ifade edildi.

3.2.1.4.ASA Enziminin Aktivite Tayini

Esasi:

Bu yontem, ASA enziminin p-nitrokatekol siilfatin siilfatin1 ayirmasi, aciga
cikan san renkli p-nitrokatekoliin 515 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iilmesi
esasina dayanir. p-nitrokatekol standartlariyla olusturulan standart egri yardim ile

enzim aktivitesi hakkinda sayisal bir deger elde edilir.
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Yapilis::

ASA aktivite tayini i¢in 6rnegin 0,1 ml’sinde 100-400 pug protein olmalidir.
0,1 ml stipernatan iizerine, 0,1 ml 0,5 mM NasP,0; ve %10 NaCl iceren 0,5 M pH 5
sodyum asetat igcinde 10 mM hazirlanmis p-nitrokatekol siilfat eklendi. 37°C’de 30
dak. inkiibe edildi. Kor tiipiine 0. dak.’da 1 ml 1IN NaOH cozeltisi eklenerek
reaksiyon durduruldu. 30. dak. sonunda deney tiiplerine de 1ml 1N NaOH ¢ozeltisi
eklendi, bu tiiplerde de reaksiyon durduruldu. Sonuglar 515 nm’de
spektrofotometrede okunarak elde edildi. p-nitrokatekoliin 1,2-48 nmol arasinda
hazirlanan standard ile elde edilen standart egriden aktiviteler hesaplandi (56). Tiim

ornekler cift calisild.

3.2.2. Mutasyon Analizi

3.2.2.1.Tam Kandan DNA izolasyonu

Esasi:

Hiicreler lizis tamponu ile pargalanarak yiiksek molekiil agirlikli DNA’nin
aciga cikmasi saglanir. Proteoliz ile DNA-protein komplekslerinin ayrilmasinin
ardindan proteinler tuz ile ¢oktiiriiliir. DNA siipernatanda ¢oziiniir halde elde edilir.
Coziiniir hale gelmis olan DNA’nin sarmallari arasindaki H™ baglar soguk etanol ile
yeniden kurularak DNA kompakt halde elde edilir (54).

Yapilis::

EDTA’L tiiplere alinan 10 ml kan ornekleri 40 ml soguk-steril su ile iyice
calkalanarak karigtinldi. +4°C’de 2000xg’de 15 dak santrifiij edildi. Siipernatan
atildi, pellet iizerine 30 ml soguk-distile su konularak tekrar calkalandi ve yeniden
+4°C’de 15 dak santrifiij edildi. Stipernatan dikkatli bir sekilde dokiilerek pellet
izerine 1,5 ml Lizis ¢ozeltisi (10 mM Tris HCI, 400 mM NaCl 2 mM Na,EDTA)
konuldu, siispansiyon haline getirildi. Vorteksle iyice karistirildiktan sonra 150 pl
SDS ve 75 ul Proteinaz K eklendi. Yavas olarak ters yiiz edilerek 16 saat 37°C’de su
banyosunda birakildi. Inkiibasyon sonunda 9,5 M derisimindeki amonyum asetattan
2 ml eklendi, 15 dak oda sicaklifinda bekletildi. Ardindan 30 dak +4°C’de
3500xg’de santrifiij edildi. Siipernatan dikkatli bir sekilde temiz bir tiipe alinarak

tizerine siipernatan miktarinin iki kati oraninda +4°C’de saklanan saf etanol eklendi.
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DNA sag teli seklinde goriilene kadar yavas olarak ters yiiz edildi. Steril bir baget
yardimiyla DNA ependorf tiipiine alindi Oda 1sisinda tiipler ters gevrilerek ¢okelek
kurutuldu. Calisilincaya kadar -20°C’de saklandi (57).

3.2.2.2.DNA Miktar Tayini

5 ul DNA 1/500 oraninda sulandirildi. Kor tiipiine 500 pl distile su kondu.
Spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm’de absorbanslar1 oOlgiilerek A260/A280
oranina bakildi. Bu oranin 1,5 veya tizerinde bir degere sahip olmasi gerekmektedir.
Ornekteki DNA miktar;, 260 nm’de 50 ug DNA'min 1 optik dansite okuma

vermesinden yararlanilarak hesaplandi. (58)

3.2.2.3. PCR

Esas:

PCR cift iplikli DNA molekiilinde hedef dizilere iki oligoniikleotid
“primer”in baglanmasi ve uzamasi esasina dayamir. “Primer”ler, kalip DNA
molekiilii yitksek sicaklik derecelerinde “denatiire” edildikten sonra, tek iplikli DNA
molekiilii tizerinde kendilerine tamamlayici olan bolgelerle baglanirlar (annealing).
Bu baglanma diisiik sicaklik derecelerinde gerceklesir. DNA polimeraz enzimi,
uygun tampon ve dort cesit deoksiriboniikleozid trifosfat (dNTP) varliginda
“primer”in 3’ hidroksil ucundan uzamasim saglar (extension). Boylece kalip DNA
ipligine tamamlayici olan yeni DNA molekiili sentezlenmis olur. Ardarda
tekrarlanan bu dongii ile DNA parcalart iissel olarak artarlar (54).

Yapilis::

Her bir PCR tiipiinde toplam 50 pl olacak sekilde 0,2 pg DNA; 0,5 mM
“primer” A; 0,5 mM “primer” B; her biri icin 0,2 mM olacak sekilde dATP, dGTP,
dCTP, dTTP; toplam hacimde 1x olacak sekilde 10x Taq polimeraz tamponundan 5
ul; her ekson icin degisik derisimlerde MgCl, (ekson 1, ekson 2, ekson 3, ekson 5,
ekson 6 i¢cin 1 mM; ekson 4, ekson 8A, ekson 8B icin 1,5 mM; ekson 7 icin 0,8 mM);
ekson 4, ekson 5, ekson 7 i¢in toplam hacimde %10 olacak sekilde DMSO; 1,5 U
Taq DNA polimeraz konuldu. Eksik olan hacim steril su ile 50 ul’ye tamamlandi.
Her ornek 94°C’de 5 dak 1 siklus; 94°C’de 30 sn, “denatiirasyon” (DNA

zincirlerinin ayrilmasi), 60°C’de 40 sn “annealing” (“primer” yapismast), 72°C’de
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90 sn “extension” (zincir uzamasi) basamaklarini iceren 35 siklus; 72°C’de 10 dak 1

siklusa tabi tutuldu. Ornekler +4°C’de saklandi. (59)

3.2.2.4.Agaroz Jel Elektroforezi

Esasi:

Agaroz jel elektroforezinin esast DNA molekiiliiniin elektriksel bir alanda, jel
tizerindeki gociine dayanir. Bu jelde yiiriimiis DNA molekiiliinii gézlemek icin UV
151k altinda floresan etki gosteren etidyum bromiir kullanilir. Etidyum bromiir DNA
baglar1 arasina baglanir. 300-360 nm’de 15181 absorblamasi sonucu floresan etki
gostermektedir (54).

Yapihisi:

1x TBE (12 g Tris, 6 g Borat, 4 ml 0,5 M EDTA pH 8.0 olacak sekilde)
tamponu iginde %2’lik agaroz jel hazirlandi. 10 mg/ml derisimindeki etidyum
bromiirden 4 pl eklendi ve manyetik karistiric1 ile karistirilarak homojen bir sekilde
dagilmasi saglandi. 8x8 cm’ boyutlarinda elektroforez plagina hava kabarcigi
kalmayacak sekilde dokiildii. 30 dak. kadar jelin donmas1 beklendi. 5 pl ¢cogaltilmig
DNA’dan alinarak ayr1 bir ependorf tiipiinde 2 pl loading (yiikleme) tamponu
(%0,05 bromofenol mavisi, %15 Ficoll 400, %10 gliserol, 1x TBE tamponu ile 1 ml
olacak sekilde) ile karistirildi. 10x20 cm? boyutlarindaki elektroforez tanki 1x TBE
ile dolduruldu. Hazirlanan 6rnekler jeldeki kuyucuklara uygulandi. Oda sicakiliginda
100 V’da bromofenol mavisi, 4 cm ‘lik boliime gelinceye kadar elektroforez yapildi.

Elektroforez plagindan ¢ikarilan jeldeki bantlar transilluminator ile gézlendi. (58)

3.2.2.5. SSCP Analizi

Esasi:

PCR iiriinii ¢ift iplikli DNA “denatiire” edilerek SSCP jeline uygulanir.
“Denatiire” edilerek tek zincir haline gelmis DNA’lar zincir i¢i zayif baglarla yeni
bir ikincil yapr alirlar. Mutasyon sonucu degisen tek bir baz bile tek zincir
konformasyonunu etkileyeceginden o bolgenin elektroforezdeki hareketinde kontrol

ile karsilastirildiginda farklilik gézlenir (60).
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Yapilis::

a) Elektroforez jelinin hazirlanmasi:

Elektroforez islemi igin ilk olarak jelin dokiilecegi cam plaklar hazirlandi.
33cm x 39cm x 0,4 cm boyutlarindaki cam plaklar distile sudan gecirilip alkol ile
temizlendi. Cam yiizeye jelin yapigmasini saglayacak silan iceren ¢ozeltiden (50 pl
silan, 50 pl glasiyel asetik asit 10 ml etanol i¢inde) 1 ml alinarak cam plaklardan
birinin yiizeyine homojen dagilacak bicimde uygulandi. Diger cam plaga jelin kolay
ayrilmasi icin 1 ml silikon uygulandi. Cam plaklar jelin dokiilebilmesi i¢in 0,4 mm
aralik olacak sekilde yan “spacer’larla birlikte sabitlendi.

%10 gliserol iceren %12’lik poliakrilamid ¢ozeltisi tizerine 234 pl %?20’lik
amonyum persiilfat (APS) ve 50 pl TEMED pipetlenerek karistirildi ve hemen
enjektore ¢ekilerek cam plaklar arasindaki 0,4 mm’lik araliga dokiildii. Hava
kabarcigr olmamasina dikkat edildi. Oda sicakliginda 1,5 saat polimerizasyon igin
bekletildi. Polimerize olmus jel elektroforez tankina yerlestirildi. Ornek uygulama
yerleri kontrol edildikten sonra cam iizerinde uygulanacak yerler isaretlendi.

b) Orneklerin jele uygulanmasi ve elektroforez

Her eksonun ¢ogaltilmis DNA 6rneklerinden 1 pl alinarak ayr bir ependorf
tiipiinde 4 pl “sequencing stop” ¢ozeltisi (8 ml formamid, %0,1 ksilen siyanol, %0,1
bromofenol mavisi, 100 ul 1M NaOH, 20 ul 0,5M EDTA toplam hacim 10 ml olacak
sekilde) ile karistirildi. Elektroforez tanki 1x TBE tamponu ile dolduruldu. Jelin 500
V’da 15 mA’de 30 dak. yiiriitillerek 1sinmasi saglandi. Hazirlanan Ornekler
denatiirasyon i¢in 5 dak. 95°C’de tutuldu. Tek zincir haline gelen ornekler buz icine
yerlestirilerek “denatiire” halde kalmasi saglandi ve hemen elektroforez jeline
uygulandi. Oda sicakliginda 400 V’da 12 mA’de 16-20 saat elektroforez yapildi.
Bromofenol mavisi jelin dibine gelince elektroforez sonlandirildi.

Jelin yirtilmamasina 6zen gosterilerek yavas bir sekilde cam plaklarin
birbirinden ayrilmasi saglandi. Jelin yapistirilmis oldugu cam plak giimiis boyama

islemine tabi tutuldu.
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3.2.2.6.Giimiis Boyama

Esasi:

DNA bantlarmin poliakrilamid jel elektroforezinde gozlenebilmesi icin
giimiis boyama yontemi kullanildi (61). Bu yontemde, asetik asit ile DNA sabitlenir.
AgNO; DNA’nin negatif yiikleri ile iyonik etkilesime girer. Formaldehit AgNOs’1
indirgeyerek DNA bantlarim1 goriiniir hale getirir. Jel su ile yikanarak zemindeki
fazla AgNO; uzaklastirilir. NaBHy Ag* iyonlarina baglanip jeldeki 6zgiil olmayan
boyanmay1 yok eder. Bu sekilde giimiis ile bagli DNA bantlar1 goriiniir hale gelir.

Yapihisi:

Jel, 100 ml %99,5 etanol, 5 ml %99,5 asetik asit iceren 1 L olarak hazirlanan
¢cozelti ile biiyiikk kap icerisinde 3 dak. yikandi ve jele zarar vermeden yavasca
dokiildii. Ayn1 ¢ozeltiden 1 L aliarak tekrar 3 dak. yikandi ve dikkatlice bosaltildi.
%0,1’lik AgNO; ¢ozeltisi iginde 10 dak. bekletilerek jelin AgNO; ile boyanmasi
saglandi. Cozelti bosaltildiktan sonra iki kere distile su ile yikandi. %1,5’lik NaOH,
%0,01°lik NaBH4, 4 ml formaldehit iceren 1 L olarak hazirlanan ¢ozelti icinde 20
dak. bekletilerek bantlar goriiniir hale getirildi. Son kez fiksasyon cozeltisi ile
(%0,75’1ik Na,COs3) iginde 10 dak. bekletilerek boya sabitlendi.

Giimiis boyama ile boyanan bantlarin fotograflar1 Hacettepe Universitesi Tip

Fakiiltesi Fotofilm Merkezi’nde c¢ekilerek bantlar karsilastirildi.

3.2.2.7.DNA Bantlarimin Degerlendirilmesi

SSCP analizinde aldiklar1 farkli konformasyonlar nedeniyle her zaman ¢ift
iplikli DNA’lar (“nativ”’ DNA) tek iplikli DNA’lara gore hizli hareket ederler. Tek
iplikli DNA’lara ait iki bant gozlenirken, c¢ift iplikli DNA’lara ait tek bant goriiliir.
Bu yoOntemle mutasyona ugramis bir DNA eger heterozigotsa iki bant normal
allelden, iki bant mutant allelden gelmek iizere toplam dort adet bant; eger
homozigotsa iki adet mutant allelden olmak iizere toplam iki bant gozlenir. Ayni
DNA tek zincirinin elektroforez kosullarina gore degisik ikincil yapilarn
olusabileceginden “metastable conformers” denilen ek bantlar goriilebilir. Bu
nedenle degerlendirme yapilirken hasta ve kontrol arasindaki bant farkliliklar1 tespit

edilmeye caligildi.
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3.2.2.8.DNA Dizi Analizi

Esasi:

Hiicre icinde “primer”e ait 3’ hidroksil gruplari, dNTP’ler ile fosfodiester
bagi olusturur. Sanger yonteminde dideoksiniikleozid trifosfat (ddNTP) analoglar
DNA sentezini durdurmak i¢in kullanilir. dNTP yerine ddNTP sokuldugunda
iplik¢igin uzamasi durur, ¢iinkiit ddNTP 3’ hidroksil grubu icermemektedir. Her bir
dideoksiniikleotid floresan molekiille isaretlenir. Normal tepkime karisimi i¢ine ilave
edilen isaretli ddNTP’ler sentezlenmekte olan iplik¢ige baglanir. Bu niikleotidle
sonlanan her parcacigin kendine o©zgii bir rengi bulunur. Olusan renkli DNA
parcaciklar1 kilcal bir tiipte bulunan elektroforetik jelle uzunluklarma gore
birbirlerinden ayrilir. Ayrilan pargalarin renkleri laser 1511 ile gézlenir ve dedektoriin
oniinden gecerek DNA dizilimindeki renkli tepeler tespit edilir. Bilgisayardaki 6zel
programlar sayesinde bu dizilim okunmak i¢in hazir hale getirilir (62).

Yapihisi:

SSCP analizi ile elektroforezde farkli yiirtimiis eksonlarin DNA oOrnekleri
%1,5’luk agaroz jelden PCR iiriinlerini saflastirma kiti (QIAGEN) kullanilarak
saflastirildi; jel tizerinde molekiil agirligi bantlarinin yogunlugundan faydalanilarak
derisimleri hesapland1 ve uygun miktarda “primer”ler ile lontek laboratuvarina DNA
dizi analizi i¢in gonderildi. Bu laboratuvarda niikleotid dizileri Sanger’in dideoksi
zincir sonlandirilmas1 yontemi ile analiz edildi. Blast programinda, normal ASA geni
DNA dizisi ile hastanin DNA dizisi karsilagtirildi ve mutasyon noktasi belirlendi.

Dizi analizi her 6rnek icin iki kez tekrarlandi.

3.2.2.9.Jelden PCR Uriinlerini Saflastirma islemi

Istenilen boyuttaki DNA fragmanlarim jelden saf olarak geri kazanmak veya
DNA’y1 herhangi bir asamada saflastirmak miimkiindiir. Ticari olarak iiretilen kiiciik
kolonlarla yapilan saflastirmada, iiretici firmanin 6nerdigi tamponlar kullanilarak
istenilen boyuttaki DNA’y1 iceren jel parcalar1 kolona yiiklenir ve DNA’nin kolona
baglanmas1 saglanir. Daha sonra eliisyon tamponu kullanilarak DNA kolondan geri
alinir (54).

QIAGEN firmasina ait “MinElute Gel Extraction Kit” i kullanildi.
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%1,5’lik “reducta prona agarose” jel hazirlandi; 6’l1 tarakla jel tankina
dokiildii (4 pl etidyum bromiir ve 40 ml TBE ile). 2-2,5 saat donmas1 beklendi. PCR
iriiniiniin tamami (50 ul), 8-10 ul bromofenol mavisi ile yiiklendi. 45dak.-1 saat 1
V/em®ta yiiriitiildii. UV 151k altinda istenilen bant steril bistiiri ile kesilip steril
Eppendorf tiiplerine konuldu. Kesilen jelin agirliginin en fazla 400 mg olmasi kosulu
esas alinarak Eppendorf tiiptindeki jel tartildi. Kesilen jelin agirhigmin 3 kati
oraninda QG tamponu eklendi. QG tamponu agaroz jelin erimesini ve silika jel
membran baglanmasimi saglayan bir tampondur. Icerisinde 6zellikle baglanmanin en
iyi sekilde olmasimi saglamak i¢in gerekli optimum pH’y1 saglayan pH indikatotii
bulunmaktadir. QG tamponu eklendikten sonra 50°C’de kuru 1siticida 10 dak.
erimesi beklendi. 2-3 dakikada bir vorteksle karistirildi. Jel tamamen eriyince kesilen
jelin agirhigi kadar isopropanol eklenip yavasca alt iist edildi ve silika jel membran
ile DNA’y1 tutmak i¢in 6zel hazirlanmis olan kolonlara yiiklendi. Kolonlar en fazla
800 ul aldig1 i¢in eger ornek fazla geldiyse ikinci bir defa aynm islem tekrarlandi.
Yiiklenen kolonlar 13000 rpm’de 1 dak. santrifiij edildiler. Altta kalan siiziintii atild1.
Yeniden 500 pl QG tamponu konularak 13000 rpm’de 1 dak. santrifiij tekrarlandi,
altta kalan siiztintii atildi. Kolona bu sefer 750 pl PE tamponu eklendi. PE tamponu
istenmeyen bilesenleri Ozellikle tuzlarn uzaklagtirmak igin tasarlanmis igerisinde
etanol barindiran bir yikama tamponudur. PE tamponu eklendikten sonra oda 1sisinda
5 dak. bekletilir ve 13000 rpm’de 1 dak. santrifiij edildi.Alttaki siiziintii atildi, artik
etanol kalmamasi icin santrifiij tekrarlandi. Kolonun altina steril Eppendorf tiipii
konularak 10 pl eliisyon tamponu eklendi (10 mM Tris HCI, pH 8.5). eliisyon
tamponu kolonun merkezine pipetlendi. 1 dak. beklendi ve 1 dak. 13000 rpm’de
santrifiij edildi. Elde edilen iiriin —20 0C’de saklandi.

3.2.2.10.Kesim Enzimi Analizi

Esasi:

DNA’nin enzimatik kesimi “restriksiyon endoniikleazlar” 1 kullanilarak
yapilir. Bunlar cift iplikli DNA’da 6zel niikleotid dizilerini tantyan ve DNA’nin her
iki ipligini kesen enzimlerdir. Bakterilerde bulunan bu enzimler DNA’da 6zgiin kisa

dizileri tanir ve kesme islemini gerceklestirir (54).
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Yapilis::

“Yalanci eksiklige” neden olan 2 mutasyon i¢in PCR ile ¢ogaltilan ekson 6
bolgesinde bulunan N-glikozilasyon bolgesi (275bg) ve ekson 8 bolgesinde bulunan
poliadenilasyon bolgesi (114b¢) DNA 6rneklerinden 10’ar pl alindi. N-glikozilasyon
bolgesinin PCR {iriinii 10 u “BsrSI”, poliadenilasyon bolgesinin PCR iiriinii 10 u
“Ddel” kesim enzimi ile 37°C’de 16 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan
kesim enziminin inaktivasyonu icin reaksiyon karigimi 65°C’de 15 dak bekletildi
(25). N-glikozilasyon bolgesinde mutasyon varliginda “BsrSI“ kesim enzimi ig¢in
kesim bolgesi ortaya ¢ikar ve 275b¢’lik PCR iiriinii DNA parcast 165b¢’lik ve
110b¢’lik iki parcaya ayrilir, poliadenilasyon bolgesinde mutasyon varliginda ise
“Ddel” kesim enzimi icin kesim bolgesi ortaya ¢ikar ve 114b¢’lik PCR iiriinii DNA
parcast 97b¢’lik ve 17b¢’lik iki parcaya ayrilir. Ayrica ekson 5°te bulunan
mutasyonun varligin1 dogrulamak i¢in mutasyon olan bolgeye denk gelen bir kesim
bolgesine sahip olan “Ms/[” enzimi ile diger kesim enzimleri icin kullanilan
kosullarda kesim yapildi. Mutasyon varliginda 180bc¢’lik DNA parcasi kesim enzimi
“MsIl” ile 130bg’lik ve 50b¢’lik iki parcaya ayrilir.

3.2.2.11.NuSieve Agaroz Jel Elektroforezi

0,5xTBE tamponu i¢inde %3’liikk NuSieve agaroz jel (1,5 g NuSieve agaroz,
1 g agaroz 50 pl 0,5x TBE’de olacak sekilde) hazirlandi. Agaroz jel elektroforezinde
anlatildig1 sekilde elektroforez yapildi. Bantlar etidyum bromiir boyasi ile goriiniir

hale getirildi.
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4. BULGULAR
4.1. ASA Enziminin Aktivite Tayini
6 hasta ve 3 aile iiyesinin arastirma laboratuvarimizda elde edilen ASA enzim

aktivitesi sonuglar1 Tablo 4.1’de gosterilmektedir.

Tablo 4.1. ASA enzimi aktivite degerleri

Hasta Numaralari Enzim Aktivitesi Referans

(nmol/saat/mg protein) Deger
1 0 50-990
2 24 50-990
3 24 50-990
4 - 50-990
5 7 50-990
6 0 50-990
7 0 50-990
8 26 50-990
9 2 50-990

ASA enzim aktivite degerleri yukaridaki tiim hastalar i¢in normal degerin
altinda bulunmustur. Bu enzim aktivite degerleriyle MLD tanist alan hastalarin

ornekleri tiniversitemiz DNA bankasinda saklanmistir.

4.2. Mutasyon Analizi ile ASA Genindeki Mutasyonlarin Saptanmasi

4.2.1. PCR Yontemi ile ASA Geninin 8 Eksonunun Cogaltilmasi

ASA geninin 8 adet eksonu ve cevresindeki diziler, uygun “primer’ler
kullanilarak ¢cogaltildi. Her bir ekson i¢in gerecler ve yontemler boliimiinde belirtilen
kosullar uygulandi. PCR reaksiyonunun gergeklestiginden ve kontaminasyon
olmadigindan emin olmak igin %?2’lik agaroz jelde 100 V’ta yaklasik 1 saat
yiiriitiilerek agaroz jel elektroforezi yapildi. UV lamba altinda ¢ogalip ¢ogalmadigi

kontrol edildi ve resimleri cekildi. Her defasinda cogalan bolgenin biiyiikliigiinii
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O6lcmek ve dogru bolgenin ¢ogaldigina karar verebilmek i¢in 25-766 bg araligindaki
DNA molekiiler agirlik belirteci kullanildi. Kontaminasyon olmadigina, kor (B)
kuyucugunda cogalma goriilmemesiyle karar verildi.

Tiim bireylerde biitiin ekson ve cevresindeki dizilerin tek bir bant halinde

dogru olarak ¢ogaldig1 gozlendi (Sekil 4.1-9).

Sekil 4.1. Ekson 1 PCR analizi jel resmi goriilmektedir. Molekiiler agirlik belirteci
(M) olarak “low molecular weight DNA Ladder” (New England Biolabs)
kullanilmistir. B ile belirtilen kuyucukta kor (B) mevcuttur. K ile belirtilen kuyucuga
kontrol (K) DNA’s1, diger kuyucuklara ise belirtilen numarali hasta DNA’lar
yiiklenmistir. Cogalan bdolgenin biiyiikliigii 339 bg¢’dir. %2’lik agaroz jel

kullanilmastir.
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Sekil 4.2. Ekson 2 PCR analizi jel resmi goriilmektedir. Molekiiler agirlik belirteci
(M) olarak “low molecular weight DNA Ladder” (New England Biolabs)
kullanilmistir. B ile belirtilen kuyucukta kor (B) mevcuttur. K ile belirtilen kuyucuga
kontrol (K) DNA’s1, diger kuyucuklara ise belirtilen numarali hasta DNA’lar
yiikklenmistir. Cogalan bolgenin biyiikliigii 287 bc dir. %2’lik agaroz jel

kullanilmustir.

Sekil 4.3. Ekson 3 PCR analizi jel resmi goriilmektedir. Molekiiler agirlik belirteci
(M) olarak “low molecular weight DNA Ladder” (New England Biolabs)
kullanilmistir. B ile belirtilen kuyucukta kor (B) mevcuttur. K ile belirtilen kuyucuga
kontrol (K) DNA’s1, diger kuyucuklara ise belirtilen numarali hasta DNA’lar
yiikklenmistir. Cogalan bolgenin biyiikligii 217 be dir. %2’lik agaroz jel

kullanilmustir.
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Sekil 4.4. Ekson 4 PCR analizi jel resmi goriilmektedir. Molekiiler agirlik belirteci
(M) olarak “low molecular weight DNA Ladder” (New England Biolabs)
kullanilmistir. B ile belirtilen kuyucukta kor (B) mevcuttur. K ile belirtilen kuyucuga
kontrol (K) DNA’s1, diger kuyucuklara ise belirtilen numarali hasta DNA’lar
yiikklenmistir. Cogalan bolgenin biiyiikligii 224 bg’dir. %2’lik agaroz jel

kullanilmustir.

M B 1 2 3 45 67 E§BE?

— 180 by

200bg

Sekil 4.5. Ekson 5 PCR analizi jel resmi goriilmektedir. Molekiiler agirlik belirteci
(M) olarak “low molecular weight DNA Ladder” (New England Biolabs)
kullanilmistir. B ile belirtilen kuyucukta kor (B) mevcuttur. K ile belirtilen kuyucuga
kontrol (K) DNA’s1, diger kuyucuklara ise belirtilen numarali hasta DNA’lar
yiikklenmistir. Cogalan bolgenin biytikliigii 180 bc dir. %2’lik agaroz jel

kullanilmastir.
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MEESSME1 2342 67 38

200be +— 202bg

Sekil 4.6. Ekson 6 PCR analizi jel resmi goriilmektedir. Molekiiler agirlik belirteci
(M) olarak “low molecular weight DNA Ladder” (New England Biolabs)
kullanilmistir. B ile belirtilen kuyucukta kor (B) mevcuttur. K ile belirtilen kuyucuga
kontrol (K) DNA’s1, diger kuyucuklara ise belirtilen numarali hasta DNA’lar
yiikklenmistir. Cogalan bolgenin biyiikliigii 202 bc dir. %2’lik agaroz jel

kullanilmastir.

MoRr 12 3 4 MEBASAET*FRBES

— 2371y
200bg

Sekil 4.7. Ekson 7 PCR analizi jel resmi goriilmektedir. Molekiiler agirlik belirteci
(M) olarak “low molecular weight DNA Ladder” (New England Biolabs)
kullanilmistir. B ile belirtilen kuyucukta kor (B) mevcuttur. K ile belirtilen kuyucuga
kontrol (K) DNA’s1, diger kuyucuklara ise belirtilen numarali hasta DNA’lar
yiiklenmistir. Cogalan bolgenin biiyiikliigii 237 bg dir. * ile gosterilen kuyucuktaki
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PCR iirlinii 8 numarali hastasinin ekson 1’ine aittir ve 339 bg¢ bilyiikliigiindedir.

%?2’lik agaroz jel kullanilmistir.

M E1 2 545 67 8B K &

— 203 b
200bg

Sekil 4.8. Ekson 8 A PCR analizi jel resmi goriilmektedir. Molekiiler agirlik belirteci
(M) olarak “low molecular weight DNA Ladder” (New England Biolabs)
kullanilmistir. B ile belirtilen kuyucukta kor (B) mevcuttur. K ile belirtilen kuyucuga
kontrol (K) DNA’s1, diger kuyucuklara ise belirtilen numarali hasta DNA’lar
yiikklenmistir. Cogalan bolgenin biyiikligii 203 be dir. %2’lik agaroz jel

kullanilmustir.

-
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Sekil 4.9. Ekson 8B PCR analizi jel resmi goriilmektedir. Molekiiler agirlik belirteci
(M) olarak “low molecular weight DNA Ladder” (New England Biolabs)
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kullanilmigtir. B ile belirtilen kuyucukta kor (B) mevcuttur. K ile belirtilen kuyucuga
kontrol (K) DNA’s1, diger kuyucuklara ise belirtilen numarali hasta DNA’lan
yiikklenmistir. Cogalan bolgenin biyiikligi 189 bc dir. %2’lik agaroz jel

kullanilmustir.

4. 2. 2. SSCP Analizi Bulgular:

PCR yo6ntemi ile ¢ogaltilan ASA geninin 8 eksonu SSCP analizi ile mutasyon
acisindan incelendi.

Ekson 1’in (Sekil 4.10), Ekson 3’iin (Sekil 4.12), Ekson 4’iin (Sekil 4.13),
Ekson 8A (Sekil 4.17) ve Ekson 8B’nin (Sekil 4.18) SSCP analizi sonucu yiiriiyen
bantlar1 kontrol DNA’sinin bantlarina uygunluk gosterdi. Bu sonugtan yola ¢ikarak
yukarida sayilan eksonlar normal kabul edildi.

SSCP analizinde farkli bant goriilen eksonlar (2, 5, 6 ve 7) hasta numaralar

ve sekilleri Tablo 4.2’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.2. SSCP analizinde normalden farkli olan sonuglar

Ekson no SSCP jelinde konntrole Sekil no
gore farkli DNA bandi
olan hasta no
Ekson 2 3,4 4.11
Ekson 5 5,6,9 4.14
Ekson 6 8 4.15
Ekson 7 2,6,7,9 4.16

Bu bulgular 1s18inda anormal bant tespit edilen hastalarin s6z konusu

eksonlarinin dizi analizi ie mutasyon a¢isindan incelenmesine karar verildi.
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K12 3 456 789

Tek
iplikli
DNA
bantlar1

Cift
iplikli
DNA
bantlar1

Sekil 4.10. Ekson 1 SSCP analizi jel resmi goriilmektedir. 1 numarali kuyucukta
kontrol DNA’s1 mevcuttur. Diger kuyucuklara hasta DNA’lan yiiklenmistir. Hasta

DNA’larinin bantlar1 kontrol DNA’sinin bantlarindan farklilik géstermemektedir.

K12345 6789

Tek
iplikli
DNA
bantlari

Cift

iplikli

DNA

bantlari

Sekil 4.11. Ekson 2 SSCP analizi jel resmi goriilmektedir. 1 numarali kuyucukta
kontrol DNA’s1 mevcuttur. Diger kuyucuklara hasta DNA’lar yiiklenmistir. Ok

isareti ile gosterilen 3 ve 4 numarali hastada ¢ift bant mevcuttur. Diger hastalarin

DNA’larinin bantlar1 kontrol DNA’sinin bantlarindan farklilik géstermemektedir.
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K12 34567289

Tek
iplikli
DNA
bantlar1

Sekil 4.12. Ekson 3 SSCP analizi jel resmi. 1 numarali kuyucukta kontrol DNA’s1
mevcuttur. Diger kuyucuklara hasta DNA’lar1 yiikklenmistir. Hasta DNA’larinin

bantlar1 kontrol DNA’sinin bantlarindan farklilik géstermemektedir

K1 234 506 7 89

Tek
iplikli
DNA
bantlart

Sekil 4.13. Ekson 4 SSCP analizi jel resmi goriilmektedir. 1 numarali kuyucukta
kontrol DNA’s1 mevcuttur. Diger kuyucuklara hasta DNA’lan yiiklenmistir. Hasta

DNA’larinin bantlar1 kontrol DNA’sinin bantlarindan farklilik géstermemektedir.
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K12 345067 889

Tek
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DNA

} bantlari

Sekil 4.14. Ekson 5 SSCP analizi jel resmi goriilmektedir. 1 numarali kuyucukta
kontrol DNA’s1 mevcuttur. Diger kuyucuklara hasta DNA’lan yiiklenmistir. Sekilde
ok ile gosterilen 5, 6 ve 9 numarali hastalarin bantlarinin kontrol DNA’sinin bandina
gore daha yukarnda yer aldigi, diger hasta DNA’larinin kontrol DNA’sina gore

farklilik gostermedigi goriilmektedir.

K 1 2 3 4 5678 9

Sekil 4.15. Ekson 6 SSCP analizi jel resmi goriilmektedir. 1 numarali kuyucukta
kontrol DNA’s1 mevcuttur. Diger kuyucuklara hasta DNA’lan yiiklenmistir. Ok ile
gosterilen 8 numarali hastanin bantlarinda kontrol DNA bantlarina gore yukart dogru
yer degistirme mevcuttur. Diger hastalarin DNA’larinin bantlar1 kontrol DNA’sinin

bantlarindan farklilik géstermemektedir.
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K123456789
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Sekil 4.16. Ekson 7 SSCP analizi jel resmi goriilmektedir. 1 numarali kuyucukta
kontrol DNA’s1 mevcuttur. Diger kuyucuklara hasta DNA’lan yiiklenmistir. Ok ile
gosterilen 2, 6, 7 ve 9 numarali hastalarin DNA’sinda farkli yiirtimiis bantlar
mevcuttur, diger hastalarin DNA’lann  kontrol DNA’sina gore farklilik

gostermemektedir.

K12 3456789

Tek
iplikli
DNA
} bantlar1

Cift
iplikli
DNA
} bantlari

Sekil 4.17. Ekson 8-A SSCP analizi jel resmi goriilmektedir. 1 numarali kuyucukta
kontrol DNA’s1t mevcuttur. Diger kuyucuklara hasta DNA’lar yiiklenmistir.
Hastalarin DNA  bantlar1  kontrol DNA’smnin  bantlarina  gore farklihk

gostermemektedir. Bu yilizden normal olarak adlandirilmislardir.
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Sekil 4.18. Ekson 8-B SSCP analizi jel resmi goriilmektedir. 1 numarali kuyucukta
kontrol DNA’s1 mevcuttur. Diger kuyucuklara hasta DNA’lan yiiklenmistir. Hasta

DNA’larinin bantlar1 kontrol DNA’sinin bantlarindan farklilik géstermemektedir.

4.2.3. DNA Dizi Analizi Bulgular:

SSCP analizi sonucunda farkl: yiirlimiis bantlara sahip oldugu tespit edilen
hastalarin belirtilen eksonlarina DNA dizi analizi yapildi. Analizi yapilan hastalardan
3 tanesinde ekson 5°te, 2 yeni mutasyon tanimlandi. Bu hastalarin 2 tanesinde ekson
5 mutasyonlart ile birlikte ekson 7°de daha 6nce tanimlanmis bir polimorfizm
mutasyonu gosterildi. Bir hastada ekson 7’deki polimorfizm mutasyonu saptandi. Bir
diger hastada ise yalanci eksiklik durumuna yol acan ekson 6’daki N350S ASA-PD
mutasyonu gosterildi. DNA dizi analizi ile saptanan bu mutasyonlar Tablo 4.3’de

Ozetlenmigtir. Mutasyonlara ait dizi analizi grafikleri Sekil 4.19-25’te gosterilmistir.
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Tablo 4.3. Tirk MLD hastalarinda hastaliga neden olan mutasyonlar ve

polimorfizmler.
Hasta | Ekson 5 mutasyonu | Ekson 6 mutasyonu | Ekson 7 mutasyonu
No (yalanci eksiklik) (polimorfizm)

2 2161 C > G

5 1603 G-=>T

6 1568 G 2> A 2161 C> G

8 1788 A = G N350S

9 1568 G 2> A 2161 C> G

4.2.3.1.Ekson 5 Mutasyonlari

5 numarali hastanin ekson 5 DNA dizi analizi sonucu Sekil 4.19’da

gosterilmistir. Buna gore 1603. pozisyondaki guanin bazi timin bazi ile yer

degistirmistir (“transversiyon” mutasyonu). Bu mutasyon sonucunda 318 numarali

kodondaki triptofan amino asiti sistein amino asitine doniismiistiir. (1603 G — T,

318 Trp—~> Cys). Mutasyonun goriildiigii baz * isareti ile tim DNA dizi analizi

sekilleri iizerinde gosterilmistir.

Sekil 4.19. 5 numarali hastanin ekson 5 DNA dizi analizi sonucu.
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6 numarali hastanin ekson 5 DNA dizi analizi sonucu Sekil 4.20°de
gosterilmistir. Buna gore 1568. pozisyondaki guanin bazi adenin bazi ile yer
degistirmistir (“franzisyon” mutasyonu). Bu mutasyon sonucunda 307 numaral
kodondaki glutamat amino asiti lizin amino asitine doniigmiistiir. (1568 G — A, 307

Glu> Lys).

Sekil 4.20. 6 numarali hastanin ekson 5 DNA dizi analizi sonucu.

9 numarali hastanin ekson 5 DNA dizi analizi sonucu Sekil 4.21°de
gosterilmistir. Buna gore 1568. pozisyondaki guanin bazi1 adenin bazi ile yer
degistirmistir (“franzisyon” mutasyonu). Bu mutasyon sonucunda 307 numaral
kodondaki glutamat amino asiti lizin amino asitine doniigmiistiir. (1568 G — A, 307

Glu—> Lys).
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Sekil 4.21. 9 numarali hastanin ekson 5 DNA dizi analizi sonucu.

4.2.3.2. Ekson 6 Mutasyonu
8 numarali hastanin ekson 6 DNA dizi analizi sonucu Sekil 4.22’de
gosterilmistir. Buna gore 1788. pozisyondaki adenin bazi guanin bazi ile yer
degistirmistir (“franzisyon” mutasyonu). Bu mutasyon sonucunda 350 numaral
kodondaki asparajin amino asiti serin amino asitine doniismiistiir. (1788 A — G,

N350S). Olusan bu mutasyonla protein N-glikozilasyon bolge kaybina ugramistir.
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Sekil 4.22. 8 numarali hastanin ekson 6 DNA dizi analizi sonucu.

4.2.3.3. Ekson 7 Mutasyonu
2 numarali hastanin ekson 7 DNA dizi analizi sonucu Sekil 4.23’te
gosterilmistir. Buna goére 2161. pozisyondaki sitozin bazi guanin bazi ile yer
degistirmistir (“fransversiyon” mutasyonu). Bu mutasyon sonucunda 391 numarali
kodondaki treonin amino asiti serin amino asitine doniismiistiir. (2161 C — G, 391
Thr = Ser). Olusan bu mutasyon acisindan hasta heterozigottur. Mutasyon olan

bolgede hem C, hem de G niikleotidi bulunmaktadir.

1zo 130
6 6 66 TTTTTGEC TG TG CG GAGTGE GG

Sekil 4.23. 2 numarali hastanin ekson 7 DNA dizi analizi sonucu.
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6 numarali hastanin ekson 7 DNA dizi analizi sonucu Sekil 4.23’te
gosterilmistir. Buna gore 2161. pozisyondaki sitozin bazi guanin bazi ile yer
degistirmistir (“transversiyon” mutasyonu). Bu mutasyon sonucunda 391 numarali
kodondaki treonin amino asiti serin amino asitine doniigsmiistiir. (2161 C — G, 391

Thr = Ser).

A=mo Ao

Sekil 4.24. 6 numaral1 hastanin ekson 7 DNA dizi analizi sonucu.

9 numarali hastanin ekson 7 DNA dizi analizi sonucu Sekil 4.25’te
gosterilmistir. Buna gore 2161. pozisyondaki sitozin bazi guanin bazi ile yer
degistirmistir (“fransversiyon” mutasyonu). Bu mutasyon sonucunda 391 numarali
kodondaki treonin amino asiti serin amino asitine doniigsmiistiir. (2161 C — G, 391

Thr = Ser).
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Sekil 4.25. 9 numarali hastanin ekson 7 DNA dizi analizi sonucu.

Ekson 2°deki 3 ve 4 numarali hastalarin SSCP analizi sonucu saptanan cift
bant goriintiisiiniin DNA dizi analizinde herhangi bir mutasyondan kaynaklanmadigi

gosterildi.

4. 2 4. Kesim Enzimi Analizi Sonuclar:

5 numarali hastanin ekson 5’te bulunan mutasyonunu (1603 G - T) bir baska
yontemle de dogrulamak icin kesim enzimi arastirildi. Bu mutasyon bolgesini
taniyan bir restriksiyon enzimiyle (“Msil”, New England BioLabs) ekson 5 PCR
tiriinii kesildi. Bu kesim analizinde kontrol olarak ekson 5’te mutasyonu bulunmayan
1 numarali hasta kullanildi. Eger bulunan mutasyon “MsiI”in kestigi bolgede ise
kesim enzimi analizinde kontroliin kesilmesi, mutasyon olan hastanin DNA’sinin
kesilmemesi beklenmektedir. Sekil 4.26’da goriildiigii gibi kontrol DNA’s1 kesim
enzimi tarafindan kesilmis, hasta DNA’s1 kesilmemistir. Boylece DNA dizi analizi

ile bulunan mutasyonun varligi kesim enzimi analiziyle de kanitlanmistir.
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Sekil 4.26. 5 numaral1 hastanin ekson 5 DNA’sinin “Ms/I” kesim enzimi ile analizi.

ASA enziminin yalanc1 eksikligine neden olan iki mutasyonun (N-
glikozilasyon ve poliadenilasyon bolge mutasyonlar1) varligt “BsrSI” ve “Ddel”
kesim enzimleri kullanilarak analiz edildi. SSCP analizi ile ekson 6’da farkli banti
olan ve DNA dizi analizi ile bu bolgede mutasyonu bulunan bir hastada (Tablo
4.2’de 8 numarali hasta) “BsrSI” enzimi ile mutasyon sonucu olusan kesim
bolgesinden DNA kesildi (Sekil 4.27). Bu hastada N-glikozilasyon bolgesi
mutasyonu oldugu gosterildi. “Ddel” kesim enzimiyle ekson 8 kesilemedigi i¢in

poliadenilasyon bolgesi mutasyonunun olmadigina karar verildi (Sekil 4.28).

S Seee e QN = —— el 270 by

200bg +— 165bg
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Sekil 4.27. Ekson 6 PCR iiriinlerinin “BsrSI” kesim enzimi ile analizi.
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Sekil 4.28. Ekson 8 PCR iiriinlerinin “Ddel” kesim enzimi ile analizi.

ldhg
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S. TARTISMA

MLD sfingolipit depo hastaliklar1 i¢inde iilkemizde en sik goriilenidir.
Hesaplanabilen minimum insidans1 1,43/100.000 (1/69,892) olarak bildirilmistir
(37). Ulkemizdeki bu insidansi Avrupa toplumlarmdaki goriilme sikliklari ile
benzerdir (38, 39, 40). Enzimin tam veya tama yakin eksikligi tam1 koydururken
enzim aktivitesinin alt siirlarina yakin degerlerde saptanmasi kesin tani i¢in yeterli
degildir. Enzimde yalanc1 eksiklik yapan mutasyonlarin varligt nedeniyle ara
degerlerde c¢ikan enzim aktivitesine sahip hastalarda MLD tamist icin ileri
incelemelere gerek vardir. Yalanci eksiklik yapan mutasyonlar Avrupali toplumlarda
%10-20 oraninda goriilmektedir (16). Bu eksiklik ASA genindeki bir polimorfizme
bagh olarak gelismektedir. ASA enzimindeki aktivite eksikligi “in vitro” kosullarda
normalin %5’i ile %10’u arasinda degisen degerlerdedir. “/n vivo” olarak ise enzim
siilfatid katabolizmasi iizerindeki gorevini yapabilmektedir (1). Bu yalanc1 eksiklik
mutasyonlarinin bazi ndrolojik hastaliklar icin yatkinlik yaptigi rapor edilmistir (19).
Bu yiizden unutulmamalidir ki ASA enzimindeki her aktivite eksikliginden MLD’ye
neden olan mutasyonlar sorumlu degildir. Ayn1 zamanda, bu mutasyonlarin MLD’ye
sebep olan mutasyonlarin zemininde de olusabiliyor olmasi enzim analizinin
molekiiler ¢aligmalarla desteklenmesi gergegini gozler dniine sermektedir (43). ASA
proteininin ii¢ boyutlu yapisinin biliniyor olmasi ASA enziminin genetik yapisinda
meydana gelen mutasyonlarin enzimin yapisinda ne tiir degisiklikler yapabilecegine
dair bize fikir vermektedir (7).

Yapmis oldugumuz bu c¢alisma ile iki yeni yanlis anlamli (missense)
mutasyon (ekson 5’teki 1568G—A, 307Glu—Lys ve 1603G—T, 318Trp—Cys
mutasyonlar1), bir polimorfizm (ekson 7°de 2161C—G, Thr391—Ser) ve bir yalanci
eksiklik mutasyonu (ekson 6’da 1788 A—G 350Asn—Ser) bulunmustur.

Buna gore ekson 5’te tanimlanan 1568G—A 307Glu—Lys ve 1603G—T
318Trp—Cys mutasyonlari, ASA proteininde sirasiyla 6. alfa-heliks ve 12. beta-
tabakali yapinin (Sekil 5.1) elemanlarindan birinin de8ismesine yol actiklart igin
proteinde iyi korunmusg olan bu yapilarin (Sekil 5.2) degismesine neden olabilirler.
Ciinkii bu mutasyonlardan 1568G—A 307Glu—Lys asidik bir amino asit olan

glutamati, bazik bir amino asit olan lizine, diger mutasyon 1603G—T318Trp—Cys
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ise hidrofobik bir amino asit olan triptofam1 SH grubu bulunduran sisteine
dontistirmektedir. Bu mutasyonlarin proteinde olusturdugu kesin etkinin “in vitro
mutagenez” deneyleri ile gosterilmesi gerekmektedir. Hastalarda klinik fenotip
genotiple uyumludur, hastalar ge¢ bebeklik tipi MLD tanis1 almiglardir. ASA enzim
aktiviteleri cok diigiiktiir.

Sekil 5.1. ASA proteininin ikincil yapisi. Alfa-heliksler A-I, beta-tabakalar 1-18 ile
gosterilmistir. Asnl158, Asnl184 ve Asn350 3 glikozilasyon bolgeleridir. Sisteinler

arasi disiilfit baglar1 koyu bantlarla gosterilmistir (7).

MLD hastaliginda yapilan calismalarda 80’den fazla mutasyon tespit
edilmistir. Bu mutasyonlardan sadece 7 tanesi ekson 5 bolgesindedir. Tiim bu
mutasyonlarin fenotipi bu calismada da oldugu gibi gec bebeklik tipi MLD olarak
rapor edilmistir (1). Ekson 5 bolgesinde sozii edilen mutasyonlardan 2 tanesinde
arastirmacilar COS-1 hiicreleri ile yaptiklarni gecici transfeksiyonla elde edilen
riinlerde hi¢ rezidilel enzim aktivitesine rastlamamislardir. Ekson 5’teki bu
mutasyonlar 1572G—T 308Gly—Val mutasyonudur (63). Bu mutasyon bizim
buldugumuz 1568G—A 307Glu—Lys mutasyonu ile aym alfa-heliks (6. alfa-heliks)
yapisi icindedir ve burada da polar olmayan bir amino asit olan glisin yerine

hidrofobik bir amino asit olan valin gelmistir. Ayrica ekson 5’teki 309Gly—Ser
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mutasyonunda yapilan gecici transfeksiyon ¢alismalarinda enzim aktivitesi kontrol
hiicrelerine gore %13 bulunmus ve mutant enzimin lizozoma girmis oldugu ama
dayanikli olmadig goriilmiistiir. Bu mutasyon ile enzimin yarilanma Omri
kisalmigtir (29). Cezayirli bir hastada da ekson 5°te 314Ala—Thr mutasyonu tespit
edilmistir (64) Bu mutasyon 12. beta-tabakali yapinin basinda, bizim buldugumuz
318Trp—Cys mutasyonu ise bu beta-tabakali yapinin sonunda yer almaktadir ve her
iki mutasyon da enzim eksikligine sebep olmaktadir.

Ekson 5’te 1568G—A 307Glu—Lys mutasyonu olan iki hastada hastaliga
neden olan bu mutasyonun yani sira, ekson 7°de daha 6nce tanimlanmis 2161C—G,
Thr391—Ser polimorfizmi de saptanmistir (Tablo 4.3). Literatiirde polimorfizmlerle
birlikte hastaliga neden olan ASA mutasyonunun oldugu cesitli hastalar
bildirilmistir. 2161C—G, Thr391—-Ser polimorfizmi bir Tiirk genclik tipi MLD
hastasinda, 6 1talyan ailede ve 11 Avrupali hastada rapor edilmistir (64, 65, 66, 67).
Bu nedenle, polimorfizm saptanan hastalarda ASA geninin tiim eksonlar1 mutasyon
acisindan analiz edilmelidir. Ekson 7 polimorfizmi, SSCP yontemi ile diger
eksonlarinda normale gore farklilik saptanamayan bir bagka hastada da heterozigot
diizeyde saptanmistir. Ekson 7 polimorfizminin 6 hastanin 3 tanesinde bulunmasi bu
polimorfizmin Tiirkiye’de MLD hastalifina yatkinlik yapan bir faktor olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu bilgi 1s181nda, yeni tanimlanan hastalar1 ekson 7 polimorfizmi
acisindan degerlendirmeli ve incelenen hasta sayisini arttirarak toplumuz i¢in onemli

olan muhtemel yatkinlik faktorii acisindan daha gergek¢i veriler elde etmeliyiz.
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Thils ASA

Sekil 5.2. ASA proteininin {i¢ boyutlu yapisinin sema ile gosterimi. Tarali alan tim
siilfatazlarda iyi korunmus yapisal elemanlar bolgesini gostermektedir. Aktif bolge
boslugu C ucuna yakin beta-tabakalardan zengin bolgedeki yiiklii amino asitlerle
dosenmistir. Bu amino asitler beta 11°deki (Asp281, Asn282), betal’deki (Asp29,
Asp30), betal0’daki (His229), betad’deki (Lys123, His125) ve beta5’deki (Ser150)
ve N-ucunda alfa-heliks F’deki (Lys302) ve alfa-heliks B’deki (Arg73) tiir. FGly69

katalizde onemlidir (7).

Yalanci eksiklige neden olan iki mutasyon (N-glikozilasyon ve
poliadenilasyon bolge mutasyonlar1) tiim hastalarda kesim enzimi analizi ve DNA
dizi analizi ile arastirildi. ASA aktivitesi normale gore diisiik bulunan bir hastada N-
glikozilasyon mutasyonu; 1788A—G, N350S bulundu. Hasta mutasyon agisindan
hem dizi analizinde hem de kesim enzimi analizinde elde ettigimiz veriler 1s181inda
degerlendirildiginde homozigot oldugu goriildii. ASA enziminde var olan 3 N-
glikozilasyon bolgesinden ii¢iinciisiindeki Asn amino asiti yerine Ser amino asiti
gecmisti. Bu degisim proteinde normal ASA proteinine gore bir oligosakkarit zinciri
daha az bulunmasina ve enzimin konformasyonu etkilenerek, aktivitesinde normale
gore %50 veya daha fazla azalmasina neden olmaktadir (14, 68). Bu hastada ASA
enzim aktivitesi normalden diisiik bulunmus (26 nmol/mg protein/saat), norolojik
bulgularin MLD hastaliginin nérolojik bulgular ile ortiismesi {izerine MLD tanisi
almistir. DNA bankasia da bu tan1 ile kayit olan hastanin daha sonradan yapilan

ileri incelemelerinde tanisinin subakut sklerozan panensefalit (SSPE) oldugu tespit
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edilmistir. Bizim calismamizda da bu hastanin sahip oldugu mutasyon ekson 6
bolgesinde yer alan N-glikozilasyon bolge mutasyonudur. Bu hastada yalanci
eksiklige neden olan mutasyon disinda MLD hastaligina ait bagka bir mutasyona
rastlanmadi. Bu mutasyondan etkilenen bireylerde yalanci eksiklik durumu
olusmakta, bu durum MLD hastaligina degil sadece ASA enzim eksikligine yol
acmaktadir. Yapilan yayinlarda yalanci eksiklik durumunun bazi bireylerde diger
norolojik hastaliklara yatkinlik yapabildigine dair veriler mevcuttur (25). Bu hastada
da SSPE gelisiminin ASA-PD mutasyonu ile ilgisi oldugu diisiiniilebilir.

Yaptigimiz SSCP analizi ekson 1, ekson 2, ekson 5 ve ekson 6 icin iki kere
yapildi. Ekson 1 her iki SSCP analizinde de normal bulundu. Ekson 2’de 3 no’lu ve 4
no’lu hastalara ait bantlarda kontrol DNA’sina ait bantlara gore saptanan farklilik
tekrarlanan SSCP analizi ile de gosterildi. Ekson 5’te de 5 no’lu, 6 no’lu ve 9 no’lu
hastalarin bantlarina ait farkliliklar her iki ¢alismada da goriildii. Ekson 6’da 8 no’lu
hastaya ait bant farklihg: iist iiste yapilan ¢alismalarda tekrar etti. Ozetle, tek iplikli
DNA bantlarinda degisiklik saptanan hastalarn DNA bantlart her iki SSCP
analizinde de kontrol DNA bantlarina gore farkli bulunmustur; yani, SSCP analizinin
sonuclar1 deneyler arasi degisim gostermemistir.

Tekrarlanan SSCP analizlerinde ekson 2’de 3 no’lu ve 4 no’lu hastalar ile
ekson 7’de 7 no’lu hastanin bantlarinda goriilen farkliliklar DNA dizi analizi ile
dogrulanamadi. Daha once yapilan SSCP calismalarinda da benzer sonuclar elde
edilmis, SSCP analizi ile farkli banda sahip olan DNA’larin DNA dizi analizi
sonucunda o eksona ait herhangi bir mutasyon tasimadiklar1 saptanmistir (69). Bu
yalanci pozitif sonuglar DNA dizi analizi ile bir kismin1 gorebildigimiz intronik
bolgelerdeki kisiler aras1 farkliliklardan kaynaklaniyor olabilir.

SSCP analizinde ekson5, ekson 6, ekson 7°de mutasyon saptanan toplam 7
hasta ve ekson 2, ekson 7°deki dizi analizi ile dogrulanamayan farkli bantlara sahip
toplam 3 hasta disindaki tim DNA bantlar1 kontrol DNA bantlar1 ile birebir
benzerlik gostermislerdir. Bu sonug belirtilen eksonlar icin hastalar tamamiyle
normaldir anlamina gelmemektedir. Ciinkii SSCP en uygun kosullarda yapildigi
zaman bile mutasyonlar1 saptama oran1 %80 civarinda olan bir mutasyon tarama
yontemidir. Olan mutasyonlarin SSCP ile saptanamamasinin ¢esitli sebepleri olabilir.

SSCP analizinde ortamin sicakligi, DNA’nin boyu, elektroforez jelinin 6zellikleri,
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DNA’y1 “denatiire” etme bigimi tek iplikli DNA’nin ikincil yapisim etkilemektedir
(70). Her mutasyon DNA’nin ikincil yapisimi etkileyen nitelikte olmayabilir. Bazi
baz degisimleri DNA’nin ikincil yapisimi bozmayabilir. Bdyle bir mutasyon
varliginda SSCP analizimizin sonucu normal olarak karsimiza c¢ikar. SSCP’de en
dogru sonuca ulasmak icin SSCP kosullarimizin optimum olmast gerekmektedir.
SSCP’nin en duyarli oldugu kosullardan bir tanesi DNA’nin 150-200 bg
uzunlugunda oldugu durumdur (71). Eger DNA’nin uzunlugu 150 b¢’nin altindaysa
DNA parcalart arasinda ikincil yapt olusumu azalmakta bu da SSCP analizinde
giicliik yaratmaktadir. DNA uzunlugu 200 b¢’nin iistiinde oldugu durumlarda ise tek
baz degisimi bile konformasyonda daha az degisiklik meydana getirecektir. Bu
durumda jelde bu degisikligi gormemiz giiclesecektir. Bu caligmada ASA geninin
PCR ile ¢ogaltilan 8 eksonuna ait 9 parcasindan 4 tanesi (ekson 1, 2, 4 ve 7)
belirlenen iist sinirin tstiinde biiyiikliige sahiptirler. SSCP analizini etkileyen bir
diger onemli kosul ise sicakliktir. SSCP i¢in genelde en uygun sicaklik oda
sicakhigidir  (72). Sicaklik degisimlerinin ¢ok olmast ikincil yapilarin
konformasyonlarim1 bozabilmektedir. Calismamizda SSCP analizleri Kasim-Mart
aylar1 arasinda yapilmis ve bu aylarda laboratuvarin oda sicakligi degisim
gostermemistir. Ayrica SSCP’de bantlarda olusan degisiklikleri en iyi sekilde
gorebilmek icin kullanilan camlarin uzun olmalart ve DNA oOrneklerinin diisiik
voltajda uzun siire yiriitiilmeleri ve jelin ince olmasi gerekmektedir. Bu kosullar
calismalarimizda saglanmis ve mutasyon saptama oranmi %83 (5/6) bulunmustur,
hastaliga neden olan mutasyon saptama orani %60 (3/5) dir. Optimum kosullar
saglandiginda SSCP’nin duyarhilifi %90’lara kadar ¢ikabilmektedir.

Bu calisma ile Tirkiye’de gorilen MLD hastaliginiin  molekiiler
mekanizmasint anlamak icin bir baslangic yapilmistir. Hastaliga neden olan 2 yeni
mutasyon tanimlanmis, hastalarin %50’sinde varolan bir polimorfizm gosterilmis ve
bir hastada da yalanci eksiklik mutasyonu saptanmistir. Polimorfizm saptanan
hastalarda tim ASA geninin DNA dizi analizi yapilmalidir. Yeni tamimlanan
mutasyonlarin protein {izerindeki etkileri “in vitro mutagenez” yoOntemi ile
desteklenmelidir. Bu calismanin sonucglari, Tay-Sachs hastaliginin molekiiler
analizlerinde elde ettigimiz sonuglar1 desteklemektedir (73, 74). Yani, MLD

hastaligina Tiirkiye’de diger iilkelerde goriilen mutasyonlardan farkli mutasyonlar
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neden olmaktadir. Bu nedenle, sfingolipidozlarda enzim analizi ile birlikte molekiiler
arastirmalarin  genisletilerek Tay-Sachs ve MLD’den sonra grubun diger
hastaliklarina da uygulanmasi, literatiire bu hastaliklarin iilkemizdeki molekiiler

mekanizmalarini anlamak i¢in 6nemli bir katki saglayacaktir.



59

KAYNAKLAR

1- Figura KV, Gieselmann V, Jaeken J: Metachromatic leukodystrophy. The
Metabolic and Moleculer Basis of Inherited Disease(Scriver CR, Beaudet AL, Sly
WS, Valle D) McGraw-Hill New York, eight edition 2001, Vol.3 3695-3724.

2- Stoffyn P, Stoffyn A: Structure of sulfatides. Biochim Biophys Acta 1963, 70:218-
220.

3- Kolodny EH, Fluharty AL: Metachromatic leukodystrophy and multiple sulfatase
deficiency: sulfatide lipidosis, in Sriver CR, Beaudet AL, Sly WS, Valle D, Stanbury
JD, Wyngaarden JB, Fredrickson DS (eds): The Metabolic and Molecular Bases of
Inherited Disease. McGraw-Hill New York, 7th ed 1995, 1721-1750.

4- Giesellmann V, Franken S, Klein D, Mansson JE, Sandhoff R, Liillmann Rauch R,
Hartmann D, Saravanan VPM, De Deyn PP, D’Hooge R, Van Der Linden AM,
Schaeren-Wiemers N: Metachromatic leukodystrophy: consequences of sulphatide

accumulation. Acta Pediatr Suppl 2003, 443:74-79.

5- Baum H, Dodgson KS, Spencer B: The assay of arylsulfatase A and B in human
urine. Clin Chim Acta 1950, 4:453-455.

6- Vagedes P, Saenger W, Knapp EW: Driving forces of protein association: The
dimer-octamer equilibrium in arylsulfatase A. Biophys J 2002, 83:3066-3078.

7- Saenger W, von Fifura K, Gieselmann V, Selmer T, Theis K, Lukatela G: Crystal
structure of human Arylsulfatase A: the aldehyde function and the metal ion at the

active site suggest a novel mechanism for sulfate ester hydrolysis. Biochemistry

1998, 37:3654-3664.

8- Schestag F, Yaghootfam A, Habetha M, Poeppel P, Dietz F, Klein RA, Zlotogora
J, Gieselmann V: The functional consequences of mis-sense mutations affecting an

intra-molecular salt bridge in arylsulfatase A. Biochem J 2002, 367:499-504.

9- Sommerlade HJ, Selmer T, Ingendoh A, et al. Glycosylation and phosphorylation
of arylsulfatase A. J Biol Chem 1994; 33(19): 20977-20981.



60

10- Gieselmann V, Schmidt B, von Figura K: In vitro mutagenesis of potential N-

glycosylation sites of arylsulfatase A. J Biol Chem 1992, 267:13262-13266.

11- Phelan MC, Thomas GR, Saul RA, Rogers RC, Taylor HA, Wenger DA,
McDermid HE: Cytogenetic, biochemical and molecular analyses of a 22ql3

deletion. AmJ Med Genet 1992, 43:872-876.

12- Kreysing J, von Figura K, Gieselmann V: Structure of the arylsulfatase A gene.

Eur J Biochem 1990, 191:627-631.

13- Stein C, Gieselmann V, Kreysing J, Schmidt B,Pohlmann R,Waheed A, Meyer
HE, et al.: Cloning and expression of human arylsulfatase A. J Biol Chem 1989,
264:1252-1259.

14- Gieselmann V, Polten A, Kreysing J, von Figura K: Arylsulfatase A
pseudodeficiency: Loss of polyadenylation signal and N-glycosylation site. Proc Natl
Acad Sci USA 1989, 86:9436-9440.

15- Ott R, Waye JS, Chang PL: Evolutionary origins of two tightly linked mutations
in arylsulfatase A pseudodeficiency. Hum Genet 1997, 101:135-140.

16- Nelson VP, Carey WF, Morris CP: Population frequency of the arylsulfatase A
pseudodeficiency allele. Hum Genet 1991, 87:87-88.

17- Penzien JM, Kappler J, Herschkowitz N, Schuknecht B, Leinekugel P, Propping
P, Tonnesen T, Lou H, Moser H, Zierz S, Conzelmann E, Gieselmann V: Compound
heterozygosity for Metachromatic Leukodystrophy and arylsulfatase A
pseudodeficiency alleles is not associated with progressive neurological disease. Am

J Hum Genet 1993, 52:557-564.

18- Mihaljevic-Peles A, Jakovljevic M, Milicevic Z, Kracun I: Low arylsulfatase A
activity in the development of psychiatric disorders. Neuropsychobiology 2001,
43:75-78.



61

19- Harvey JS, Carey WF, Morris CP: Importance of the glycosylation and
polyadenylation variants in metachromatic leukodystrophy pseudodeficiency

pseudodeficiency phenotype. Hum Mol Genet 1998; 7(8): 1215-1219.

20- Emre S, Topcu M, Terzioglu M, Renda Y:Arylsulfatase A pseudodeficiency
incidence in Turkey. Tur J Pediatr 2000, 42:115-117.

21- Pedron CG, Gaspar PA, GuiglianiR, Pereira MLS. Arylsulfatase A
pseudodeficiency in healty Brazilian individuals. Br J Med Biol Res 1999, 32:941-
945.

22- Chabas A, Castellvi S, Bayes M, Balcells S, Grinberg D, Vilageliu L, Marfany
G, Lissens W, Gonzales-Duarte R: Freguency of the arylsulfatase A
pseudodeficiency allele in the Spanish population. Clin Genet 1993, 44:320-323.

23- Regis S, Filocamo M, Stroppiano M, Corsolini F, Gatti R: Molecular analysis of
the arylsulfatase A gene in late infantile metachromatic leukodystrophy patients and

healthy subjects from Italy. J Med Genet 1996, 33:251-252.

24- Marcao A, Pinto E, Rocha S, Miranda MC, Ferreira L, Amaral O. ARSA-PD
associated allels in Portuguese population: frequency determination and haplotype

analysis. Mol Genet Metab 2003, 79:305-307.

25- Bognar KS, Furac I, Kubat M, Cosovic C, Demarin V. Croatian population data
for arylsulphatase A pseudodeficiency-associated mutations in healthy subjects, and
in patients with alzheimer-type dementia and down syndrome. Arch Med Res 2002,

33: 473-477.

26- Berna L, Gieselmann V, Poupetova H, Hrebicek M, Elleder M, Ledivinova J.
Novel mutations associated with Metachromatic Leukodystrophy. Am J Med Genet

2004, 129A:277-281.

27- Barth ML, Fensom A, Harris A: Prevalence of common mutations inthe
arylsulfatase A gene in metachromatic leukodystrophy patients diagnosed in Britain.

Hum Genet 1993, 91:73-77.



62

28- Eng B, Heshka T, Tarnopolsky MA, et al. Infantile Metachromatic
leukodystrophy (MLD) in a compound heterozygote for the IVS2+1 G to A mutation
and a complete deletion of the arylsulfatase A gene. Am J Med Genet A 2004;
128(A):95-97

29- Kreysing J, Bohne W, Bosenberg C, et al. High residual arylsulfatase A (ARSA)
activity in a patient with late-infantile metachromatic leukodystrophy. Am J Hum

Genet 1993; 53:339-346

30- Polten A, Fluharty AL, Fluharty CB, Kappler J, von Figura K, Gieselmann V:
Molecular basis of different forms of metachromatic leukodystrophy. N Engl J Med
1991, 324:18-22.

31- Von Biilow R, Schmidt B, Dierks T, Schwabauer N, Schilling K, Weber E, Uson
I, von Figura K: Defective oligomerization of arylsulfatase A as a cause of its
instability in lysosomes and metachromatic leukodystrophy. J Biol Chem 2002,
227(11):9455-9461.

32- Gieselmann V: Metachromatic leukodystrophy: Recent research development. J

Child Neurol 2003, 18:591-594.

33- Marcao A, Simonis H, Schestag F, Miranda MC, Gieselmann V: Biochemical
characterization of two (C300F, P425T) arylsulfatase A missense mutations. Am J

Med Genet 2003, 116A:238-242.

34- Hess B, Kafert S, Heinisch U, Wenger DA, Zlotogora J, Gieselmann V:
Characterization of two arylsulfatase A missense mutations D335V and T274M

causing late infantile metachromatic leukodystrophy. Hum Mutat 1994, 7:311-317.

35- Heinisch U, Zlotogora J, Kafert S, Gieselmann V: Multiple mutations are
responsible for the high frequency of metachromatic leukodystrophy in a small

geographic area. Am J Hum Genet 1995, 56:51-57.

36- Wang J, Zhang W, Pan H, Bao X, Wu Y, Wu X, Jiang Y: ARSA gene mutations
in five Chinese metachromatic leukodystrophy patients. Pediatr Neurol 2007,

36(6):397-401.



63

37- Ozkara HA, Topcu M. Sphingolipidoses in Turkey. Brain Dev 2004, 26(6): 363-
366.

38- Meikle PJ, Hopwood JJ, Clague AE, Carey WF. Prevalence of lysosomal storage
disorders. ] Am Med Assoc 1999, 281: 249-254.

39- Heim P, Claussen M, Hoffmann B, Conzelmann E, Gartner J, Harzer K:

Leukodystrophy incidence in Germany. Am J Med Genet 1997, 71: 475-478.

40- Lugowska A, Amaral O, Berger J, Berna L, Bosshard NU, Chabas A, Fensom A,
Gieselmann V, Gorovenko NG, Lissens W, Mansson JE, Marcao A, Michelakakis H,
Bernheimer H, Ol’khovych V, Regis S, Sinke R, Tylki-Szymanska A, Czartoryska
B: Mutations ¢.459 + 1G — A and p.P426L in the ARSA gene: Prevalence in
metachromatic leukodystrophy patients from European countries. Mol Genet Metab

2005, 86:353-359.

41- Bach G, Dagen A, Herz B, Gatt S: Diagnosis of arylsulfatase A deficiency in
intact cultured cells using a fluorescent derivative of cerebroside sulfate. Clin Genet

1987, 31:211-217.

42- Gieselmann V, Fluharty AL, Tonnesen T, von Figura K: Mutations in the
arylsulfatase A pseudodeficiency allele causing metachromatic leukodystrophy. Am

J Hum Genet 1991, 49:407-413.

43- Giselmann V: An assay for rapid detection of the arylsulfatase A
pseudodeficiency allele facilitates diagnosis abd genetic counseling for

metachromatik leukodystrophy. Hum Genet 1991, 86:251-255.

44- Ozkara HA, Cevik Arikan M, Topcu M, Emre S, Renda Y. A study on enzyme
activities of some sphingolipidoses. Tur J Pediatr 1994, 36(3):215-223.

45- Emre S, Topcu M, Aktan G, Seyrantepe V, Ozkara A, Renda Y. Cocukluk ¢ag1
Metakromatik 16kodistrofi tanis1 alan olgularda Arilsiilfataz A enzim aktivite
degerleri, klinik ve laboratuvar bulgulari. Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Dergisi 1995,
38(4):575-582.



64

46- Martino S, Consiglio A, Cavalieri C, Tiribuzi R, Costanzi E, Severini GM,
Emiliani C, Bordignon C, Orlacchio A: Expression and purification of a human,
soluble arylsulfatase A for metachromatic keukodystrophy enzyme replacement

therapy. J Biotec 2005, 117:243-251.

47- Matzner U, Herbst E, Hedayati KK, Liillmann-Rauch R, Wessig C, Schroder S,
Eistrup C, Moller C, Fogh J, Gieselmann V: Enzyme replacement improves nervous
system pathology and function in a mouse model for metachromatic leukodystrophy.

Hum Mol Genet 2005, 14:1139-1152.

48- Kawabata K, Migita M, Mochizuki H, Miyake K, Igarashi T, Fukunaga Y,
Shimada T: Ex vivo cell-mediated gene therapy for metachromatic leukodystrophy

using neurospheres. Brain Res 2006, 1094:13-23.

49- Sevin C, Aubourg P, Cartier N: Enzyme, cell and gene-based therapies for
metachromatic leukodystrophy. J Inherit Metab Dis 2007, 30:175-183.

50- Biffi A, Capotondo A, Fasano S, Del Carro U, Marchesini S, Azuma H, Malaguti
MC, Amadio S, Brambilla R, Grompe M, Bordignon C, Quattrini A, Naldini L: Gene
therapy of metachromatic leukodystrophy reverses neurological damage and

deficient in mice. J Clin Invest 2006, 116:3070-3082.

51- Klein D, Schmandt T, Muth-Kohne E, Perez-Bouza A, Segschneider M,
Gieselmann V, Briistle O: Embryonic stem cell-based reduction of central nervous

system sulfatide storage in an animal model of metachromatic leukodystrophy. Gene

Therapy 2006, 13:1686-1695.

52- Hess B, Saftig P, Hartmann D, Coenen R, Liillmann-Rauch R, Goebel HH, Evers
M, von Figura K, D’Hooge R, Nagels G, De Deyn P, Peters C, Gieselmann V:
Phenotype of arylsulfatase A-deficient mice: Relationship to human metachromatic

leukodystrophy. Proc Natl Acad Sci 1996, 93:14821-14826.

53- Gieselmann V, Matzner U, Hess B, Liillmann-Rauch R, Coenen R, Hartmann D,
D’Hooge R, DeDeyn P, Nagels G. Metachromatic Leukodystrophy. Moleculer
genetics and an animal model. J Inher Metab Dis 1998, 21:564-574.



65

54- Temizkan G, Arda N: Molekiiler biyolojide kullanilan yontemler Nobel tip
kitabevleri Istanbul, ikinci baski 2004.

55- Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr L, Randall RJ, Protein measurement with the
folin phenol reagent. J Biol Chem 1951, 193:265.

56- Suzuki K Enzymatic diagnosis of sphingolipidoses. In: Ginsburg V, editor.
Methods Enzymol, Florida: Academic Press; 1987, 138:727-763.

57- Miller SA, Dykes DD, Polesky HF. A simple salting out method for extracting
DNA from nucleated cells. Nucleic Acids Res 1988; 16:1215.

58- Maniatis T, Fritsch EF, Sambrook J Molecular cloning: a laboratory manual.

Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor NY, 1982.

59- Gort L, Coll J, Chabas A. Identification of 12 novel mutations and two new
polymorphisms in the Arylsulfatase A gene: Haplotype and genotype-phenotype
correlation studies in Spanish Metachromatic Leukodystrophy patients. Hum Mutat

1999, 14: 240-248.

60- Orita M, Suzuki Y, Sekiya T, et al. Rapid and sensitive detection of point
mutations and DNA polymophisms using the polymerase chain reaction. Genomics

1989; 5(4): 874-879

61-Bassam B, Caetano-Anolles G, Gresshoff PM Fast and sensitive silver staining of

DNA in polyacrylamide gels. Anal Biochem 1991;196:80-83.

62- Nelson DL, Cox MM: Lehninger principles of biochemistry Worth publisher
New York, third edition 2000.

63- Tsuda T, Hasegawa Y, Eto Y: Two novel mutations in a Japanese patient with
the late infantile form of metachromatic leukodystrophy. Brain Dev 1996, 18:400-
403.

64- Draghia R, Letourneur F, Drugan C, et al. Metachromatic Leukodystrophy:
Identification of the first deletion in exon I and of nine novel point mutations in the

arylsulfatase A gene. Hum Mutat 1997; 9:234-242



66

65- Anlar B, Waye JS, Eng B, et al. Atypical clinical course in juvenile
metachromatic leukodystrophy involving novel arylsulfatase A gene mutations. Dev

Med Child Neurol 2006; 48(5):383-387.

66- Regis S, Corsolini F, Stroppiano M, et al. Contribution of arylsulfatase A
mutations located on the same allele to enzyme activity reduction and

leukodystrophy severity. Hum Genet 2002; 110:351-355

67- Bertelli M, Gallo S, Buda A, et al. Novel mutations in the arylsulfatase A gene in
eight Italian families with metachromatic leukodystrophy. J Clin Neurosci 2006;
13:443-448.

68- Coulter-Mackie MB, Gagnier L. Spectrum of mutations in the arylsulfatase A
gene in a Canadian DNA collection including two novel frameshift mutations, a new
missense mutation (C488R) and an MLD mutation (R84Q) in cis with a
pseudodeficiency allele. Mol Genet Metab 2003; 79:91-98

69- Ozkara HA: Tek zincir konformasyon polimorfizmi (SSCP) analizinde yanlis
pozitiflik. Tiirk Biyokimya Dergisi 2002, 27:106-111.

70- Fan E, Levin DB, Glickman BW, Logan DM: Limitations in the use of SSCP
analysis. Mutat Res 1993, 288:85-92.

71- Sheffield VC, Beck JS, Kwitek AE, SandstromDW, Stone EM: The sensitivity of
single stranded conformational polymorphism analysis for the detection of single

base substitutions. Genomics 1993, 16:325-332.

72- Humphries SE, Gudnason V, Whittall R, Ian NM: Single stranded
conformational polymorphism analysis with high throughput modifications and its
use in mutation detection in familial hypercholesterolemia. Clin Chem 1997,43:427-

435.

73- Ozkara HA, Navon R. At least six different Hex A mutations cause Tay-Sachs
disease among the Turkish population. Mol Genet Metab 1998, 65(3):250-253.

74- Ozkara HA, Sandhoff K. A new point mutation (G412 to A) at the last nucleotide

of exon 3 of hexosaminidase alpha-subunit gene affects splicing. Brain Dev 2003;



25(3):203-206

67



EK 1. ASA Geninin “Primer” Dizileri

EKSONLAR VE PRIMER DiZILERI

EKSON 1:
F- CTGCTGGAGCCAAGTAGCCC
R- TGCAATCCATTGGGAGGAAA

EKSON 2:
F- GACTCTGTGACTTGTCCCGC
R- GCTGAGGGCCCGGGTGGTTC

EKSON 3:
F- ACCTGCCAGCCCAGCCCTCA
R- TTGGGCCAAGATCACTTAC

EKSON 4:
F- CTAACTCCAGTCTTTGCCCC
R- GCCGGAGCACCCAGCTG

EKSON 5:
F- GCTCATGAGCGCCTCCTGTG
R- GGGTTCCAAGGAGAGGGCCTGCGGACTGA

EKSON 6:
F- CTTGATGGCGAACTGAGTGAC
R- AAGGATCTGGGATCAGGGGT

EKSON 7:
F- CACGTCCAGGGCCTCCCACC
R- GGGGTCAGCAGGTTCGGGGG

68

Biiyiikliigii (b¢)

339

287

217

224

180

202

237



EKSON 8A:
F-TTGCCCTGTGCACAGAATTG
R- CTGTTTCAGGGCTTGCAGCAC

EKSON 8B:
F- GAAACAGCTCTAGCTGTCCA
R- GCCATCACATGCCCAGGCCA

ASA-PD Poliadenilasyon bélge dizisi:
F- TTGATGGCGAACTGAGTGAC
R- CAGTGCAGGAGGCACTGAGG

ASA-PD N-glikozilasyon bolge dizisi:
F- GGTTTGTGCCTGATAACTTA
R- TTCCTCATTCGTACCACAGG
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203

189

114

275



EK 2. Molekiil agirlig: belirtegleri jel resimleri

“Low molecular weight” DNA belirteci

bc ng
766 42

EQ0 27

350 20
300 33
250 27

200 110

150 33

100 432

FE-]

S0 63

5 4

0,5 ung DNA

belirtecinin
%1,8’1ik TBE
agaroz jelde
yurimiis ve
etidyuam  bromur
ile boyanmisg
goriintiisii.
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®X174 DNA/BsuRI(Haelll)belirteci

0,5 pg DNA

belirtecinin
%1,4’1ik TBE
agaroz jelde
yurimius ve
etidyum  bromur
ile boyanmis
gorlintusi.




EK 3. Genetik Sifre Tablosu
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T

TTT Phe [F]
TTC Phe [F]
TTA Leu [L]
TTG Leu [L]

CTT Leu [L]
CTC Leu [L]
CTA Leu [L]
CTG Leu [L]

ATT Ile [I]
ATC Ile [I]
ATA Tle [I]
ATG Met [M]

GTT Val [V]
GTC Val [V]
GTA Val [V]
GTG Val [V]

C

TCT Ser [S]
TCC Ser [S]
TCA Ser [S]
TCG Ser [S]

CCT Pro [P]
CCC Pro [P]
CCA Pro [P]
CCG Pro [P]

ACT Thr [T]
ACC Thr [T]
ACA Thr [T]
ACG Thr [T]

GCT Ala [A]
GCC Ala [A]
GCA Ala [A]
GCG Ala [A]

A

TAT Tyr [Y]
TAC Tyr [Y]

TAA Ter [end]
TAG Ter [end]

CAT His [H]
CAC His [H]
CAA GIn [Q]
CAG GIn [Q]

AAT Asn [N]
AAC Asn [N]
AAA Lys [K]
AAG Lys [K]

GAT Asp [D]
GAC Asp [D]
GAA Glu [E]
GAG Glu [E]

G

TGT Cys [C]
TGC Cys [C]

TGA Ter [end]
TGG Trp [W]

CGT Arg [R]
CGC Arg [R]
CGA Arg [R]
CGG Arg [R]

AGT Ser [S]
AGC Ser [S]
AGA Arg [R]
AGG Arg [R]

GGT Gly [G]
GGC Gly [G]
GGA Gly [G]
GGG Gly [G]

QrFO=| Qo= Q= QP a=
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