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Dalinda DNA dizi analizlerini gergeklestiren Biy. Deniz Ceylan’a, anti-MOG analizini
gergeklestiren Gizem Tiirkozii’ne ve anti-MOG analizini degerlendiren Ayten Oz’e,
Western blot analizlerinde kullandigimiz Arilsiilfataz A ve Sapozin B antikorlarini
saglayan Bonn Universitesi’nden Prof. Dr. Konrad Sandhoff ve Prof. Dr. Volkmar
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OZET

Pekgiil, F., Metakromatik 16kodistrofi hastahginin alt tiplerinin tammlanmasi,
patojenik mutasyonlarin belirlenmesi, patogenezde inflamasyonun incelenmesi,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Uzmanhk Tezi, Ankara,
2018. Metakromatik 16kodistrofi (MLD), ¢esitli dokularda stilfatid birikimiyle
karakterize bir lizozomal depo hastaligidir. Otozomal resesif kalitilir. MLD hastaligi
klinik baslangi¢ yasina gore ii¢ tipe ayrilir. Bunlar geg¢ infantil, jiivenil ve eriskin
tipleridir. Lizozomal bir enzim olan arilsiilfataz A (ASA) veya bu enzimin aktivator
proteini olan sapozin B (Sap-B) proteininin eksikliginde MLD meydana gelir.
Siilfatidlerin  parcalanmasinda goérevli olan ASA’nin fonksiyonunu yerine
getirememesi sonucu yikilamayan siilfatidler, pek ¢ok dokuda ve 6zellikle de sinir
sistemi hiicrelerinde birikerek harabiyete yol agar. Laboratuvarlarda MLD tanisi,
arilsiilfataz A (ASA) enzim tayini yapilarak konulmaya calisiimaktadir. Bu testin
yapilmast MLD tanis1 igin gerekli iken, kesin tani konulabilmesi i¢in tek basina
yetersiz kalmaktadir. Bu ¢alismada, iilkemizde MLD hastaliginin tanisi ig¢in gerekli
tiim analizleri kurmak ve hastaligin molekiiler mekanizmasini ortaya ¢ikarmak igin
spektrofotometrik ve florometrik yontemlerle lizozomal enzim taramasi, Western blot
ile enzim proteini ve aktivator protein tayini, ince tabaka kromatografisi ile siilfatid
analizi ve PCR-kesim enzimi analizi ile yalanci eksiklik mutasyonu tayini yapildi.
DNA dizi analizi ile ARSA geninde yalanci eksiklik mutasyonu, hastaliga neden olan
mutasyonlar ve polimorfizmler belirlendi. Ayrica MLD hastaliginda fenotip
farkliliginda inflamasyonun roliinii incelemek amaciyla anti-siilfatid ile miyelin
oligodendrosit glikoproteinine (MOG) karsi gelisen anti-MOG analizleri yapildi.
Sonu¢ olarak, bu caligmada MLD diisliniilen bireyler, MLD’nin tiim tiplerini
tanimlamak i¢in gerekli analizlerle degerlendirilmis, hastaliga neden olan mutasyonlar
ve mutasyonun protein lizerine etkisi saptanmis, antikor olusumlari tizerinden Klinik

siddette inflamasyonun rolii degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: Siilfatid, arilsiilfataz A, sapozin B, anti-siilfatid, anti-MOG,
DEAE-seliiloz kromatografi, ince tabaka kromatografisi, mutasyon, 16kodistrofi
Bu calisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon

Birimince desteklenmistir. Proje no: TSA-2017-12891



ABSTRACT

Pekgul, F., Identification of subtypes of metachromatic leukodystrophy,
determination of pathogenic mutations, investigation of inflammation in
pathogenesis, Hacettepe University Faculty of Medicine, Thesis in Medical
Biochemistry, Ankara, 2018. Metachromatic leukodystrophy (MLD) is a lysosomal
storage disease characterized by sulfatide accumulation in various tissues. It is
inherited autosomal recessively. MLD is divided into three types according to the age
of clinical onset of the patients. These are late infantile, juvenile and adult types. MLD
occurs in the deficiency of a lysosomal enzyme, arylsulfatase A (ASA) or the saposin
B (Sap-B) protein, the activator protein of this enzyme. Sulfatides that cannot be
hydrolysed due to the failure of the ASA, which is responsible for the breakdown of
sulfatides, accumulate in many tissues, especially in the nervous system cells and cause
neural damage. In the laboratories, the diagnosis of MLD is made by the arylsulfatase
A (ASA) enzyme assay. Although this test is necessary for the diagnosis of MLD, it is
insufficient to make an accurate diagnosis. In this study, we aimed to establish all the
necessary analyzes for the diagnosis of MLD in our country and to reveal the molecular
mechanism of the disease. For this purpose, 12 lysosomal enzyme analysis by
spectrophotometric and fluorometric methods, enzyme protein and activator protein
determination by Western blot analysis, sulfatide analysis by thin layer
chromatography, and pseudo-deficiency mutation by PCR-restriction enzyme analysis
were performed. In addition, anti-sulfatide and anti-MOG analyzes were performed to
investigate the role of inflammation in the phenotypic variation in MLD. In conclusion,
patients presenting with the suspicion of MLD were evaluated with the necessary
analyzes to identify all MLD types. The mutations caused by the disease and the effect
of the mutations on the protein were detected. The role of the inflammation in the

severity of the clinical symptoms has been evaluated through antibody formations.

Key words: Sulfatide, arylsulfatase A, saposin B, anti-sulfatide, anti-MOG, DEAE-

cellulose chromatography, thin layer chromatography, mutation, leukodystrophy
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1. GIRIS VE AMAC

Metakromatik l6kodistrofi (MLD), cesitli dokularda siilfatid birikimiyle
karakterize bir lizozomal depo hastaligidir. Otozomal resesif kalitilir. Bu nedenle
akraba evliliklerinden diinyaya gelen ¢ocuklarda goriilme siklig1 daha yiiksektir. Bu
hastaligin iilkemizde goriilme siklig1 69892 dogumda 1°dir [1].

MLD, hastaligin klinik baslangi¢ yasina gore ii¢ tipe ayrilir. Bunlar geg infantil,
juvenil ve erigkin tipleridir. Geg infantil tip, klinik olarak en siddetli seyreden tiptir ve
genellikle erken yaglarda 6liimle sonuglanir.

Bu hastalarda goriilen genel klinik belirtiler mental gelisim geriligi, ataksi,
ilerleyici spastik tetraparezi, optik atrofi ve demanstir [2]. Bu bulgularin pek ¢ok
hastaligin ortak bulgular1 olmasi nedeniyle bu hastaligin ayirici tanisinin yapilmasinda
klinik muayene bulgular tek basina yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle MLD tanis1 ve
ayirict tanist igin ¢esitli laboratuvar ve goriintiileme testlerinden yararlanilmaktadir.

Laboratuvarlarda MLD tanisi, arilsiilfataz A (ASA) enzim tayini yapilarak
konulmaya calisilmaktadir. Bu testin yapilmast MLD tanis1 i¢in gerekli iken, kesin tant
konulabilmesi i¢in tek basina yetersiz kalmaktadir. Ciinkii bu hastaligin ortaya
cikmasinin tek nedeni ASA enziminin eksikligi degildir. ASA enzim diizeyi normal
olsa da bu enzimin aktivatdr proteini olan sapozin B (Sap-B) eksikliginde de MLD
goriilmektedir. Bu nedenle enzim diizeyinin normal olmasi, MLD hastaliginin
olmadigimi gostermez. Klinik olarak MLD hastaligindan siiphelenilen fakat ASA
enzim diizeyi normal bulunan bireylerde sapozin B proteininin tayini gerekmektedir.

Arilsiilfataz enzim ailesinden arilsiilfataz B nin varligi da ASA enzim aktivitesi
Ol¢iimiinde yanlis pozitif sonuglara neden olabilmektedir. Bu nedenle bu iki
izoenzimin ayristirilarak tayin edilmesi gerekmektedir.

ASA enzim diizeyi disiikliigli sadece MLD hastalarinda goriilmez. Coklu
stilfataz eksikligi (MSD) hastalarinda ASA enzimi eksiktir; beraberinde diger
lizozomal siilfatazlarin eksikligi de bulunabilir. Bu nedenle MSD ile MLD’yi
ayirdedebilmek i¢in ASA enziminin yani sira diger siilfatazlarin tayini de yapilmalidir.

Yalanci eksiklik mutasyonlarindan birine sahip bireylerde de ASA diizeyi

diisiik bulunabilir. Fakat bu bireylerde MLD hastaligi goriilmez. [3]. Bu bireylerde



sadece ASA enzim diizeyine bakilmasi hatali pozitif sonuclar ortaya ¢ikaracaktir. Bu
durumda genetik testlerle yalanci eksiklik mutasyonu analizine ihtiya¢ duyulmaktadir.

MLD, otozomal resesif gecisli bir hastalik oldugu i¢in soy agaci c¢alismasi
yapilmas1 kalitimin kanitlanmasi ve ailedeki diger hasta bireylerin tanimlanmasi igin
gerekmektedir. Bu analiz aym1 zamanda presemptomatik donemdeki hastalar
tanimlamak i¢in de Onemlidir. MLD hastalarinda mutasyon analizi yapilmasi
ilkemizdeki MLD hastalarinin  ARSA  genindeki molekiiler lezyonlarinin
belirlenmesini saglamaktadir. Bu sonug, gelecekte potansiyel tedavi yontemlerinin
gelistirilmesi i¢in kullanilabilir.

Lizozomal depo hastaliklarimin klinik muayene bulgularinin  benzerlik
gostermesi, bu hastaliklarin ayirici tanisinin yapilabilmesi i¢in lizozomal enzim
taramasi yapilmasini da gerekli kilmaktadir.

MLD tanisinda 6nemli olan bir diger analiz de idrarda biriken substrat
siilfatidin ince tabaka kromatografisi ile analizidir. Idrarda siilfatid varliginin tespit
edilmesi, ASA enzim aktivitesinin normal saptandigi durumlarda sapozin B eksikligi
ayirici tanisini yapmak icin degerlidir.

MLD hastaliginin laboratuvar tanisindaki bu ihtiyaglar nedeniyle bu ¢alismada,
tilkemizde MLD’nin tanis1 i¢in gerekli tiim analizleri kurmak ve hastaligin molekiiler
mekanizmasini ortaya c¢ikarmak amaglandi. Bu amagla spektrofotometrik ve
florometrik yontemlerle lizozomal enzim taramasi, Western blot ile enzim proteini ve
aktivator protein tayini, ince tabaka kromatografisi ile siilfatid analizi, PCR-kesim
enzimi analizi ile yalanci eksiklik mutasyonu tayini ve DNA dizi analizi ile ARSA
geninde yalanct eksiklik mutasyonu, hastalifa neden olan mutasyonlar ve
polimorfizmler tespit edildi. Ayrica MLD hastaliginda fenotip farkliliginda
inflamasyonun roliinii incelemek amaciyla anti-siilfatid ile miyelin yapisindaki en
antijenik protein olan miyelin oligodendrosit glikoproteinine (MOG) kars1 gelisen
anti-MOG analizleri yapildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Siilfatidler

MLD hastaliginda biriken siilfatidler, ilk olarak “siilfiir igeren lipidler” olarak
tamimlanan glikosfingolipit grubu molekiillerdir [4]. Silfatidler izole edildiginde
serebronik asit, sfingozin, galaktoz ve siilfat igerdikleri gosterilmistir. Siilfatid, bir
sfingozin bazi ve bir yag asitinin amid bagiyla baglanarak olusturdugu seramid
molekiiliine, glikozidik bagla glukoz ve galaktozun baglanmasi ve galaktoza da ester
bagiyla siilfatin baglanmasindan olusmus bir siilfath glikosfingolipittir. Sfingozin
iceren silfatli glikolipitlerin en yaygini olan silfatidler, “3-0-siilfogalaktozil
seramidler” veya “SM4” seklinde de isimlendirilmektedir [5].

Sfingozin

Yag asidi

Galaktoz Glukoz

Siilfat

Sekil 2. 1. Siilfatid yapisinin basit sematik gosterimi

Siilfatidler serebrozidlerin siilfat esterleridir. Siilfatidlerin yapisinda genellikle
18 karbonlu sfingozin bulunur. Siilfatidlerin yag asiti igerigi dokular arasinda
degiskenlik gosterir. Eriskin bir bireyin beynindeki siilfatidlerin yapisinda yiiksek
oranda, a-hidroksi gruba sahip uzun zincirli yag asitleri bulunur. Fetal beyinde ise orta
zincirli yag asitleri daha baskindir. Bobrek siilfatidleri, beyin siilfatidlerine kiyasla 10
kat daha fazla behenik asit (22:0) igerir. Bobrek siilfatidlerinde lignoserik asit (24:0)
daha yiiksek oranda bulunurken, beyin siilfatidlerinde nervonik asit (24:1) daha yiiksek

oranda bulunur [6].



Siilfatidler en ¢ok santral ve periferik sinir sistemlerinde; oligodendrositlerde,
Schwann hiicrelerinde, astrositlerde, néronlarda ve Ozellikle miyelinin yapisinda
bulunur. Miyelin lipitlerinin %4-6’sin1 olusturur. Onciil lipidi olan galaktozilseramidle
birlikte ise miyelin lipitlerinin yaklasik {igte birini olusturur. Miyelin kilifin dis
yiizeyinin tgte ikisine kadar olan kismini da olusturur [7]. Beynin bazi kisimlarinda
miyelin olusumu altinc1 dekata kadar tamamlanmadigi i¢in siilfatid birikimi bu yaslara
kadar devam eder [6]. Siilfatidler sinir sisteminden sonra en ¢ok bobreklerde bulunur.
Ayrica dalakta, karacigerde, salgi epitelinde, viicut sivilarinda ve diger pek cok dokuda
da bulunur [8].

Siilfatid sentezi endoplazmik retikulum liimeninde baslar. UDP-galaktoz:
seramid galaktozil transferaz (CGT) enzimi ile UDP-galaktozdan alinan galaktoz,
seramide eklenir ve galaktozilseramid olusur. Galaktozilseramid, Golgi aygitina
taginir. 3’-fosfoadenililsiilfat: galaktozil seramid 3’-siilfotransferaz (CST) enzimi ile
3’-fosfoadenozin-5’-fosfosiilfattan (PAPS) galaktozil seramide siilfat transfer edilerek

stilfatid sentezi tamamlanir [9].

CGT (E.R. de) CST (Golgide)
Seramid » Galaktozilseramid » Sulfatid

Sekil 2. 2. Siilfatid sentezi. CGT: UDP-galaktoz: seramid galaktozil
transferaz, CST: 3’-fosfoadenililsiilfat: galaktozil seramid 3’-siilfotransferaz

Siilfatidler, heparin, kondroidin siilfat ve gangliozidler gibi renk degisimini
indiikleyebilen kromotrop molekiillerdir. Toluidin mavisi, krezil viole, metilen mavisi
ve tionin gibi boyalar, kromotrop molekiillerin varliginda uzun dalga boylu bir 15181
gecirirken kirmizi-pembe goriiniir. Bu olaya metakromazi denir [6].

Siilfatidlerin ¢ok ¢esitli fonksiyonlari bulunmaktadir. Miyelin kilifin yiizeyinde
bulunarak yalitimi saglamasinin yani sira beyin gelisiminde de rol alir [10]. Siilfatidler
miyelin yapiminin baslamasin1 uyarir. Siilfatidler ayrica oligodendrositlerin
farklilasmasinda negatif bir diizenleyicidir [7].

Anyonik yiike sahip olan siilfatidler, diger membran lipidleri ile hidrofilik ve

hidrofobik etkilesimlere girerek membranin elektriksel yiikk dengesine katkida



bulunurlar [5]. Siilfatidlerin Na/K-ATPaz’in kofaktorii olarak, sodyum taginiminda rol
aldiklar da diistiniilmektedir [11, 12].

Siilfatidlerin pek ¢ok ndrotransmitterin reseptorlerine baglanmasinda roli
bulunmaktadir. Ayrica bazi nérotransmitterlerin ¢oziintirliiklerini de artirir. Stlfatidler
pek cok hiicresel adezyon molekiillerine yiiksek afinite ve 6zgiilliikle baglanir. Bu
molekiillerin baglanma bdolgeleri, ortak amino asit dizisine sahiptir. Siilfatidler, hem
koagiilan hem de antikoagiilan mekanizmalarda rol alir [5]. Birgok
mikroorganizmanin siilfatide 6zgiil baglanma bolgeleri bulunur. [13]. Siilfatidler testis
ve spermin major glikolipididir ve spermatogenezde rol alir [14, 15].

Arilsiilfataz A (ASA) enzimi, lizozomlarda inorganik siilfat kismini kopararak
stilfatidlerin yikimin1 gergeklestirir. Bu reaksiyonun gerceklesmesi, ortamda ASA
enziminin aktivatdr proteini olan sapozin B (sap-B) proteininin bulunmasina baglidir.
Bu protein ASA enziminin, membranla biitiinlesmis substratlarin siilfat gruplarina
erigsimini kolaylastirir [5]. Endozomlarda ise B-galaktozidaz enzimi ile siilfatidlerin

stilfat atilim1 olmaksizin direkt olarak seramidlere hidrolizi gerceklesir [16].

ASA + Sapozin B
Siilfatid » Galaktozilseramid + Inorganik Siilfat

Sekil 2. 3. Siilfatid yikim1. ASA: Arilsiilfataz A

2.2. Arilsiilfatazlar

Arilstilfatazlar; mukopolisakkaritler, serebrozidler ve steroidler gibi ¢esitli
aromatik yapilarin siilfat ester baglarin1 hidrolizleyen enzim gruplaridir [17, 18].
Arilstilfatazlarin 6nemli bir kalintisi, sisteinin post-translasyonel oksidasyonu sonucu
olusan Cg-formilglisindir. Bu modifikasyon gerceklesmediginde enzim inaktif olur
[19].

Siilfataz enzim ailesinin protein yapist incelendiginde, polipeptid zincirinin
amino-terminal yar1 kisminda bulunan aktif bolge kalintilarinin korunmus bolgede
oldugu tespit edilmistir. Bu durum, siilfatazlarin katalitik mekanizmalarinin ortak
oldugunu gosterir.

Protein ve genleri tanimlanmis dokuz adet siilfataz enzimi bulunmaktadir.

Bunlarin altis1 arilsiilfataz izoenzimleridir. Bunlar Arilsiilfataz A, B, C, D, E ve F’dir.



Arilsiilfataz A ve B lizozomal enzimlerdir. Arilsiilfataz C, steroid siilfataz veya
ostron/dehidroepiandrosteron siilfataz (ES) olarak da adlandirilan mikrozomal bir
enzimdir. Arilsiilfataz C plasenta, meme dokusu, fallop tiipleri ve cilt fibroblastlari
gibi dokularda sentezlenir. Arilsiilfataz D, E ve F’nin endoplazmik retikulum ve
Golgi’de bulunduklar1 disiinilmektedir. Arilsiilfataz A ve B izoenzimleri suda
¢ozlinebilirken arilsiilfataz C izoenzimi hidrofobik yapida olup sadece deterjanla
¢oziinebilir ve endoplazmik retikulum membranina bagli halde bulunur. Arilsiilfataz
A ve B izoenzimleri asidik pH’da optimum aktivite gosterirken arilsiilfataz C nétral
pH’da optimum aktivite gostermektedir [20].

Arilstilfataz A stlfatidlerin yikiminda gorev alir. Arilsiilfataz B’nin bazi
kompleks mukopolisakkarit siilfatlar1 parcaladigr diistiniilmektedir. Maroteaux-Lamy
(mukopolisakkaridoz tip 6) hastalarinda arilsiilfataz B aktivitesi diisiik bulunmaktadir
[21]. Arilsiilfataz C 6stron, dehidroepiandrosteron ve kolesteroliin 3-hidroksisteroid
stilfat esterlerini substrat olarak kullanir. Bu izoenzimin inaktivasyonu X’e bagh

iktiyoz hastaligiyla iligkilidir [20].

2.2.1. Arilsiilfataz A (ASA) Enzimi

ASA bir lizozomal hidrolazdir. ASA enzimi, siilfat igeren ¢esitli substratlarin
yikimimi gergeklestirir. Bu enzimin en 6nemli fizyolojik substrati ise siilfatidlerdir.
ASA, bu substratlarin siilfat kisimlarini1 kopararak fonksiyon gosterir. Bu enzimin
stilfataz aktivitesinin yani sira fosfodiesteraz aktivitesi de bulunmaktadir. Boylece
diisiik etkinlikte de olsa, cAMP ve cGMP nin yikimini da katalizler. ASA, disiik bir
izoelektrik noktaya sahiptir.

ASA sentezi graniillii endoplazmik retikulumda baglar. ASA mRNA’sindan,
enzimin 507 amino asitlik onciiliiniin translasyonu gerceklesir. Sonrasinda ASA,
endoplazmik retikulumda formilglisin kalintis1 eklenmesi, sinyal peptidinin ayrilmasi
ve N-oligosakkarit yan zincirlerinin  eklenmesi  gibi  posttranslasyonel
modifikasyonlara ugrar. Tiyol grubunun bir aldehite oksidasyonu sonucu olusturulan
formilglisin kalintis1, tiim 6karyotik siilfatazlarda sisteine baglanir. ASA enziminde de
sistein 69’a baglanir. Bu modifikasyon, bu enzim grubunun siilfataz aktivitesine sahip
olabilmesi i¢in gereklidir. Bu modifikasyonun ger¢eklesmemesi, inaktif siilfatazlarin

sentezine ve bunun sonucu olarak da ¢oklu siilfataz eksikligi hastaligina neden olur.



Endoplazmik retikulum liimeninde sinyal peptidi ayrilir ve enzimin ii¢ adet bulunan
N-glikozilasyon bolgelerine N-oligosakkarid yan zincirleri eklenir. Katlanma
tamamlandiktan sonra ASA, Golgi‘de lizozomal enzim fosfotransferaz tarafindan
mannoz rezidiisiinden fosforillenir ve mannoz 6-fosfat reseptorlerine baglanarak
lizozoma gonderilmek iizere ayrilir, vezikiiler transportla 6nce ge¢ endozoma, daha
sonra da lizozoma gonderilir. Lizin amino asitleri, siilfatazlarin fosfotransferaz
tarafindan taninmalar1 i¢in 6nem tasir.

Mannoz-6-fosfat kalintilari, genelde birinci ve Ttglincii N-glikozilasyon
bolgelerinde bulunmaktadir. Enzimin lizozoma tasinimi, mannoz-6-fosfat reseptor
yolagi tarafindan prelizozomal asidik kompartmanla saglanir.

Diger lizozomal enzimlerin aksine ASA, lizozoma tasinim esnasinda ve
lizozoma ulastiktan sonra cogunlukla proteolitik pargalanmaya ugramaz. ASA
enziminin biiylik ¢ogunlugu islenmemis halde bulunan 62 kDa’luk bir polipeptid
yapisindadir. Az miktarda ise 57 kDa’luk bir polipeptid olarak bulunur. Cok az bir
kism1 da C-terminal kismina yakin bir yerden internal proteolitik pargalanma
sonucunda, birbirine 6ncesinden disiilfit kopriileri ile bagli halde bulunan 51 ve 7
kDa’luk iki parcaya ayrilir [5].

Enzimin ikincil yapist o/f sarmal tabaka karisimi seklindedir. Enzim, aktif
bolgesinde formilglisin 69 kalintisi ile birlikte Mg*? iyonu tasir. Asidik ortamda (pH:
~5) optimal aktivite gosterir ve homo-oktamer (02)4 yapiya doniisiir. Alkali ve nétral
pH’da homo-dimer (a2) yapidadir [18]. ASA monomeri, alkalen fosfatazin yapisal
analogudur. ASA’dan farkli olarak alkalen fosfatazin aktif bolgesinde iki ¢inko iyonu
bulunur ve formilglisin bulunmaz [22].

ASA, pek ¢ok dokuda bulunan, yapisi korunmus bir enzimdir. ARSA geni 22.
kromozomun 13 bandinin uzun kolunda bulunmaktadir ve 8 eksonludur. 103-320
niikleotid uzunlugundadir. Genomik dizisi 3,2 kb’dir. Promotor bdlgesinde TATA ve
CAAT kutular1 bulunmazken, -10, -40, -50 ve -60 baz pozisyonlarinda GC kutular1
bulunur. Bu pozisyonlar, Spl transkripsiyon faktorii i¢in tipik pozisyonlardir.
Baslangi¢ kodonunun ilerisindeki 367 ve 387 baz ¢ifti arasinda 4 adet transkripsiyon
baslangi¢ bolgesi bulunmaktadir. ARSA geninde TGA sonlanma kodonundan sonra
95-100. niikleotidler arasinda bir poliadenilasyon sinyali bulunur. Primer transkript,

“splicing” ve poliadenilasyon sonrasinda ¢ogunlukla 2,1 kb’lik bir mRNA olusturur.



Az da olsa 3,7 ve 4,8 kb’lik mRNA’lar da olustururlar. 2,1 kb’lik mRNA’lar, ASA

polipeptidlerinin sentezinin esas sorumlusudur [5].

ASA Yalanci Eksikligi

Avrupa toplumunun yaklasik %1-2’sinde belirgin ASA aktivitesi diisiikligi
gozlenirken, bu bireylerde siilfatidin birikimi veya idrarla atilimi1 bulgularia
rastlanmamustir. Klinik olarak normal olan bu bireyler, preklinik evre MLD vakalarina
da benzememektedirler. Bu sekilde, klinik sonuglart bulunmayan ASA eksikligi
durumlan “yalanci eksiklik” olarak tanimlanmaktadir. Yalanci eksiklik mutasyonu,
enzim aktivitesinden ziyade enzim proteinin kaybiyla iliskilidir. Eksik olan enzimin
aktivitesi normaldir [5].

ASA yalanci eksikligi, genellikle yalanci eksiklik allellerinin homozigot olarak
bulundugu bireylerde goriiliir. Daha nadir olarak da (1.500 bireyde 1) yalanci eksiklik
alleli ile bir MLD allelinin “birlesik heterozigot” olarak bulundugu bireylerde
goriilmektedir. “Birlesik heterozigot” bireylerde idrarla siilfatid atilimina
rastlanabilmektedir. Avrupa toplumunun yaklasik %10-20’sinde yalanci eksiklik alleli
bulunmaktadir [5]. Ulkemizde de bu oran %11,5’tir [23].

Yalanci eksiklik mutasyonu bulunan bireylerin ARSA geni 2-4 kDa daha
kisadir. Bu fark, genellikle C-terminalindeki N-glikozilasyon bdlgesinde, serin ile
asparajinin  (350) yer degistirmesine neden olan bir nokta mutasyonundan
kaynaklanmaktadir. Bu mutasyon en sik goriilen yalanci eksiklik mutasyonudur ve
ASA enzimi lizerinde {i¢ adet olmasi gereken N-bagl oligosakkarid yan zincirlerinden
birinin kaybina neden olur. Bu kaybin, enzimin yar1 6mriiniin kisalmasina yol actigi
diistinilmektedir [5].

Daha nadir goriilen diger yalanci eksiklik mutasyonunda ise sonlanma
kodonunun 95 baz cifti gerisinde bulunan poliadenilasyon bdlgesinde adenin-guanin
degisikligi meydana gelir. Bunun sonucunda poliadenilasyon sinyalinde kayip ve 2,1
kb’lik mRNA’larin sayisinda azalma olusur [5].

N-glikozilasyon bolgesindeki mutasyon, enzim miktarinda yaklasik %50,

poliadenilasyon bolgesindeki mutasyon ise %90’dan fazla kayba yol agmaktadir [5].



2.3. Prosapozin ve Sapozinler

Siilfatidlerin lizozomda hidrolizi reaksiyonunda ASA enzimi, sapozin B
proteini ile birlikte ¢aligir. Sapozin B, bir sfingolipit aktivator proteinidir ve prosapozin
proteininden elde edilir. Sapozinlerin prekiirsorii olan prosapozin, 70 kDa’luk bir
glikoproteindir.  Sapozinler gibi prosapozinler de ¢esitli  sfingolipidlerin
metabolizmasinda gorev alan lizozomal hidrolazlar aktive eder. Prosapozinler ayrica
bir integral membran proteinidir. Bazi biyolojik sivilarda da bulunurlar. Prosapozinler,
lizozomlarda proteolizise ugrayarak sapozin A, B, C ve D’yi olustururlar. Sapozinler
yapica birbirlerine c¢ok benzemektedirler. Yapilarinda altisar adet sistein
bulundururlar. Bir adet glikozilasyon bélgeleri bulunur. Korunmus prolinleri ayn
bolgede yer alir. Isiya dayanikli glikoproteinlerdir. Sapozinlerin  yapisal
benzerliklerinin aksine 6zgiilliikkleri ve sfingolipid hidrolazlar1 aktive etme bigimleri
birbirlerinden farklidir [24].

Prosapozin geni, 10. kromozomun uzun kolunda (q21-22) bulunmaktadir. Bu

gen 17 kb’lik genomik diziye ve 14 eksona sahiptir [24].

2.3.1. Sapozin B (Sap-B) Proteini

Sapozin B proteini ¢ok farkli isimlerle anilmaktadir. Sfingolipid aktivator
protein-1, siilfatid aktivator protein, GM1-gangliozid aktivator, dispersin ve 6zgiil
olmayan aktivator bu isimlerden bazilaridir. Sapozin B proteini; arilstilfataz A, o-
galaktozidaz A ve B-galaktozidaz enzimlerinin aktive edilmesinde gorev alir. Ayrica
glikolipitlerin diginda gliserolipitlerin metabolizmasinda da gorev alir. Sap-B,
enzimlerin aktivasyonu ig¢in substratlarla etkilesime girerek, enzimlerle etkilesime
giren sapozin ailesinin diger liyelerinden farklilik gosterir [24].

Sap-B, 80 amino asitli bir polipeptid zincirinden ve asparajine (21) N-bagl bir
karbonhidrat zincirinden olusmaktadir [25]. Kristal yapisi, genis bir hidrofobik
kaviteyi ¢evreleyen tek katmanli a-sarmallarini igeren deniz kabugu bigimindeki bir
dimer seklindedir [26]. Homodimerik yapidadir ve agik ve kapali konformasyonlarda
bulunabilmektedir [27].

Glikosfingolipitlerin hem seramid kisminin agil kalintis1 hem de karbonhidrat

zinciri, capa gorevi gorerek lipitin Sap-B tarafindan taninmasinda rol oynar. Sap-B’nin
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acik konformasyonu direk membrana baglanir ve lipid molekiiliiniin alkil zincirlerini
yeniden diizenleyerek genis hidrofobik kavitesinde lipid molekiiliinii agiga ¢ikarir ve
suda ¢oziiniir bir kompleks olusturur. Daha sonra kapali konformasyona donerek
membrandan ayrilir ve lipid molekiiliinii ASA enzimine substrat olarak sunar. ASA,

aktivator bagli substrat molekiiliinden terminal kismi1 koparir [27, 28].

2.4. Metakromatik Lokodistrofi

Lizozomal bir enzim olan arilsiilfataz A (ASA) veya bu enzimin aktivator
proteini olan Sap-B proteininin eksikliginde MLD meydana gelir. Siilfatidlerin
parcalanmasinda gorevli olan ASA’nin fonksiyonunu yerine getirememesi sonucu
yikilamayan siilfatidler, pek ¢ok dokuda ve ozellikle de sinir sistemi hiicrelerinde

birikerek harabiyete yol agar.

2.4.1. Metakromatik Lokodistrofi Hastaligimin Tipleri

MLD, hastaligin baslangi¢ yasina ve klinik bulgularinin derecesine gore 3
farkl1 klinik tipe ayrilir. En sik goriilen tipi olan geg infantil tip, hasta bireylerin yiizde
60’101 olustururken, jiivenil tip ylizde 30, erigkin tipi ise yiizde 10 oraninda goriiliir [2].

Geg infantil tipte, klinik bulgular 1,5-2 yaslarinda baglar ve ilk olarak
kazanilmig motor kabiliyetlerin kayb1 goriilir [29]. Hipotoni ve ataksi de hastalarin
cogunda goriilen klinik bulgulardir. Hastaligin ilerlemesiyle ¢evreye karsi tamamen
ilgisizlik goriiliir. MLD’nin bu tipi en 6limciil tiptir ve 6liim genellikle 1-7 yaslarinda
meydana gelir [30].

Jiivenil tipte, klinik bulgularin baslangi¢c yasi 4 ila 12 arasindadir. Kii¢iik
yaslarda motor fonksiyon bozukluklari, ilerleyen yillarda ise yiiriime ve konusmada
zorluk, psikoz ve duygu durum bozukluklari goriilebilir [29]. MLD’nin jiivenil tipi
genellikle 6liimciildiir fakat bazi bireyler 20 yildan fazla yasayabilmektedir [30].

Eriskin tipinde, klinik bulgular genellikle 19 ila 46 yaslar1 arasinda baglar.
Hastaligin ilerleyisi yavas olur. Hayatta kalma siireleri genellikle 5 ila 10 yil arasinda
degismektedir. Baslangi¢ bulgular1 genellikle davranigsal degisikliklerdir. Bu durum
siklikla psikiyatrik hastaliklarin ayirici tanisiyla karistirildig igin erigkin tipli MLD
hastalariin erken tani almasi zorlagmaktadir [29]. Bazi hastalar sizofreni, anksiyete

bozuklugu veya duygu durum bozuklugu hastaliklarina benzer klinik belirtiler
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gosterir. Hastaligin son evresinde konusamama, hareket kisitliliklar1 ve inkontinans
goriiliir [30].

Sap-B eksikligi ise MLD’nin nadir goriilen bir diger nedenidir. Baslangi¢ yasi
dogumdan 30 yasina kadar degisebilir [5]. Klinik olarak ASA eksikligi kaynakli
MLD’den farksizdir, ancak laboratuvar bulgusu olarak sentetik substratla analiz edilen
ASA aktivitesi normaldir. Sapozin B eksikligi 16kositler, fibroblastlar ve idrarda

gosterilebilir.

2.4.2. Metakromatik Lokodistrofinin Patofizyolojisi

MLD’nin tiim tiplerindeki biyokimyasal bozukluk, siilfatidin enzimatik
hidrolizinin yetersizligidir. Bu durum, siilfatidin esas olarak lizozomlarda siirekli
olarak birikmesine neden olur. Bu birikme, tiim dokularda ayni bigimde olmaz. Bu
nedenle dokularda meydana gelen fonksiyonel kayip, biriken siilfatid miktariyla
orantil1 degildir.

Kalp, akciger, dalak, deri ve kemiklerde siilfatid birikimi neredeyse hi¢
gbozlenmezken karaciger, pankreas, bobrekler, bobrek iistii ve ter bezlerinde
fonksiyonel bozukluga yol agmayan siilfatid birikimi gozlenir. Safra kesesindeki
stilfatid birikimi ilerleyici fonksiyonel bozukluga yol agarken sinir sistemindeki beyaz
cevherde siilfatid birikimi 6liimciil seyreder.

Farkli dokularda biriken siilfatidlerin igerdikleri yag asitlerinin tiirlerinin
birbirlerinden farkli olmasi, farkli organlarda siilfatid birikiminin birbirinden bagimsiz
gerceklestiginin gostergesidir.

Miyelin olusumundan sorumlu olan oligodendrositler ve Schwann
hiicrelerinde meydana gelen stilfatid birikimi sonucunda lizozom sayilarinda artis
meydana gelir. Bu hiicrelerin fonksiyonlarini yerine getirememesi nedeniyle
demiyelinasyon meydana gelir. Bu durum sinir iletim hizinda ve sinaptik iletimde

gecikmeye ve uyarilmis potansiyellerin gecikme siiresinde uzamaya neden olur [5].

2.4.3. Metakromatik Lokodistrofinin Molekiiler Patolojisi

ARSA geninde simdiye kadar 160’tan fazla MLD iligkili mutasyon tespit

edildi. Amino asit degisikliklerine sebep olan mutasyonlar, bu mutasyonlarin



12

icerisinde en kalabalik grubu olusturur. Bu mutasyon grubu polimorfizm degildir ve
enzim lizerinde zararl etkiler olustururlar [5].

MLD hastalarinda ¢ok sik goriilen iki mutasyondan biri 459+1G>A
degisikligine neden olan “splice” (ug birlestirme) bolge mutasyonudur ve geg infantil
tip MLD ile iligkili oldugundan “yaygin ge¢ infantil mutasyonu” olarak da bilinir.
Diger mutasyon ise p.P426L “missense” (kayip) mutasyonudur ve erigkin tip MLD ile
iliskili oldugundan “yaygin eriskin mutasyonu” olarak da bilinir. Bu iki mutasyonun
“birlesik heterozigotlugu” ise jiivenil tipi MLD ile iliskilidir [31].

Mutant ASA allelleri iki farkli grup olarak siiflandirilmistir. Enzim sentezine
hi¢ olanak tanimayan mutasyona sahip alleller “bos allel” grubunu olustururken, az
miktarda enzim aktivitesine olanak taniyan mutasyona sahip alleller ise “R allel”
grubunu olusturdu. Bos allellerin homozigotlugu, siddetli seyreden ge¢ infantil tip
MLD’ye neden olurken, iki R allelin birlikteligi hafif seyreden eriskin tip MLD ile
iligkilidir. Bos allel ile R allelinin birlikteligi ise, orta diizeyde seyreden jiivenil tipi
MLD ile iligkili bulunmustur. Bu durum, hastalik tiplerinin olusumu ve hastaligin
siddetinin belirlenmesinde tek etmen degildir. Diger pek ¢ok genetik ve cevresel

etmenin de katkis1 bulunmaktadir [5].

2.4.4. Biyokimyasal Tam Yontemleri
ASA Enzim Aktivitesinin Tayini

ASA aktivitesinin tayini i¢in en gilivenilir kaynaklar 16kositler ve fibroblast
kiiltiiri olsa da bu enzim viicudumuzda pek ¢ok yerde eksprese edildigi i¢in, tanida
cesitli viicut stvilart da kullanilabilir. ASA aktivitesinin kolorimetrik yontemle 6l¢tiimi
i¢in en ¢ok kullanilan sentetik substrat p-nitrokatekol siilfattir. Florometrik 6l¢iim igin
en ¢ok kullanilan sentetik substrat ise 4-metilumbeliferil siilfattir. Radyoaktif isaretli
stilfatid de dogal substrat olarak kullanilabilir.

ASA enziminin diger izoenzimlerinden fiziksel ayrimi i¢in iyon degistirici
kromatografi, elektroforez veya izoelektrik odaklama yoOntemlerinden biri
kullanilabilmektedir.

Fibroblastlarda veya diger hiicre kiiltiirlerinde ASA aktivitesini 6lgmek icin

stilfatid yiikleme testi yapilabilmektedir [5].
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ASA ve Sap-B Proteinlerinin Tayini

ASA ve Sap-B proteinlerinin varlig1 bu proteinlere 6zgii antikorlar kullanilarak
Western blot yontemi ile anlasilabilmektedir. Arastirma amagli olarak uygulanan bu

yontem, ¢ok az sayida laboratuvarda yapilabilmektedir.

Siilfatid Tayini

MLD hastalarinda biriken madde olan siilfatidin idrarla atilimi da artar. idrarla
atilan siilfatidler analiz edildiginde, bu siilfatidlerin genellikle bobrek kaynakli
olduklar1 tespit edilmistir. Idrarda siilfatid tayini icin lipid ekstraksiyonunu takiben
ince tabaka kromatografisi veya yliksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)
yapilmaktadir [5].

2.4.5. Genetik Tam1 Yontemleri

Yalanci eksiklik mutasyonlarinin analizi i¢in kesim enzimi analizi, MLD’ye

neden olan mutasyonlarin analizi i¢in DNA dizi analizi yapilabilmektedir.

2.4.6. Prenatal Tam

Prenatal tan1 i¢in erken gebelik doneminde direkt koryonik villus 6rneginde
veya kiiltlir yapilmis koryonik villus hiicrelerinde, ge¢ gebelik doneminde ise kiiltiir
yapilmis amniyon hiicrelerinde ASA aktivite 6l¢limii yapilabilmektedir. Prenatal tani,
daha Once hasta ¢gocugu olmus olan ailelere yapilabilmektedir. Eger alinan 6rnek
yeterli ise, enzim analizi ile birlikte DNA dizi analizinin yapilmasi taniy1 daha giiglii
kilmaktadir.

Prenatal tan1 6ncesi ebeveynlerin yalanci eksiklik alleli tastyip tasimadiklarinin
belirlenmesi gerekmektedir. Clinkii enzim aktivite diisiikliigli yalanci eksiklik kaynakli
olabilir ve bu nedenle fetiis yanlislikla MLD tanisi alabilir. Boyle bir durumda,
amniyon hiicrelerinde yalanci eksikligin molekiiler yontemlerle tespiti miimkiindiir.

Amniyon ve koryonik villus hiicre kiiltlirlerinde siilfatid yiikleme testi de

yapilabilmektedir [5].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Bilesikler ve Kitler

1.
2.
3.

10.
11.

12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.

PCR premiks: Bioneer Accu Power (Kore)

DNA izolasyon kiti: QiaGen QIAamp DNA blood mini kit (Almanya)

RNA izolasyon kitleri: QiaGen QlAamp RNA blood mini kit (Almanya) ve Zymo
Research Direct-Zol RNA miniprep plus (ABD)

Agaroz: Sigma (Almanya)

Nusieve GTG Agaroz: Bio Science, Lonza, Combrex (ABD)

Molekiiler agirlik markirlari: $X174 DNA-Haelll Digest, Biolabs (ABD) ve
Amersham Rainbow full range, Sigma (Almanya)

BCA protein tayin Kiti: Thermoscientific, Pierce (ABD)

DEAE seliiloz: Santa Cruz Biotechnology, Chem Cruz (ABD)
4-Metilumbeliferilsiilfat, 6-hekzadekanoil-4-metilumbeliferon, 6-hekzadekanoil-
4-metilumbeliferil-beta-D-galaktopiranozid, 4-MU-beta-D-mannopiranozid, 4-
MU-N-asetil-beta-D-glukozaminid, 4-MU-N-asetil-beta-D-glukozaminid-6-
stilfat, 4-MU-beta-D-glukuronid, 4-MU-beta-D-glukopiranozid, 4-MU-beta-D-
galaktopiranozid, 4-MU-alfa-D-mannopiranozid, 4-MU-alfa-D-galaktopiranozid
ve 4-MU-alfa-L-fukopiranozid, Glycosynth, (Birlesik Krallik), kinin siilfat, p-
nitrokatekol siilfat ve 4-nitro katekol, Sigma, (Almanya)

C-18 siilfatid: Matreya LLC, sigir siilfatidi (ABD)

Ince tabaka kromatografi silika jel plakalari: ALUGRAM Xtra SIL G/UV254,
Macherey Nagel (Almanya)

Orsinol: BDH, Poole (Birlesik Krallik)

Bromfenol mavisi: Sigma (Almanya)

Proteaz inhibitor kokteyl tableti: Roche complete mini, EDTA’siz, Sigma
(Almanya)

ECL kiti: Bio-Rad Clarity Max ve Bio-Rad Clarity Western ECL substrate (ABD)
DNaz 1: QiaGen RNaz free DNaz set (Almanya)

cDNA sentez ve PCR kiti: Clontech Advantage RT-PCR kiti (ABD)

cDNA PCR primerleri: Sentegen (Tiirkiye)
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20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.

217.
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ASA DNA ve yalanci eksiklik mutasyonlari i¢in PCR primerleri: Sigma
(Almanya)
Anti-MOG IgG kiti: Euroimmun (Almanya)

Insan anti-siilfatid IgM ve 1gG Kitleri: MyBiosource (ABD)

SDS-PAGE jeli: Bio-Rad stain-free precast gels (Almanya)

Kesim enzimleri (Bsrl ve Ddel): Biolabs (ABD)

Tag-DNA polimeraz: Sigma (ABD)

Western-Blot primer antikoru: Bonn Universitesi (Almanya)

Western-Blot sekonder antikorlari: Peroksidaz isaretli anti-tavsan antikoru,
Amersham (Birlesik Krallik) ve peroksidaz isaretli anti-kegi antikoru, Santa Cruz
(ABD)

Kloroform, metanol ve etanol: Sigma (Almanya)

Deneylerde kullanilan diger kimyasallar analitik safliktaydi.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

© 0 N o g bk~ w DN

R T T e =
N o 00 M W N B O

Vorteksler: IKA Vortex3 (Almanya) ve Genie K-550 (ABD)
Elektroforez gii¢ kaynagi: Consort EV 265 (Almanya)

Manyetik karistirici: IKA mini MR (Almanya)

Isiticili manyetik karistirici: Torrey Pines (ABD)

Su banyolar1: Niive BM-302 ve BM-402 (Tiirkiye)
Mikrosantrifiij: Hettich Mikro 22 (Almanya)

Nanodrop Spektrofotometre: Denovix DS-11 (ABD)
Thermocycler: Bio-Rad iCycler (ABD)

Mikroplaka Okuyucu: SpectraMax M2 Molecular Devices (ABD)

. Kuru 1sitict: Major Science (ABD)

. Hassas teraziler: Mettler Toledo AG204 ve PB303-S (ABD)

. pH metre: Consort C830 (Almanya)

. Mikroplaka karigtirict: Heidolph Titramax 101 (Almanya)

. Yatay mikroplaka ¢alkalayicit FINEPCR CR100 Compact Rocker (Kore)
. Azot ugurucu: Teknosem Tab40-Wel WT (Tiirkiye)

. Etiiv: Labline (ABD)

. Distile su cihazi: Mini Pure (Tiirkiye)
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18. Buz makinesi: Scotsman AF 100 (Birlesik Krallik)

19. Santrifiijler: Niive NF800 ve NF800R (Tiirkiye)

20. Gorintiileme cihazi: Bio-Rad ChemiDoc Touch (ABD)

21. Transfer cihazi: Bio-Rad Trans-Blot Turbo (ABD)

22. Spektroflorometre: Aminco Bowman Photomultiplier Microphotometer (ABD)

23. Ince tabaka kromatografi tanki: Macharey-Nagel (Almanya)

24. Mini agaroz jel elektroforez tanki: Owl B1A (ABD)

25. Poliakrilamid jel elektroforez tanki: Bio-Rad tetracell (ABD)

26. Otomatik pipetler: 2, 10, 100, 200, 1.000, 5.000 ul, Gilson (ABD)

27. Buzdolabr1: Argelik (Tiirkiye)

28. Derin Dondurucular: Argelik 2031D (-20°C, Tiirkiye), Sanyo (-35°C ve -80°C,
Japonya)

3.2. Arastirmanin Yeri

Tam kandan plazma ve 16kosit izolasyonu, DNA izolasyonu, spektrofotometrik
ve fluorometrik yontemlerle lizozomal enzim taramasi, DEAE seliiloz kromatografisi
ve florometrik yontemle arilsiilfataz izoenzim analizi, BCA yontemiyle arilsiilfataz
proteininin tayini, DNA ve RNA izolasyonu, PCR ve kesim enzimi ile ASA enziminin
yalanct eksiklik mutasyonunun analizi, cDNA sentezi, ince tabaka kromatografisi
yontemi ile idrarda stilfatid analizi, Western blot yontemi ile arilsiilfataz A ve sapozin
B analizi, ELISA yontemi ile plazmada anti-siilfatid tayini, “cell-based assay” ile anti-
MOG analizi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Arastirma laboratuvarlarinda yapildi.

DNA dizi analizi Tibbi Genetik Anabilim Dalinda yapildi.

Hastalarin klinik degerlendirmesi Erigkin Noroloji ve Cocuk Noroloji
boliimlerinde yapildi.

Anti-siilfatid tayini sonuglarmin istatistiksel analizi Biyoistatistik Anabilim

Dalinda yapildi.
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3.3. Calisma Gruplarimin Olusturulmasi

Arastirmaya ¢ocukluk ve erigkin yas grubundan klinik ve radyolojik bulgular1
ile MLD hastalig1 stiphesi olan kisiler ve aile bireyleri dahil edildi. EK olarak MLD
patogenezinde inflamasyonun roliiniin incelenmesi ¢alismasinda multipl skleroz (MS),
adrenolokodistrofi (ALD) ve diger demiyelinizan hastaliklara sahip hastalar ve kontrol
grubu ¢alismaya dahil edildi.

MLD o6n tanist ile 29 hasta ve bu hastalarin 40 aile bireyi olmak iizere toplam
69 kisinin kan, idrar, DNA ve RNA o6rnekleri kullanildi. Anti-MOG ve anti-siilfatid
analizleri i¢in hasta drneklerine ek olarak demiyelinizan bulgular1 olan 21 hastanin,
norodejeneratif hastaligi olmayan 10 hastanin ve 10 saglikli bireyin plazma 6rnekleri,
kontrol gruplarini olusturdu.

Bu calisma, 25 Ekim 2016 tarihinde alinan GO 16/658-24 karar numarali
Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu izniyle
yapildi. Bu proje, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi’nin TSA-2017-12891 no’lu ve “Metakromatik l6kodistrofi hastaliginin alt
tiplerinin tanimlanmasi, patojenik mutasyonlarin belirlenmesi, patogenezde

inflamasyonun incelenmesi” baslikli kapsamli proje olarak desteklenmistir.

3.4. Yontemler
3.4.1. Plazma ve lokositlerde lizozomal enzim analizi

Hastalardan alinan 10 ml tam kandan plazma ve 16kositler izole edildi. Plazma
ve 16kosit izolasyonu ile plazmada 4, 16kositlerde 8 olmak iizere toplam 12 lizozomal
enzimin aktivitesinin tayininde, Dr. Alan Cooper’in (ingiltere Manchester Willink
Biochemical Genetics laboratuvar) kullandig1 yontemler Prof. Dr. Asuman Ozkara
tarafindan modifiye edilerek kullanildi [32-39]. Lokositlerde protein tayini i¢in Lowry

yontemi kullanildi. Bu analizler Anabilim Dal1 teknisyeni tarafindan yapildi.
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Plazma ve lokosit izolasyonu
Esas:

EDTA’ll tam kan Orneginin santriflij edilmesiyle iist tabakada plazma elde
edilir. Kalan kanin lizis tamponuyla muamele edilmesiyle eritrositler pargalanir. Elde
edilen 16kosit 6rneklerinin, salin ¢ozeltisi ile yikanarak kalan lizis tamponundan

temizlenmesi saglanir.

Yapihis::

EDTA’L tiipe alinmis 10 ml tam kan 6rnegi, Niive NF8OOR santrifiij cihazinda
4°C’de 2000 rpm’de 6 dakika santrifiij edildi. Ust fazda olusan plazmadan 500 ul bir
eppendorfa pipetlenip -80°C’de saklandi.

Kalan kan 50 ml’lik falkon tiipline aktarildi. Soguk lizis tamponuyla (EK.1)
hacmi 50 ml’ye tamamlandi. Buz i¢inde 20 dakika bekletildi. Bu sirada birkag kez alt
iist edilerek karistirildi. 4°C’de 2000 rpm’de 6 dakika santrifiij edildi.

Stipernatan atilip, olusan ¢okelti 5 ml soguk lizis tamponu ile karigim pipetle
cekilip-birakilarak yeniden siispansiyon haline getirildi. Buz i¢inde 10 dakika inkiibe
edilirken belirli araliklarla alt st edilerek karistirildi. %0,9’luk soguk salin ¢ozeltisi
ile hacmi 50 ml’ye tamamlandi. 4°C’de 3.000 rpm’de 6 dakika santrifiij edildi.

Siipernatan atilip, olusan ¢okelti 1-2 ml %0,9’luk soguk salin ¢ozeltisi ile
karisim pipetle c¢ekilip-birakilarak yeniden siispansiyon haline getirildi ve eppendorf
tiipe aktarildi. Mikrofiij cihazinda 13.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Siipernatan
atild1 ve 16kosit pelleti -80°C’de saklandi.

Lowry yontemiyle protein tayini
Esasi:

Bu yontemde bakir iyonlar1 ile proteinlerin peptid baglar1 alkali ortamda
kompleks olusturur. Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi bu kompleksleri indirger ve tirozin ve
triptofan amino asitleriyle birleserek mavi-mor karisimi bir renk olusumu gozlenir. Bu
renk olusumunun %75°1 bakir kompleksleri kaynaklidir. 500 nm’de olusan renkli

komplekslerin verdigi absorbans okunarak protein miktari tayin edilir [40].
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Yapihisi:

Yiizde 1 (w/v) bakir siilfat, %20 (w/v) sodyum-potasyum tartrat, 0,1 N sodyum
hidroksit ve %2 (w/v) sodyum karbonat hazirlandi. Alkalin bakir ¢ozeltisi, 5 ml %2
(w/v) sodyum karbonat (0,1 N sodyum hidroksit i¢inde), 50 pl %20 (w/v) sodyum-
potasyum tartrat ve 50 pl %1 (w/v) bakir siilfat karistirilarak elde edildi. Folin-
Ciocalteu ¢ozeltisi distile suyla 2/5 oraninda seyreltildi.

Standart olarak 0,5 mg/ml sigir serum albiimini kullanildi. Kor, standartlar ve
ornekler cift calisildi. Kor tiiptine 100 pl distile su pipetlendi. Standart tiiplerine
strastyla 10, 20 ve 40 pl stok standart pipetlendikten sonra distile suyla hacimleri 100
ul’ye tamamlandi. Boylece sirasiyla 50, 100 ve 200 pg/ml standartlar hazirlanmig
oldu. Omek tiipiine 10 pul 16kosit siipernatan1 ve 90 pl distile su pipetlendi. Tiim tiiplere
500 pl alkalin bakir ¢ozeltisi pipetlenip oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Tiim
tiiplere 50 pl diliie Folin ¢ozeltisi pipetlenip oda sicaklifinda 30 dakika inkiibe edildi.

Mikroplakanin kuyucuklarina tim tiiplerden 250 pl pipetlendi. SpectraMax

cihazinda 500 nm’de absorbanslari okundu [40].

Spektrofotometrik ve florometrik yontemlerle plazma ve lokositlerde

lizozomal enzim analizleri

Tiim deneylerde kor tiipiine drnek yerine ayni hacimde distile su pipetlendi.
Sadece ASA deneyinde kor tiipiine substrat ve 6rnek pipetlendikten sonra 0. dakikada
reaksiyon 1N NaOH ile durduruldu. Krabbe i¢in 0,25-0,5-1,0-1,5-2,0 nmol arasi 6-
hekzadekanoyil-4-metilumbeliferon standard: kullanildi. 4-MU floresan substratlarin
kullanildig1 deneylerde, standart olarak 2 nmol/2 ml 4MU’ya karsilik gelen kinin siilfat
soliisyonu (0,05 M H2SO4’te hazirlanmig) kullanildu.

Lokosit siipernataninda c¢alisilan enzim sonuglari umol/g pr/saat, plazma enzim

sonuglar1 pmol/L/saat olarak ifade edildi.

Plazma citotriozidaz aktivitesi

0,1 M sitrat/0,2 M fosfat tamponu pH: 5.2 iginde hazirlanmig 0,022 mM 4-MU-
beta-D-N,N’,N”’-triasetil¢itotriozid substrat soliisyonu (200 pl) ile 10 pl plazma
37°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon 2 ml 0,2 M pH: 9,5 karbonat tamponu ile

durduruldu.
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360 nm eksitasyon ve 450 nm emisyon dalga boyunda florometrede okundu.

Plazma beta-mannozidaz aktivitesi

0,1 M/0,2 M sitrat/fosfat pH: 3,2 tamponunda hazirlanmis 4mM 4-MU-beta-
D-mannopiranozid (20 ul) ilel0 pl plazma 15 dakika 37°C’de inkiibe edildi.
Reaksiyon 2 ml 0,2 M pH: 9,5 karbonat tamponu ile durduruldu.

360 nm eksitasyon ve 450 nm emisyon dalga boyunda florometrede okundu.

Plazma total heksozaminidaz aktivitesi

0,1 M pH: 4,4 sitrat tamponunda hazirlanmis 6 mM 4-MU-N-asetil-beta-D-
glukozaminid ile (20 pl), 10 pl plazma 15 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Reaksiyon 2
ml 0,2 M pH: 9,5 karbonat tamponu ile durduruldu.

360 nm eksitasyon ve 450 nm emisyon dalga boyunda florometrede okundu.

Plazma heksozaminidaz A aktivitesi

0,1 M pH: 4,4 sitrat tamponunda hazirlanmis 3 mM 4-MU-N-asetil-beta-D-
glukozaminid-6-siilfat ile (20 pl), 10 pl plazma 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Reaksiyon 2 ml 0,2 M pH: 9,5 karbonat tamponu ile durduruldu.

360 nm eksitasyon ve 450 nm emisyon dalga boyunda florometrede okundu.

Lokosit galaktoserebrozidaz aktivitesi

0,1 M pH: 4,4 sitrat tamponunda hazirlanmig 1,6 mM 6-hekzadekanoyil-4-
metilumbeliferil-beta-D-galaktopiranozid (50 pl) 0,25 mg oleik asit ve 1,25 mg
sodiumtaurokolat varliginda 25 pul 16kosit siipernatani ve 25 pl %0,1°1lik Triton X-100
ile 4 saat 37°C’de inkiibasyonun ardindan 2 ml 0,05 M pH: 10.4 glisinat/etanol (1:1)
tamponuyla reaksiyon durduruldu. 385 nm eksitasyon ve 450 nm emisyon dalga
boyunda florometrede okundu.

Lokosit beta-glukuronidaz aktivitesi

0,1 M pH: 4,0 asetat tamponunda hazirlanmis 5 mM 4-MU-beta-D-glukuronid
(20 ul) ile 10 ul 16kosit siipernatani 15 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Reaksiyon 2 ml
0,2 M pH: 9,5 karbonat tamponu ile durduruldu.
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360 nm eksitasyon ve 450 nm emisyon dalga boyunda florometrede okundu.

Lokosit beta-glukozidaz aktivitesi

0,1 M pH: 4,4 asetat tamponunda hazirlanmis 5 mM 4-MU-beta-D-
glukopiranozid (50 pl) ile 50 pl 16kosit siipernatani 2 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Reaksiyon 2 ml 0,2 M pH: 9,5 karbonat tamponu ile durduruldu.

360 nm eksitasyon ve 450 nm emisyon dalga boyunda florometrede okundu.

Lokosit beta-galaktozidaz aktivitesi

0,1 M sodyum klorid igeren 0,1M/0,2M sitrat/fosfat pH: 4,0 tamponunda
hazirlanmis 1 mM 4-MU-beta-D-galaktopiranozid (20 pl) ile 10 ul 16kosit siipernatani
15 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Reaksiyon 2 ml 0,2 M pH: 9,5 karbonat tamponu ile
durduruldu.

360 nm eksitasyon ve 450 nm emisyon dalga boyunda florometrede okundu.

Lokosit alfa-mannozidaz aktivitesi

0,1M/0,2M sitrat/fosfat pH: 3,5 tamponunda hazirlanmis 5 mM 4-MU-beta-D-
galaktopiranozid (20 pl) ile 10 pl 16kosit siipernatani 15 dakika 37°C’de inkiibe edildi.
Reaksiyon 2 ml 0,2 M pH: 9,5 karbonat tamponu ile durduruldu.

360 nm eksitasyon ve 450 nm emisyon dalga boyunda florometrede okundu.

Lokosit arilsiilfataz A aktivitesi

%10 sodyum klorid ve 0,8mM tetrasodyum pirofosfat iceren 0,5 M pH: 5,0
asetat tamponunda hazirlanmis 15 mM p-nitrokatekol siilfat (25 pl) ile 25 pl 16kosit
stipernatani 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. Reaksiyon 250 ul 1N NaOH ile durduruldu.
Olusan renk 500 nm’de spektrofotometrede okundu. Standart olarak 4-nitrofenol
kullanilda.

Lokosit alfa-galaktozidaz aktivitesi

0,3 M N-asetil galaktozamin igeren 0,1 M pH: 4,8 asetat tamponunda
hazirlanmis 1 mM 4-MU-alfa-D-galaktopiranozid soliisyonu (20 ul) ile 10 ul I6kosit
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stipernatan1 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon 2 ml 0,2 M pH: 9,5 karbonat
tamponu ile durduruldu.

360 nm eksitasyon ve 450 nm emisyon dalga boyunda florometrede okundu.

Lokosit alfa-fukozidaz aktivitesi

0,1 M/0,2 M sitrat/fosfat pH: 5,8 tamponunda hazirlanmig 0,75 mM 4-MU-
alfa-L-fukopiranozid (20 pl) ile 10 ul I6kosit stipernatani 15 dakika 37°C’de inkiibe
edildi. Reaksiyon 2 ml 0,2 M pH: 9,5 karbonat tamponu ile durduruldu.

360 nm eksitasyon ve 450 nm emisyon dalga boyunda florometrede okundu.

3.4.2. PCR ve kesim enzimi yontemleri ile yalanci eksiklik analizi
DNA izolasyonu
Esasi:

Bu yontemde proteaz ile hiicresel protein komponentleri sindirilir. Cekirdeksiz
olduklar1 i¢in genomik DNA bulundurmayan eritrositler lizise ugratilarak verim
artirtlir. Yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip tamponun kullanilmasi ve santrifiij iglemi
neticesinde DNA, silika membrana baglanip tutunur. Yikama tamponlariyla
kontaminasyon azaltilir. Diigiik tuz konsantrasyonuna sahip tamponun kullanilmasi ve

santrifiij islemi neticesinde DNA eliie olur.

Yapihsi:

QiaGen DNA izolasyon kiti ve kit protokolii uygulandi.

200 pl tam kan 6rneginin lizerine 20 pl proteaz pipetlendi. Ardindan 200 pul AL
(eritrosit lizis) tamponu pipetlendi. 15 saniye vorteksle karistirildiktan sonra kuru
1siticida 56°C°de 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi mikrofiijde 13.000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 200 pl absolii etanol eklenip 15 saniye vorteksle karistirildi.
13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Karisim, 2 ml koleksiyon tiipii i¢indeki mini
spin kolona aktarildi. 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Kolon yeni bir koleksiyon tiipiine aktarildi. Ardindan kolona 500 ul AW1
(yikama) tamponu pipetlendi. 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolon yeni bir
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koleksiyon tiipiine aktarildi. Ardindan 500 pl AW2 (yikama) tamponu pipetlendi.
13.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Kolon yeni bir koleksiyon tiipiine aktarilip
13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Kolon, 1,5 mI’lik DNaz icermeyen eppendorfa yerlestirildi. Kolona 50 ul AE
(eliisyon) tamponu pipetlendi ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Elde edilen izolattan 1 pl kullanilarak,

nanodrop spektrofotometrede ng/ul cinsinden DNA konsantrasyonu 6l¢iildii.

Polimeaz Zincir Reaksiyonu (PCR)
Esasi:

Bu yontemde genomik DNA’daki 6zgiil bdlgeler cogaltilir. PCR’mn prensibi
tekrarlanan 3 reaksiyona dayanir. Ilk olarak cogaltilacak DNA yiiksek sicaklikta
(94°C) denatiire edilir. Daha sonra primerlerin DNA’daki hedef boélgelerle 6zgiil

hibridizasyonuna olanak verecek sicakliga disiiriiliir (~60°C). Son olarak Tag-DNA

polimeraz enziminin en yliksek aktivite gosterdigi sicakliga (72°C) yiikseltilerek

primerlerin uzamasi ve tamamlayici zincirin sentezi saglanir [41].

Yapihist:

Iceriginde 250 uM dATP, dGTP, dCTP ve dTTP, 15 mM MgCly, 1 iinite Taq
DNA polimeraz ve 1x PCR tamponu bulunan liyofilize Bioneer AccuPower HotStart
PCR PreMix kullanildu.

Her deneyde kor calisildi. Her premiks tiipine 0,4 ul 6. eksonda N-
glikozilasyon bozuklugu mutasyonu analizi i¢in uygun primerler (EK.2), 2 pl dimetil
stilfoksit (DMSO), ornek tiipiine yaklasik 0,1 pg olacak miktarda DNA ve tiim tiiplere
total hacmi 20 pl’ye tamamlayacak miktarda distile su pipetlendi.

“Thermocycler” cihazinda 94°C’de 30 saniye ‘denatiirasyon’, 60°C’de 40
saniye “annealing”, 72°C’de 90 saniye “ekstansiyon ” basamaklarini i¢eren 35 siklusta
PCR tamamlandi [42].
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Agaroz (%2) jel elektroforezi
Esasi:

Agaroz, deniz yosunlarindan elde edilen, dallanmamis zincirli bir polimerdir.
Bu yontem DNA molekiillerinin ayrimi, tanimlanmasi ve saflagtirilmasinda kullanilir.
Jeldeki siirtinme kaynakli ayrim giicii, molekiilleri biiyiikliiklerine gore ayirarak
molekiiler elek gorevi yapar. Negatif yiiklii olan DNA molekiilleri elektrik alanda
pozitif kutup olan anoda dogru ilerlerler. Daha kiiclik molekiil agirligina sahip
molekiillerin gog¢ii daha hizli ger¢eklesir. DNA’nin jeldeki konumu, floresans veren

etidyum bromid ile boyanarak belirlenir [43].

Yapihsi:

IXTBE tamponuyla %2’lik agaroz jel hazirlandi. Isiticili karigtiricida
karistirllarak  kaynatildi. Bagka bir karistiricidda  sogutuldu. Yaklasik 50°C’a
geldiginde, 4 pl etidyum bromiir pipetlenip bir miiddet daha karistirildiktan sonra tarak
yerlestirilmis jel dokme tepsisinin iizerine dokiildii. Donup jel kivamina geldikten
sonra tarak ¢ikarildi.

Kuyucuklar katot tarafina gelecek sekilde, jel dokme tepsisi elektroforez
tankina yerlestirildi. Elektroforez tanki jelin bir miktar tistii seviyeye kadar 1xTBE
tamponuyla dolduruldu.

3 pl 6x ornek ylikleme tamponu ve 1 pl molekiiler agirlik markirt (¢X174
DNA-Haelll Digest) bir eppendorfta kanstirtlip ilk kuyucuga yiiklendi. Diger
kuyucuklara 3 pl PCR drinii pipetlendi. Tankin kapagi kapatilip, elektrotlart gii¢
kaynagina baglandi. 80 voltta 1 saat yiiriitiildi. PCR iriini DNA bantlar1 Bio-Rad

ChemiDoc Touch goriintiileme cihazinda ultraviyole 151k altinda goriintiilendi.

Kesim enzimi analizi
Esasi:

Bu yontemde kesim enzimleri, 6zgiil bir niikleotid dizisini tanir ve DNA’da

cift zincirli bir kesik olusturur [44].
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Yapihst:

En sik goriilen yalanci eksiklik mutasyonu olan N-glikozilasyon bozuklugu
mutasyonunun (N350S) analizi i¢in 6. eksonun PCR iiriiniinden 10 pl alinip iizerine
10 tinite Bsrl kesim enziminden 1 pl pipetlendi. Bu karisimlarin tizerine 2 pl 10x enzim
tamponu, 2 ul s1gir serum albiimini (BSA, 1 mg/ml) ve son olarak da 5 ul distile su
pipetlenerek son hacim 20 pl’ye tamamlandi. Thermocycler cihazinda 37°C’de 16 saat
inkiibasyon sonrasi, kesim enziminin inaktivasyonu i¢in 65°C’de 15 dakika inkiibe
edildi ve 4°C’de saklandi.

NuSieve agaroz (%3) jel elektroforezi
Esasi:

NuSieve agaroz, agaroza kiyasla daha kiigik DNA molekiillerini
elektroforezde ayirabilme o6zelligine sahip bir agarozdur. 10-1000 baz ¢iftlik DNA

fragmanlarinin tespitinde kullanilir.

Yapihsi:

0,5XTBE tamponunda %3’liik jel hazirland1. 2 pl 6x 6rnek yiikleme tamponu,
1 ul diistik molekiiler agirlik markir1 ($X174 DNA-Haelll Digest) ve 12 ul distile su
bir eppendorfta karistirilip ilk kuyucuga yiiklendi. Diger kuyucuklara 20 pl kesim

enzimi analizi Girlinleri ve 2 pl 6x 6rnek yiikleme tamponu pipetlendi.

3.4.3. DEAE-seliiloz iyon degistirici kromatografi ile ASA ve ASB izoenzimlerinin
ayirmmi ve aktivite tayini

Esasi:

Kolon igine fizyolojik pH’da pozitif yiik tasiyan, zayif baz 6zelligindeki bir
seliiloz tiirevi olan dietil amino etil (DEAE)-seliiloz konulur. Bu bilesige negatif yiik
tastyan (anyonik) proteinler baglanirken diger proteinler kolondan cikarlar. Daha
sonra kullanilan tamponlarin iyonik kuvveti degistirilerek kolon materyaline gecici
olarak baglanmis olan bu proteinler kolonda tutunduklar1 gruplardan ayrilarak eliie

olurlar.
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Yapihst:
Lokosit homojenatinin hazirlanmasi

Lokositler 250 ul %0,1 (v/v) Nonidet P40 deterjani iceren 25 mM Tris/HCI pH:
7,5 tamponu ile homojen hale getirildi. Bes kez sivi azotla dondurulup ¢6ziildii. Her
¢ozme isleminde vorteksle karistirildi. 14.000 rpm’de 3 dakika santriflij sonrasi elde
edilen silipernatan ayr1 bir ependorfa alindi. Bisinkoninik asit (BCA) yontemi ile

protein miktari tayin edildi.

DEAE-seliilozun hazirlanmasi

2 gram DEAE-seliiloz tartilip, hacminin 5 kat1 kadar hacimde deiyonize su ile
karistirildi. 4°C’de 45 dakika inkiibe edildi.

Buchner hunisine filtre kagidi yerlestirildikten sonra vakum pompasina
baglandi. DEAE-seliiloz huniye aktarildi ve vakumla suyu siiziildii. DEAE-seliiloz
cam baget ile siyrilarak meziire aktarildi ve iizerine iki kati hacimde 10x kolon
tamponu (250 mM Tris/HCI, pH: 7,5) eklenerek yeniden siispansiyon haline getirildi.
Ardindan yent bir filtre kagid1 yerlestirilmis huniye aktarilip vakumla siiziildii. DEAE
selilloz yeniden cam baget ile siyrilarak meziire aktarildi ve iizerine 5 kati kadar
hacimde 1x kolon tamponu (25 mM Tris/HCI, pH: 7,5) eklenip yeniden siispansiyon
haline getirildikten sonra vakumla siiziildi. Daha sonra 7,5 + 0,15 pH araligina
gelinceye kadar 1x kolon tamponuyla yikandi. Her seferinde pH metreyle 6l¢im
yapildi. Istenilen pH araligma ulasilinca 2 kat1 hacimde 1x kolon tamponu eklenip

yeniden siispansiyon haline getirildikten sonra 4°C’de saklandi.

DEAE-seliiloz kromatografisi

Tuz gradiyenti olusturmak igin 500 ul 0,05, 0,10, 0,15, 0,20 ve 0,25 M NaCl
iceren 1x kolon tamponu hazirlandi. Cam pastor pipetinin i¢ine bir miktar cam yiinii
konularak, pipetin ince olan alt kismi1 kapatildi. Pastor pipetiyle hazirlanan bu kolon,
bir kolon tutucuya dik olarak yerlestirildi.

1 ml 1x kolon tamponuyla yiin yikandi. Ardindan 1 ml DEAE-seliiloz (%50)
pipetlendi. 2 ml 1x kolon tamponuyla yikand:. iki kez 500 pl 1x kolon tamponu
pipetlenirken kolondan akan damlalar ilk iki fraksiyon olarak iki eppendorfta toplandi.

Ucgiincii fraksiyon i¢in dnce 250 pl protein izolasyonu yapilmis 6rnek, ardindan da 250
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ul 1x kolon tamponu pipetlendi. 6 kez 500 pl 1x kolon tamponu uygulandi ve 4-9.
fraksiyonlar elde edildi. Tuz gradiyenti i¢in hazirlanan ¢ozeltiler sirasiyla seyreltikten
derisige dogru gidecek sekilde pipetlenirken 10-14. fraksiyonlar elde edildi. 4 kez 500
ul 1x kolon tamponu uygulandi ve 15-18. fraksiyonlar elde edildi.

Izoenzim tayini

Fraksiyonlarda arilsiilfataz A ve B izoenzimlerinin tayini i¢in substrat olarak
0,1 M asetat tamponu, pH: 5,4 icinde hazirlanmis 125 pM AgNOziceren ve igermeyen
17 mM 4-metil umbeliferil siilfat (4-MUS) kullanildu.

Inhibitérsiiz tayin i¢in kor tiipiine 50 pl 1x kolon tamponu ve 100 ul substrat
pipetlendi. Ornek tiiplerine ise 50 pl fraksiyon ve 100 ul substrat pipetlendi.

Inhibitérlii tayin icin ise kor tiipiine 50 pl 1x kolon tamponu, 90 pl substrat ve
10 pl AgNO; pipetlendi. Ornek tiiplerine 50 pl fraksiyon, 90 ul substrat ve 10 pl
AgNOs3 pipetlendi.

Vorteksle karistirilan tiipler su banyosunda 37°C’de 2 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda reaksiyonu durdurmak amaciyla tiim tiiplere 2 ml 0,2 M, pH: 9,5
karbonat tamponu pipetlenip vorteksle karigtirildi.

Florometrede (SpectraMax cihazinda) 360 nm eksitasyon ve 460 nm
emisyonda ol¢iim yapildi. Standart olarak kinin siilfat, standart korii olarak da 0,05 M
H2SO4 soliisyonlar1 kullanildi [45-48].

BCA yontemiyle protein tayini

Esasi:

+25 +1-

Biiiret reaksiyonunda, alkali bir soliisyonda proteinler Cu**’yi Cu**’e indirger.
Bisinkoninik asit Cu*! ile mor renkli bir kompleks olusturur. Baslica sistein, sistin,
tirozin ve triptofan amino asitleri bakirin indirgenmesine neden olur. Peptit iskeleti de
renk olusumuna katkida bulunur. Olusan bu renk, protein konsantrasyonuyla orantili
olarak koyulasan, 562 nm’de maksimum absorbans veren ve stabil kalan bir

kromofordur [49].
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Yapihst:

BCA reaktifi hazirlamak i¢in BCA kitinde bulunan A ve B reaktifleri 50/1
oraninda karistirildi.

Stok BSA (s1g1r serum alblimini, 500 pg/ul) kullanilarak uygun diliisyonlarla
200, 100, 50, 25 ve 12,5 pg/ul standartlar hazirland.

96 kuyucuklu Falcon Clear ELISA plakasinda, kor kuyucuguna 25 pl distile
su, standart kuyucuklarina 25 ul standartlar ve 6rnek kuyucuklarina 25 pl fraksiyonlar
pipetlendikten sonra tiim kuyucuklara 200 pul BCA reaktifi pipetlendi.

Etlivde 37°C’de 30 dakika inkiibasyon sonrasi, SpectraMax cihazinda 562

nm’de absorbans olgiildii.

3.4.4. Ince tabaka kromatografisi ile idrarda siilfatid analizi
Esasi:

Bu yontem bir kati-s1vi adsorpsiyon kromatografisidir. Bu yontemde sabit faz,
¢oziinmez ve polar yapidadir. Hareketli faz ise polar/non-polar ¢oziiciilerin
karisimindan olusur. Hareketli fazin sabit faz {lizerinde ilerleyisi asagidan yukariya
dogrudur. Sabit faza afinitesi daha yiiksek olan molekiillerin hareketi daha yavas
gergeklesir. Polar lipitlerin polar yapidaki silika jele afinitesi daha yiiksektir. Notral

lipitler daha hizli ilerler.

Yapihisi:
Lipit Ekstraksiyonu

Glasiyel asetik asit kullanilarak 20 ml idrar pH: 5’e ayarlandi. 4°C’de 16 saat
inkiibe edildi. Niive NF80OR santrifiij cihazinda 3.000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra siipernatan atildi. Dipte kalan ¢Okelti 1 ml distile suyla yeniden
sispansiyon haline getirildikten sonra kapakli cam tiipe aktarildi. Tipe 5 ml
kloroform/metanol (2:1, v/v) pipetlendikten sonra vorteksle 1 dakika karistirildi. 3.000
rpm’de 5 dakika edildikten sonra iist faz cam pastor pipetle alinip atildi. Alt faz azot

gaziyla uguruldu.
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Ince tabaka kromatografisi

207 ml kloroform/metanol/su (144:56:7, v/viv) hareketli faz c¢ozeltisi
kromatografi tankina aktarildi. Silika jel plaka (20x20 cm, sabit faz) {izerinde, alttan
ve istten 3 cm, yanlardan 1,5 cm bosluk birakildi. Alt hizada aralara 1 cm mesafe
birakarak 1 cm uzunlugunda 9 adet ¢izgi ¢izildi. Ust hizaya ¢ekilen ¢izgi ise “solvent
front” (hareketli fazin ulastigi son hat) ¢izgisi oldu.

1 pmol/ml C18-siilfatid standart soliisyonundan 20 pmol standart hazirlandi.
Ekstrakte edilen 6rnekler 50 pl kloroform/metanol (2:1, v/v) ¢ozeltisi ile yeniden
siispansiyon haline getirildi.

[lk ¢izgi lizerine standart, diger ¢izgilere 6rnekler pipetlendi. Kuruduktan sonra
ikinci uygulamaya gecildi. Tiim standart ve Ornek sollisyonlar1 bitene kadar
uygulamaya devam edildi. Kuruduktan sonra plaka kromatografi tankina yerlestirildi.
Hareketli faz, “solvent front” cizgisine ulasana kadar (1 saat) yiiriitiildii. Sonrasinda
plaka ¢eker ocakta kurumaya birakildi. Orsinol ¢ozeltisi plakanin her tarafina homojen
sekilde piiskiirtiildiikten sonra kurumasi beklendi. Etiivde 110°C’de 5 dakika inkiibe
edildi. Bio-Rad ChemiDoc Touch goriintiileme cihazinda goriintiileme yapildi [50].

3.4.5. Western blot yontemi ile arilsiilfataz A ve sapozin B proteinlerinin analizi
Esasu:

Bu yontemde proteinler sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) ile ayrilir. Daha sonra elektroforezde ayrilan proteinler jelden
nitroseliiloz membrana aktarilir. Membrana aktarilan proteinler i¢inde hedef protein
kendisine 6zgili primer antikorla baglanarak ayirt edilir. Primer antikora 6zgii sekonder
antikor lizerindeki enzim sayesinde ortama eklenen substrat renkli bir iiriine dontisiir

ve verdigi kemiliiminesans 151ma kamera tarafindan algilanir ve hedef protein saptanir.
Yapihisi:

Protein izolasyonu

100 pl Arturo’nun protein lizis tamponu (EK.1), 16kosit pelletinin {izerine
pipetlenip yeniden siispansiyon haline getirildi. 4°C’de 30 dakika ve 37°C’de 5 dakika
inkiibe edildi. S1v1 azotla 3 kez dondurulup, 37°C’de 5 dakika inkiibe edilerek ¢oziildii.
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Mikrofiij cihazinda 14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatan yeni
bir eppendorfa alindi. BCA yontemiyle protein tayini yapildi.

Dot Blot

Primer ve sekonder antikor diliisyonlarini belirlemek amaciyla yapildi.

60 pg protein igeren lokosit homojenati nitroselilloz membrana uygulandi.
Kurumasi i¢in beklendi. Membranin iistiinii kaplayacak kadar %5 bloklama soliisyonu
icinde oda sicakliginda galkalayici ile 1 saat karigtirildi. Membran yikama tamponu ile
2 kez yikandi. Primer antikor (tavsan anti-insan ASA antikor), TBS-T ile 1/10000
oraninda seyreltilip membranin iizerine uygulandiktan sonra oda sicakliginda
calkalayici ile 1 saat karistirildi. Yikama tamponuyla 2 kez hizlica yikandiktan sonra
1x15 ve 3x5 dakika yikama tamponuyla tekrar yikandi. Sekonder antikor (peroksidaz
isaretli anti-tavsan antikor), TBS-T ile 1/2500 oraninda seyreltilip membranin iizerine
uygulandiktan sonra oda sicakliginda calkalayict ile 1 saat karistirildi. 1x15 ve 3x5
dakika yikama tamponuyla yikandi. ECL Kitinin her iki soliisyonu 1/1 oraninda
karistirildiktan sonra membranin {izerine, her tarafini kaplayacak sekilde uygulandi

[51]. Bio-Rad ChemiDoc goriintiileme cihazinda goriintii alindi.

SDS-PAGE

Protein konsantrasyonu optimizasyonu i¢in 5 eppendorf tiipiine 5 pl 4x
Laemmli drnek yiikleme tamponu pipetlendi. Tiiplere sirasiyla 6,25-12,5-20-25 ve 30
ug protein bulunacak sekilde kontrol 16kosit homojenat: pipetlendi. (Daha sonraki
deneylerde ise hasta 6rnekleri 50 pug uygulandi.) Son hacimler distile suyla 20 ul’ye
tamamlandi. Thermocycler cihazinda 95°C’de 5 dakika inkiibe edilerek denatiire
edildi.

Bio-Rad marka elektroforez tanki ve boyanma gerektirmeyen hazir jel (Bio-
Rad Mini-Protean TGX Stain-Free Gels, 4-20%) kullanildi. Hazir jel kasedi tanka
yerlestirildikten sonra tarak c¢ikarildi. Tank yiirlitme tamponuyla dolduruldu.
Kuyucuklar yiirlitme tamponuyla yikandi. Tankin kapagi kapatilip, 80 V’ta 15 dakika
boyunca elektroforez bosken ¢alistirilip durduruldu. 5 ul molekiiler agirlik markir: ve
hazirlanan 6rnekler kuyucuklara pipetlendi. 80 V, 25 mA ve 2 W’ta boya jelin sonuna

ulasana kadar (2 saat) yiiriitildii.
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Jel ¢ikarilip iistten ve alttan kesilerek diizeltildikten sonra Bio-Rad ChemiDoc

goriintiileme cihazinda goriinti alindi.

Jelden membrana transfer asamasi

6x8,5 cm? boyutlarinda 4 adet filtre kagidi ve 1 adet nitroseliiloz membran
kesilerek 1x transfer tamponunda 5 dakika inkiibe edildi. Filtre kagitlart ve membranin
i¢ginde bulundugu tampon siiziildiikten sonra, TransBlot cihazinin (Bio-Rad) kasedine
en alta iki filtre kagidi, lizerine membran, {izerine jel ve en lste de iki filtre kagidi
yerlestirildi. Bir cam test tiip, filtre kagidi lizerinde kesintisiz sekilde siiriilerek hava
kabarciklart ¢ikartildi. Ardindan transfer kutusunun kapagi Kilitlenerek cihaza
yerlestirildi. Uygun programda 30 dakikada transfer islemi gerceklestirildi. Jelden
proteinlerin nitroseliiloz membrana transferi islemi igin baslangic deneylerinin
disindaki diger tiim deneylerde “Bio-Rad Trans-Blot Turbo Nitrocellulose Starter Kit,
Transfer Pack ” kullanildi. Bu hazir membran paketleri ile yapilan transfer 7 dakikada
gerceklestirildi.

Transfer islemi sonrasi Bio-Rad ChemiDoc goriintiileme cihazinda jel ve

membranin goriintiisii alindi.

Antikorlarin Uygulanmasi

Membran, %5 bloklama soliisyonuyla oda sicakliginda calkalayicida 1 saat
karistirildiktan sonra yikama tamponu ile 2 kez yikandi. Primer antikor (tavsan anti-
insan ASA antikor), %2 bloklama soliisyonu ile 1/10000 oraninda seyreltilip
membranin {izerine uygulandiktan sonra soguk odada calkalayicida gece boyunca
inkiibasyona birakildi. Yikama tamponuyla 2 kez hizli yikamanin ardindan yikama
tamponu ile tekrar 1x15 ve 3x5 dakika yikandi. Sekonder antikor (peroksidaz isaretli
anti-tavsan antikor), TBS-T ile 1/10000 oraninda seyreltilip membranin iizerine
uyguland1 ve oda sicakliginda calkalayicida 1 saat inkiibe edildi. Yikama tamponuyla
1x15 ve 3x5 dakika yikandi. Bir pens yardimai ile siv1 i¢inden alinarak {izerindeki sivi
stizdiirtildi. Seffat bir hibridizasyon torbasinin yapraklari arasina membran alindi.
ECL kitinin her iki soliisyonundan 1/1 oraninda karistirildi ve membranin iizerine, her
tarafin1 kaplayacak sekilde pipetlendi. ECL karisimi pipetlendikten sonra torbanin
yapraklar1 arasindaki membranin tizerindeki ECL hafifce yayildi. 5 dakika karanlikta
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oda sicakliginda inkiibe edildi. Membran torbanin yapraklar1 arasindan bir pens
yardim ile ¢ikartildi. Uzerindeki fazla ECL siizdiiriildii. Yeni bir seffaf naylon
torbanin yapraklari arasina yerlestirilip hava kabarciklarindan uzaklagsmak amaci ile
tizeri parmaklarla sivazlandi. Bio-Rad ChemiDoc goriintiileme cihazinda ilk saniye ve

sonrasinda her 3 saniyede bir olacak sekilde 5 dakika goriintii alind1.

“Stripping — Reprobing”

Membran, stripping tamponu (EK-1) ile 50°C’de 45 dakika inkiibe edildikten
sonra distile suyla calkalayicida 1 saat oda sicakliginda karistirildi ve yeni bir petri
kabinda yikama tamponuyla 5x5 dakika yikandi. %5 bloklama soliisyonuyla
calkalayicida 1 saat oda sicakliginda karistirildi. %2 bloklama soliisyonu i¢inde 1/500
oraninda seyreltilen primer antikorla (keg¢i anti-insan sap-B antikor), ¢alkalayicida
gece boyunca inkiibasyona birakildi. Yikama soliisyonuyla 3x5 dakika yikandi. TBS-
T i¢inde 1/5.000 oraninda seyreltilen sekonder antikorla (peroksidaz isaretli anti-keci
antikoru), ¢alkalayicida 1 saat oda sicakliginda karistir1ldi. Yikama soliisyonuyla 3x5
dakika yikand.

ECL kitinin her iki soliisyonundan 1/1 oraninda karistirildiktan sonra
membranin {izerine, her tarafin1 kaplayacak sekilde pipetlendi. Bio-Rad ChemiDoc

goriintlileme cihazinda goriintii alindi.
3.4.6. ASA ve sapozin B geninde mutasyon analizi
RNA izolasyonu

Esasi:

Bu yontemde ilk olarak eritrositler lizise ugratilir ve homojenizasyon yapilir.
Ardindan lizata etanol eklenerek RNA’nin silika membrana baglanabilmesi i¢in uygun
ortam olusturulur. Yikama soliisyonlariyla kontaminasyon azaltilir. DNaz ile muamele

edilerek kalan DNA’lar yikilir. Son olarak eliisyon yapilarak RNA elde edilir.

Yapihsi:

Tam kan 6rneklerinden RNA izolasyonu yapilds. iki farkli RNA izolasyon kiti
kullanildi. Taze kanlar1 ¢alismak i¢in QiaGen RNeasy Mini Kit kullanilirken, donmus
kan orneklerinde Zymo Research Direct-zol RNA MiniPrep Plus Kiti tercih edildi.
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QiaGen RNeasy Mini Kit ile RNA izolasyonu:

400 pl tam kan 6rnegi ile 2 ml EL (eritrosit lizis) tamponu karistirildi. Buzda
20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon esnasinda iki kez anlik vortekslenerek karistirild.
Inkiibasyon sonrasinda Niive NFS8OOR santrifiij cihazinda 1.500 rpm’de 4°C’de 10
dakika santrifiij edilip siipernatan atildi. Pelletin tizerine 800 pl EL tamponu pipetlenip
anlik vorteksle yeniden siispansiyon haline getirildi. 1.500 rpm’de 4°C’de 10 dakika
santrifiij edilip slipernatan atildi.

350 pl RLT tamponu pipetlendi. Hiicre kiimelerini yok etmek ic¢in karigim
pipetle cekilip-birakilarak yeniden siispansiyon haline getirildi. Olusan lizat, 2 ml
koleksiyon tiipii i¢inde bulunan QIAshredder spin kolonuna aktarildi. Mikrofiij
cihazinda 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra kolon ¢ikarildi.

Koleksiyon tiipiine ¢oken lizata 350 pul absolii etanol eklenip karisim pipetle
cekilip-birakilarak yeniden siispansiyon haline getirildi. Karisim, 2 ml koleksiyon tiipii
icinde bulunan QIAmp spin kolonuna aktarildi. 14.000 rpm’de 15 saniye santrifiij
edildi. Koleksiyon tiipii ¢ikarildi ve kolon yeni bir koleksiyon tiipiine yerlestirildi. 350
ul RW1 (yikama) tamponu pipetlendi. 14.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi.
Koleksiyon tiipii ¢ikarildi ve kolon yeni bir koleksiyon tiipiine yerlestirildi.

10 ul DNaz1 stok soliisyonu ile 70 ul RDD (sindirim) tamponu bir eppendorf
icine pipetlenip alt iist edilerek karistirildi ve DNazl inkiibasyon miksi elde edildi.
14.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildikten sonra 80 pl DNazl1 inkiibasyon miksi,
kolona pipetlendi. Oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

350 ul RW1 (yikama) tamponu pipetlendi. 14.000 rpm’de 15 saniye santrifiij
edildi. Koleksiyon tiipii ¢ikarildi ve kolon yeni bir koleksiyon tiipiine yerlestirildi. 500
ul RPE tamponu pipetlendi. 14.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Koleksiyon tiipii
cikarild1 ve kolon yeni bir koleksiyon tiipiine yerlestirildi. 14.000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi.

Kolon, bir eppendorfun i¢ine yerlestirildi. Kolona 30 pl Rnaz igermeyen steril
su pipetlendi. 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Elde edilen izolattan 1 pl
kullanilarak, nanodrop spektrofotometrede ng/ul cinsinden RNA konsantrasyonu

slciildii,
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Direct-zol RNA MiniPrep Plus kiti ile RNA izolasyonu:

200 pl tam kan 6rnegi ile 600 pl trizol karigtirildi. Alt tist edilip 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Mikrofiij cihazinda 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Siipernatan iki ayr1 eppendorfa aktarildi. Uzerlerine hacimleri miktarinca
absolii etanol eklendi. iki ependorf da sirayla alt iist edilerek 2 ml koleksiyon tiipii
icerisindeki kolona pipetlendikten sonra 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Koleksiyon tiipii ¢ikarildi ve kolon yeni bir koleksiyon tiipiine yerlestirildi. 400 pl
RNA yikama tamponu pipetlenip 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Koleksiyon
tiipii ¢ikarildi ve kolon yeni bir koleksiyon tiipiine yerlestirildi.

RNaz icermeyen bir eppendorfta 5 ul DNaz1 ile 75 ul DNA sindirim tamponu
karistirildi. Bu karisim kolon matriksine pipetlendi. Oda sicakliginda 15 dakika inkiibe
edildi.

400 pl RNA 6n-yikama tamponu pipetlenip 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi. Bu basamak 2 kez tekrarlandi. Koleksiyon tiipii ¢ikarildi ve kolon yeni bir
koleksiyon tiipline yerlestirildi. 700 pl RNA yikama tamponu eklendi. 14.000 rpm’de
2 dakika santrifiij edildi. Kolon eppendorf igine yerlestirildi. Kolon matriksine 50 pl
DNaz/RNaz i¢cermeyen steril su pipetlendi. 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Elde edilen izolattan 1 pl kullanilarak, nanodrop spektrofotometrede ng/pl cinsinden

RNA konsantrasyonu 6l¢iildii.

cDNA sentezi
Esasi:

Bu yontemde tek zincirli olan RNA’dan ters transkripsiyon ile cDNA elde
edilir. Tlk olarak RNA 70°C’de denatiire edilir. Hemen sonrasinda buz iistiine
konularak primerlerin hibridizasyonuna olanak saglanir. Ters transkripsiyon igin
gerekli komponentler eklendikten sonra 42°C’de 1 saat inkiibasyon esnasinda ters
transkripsiyon reaksiyonu zincir boyunca devam eder. Elde edilen cDNA, ters

trankriptaz-polimeraz zincir reaksiyonunda (RT-PCR) kullanilir.

Yapihsi:

Advantage RT-PCR kiti kullanildi. Tiim deney buz iistiinde gergeklestirildi. Kit

igerisinde bulunan tiim tiipler mikrofiij cihazinda 15 saniye santrifiij edildi.
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Mikrosantrifiij tiipiine 12,5 pl RNA izolat1 pipetlendi. Uzerine 1 pl oligo(dT)1s
primeri pipetlendi. Isiticida 70°C’de 2 dakika 1sitilip buz istiinde hizlica sogutuldu.
Uzerine 4 pl 5x reaksiyon tamponu, 1 pl dANTP kompleksi (10 mM), 0,5 pl rekombinan
RNaz inhibitérii ve 1 ul MMLV-ters transkriptaz pipetlendikten sonra karisim pipetle
cekilip-birakilarak yeniden siispansiyon haline getirildi.

Thermocycler cihazinda 42°C’de 1 saat ve 94°C’de 5 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 14.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Uzerine 80 pl DEPC’li
steril su pipetlendi. 5 saniye vortekslendi. 14.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi.

cDNA PCR

Advantage RT-PCR kiti kullanildi. Tiim deney buz iistiinde gergeklestirildi.

Mikrosantrifijj tiipiine 10 pl cDNA (1:50), 1 pul ANTP kompleksi (10 mM), 2
ul premiks G3PDH primerleri, 5 pl 10x PCR tamponu, 1 pl Taq DNA polimeraz ve
31 pl steril su pipetlenerek karistirildi. Son hacim 50 pl oldu.

Thermocycler cihazinda 30 sikliis boyunca 94°C’de 45 saniye, 60°C’de 45
saniye ve 72°C’de 2 dakika inkiibasyon tekrarlandi. Sonrasinda 72°C’de 7 dakika
inkiibe edildi ve inkiibasyon bitiminde 4°C’de saklandi.

Daha sonra etidyum bromiir igeren %?2’lik agaroz jel elektroforezinde drnekler
1 saat 80 V’ta yiiriitildii ve sonrasinda Bio-Rad ChemiDoc Touch goriintiileme

cihazinda bantlar goriintiilendi.

DNA dizi analizi

QiaGen DNA izolasyon kiti ve kit protokolii uygulanarak 200 ul EDTA’l1 tam
kandan DNA izolasyonu yapildi. Nanodrop spektrofotmetre ile konsantrasyonlari
dleiildii. DNA dizi analizi igin izole edilmis DNA &rnekleri Hacettepe Universitesi
Tibbi Genetik Anabilim Dali’na gonderildi. ARSA geni ve SUMF1 genini kodlayan
tim eksonlarin ve PSAP geninin Sap-B’yi kodlayan 6, 7 ve 8. eksonlarinin

amplifikasyonu gergeklestirildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

ARSA geninin 8, SUMF1 geninin 9 ve sapozin B geninin 3 eksonunu

cogaltmak icin kullanilan primer dizileri ve bu eksonlarin PCR ile amplifikasyonu i¢in
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kullanilan erime sicakliklari (Tm) Tablo 3.1.’de gosterilmektedir. Primerler ana stok
100 uM, ¢aligmalarda kullanilacak ara stok 10 uM olacak sekilde seyreltildi. Hem ana
stok hem ara stok primerler -20 °C’de sakland1. Tiim PCR reaksiyonlar1 10 ul Promega
2x miks, 6 pul dH20, 2 ul DNA, 1 ul “forward primer” ve 1 ul “reverse primer”
kullanilarak yapildi.

Applied Biosystems Veriti 96 Well Fast Thermal Cycler cihazinda sadece
baglanma sicakliklari farkli olmak tizere PCR reaksiyonu ger¢eklestirildi. En 1yi sonug

alinan PCR reaksiyon kosullart Tablo 3.2.’de gosterilmistir.



Tablo 3. 1. ARSA, SUMF1 ve PSAP genlerine ait primer dizileri ve erime sicakliklar1 (Tm)

“Forward Primer” “Reverse Primer” Tm
ARSALF: 5°- CTG CTG GAG CCA AGT AGC CC-3’ ARSALR: 5°-TGC AAT CCA TTG GGA GGA AA-3’ 58°C
ARSA2F: 5°- GAC TCT GTG ACT TGT CCC GC-3’ ARSAZ2R: 5’- GCT GAG GGC CCG GGT GGT TC-3’ 58°C
ARSA3F: 5°- ACC TGC CAG CCC AGC CCT CA-3° ARSA3R: 5°- TTG GGC CAA GAT CACTTAC-3’ 65°C
ARSA4F: 5°- CTAACT CCAGTC TTT GCC CC-3’ ARSA4R: 5°- GCC GGA GCA CCC AGC TG-3’ 58°C
ARSAS5F: 5°- GCT CAT GAG CGC CTC CTG TG-3° ARSA5R: 5°- GGG TTC CAA GGA GAG GGC CTG CGG ACT GA-3° 58°C
ARSAGF: 5°- CTT GAT GGC GAA CTG AGT GAC-3’ ARSAGBR: 5’- AAG GAT CTG GGA TCA GGG GT-3’ 58°C
ARSATF: 5’- CAC GTC CAG GGC CTC CCACC-3’ ARSATR: 5’- GGG GTC AGC AGG TTC GGG GG-3° 65°C
ARSA8AF: 5°- TTG CCC TGT GCA CAG AAT TG-3’ ARSABAR: 5’-CTG TTT CAG GGC TTG CAG CAC-3° 59°C
ARSA8BF: 5’- GAA ACA GCT TCA GCT GCT CA-3° ARSA8BR: 5’- GCC ATC ACA TGC CCA GGC CA-3’ 59°C
ARSAPDIF: 5°- TTG ATG GCG AAC TGA GTG AC-3’ ARSAPDIR: 5’- CAG TGC AGG AGG CAC TGA GG-3’ 58°C
ARSAPD2F: 5’- GGT TTG TGC CTG ATA ACT TA-3 ARSAPD2R: 5°- TTC CTC ATT CGT ACC ACA GG-3’ 59°C
SUMF1-1F: 5>-GCTCAAAATTCTGCCCCTTT-3’ SUMF1-1R: 5>-CTACTCCAACCCCGTCCAG-3’ 60°C
SUMF1-2F: 5’-CAGGTACACCTTGGCTGTGA-3’ SUMF1-2R: 5’-TCTGCCACAGAATGCAGTAAA-3’ 60°C
SUMF1-3F: 5>-AGAGAAAAGGGCACACATGC-3’ SUMF1-3R: 5>-CACCCAAACCCTTTTCAATG-3’ 60°C
SUMF1-4F: 5>-CATTGAGATTTTTGCATGT-3’ SUMF1-4R: 5°-TTGTCAACTGGGGAAAGAGG-3’ 60°C
SUMF1-5F: 5>-CCAGCTCCTGCTTCTTGTTC-3’ SUMF1-5R: 5’-GACCAACATATTGTCAGGCAAA-3’ 60°C
SUMF1-6F: 5°-CAAAACCTGTGCCTGTTTGA-3’ SUMF1-6R: 5>-GAAGGGAACACCGTGTGAGT-3’ 60°C
SUMF1-7F: 5>-TCTTGCTGCATTTCTGCACT-3’ SUMFL1-7R: 5>-AGAGGACAGATGCCACCATT-3’ 60°C
SUMF1-8F: 5’-AGCTGGTTGGATCAAAGTCG-3’ SUMF1-8R: 5’-TGGGGTTAGGTAGGCATTTG-3’ 60°C
SUMF1-9F: 5>-GTTGTGGGGAAGCACTGTCT-3’ SUMF1-9R: 5°-ATGCACCACACCATAAAGCA-3’ 60°C
PSAPGF: 5°-TGAGGCTTAAGTGATCCTCC-3’ PSAP6R: 5’>-TTCCCAGAAACAGTCTCCTAC-3’ 58°C
PSAP7F: 5>-CTTGCTTGATAGTCACCAGTT-3’ PSAP7R: 5’-CTGGGATCAAGATGCTTCAG-3’ 60°C
PSAPSF: 5°-GCACTGCTTCAGACACGA-3’ PSAP8R: 5°-AGGCACTGCAAAGTCACC-3’ 60°C

37
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Tablo 3. 2. PCR kosullar

Sicakhk Siire
95°C 1dk
95°C 45sn

58-65°C | 35sn | 35 siklus
72°C 45sn
72°C 5dk
4°C o0

PCR Uriinlerinin Piirifikasyonu

PCR iiriinleri %2 agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii. Elektroforezde uygun
uzunlukta ve tek bant elde edilen PCR iiriinleri NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
ile piirifiye edildi. Piirifikasyon ii¢ basamakta gerceklestirildi. ilk basamak olan
baglanma basamaginda; PCR {iriiniiniin iizerine 40 pul NTI tamponu karistirilarak mini
kolonlarin tizerine eklendi ve sonrasinda 1 dakika boyunca 11,000 g’de santrifiij edildi.
Yikama i¢in; santrifiij sonrasinda mini kolonlarin tizerine 500 pl yikama soliisyonu
eklenerek 11.000 g’de 1 dakika santrifiij gergeklestirildi. Sonrasinda mini kolonlarin
toplama tiiplinde biriken yikama soliisyonu uzaklastirildi ve herhangi bir soliisyon
eklenmeden yikama soliisyonun igerisindeki alkoliin uzaklagmasi amaciyla 11.000
g’de 1 dakika boyunca santrifiij edildi. Son basamak olan eliisyon i¢in 6nce mini
kolonlarin i¢indeki PCR f{irlinlerinin bagli oldugu membran yeni bir 1.5 ml’lik
ependorf tiipe aktarildi. Membran iizerine 20 pl NE tamponu eklendi ve oda
sicakliginda 1 dakika bekletildi. Sonrasinda 11.000 g’de 1 dakika siiresince santrifiij
islemi gerceklestirilerek ependorf tiipiin icerisinde saflastirilmig PCR iirtinleri elde

edildi.

Dizi Analizi

Piirifiye edilmis PCR iiriinleri uygun primerler ve Big Dye Terminator 3.0 Kiti
kullanilarak DNA dizileme reaksiyonu gercgeklestirildi. Dizileme i¢in 4 pl dH20, 2 pl
Big Dye tamponu, 2 pl Big Dye enzimi, 1 pl primer ve 1 pl piirifiye PCR {irlinii
kullanilarak gergeklestirildi. Sanger dizileme Thermal Cycler cihazinda 96°C’de 1 dK,
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sonra 25 siklus boyunca 96°C’de 10 sn, 50°C’de 0.05 sn ve 60°C’de 4 dk siiresince
gerceklestirildi.

DNA Dizileme Uriinlerinin Piirifikasyonu

DNA dizileme reaksiyonu sonrasi Ornekler Zymo Research ZR DNA
sequencing clean up sekans piirifikasyon kiti kullanilarak saflastirildi. Bunun igin 20
ul sekans reaksiyonu iiriinii ile 240 pl sekans baglama soliisyonu karistirildi ve
piirifikasyon kolonlarinin tizerine eklendi. 14.000 g’de 30 sn santrifiij ile PCR
triinlerinin  kolonlara tutunmasi saglandi. Ardindan, 300ul membran yikama
soliisyonu eklenerek 14.000 g’de 30 sn santrifiij ile kolona bagli olan sekans
reaksiyonu iirlinleri yikandi. 20 pl steril su eklenerek 14.000 gde 30 sn santrifiij sonrast
piirifiye sekans reaksiyonu iiriinleri elde edildi. Piirifiye edilmis sekans iiriinlerinin
kapiller elektoforezi ABI Prism 3500 Genetic Analyzer cihazi kullanilarak

gerceklestirildi.

Dizi analizi sonu¢larimin degerlendirilmesi

Kapiller elektroforez sonrast sonuglar Oncelikle Segscape programi ile
degerlendirildi. Sonrasinda Codon Code Aligner programi ile saptanan degisiklikler
Ensembl (http://www.ensembl.org/), MutationTaster (www. Mutationtaster.org) ve
EXAC (exac.broadinstitute.org), veritabanlart kullanilarak degerlendirildi. Bu
calismada, ARSA ve SUMFI1 genleri icin sirastyla ENST00000547307.1 ve
ENSTO00000272902.5 numaralar: ile ensembl veritabaninda kayith diziler referans

alindu.
3.4.7. Plazma anti-MOG IgG ve anti-siilfatid 1gM ve anti-siilfatid 1gG analizleri

Hasta ve kontrol gruplarindan izole edilen plazma 6rneklerinde hiicreye dayal
yontem (cell-based assay) ile anti-MOG tayin edildi. ELISA yontemi ile de anti-
stilfatid antikorlar: tayin edildi.


http://www.ensembl.org/
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Hiicreye dayah yontem (cell-based assay) ile anti-MOG IgG tayini
Esasi:

Bu yontemde bir plazmide, miyelin oligodendrosit glikoproteinini (MOG)
kodlayan DNA dizisi yerlestirilir. Bu plazmid daha sonra EU-90 hiicrelerine transfekte
edilir. Bu hiicreler klasik indirek immiinfloresan yontemi ile antikor tespiti igin
substrat gorevi goriir. Orneklerdeki ozgiil antikorlar, substratta karsilik gelen
antijenlere baglanir. Sonrasinda bagl antikorlar floresan isaretli sekonder antikorlarla

tespit edilir. Immiinfloresan mikroskopla floresan 1s1ma gozlenir.

Yapihsi:

Euroimmun anti-MOG 1gG kiti kullanildi. Eppendorf tiiptine 10 ul plazma
ornegi ile 90 pl 6rnek tamponu pipetlendi (1/10 diliisyon) ve vorteksle 15 saniye
karistirildi. Bunun 30 pl’si slaytlardaki érnek uygulama yerlerine pipetlendi. ilk 2
siraya ise negatif ve pozitif kontroller pipetlendi. Uzerleri slaytlarla kapatilip,
karanlikta 30 dakika inkiibe edildi. Slaytlar yikama tamponuyla bir kez hizli yikamanin
ardindan yikama tamponuyla doldurulmus iki ayr1 kapta 2x5 dakika inkiibe edildi.

Yeni bir reaktif tepsisinin her alanina 25 pl FITC isaretli kegi anti-insan 1gG
konjugat1 pipetlendi. Slaytlar kaptan ¢ikarilip arka yiizeyleri silindikten sonra
konjugatlarin {izerine kapatildi. Karanlikta 30 dakika inkiibe edildi. Slaytlar yikama
tamponuyla bir kez hizli yitkamanin ardindan yikama tamponuyla doldurulmus iki ayri
kapta 2x5 dakika inkiibe edildi.

Yeni bir reaktif tepsisinin iizerine 5 adet lamel yerlestirildi. Her bir alana birer
damla (~ 10 ul) PBS tamponlu (pH: 8,4) gliserol damlatildi. Slaytlar kaptan ¢ikarilip
arka ylizeyleri silindikten sonra lamellerin {izerine yerlestirildi.

Slaytlar immiinfloresan mikroskobunda goriintiilendi.
Sandvi¢ ELISA yontemi ile anti-siilfatid IgM antikorunun analizi

Esasi:

Bu yontemde ¢ift antikorlu sandvi¢ teknigi kullanilir. Bu teknik, test edilen
antijenin ikiden fazla degerligi bulundugu i¢in kaplanmis antijeni ve saptanan antijeni

ayni anda taniyabilmesi esasina dayanir. Onceden kaplanmis olan antijen insan anti-
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siilfatid IgM antijenidir. Ornekler ve antijen ELISA plakasmin kuyucuklarina
pipetlenir ve PBS ile yikanir. Sonra avidin-peroksidaz konjugatlar1 pipetlenir ve PBS
ile yikanir. Renklendirme i¢in TMB substrati kullanilir. TMB, peroksidazin katalitik
aktivitesi ile mavi renge doner. Sonrasinda asit etkisiyle sartya doner. Renk derinligi,

test ettigimiz antikor miktar1 ile orantilidir.

Yapihisi:

25x yikama tamponu 1x olacak sekilde seyreltildi. Sicak su banyosunda
37°C’de 10 dakika inkiibe edilerek ¢ozildii.

20 ng/ml standart elde etmek igin insan anti-siilfatid IgM liyofilize standart
orneginin {izerine 1 ml standart diliienti pipetlendi; oda sicakliginda 30 dakika
inkiibasyon esnasinda ¢6ziildii. Bu standarttan seri diltisyonlarla 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625
ve 0,3125 ng/ml derisimli standartlar hazirlandi.

100 pl kor, standartlar ve plazma ornekleri ELISA plakasinin kuyucuklaria
pipetlendi. Etiivde 37°C’de 90 dakika inkiibe edildi. Bu sirada insan anti-siilfatid IgM
antikoru 1/100 oraninda seyreltildi ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.
Kuyucuklara 350 pl yikama tamponu pipetlendi; 30 saniye plaka karistiricida
karistirildi. Plaka ters gevrilerek bosaltildi ve kurutuldu. Bu yikama islemi 2 kez
tekrarlandi. Tiim kuyucuklara 100 pl 1/100 oraninda seyreltilmis insan anti-siilfatid
IgM antikoru pipetlendi. Etiivde 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi. Enzim konjugati
1/100 oraninda seyreltildi; oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Kuyucuklara 350
ul yikama tamponu pipetlendi; 30 saniye plaka karistiricida karistirildi. Plaka ters
cevrilerek bosaltildi ve kurutuldu. Bu yikama basamagi 3 kez tekrarlandi. Kor
digindaki tiim kuyucuklara 100 pl enzim konjugati pipetlendi. Etiivde 37°C’de 30
dakika inkiibe edildi. A ve B renk reaktifleri 9/1 oraninda karistirildi. Oda sicakliginda
30 dakika inkiibe edildi. Kuyucuklara 350 ul yikama tamponu pipetlendi; 30 saniye
plaka karistiricida karistirildi. Plaka ters ¢evrilerek bosaltildi ve kurutuldu. Bu yikama
islemi 5 kez tekrarlandi.

Tiim kuyucuklara 100 pl renk reaktifi karigimi pipetlendi. Etiivde 37°C’de 30
dakika inkiibe edildi. Tim kuyucuklara 100 ul C renk reaktifi pipetlendi. Plaka

karistiricida 30 saniye karistirildi.
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10 dakika i¢inde Spectramax cihazinda 450 nm’de optik dansite (OD) degerleri
olgtildi.

Sandvi¢ ELISA yontemi ile anti-siilfatid 1gG antikorunun analizi
Yapihs:

20x yikama soliisyonu 20 kat seyreltildi. ELISA plakast kuyucuklarina
sirastyla 0,25-0,5-1-2-4 ve 8 ng/ml konsantrasyonlarindaki standartlardan ve plazma
orneklerinden 50 pl pipetlendi. Kor kuyucugu bos birakildi. Koér kuyucugu harig tiim
kuyucuklara 100 ul HRP-konjugati pipetlendi. 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

Kuyucuklara 350 pl yitkama tamponu pipetlendi; 30 saniye plaka karistiricida
karistirildi. Plaka ters ¢evrilerek bosaltildi ve kurutuldu. Yikama islemi 4 kez
tekrarlandi.

Tiim kuyucuklara 50 pl kromojen A ve 50 ul kromojen B pipetlendi. 1 dakika
ELISA karistiricida karistirildiktan sonra, 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Tim
kuyucuklara 50 pl durdurma soliisyonu pipetlendi. 5 dakika iginde SpectraMax
cihazinda 450 nm’de OD degerleri 6l¢iildii.

3.4.8. istatistiksel analiz

Tanimlayic istatistikler olarak ortalama ve standart sapma ya da ortanca ile en
kiiglik - en biiylik degerler kullanildi. Kutu ¢izgi grafikleri ile gruplar arasinda anti-
stilfatid IgG ve IgM degerlerinin dagilimi gosterildi. Gruplar arasinda anti-stilfatid 1gG
ve IgM degerlerinin farkli olup olmadigi varyans analizi ve Kruskal Wallis yontemi
ile arastirildi. Varyans analizi ile gruplar aras1 farklilik bulunmasi durumunda ¢oklu
karsilastirma yontemlerinden en kiiclik 6nemli farklilik yontemi kullanilarak, Kruskal
Wallis testi ile farklilik bulunmasi durumunda da ikiserli karsilagtirma yontemi
kullanilarak farkli olan gruplar saptandi. Karsilagtirmalarda anlamlilik diizeyi olarak

0.05 degeri alindi.
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4. BULGULAR

MLD siiphesiyle gelen hastalar 1’den 29’a kadar numaralandirildi. Bu
hastalarin aile bireyleri de hasta numaralarinin yanina ‘A: Anne, B: Baba, K: Kardes,

C: Cocuk, E: Es, M: Amca, H: Hala’ harfleri ile ifade edildi.

4.1. Lizozomal Enzim Analizi Sonuclari

MLD siiphesiyle gelen 29 hastanin ve 34 aile bireyinin plazma ve 16kositlerde
caligilan lizozomal enzim aktivitelerine ait sonuglar1 Tablo 4. 1.’de gosterilmektedir.
Parantez i¢indeki degerler normal araliklar1 ifade etmektedir. Referans araliklarinin

altinda kalan degerler koyu yazilmistir.



Tablo 4. 1. Plazma (umol/L/sa) ve 16kosit (umol/g protein/sa) drneklerinde lizozomal enzim aktiviteleri

N N N

,'5 8 % fl N N 'g N N
e |58 |83 |FEB|EES8ER |88 |88 |58 |8% |88 |55 |8 ¢
27|52 |ef2 |8 galE2|Eg |2 |83 |53 3 22|28
s 5|58 |388 25828 g8 g |28 |2 |58 |3 |g8

g eS| 2= % > N 3 & i = z

kS R & < < s 3 E = =

o o = ]
1 | 36,80 | 406,00 | 152000 | 12825 | 591 | 258,16 | 32,32 | 9850 | 1,68 | 14594 | 192 | 163,72
> | 7920 | 28800 | 1001,20 | 90,40 618 | 43415 | 3951 | 116,36 | 1,68 | 55588 | 3,38 | 26261
3 | 10320 | 242,80 | 100140 | 7285 447 | 22598 | 2933 | 100,00 | 168 | 8577 | 1,70 | 16371
4 | 17,00 | 292,00 | 671,20 56,60 730 | 29247 | 32,36 | 11314 | 199 | 326,97 | 2,69 | 209,86
4A | 1580 | 224,00 | 74320 67,60 | 56,01 | 30243 | 3850 | 99,00 | 205 | 49495 | 3,03 | 24193
4B | 26,40 | 206,00 | 683,20 56,60 | 97,87 | 426,20 | 49,63 | 124,73 | 151 | 646,16 | 392 | 242,69
5 | 39,40 | 364,00 | 974,00 92,35 505 | 459,35 | 56,93 | 123,62 | 504 | 53232 | 3,37 | 239,67
5A | 1580 | 252,00 | 818,00 69,85 | 11698 | 596,76 | 6498 | 15948 | 4,95 | 68161 | 440 | 34433
58 | 13,80 | 234,00 | 974,00 79,85 | 47,32 | 32830 | 41,13 | 13221 | 4,09 | 48153 | 296 | 177,07
6 | 257,80 | 523,60 | 2061,20 | 14375 | 6,15 | 613,92 | 4560 | 149,60 | 159 | 571,01 | 3,84 | 14648
6A | 540 | 24360 | 106000 | 97,20 | 19314 | 54149 | 69,26 | 138,00 | 2,30 | 891,31 | 4,69 | 220,57
68 | 3500 | 407,60 | 187760 | 151,00 | 161,07 | 717,03 | 52,80 | 167,41 | 266 | 651,27 | 4,30 | 291,69
7 | 21,20 | 361,60 | 154120 | 11825 | 835 | 262,70 | 32,63 | 11599 | 227 | 268,73 | 3,43 | 27846
8 | 860 | 409,60 | 1381,20 | 10325 | 433 | 14655 | 19,33 | 9346 | 168 | 188,95 | 2,42 | 193,74
9 | 3820 | 42320 | 939,20 81,75 359 | 371,97 | 36,33 | 110,57 582,96 | 1,78 | 183,72
9A | 28,60 | 292,00 | 920,40 87,80 | 4139 | 41215 | 3593 | 96,83 | 2,84 | 506,21 | 317 | 177,28
9B | 62,80 | 262,00 | 760,40 7430 | 46,38 | 282,60 | 37,40 2,78 | 534,70
oK | 11,80 | 264,00 | 820,00 7300 | 5717 | 338,70 | 36,00 | 70,30 669,90 | 313 | 23758
10 | 20,00 | 330,40 | 940,00 71,00 491 | 299,95 312,24 124,56
10A | 10,40 | 198,00 | 700,80 62,50 | 5697 | 299,80 | 36,50 | 104,00 510,70 | 2,40
108 | 28,40 | 180,00 | 740,80 67,00 | 18,07 41,30 3,80 | 531,10
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S < N < R

g g = 8 |« N N N 2 x N N
2 £ |&gm |FEB|EESE8ER |88 |23 |~¢S |83 |58 | N |8&¢
e |ES |Ed |gg2 38T |8 |28 |28 |[§3 |58 |28 |22
5 ST |28 (528|238 28 |g5 |e2 |28 |fc |28 (27 |8

£ E< a2~ ¥ > S 3 s T = z

d R & < < s 3 E = =

o o = ]
10K | 8,00 | 234,00 | 940,00 94,00 | 9331 | 496,90 | 48,00 | 143,00 355,64 | 2,69 | 209,70
11 | 18,80 | 270,40 | 860,00 61,00 774 | 37648 97,20 | 1,35 | 248,66 94,50
11A | 14,00 | 234,00 | 780,80 7000 | 97,24 | 38340 | 4150 | 109,80 213,40
118 | 21,80 | 258,00 | 1020,80 7450 | 7579 | 642,90 | 4500 | 124,90 472,90 | 3,50
11K | 560 | 270,00 | 820,80 61,00 | 14459 | 369,90 | 28,70 | 89,80 348,40
12 | 480 | 324,40 | 1020,00 67,00 | 1159 | 28530 250,74 135,22
13 | 68,00 | 288,40 | 1000,00 76,00 560 | 234,20 | 27,20 0,72 | 192,69
13A | 16,40 | 174,00 | 720,80 5350 | 66,79 | 534,00 | 4520 | 94,60 40520 | 3,05 | 235,70
138 | 26,00 | 306,00 | 1000,80 7150 | 40,04 | 272,00 | 4020 | 91,90 248,90 | 3,03 | 222,90
14 | 31,40 | 23420 | 1340,80 | 118,00 | 532 | 42848 | 4594 | 108,44 437,76 | 361 | 192,83
14C1 | 1360 | 266,20 | 1600,80 | 13750 | 59,71 | 503,20 | 37,86 | 97,82 | 162 | 450,58 | 3,45 | 17558
14C2 | 29,00 | 274,20 | 1320,80 | 118,00 | 40,33 | 23538 | 28,88 | 77,62 | 144 | 321,30 | 2,62 | 136,46
15 | 30,80 | 330,40 | 1440,00 | 11500 | 850 | 478,48 233,57 256,50
15C1 | 15,80 | 321,60 | 1041,60 92,30 | 36,24 | 22394 | 3384 | 8935 373,00 | 1,75 | 186,00
15C2 | 26,10 | 459,60 | 1201,60 | 102,80 | 88,22 | 658,88 | 46,46 | 191,44 74720 | 2,88 | 301,56
16 | 1840 | 20520 | 1199,20 78,75 435 | 40820 | 20,60 | 92,36 536,25 | 2,80 | 244,92
16A | 2560 | 256,00 | 1080,40 89,30 | 35,94 20,40 0,31
168 | 27,40 | 238,00 | 130040 | 117,80 | 44,97 | 596,96 | 40,81 | 88,20 | 2,16 | 757,50 | 3,29 | 179,09
16K | 25,60 | 279,20 | 952,20 89,25 | 49,30 | 482,32 | 4132 | 91,72 496,30 | 2,53 | 211,25
17 | 1842 | 210,00 | 620,00 67,00 719 | 782,40 | 4920 | 163,60 | 2,71 | 42440 | 4,20 | 214,00
17A | 18,00 | 282,00 | 780,00 7300 | 5568 | 49510 | 57,70 | 157,00 45350 | 4,10 | 237,30
18 | 11,68 | 26858 | 121117 | 107,96 | 21,74 | 293,82 | 26,38 | 80,33 | 0,92 | 207,05 | 2,69 | 162,85
188 | 29,20 | 28520 | 1139,20 99,75 | 39,80
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§ -"5 g ﬁ < N N 'g N N
. | §.|22|825| 22|35 S 25851851258 |22

£ E ~ |a & 7 3 2 T | ® 3 % > & z

8 3 & < s < =

o o = O
19 19,28 | 256,00 | 32,60 0,61 | 189,60 132,70
19A 61,36 | 356,60 | 63,00 93,30 309,30 | 3,10 | 178,90
198 77,14 | 429,70 | 70,00 | 118,70 281,60 200,80
20 9,60 | 304,80 | 900,80 73,00 3345 | 70595 | 49,27 | 177,16 550,31 | 5,29 | 281,04
20A | 7,60 | 270,00 | 1040,00 73,00 89,00 | 438,00 | 27,47 | 121,80 356,90 | 3,10 | 183,10
20B | 27,80 | 258,00 | 1140,00 80,50 101,19 | 487,00 | 49,60 | 155,00 576,00 | 4,80 | 228,30
20K | 6,40 | 216,00 | 980,00 70,00 146,49 | 419,00 | 4520 | 135,00 409,20 | 4,20 | 219,00
21 | 14,80 | 277,80 | 757,00 63,70 112,51 | 262,56 | 26,38 80,33 0,69 | 28551 | 3,56 | 194,06
22 6,40 | 270,40 | 800,80 55,00 153,31 | 636,64 | 47,20 | 148,26 497,70 | 3,96 | 263,37
22A | 12,80 | 222,40 | 900,80 61,00 174,07 | 629,27 | 43,93 | 125724 520,79 | 4,44 | 189,69
22B | 11,60 | 246,40 | 980,80 79,00 154,37 | 589,17 | 4556 | 161,59 626,47 | 4,66 | 345,02
23 | 27,13 | 264,58 | 144981 111,30 | 16558 | 406,71 | 42,22 | 106,27 | 1,65 | 31157 | 2,77 | 204,38
24 | 22,74 | 237,45 | 117176 107,96 | 16854 | 530,90 | 34,14 | 136,12 | 2,21 | 331,28 | 2,91 | 272,54
25 | 22,40 | 133,60 | 599,20 50,25 122,32 | 49530 | 56,64 | 116,90 397,00 | 520 | 209,00
25B | 22,40 | 152,00 | 1220,00 91,00 138,26 | 320,40 | 27,17 | 111,70 620,80 | 3,80 | 264,00
26 | 14,00 | 252,00 | 1198,00 95,35 122,67 | 51520 | 59,66 31,77 9,30 | 460,08 | 3,14 | 306,97
27 | 16,40 | 236,00 | 956,00 84,85 144,76 | 659,20 | 69,94 92,91 915 | 501,94 | 3,71 | 272,69
28 | 34,40 | 204,00 | 1.500,00 106,00 67,98 | 563,40 | 32,50 81,90 792,50 | 5,30
29 | 18,00 | 318,00 | 2500,00 131,50 59,09 | 298,17 | 48,10 | 103,70 638,00 228,70
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MLD tanisi alan 16 hasta ile MSD tanis1 alan 1 hasta ve bu hastalarin tasiyici
olan 25 aile bireyi ile MLD siiphesiyle gelen ancak MLD tanis1 almayan 12 diger
l6kodistrofi hastasinin 16kosit ASA enzim aktivite sonuglari, MLD-MSD grubu,
tasiyici grup ve diger lokodistrofiler (DLD) grubu arasinda karsilastirildi (Sekil 4. 1.).
Kruskal Vallis analizi ile 3 grup arasinda ASA degerleri arasinda farklilik oldugu
saptand1 (P<0,001). Gruplar arasindaki fark “multiple comparison test” (¢oklu
karsilastirma testi) ile analiz edildi. MLD-MSD grubu ile tasiyict grubu ve MLD-MSD
grubu ile DLD grubu arasinda anlamli farklilik bulundu (P<0,001). Tasiyici ve DLD
grubu arasindaki fark anlamli bulunmadi (P=0,475). Tastyicilarin bazilarinda ASA
aktivitesi sinirda diisiik saptandi (Tablo 4. 1.).

Lokosit ASA Aktivitesi

78,41 (18,07-204,34)
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6.27(3.5911.59) i _i_

=

O MLD+MSD (=17} [] Tagrnclar (n=25) [ DLD (n=12)

Sekil 4. 1. ASA aktivitesi sonuglari
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4.2.  Yalana Eksiklik Analizi Sonuclar:

4.2.1. DNA izolasyonu sonugclar:

200 pul EDTA’I tam kan Orneginden yapilan DNA izolasyonunda 24,76 ile
194,41 ng/ul arasinda degisen konsantrasyonlarda DNA elde edildi (Tablo 4. 2.). Kit
kitapgiginda (QIAamp DNA mini and blood mini handbook) ortalama 116,8 ng/ul
DNA izole edilebildigi belirtilmistir. izole edilen DNA, PCR ve DNA dizi analizi i¢in
yeterli oldu. 23 ve 24 numarali hastalarin DNA izolasyonu ise H.U.T.F. Hastanesi
DNA Bankasi’nda yapildi.

Tablo 4. 2. Hastalar ve aile bireylerinin DNA izolasyonu ile elde edilen DNA
konsantrasyonlari

Bireyler | dsDNA (ng/ul) | A260 | 260/280 | 260/230
1 131,41 2,63 1,58 1,24
2 113,81 2,28 1,82 1,63
3 194,41 3,89 1,81 1,97
4 80,37 1,61 1,72 1,57

4A 131,99 2,64 1,86 1,52
4B 73,96 1,48 1,77 1,38
5 105,55 2,11 1,80 1,29
5A 24,76 0,50 2,12 0,96
5B 77,51 1,55 1,91 1,52
6 124,86 2,50 1,86 1,53
6A 29,39 0,59 1,84 0,77
6B 174,78 3,50 1,85 1,60
7 161,39 3,23 1,80 1,80
8 230,92 4,62 1,84 1,87
9 228,54 4,57 1,85 1,80
9A 93,56 1,87 1,83 1,54
9B 61,42 1,23 1,76 1,47
9K 100,88 2,02 1,86 1,76
10 113,67 2,27 1,84 1,66
10A 131,32 2,63 1,83 1,57
10B 147,20 2,94 1,83 1,76
10K 135,29 2,71 1,89 1,80
11 147,37 2,95 1,75 1,17
11A 115,88 2,32 1,84 1,60
11B 105,62 2,11 1,82 1,64
11K 67,31 1,35 1,76 1,51
12 78,37 1,57 1,78 1,56
13 57,92 1,16 1,78 1,69
13A 109,24 2,18 1,78 1,69
13B 74,92 1,50 1,85 1,59
14 75,48 1,51 1,79 1,41
14C1 47,50 0,95 1,49 1,17
14C2 95,53 1,01 1,67 1,56
14A 76,51 1,53 1,79 152




Bireyler | dsDNA (ng/ul) | A260 | 260/280 | 260/230
14B 74,18 1,48 1,86 1,54
14K 74,01 1,48 1,86 1,32
14E 87,11 1,74 1,81 1,39
14M 55,46 1,11 1,80 1,22
14H 91,15 1,82 1,81 1,29

15 92,61 1,85 1,81 1,79
15C1 59,81 1,20 1,86 1,50
15C2 141,55 2,83 1,82 1,79

16 87,48 1,75 1,89 1,46
16A 128,52 2,57 1,53 0,48
16B 115,09 2,30 1,74 1,00
16K 63,36 127 1,53 0,71

17 47,96 0,96 1,82 1,29
17A 76,10 1,52 1,82 1,48

18 95,25 1,91 1,73 1,47
18B 73,96 1,48 1,02 1,48

19 44,34 0,89 1,78 0,91
19A 65,40 1,31 1,82 1,37
198 62,85 1,26 0,92 0,16

20 101,33 2,03 1,80 1,68
20A 112,36 2,25 1,82 1,57
20B 112,79 2,26 1,87 1,77
20K 89,76 1,80 1,80 1,51

21 93,36 1,87 1,52 1,12

22 116,96 2,34 1,86 1,76
22A 150,30 3,01 1,83 1,75
22B 91,36 1,83 1,84 1,59

23 377,54 7,55 1,75 1,68

24 535,30 10,71 | 1,76 1,75

25 153,33 3,07 1,79 1,61
25B 67,06 1,34 1,83 1,48

26 64,71 1,29 1,70 0,92

27 71,20 1,42 1,79 1,31

28 55,50 1,11 1,85 1,37

29 30,74 0,61 1,74 1,29
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4.2.2. ARSA geninin PCR-kesim enzimi analizi

MLD siiphesiyle gelen 29 hasta ve bu hastalarin 23 aile bireyinin olmak {izere
toplam 52 bireyin, ARSA geninin 6. eksonunda N-glikozilasyon bozuklugu (N350S)
mutasyon analizi yapildi. MLD siiphesiyle gelen 29 hastanin sekizinde homozigot,
dordiinde heterozigot mutasyon saptandi. MLD tanis1 alan 16 hastanin dérdiinde (2, 5,
14 ve 15 numarali hastalar) homozigot mutasyon belirlendi. Bu dort hastanin ikisi geg
bebeklik MLD, diger ikisi ise erigkin MLD tanist aldi. 13 aile bireyinde heterozigot
mutasyon tespit edildi (Sekil 4. 2.).

M.A.M. 2 1 3 21

277 be

159 be
118 bg

MAM 14 15 5 18 2

277 bg

159 be
118 bg




M.A.M.

Kor

4A

4B

M.A.M.

277 be

277 bg

159 be
118 bg

277 be

159 be
118 be
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M.A.M. 6 6B 6A 25 18

277 be

159 be

118 b¢

277 bg

159 be
118 bg

M.AM. Kor 16 9

277 bg

M.A.M. Kor 13 12 11K 10




MAM
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27
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277 be

159 be
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19B

10K

277 be

159 be

118 be

277 bg

159 bg
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M.A.M.

14
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+—— 159 b¢
<«— 118Db¢
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MAM 15C2 16K 16A 16B

277 be

159 be
118 be

MAM 28 29 18B 17 17A

277 bg

159 be
118 bg

Sekil 4. 2. A-O: ARSA geninin 6. eksonunun PCR {iriinii kullanilarak, Bsrl kesim
enzimi ile N-glikozilasyon mutasyonunun (N350S) analizi sonrast yapilan %3 liik
NusSieve agaroz jel elektroforezi goriintiisii. MAM: Molekiiler agirlik markir

4.3. DEAE-seliiloz iyon degistirici kromatografi ile ayristirllan ASA ve ASB

izoenzimlerinin aktivite tayini sonugclari

MLD siiphesiyle gelen 18 hastanin ve bu hastalarin 15 aile bireyinin olmak
lizere toplam 33 bireyin iyon degistirici kromatografi sonrast ASA ve ASB
izoenzimlerinin inhibitorli (125 pM AgNO3) ve inhibitorsiiz florometrik aktivite
tayini yapildi. Inhibitdrsiiz izoenzim aktivite grafiklerinde 20 bireyin 0,10 M, 5 bireyin
0,15 M ve 7 bireyin 0,20 M tuz konsantrasyonlarinda ASA pikleri goriildii (Sekil 4.
3).
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Sekil 4. 3. A-Z ve AA-AG: Iyon degistirici kromatografi sonras1 ASA ve ASB
izoenzimlerinin inhibitdrli (125 puM AgNOs3) ve inhibitorsiiz florometrik aktivite
tayini grafikleri
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4.4, Ince tabaka kromatografisi ile idrarda siilfatid analizi sonuclar

MLD siiphesiyle gelen 29 hastadan, idrar 6rnegi alinabilen 26’sinin ve bu
hastalarin aile bireylerinden 38’inin olmak iizere toplam 64 bireyin ince tabaka
kromatografisiyle idrarda siilfatid tayini yapildi. MLD siiphesiyle gelen 26 hastanin on
yedisinde siilfatid pozitif bulundu. Idrarinda siilfatid saptanan 17 hastanin on altis
MLD tanisi alirken biri ise MSD (6 numarali hasta) tanisi aldi. Aile bireylerinde
stilfatid saptanmadi (Sekil 4. 4.).

» I

Std1(0 pmol)  Std2(5 pmol) Std3(10 pmol)  Std4(20 pmol)  Std5(40 pmol)

» " » »

=~}

Std (40 pmol)  Kontrol 4 4B 21 1 25

Std(20 pmol) 2 15C2 15C1 9K 18B 16K 16B 16A

-
Std(40 pmol) 6 6A 6B 7 8 23 3

-y

Std-40 pmol 4A 4B 14 14C1 14C2 5 SA 5B

> . »

e " |

F

Std(20 pmol) 18 6 6B 6A 4 4B 14 14C2

J.» =
o "8

Std(20 pmol) 14 4 18 25 9 9B 9A
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Std-20 pmol 25B 10K 20K 14C2 4B 6A 28

Std(20 pmol) 15 14K 14A 14E 14M 14H

Std-20 pmol 18 16 16B 17 17A 19 19A 19B

Std-20 pmol 13 15 18

Sekil 4. 4. A-M: ince tabaka kromatografisi ile idrarda siilfatid analizi. Std: C18-
stilfatid

4.5.  Western blot yontemi ile arilsiilfataz A ve sapozin B protein analizi

sonuclari

Western blot analizi i¢in en uygun protein konsantrasyonunu belirlemek igin
ilk agamada kontrol 6rnegi ile farkli protein konsantrasyonlarinda ASA ve sap-B

protein analizi yapildi (Sekil 4. 5., 4. 6. ve 4. 7.). Sapozin B eksikligi saptanan hasta
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olmadig1 i¢in Metakromatik 16kodistrofi hastalarinda mutasyonun proteine etkisini
aragtirmak {izere ASA proteini i¢in western blot yapildi. Sonrasinda ise membranlara
“stripping-reprobing” uygulandi ve “housekeeping” proteinlerden biri olan B-aktin

protein analizi yapildi (Sekil 4. 8.).

30pg 20pg MAM  1S5pg 12,5pg 6,25pg | 6,25pg12,5pg 1Spg  MAM 20pg 30 pg

I
1
l

o
1

L }

5

Sekil 4. 5. Farkli protein konsantrasyonlarinda hazirlanan kontrol érneginde protein
elektroforezi. A: Nitroseliiloz membrana transfer oncesi jelin goriintiisii, B: Transfer
sonrast membranin goriintiisii

6,25ng125ng 1Spg  MAM  20pug 30 pg

- ' — 62 kDa

Sekil 4. 6. Farkli protein konsantrasyonlarinda hazirlanan kontrol 6rneginde, ASA
proteininin Western blot analizi

73 kDa
68 kDa
50 kDa

Sekil 4. 7. Farkli protein konsantrasyonlarinda hazirlanan kontrol 6rneginde ASA
proteininin analizi sonrasinda “stripping — reprobing” yapilarak Sapozin B
proteininin Western blot analizi



69

Kontrol 1 2 3 4 A
e — e —> ASA (62 kDa)
—— e Gaemp S QRN > B-Aktin (45kDa)
Kontrol 7 8 9 10 11 12 6 13 | B

— — T WSS S e s > B-AKtin (45kDa)
16 5 |c 14 15 16 17 D|
-_—— —> ASA (62 kDa) ' S — —> ASA (62 kDa)
S wwew > B_Aktin (45 kDa) ———— 9 —» p-Aktin (45 kDa)

Sekil 4. 8. A-D: 16 MLD ve 1 MSD hastasinin ASA ve (3-aktin proteinlerinin
Western blot analizi

16 MLD ve 1 MSD hastasinda ASA protein analizi yapildi. 12 hastada
giclii protein bantlari saptandi. 3 hastada (3, 9 ve 14 numarali hastalar) protein bandi
saptanamazken, 1 hastada (1 numarali hasta) zayif protein bantlari tespit edildi. 17
numarali hastada ise p-aktin bandi saptanamadigi i¢in ASA proteinin varligi ya da

yoklugu konusunda karar verilemedi (Sekil 4. 8.).

4.6. ASA ve sapozin B genlerinde mutasyon analizi sonuclar:

4.6.1. RNA konsantrasyon sonuclari

200 ul EDTA’l1 tam kan ile yapilan RNA izolasyonunda 6,59 ile 83,79 ng/ul
konsantrasyonlarinda RNA elde edildi (Tablo 4. 3.)



Tablo 4. 3. Hastalar ve aile bireylerinin RNA izolasyonu ile elde edilen RNA

konsantrasyonlar1
Bireyler | RNA (ng/ul) | Az | 260/230 | 260/280

1 40,59 1,01 3,31 2,11
2 14,09 0,35 0,61 1,62
3 26,56 0,66 0,88 1,91
4 20,48 0,51 1,68 1,60
5 23,83 0,60 1,84 2,12
6 10,62 0,27 0,04 2,02
6A 10,23 0,26 1,56 1,84
6B 42,27 1,06 1,09 1,98
18,43 0,46 0,78 1,49

13,09 0,33 0,47 2,02

46,76 1,17 0,37 1,41

9A 83,79 2,09 0,42 1,26
9B 11,44 0,29 0,83 2,00
10 13,03 0,33 1,12 2,01
11 10,01 0,25 0,68 1,46
11K 7,29 0,18 1,30 2,28
12 16,37 0,41 0,52 2,02
13 16,46 0,41 1,25 2,08
14 29,82 0,75 0,66 1,71
16 24,00 0,60 0,53 1,18
16A 15,00 0,38 1,12 1,88
16B 11,84 0,30 0,49 1,76
16K 29,69 0,74 0,57 1,42
17 21,38 0,53 1,01 1,88
18 32,92 0,82 0,64 1,24
19 6,59 0,16 0,33 1,73
21 27,71 0,69 0,92 1,97
22 10,12 0,25 0,21 2,18
25 17,26 0,43 1,97 1,99
25B 10,39 0,26 1,18 1,81

70
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4.6.2. DNA dizi analizi sonuclari

Cocuk ve erigkin MLD hastalar1 ve diger 16kodistrofi grubundaki hastalarin
DNA dizi analizi sonuglar1 Tablo 4. 4.’te 6zetlenmistir. MLD hastalarinda ARSA
geninde ekson 2, 3, 4, 5 ve 7°de hastaliga neden olan toplam 11 mutasyon saptanmistir.
Bu mutasyonlardan 3 tanesi “compound” heterozigot olarak bulunmaktadir. Dort
MLD hastasinda, 4 de diger 16kodistrofi grubundaki hastada ARSA geninde yalanci
eksiklik mutasyonu homozigot diizeyde, diger 16kodistrofi grubundaki 5 hastada ise
heterozigot diizeyde saptanmistir. MLD grubunda 5 hastada ASA geni ekson 7°de
p.Thr391Ser polimorfizm mutasyonu homozigot diizeyde, diger ldokodistrofiler
grubunda 3 hastada homozigot, 3 hastada heterozigot diizeyde saptanmistir. MSD
tanis1 alan hastanin SUMF1 geninde homozigot mutasyonu ile birlikte ARSA geni

ekson 7’de p.Thr391Ser mutasyonu heterozigot olarak saptanmistir.



Tablo 4. 4. MLD stiphesiyle gelen hastalarda ARSA ve SUMF1 genlerinin dizi analizi ile tespit edilen mutasyon ve polimorfizmler
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ARSA Ekson 6 | ARSA Ekson 7
Hszta Tipi EAkZ‘;AS Q(':frﬁ Q(':frﬁ_) é?(?jﬁ (yalanci eks.) | (polimorfizm) SUMF1
p.Asn350Ser p.Thr391Ser
1 Geg infantil €.634G>Cp.Ala
MLD 212 Pro (HOM)
Geg infantil c.887G>A, c.1049 A>G
2 MLD p.Gly 296Asp p.Asn350Ser
(HOM) PDA1 (HOM)
Geg infantil c.577 delT, €.1049 A>G €.1172 C>G
3 MLD p.Trp193Glyfs p.Asn350Ser p.Thr 391Ser
Ter5 (HOM) PDA1 (HOM) (HOM)
Geg infantil SEZLCo
4 MLD p.Thr274Met
(HOM)
Geg infantil €.926G>A, c.1049A>G
5 MLD p.Gly309Asp p.Asn350Ser
(HOM) PDA1 (HOM)
€.1172 C>G c.1045 C>T
6 MSD p.Thr 391Ser p.Arg349Trp
(HET) (HOM)
€.954G>T,
Geg infantil Bloet E2IC, p.Trp318Cys
7 p.Ala212Pro
MLD (compound
(F2h) HET)
8 Geg infantil €.634 G>C, C:I?EAE%ES?:T'S
MLD p.Ala212Pro p('cog our
(asemptomatik) (HET) HIET)
Gee infantil €.925 G>A, €.1172 C>G
9 e o p.Gly309Ser p.Thr 391Ser
(HOM) (HOM)
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Hasta -~ ARSA ARSA ARSA ARSA SRS A ST
No Tipi Ekson 3 Ekson 4 Ekson 5 Ekson 7 (yalanci eks.) (polimorfizm) SUMF1
p.Asn350Ser p.Thr391Ser
. . €.925 G>A,
10 Ge‘,?v:rllfgm" p.Gly309Ser
(HOM)
Geg infantil €.925 G>A, €.1172 C>G
11 MLD p.Gly309Ser p.Thr391Ser
(HOM) (HOM)
Geg infantil €.925 G>A, €.1172 C>G
12 MLD p.Gly309Ser p.Thr391Ser
(asemptomatik) (HOM) (HOM)
Ekson 2-intron 2
13 Geg infantil splice bolgesi,
MLD c.465+1G>A
(HOM)
€.896 G>T,
14 Erigkin MLD p.Arg299Leu
(HOM)
€.896 G>T, €.1049 A>G
15 Eriskin MLD p.Arg299Leu p.Asn350Ser
(HOM) PDA1 (HOM)
AC>GG c.1171
A>G, c.1172 c.1172 C>G
16 Jiivenil tipi MLD C>G, ACT>GGT p.Thr391Ser
p.Thr391Gly (HOM)
(HOM)
€.954G>T
17 Eriskin MLD a2 12E D e p.Trp318Cys
181Ser (HET) (HET)
X c.1049 A>G
18 p.Asn350Ser

lokodistrofi

PDA1 (HOM)
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Hasta " ARSA ARSA ARSA ARSA PREREREING | MRS EEIT
No Tipi Ekson 3 Ekson 4 Ekson 5 Ekson 7 (yalanci eks.) (polimorfizm) SUMF1
p.Asn350Ser p.Thr391Ser
B c.1049 A>G
) 16kodistrofi FPD%T :Z’a(g)s&r)
c.1049 A>G
20 Cocuk p-Asn350Ser
lokodistrofi PDA1 (HOM)
PDA?2 (+)
c.1172 C>G
= i D TR Sy
(HET)
sk c.1049 A>G c.1172 C>G
22 I6kodistrofi p.Asn350Ser p.Thr391Ser
PDAL (HET) (HOM)
B c.1172 C>G
e I6kodistrofi D TR Sy
(HET)
Erigkin
24 16kodistrofi
E €.1049 A>G c.1172 C>G
25 15kodistrofi p.-Asn350Ser p.Thr391Ser
PDAL (HET) (HET)
Ea €.1049 A>G €.1172 C>G
26 15kodistrofi p.Asn350Ser p.Thr391Ser
PDA1 (HOM) (HOM)
o c.1049 A>G c.1172 C>G
27 15kodistrofi p.Asn350Ser p.Thr391Ser
PDAL (HET) (HOM)
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Wl | ADA | AN | AR | A | umess)) Gamemm | s
p.Asn350Ser p.Thr391Ser
B | s p AST505e
16kodistrofi PbAl e
Eriskin c.1049 A>G
29 | iskodistrofi p.Asn350Ser

PDAL (HET)
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4.7. Plazma anti-MOG 1IgG, anti-siilfatid IgM ve anti-siilfatid IgG

analizlerinin sonuglar:

4.7.1. Hiicreye dayalh yontem (cell-based assay) ile anti-MOG IgG analizi
sonuclari

MLD siiphesiyle gelen 28 hasta ile bu hastalarin 34 aile bireyi, 20
demiyelinizan bulgulara sahip hastaliklar1 bulunan kontrol grubu ve 11 demiyelinizan
bulgular1 olmayan kontrol grubu olmak iizere toplam 94 bireyde, hiicreye dayali
yontemle plazma anti-MOG IgG tayini yapildi. 3 ve 22 nolu hastalarda anti-MOG IgG
stipheli (+) bulundu. Demiyelinizan kontrol grubundan bir MS hastasinda anti-MOG

IgG (+), bir diger MS hastasinda ise siipheli (+) bulundu. Diger tiim bireylerde anti-
MOG IgG (-) bulundu (Sekil 4. 9.).

Sekil 4. 9. Hiicreye dayali yontemle anti-MOG IgG tayini immiinfloresan mikroskobu
goriintiisii. A: Negatif kontrol, B: Pozitif kontrol, C: 3 nolu hasta (zayif pozitif), D: 22
nolu hasta (zayif pozitif), E: Demiyelinizan kontrol grubu hastasi (zayif pozitif), F:
Demiyelinizan kontrol grubu hastas1 (pozitif)
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4.7.2. ELISA yontemi ile anti-siilfatid IgM antikoru analizi sonuglari

On dort MLD ve 1 MSD hastasi ilk grubu olusturdu. Bu hastalarin mutasyon
tastyicisi olan 21 aile bireyi 2. grupta yer aldi. MLD siiphesiyle gelen, fakat MLD veya
MSD tanis1 almayan 11 hasta ile 4 ALD (adrenolokodistrofi) hastast 3. grubu
olusturdu. 4. grupta 8 MS ve 2 NMOSD (ndromiyelitis optika spektrumu hastaligi)
hastas1 yer aldi. 5. grupta ise MLD siiphesiyle gelen hastalarin mutasyon tasiyiciligi
bulunmayan 7 aile bireyi ve 2 saglikli kontrol ile birlikte 6 epilepsi, 1 disleksi, 1
menenjit, 1 psddotiimor serebri ve 1 DMD (Duschenne muskiiler distrofi) hastasi yer
ald1 (Tablo 4. 5.). Toplamda 80 bireyin anti-siilfatid IgM antikoru analiz edildi.
Gruplarin istatistik yontemlerle karsilagtirilmasi sonucunda elde edilen bilgiler Sekil

4. 10 ve Tablo 4. 6.’da gosterilmistir.

Tablo 4. 5. Anti-siilfatid IgM analiz gruplari

Grup No |Gruplar

1 MLD-MSD
MLD-MSD-Tastyict
Diger Lokodistrofiler
MS-NMOSD
Kontrol

OB IWIN
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4,00

3,00 13

2,00

IgM (ng/ml)

1,00

52
¥

=

,004

T T T T T
LD _MSD MLD_MSD_T DLD MS_NMOSD Kartral

Gruplar

Sekil 4. 100. Anti-siilfatid IgM analiz gruplari

Tablo 4. 6. Anti-siilfatid IgM analiz gruplarinin karsilagtirilmasi

Anti-siilfatid IgM MLD-MSD-T  DLD MS-NMOSD  Kontrol
(p degerleri)

MLD-MSD 1 0,011* 0,894 0,001* 0,259

MLD-MSD-T | 0,017*  0,025* 0,142

DLD | 0,001* 0,323

MS-NMOSD | 0,001*

» MLD-MSD grubunun anti-siilfatid IgM sonucu, tasiyict grubuna gére anlamli
yiiksek bulundu.

» MLD-MSD grubunun anti-siilfatid IgM sonucu, MS-NMOSD grubuna gore
anlamli yiiksek bulundu.

» Tasiyici grubunun anti-siilfatid IgM sonucu, DLD grubuna gore anlamli diisiik
bulundu.

» Tasiyict grubunun anti-siilfatid IgM sonucu, MS-NMOSD grubuna gore
anlamli yiiksek bulundu.

» DLD grubunun anti-siilfatid IgM sonucu, MS-NMOSD grubuna gore anlamli
yiiksek bulundu.
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» Kontrol grubunun anti-siilfatid IgM sonucu, MS-NMOSD grubuna gore
anlamli yiiksek bulundu.

4.7.2. ELISA yontemi ile anti-siilfatid IgG antikoru analizi sonuclari

On alt1 MLD ve 2 MSD hastasi ilk grubu olusturdu. Bu hastalarin mutasyon
tastyicisi olan 25 aile bireyi 2. grupta yer aldi. MLD siiphesiyle gelen, fakat MLD veya
MSD tanis1 almayan 11 hasta ile 4 ALD hastas1 3. grubu olusturdu. 4. grupta 13 MS
ve 2 NMOSD hastasi yer ald1. 5. grupta ise MLD siiphesiyle gelen hastalarin mutasyon
tastyiciligl bulunmayan 15 aile bireyi ve 10 saglikli kontrol ile birlikte 6 epilepsi, 1
disleksi, 1 menenjit, 1 psddotiimor serebri, I DMD hastasi ve parkinsonizm bulgulari
olan 2 hasta yer aldi1 (Tablo 4. 7.). Toplamda 110 bireyin anti-siilfatid IgG antikoru
analiz edildi. Gruplarin istatistik yontemlerle karsilastirilmasi sonucunda elde edilen

bilgiler Sekil 4.11 ve Tablo 4.8.’de gosterilmistir.

Tablo 4. 7. Anti-siilfatid IgG analiz gruplari

ﬁ;up Gruplar

MLD-MSD
MLD-MSD-Tasiyict
Diger Lokodistrofiler
MS-NMOSD

Kontrol

Ol WIN|F-
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40,00

30,00

52
20,00

19G (ngiml)

10,00
60
o
17 21

e & s = g

T T T T T
MLD_MSD MLD-MSD-T DLD MS-MNMOSD Kontral

Gruplar

Sekil 4. 111. Anti-siilfatid IgG analiz gruplari

Tablo 4. 8. Anti-siilfatid IgG analiz gruplarinin karsilastirilmasi

Anti-siilfatid IgG MLD-MSD-T DLD MS-NMOSD  Kontrol
(p degerleri)

MLD-MSD 10,210 0,911 0,063 0,021*
MLD-MSD-T | 0,287 0,002* 0,289

DLD | 0,059 0,042*

MS-NMOSD | 0,001*

» MLD-MSD grubunun anti-siilfatid IgG sonucu, kontrol grubuna gére anlamli
yiiksek bulundu.

» DLD grubunun anti-siilfatid IgG sonucu, kontrol grubuna gore anlamli yiiksek
bulundu.

» MS-NMOSD grubunun anti-siilfatid IgG sonucu, kontrol grubuna gére anlamli
yiiksek bulundu.

» Tastyici grubun anti-siilfatid IgG sonucu, MS-NMOSD grubuna goére anlamlt
diisiik bulundu.
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5. TARTISMA

Sfingolipidozlar i¢inde tilkemizde sik goriilen MLD [1], lizozomal bir enzim
olan arilsiilfataz A veya bu enzimin aktivatdr proteini olan sapozin B eksikligi sonucu
olusur. Biriken siilfatid 6zellikle oligodendrosit ve Shwann hiicrelerinde fonksiyon
bozukluguna, miyelin yapisinin bozulmasina, demiyelinizasyon ve nérodejenerasyona
neden olur. Klinik cesitlilik ve laboratuvar tanisinda yaygin olarak ASA enzim
tayininin kullanilmas1 bu hastalik grubunda MLD tiplerinin tanimlanmasi i¢in yeterli
degildir [5]. Bu nedenle, bu c¢alismada klinik agidan MLD siiphesi olan hastalarda
hastaligin tiplerinin tanimlanmasi ve molekiiler mekanizmalarinin belirlenmesi
amaciyla, l6kositlerde ASA’nin da i¢inde bulundugu 12 farkli lizozomal enzimin
analizi, arilsiilfataz izoenzimlerinin iyon degistirici kromatografi ile ayrilarak inhibitor
varligi ve yoklugunda analizi, PCR-kesim enzimi ile ASA yalanci eksiklik analizi, ince
tabaka kromatografisi ile idrarda siilfatid analizi ve Western blot ile protein analizi
yapildi. Hastaliga neden olan mutasyonlar DNA dizi analizi (ARSA, Sapozin B ve
MSD igin) ile belirlendi. Klinik fenotipler arasindaki farkliliklarda inflamasyonun
rolii, anti-MOG ve anti-siilfatid analizleri ile degerlendirildi. inflamasyonun roliiniin
degerlendirilmesinde yasla uyumlu diger norodejeneratif hastaliklara sahip kontrol
grubu (MS, ALD) ile norodejeneratif hastalik bulgusu olmayan kontrol grubu (saglikli
kontrol, diger hastaliklara sahip takipte kontrol) ¢aligmaya dahil edildi. MLD nin ge¢
infantil, juvenil ve erigkin tipleri tanimlandi. Bir eriskin hastanin aile agaci ¢ikarildi ve
aile bireylerinin tiim analizleri yapildi. Bazi hastalarin anne-babasi ve
kardesi/kardesleri analiz edildi. Bir hasta MSD tanis1 aldi1 ve ileri analizleri yapild:.
MLD siiphesi ile analiz edilen ve tiim testleri normal ¢ikan hastalarin diger 16kodistrofi
grubu icinde olabilecegine karar verildi. Lokodistrofiler ilk olarak ve ¢ogunlukla
santral sinir sisteminin beyaz cevherini etkileyen biiyiik bir grup ndrolojik

hastaliklardir.
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5.1.  ASA enzim analizi ve yalanci eksikligi

MLD siiphesi ile 29 hasta ve ailelerine ait 40 6rnek analiz edildi. 29 hastanin
20’sinde ASA enzim diizeyi diisiik bulundu, bu hastalardan birinde izoenzimlerden
ASB ve baska bir siilfataz eksik bulundu ve bu hastaya MSD tanis1 konuldu. Tant,
SUMF1 geninde hastaliga neden olan mutasyonun tanimlanmasiyla dogrulandi. Kalan
19 hastanin 16’sinda hastaliga neden olan mutasyonlar belirlendi (Tablo 4. 4.). Diger
3 hastanin ARSA geninin eksonlarinda mutasyon saptanamadi. Bu hastalar i¢in daha
ileri analizler planlandi. ASA eksikligi olan ve diger testleriyle birlikte MLD tanisi
alan hastalarin 3’0 eriskin tip, 12’si geg infantil tip, 1°1 jiivenil tip hastalardir. Erigkin
tiplerde ASA diizeyi 5,32-8,50 umol/g protein/saat, ge¢ infantil tip hastalarda 3,59-
11,59 umol/g protein/saat arasinda, 1 jiivenil tipi hastamizda ise 4,35 pmol/g
protein/saat diizeyinde bulundu. Hastalik semptomlar1 ge¢ infantil tip hastalarda 2,5
yasindan Once, jiivenil tipinde 6 yasinda, eriskin tip hastalarimizda 17 yasindan sonra
ortaya ¢ikmigtir. ASA enzim analizi, 16kodistrofi hastalar1 iginde MLD hastaligini
tanimlamak i¢in altin standart olma degerini korumaktadir. Calismamizda ASA enzim
analizi hasta grubu (MLD-MSD) ve tasiyici grubunu, hasta grubu ile diger
l6kodistrofiler grubunu istatistiksel olarak yiiksek anlamlilikta birbirinden
ayirmaktadir (Sekil 4.1.). ASA aktivite tayini tagiyicilar1 tanimlamakta kullanigh bir
test olmamakla birlikte bu ¢alismada mutasyon analizi ile tasiyici oldugu belirlenmis
olan bireylerin bir kisminda ASA enzim aktivitesi sinirda diisiik bulunmustur. Bu
sonug, enzim aktivite sonucunun normal degerin altindaki sinirda diisiik bulunan
degerlerinde bireylerin tasiyicilik acisindan  degerlendirmelerinin  yapilmasi
gerektigini gostermektedir. ASA enzim analizi, hastalardan alinan periferik kandan
izole edilen lokositlerde sentetik kolorimetrik substrat p-nitrokatekol siilfat
kullanilarak tayin edilmistir. ASA enzimi i¢in ¢esitli biyolojik 6rnekler kullanilabilir.
Ciinkii ASA tiim ¢ekirdekli hiicrelerde sentezlenen bir proteindir. Bu ¢alisgmada ASA
aktivite tayini i¢in en yaygin kullanilan ve en giivenilir sonucu veren periferik kandaki
l6kositler kullanilmigtir. Tayinde kullanilan kolorimetrik substrat, enzimin afinitesinin
yiiksek oldugu substrattir [5]. Bu substrati arilsiilfatazin yaygin bulunan bir diger
izoenzimi olan arilsiilfataz B de hidroliz etmektedir. Calismamizda Baum’un yiiksek

NaCl konsantrasyonunda arilsiilfataz B’nin inhibisyonu esasina dayanan yontemi
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ASA tayini i¢in kullanilmistir. Ayrica enzim analizi, DEAE seliiloz iyon degistirici
kromatografi ile arilsiilfataz izoenzimlerini fiziksel 6zelliklerine gore fraksiyonlara
ayirdiktan sonra, florometrik substrat 4-MU siilfat kullanilarak, ASA inhibitorii olan
glimiis nitrat varligi ve yoklugunda da yapilmistir. Enzim diizeyi diisiik ¢ikan 20
hastanin 16’sinda MLD tanis1 kesinlesmistir. Bu nedenle, MLD tanisin1 dogrulamak

ve tiplerini belirlemek i¢in diger analizlerin de mutlaka yapilmasi gerekmektedir.

Bu ¢alisma kapsaminda 2 geg¢ infantil tip hastanin presemptomatik kardesi
ASA ve idrarda siilfatid tayini ile MLD tanisi ald1 ve tan1 diger analizler ve DNA dizi
analizi ile dogrulandi. Tedavi yoOntemlerinin klinik uygulamalarinin yapilmaya
baslandigi MLD hastaliginda, gen tedavisi ve enzimi yerine koyma tedavileri, 6zellikle
klinik belirtileri ortaya c¢ikmamis hastalar icin c¢ok degerlidir. Bu projede
presemptomatik sathada tanimlanan hastalarin heniiz klinik belirtiler ortaya ¢ikmadan

yeni tedavi yontemlerinden yararlanmasi miimkiin olabilecektir.

Enzim aktivitesi normalden diisiik ¢ikan tiim hastalar ve aile bireylerinde
enzim eksikliginin patojenik mutasyon sonucu olan gercek bir eksiklik olduguna karar
vermek tizere PCR-kesim enzimi analizi ile yalanci eksiklik analizi yapildi. Yalanct
eksiklik (Pd) analizi sonucunda MLD tanisi alan hastalarin %25’inde (4/16) sik
goriilen Pd alleli, homozigot diizeyde saptandi. Bu hastalarda Pd mutasyonu, hastaliga
neden olan mutasyonla birlikteydi. Hastalarda Pd mutasyonunun homozigot diizeyde
normal populasyona gore daha yliksek oranda goriilmesi ve hastaliga neden olan
mutasyon ile iliskisi heniiz agiklanamamaktadir. Avrupa toplumlarinda normal
populasyonda homozigot diizeyde %1-2 oraninda, heterozigot diizeyde %10-20
oraninda Pd mutasyonu goriilmektedir. Heterozigotluk oranmnin bu kadar yiiksek
olmasi segici bir avantajinin oldugunu diistindiirmektedir. Ancak bu konu ile ilgili bir
aciklama heniiz bulunmamaktadir. Homozigot Pd ve ASA mutasyonu tagiyan
hastalarin anne ve babalarinda heterozigot diizeyde Pd ve ASA mutasyonu
saptanmistir. Klinik bulguya rastlanmayan bu ebeveynlerin bir kisminda enzim
aktivitesi normal diizeyin altinda bulunurken, idrarda siilfatid saptanmamistir.
Tiirkiye’den yapilan bir diger ¢alismada Pd mutasyonu 18 hastadan sadece 1’inde

homozigot, 1’inde de heterozigot diizeyde saptanmustir [23].
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Bir MLD hastasinda homozigot Pd mutasyonunun yanisira, ekson 7’de
homozigot ¢.1172C>G p.Thr391Ser mutasyonu saptanmistir. MLD grubunda diger 3
hastada da ekson 7°de homozigot ¢.1172C>G p.Thr391Ser mutasyonu saptanmistir.
Bu polimorfizm daha 6nceki ¢alismamizda tanimlanan hastalarda da hastaliga neden
olan mutasyonla, Pd mutasyonu olmaksizin birlikte goriilmiistiir [52]. Bu nedenle
€.1172C>G p.Thr391Ser polimorfik mutasyonunun hastaliga yatkinlik yapabilecegi

distinilmiistiir.

5.2. DEAE-seliilloz iyon degistirici kromatografi ile ASA ve ASB

izoenzimlerinin fiziksel 6zelliklerine gore ayrim

Hastalar ve ailelerinden elde edilen 16kositler DEAE-seliiloz kromatografi ile
fraksiyonlara ayrilmis ve 6zellikleri degerlendirilmistir. DEAE-seliiloz zayif anyon
degistiricidir. ASB proteini pozitif yliklere baglanmayip kolondan ayrilirken, ASA
negatif yiikleri ile pozitif kolondaki pozitif yiiklere baglanarak tutunur ve kolondan
¢ikabilmesi i¢in ASA’nin kolonda bagli oldugu pozitif yiikten ayrilmasini saglayacak
tuz sollisyonuna ihtiya¢ vardir. Bu ¢aligmada yapilan analizlerde ASA enzimi 0,10-
0,20 M NaCl konsantrasyonlarinda kolondan elde edilmistir. Fraksiyonlarda florojenik
substrat olan 4-MU siilfat kullanilarak tayin edilen enzim aktivitelerinde, ASA enzim
aktivitesinin 125 pM giimiis nitrat varliginda %70-90’1n iizerinde inhibe oldugu
goriilmiistiir. Inhibitorlii ASA tayininde hastalarda saptanan enzim aktivitesinin mindr
anyonik arilsiilfataza ait oldugu [48] veya enzimin mutasyon nedeniyle inhibitore
duyarsiz hale geldigi diisiinlilmiistiir. Minor arilsiilfatazlar, ASA’dan cok ASB’ye
benzemektedirler [53]. Ancak yiikleri agisindan ASB’den farklilik gosterirler. Bu da
mindr arilsiilfataz pikinin hastalar ve ailelerinde neden tuz ile indigini ve glimiis nitrata
daha az duyarli oldugunu agiklamaktadir. Mindr arilsiilfataz, dogal substrat olan
siilfatidi (serebrozid siilfat) hidroliz edemez. Inhibitdrsiiz ve inhibitdrlii enzim
tayinlerinde elde edilen aktivitelerle ¢izilen grafiklerde ASA ve ASB egrileri birbiri
ile Ortiigmiistiir. Bu durum, DEAE-seliiloz kromatografisi ile izoenzimlerin ayrigtigini
gosterirken, aktivite sonuglar1 da izoenzimlerin birbirleri ile karigmadiklarini

gostermektedir. Hastalarin gogunda ASA 0,10 M NaCl konsantrasyonunda maksimum
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diizeyde kolondan ayrilmistir. ASA enziminin glimiis nitrata duyarli oldugu ve glimiis

nitrat varliginda inhibe oldugu saptanmistir [46].

MSD tanisi alan 6 numarali hastada hem ASB hem de ASA aktiviteleri eksik
bulunmustur (Sekil 4. 3. J). Bu hastanin anne ve babasinda ASB ve ASA pikleri
saptanmis (Sekil 4. 3. K, L), babada ASA 0,10-0,15 M tuz konsantrasyonunda plato
yapar sekilde elde edilmistir. Bu izoenzim paterni, 9 numarali ge¢ infantil tip hastanin
anne ve babasinda (Sekil 4. 3. O, P), 14 numaral1 erigkin tip hastanin kizinda (Sekil 4.
3. X) ve MLD tanis1 almayan diger 1okodistrofiler grubunda degerlendirilen 22
numarali ¢ocuk hastada (Sekil 4. 3. AG) da saptanmistir. Bu bireylerde sik goriilen Pd
mutasyonu varligi ve/veya Thr391Ser polimorfizmi ile iligkili olarak enzimin

davranisinda degisiklik ortaya ¢ikmis olabilir.

5.3. Ince tabaka kromatografisi ile idrarda siilfatid analizi

MLD hastaliginda, ASA veya sapozin B eksikliginde siilfatid hidroliz
edilemeyip hiicreler ve dokularda birikir. Stlfatid, en fazla santral ve periferik sinir
sistemindeki miyelin yapisinda ve bobrekte bulunur. Ayrica salgi epitelinin fazla
oldugu solunum epiteli, gastrik mukoza, safra kesesi ve uterus endometriumunda,
viicut sivilarindan serum, idrar ve BOS’ta da bulunur [5]. Buna ek olarak, memelilerde
cesitli 3-O-sulfogalaktozil igeren glikosfingolipitler tanimlanmistir. Laktozilseramid
3-siilfat, bobrek ve idrarda bulunur. Bu siilfath lipit, karacigerin esas siilfath
glikolipitidir ve insan beyninde bulunmaz. Insan bobreginde
stilffoglobotetraazilseramid de bulunmaktadir. Siilfatli glikosfingolipitlerde doku ve
lipit tiiriine bagli olarak yag asiti rezidiisii degismektedir. Eriskin beynindeki siilfatidin
%20-25’inde serebronik (C24h:0), oksinervonik (C24h:1) ve 22- ve 23-karbonlu
doymus yag asitleri bulunur. Fetal ve immatiir beyinde orta zincirli yag asitleri
(C16n:0, C18n:0 ve C18n:1) ¢ogunluktadir. Erigskin beynindeki siilfatidlerdeki en
onemli nonhidroksi yag asiti nervonik asit (C24n:1) ve lignoserik asit iken (C24n:0),
fetal ve immatiir beyinde orta zincirli yag asitleri (C16n:0, C18n:0 ve Cl18n:1)
cogunluktadir. Erigkin beyninin karakteristik paterninin gelismesi, miyelinizasyonla
basa bas gider. insan beyni drneklerinde siilfatidlere odaklanmus kiitle spektrometrik

lipit incelemesi, hidroksillenmis siilfatidlerin gri cevherden ¢ok beyaz cevherde
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bulundugunu gostermistir. Spinal kord siilfatidleri beyindeki beyaz cevherde bulunan
yag asitleri ile ayn1 paterne sahiptirler. Bununla birlikte periferal sinirin siilfatidleri,
onemli oranda fazla doymus yag asitleri igerirler. Bu da siki paketlenmis miyelin

kilifinin olugsmasina yardime1 olur.

Calismamizda ince tabaka kromatografisi ile siilfatid analizi [54] sonucunda
hastalarin 17 tanesinin idrarinda C18-stilfatid saptandi. Bazi hastalarda ve aile
bireylerinde standart siilfatid bandinin {istiinde ve altinda ek bantlar gorildii (Sekil 4.
4.). Bu farklilik, glikosfingolipitlerin yag asiti igerigindeki farkliliklardan
kaynaklanmaktadir. Idrarda kaba siilfatid fraksiyonu, ¢ok sayida farkli tiirler igerir.
Farklilig1 saglayan, en yaygin goriilen siilfatid olan siilfatlanmis galaktozilseramidin,
yag asiti zincirinin uzunlugunun ve bazen de sfingozin bazinin farkliliginin sonucudur.
Uzun doymus yag asiti zincirine sahip olan siilfatidler, ince tabaka kromatografisinde
kullanilan ¢oziicii sisteminde daha kisa zincirli yag asitine sahip olan daha az
hidrofobik siilfatidlerden daha hizli yiiriimektedir. Siilfatid standard: hizasinda
gordiigiimiiz bant C18 yag asiti i¢eren, altindaki bant ise, siilfatidin daha kisa yag asiti
zinciri igeren formunu gostermektedir. Bu bantlarin altindaki bant, seramid triheksozit
bandidir. Standartlarin ¢ok altinda olan bantlar muhtemelen klasik stilfatidler degil,
daha cok glikosifingolipitler veya SM3 (siilfath laktozilseramid) gibi daha yiiksek
glikosifingolipitler olabilir. C18-siilfatid standardinin iizerinde gordiigliniiz bant,
bobrek dokusundan kaynaklanan oldukga hidrofobik ¢ok uzun yag asiti zincirine sahip
bir siilfatid tiirlinli temsil edebilir. Bu bantlarin tam dogasim1 tanimlamak oldukca
zordur ve bunun icin farkli MS analizlerine ihtiya¢ vardir. Bir calismada, tandem-MS
kullanilarak kurutulmus idrar lekelerinde yapilan analizle 21 hastada C22:0, C22:0-
OH, C24:0, C24:1-OH ve C24:0-OH siilfatidlerin normale gore hastay1 ayirt ettirici
stlfatidler oldugu gosterilmistir [55].

Hastalardan alinan idrar diliie oldugu zaman kromatogramda bantlar silik
cikmaktadir (Dr. Asuman Ozkara’nin Dr. David Wenger ile degerlendirmesi). Bu
nedenle daha derisik olan sabah idrarindan 20 ml alinarak, ekstraksiyonlar ig¢in
kullanilmistir. Glikosfingolipitleri goriiniir kilmak i¢in seker kisimlarini boyayan
orsinol kullanilmigtir. Orsinol ile seker igeren bilesikler mor renk alirken, digerleri

yesilimsi-sarims1 boyanmalar1 nedeniyle ayirt edilebildiler. (Dr. Wenger).
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Bir bagka onemli sorun da, ozellikle eriskin kisilerin idrarlarinda bulunan
tuzlarin glikosfingolipitlerin ince tabaka kromatografisinde yiirtiime hizini ve lekelerin
goriintimiinii etkilemeleridir. Test edilecek bilesiklerin ayni saflikta hazirlanarak
uygulanmasi bu nedenle dnem kazanmaktadir (Dr. Asuman Ozkara’nin Prof. Konrad
Sandhoff ile degerlendirmesi). Idrardan, tuzdan armndirilmis kismi saflastirilmis bir
asidik glikosfingolipit fraksiyonunun hazirlanmasi, ince tabaka kromatografisinde
standart ve Orneklerin yiirime paternindeki farkliliklar1 ortadan kaldiracaktir.
Analizlerde Orneklerden tuzlarin uzaklastirllmasina ve standart bir protokol

uygulanmasina 6zen gosterilmis, tuzlar mekanik yolla uzaklastirilmstir.

Siilfatid analizi yapilan idrar 6rneklerinde kreatinin miktarlar1 analiz edildi.
Her kromatografi tabakasinda standardin yogunluguna bagl olarak siilfatid bantlarinin
yogunlugu kantifiye edildi ve kreatinin miktarina oranlanarak standardize edildi.
Ancak semikantitatif yontemin siilfatid miktarin1 ifade etmek agisindan kullanigh
olmadigina karar verildi. Cesitli caligmalarda idrar1, kreatinin konsantrasyonuna veya
kontrol lizozomal enzime gore kromatograma uygulamanin basarili sonuglar

vermedigi bildirilmistir [54].

Idrarda siilfatid sadece klasik MLD, MSD ve sapozin B eksikliginde degil, ayn1
zamanda MLD-hastaligina neden olan mutasyon agisindan tastyici olan kisilerde veya
hastaliga neden olan mutasyon olmaksizin homozigot diizeyde Pd mutasyonuna sahip
kisilerde veya MLD-hastaligina neden olan mutasyon ve Pd mutasyonu agisindan
birlesik heterozigot olan kisilerde de saptanabilir [54, 56]. Bu g¢alismada, MLD
mutasyonu/Pd mutasyonu agisindan birlesik heterozigot olan ebeveynlerde ve aile
bireylerinde idrarda siilfatid saptanmadi. MLD hastalar1 ve MSD hastasinda giiclii
stilfatid bantlar1 saptandi. Giiglii stilfatid band1 saptanan 6rneklerde, kesin olarak MLD
veya MSD hastalig1 diistiniilmelidir. Ekstraksiyonlar i¢in siilfatidin derisik oldugu
sabah idrar1 kullanilmalidir. Bu ¢alismada da MLD hastalar1 ve MSD hastasinda giiclii
stilfatid bantlar1 gorildi (Sekil 4. 4. A-M). ASA enzim diizeyi normal olan ve klinik
bulgular1 MLD’ye benzeyen vakalarda idrarda siilfatid analizi, MLD tiplerinden
sapozin B eksikligi hakkinda bilgi vermesi bakimindan cok degerlidir. Bizim
calismamizda ASA diizeyi normal olan vakalarda idrarda siilfatid analizi yapilmas,
stipheli siilfatid bandi1 goriilenlerde sapozin B geninin DNA dizi analizi yapilmis,

ancak sapozin B geni normal bulunmustur. Tekrarlayan idrar stilfatid analizlerinde bu
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hastalarda idarda siilfatid saptanmamistir. Bu ¢alismada analiz edilen vakalar i¢inde
¢ok nadir goriilen sapozin B eksikligi goriillmemistir. Ancak yine ¢ok nadir bir hastalik
olan ve literatiirde sinirli sayida tanimlanmis vaka yayimlanmis olan MSD tanist,

calismamizda bulunan bir hastaya konulmustur.

5.4. Hastaliga neden olan mutasyonlarin genotip-fenotip iliskisi

Bu calismada ARSA, sapozin B ve SUMF1 geninin DNA dizi analizi
yapilmistir. ARSA geninin analizi tiim hastalarda, SUMF1 geninin analizi 2 hastada,
sapozin B geninin analizi ise 1 hastada yapildi. MLD ve MSD hastaligina neden olan
mutasyonlar Tablo 4.4’te gosterilmistir. MLD hastaligina neden olan ve ARSA
geninin ekson 2/ekson 3 kesim bolgesi, ekson 3, ekson 4, ekson 5 ve ekson 7’sinde
bulunan toplam 11 mutasyon, ekson 6’da ASA yalanci eksiklik mutasyonu ve ekson
7°de bir polimorfizm tanimlanmigtir. Bu mutasyonlardan 3 tanesi birlesik heterozigot
halde hastaliga neden olmaktadir. SUMF1 geninde MSD hastaligina neden olan bir
mutasyon tanimlanmis, sapozin B dizi analizi normal bulunmustur.

MLD hastaligina neden oldugu saptanan bu mutasyonlar arilsiilfataz A
proteininin ikincil yapisinda 3 farkli bolgede yogunlagmistir: Major beta-tabakayr da
iceren tiim siilfatazlarda korunmus bolgede, mindr beta-tabakada ve baglanti
bolgelerinde [57]. Geg infantil tip MLD hastaligina neden olan mutasyonlar, enzimin
tim siilfatazlarda korunmus olan boélgesinde yer almaktadir. Mindr beta-tabaka
bolgesinde yer alan mutasyon ise, jiivenil tipi hastaliga neden olmustur. Korunmus
bolgenin disinda baglanti bolgesinde ve D alfa sarmalda degisiklige neden olan
mutasyonlar ise, geg infantil tipte hastaliga neden olmuslardir.

Hasta 10kositlerinde yapilan Western blot analizinde, ii¢ hastada ASA
proteini hi¢ saptanmazken, bir hastada az miktarda saptandi (Sekil 4.8.). ASA
proteininin saptanamadigi veya az miktarda saptandigi hastalarda, mutasyonun
proteinde Onemli yapi bozukluguna neden oldugu, proteinin tam veya kismen
yikilmasina yol agtig1 diisiiniildii. Western blot analizi ile diger hastalarda belirgin
ASA protein bantlar1 gozlendi (Sekil 4. 8.). Bu sonug, enzim aktivitesinin diisiik
saptandigt bu hastalarda enzimin yikilmadigim1 ancak mutasyon nedeniyle
fonksiyonsuz oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, fonksiyonsuz proteinleri

kurtarmaya yonelik ila¢ aday1 molekiillerin gelistirilmesinde kullanilabilir.
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Hastalarda saptanan mutasyonlardan Trp318Cys daha once ilk kez gec
infantil tip MLD’ye sahip bir Tiirk hastada homozigot diizeyde tanimlanmis ve in vitro
mutagenez ¢alismasi ile mutasyonun aktivite eksikligine neden oldugu, ancak enzimin
hiicrede az miktarda var oldugu gosterilmistir [52, 58]. Bu ¢alismada Trp318Cys
mutasyonu, farkli hastalarda Gly309Ser ve Ilel81Ser mutasyonlari ile birlesik
heterozigot olarak saptanmistir. Gly309Ser mutasyonu ile birlesik heterozigot oldugu
hasta ve presemptomatik kardesi ge¢ infantil tip fenotip gosterirken, Ile181Ser
mutasyonu ile birlesik heterozigot bulundugu hasta eriskin tip fenotipe neden
olmaktadir. Tle181Ser mutasyonu MLD hastaligina neden olan yaygin goriilen 3
mutasyondan biridir [59]. Gly309Ser mutasyonu i¢in fonksiyon ¢alismasi yapilmis,
mutasyonun enzim aktivitesini ¢cok azaltti§i ve mutant enzimin lizozoma ulastigi,
ancak dayanikliligimin azalmig oldugu gosterilmistir [59]. Bu ¢alismada ARSA geni
Ekson 5 ¢.925G>A, p.Gly309Ser mutasyonu 3 geg infantil tip MLD’ye sahip hastada
homozigot diizeyde tanimlanmistir. Bu hastalardan 2’si Dogu Anadolu Bdlgesi’nde
birbirine yakin farkli sehirlerde yasayan akrabalardir. Diger hasta da Giineydogu
Anadolu Bolgesi’nde bulunan bir sehirde yasamaktadir. Diger sik goriilen
mutasyonlardan ekson 2/ekson 3 kesim boélgesinde bulunan c.465+1G>A mutasyonu
[59] bu calismada ge¢ infantil fenotip gosteren bir diger hastada saptanmustir.
€.465+1G>A mutasyonu literatiirde bildirilmis tiim MLD mutasyonlarinin %19,7’sini
olusturmaktadir.

ARSA Ekson 3’te ¢.634G>C, p.Ala212Pro mutasyonu daha 6nce Italya’da
bir grup tarafindan bir hastada, ayrilma bolgesi mutasyonuyla birlikte birlesik
heterozigot olarak tanimlanmis ve ekspresyon ¢aligmasi ile enzim aktivitesinde 6nemli
eksiklige neden oldugu gosterilmistir [60, 61]. Bizim ¢alismamizda da Ala212Pro
degisimi geg infantil tip MLD’ye neden oldu, enzim aktivitesi diisiiktii ve protein
saptanamadi. Bu mutasyon, enzimde korunmus boélgenin disindaki a-sarmal yapisinda
degisiklige neden olmaktadir.

ARSA Ekson 3’te ¢.577delT, p.Trpl93GlyfsTer5 mutasyonu [60, 61],
delesyon nedeniyle ¢erceve kaymasina ve 5 amino asit sonra proteinde dur kodonuna
ve protein sentezinin erken sonlanmasina neden olmaktadir. Geg infantil tip MLD olan
bir hastamiz, bu mutasyonu homozigot olarak tasimaktadir. Beraberindeki diger

mutasyon heniiz belirlenememistir. ASA enziminde énemli aktivite eksikligi yaptig1
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ve lokositlerde ASA proteininin  olmadigr saptanmistir. p.Trpl93GlyfsTer5
mutasyonu daha once bir bagka mutasyonla “compound” heterozigot olarak
saptanmustir ve jiivenil tip MLD hastaligina neden olmaktadir [62]. Homozigot olarak
ilk kez bu calisma ile tamimlanmistir ve ge¢ infantile tip MLD hastaligina neden
olmaktadir.

ARSA ekson 4’te ¢.821C>T, p.Thr274Met mutasyonu Liibnan’l1 hastalarda
tamimlanmustir ve geg¢ infantil tip MLD hastaligina neden olmaktadir [63]. Bizim
caligmamizda da aymi mutasyon, ge¢ infantil tip hastalarimizdan birinde
tanimlanmistir ve bu hasta tilkemizin Giineydogu Anadolu Bolgesi’nden gelmektedir.
Degisen amino asit, siilfatazlarin korunmus bolgesinde 11 numarali anti paralel beta
tabakali yapida yer almaktadir.

ARSA Ekson 5’te ¢.887G>A, p.Gly296Asp ve Ekson 5’te €.926G>A,
p-Gly309Asp mutasyonlari ilk kez bu ¢aligma ile tanimlanmiglardir. Her ikisi de gec
infantil tip MLD hastaligina neden olmaktadir. Bu mutasyonlardan ilki, iki sistein
amino asiti arasindaki baglanti bolgesinde, digeri ise F sarmal yapisinda degisiklige
neden olmaktadir. Her iki mutasyon da proteinin korunmus bolgesi i¢inde yer
almaktadir. Mutasyon nedeniyle proteinde gergeklesen Gly—Asp degisiminin
sagladig1 karboksil grubu proteinin dogru katlanmasinda bozukluga neden olabilir. Bu
nedenle mutasyonlar, proteinde 6nemli fonksiyon bozukluguna ve siddetli klinik
fenotipe neden olmuslardir.

ARSA Ekson 5’te ¢.896G>T, p.Arg299Leu mutasyonu ilk kez homozigot
diizeyde bu calismada tanimlanmistir ve erigkin tip MLD hastaligina neden
olmaktadir. Mutasyon, korunmus bolgede iki sistein amino asiti arasindaki baglanti
kisminda yer almaktadir. Mutasyon, enzimde aktivite eksikligine ve proteinin
tamamen yikilmasina neden olmaktadir. 14 numarali hasta, bu mutasyonun yanisira
N-glikozilasyon bozukluguna neden olan yalanci eksiklik mutasyonunu da homozigot
diizeyde tasimaktadir. Bu durum eriskin hastada, neden enzim aktivitesinin geg infantil
tipte oldugu kadar diisik oldugunu ve mutant proteinin dayanikliliginin azalarak
tamamen yikildigini agiklamaktadir. Erigkin hastanin aile agaci ¢ikarilmis ve ayni
mutasyonu tasiyan eriskin kiz kardesi de (15 numarali hasta) MLD tanis1 almistir.

Ailedeki tasiyicilar belirlenmistir.



91

ARSA geni Ekson 7’de AC>GG c.1171 A>G, c.1172C>G, ACT>GGT
p.Thr391Gly mutasyonu jiivenil tipi MLD’ye neden olmaktadir ve daha 6nce bir Tiirk
hastada tanimlanmistir [64]. 391. amino asit olan treonin polimorfiktir. Bazi kisilerde
treonin yerine serin bulunabilmektedir. Bu hastada polimorfik amino asit kodonunda

bir diger baz degisimi, kodonu glisin amino asitini kodlar hale getirmistir.

SUMF1 geninde ekson 9’da MSD’ye neden olan ¢.1045C>T mutasyonu
saptanmistir. Bu mutasyon proteinde p.Arg349Trp degisimine neden olmaktadir ve ilk
kez Tiirk toplumunda rapor edilmistir. FGE’nin stabilitesini ve katalitik aktivitesini
bozdugu ve homozigot seklinin her zaman siddetli klinik fenotipe neden oldugu
belirtilmistir [65, 66]. Bu mutasyon ayrica Fransa’da bir hastada bir bagka mutasyonla
birlikte birlesik heterozigot olarak tanimlanmistir. Geg infantil tip MSD’ye ve ciddi
klinik fenotipe neden oldugu rapor edilmistir. Aktif merkezin yakinlarinda protein
katlanmasini bozdugu diistiniilmistiir. 6 numarali hastada bu mutasyon homozigot
diizeyde saptanmistir ve siddetli klinik fenotipe neden olmaktadir. ARSA geninde
mutasyon saptanmamasi, ASA enzimi ve ASB enziminin defektif olmasi, idrarda
giclii stilfatid varligt MSD hastaligini diistindiirmiis ve SUMF1 geninin analizi ile
hastaliga neden olan mutasyon belirlenmistir. Bu hastada ASA proteini yikilmamakta,

hiicrede fonksiyonsuz olarak bulunmaktadir.

MLD hastalar1 ve MSD hastasinin anne ve babalar1 hastalifa neden olan
mutasyon acisindan tasiyicidirlar. Otozomal resesif kalitilan bu hastaliklarda hastaliga
neden olan mutasyonun belirlenmesinde aile ¢alismasi bu nedenle gerekli ve

degerlidir.

5.5. Inflamasyonun patogenezdeki rolii

Siilfatidler miyelin tabakasinin 6nemli bilesenleridir. Miyelin tabakasinin dig
zarinda yerlesiktirler ve muhtemelen proteolipit protein ve MAL proteinine giiglii
iyonik iliskilerle bagli olarak bulunurlar. Siilfatidlerin oligodendrositlerin
farklilasmasindaki, miyelinin devamliligindaki ve akso-glial baglantilarin
olusumundaki rolii 6nemlidir, ancak bu rolii tam olarak agiklanmamustir. Siilfatid
oligodendrosit farklilagmasinin inhibitoriidiir. Artmis siilfatid oligodendrosit

farklilasmasimi  geciktirirken, azalmig  siilfatid  oligodendrosit  dnciillerin
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differansiyasyonunu hizlandirir. Kiiltiirii yapilmis oligodendrosit dnciillere stilfatid
antikorunun eklenmesi ayni etkiyi olusturur ancak galaktozilseramide karsi
gelistirilmis antikorlarin eklenmesi ayni etkiyi yaratmaz. Siilfatid oligodendrosit
sayisin1 da etkiler. Stilfatidden yoksun fare beyninde oligodendrositlerin sayisi artar
[5]. Schwann hiicrelerinde siilfatidin ekstraseliiler matriks ile etkilesiminin
miyelinasyon igin onemli oldugu gosterilmistir. Hayvan deneyleri ile siilfatidin
miyelinin yapimindan ¢ok devamliliginin saglanmasinda rolii oldugu sonucuna
vartlmistir. Siilfatid, Ranvier diigiimiiniin dogru diizenlenmesinde de 6nemli role
sahiptir. Aksonal rejenerasyonda rol oynar. Erken donemde diizeyi diistiigii icin
Alzheimer hastaliginda bir biyobelirteg gibi kullanilir. Insidental Parkinson
hastaliginda da diizeyi diiser. Siilfatid ayrica pankreasta Langerhans adaciklarinda beta
hiicrelerinde insiilin yapimina yardimci olur. Proinsulinin dogru katlanmasini,
salgilanan insiilinin monomerlesmesini saglar. Miyelinizasyon sirasinda sentezi en
fazladir, erigskinde sentez yavaslar. Anti-siilfatid antikorlar1t HIV, MS ve diyabetik
noropatilerde ve periferik noropatilerde gosterildi. Boylece siilfatide karsi gelisen

otoantikorlarin otoimmun hastaliklarin patogenezinde rolii oldugu anlagildi [67-70].

MOG, santral sinir sisteminde miyelin tabakasinda ve oligodendrositlerin
yiizeyinde sentezlenen bir glikoproteindir. MOG’a kars1 gelisen otoantikorlarin
saptanmasi, Ozellikle c¢ocukluk c¢aginda kazanilmis demiyelinizan hastaliklarin
tanisinda onemlidir. Ayn1 zamanda erigskin demiyelinizan hastaliklarin tanisi i¢in de
onemlidir. Baz1 MS ve néromiyelitis optika vakalarinda antikor olusumunun arttigi

rapor edilmistir [71-73].

Lizozomal depo hastaliklarinda enzim defekti nedeniyle yikilamayan ve
hiicrede biriken maddeler inflamasyona neden olurlar. Noroinflamasyon
norodejenerasyona ve demiyelinizasyona yol acar. MLD hastaliginda ve diger
lizozomal depo hastaliklarinda enzimin kalan aktivitesi ve hastalia neden olan
mutasyonun yanisira hastalar arasi klinik siddet farkliliginda inflamasyonun rolii

oldugu disiinilmektedir [74-76].

MLD’nin fare modelinde simvastatin ile antiinflamatuvar tedavi sonucunda
noroinflamasyonun ve santral sinir sistemi bulgularinin iyilestigi gosterilmistir [77].

Bu nedenle, ¢alismamizda inflamasyonun demiyelinizasyondaki etkisi, biriken madde
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stilfatide ve oligodendrosit zarindaki antijenik MOG proteinine kars1 gelisebilecek
antikorlarin analizi ile degerlendirilmistir. Anti-siilfatid ve anti-MOG analizi ile
hastalardaki klinik fenotipin farklilagmasinda immiin aktivasyonun rolii incelendi.
Anti-siilfatid IgG analizi sonuglarinda hasta, tasiyici, diger I6kodistrofiler (DLD), MS-
NMOSD ve kontrol gruplari topluca degerlendirildiginde gruplar arasi fark anlaml
bulundu. Bu anlamliligin hangi gruplar arasinda oldugu ayri ayri gruplarin
karsilastirilmasi ile degerlendirildi. MLD+MSD tanis1 almis grupta anti-stilfatid IgG
antikor diizeyleri kontrola gore istatistiksel agidan anlamli bulundu. Ancak
MS+NMOSD grubunda tasiyict ve kontrol grubuyla arasindaki fark ¢ok anlamli
bulundu. Diger 16kodistrofilerle kontrol grubu arasinda da ¢ok zayif bir anlamlilik
saptandi. MLD tanis1 almayan ancak diger l6kodistrofiler grubunda diistiniilen bir
hastada anti-siilfatid IgG ayn1 gruptaki diger hastalardan ¢ok yiiksek bulundu (Seki/ 4.
11). Ayn1 hastada immunfloresan yontemle anti-MOG stiipheli pozitif bulundu (Sekil
4. 9. D). Bu hastadaki demiyelinizasyon bulgularinda immun aktivasyonun rolii
olabilecegi diistiniildii. MLD hasta grubunda 3 numarali ge¢ infantil tip hastada anti-
MOG siipheli pozitif bulundu (Sekil 4. 9. C). Bu hastada ayn1 zamanda anti-siilfatid
diizeyi de diger hastalara gore daha yiiksekti. Anti-MOG diizeyi MS+NMOSD
grubunda bir hastada pozitif bulunurken, bir baska hastada zayif pozitif bulundu (Sekil
4.9.E, F).

Hastalarda akut atag1 degerlendirmek iizere anti-siilfatid IgM analizi de yapildi.
Tim gruplar arasindaki fark anlamli bulundu. Gruplar tek tek karsilastirildiginda
MLD+MSD grubu ile MS+NMOSD ve MLD+MSD grubu ile MLD tasiyict grubu
arasinda anlamli fark bulundu. Diger 16kodistrofilerle MS+NMOSD grubu ve tasiyici
grubu arasinda anlamli fark bulundu. Kontrol grubu ve MS+NMOSD grubu arasinda
anlaml1 fark bulundu (Sekil 4. 10). Onceki ¢alismalarda demiyelinizan noropatilerde
IgM’nin degeri bildirilmisti. Ancak ndropati yapan ¢esitli hastaliklarda yiikselmesinin,
spesifik bir gosterge olarak kullanilmasi konusu tartismalara neden olmustu [67].
Gaucher hastaliginin ndéronal formunda da IgM, demiyelinizan néropati ile iligkili
bulunmustur [78]. Calismamizda, 3 numarali ge¢ infantil tip MLD hastasinda hem
anti-sulfatid IgM diger hastalara gore daha yiiksek, hem de anti-MOG siipheli pozitif
cikmigtir. Bu hastada homozigot diizeyde saptanan delesyon mutasyonu cergeve

kaymasima ve 5 amino asit sonrasinda dur kodonuna neden olarak proteinin erken
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sonlanmasina neden olmaktadir. Literatlirde birlesik heterozigot olarak tanimlanmis
olan bu mutasyon geg¢ infantil tipe ve siddetli klinik fenotipe neden olmaktadir [67-
70]. MSD tanis1 alan 6 numarali hastanin degeri de diger hastalara gore daha yiiksek
bulunmustur. Bu hastada birden fazla siilfatazda eksiklik olmas1 inflamasyonun daha
siddetli olmasina neden olmus olabilir. Bu sonuglar MLD ve diger lokodistrofi
hastalarinda demiyelinizasyon acisindan klinik fenotipteki farklilig1 degerlendirmede
anti-siilfatid IgM, MS+NMOSD hastalarinda anti-stilfatid IgG, MSD hastalarinda ise
her iki antikorun da bilgi verici olabilecegini diisiindiirmektedir. Anti-MOG 1gG
analizi 16kodistrofilerde de immun aktivasyonu degerlendirmede MS ve NMOSD’de

kullanildig1 gibi faydali olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug¢ olarak, bu ¢alismada MLD hastalig1 siiphesi ile bagvuran hastalar
hastaligin tiim tiplerini tanimlamak i¢in gerekli analizlerle degerlendirilmis ve MLD
tipleri belirlenmis, hastaliga neden olan mutasyonlar ve mutasyonun protein iizerine
etkisi saptanmis, klinik siddette inflamasyonun rolii, antikor olusumlar {izerinden
degerlendirilmistir. Toplumumuzda MLD hastaliginin tiplerinin tanimlanmasi ve
molekiiler mekanizmalarin belirlenmesi literatiirde hastalik hakkindaki bilgilerin
genislemesini saglayacaktir. Sonuglarin bir kismi 2018 yilinda 2 yurtdist ve 1
uluslararasi katilimli ulusal kongrede s6zlii ve poster olarak sunulmus, 2019 yilinda da
3 yurtdis1 kongrede sunulmak iizere kabul edilmistir. Ayn1 zamanda bu ¢alismanin
sonuclart ile tanimlanan hastalarin, MLD hastaliginin  kullanilmakta olan
hematopoetik kok hiicre tedavisi (HSCT), gelistirilmekte olan gen tedavisi ve
intratekal enzim tedavisinden faydalanmasi miimkiin kilinmistir. Kurulan analiz
yontemleri ile ozellikle erken asamada ve presemptomatik donemlerde tanimlanan
hastalar yeni tedavi olanaklarindan yararlanmaya aday hastalardir. Bu c¢alisma
kapsaminda 2 hastanin kardesi HSCT i¢in kurdugumuz kapsamli testlerle
degerlendirilmis ve 1 hastaya kardesinden HSCT yapilmustir. Diger hasta da bu tedavi
icin degerlendirilmektedir. Bu ¢alismanin sonuclari ayn1 zamanda otozomal resesif
gecis gosteren nadir hastaliklarda aile c¢aligmalarinin degerini bir kez daha
vurgulamaktadir. Calisma kapsaminda olan ve MLD tanis1 almayan diger hastalar

diger 16kodistrofiler acisindan aragtirilacaktir.
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8. EKLER

EK 1. Cozeltiler

1- Lizis tamponu:

155 mM NH4CI, 10 mM NaHCOs ve 100 uM etilendiamin tetraasetik asit
(EDTA) distile suda ¢oziildii. 4°C’de gece boyunca manyetik karistiricida birakildi. 6
N HCl ile pH: 7,4’¢ ayarlandi.

2- %0,9 salin cozeltisi:

45 g NaCl, 5 litre distile suda ¢oziildii.

3- 5XTBE tamponu:

54 gram Tris bazi, 27,5 gram borik asit ve 3722,4 mg EDTA tartilip karigtirilda.
900 ml deiyonize suda ¢oziildii. Birka¢ damla HCl damlatilarak pH: 8’e ayarlandiktan
sonra hacim deiyonize suyla 1 litreye tamamlandi.

4- %?2’lik agaroz jel:

0,8 gram agaroz tartilip 40 ml 1XTBE tamponuyla karistirildi.

5- %3’liik NuSieve agaroz jel:

1,2 gram Nusieve agaroz tartilip 40 ml 0,5XTBE tamponuyla karistirildi.

6- Kloroform/metanol (2:1, v/v):

50 ml kloroform ile 25 ml metanol karistirildi.

7- Kloroform/metanol/su (144:56:7, viviv, hareketli faz):

144 ml kloroform, 56 ml metanol ve 7 ml distile su karistirildi.

8- 1 pmol/ml C18-siilfatid standart soliisyonu:

0,8 mg C18-siilfatid standard: tartilip 1 ml kloroform/metanol (2:1, v/v)

¢Ozeltisinde ¢oziildii.
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9- Orsinol ¢ozeltisi:

200 mg orsinol, 88,6 ml distile suda ¢oziildiikkten sonra 11,4 ml H2SOs
eklenerek son hacim 100 ml’ye tamamlandi.

10- TBS tamponu (pH:7,8):

1,21 g Tris baz1 (10 mM) ve 8,76 g NaCl tartilip karistirildiktan sonra 900 ml
distile suda ¢oziildi. 5 N HCl ile pH: 7,8’e ayarlandi. Son hacim distile suyla 1 litreye
tamamlandi.

11- 2x Transfer tamponu (pH:8,3):

6,06 g Tris baz1 (50 mM) ve 28,8 g glisin tartilip karigtirildiktan sonra hacmi
distile suyla 1 litreye tamamlandi.

12- Yikama tamponu (TBS-T):

1 litre TBS tamponu (pH: 7,8) ve 1 ml Tween-20 karistirildi.

13-4x Laemmli 6rnek yiikleme tamponu:

250 ul Tris-HCI (1 M, pH:6,8),1 ml gliserol, 400 ul SDS (%20, w/v), 40 ul
bromfenol mavisi (%1, w/v) ve 100 pl B-merkaptoetanol karistirilip steril suyla 2
ml’ye tamamlandi.

14- Bloklama soliisyonu (%S5 yagsiz siit tozu):

5 g yagsiz siit tozu 100 ml TBS-T tamponunda ¢6ziildii.

15- Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) yiiriitme tamponu (pH: 8,5):

3,03 g Tris bazi, 14,4 g glisin ve 1 g SDS tartilip steril suyla 1 litreye

tamamlandi.

16- Arturo’nun protein saflastirma lizis tamponu:

1 M stok Tris-HCI (10 mM, pH: 7,4) tamponundan 1 ml, 1,75 g NaCl (300
mM), 58 mg EDTA (2 mM) ve 0,5 ml triton-X-100 (%0,5) karistirilip steril suyla 100

ml’ye tamamlandi.
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17- Stripping tamponu:

20 ml %10 SDS, 12,5 ml 0,5 M Tris-HCI tamponu ve 0,8 ml -merkaptoetanol
karistirilip steril suyla 100 ml’ye tamamlandi.

18- PBS-T yikama tamponu (pH:7,2):

10,2 g kat1 PBS ile 2 ml Tween-20 karistirilip steril suyla hacmi 1 litreye

tamamlandi.
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EK 2. Calismadan Hazirlanan Yazih ve So6zlii Sunumlar

1)

2)

3)

4)

5)

6)

14™ Annual World Symposium, 5-9 Subat 2018, San Diego, A.B.D., yazili bildiri:
Targeting metachromatic leukodystrophy: Subtyping of patients with laboratory
diagnosis and diagnosing presymptomatic cases. Faruk Pekgiil, Can Ebru Kurt,
Bahadir Konuskan, Sevim Erdem Ozdamar, Ersin Tan, Banu Anlar, Meral Topgu,

Hatice Asuman Ozkara

The 15" Gordon Research Conference on Glycolipid and Sphingolipid Biology, 11-
16 Subat 2018, Galveston, Teksas, A.B.D., sozlii ve yazili bildiri: Urinary
sulfoglycolipids: Experience with urinary sulfatides by thin layer chromatography in

metachromatic leukodystrophy. Faruk Pekgiil, Hatice Asuman Ozkara

6. Uluslararasi Katilimli Lizozomal Hastaliklar Kongresi, 11-15 Nisan 2018, Antalya,
sozli bildiri: Metakromatik 16kodistrofi hastaliginin dogru ve erken tanisinda dnemli
laboratuvar testleri. Faruk Pekgiil, Can Ebru Bekircan-Kurt, Bahadir Konuskan,

Sevim Erdem Ozdamar, Ersin Tan, Banu Anlar, Meral Topcu, Hatice Asuman Ozkara

44. FEBS kongresi, 6-11 Temmuz 2019, Polonya/Krakov, yazili bildiri: Laboratory
diagnosis of MLD requires more than ASA assay. Faruk Pekgiil, Can Ebru Bekircan
Kurt, Bahadir Konuskan, Sevim Erdem Ozdamar, Ersin Tan, Nurten Akarsu, Banu

Anlar, Meral Topgu, Hatice Asuman Ozkara

SSIEM, 3-6 Eyliil 2019, Rotterdam, Hollanda, yazili bildiri: Evaluation of the role of
anti-sulfatide and anti-myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG) antibodies in
demyelinating leukodystrophies. Faruk Pekgiil, Nesibe Gevher Eroglu-Ertugrul, Can
Ebru Bekircan Kurt, Sevim Erdem Ozdamar, Ersin Tan, Bahadir Konuskan, Nurten

Akarsu, Ergun Karaagaoglu, Meral Topgu, Banu Anlar, Hatice Asuman Ozkara

The 13" European Paediatric Neurology Society (EPNS) Congress, 17-21 Eyliil 2019,
Atina, Yunanistan, yazili bildiri: Leukodystrophy and differential diagnosis of
arylsulfatase deficiency. Nesibe Gevher Ertugrul, Faruk Pekgiil, Bahadir Konuskan,

Baris Kuskonmaz, Duygu Uckan Cetinkaya, Meral Topgu, Hatice Asuman Ozkara,

Banu Anlar
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