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OZET

Dr. Adem Ozkan. Metakromatik Lokodistrofi: ii¢c Arilsiilfataz A
mutasyonunun (p.307Glu—Lys, p.318Trp—Cys ve ¢.1165G delesyonu)
Arilsiilfataz A aktivitesi ve Arilsiilfataz A proteini iizerine etkisinin
tammlanmasi. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya
Uzmanlik Tezi, Ankara, 2013.

Metakromatik 16kodistrofi (MLD) lizozomal enzim Arilsiilfataz A (ASA) veya
aktivator proteininin eksikligi sonucu olusan, otozomal resesif gegisli bir
sfingolipit depo hastaligidir. Bu ¢alismada, iilkemizde gec bebeklik tipi MLD
hastaliginda daha onceki ¢alismalarimizla tanimlanan iki “missense” mutasyon
(ekson 5°te .919G—A, p.307Glu—Lys ve ¢.954G—T, p.318Trp—Cys) ve bir
polimorfizm mutasyonu (ekson 7’de ¢.1172C—G, p.391Thr—Ser) plazmide
takili ASA c¢cDNA’s1 lizerinde olusturuldu. DNA dizi analizi ile, WT-ASA
cDNA’s1 ilizerinde ¢.919G—A ve ¢.954G—T mutasyonlarinin, c.1172C—G
polimorfizm mutasyonunu ile c.1165G delesyonunun olusturuldugu gésterildi.
Mutant ve normal ASA cDNA’si tasiyan plazmid DNA, CHO hiicrelerine
gecici transfeksiyon ile aktarildi. ASA proteini Tretildi. Transfeksiyonun
etkinligini 6l¢mek icin ASA cDNA’s1 ile birlikte heksozaminidaz enzimi beta-
altbirim geni cDNA’sin1 iceren plazmid, CHO hiicrelerine transfekte edildi.
Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler toplandi, homojenize edildi ve
santrifiijlendi. Siipernatanda protein tayininin ardindan ekspresse olan ASA ve
heksozaminidaz B aktivitesi Olgiildii. p.307Glu—Lys ve p.318Trp—Cys
mutasyonlart ASA enziminin aktivitesini kontrole gore %100 oraninda azaltti.
Western blot ile 62 kDa biiyiikliigiindeki ASA proteini normal kontrol
orneginde, p.307Glu—Lys ve p.318Trp—Cys degisiminde saptandi, 1165G
delesyon mutasyonunda saptanmadi. Bu da mutant proteinlerde
p-307Glu—Lys ve p.318Trp—Cys degisimi sonucunda aktivite eksikligine
neden olan katlanma bozuklugu oldugunu diisiindiirdii. ¢.1165G delesyon
mutasyonunun ise, proteinin yapisini onemli derecede degistirdigi ve yikimina
neden oldugu sonucuna varildi. Inaktif proteinin varoldugu p.307Glu—Lys ve
p-318Trp—Cys degisimi saperon tedavi uygulamasina aday olabilir. Bu
calisma ile, her iki mutasyonun ASA aktivitesini hastalardakine benzer sekilde
tama yakin azalttigi ve hiicrede mutant proteinlerin oldugu gosterilmistir.
p.307Glu—Lys ve p.318Trp—Cys mutasyonlari, klinik seyri siddetli olan geg
infantil tip MLD hastaligina neden olmaktadir.

Anahtar sozciikler: Metakomatik Lokodistrofi, Arilsiilfataz A, Tirk
popiilasyonu, mutasyon, in vitro mutagenez, enzim analizi, transfeksiyon,
hiicre kiltiirii, Western blot
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ABSTRACT

Dr. Adem Ozkan. Metachromatic Leukodystrophy: characterization of
the effect of three Arylsulfatase A mutations (p.307Glu—Lys,
p.318Trp—Cys, ¢.1165G deletion) on Arylsulfatase A activity and
Arylsulfatase A protein. Hacettepe University, Medical Biochemistry
Speciality Thesis, Ankara, 2013.

Metachromatic leukodystrophy (MLD) is an autosomal recessively inherited
sphingolipid storage disease that occurs as a result of a lack of lysosomal
enzyme Arylsulfatase A (ASA) or its activator protein. In this study, two
missense  mutations  (c.919G—A, p.307Glu—Lys and ¢.954G—T,
p.318Trp—Cys in exon 5) that were defined in our previous studies and a
polymorphism mutation (c.1172C—G, p.391Thr—Ser in exon 7) were
constructed on WT-ASA cDNA plasmid. It is shown by DNA sequence
analysis that both ¢.919G—A and ¢.954G—T mutations as well as ¢.1165G
deletion mutation were created with c¢.1172C—G polymorphism mutation on
the WT-ASA cDNA. Plazmid DNA that was carrying mutant and normal ASA
cDNA was transfered to CHO cells through transient transfection. ASA protein
was produced by CHO cells. To measure the efficiency of the transfection,
ASA cDNA together with hexosaminidase enzyme beta-altbirim subunit gene
were cotransfected to the CHO cells. 48 hours after transfection, cells were
collected, homogenized and centrifuged. After protein measurement in
supernatant, ASA and hexosaminidase activity were measured. p.307Glu—Lys
and p.318Trp—Cys mutations decreased ASA enzyme activity 100%
compared to the control. 62 kDa sized ASA protein were detected in normal
control sample, in p.307Glu—Lys mutation, and in p.318Trp—Cys mutation,
and was not detected in ¢.1165G deletion mutation by Western blotting. This
led to the thought that there is incomplet folding in mutant proteins which leads
to lack of activity and that the ¢.1165G deletion mutation makes an important
structural change that causes protein degradation. p.307Glu—Lys change in
which there is an inactive protein may be a candidate for chaperone treatment.
With this study, it is shown that both mutations reduce ASA activity almost
completely similar to how it is in patients, and there are mutant proteins in the
cell. p.307Glu—Lys and p.318Trp—Cys mutations cause late infantile form of
MLD disease that has a severe clinical penotype.

Key words: Metachromatik leukodystrophy, arylsulfatase A, Turkish
population, mutation, in vitro mutagenesis, enzyme activity, transfection, cell
culture, Western blot
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1. GIRIS VE AMAC

Metakromatik lokodistrofi, Arilsiilfataz A enzimi ya da aktivator proteini
sapozin B’nin cksikligi ile olusan otozomal resesif gegisli bir sfingolipit depo
hastaligidir. ASA enziminin fonksiyonundaki bozukluk sonucu 3-O-siilfogalaktozil
birimi igeren glikolipitlerin desiilfasyonu hatali olur. Siilfatli glikolipitler myelin
kiliflarinda ve periferik sinir sisteminde daha fazla, karaciger, bobrek, safra kesesi
gibi i¢ organlarda ise daha az bulunurlar. MLD hastaliginda pargalanamayan siilfath
glikolipitler dokularda birikir ve ilerleyici demiyelinizasyona neden olur. MLD
hastaliginin baslangi¢ yasina gore geg infantil, juvenil ve eriskin olmak {izere tig tipi
vardir. Bu ¢ tipte hastaligin klinik baslangic1 ve ciddiyeti degisiklik gosterir. Geg
infantil tip genellikle hayatin ikinci yilinda baslar ve erken gocukluk déneminde
olimle sonuglanir. Juvenil tip 4 yas ve puberte arasi donemde, erigkin tip ise,
puberteden sonra herhangi bir yasta baglar. ASA aktivitesinin eksik olmasi her
zaman taniyr koymaya yardimci olmayabilir. Ciinkii, yalanci eksiklik mutasyonunu
homozigot tasiyan bireylerde %5-15 arasinda ASA  enzim  aktivitesSi
goriilebilmektedir. Ayrica ASA enzim aktivitesi i¢in kullanilan Kolorimetrik
substratin hidrolizi sapozin B bagimli olmadig1 i¢in, sapozin B proteininin bozuk
oldugu MLD hastalarinda da normal ASA enzim aktivitesi goriilebilmektedir. Enzim
tayininine ek olarak, DNA’ya dayali metotlar ve aktivatdr protein tayini taniya
yardimci olur.

Bu calismada amag, iilkemizde, ge¢ bebeklik tipi MLD hastaliginda daha
onceki caligmalarimizla (1) tanmimlanmis olan 2 yanhis anlamli (ekson 5’te
c.919G—A, p.307Glu—Lys ve ¢.954G—T, p.318Trp—Cys) ve bir polimorfizm
mutasyonunu (ekson 7’de ¢.1172C—G, p.391Thr—Ser) in vitro mutagenez yontemi
ile olusturmak ve enzim aktivitesi, enzim yapisi iizerine etkisini arastirmaktir.

Bu amagcla, bu ¢alismada, plazmide takili ASA cDNA’s1 {izerinde 2 yanlig
anlamli (ekson 5’te ¢.919G—A, p.307Glu—Lys ve ¢.954G—T, p.318Trp—Cys) ve
bir polimorfizm mutasyonu (ekson 7’de c.1172C—G, p.391Thr—Ser) olusturuldu.
Normal ve mutant geni tasiyan plazmid DNA’lar DHS5alfa hiicrelerine transforme
edilip ¢ogaltildi ve saflastirildi. Daha sonra elde edilen normal ve mutant plazmid
DNA’lar CHO hiicrelerine gegici transfeksiyon ile aktarildi. Transfeksiyondan 48



saat sonra elde edilen hiicre lizatlarindan siipernatanlar ayrildi, Siipernatanda protein
tayini, ASA ve heksozaminidaz enzim analizleri, poliklonal ASA antikoru ile

Western blot analizi yapildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. MLD’nin Tanim

MLD, otozomal resesif gecisli bir sfingolipit depo hastaligidir. MLD’de 3-0-
stilfogalaktozil igeren sfingozin ya da gliserol-iceren glikolipitlerin desiilfasyonu
bozulmustur. En o6nemli 3-O-siilfogalaktozil igeren sfingozin, siilfatiddir (3-0-
siilfogalaktozilseramid). Sulfatid, en fazla merkezi ve periferik sinir sisteminde
bulunmaktadir. Bosaltim epiteline sahip bazi dokularda 6rnegin; solunum sistemi ve
mide mukozasinda, safra kesesi ve uterusun endometrium tabakasinda, ayni zamanda
serum, idrar, beyin omirilik sivis1 (BOS) gibi viicut sivilarinda da bulunmaktadir.

3-0-siilfogalaktozil igeren glikolipidlerin pargalanmasinda ilk basamak ASA

enzimi tarafindan stilfat gruplarinin koparilmasidir. Bu olay Sapozin B bagimlidir.

2.2. Klinik Ozellikleri

MLD, diinyada her 40000 canli dogumda 1 siklikta goriilmektedir. Hastalik
baglangi¢ yagma gore 3 klinik alt gruba ayrilmaktadir. Geg infantil tipte (%50-60) 2
yasinda semptomlar gozlenir. Juvenil tipin (%20-30) baslangi¢ yasit 3-16’dir. Eriskin
baslangicli da (%15-20) ise, 16 yas sonrasinda semptomlar ortaya cikar (1). MLD
hastalig1 klinigine ASA eksikligi ve Sapozin B eksikligi neden olur.

2.2.1. Geg Infantil Tip MLD

15 ay-2 yas arasinda klinik belirtiler gortiliir (2). Kazanilmis motor becerilerin
kaybi hastaligin karakteristik ilk semptomlarindan biridir (3).

Geg infantil tip, MLD hastaliginin en sik goriilen tipidir. Birgok hastada ataksi
ve hipotoni gozlenir. Hastalik hastalarin gevre ile iliskilerini kaybetmelerine kadar
varabilen mental bozulmayla devam eder. Bu hastalar genellikle hastaligin
baslangicindan 7 yil sonra kaybedilirler (4). Hagberg siniflandirmasina gore, klinik
gidis 4 evrede incelenmektedir (5). Birinci evrede c¢ogu hastanin tiim
ekstremitelerinde hipotoni olur. Desteksiz yiirilyemezler ve kalkamazlar. ilerleyici
polindropatiye bagli olarak derin tendon refleksleri azalmistir. Bu evre birkag ay, en
fazla 1 yil kadar siirer. Ikinci evredeki hastalar uzun siire ayakta kalamazlar. Zeka

geriligi olusabilir. Dizartri ve afazi gelisebilir. Bacaklarda ve kollarda inatg1 agrilar



olur. Kas tonusu artar. Bu evre sadece birkag ay siirer. Uciincii evrede bulbar ve
psodobulbar parezi gelisir. Beslenme ve solunum giicliigii ortaya ¢ikar. Hasta yataga
bagiml hale gelir. Cocuklarin %25’inde epileptik nébetler goriiliir (6). Son evrede
hasta cevreyle iletisimini kaybeder. Nazogastrik ve gastrostomi tiipiiyle beslenmek
zorunda kalir. Bu evre birkag yil siirer ve genellikle semptomlarin baglamasindan

yaklasik 5 yil sonra 6liim gergeklesir (7).

2.2.2. Juvenil tip MLD

Juvenil tip MLD hastaligi 4-12 yaslar arasinda baglar. Motor fonksiyon
bozuklugu ile karakterizedir. Yasi daha ileri olan hastalar ise psikoz ve demans gibi
duygu-durum bozukluklar1 goriilebilir (2,3). Hastalik ilerledik¢e okulda performans
diisiikligii ve ylrimede beceriksizlik kademeli olarak artar. Genellikle duygu ve
davranis bozukluklari goriiliir. Spastik paraparezi ve serebellar ataksi gelisir.
Hastalarin %50 sinde optik atrofi geligir. Son olarak tam tetrapleji ile gocuklar yataga
bagimli hale gelir. ilerleyen zamanlarda yutmada giicliik olur ve hastalar besleme

tiipline ihtiyag duyar. Genellikle 20’li yaslarda 6liim gergeklesir (7).

2.2.3. Erisgkin tip MLD

Erigkin tip MLD hastaligt puberteden sonra 63 yasmma kadar
goriilebilmektedir (8). Hastalik yavas ilerler. Baslangic semptomlari arasinda
psikiyatrik problemleri diisiindiirecek davranis degisiklikleri vardir. Bu nedenle
tanida gecikme olur (2,3). Bircok hastada sizofreni, anksiyete ve duygu-durum
degisikligi goriiliir. Okul ya da is performansinda kademeli bir azalma gdzlenir.
Digki ve idrar tutamama, harekette beceriksizlik hastaligin bu tipinde goriilen diger

semptomlardir.

2.2.4. Sapozin B Eksikligi

Sapozin B eksikligi 1979 yilinda Shapiro ve ark. tarafindan ilk kez rapor
edilmistir. O tarihten bu yana sapozin B eksikligi sadece birka¢ hastada
tamimlanmistir (9). Baslangi¢ yasinin dogumdan itibaren 30 yasina kadar oldugu
kabul edilmektedir (10). ASA enzimi normaldir, ancak aktivator proteini eksik



oldugu icin siilfatidi hidroliz edememektedir. Bu nedenle Sapozin B eksikligine sahip
hastalarin klinigi, ASA eksikligi nedeniyle olusan MLD hastaligina benzemektedir.

2.3. MLD Hastahg@mmin Tanisi

MLD hastaliginin baslangi¢ belirtileri hayatin ilk yili ile 7. dekat arasinda
herhangi bir yasta goriilebilir. Entellektiiel kayip, halsizlik, koordinasyon kaybi erken
belirtilerdir. Ilerleyen dénemlerde spastik tetraparezi ve inkontinans goriilebilir.
Optik atrofi ve periferal néropati varligi taniya 6nemli katki saglar. Beyin BT ya da
MR, sinir iletim hiz1 dl¢iimii ve uyarilmis potansiyel caligmasi tanida kullanilan
Klinik laboratuvar testleridir. Belirgin semptomu olan hastalarda beyinin beyaz
cevher hasarini gosteren karakteristik BT ya da MRI degisiklikleri izlenir. Hastaligin
tanisi1 klinik belirtilere dayansa da, kesin tan1 i¢in biyokimyasal testlere ihtiya¢ vardir
(7). MLD tanisinda kullanilan baglica laboratuvar testi ASA aktivite tayinidir. Enzim
analizi, diger biyokimyasal testler ve mutasyon analizi ile beraber
degerlendirildiginde daha hassas tan1 konulmasini saglar (11).

Bireyler arasinda degisik varyasyonlarda enzim aktivitesi gorildigi igin
enzim analizi yanilgiya neden olabilir. Fibroblast kiiltiirlerinde 6lgiilebilir ASA
aktivitesi kiiltiir kosullarina ve yalanci eksiklik allel varligina bagh olarak degisir.
%5-15 rezidiiel aktiviteye sahip yalanci eksiklik alleli bulunmasi tanida ya da
tasiyiciliglt degerlendirmede hataya neden olur. MLD hastalarinda idrara siilfatid
atilimi artar. Fakat yalanci eksiklik mutasyonu tasiyan hastalarda normal ya da ¢ok
az bir atilim gozlenir (12). ASA aktivite tayini i¢in en uygun ve giivenilir kaynaklar
l6kositler ve fibroblast kiiltlirleridir. ASA ekspresyonu tiim dokularda olur. Bu
nedenle diger dokularda ve viicut sivilarinda da aktivite dl¢iimii yapilabilmektedir
(13,14).

Yapay p-nitrokatekol siilfat ve 4-metilumbelliferil siilfat kolorimetrik ve
fluorometrik ASA tayininde kullanilmaktadir. Iyon degistirici kromatografi,
elektroforez ya da izoelektrik odaklama tekniklerinden yararlanarak ASA enzimi
saflastirildiktan sonra, aktivite tayini yapildiginda testin 6zgilliigii artabilmektedir
(15,16). Sapozin B eksikligi nedeniyle olusan MLD’de normal ASA aktivitesi

gozlenir. Clinkii ASA aktivite tayini aktivator proteininden bagimsizdir. Bu



hastalarin idrarinda siilfatid saptanabilir. Bu baglamda mutasyon analizinin tanidaki
onemi artmaktadir (17).

ASA geninde 459+1G>A, P426L ve 11179S mutasyonlar1 en sik rastlanan 3
mutasyondur ve MLD hastalarmin %50 sine yakininda bu mutasyonlar bulunur (12).

Yalanci eksiklik mutasyonu ve sapozin B eksikligi enzim analizi ile yapilan
tanida 6nemli sorunlara yol agmaktadir. Homozigot yalanci eksiklik mutasyonu olan
ve hem yalanci eksiklik mutasyonu, hem de MLD hastalik mutasyonuna ayni anda
sahip hastalarda yapilan kolorimetrik aktivite tayinlerinde MLD hastalari ile Ortiisen
sonuclar goriilebilmektedir. Sapozin B eksikliginde sentetik substrat kullanilarak
yapilan ASA Olgiimleri normal seviyelerdedir. Bu nedenle MLD hastaligin
kanitlamak ya da dislamak ig¢in ASA aktivite Olgiimii tek basma yeterli
olmamaktadir. Norolojik semptom gosterebilen yalanci eksiklik mutasyonuna sahip
kisiler MLD hastalari ile karistirilabilir. Yalanci eksiklik mutasyonuna sahip bireyler
MLD’den siilfatid ylikleme testi ile ayirt edilebilir. Olduk¢a zahmetli ve pahali olan
bu test bu durumu ayirt etmek igin kullanilan tek giivenilir yontemdir. MLD
hastalarinin aksine yalanci eksiklik mutasyonuna sahip bireylerin idrarlarinda
siilfatid bulunmaz. Idrara lipid atilim miktar1 da ASA eksikliklerini ayirt etmek igin

kullanilabilir (7).

2.4. Prenatal Tam

Prenatal tani i¢in kiiltiirii yapilan amniyon hiicrelerinde, koryonik villuslarda
(6-10. gebelik haftasi) ya da koryonik villuslardan iiretilen hiicrelerde ASA aktivite
Olcimii yapilabilir. Ancak taniy1 desteklemede tek basina yeterli degildir. Kiiltiiri
yapilan hiicrelerde ASA aktivitesi hiicrelerin biiylime durumuna baglidir. Birgok
lizozomal enzim aktivitesi hiicrelerin konfluens duruma ge¢mesiyle beraber

artmaktadir.

2.5. Tedavi

Su anda, bu yikict hastaligin 6ldiiriicii sonuglarini tersine ¢evirebilecek higbir
etkili tedavi yoktur (12). Diyet tedavisi, enzim replasman tedavisi (ERT) ya da
mutant enzimi aktive ya da inaktive eden ilag tedavileri basarisizdir. Hematopoetik

hiicre transplantasyonunun (HKHT), genellikle belirgin noéropsikolojik veya



norolojik bulgulart olan hastalarda ve geg¢ infantil tip MLD hastaligi olan ¢ocuklarda
etkisiz oldugu kanitlanmistir (18,19). Enzim replasman tedavisinin klinik denemeleri
yapilmaya baslanmistir, ancak kan-beyin bariyeri sistemik olarak uygulanan
terapotik molekiiller i¢in dnemli bir engel teskil etmektedir (12). ERT 6miir boyu
uygulama gerektiren bir tedavi seklidir ve kan-beyin bariyeri sistematik tedavinin
beyine ulagmasina izin vermeyerek etkilerini kisitlamaktadir. Ayrica ekzojen bir
proteinin devamli paranteral uygulanmasi beraberinde immiin cevabi indiikleme
riskini tasimaktadir (12). Hastaligin ciddiyeti ve etkili tedavilerin yoklugu yeni tedavi
yaklasimlarina ihtiyact gerektirmektedir. Konvansiyonel allojenik HKHT ile
karsilastirildiginda gen tedavisi stratejileri 6nemli bir ilerlemeyi temsil edebilir.
Otolog hematopoetik hiicreler, yliksek diizeyde terapdtik enzim lretmeleri igin
genetik olarak degistirilebilir. Ayrica, otolog transplantasyon énemli dl¢iide nakil ile
iligkili morbiditeyi azaltir ve “Graft versus host” hastaligi (GVHD) riskini onler (12).
HKHT gen terapisi uzun zaman lizozomal depo hastaliklari tedavisi i¢in ¢ekici bir
secenek olarak goriilmiistiir. Otolog HKHT gen tedavisi ile, Merkezi Sinir Sistemine
(MSS) daha yiiksek seviyede ve daha etkili fonksiyonel enzim saglanabilir. Allojenik
HKHT yan etkileri, bu tedavi ile azaltilabilir. Bu tedavi transplantasyonla ilgili
morbitide ve GVHD riskini engelleyebilir. Hastalik belirtileri kontroliinde HKHT
gen tedavisinin tedavi edici etkinligi, MLD hastaliginin klinik 6ncesi modellerinde
de gosterilmistir (20,21).

Yeni caligmalarla, insan ASA cDNA’s1 rekombinant bir retroviral vektor
igine yerlestirilerek, gec infantil tip MLD hiicrelerine aktarilmistir. Retroviral gen
transferinden sonra hasta hiicrelerde tek basmna vektdr uygulanan normal insan
fibroblast hiicrelerine kiyasla 5-10 kat daha yiiksek ASA aktivitesi saptanmistir.
Normal ASA proteini sentezlendigi ve sentezlendikten sonra islenip lizozoma

alindig1 gosterilmistir (22,23).

2.5.1. Kemik ligi Transplantasyonu

Hematopoietik kok hiicre tedavisinin amaci, alicinin hematopoietik ve lenfoid
dokularin1 fonksiyonel enzim salgilayan hiicrelerle doldurmaktir. Makrofaj ve
mikroglia biriken materyalin katabolizmasinda o6nemli etkiye sahiptir. HKHT

belirgin ndrolojik semptomlar1 olan ya da erken ve agresif infantil tip hastaliga sahip



olanlarda etkisizdir. Bunun ana nedeni, alict doku makrofaj ve mikroglia
replasmaninin yavas hizda gergeklesmesi ve primer hastaligin hizli ilerleyici
olmasidir (12).

Hematopoietik kok hiicre kullanilarak yapilan gen tedavisinin lizozomal depo
hastaliklar1 i¢in 6nemli bir se¢enek oldugu disiiniilmektedir. Otolog hematopoietik
kok hiicre gen tedavisi ile etkilenen dokular, vericinin myeloid hiicreleri (MSS
mikroglia dahil) tarafindan doldurulur. Otolog hiicrelerin genetik modifikasyonu ile
daha etkili bir tedavi gelistirilebilir. Boylece normal verici hiicrelerden daha yiiksek
diizeyde enzim eksprese eden kaynaklar elde edilebilir. Allojenik hematopoietik kdk
hiicrenin transplanti ile iliskili morbidite ve GVHH riski bu tedavi ile azaltilabilir.
Tedavinin mantigin1 anlamak i¢in lizozomal enzimlerin ve mikroglial hiicrelerin bazi
biyolojik yonlerini bilmek gereklidir. Yeni sentezlenen lizozomal enzim, enzime ve
hiicre tipine bagli olarak tamamen lizozoma yoOnlenmeyebilir. %10-30 oraninda
enzim salgilayabilir. Salgilanan enzim komsu hiicre membraninda mannoz 6-fosfat
reseptoriine baglanir. Bu reseptor enzimin endositoz yoluyla iceri alinmasini saglar
ve lizozoma yonlendirir. Salgi yoluyla normal hiicre, lizozomal enzimi hasarl
hiicreye tasimakta ve metabolik defektin diizelmesini saglamaktadir. MLD
hastalarinda enzim glial hiicrelere yonlendirilmek zorundadir ancak plazma enzimleri
kan beyin bariyerinden gegemezler. Merkezi sinir sisteminin mikroglia hiicreleri,
diger adiyla perivaskiiler mikroglia hiicreleri monositik kokenlidir ve kemik iliginden
tiretildigi gosterilmistir. Bu nedenle bu hiicrelerin kan beyin bariyerini gegebildigi ve
perivaskiiler mikroglia olarak yerlestigi diistiniilebilir. Bu hiicreler ASA salgilayabilir
ve enzimi hasarli hiicrelere verebilir.

Kemik iligi transplantasyonu hastaligin juvenil ve erigkin tipinde
onerilmektedir. Kemik iligi naklinin ge¢ baslangigh tiplerinde ge¢ infantil tipden
daha etkilidir.

2.6. Hayvan Modeli

MLD sadece insanlarda tanimlanmistir, dogal olarak olusan bir hayvan
modeli yoktur. Fare embriyonik kok hiicrelerinde homolog rekombinasyon yoluyla
ASA-eksikligi olusturulmustur. Biyokimyasal ve genetik inceleme ile hayvanlarin

ASA aktivitesinin tam yoklugu kanitlanmis, farelerin bobrek, safra kesesi ve akciger



epitelinde siilfatid depolandigi gosterilmistir.  MLD’li  farelerde noron disi
dokulardaki birikimin insanlarla biiyiik 6l¢iide ayni oldugu, néronal dokulardaki
stilfatid birikiminin agirlikli olarak beyaz cevherde, daha az oranda da gri cevherde
oldugu saptanmustir. Beyindeki siilfatid birikimi oligodendrositte, astrositlerde ve
bazi noronlarda bulundu. Noronlarda siilfatid birikimi, beyin sapi, omurilik,
diensefalon ve beyincigin birka¢ ¢ekirdeginde bulunan néronlarda gosterildi. Lipid
birikimi disinda, diger c¢esitli anormallikler ASA-eksikligi olan farelerin sinir
sistemlerinde tespit edildi. Beyaz maddede onemli seviyede astrogliosis, hayatin
ikinci yilinda mikroglial aktivasyon saptandi. Optik sinir aksonlari ¢apinda da

kontrollerle kiyaslandiginda yiizde 70 azalma oldugu gosterildi.

2.7. Enzim Defekti

Primer enzim defekti Arilsiilfataz A enziminde olmaktadir. Dogal substratlari
diisiiniildiiginde siilfatidaz ya da serebrozid 3-siilfataz da denilebilmektedir.
Laktozilseramid 3-siilfat, seminolipid ve psikozin siilfat diger dogal substratlaridir.

ASA aktivitesi simdiye kadar incelenmis tiim doku ve hiicrelerde eksiktir.

2.8. Gen ve RNA

ASA geni 22. kromozomun uzun kolunda q13 bélgesinde bulunmaktadir.
1521 niikleotid uzunlugunda mRNA kodlamaktadir (1).

ASA geni 3,2 kb biyikligiindedir ve 8 ekzondan (103-320 niikleotid
uzunlugunda) olusur (24). Promotdr bolgesinde TATA ya da CAT dizileri yoktur
ancak birka¢ GC kutusu bulunmaktadir. Baslangi¢ kodonunun ilerisinde 367 ve 387.
bazlar arasinda 4 transkripsiyon baslangi¢ bélgesi bulunmaktadir (25).

MLD hastaligina neden olan 90’dan fazla mutasyon bilinmektedir (26).
Beyaz irkta 3 mutasyon en sik goriiliir. Bunlarin ilki ekSon 2/intron 2 sinirinda
bulunan kesim bolgesi mutasyonudur. Bu mutasyon sonucu tespit edilebilir bir ASA
MRNA ekspresyonu olmamaktadir (27). ikinci sik goriilen mutasyon bir yanlis
anlamli mutasyondur (Pro426Leu). 426. pozisyondaki prolin aminoasitinin 16sin
aminoasiti ile yer degistirmesi sonucu olusmaktadir. Bilinen mutasyonlarin %25’ini
bu iki mutasyon olusturmaktadir (27,28). Kesim bolgesi mutasyonu %15-%43,2,
Pro426Leu mutasyonu ise, %16,2-%25 arasinda siklikta goriilmektedir (28-30).
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Homozigot kesim bolgesi mutasyonu i¢in homozigotluk simdiye kadar sadece geg
infantil hastalarda tespit edilmistir. Homozigot Pro426Leu mutasyonu juvenil ve ya
eriskin tip hastalifa neden olur (27). Avusturyali Juvenil MLD hastalarinda
Pro426Leu mutasyonu sikligi %50°nin {lizerindedir ve ayni grup hastalarin Polonya
toplumunda mutasyon siklig1 ise %3,5’un altindadir (30). Genel olarak homozigot
mutasyon siddetli ge¢ infantil tip hastaliga neden olmaktadir. Heterozigot mutasyon
ve rezidiiel aktivite gdsteren mutasyon siklikla juvenil hastalarda goriilmektedir.
Ugiincii stk goriilen mutasyon, 179. pozisyondaki izolosinin serin ile yer
degistirmesidir. Mutasyonlarin %6’sindan sorumludur (31). Bugiine kadar sadece
heterozigot mutasyonu tespit edilmistir (31,32). Saglikli bireylerin %2 sinde MLD
hastas1 olmadigi halde 6nemli bir ASA eksikligi oldugu tespit edilmistir (33,34). Bu
eksikligin nedeni ASA geninde olusan polimorfizmlerdir. Yalanci eksiklik olarak
adlandirilan bu durum normal enzim aktivitesinde %5-10 kadar azalmaya neden
olmaktadir (33). MLD hastas1 olmayip kokeni bilinmeyen norolojik belirtilere ve
enzim eksikligine sahip hastalarda bu durum tanida karisiklia neden olmaktadir
(33). Tirk toplumundaki mutasyonlar Anabilim dalimizda tanimlanan 307Glu
—Lys, 318Trp—Cys mutasyonlar1 ile 423-426. aminoasitler arasindaki His-Glu-Pro-
Pro normal dizilimin Pro-Pro-Pro dizilimi degisikligi sonucu olusan mutasyonlardir
(35,36).
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2.9. ASA Enziminin Yapisi ve Fonksiyonu
ASA dogal substrati olan serebrozid 3-siilfati parcalayan hidrolitik bir

enzimdir.
0
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Sekil 2.1. ASA enziminin serebrozid 3-siilfat1 (1), galaktozil seramide (2) hidrolizi.
Sfingolipid aktivator protein (SAP-B) sfingolipidlerin ¢oziiniirliigliniin artmasina

yardimec1 olan bir kofaktordiir.

ASA, siilfataz  ailesine ait bir enzimdir. Bu ailenin {yeleri
mukopolisakkaridlerin, serebrozitlerin ve steroidlerin dahil oldugu ¢esitli siilfat ester
baglar igeren bilesiklerin hidrolizini gergeklestirir. Bilinen diger sekiz stilfataz ile
insandaki ASA, %47-59 gibi yiiksek bir dizi benzerligine sahiptir (37).

ASA tiim dokularda bulunan ve gerekli bir proteindir. ASA bir¢ok siilfat
iceren substrati parcalamaktadir. Ana fizyolojik substrati siilfatidlerdir. Laktozil
seramid 3-siilfat, seminolipid ve psikozin 3-siilfatta ASA tarafindan hidroliz
edilmektedir. Kondroidin siilfat, 6-O-siilfogalaktazil seramid ya da galaktoz 6- siilfat
ASA tarafindan hidroliz edilememektedir. ASA fosfodiesteraz aktivitesine de
sahiptir ve cAMP ve cGMP’yi parcalayabilmektedir. /n vitro ASA aktivitesi
genellikle yapay bir substrat olan p-nitrokatekolsiilfat ile saptanmaktadir (7).

Lizozomal siilfatazlar yap1 olarak benzer (homolog) ancak farkli
fonksiyonlara sahip bir enzim grubudur (38). ASA (EC 3.1.6.8), bir sfingolipid olan
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3-O-siilfogalaktoseramidi siilfat parcasindan ayirir. ASA proteini 62-kDa’luk bir
polipeptid olarak sentezlenir; 158, 184, ve 350. pozisyonlarindaki asparajin
aminoasitlerinde 3 adet N-bagl oligosakKarit yan zinciri tasir. iki oligosakkarit yan
zinciri (Asn-158 ve 350) fosfotransferazlar tarafindan taninmasina karsin, Asn-184
de bulunan oligosakkarit yan zinciri fosforile olmaz (39).

ASA enziminin kristal yapist 1998 yilinda agiga kavusturulmustur (40).
Ikincil yapis1 incelendiginde enzimin merkezinde etrafi o-helikslerle cevrili paralel
B-tabaka yapilar bulunmaktadir. Enzimin g¢evresinde de 4 adet antiparalel -tabaka
bulunmaktadir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. ASA enziminin ii¢ boyutlu yapisi. CBS: merkezi beta zincir, PBS: ¢evresel
beta zincir. Asp335 ve Arg370 dimer yapida tuz kopriisii olusturmada gorev alan
aminoasitlerdendir (41).

Homo-oktomer yapisinda bulundugu pH:5’te enzim, optimal Katalitik
aktivitesini gostermektedir. Daha yiliksek pH’da ise, enzim homodimer yapisina
sahiptir.

Globiiler ASA monomerleri sapka-sekilli yapida ve 489 aminoasitten
olusmaktadir. Enzimin aktif bolgesinde formilglisin kalintis1 (cys69) ile beraber
Mg*? bulunmaktadir. ASA 4 homodimerden (a2) olusan homo-oktomer (02)4
yapisindadir. Monomer-monomer etkilesimin bulundugu 2 adet yiizey vardir.

Bunlardan daha biiyilk olan yilizey homodimerler i¢inde monomer-monomer
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etkilesimini saglar. Diger kiiciik olan yiizey ise, dimer-dimer etkilesimini saglamakta
ve esas olarak birbirine yakin antiparalel a-heliksler arasindaki hidrofobik

etkilesimler tarafindan olusturulmaktadir.

Sekil 2.3. ASA monomerinin yapist, ikincil yapida alfa heliks ve beta tabakali
yapilar gérilmektedir (42).

dimer octamer
interface

monomer dimer
interface

Sekil 2.4. Dort homodimerin birlesimi ile olusan ASA oktamer yapisi. Yapida dimer-

dimer ve monomer-dimer etkilesim bolgeleri goriilmektedir (42).
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ASA proteini graniillii endoplazmik retikulumda 507 aminoasitlik 6nciil
protein halinde sentezlenir. Endoplazmik retikulumda ¢esitli sentez sonrasi
diizenlemeler gegirir. 69. pozisyondaki sistein aminoasitinin protein sentezlendikten
sonra oksidasyonu ile olusan formilglisin69 kalintis1 siilfataz aktivitesi i¢in ¢ok
onemlidir (25). Yeni sentezlenen enzimin aktif olabilmesi icin, bu sentez sonrasi
degisikligin mutlaka olmasi gereklidir. Formilglisin rezidiisii tiyol grubunun aldehit
grubuna oksidasyonu ile protein translokasyonunun son evrelerinde dogal yapisini
kazanmadan olugmaktadir ve Cys69 etrafindaki 16 aa’lik lineer kalinti bu
modifikasyon i¢in gereklidir.

ASA proteininden, Endoplazmik retikulum (ER) liimeninde sinyal peptidi
ayrilir ve enzim 3 asparajin aminoasiti ilizerinden N-glikozillenir. Enzim protein
ER’den mannozdan zengin oligosakkarit yan zincirleri {izerinde mannoz 6-fosfat
(M6P) kalintilarin1 kazandigi Golgi aygitina tasinir. Vezikiiler transport yoluyla
Golgi aygitindan lizozoma gelen M6P tasiyan enzimler M6P reseptoriine baglanirlar
(43). Lizozomal enzimlerin Golgi aygitinda fosfodiesterazlar tarafindan taninmasi
kritik bir agsamadir. Bu enzim salgilanacak proteinlerin lizozomal enzimlerden ayirt
edebilmesini saglamaktadir. Lizin kalintilar1 ¢esitli lizozomal enzimler de dahil
olmak tizere ASA’nin fosfodiesterazlar tarafindan taninmasinda o6nemli rol
oynamaktadir (44). Lizozomal enzimler, Golgi aygitinda iki agamali bir siiregte
mannoz 6-fosfat kalintilar1 kazanir. N-asetilglukozaminfosfotransferaz enzimi ile
oligosakkarit yan zincirlerinin mannoz kalintilarina N-asetilglukozamin 1-fosfat
transfer edilir. Ikinci asamada fosfodiesteraz enzimi ile N-asetilglukozamin
kaldirilarak mannoz 6-fosfat kalintis1 olusur. Bu kalintit M6P reseptoriine baglanabilir
(43). ASA diger lizozomal enzimlerden farkli olarak transport sirasinda ya da

lizozoma taginmasindan sonra proteolitik bir yitkim ge¢irmemektedir (7).

2.10. ASA Enziminin Yalanc Eksikligi

Saglhikli bireylerde diisiik ASA aktivitesiyle karakterize bir durumdur. ilk
olarak MLD hastalarinin yakinlarinda hastalara benzer sekilde diisiik ASA
aktivitesine sahip bireyler de tanimlanmistir (45). Avrupa toplumlari arasinda %1-2
oraninda goriilmektedir. ASA yalanci eksikliginde hiicrelerde metakromatik madde

birikimi olmaz ve idrara siilfatid atilim1 normaldir. Etkilenen bireyler yaklasik %5-15
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normal ASA aktivitesine sahiptir ve bu diizeyde enzim aktivitesi normal siilfatid
metabolizmasinin devamu igin yeterlidir (46-48). ASA yalanci eksikligine neden olan
2 adet A—G baz degisimi gosterilmistir. Bunlarin biri 350.aa dizisinde arjininin
serinle yerdegistirmesine neden olmaktadir. Bu mutasyon 1 tane N-glikozilasyon
bolgesi kaybma yol acar. Normal ASA enzimi protein yapisinda 3 tane N-
glikozilasyon bolgesi bulunmasina ragmen, ASA-PD de 2 adet N-glikozilasyon
bolgesi bulunmaktadir (39).Bundan dolayi ASA enzimi yapi olarak daha kiigiik
boyutlarda olmaktadir. Tek basina bu mutasyon ASA aktivitesinde bir azalmaya
neden olmamaktadir (33). Diger A—G baz degisimi dur kodonundan 95 bg ilerideki
poliadenilasyon sinyalinde olmaktadir. Bu durum 2,1 kb biiyiikliigiindeki mMRNA’nin
eksikligine neden olur. Bundan dolayr ASA sentezi azalir. N-glikozilasyon ve
poliadenilasyon bolge polimorfizmleri tek basina incelendiginde, N-glikozilasyon
bolge polimorfizmi wild-type allele kiyasla %50 aktivite gostermektedir,
poliadenilasyon bolge polimorfizminde ise %10 dan daha az aktivite tespit edilmistir
(49). Avrupa toplumlarinda yalanct eksiklik alleli sikligi %10-20 arasinda
degismektedir (50).

Yalanci eksiklik durumunda N-glikozilasyon bdlge kaybina poliadenilasyon
sinyal kaybindan daha sik rastlanmaktadir. Tiirk popiilasyonunda ASA PD mutasyon
sikligi %11,5°dur (51).

2.11. MLD Hastahiginin Molekiiler Patolojisi

Bir¢ok mutasyon icin genetik degisiklik ile enzim eksikligi arasindaki iliski
kolayca kurulabilir. Bu durum bazi anlamsiz ya da mRNA firetimini kuvvetlice
engelleyen kesim bolgesi mutasyonlari i¢in gegerlidir (27,30,31). ASA enziminin {i¢
boyutlu yapist bilinmesine ragmen yanlis anlamli mutasyonlarda bu sekilde bir
bilgiye sahip olmak i¢in detayli biyokimyasal deneylere ihtiya¢ vardir (40). Normal
enzim aktivitesi gosteren ASA’daki P426L mutasyonu bu duruma ¢ok iyi bir 6rnektir
(52). Bu mutasyona sahip hiicrelerde normal miktarda ve normal aktiviteye sahip
mutant enzim sentez edilir (53,54). ASA P426L mutasyonu olan ASA proteininin
kristalize X 1sm1 analizinde O6nemli bir yapisal degisim tespit edilememistir.
Lizozoma uygun sekilde tasinimi gergeklesir, fakat daha sonra lizozom iginde hizli

bir sekilde pargalanir (53). Bu mutasyonun ASA proteininin oktamerizasyonunu
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olumsuz etkiledigi gosterilmistir. Lizozomlarda proteaza direngli enzimin {iretilmesi
ve canliliginin devami i¢in bu siire¢ gereklidir. Fibroblast kiiltiirlerinde hiicrelere
sistein proteinaz uygulandiginda yeterli seviyede bir siilfatid metabolizmasi
gerceklesmektedir (53).

309. aminoasit olan glisinin serin ile yer degistirmesinde ayni durum
gozlenmektedir. Enzimatik aktivite korunmakta, ancak enzimin lizozom igi yari
omrii ciddi sekilde azalmaktadir (55).

MLD’de 7 tane yalanci eksiklik mutasyonu tanimlanmistir. Bu mutasyonlar
tanisal testlerde karigikliga yol agmaktadir. Yalanci allel mutasyonlarindan 5 tanesi
ASA proteininde aminoasit yer degistirmesine, 2 tanesi ise, 1 ya da 2 aminoasitin
delesyonuna neden olmaktadir (7).

ASA proteininin {i¢ boyutlu yapisini bilmek mutasyonlarin etkisini anlamay1
kolaylagtirmaktadir. Bugiine kadar olan hi¢gbir mutasyon enzimin katalitik aktivitesi
ile iligkili aminoasidi etkilememistir. Yaridan fazla mutasyon enzimin yiizey
bolgesini diger yarist i¢ bolgesini etkilemektedir. Mutasyonlarin %60 dan fazlasi
alfa-heliks ve ya beta-tabaka disinda yapisal olmayan bolgelerdedir. Geri kalanlar
alfa helikslerde ve beta-tabakalarda bulunmaktadir. ASA ya 6zgii olan sisteinden
zengin C-terminal bdlgesi hemen hemen mutasyondan uzaktir. Cesitli mutasyonlar
merkez beta-tabakayi1 (G119R, G122S, A224V, T274M, A314T, G325C) ve periferal
beta-tabakalar1 etkiler (R390Q, R390W, H397W, P426L, L428P). Alfa-helikslerde
A212V, T201Y, S250Y, D255H, G308V ve G309S mutasyonlar: olmaktadir.

2.12. Siilfath Glikolipidler

Galaktozilsiilfatid ilk kesfedilen memeli siilfath glikolipidlerinden olup,
1884’te Thudichum tarafindan insan beyninden saflagtirilmistir (56). Memelilerde
bulunan baglica iki stilfoglikolipid vardir. Bunlar siilfatid ve seminolipiddir. Siilfatid
bir sfingolipiddir. Seminolipid ise, eter glikolipiddir. Siilfatid miyelin kiliftaki ana
lipid komponentidir ve miyelin iireten hiicrelerde, oligodendrositlerde sentezlenir.
Seminolipid spermatositlerde sentezlenir. Siilfatid ve seminolipidin karbohidrat yan
zinciri benzer yapidadir ve seramid galaktoziltransferaz ve serebrozid siilfotransferaz
sentezde gorevli enzimlerdir. Seramid galaktoziltransferaz endoplazmik retikulumda,

serebrozid siilfotransferaz ise Golgi membraninda bulunur (57).
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Siilfogalaktozilseramid asidik bir glikosfingolipittir ve siifatid olarak ta
adlandirilir. 3-O-siilfogalaktozilseramid (serebrozidsiilfatid) merkezi ve periferik
sinir sisteminde miyelin kilifinin baslica bilesenlerindendir. Ayn1 zamanda bobrekte,
gastrointestinal kanalda ve endometriyumda bulunur (56). Noron hiicre
farklilasmasinda, myelin olusumunda, miyelin yapisinin korunmasinda roli oldugu
diistiniilmektedir (58). Platelet agregasyonunda P-selektin yolu ile rolii oldugu bilinir
(59). Siilfatidlere baglanarak etkisi oldugu bilinen diger hiicredis1 proteinler laminin,
trombospondin (60,61) ve biiyiime faktoriidiir. Kolorektal, hepatoseliiler, renal,
beyin, kii¢iikk hiicreli akciger ve over kanserlerinde siilfatid diizeyleri artmis
bulunabilir (62-66).

Sinir sisteminde miyelin kilifinda siilfatid fazla miktarda bulunmaktadir.
Siilfatid, miyelin lipidlerinin %4-6’sin1 olusturmaktadir (67). Galaktozilseramid ile
beraber siilfatid miyelin lipidlerinin yaklasik ti¢te birini olusturmaktadir.

Siilfatid sentezi ER zarinin liminal yiizeyinde, UDP-galaktozdan galaktozun
seramide transferi ile baslar. Reaksiyonu UDP-galaktoz:seramid galaktoziltransferaz
[CGT (EC 2.4.1.45)] enzimi Kkatalizler (68). ER’de artmus UDP-galaktoz
konsantrasyonu UDP-galaktoz tasiyici proteini ile saglanir (69). Galaktozilseramidin
Golgi’ye tasinmasindan sonra, son olarak 3'-fosfoadenozin-5'-fosfostilfat:serebrozid
stilfotransferaz (CST; EC 2.8.2.11) enzimi tarafindan siilfatid sentezlenir. CST
enzimi Golgi’de yerlesik homodimer yapida bir proteindir (70). Siilfatid yikim1 ASA
enzimi tarafindan siilfat grubunun hidrolizi ile lizozomda gerceklesir. SAP-B

proteini, membranlardan siilfatidi kopararak ASA enzimine sunar (71).



18

OH
OH ]
MO o QS AAAANAAAAAA/
Sulphatide o C:N
(galactosylceramide 3-sulphate) .0 Y C":..c
v O VAV V V.V
A c
CH
HO Ly oM o
Lactosylceramide ' o CH, o '@C:\JW\N’\N\/\.N\i
- N
J-sulphate 0 Oncec’
oy M ML ELAAAAAANA
HO" ¢
B
o. )
o M o VAN
Seminolipid ‘t—c"q
£, HO R IVAAAA
C
oM
MO Ly o
Lysosulphatide "C-c:"“'
J‘n' m Ic\
S0y HO™ eV IAAAAA
D

Sekil 2.5. Bazi siilfath glikolipidlerin yapisi. Siilfatidlerin dogal yapisinda degisik
yag acil gruplarinin ve sfingozin uzun zincirli bazlar1 gormek miimkiindiir (A) 3-0-
Siilfogalaktozil seramid; siilfatid; 3-0- Siilfogalaktozil serebrozid. (B) Laktozil-
seramid 3-siilfat, laktozil siilfatid. (C) Seminolipid; 3-0- Siilfogalaktozil gliserolipid.
(D) 3-0- Siilfogalaktozil sfingozin; lizosiilfatid; psikozin siilfat (74).

Beyinden sonra en fazla siilfatid igeren organ bobrektir. Siilfatid bobrekte
beyindeki siilfatid konsantrasyonun onda biri miktarda bulunur. Buna karsilik
bobrekte beyin dokusuna kiyasla, 10 kat fazla behenik asit vardir. Bobrekte nervonik
asit konsantrasyonu lignoserik asitten daha fazla bulunur (72). Laktozil seramid 3-
stilfat bobrek dokusunda ve idrarda bulunur, ancak beyin dokusunda bulunmaz (73),
esas olarak karacigerde bulunur. Deagile siilfatli bir glikolipid olan psikozin siilfat
(lizostilfatid) beyin beyaz cevheri, omurilik ve bobrekte az miktarda bulunur (74).

Siilfogalaktogliserolipidlerin diagil ve alkilagil sekilleri fare beyninde siilfath
glikolipidlerin  %2,1-7,2 sini olusturmaktadir. Alkilagil yapist genel olarak
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seminolipidler diye adlandirilir. Memeli testisi ve sperminde bulunan baslica
stlfolipittir (75).

Son yillarda bagka siilfath glikolipidler de tanimlanmistir. Bunlarin bazilari
barsak epitel hiicrelerinin zarlarinda bulunmaktadir (76). Sekerlerinin 6 nolu OH
grubuna stifat eklenerek glukozilseramid, trihekzozilseramid ve
trihekzozilalkilagilseramid siilfatlanabilir. Bu siilfatli glikolipidlerin mukozal
bitiinliikte katkist oldugu bilinmekte ve iilser patogenezinde etkisi oldugu
diistiniilmektedir. Bobrekte ve siitte siilfatli gangliozidler bulunmaktadir (77). 3-O-
stlfatli glukuronik asit rezidisic HNK-1 (human natural Killer-1) ile antijen
reaksiyonunun bir parcasi olarak tanimlanmistir. HNK-1 T hiicreleri tarafindan
membrana yonlendirilen ve gelisen sinir sisteminde secilmis bazi hiicrelere etkili bir
antikordur (78). MLD hastaliginda bu sonradan bulunan siilfatli glikolipidlerin
birikimi  gosterilememistir. ~ Silfathh  glikolipidlerden  yalnizca  siilfatidler,
laktozilseramid 3-siilfat ve seminolipidler ASA enziminin etkisi ile siilfat gruplarini

kaybederler.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gerecler

3.1.1. Maddeler

Agar, agaroz, akrilamid, ampisilin, bisakrilamid, amonyum persiilfat, asetik
asit, borik asit, bromfenol mavisi, etilendiamintetraasetikasit (EDTA), gliserol,
izopropanol, etanol, glisin, metanol, tween-20, sigir serum albiimini (BSA), DNA
marker (GenKB LC DNA Ladder GM1000-LC), etidyum bromiir, sodyum kloriir,
tris, trizma baz, HCI, sodyumdodesil siilfat (SDS), Taq DNA polimeraz, T4 DNA
ligaz, MgCl,, sodyum hidroksit (NaOH), protein marker (Amersham Full-Range
Rainbow Molecular Weight Markers), bisinkoninik asit, yeast extract, siikroz, fikol,
EcoR1 restriksiyon enzimi, soyum karbonat, sodyum tartrat, sodyum bikarbonat,
bakir siilfat pentahidrat, p-nitrokatekol siilfat, tetrasodyum pirofosfat, soyum asetat
trihidrat, 4-MUG, kalsiyum kloriir, bakto-triptan, MOPS, PCR primerleri, dNTPler,
DMEM besiyeri, PBS Sigma Chemical company, ABD’den, DHS5alpha hiicreleri
Invitrogene’den saglanmistir. Kulllanilan diger kimyasal malzemeler analitik
safliktadir. CHO hiicreleri Prof. Dr. Nuhan Purali (Hacettepe, Ankara)’dan temin
edildi. WT ASA plazmidi ve ASA antikoru Prof.Dr. Volkmar Gieselmann (Bonn

Universitesi, Almanya) tarafindan sagland.

3.1.2. Alet ve cihazlar

Deneylerde, Thermocycler (ICycler Biorad), kuru 1sitict (Techne Dri-Block
DB-2D), elektroforez tanki (Owl EasyCast BIA Mini Gel Electrophoresis Systems),
giic kaynagi (Consort EV 265), pH Metre (Consort C830 multi-parameter analyser),
hassas tartim cihazi (Mettler Toledo AG 204), kaba Tartim Cihaz1 (E.Mettler
Zurich), sogutmali santrifiij (Niive NF 800R), mini santrifiij (Hettich zentrifugen
mikro 22), saf su cihazi (Nanopure infinity Bernstead), dikey ¢alkalayic1 (FinePCR
compact rocker CR100), yatay calkalayict (Heidolph Titramax 101), Vorteks (MS2
minishaker 1KA), su banyosu cihazi (mrc BH-200), 1s1 kontrollii ¢alkalamali etiiv
(Hybridization incubator combi-SV12 FinePCR), jel goriintiileme sistemi (KODAK
Gel Logic 1500 Imaging System), ELISA Plate Okuyucu (SpectraMax M2
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Molecular Devices), spektrofotometre (Shimadzu UV-1601 spectrophotometer), buz
makinesi (Fiocchetti AF 100), derin dondurucu -20°C (Argelik), derin dondurucu -
80°C (Sanyo MDF-U6086S), mikrodalga firin (Bosch), SDS-PAGE Sistemi (Bio-
Rad Mini-Protean Tetra Cell), Western blot sistemi (Bio-Rad Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell), UV transilliiminatér (Herolab UVT-20M), laminer
akim kabini (NUAIRE NU425-400E), sogutmali santrifiij (Hettich Rotina 38R),
mikroskop (Leica DM IL), COy’li inkiibatér (NUAIRE NU-5510E) kullanilmustir.

3.2. Yontemler

3.2.1. E.coli igin Bakteriyel Kiiltiir Ortamlari
E.coli igin gerekli kiiltiir ortami olarak LB ve LB-agar kullanildi (bkz. EK1).

3.2.2. Antibiyotik Hazirlanmasi
Kiiltiirlerde kullanilan ampisilin stoklart 50 mg/mL olacak sekilde steril
distile su ile hazirlandi. Steril sartlarda LB ortaminda ve LB-agarda ampisilinin son

konsantrasyonu 100 ug/ml olacak sekilde seyreltildi (79).

3.2.3. On Kiiltiir Hazirlanmasi

-80°C’ de bulundurulan DHSa E.coli bakterileri platin 6ze ile alinip LB-
agar’a ekildi. Ureyen bakteri kolonilerden tek bir koloni alinarak 3-4 ml sivi LB
ortamina asilandi. 37°C” de ¢alkalayict 232 rpm hizda 16-18 saat inkiibe edildi (80).

3.2.4. Bakteri Stoklarimin Korunmasi
Ilgili bakteri soylar1 ve plazmid soylar1 6n kiiltiirle iiretildikten sonra %99’ luk
steril gliserolle son konsantrasyonu % 15 olacak sekilde sulandirildi. Direkt olarak —

80°C dondurucu igerisine alinarak muhafaza edildi (80).

3.2.5. Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

DH5-0 E.coli hiicreleri, 5 ml LB i¢inde 16 saat 37°C’de 232 rpm de
calkalanarak inkiibe edildi. Daha sonra 100 ml LB besiyerine aktarilarak OD600 0,5
ile 0,6 arasina gelinceye kadar c¢alkalamali etiivde 37°C’de inkiibe edildi. 50 ml
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hacimlere ayrildiktan sonra 15 dakika buz iizerinde bekletildi. 5000 rpm’de 5 dakika
santrifiij ile hiicreler ¢oktiirtildii. 10 ml TFB-1 tamponu ile pellet yeniden ¢oziildii ve
10 dakika buz iizerinde bekletildi. Daha sonra tekrar g¢oOktiiriilerek siipernatan
uzaklagtirildi. Pellet 2 ml TFB-2 tamponu ile ¢dziilerek 100-200 pl olacak sekilde
ependorflara paylastirildi. Islem sonunda 3 ependorf tiipiine 50, 100 ve 150 pl
kompetan hiicre konuldu. Geri kalan kompetan hiicreler, her 100 pl kompetan bakteri
igin, 7 ul DMSO eklenerek -80°C de saklandi (81).

3.2.6. Transformasyon

Transformasyon, hiicre duvari gegirgen hale getirilmis (competent) E. coli
bakterisine plazmid DNA’nin aktarilmasi islemidir. ASA genini igeren plazmidin
semasi Sekil 3.1. de gdsterilmistir.
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Sekil 3.1. WT-ASA plazmid vektor haritasi

-80°C’ de saklanan kompetan hiicreler alindi ve 30-60 dakika siireyle buzda
bekletildi. Ependorfa 50-100 pl kompetent hiicreden alindi ve iizerine 50-150 ng
plazmid DNA koyuldu. Dikkatlice karistirilarak 30 dakika buz iginde bekletildi. Isi
soku i¢in 42°C’ de 90 saniye 1sitic1 blok igerisinde tutuldu ve hemen buza alinarak
burada da 2 dakika bekletildi. Onceden 37°C 1sitilmis 800 ul SOC Besiyeri, DNA-

kompetant hiicre karisimi iizerine eklendi. 37°C’ de calkalayici etiivde 1 saat inkiibe
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edildi. Bu kiiltirin 100 pl’si alinarak taze hazirlanmig, 100 pg/ml ampisilin igeren
LB-agar petrisine damlatildi ve 6ze ile tek koloni tarzinda ekim yapildi. Petrideki
kolonilerin durumuna bakarak transformasyon etkinligi saptandi. Bu plaklardan tek
koloni alinip 3 ml ampisilinli LB s1v1 besiyerlerine ekim yapildi. 37°C de inkiibasyon
gerceklestirildi. 10 saat sonunda tiim besiyerlerinde iireme gozlendi.

50, 100 ve 150 ng plazmid DNA, 50 ve 100 pl hacimlerindeki kompetan
E.coli hiicrelerine 6 farkli sekilde transforme edildi. Bu sekilde WT ASA plazmid
DNA transformasyonu yapilan E.coli hiicreleri 6 adet ampisilinli LB agara ekildi. 16
saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Plaklarda tireme olup olmadig1 degerlendirildi.
100 ul kompetan hiicreye 50 ve 100 ng plazmid DNA transformasyonu ile yapilan
kiiltiirde 3 koloni, 50 ul kompetan hiicreye 150 ng plazmid DNA transformasyonu ile
yapilan kiiltiirde 1-2 koloni ve 100 pl kompetan hiicreye 150 ng plazmid DNA
transformasyonu ile yapilan kiiltiirde ise inkiibasyon sonunda 4 koloni iiredigi
goriildii.

Ureme olan plaklardan tek koloni alinip, 3 ml ampisilinli LB besi yerlerine
ekildi. Hazirlanan her bir kiiltiir ortam1 icin 37°C’de calkalayici etiivde ortalama 7
saatlik inkiibasyon gerceklestirildi. Yeterli ireme oldugu goriildiikten sonra dnce
herbir kiiltir ortamindan gliserol stok hazirlandi ve sonra kiiltiir ortamlari

kullanilarak miniprep islemi yapild1 (82).

3.2.7. Plazmid DNA izolasyonu

Bu islem, WT plazmid DNA, mutasyon olusturulmus plazmid DNA ve ASA
geni ¢ikarilmis plazmid DNA izolasyonu i¢in kullanildi.

Miniprep

Bu protokol E.coli kiiltiiriinde yiiksek kopya sayili plazmid DNA’nin mini
piirifikasyonu i¢in kullanildi. Kiigiik miktarlarda DNA izolasyonu yapilacagi i¢in
Miniprep DNA isolation kiti (Qiagen) kullanildi. Kit protokoliine gore, son
konsantrasyonu 100 pg/ml ampisilin igeren 3 ml LB besiyerine transformasyon
gerceklesmis olan tek koloni ekim yapildi ve bir gece 37°C calkalamali etiivde
inkiibe edilidi. Kiiltiir 13000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi ve bakteri pelletine
protokole uygun sekilde yapilan islemlerden sonra DNA eliie edildi (83).
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Midiprep

Biiyiik miktarda plazmid DNA elde etmek i¢in midiprep yapildi ve plazmid
DNA izolasyonu i¢in Midiprep DNA isolation kiti (Qiagen) kullanildi. Kit
protokoliine goére, uygun konsantrasyonda segici antibiyotik iceren 2-5 ml LB
besiyeri igerisine tek koloni ekim yapildi. 37°C de 8 saat 300 rpm’de ¢alkalamali
etiivde inkiibe edildi. Siire sonunda baslangi¢ kiiltiirii 1/500-1/1000 arasinda segici
antibiyotik i¢eren 25 ml LB medyumda dilue edildi. 37°C de 12-16 saat 300 rpm’de
inkiibe edilerek bakterilerin biiyiimesi beklendi. Bakteriler yeterli yogunluga
ulastiktan sonra inkiibatdrden ¢ikarilip 4°C’de 4100 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi
ve protokoliin diger basamaklart uygun sekilde yapildi. Sonugta yiiksek saflikta ve
yogunlukta DNA elde edildi (83).

QIAGEN Plasmid Kits

Bakteri pelleti

l

Alkali ortamda lizis

I Santriflij islemi

lj DNA ‘nin kolona
baglanmasi

= Kolonu
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ellisyon

|

izopropanol ile ¢oktiirme

l

Saf Plazmid DNA

Sekil 3.2. QIAGEN Plasmid Mini-Purification kiti kullanlarak DNA piirifikasyon
islemi ile plazmid DNA saflastirilmas1 (83)
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3.2.8. DNA Miktar Tayini

Plazmid DNA’dan 5 pul alinip 1/500 oraninda distile su ile sulandirildi. Kor
tiiptine 500 pl distile su kondu. Spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarinda
kuvartz kiivetler kullanilarak absorbanslar1 ol¢iildii; A260/A280 oranina bakildi.
Ornekteki DNA miktar, 260 nm dalga boyunda 50 ug DNA’nin 1 optik dansite

okuma vermesinden yararlanilarak hesaplandi (84).

3.2.9. Restriksiyon Endoniikleaz Enzimi ile DNA Kesimi

Kesim stratejisi olarak kesilmesi planlanan plazmid DNA o6rneginden 10uL,
kesim i¢in uygun olarak tespit edilen EcoR1 restriksiyon enziminden 1uL (10U/ul)
ve son konsantrasyon 1X olacak sekilde 2 uLL 10X EcoR1 reaksiyon tamponu ve
steril distile su eklenerek 37°C’de 1,5 saat inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda kesim
enzimi 65°C°de 10 dak inkiibe edilerek inaktive edildi. inkiibasyon sonras1 &rnekler

%1 agaroz jelde yiiriitiildii. DNA bantlar1 UV 15181 altinda degerlendirildi (85).

3.2.10. Agaroz Jel Elektroforezi

1 XTBE tamponu i¢inde %1 °lik agaroz jel kullanildi. Mikrodalga firinda TBE
tamponu igerisinde agaroz tamamen eritildi. 50°C sicakligina ulastiginda 10 mg/ml
derisimindeki etidyum bromiirden 3 pl eklendi ve manyetik karistiric1 ile
karistirtlarak homojen sekilde dagilmasi saglandi. 8X8 cm? boyutlarinda elektroforez
plagina hava kabarcig1 kalmayacak sekilde dokiildii ve uygun tarak yerlestirildi. 30
dakika kadar jelin donmasi beklendi. Uygun miktarda DNA’dan alinarak ayri bir
ependorf tiipinde uygun miktarda yiikleme (loading) tamponu (%0,05 bromfenol
mavisi, %15 Ficoll 400, %10 gliserol, 1XTBE olacak sekilde) ile karigtirildi. 10X20
cm? boyutlarindaki elektroforez tanki 1XTBE ile dolduruldu. Hazirlanan 6rnekler
jeldeki kuyucuklara uygulandi. 80 voltta yaklasik 1 saat kadar zamanda Ornekler
jelde yiiriitildi. Elektroforez plagindan g¢ikarilan jeldeki bantlar transilliiminator ile

gozlendi.(86)

3.2.11. Agaroz Jelden DNA Piirifikasyonu
Istenilen biiyiikliikteki DNA parcalarinin agaroz jelden saf olarak elde

edilmesini saglayan bir islemdir. Yapilan saflagtirmada, DNA baglanmas1 ig¢in
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optimal pH’ y1 gosteren pH indikatorii igeren tampon icinde jel pargasi ¢oziiliir ve
ardindan silika jel membrani bulunan kiigiik kolonlara 6rnek uygulanir. Kolonlardan
once yiiksek tuz konsantrasyonu igeren bir tampon gecirilmesi ile niikleik asitler
silika jel membranina baglanir. Ardindan diisiik tuz konsantrasyonunda bir tamponun
gegirilmesi ile DNA saf bir sekilde elde edilir.

Calismamizda agaroz jelden DNA izolasyonu i¢in QIAGEN firmasina ait
“MinElute Gel Extraction Kit”” kullanildi.

Istenilen DNA bantlar1 UV transilluminator iizerinde agaroz jelden kesilerek
alindi ve QIAGEN firmasina ait ‘‘MinElute Gel Extraction Kit”’i (DNA jel
ekstraksiyon kiti) kullanilarak protokole uygun sekilde DNA eliie edildi. Jelden
kazanilan DNA’nin kii¢iik bir kismi1 tekrar jelde ytiriitiilerek kontrol edildi. DNA
miktar1 ve temizliginin kontrolu i¢in 260 ve 280 nm dalga boyundaki absorbanslari

alindi1 (87).

3.2.12. Ligasyon

Ligasyon karisimi kesim yapilacak DNA parcasindan 45 ng (4 pl) , 1XT4
DNA ligaz tamponu, 1puL T4 DNA Ligaz (4000U/mL) enzimi ve distile su ile toplam
hacim 50 pl olacak sekilde bir ependorfta hazirlandi. 14000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi ve ardindan 22°C’de 1,5 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon bittiginde
65°C’de 10 dakika bekletilerek T4 DNA ligazin inaktivasyonu saglandi. Ligasyon
sonrasinda hazirlanan plazmid, DH5aE.coli kompetan hiicreleri igerisine transforme
edildi (88).

3.2.13. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)- Mutasyonu Tasiyan Primerlerle

ASA ¢DNA’s1 Uzerinde Mutasyonlarin Olusturulmasi

Esas:

Hedef DNA dizisinin her iki ucuna 0zgii primerler kullanilarak 1siya
dayamkli DNA polimeraz yardimiyla iissel oranda ¢ogaltilir. ilk asamada DNA
molekiiliiniin ¢ift iplikli yapis1 yiiksek 1s1 yardimiyla birbirinden ayrilmaktadir.
(denatiirasyon) Daha sonra diisiik 1silarda primerler tek zincirli DNA iizerinde kendi
eslenikleri olan bdlgelere baglanirlar. (annealing) Son agsamada 1s1 72°C ye artirilarak

DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort cesit deoksiriboniikleozid trifosfat
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(ANTP) varliginda primerin 3’ hidroksil ucundan uzamasimi saglar (extention).

Boylece kalip DNA ipligine tamamlayict olan yeni DNA molekiilii sentezlenmis

olur. Ardi ardina tekrarlanan bu déngii ile DNA parcalari iissel olarak artarlar.

Basamak 1
Plazmidin
hazirlanmasi

Basamak 2
Mutasyonun
olusturulmasi *

4, Mutajenik
22
< primer

Basamak 3 _'/_/ ~ 1\
Mutant dizi icermeyen |

plazmidin parcalanmasi ~ \_ ¢ » Mutant
< plazmid

Basamak 4
E.coli hiicrelarine [ 7N
Transformasyon /A

Sekil 3.3. “QuikChange site-directed” mutagenez yontemi (89)

Yapihisi:

ASA cDNA taslyan plazmid

Plazmidin denatlirasyonu
ve mutasyonu taslyan
primerlerin plazmide
baglanmasi

PfuTurbo DNA polimeraz
ile zincirin uzatilmasi

Mutant olmayan DNA
zincirinin Dpn 1 enzimi ile
par¢alanmasi

Ana plazmid DNA

/}/n Mutasyonu tagryan primerler

Mutasyon olusturulmus plazmid DMA

PCR tiiplerinin igine 125 ng primer 1 (forward) ve primer 2 (reverse), 5 pl

10X reaksiyon tamponu, 1 pl ANTP mix ve 1 pl 6rnek konuldu. Toplam hacim 50

ul’ye deiyonize su ile tamamlandi. Daha sonra 1 pl Pfu Turbo DNA pol (2,5 U/ ul)

eklendi. 1 pl Dpn 1 restriksiyon enzimi (10 U/ul) de eklendikten sonra nokta
mutasyonu oldugu i¢in PCR iglemi 12 siklusa tabi tutuldu. Her 6rnek 94°C’de 5 dak
1 siklus; 95°C* de 30 sn denatiirasyon (DNA zincirlerinin ayrilmasi), 95°C’de 30 sn

annealing (primer yapigmasi), 55°C’de 60 sn extension (zincir uzamasi)

basamaklarin1 igeren 12 siklus; 72°C’de 10 dak 1 siklusa tabi tutuldu. Ornekler

+4°C’de saklandi (89).
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3.2.14. Hiicre Kiiltiirii ve Transfeksiyon

Hiicre Kiiltiirii ortaminin hazirlanmasi

Calismalarimizda DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) hiicre
kiiltir medyumu olarak kullanildi. DMEM igerisinde son konsantrayonu %1 L-
glutamin ve % 10 FCS olacak sekilde hazirlandi (90).

Hiicre Kiiltiiriiniin Baslatilmasi

Uzun siire s1v1 azot igerisinde saklanan CHO hiicre hatlar1 s1vi azot tankindan
c¢ikarildi ve ¢oziinmeleri saglandi. Pasajlama isleminden 6nce laminar akim kabininin
(Nuaire NU425-400E) galisma alani ve iginde bulunan tiim malzemeler %70’lik etil
alkol ¢ozeltisi ile temizlendi. Coziinen hiicreler %10 FCS igeren medyuma alinarak
%S5 CO2 inkiibatoriinde biiyiimeye birakildi (90).

Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Hiicreler 75 cm? flasklarda %10 FCS iceren 15 mL medyum igerisinde CO2
(%5) inkiibatoriinde biyiitiildii (90).

Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler bulunduklart ylizeyden %80-90 oraninda kapladiklarinda iginde
bulunduklart medyum uzaklastirildi. Hiicreler ti¢ kez steril PBS ile yikandi ve 3mL
tripsin-EDTA (% 0,05) ile 1-3dk muamele edildi. Bu sekilde tekrar inkiibatore alindi
ve yaklasik 5 dakika hiicrelerin tutunduklar1 zeminden ayrilmalar1 i¢in beklendi.
Hiicreler 5 dakika sonra inkiibatérden laminar akim kabinine alinarak {izerlerine
tripsinin parcalayict etkisinin ortadan kaldirilmasi amaciyla 5 mL besi medyumu
eklendi ve 1500 rpm de 5dk santrifiij ile hiicreler ¢oktiiriildii. Siipernatan
uzaklastirildi ve pellet %10 oraninda FCS igceren 1 ml DMEM igerisinde homojenize
edildi. 500 pl homojenat alinarak 15 mL DMEM igeren flasklara ekim yapildi. Hiicre
igerikli flasklar etiketlenerek 37°C, %5 CO?2 igeren inkiibatore koyularak biiyiimeye
birakildi (90).

Hiicre Sayimi

Deneylerimizde gerekli olan toplam hiicre siispansiyonunun mililitresindeki
hiicre sayisin1 hesaplamak i¢in; tizeri 25 kiigiik kareye ayrilmis, 1 mm? alani, 0,]mm
derinligi olan ve bdylelikle toplam hacimin hesaplanabildigi hemositometre lami

(Thoma lami1) kullanildi. Hiicre sayimi1 yapmak amaciyla 10 pL hiicre slispansiyonu



29

kullanildi. Mikroskop yardimiyla hiicrelerin sayimlari yapildi. Siispansiyonun
mililitresindeki toplam hiicre sayis1 asagidaki formiil ile hesaplandi.

Toplam hiicre sayisi /mL = hemositometre sayim sonucu x seyreltme
katsayis1 x 10*

Siiperfekt Tranfeksiyon Reaktifi Kullanarak Gegici Transfeksiyon

5 farkli hiicre grubu hiicre kiiltiiriinde tiretildi. Daha sonra her birine 1,5 ug
Hex B konuldu. ASA-bos plazmid, WT-ASA plazmid, ASA 919, ASA 954, ASA
1165 tizerine 4 pg 6rnek miktar1 olacak sekilde 5 tiip hazirlandi. Toplam hacim 150
ul olacak sekilde tizerlerine DMEM besiyeri soliisyonu eklendi. 30 ul stiperfekt
transfeksiyon reaktifinden eklenerek 5 kez altiist edildi. 5-10 dak oda isisinda
birakildi. Bu arada hiicreler ¢ikarilarak PBS leri aspire edildi. Her bir hiicre 4 ml PBS
ile yikandi. Hiicrelerin iizerine 1 ml DMEM (%10 FCS) eklendi ve 2 kez pipetle
cekilip birakildi. 3 saat 37°C, %5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakildi. 3 saat
sonunda medium aspire edildi. 4 ml PBS ile yikandi. 5 ml (%10 FCS) DMEM
eklendi. 48 saat 37°C, %5 CO li etiivde inkiibasyona birakildi (91).

Hiicre Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Transfeksiyondan 47 saat sonra besiyeri uzaklastirildi. Hiicreler 3 kez 5 ml
PBS ile yikandi. PBS aspire edilerek uzaklastirildi. Petrilere 1’er ml PBS eklendi ve
hiicreler kaziyici yardimiyla petri tabanlarindan siyirildi. Buz {izerinde tutulan
ependorflara aktarildi. 12000 g’de 10 sn oda 1sisinda santrifiij edildi. Supernatan
kisim atildi. Hiicre pelleti 1 ml soguk PBS ile nazikge siispanse edildi. 12000 g’de 10
sn tekrar santrifiij edildi. Ustte kalan kisim atildi. Elde edilen her bir hiicre pelleti
tizerine 100 ul 0,25 M Tris-HCI1 pH 7,8 tamponu eklendi ve iyice karistirildi. 10 pl
proteaz inhibitorii eklendi. Bu asamadan sonra hiicreler 3’er defa sivi azotta
dondurulup, 37°C’de ¢oziilerek ekstrakte edildi. Hiicre homojenatt 12000 g’de 5
dakika santrifiij edildi ve iistte kalan kisim -80°C’de saklandi.

3.2.15. Protein tayini-“Bicinconinic” asit (BCA) yontemi

Esasi:

Orneklerin protein miktarlart BCA metodu kullanilarak tayin edildi (BCA
protein ASSAY kit, Sigma Aldrich). Alkali kosullar altinda Cu*? iyonlar protein ile

kompleks olusturur ve ardindan Cu*? iyonlar1 Cu™ iyonlarma indirgenir. Sistein,
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sistin, triptofan, tirozin ve peptid baglari Cu iyonlarmm Cu™' iyonlarina
indirgenmesinden sorumludur. Ornekte var olan protein miktar: indirgenme miktar
ile orantilidir. Alkali sartlarda Cu** iyonlar:t BCA ile mor-mavi renkli bir kompleks
olusturur. Bu sekilde Cu*? iyonlarinin indirgenmesi tespit edilebilir. Olusan suda
¢ozlinebilir kompleks spektrofotometrede 562 nm dalga boyunda 6lgiilerek protein
miktar1 hesaplanir.

Yapihisi:

4 ml Reaktif A ¢ozeltisi (final pH 11,25 olacak sekilde 0,1 N NaOH iginde
bicinconinik asid, sodyum karbonat, sodyum tartrat ve sodyum bikarbonat) ile 50 ul
Reaktif B c¢ozeltisi (%4 w/v bakir (II) siilfat pentahidrat) karistirilarak ¢alisma
reaktifi hazirlandi. Kor, 5 adet standart ve ornek tiipleri hazirlandi. Protein standardi
olarak 500 pg/ml stok sigir serum albiimini (BSA) hazirlandi. Stok ¢6zeltiden son
hacimleri 10 pl olacak sekilde distile su ile 1/2 ve 1/4 oraninda diltisyonlar yapilarak
250 ve 125 pg/ml, 1/10 ve 1/20 oraninda diliisyonlar yaparak 50 ve 25 pg/ml
konsantrasyonlarinda standartlar hazirlandi. Kor tiipiine 10 pl distile su pipetlendi.
ornek tiiptine son hacim 10 pl olacak sekilde 2 pl 6rnek ve 8 pl distile su pipetlendi.
Daha sonra her tiipe hazirlanmis olan 200 pl c¢alisma reaktifi eklendi ve 30 dak.
37°C’ de inkiibasyona birakildilar. inkiibasyon bittiginde 562 nm dalga boyunda
absorbans o6l¢iimleri yapildi (92).

3.2.16. Heksozaminidaz Enzimi Aktivite Tayini

Esas:

Heksozaminidaz sentetik substrat 4-MUG’u hidroliz eder. Agiga ¢ikan
fluoresan molekiil 4-MU flourometrede 365 nm eksitasyon ve 448 nm emisyon dalga
boylarinda okunur.

Yapihis::

Olgiim yapilacak 6rnegin 0,1 ml’ sinde 5-15 pg protein miktarinin bulunmasi
gerekmektedir. Tiiplere yeterli protein miktar1 konulduktan sonra hacim 0,1 M
pH:4,5 sodyum-sitrat-fosfat tamponu ile 100 pl ye tamamlandi. Kor tiipli hari¢ tim
tiplere 0,3 ml substrat ¢ozeltisi (0,1 M pH:4,5 sitrat-fosfat tamponunda hazirlanan
2mM 4-MUG) eklenerek 1 saat 37° C de inkiibasyona birakildi. 1 saat sonra her tiipe
3,6 ml 0,2 M pH:10,8 glisin-NaOH tamponu eklenerek reaksiyon durduruldu. Kor
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tiipiine 0,3 ml substrat ¢ozeltisi eklendi. Olciimler spektrofluorometrede 365 nm
eksitasyon ve 446 nm emisyon dalga boylarinda yapildi. 2 nmol-10 nmol arasinda 4-
MU (0,2 M pH 10,8 glisin-NaOH tamponunda) ile hazirlanan standartlar ile elde
edilen standart egriden aktiviteler hesaplandi. Sonuglar nmol/mg protein/saat olarak
ifade edildi (93).

3.2.17. ASA Enzimi Aktivite Tayini

Esasi:

p-nitrokatekolsiilfat  kromojenik  bir maddedir. ASA enzimi p-
nitrokatekolsiilfatin siilfatin1 ayirmaktadir. Intakt bilesik renksiz oldugu halde
hidroliz iiriinii olan p-nitrokatekol tugla kirmizisi rengindedir. Spektrofotometrede
515 nm de 15181 absorbe eder.

Yapihisi:

Bu metodda kullanilan 6rnek 0,1 ml’de 100-400 pg protein icermelidir. 25 pl
ornek tizerine 25 pl substrat ¢ozeltisi (0,5 MM NasP,07 ve % 10 NaCl igeren 0,5 M
pH 5 sodyum asetat i¢inde 10 mM p-nitrokatekol siilfat) eklendi. 37°C’de 1 saat
inkiibe edildi. Kor tiiptine 0. dakikada 250 ul IN NaOH ¢6zeltisi eklenerek reaksiyon
durduruldu. 1 saat sonunda deney tiiplerine de 250 pl 1N NaOH ¢ozeltisi eklendi, bu
tiiplerde de reaksiyon durduruldu. Sonuglar 515 nm’de spektrofotometrede okunarak
elde edildi. P-nitrokatekolin 1,2-48 nmol arasinda hazirlanan standartlar ile elde

edilen standart egriden aktiviteler hesaplandi. Sonuglar nmol/mg protein/saat olarak
ifade edildi (93).

3.2.18. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE)

Orneklerin SDS-PAGE analizi Laemmli tarafindan bildirilen metod
kullanilarak yapildi.

SDS-PAGE ig¢in ayirma jeli (seperating) Tablo 3.3.’e gore ve yigma jeli
(stacking) bilesimleri Tablo 3.4.e gore hazirlanmigtir. Ayirma jeli iyice karistirildi
ve iki camin arasina yukaridan 2,5 cm kalacak sekilde dokiildii. Jel karisiminin
oksijenle temasini kesmek i¢in tizeri su ile tamamlandi. Jelin donmasi igin 45 dak.

bekletildi. Uzerindeki su ¢ikartildi. Yigma jeli iist cam hizasina ulasana kadar
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eklendi. Uygun tarak yerlestirildi ve donmasi i¢in en az 30 dakika beklendi.
Polimerlesmenin tamamlanmasindan sonra, jel kaseti elektroforez tankina
yerlestirildi. Hazirlanan yiiriitme tamponu elektroforez tankina uygun hacimde
dokiildiikten sonra tarak dikkatlice ¢ikartildi. Protein markiri (Amersham full-range
rainbow molecular marker 12000-225000 Da) ve ornekler 10 ug protein igerecek
sekilde hazirlandi. Uygun hacimde 6rnek yiikleme tamponu ile karistirildi ve
95°C’de 5 dakika denatiire edildi. Daha sonra elektroforez jeli kuyucuklarina
yiiklendi. 2,5 saat boyunca 125 volt uygulanarak elektroforez islemi yapildi (94).

Tablo 3.1. SDS-PAGE ig¢in ayirma jeli bilesimi

Ayirma jeli ( %10) hacim(ul)
akrilamid/bis-akrilamid ¢6zeltisi (%30) 3300
jel tamponu(1,5 M Tris-HCI pH 8,8) 2500
saf su 4100
SDS(%10) 100
APS(%10) 50
TEMED 5

Tablo 3.2. SDS-PAGE ig¢in yigma jeli bilesimi

Yigma jeli ( %4) hacim(pl)
akrilamid/bis-akrilamid ¢ozeltisi (%30) 1300
jel tamponu(0,5 M Tris-HCI pH 6,8) 2500
saf su 6100
SDS(%10) 100
APS(%10) 50
TEMED 10

3.2.19. Western-Blot analizi

Esasi:

Western blotlama teknigi jelde ayrima ugrayan proteinlerin poliakrilamid
jelden adsorblama ozelligi olan bir membran {iizerine elektrik akimi etkisiyle

aktarilmasi islemidir. Proteinlerin jelden membrana aktarimindaki amag proteinlerin
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tanimlanmasinda kullanilacak ¢esitli problarin proteinlere daha kolay ulagmasini ve
etkilesmesini saglamaktir. Proteinler jelde gomiilii halde bulundugu icin bu etkilesim
miimkiin degildir. Proteinleri jelden membrana aktarim isleminde nitroseliiloz veya
PVDF (Poli Vinilidin Di Florid) membranlar1 kullanilabilir.

Yapihis::

Proteinlerin jelden membrana aktarimi islemi Oncesinde membran kagidinin
hidrofobik 06zelligini azaltmak amaciyla transfer tamponunda islatilir. Membran,
filtre kagitlar1 ve siingerler arasina yerlestirilerek hazirlanan jel sandvigi transfer
cihazinin plakalar1 arasina sikica yerlestirilir. Membranm jel ile anod arasinda
kalacak sekilde yerlestirilmesi ve elektrik akimi uygulanmasi ile yaklasik 2 saat
icinde proteinlerin membrana transferi gerceklestirilir. Elektrik akiminin
uygulanmasindan dolay1 ortaya c¢ikacak i1sinin engellenmesi i¢in transfer isleminin
soguk ortamda yapilmasi gerekir. Jelde farkli bolgelerde bulunan proteinler SDS ile
kapli ve negatif yiiklii olduklar1 i¢in anoda ve bundan dolay1r da membrana dogru
ilerlerler. Transfer isleminden sonra proteinler jeldeki ayrisim bolgeleri korunmus
halde membran iizerinde lokalize olurlar.

Bu c¢alismada, elektroforez islemi 2,5 saat boyunca 125 volt uygulanarak
yapildi. Elektroforez islemi bittiginde jeller camlardan ayrildi. Poiakrilamid jel
sistemine ait membran-jel kasetinin once bir kapagina tamponla islatilarak hava
bosluklar ¢ikartilmis olan siinger yerlestirildi. Bu islemden sonra siingerin iizerine
transfer tamponu ile 1slatilmis filtre kagidi yerlestirildi. Filtre kagidinin {izerine
elektroforez islemi sonucu elde edilen jel yerlestirildi. Jelin {izerine transfer
tamponunda 5 dakika bekletilerek hazir hale getirilen nitroselilloz membran
yerlestirildi. Membran ile jel arasinda hava kabarcigi kalmamasi i¢in lizerinden cam
tiip gecirildi. Membran yerlestirildikten sonra {izerine sirasi ile transfer tamponu ile
islatilarak havasi ¢ikartilmig filtre kagidi ve siinger yerlestirildi. Daha sonra kasetin
kapaklar1 sikica kapatildi ve kaset transfer tamponu ile dolu olan tanka yerlestirildi.
Tankin kapagi katot elektrodu nitroselilloz membran, anot elektrodu ise jelin oldugu
tarafa gelecek sekilde kapatildi. Western blotlama islemi siiresince iyonik dengenin
saglanmasi i¢in tankin i¢ine teflon balik atildi ve tank manyetik karistiricinin iizerine

konuldu. uygun sekilde tanka yerlestirildi ve daha sonra tank transfer tamponu ile
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dolduruldu. Jelden nitroselilloz membrana proteinlerin aktarim islemi soguk ortamda
80 voltluk bir gerilim uygulanarak 2 saat boyunca gergeklestirildi.

Proteinlerin membrana transferinin tamamlanmasindan sonra membran bloklama
coOzeltisi igerisinde jel ile temas etmis olan ylizeyi istte kalacak sekilde 2 saat
bekletildi. Membran1 bloklama islemi yatay ¢alkalayici lizerinde yapildi. Bu islemin
amact membran {lizerinde protein baglanmamis bolgeleri bloklama ¢ozeltisi ile
kapatarak kendisi de protein olan birincil antikorlarin yanlislikla baglanmasini
engellemektir. Bu islemden sonra membran TBS-T ¢6zeltisi ile 3 kere onar dakikalik
stirelerle yikandi. Oda sicakliginda 1 saat membrana uygun oranda (1/10000) TBS-T
cozeltisi ile seyreltilmis birincil antikor (anti-fare insan ASA) ile inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra membran aym sekilde TBS-T ¢ozeltisi ile 3 kere onar
dakika siirelerle yikandi. Yikama isleminden sonra membran uygun oranda (1/200)
TBS-T ¢ozeltisinde seyreltilmis ikincil antikor (tavsan anti-fare antikoru) ile oda
1sisinda 1 saat yatay calkalayicida bekletildi. Bu asamadan sonra membran ayni
sekilde TBS-T ¢ozeltisi ile yikandi ve ardindan membranin kemiliiminesan metod

(ECL, Amersham) ile goriintiilenmesi yapildi (95).
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4. BULGULAR

4.1. Transformasyon
Transformasyonda kullanilan 50, 100 ve 150 ng miktarlardaki plazmid DNA
ile koloniler elde edildi. En etkili koloni 100 pl medium ve 50 ng plazmid DNA

kullanimz ile elde edildi.

4.2. Plazmid DNA Saflastirmasi

Deneyler sonucunda 6rneklerden saflastirilan plazmid DNA miktarlari Tablo
4.1°de gosterilmistir. Plazmid DNA miktarlar1 127,5-357,5 ng/ul arasinda ve yeterli
temizlikte elde edildi (Sekil 4.1). 260/280 nm oranlar1 0,98-1,09 arasinda bulundu.
Plazmid DNA saflastirmasi i¢in transforme edilen E.coli hiicrelerinin hazirlanmis
gliserol stoklar1 da etkili bir plazmid saflastirmasi sagladi (Tablo 4.1). Restriksiyon
enzim kesimi ile lineer hale getirilen 4,367 kb biiyiikliikteki plazmid DNA elde
edildi.

Tablo 4.1. Miniprep isleminden elde edilen 6rneklerin absorbans degerleri ve DNA

konsantrasyonlari
Plazmid DNA
Tiip Kompetan | Absorbans | Absorbans
DNA _ A260/A280 | konsantrasyonu
no E.coli (ul) | 260 nm 280 nm
(ng) (ng/ul)
1 150 50 0,061 0,06 1,02 152,5
2 150 100 0,096 0,1 0,96 240,0
3-1 150 50 0,096 0,091 1,05 240,0
3-2 150 50 0,117 0,107 1,09 292,5
4 100 100 0,057 0,052 0,98 127,5
5 50 100 0,143 0,136 1,05 357,5
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Sekil 4.1. Miniprep islemi ile elde edilen plazmid DNA’s1 igeren 6rnegin agaroz jel
goriintiisii M. Gen-KB DNA ladder DNA markir1 (0,2-14 kb), 1. Ornek

Plazmid DNA hesab1
spektrofotometrede 260 nm de verdigi absorbanstan faydalanarak yapildi ve 60 ng/ul
bulundu (Tablo 4.2.).

iceren  Ornegin  DNA  konsantrasyonu

Tablo 4.2. Plazmid DNA 6rneginin absorbans degeri ve DNA konsantrasyonu

DNA
Absorbans Absorbans
birlestirilen A260/A280 | konsantrasyonu
(260 nm) (280 nm)
tiip (ng/ul)
0,012 0,014 0,86 60

4.3. PZR ile Mutasyonlarin Olusturulmasi

Mutasyonu (c.919G—A p.307Glu—Lys, 954G—T p.318Trp—Cys ve
€.1172C—G p.391Thr—Ser) tasiyan oligoniikleotid primerler ile WT ASA geni
tizerinde PZR ile mutasyonlar olusturuldu. Elde edilen mutant DNA o&rneklerinin
PZR iiriinleri agaroz jelde yiiriitiildii ve spesifik olarak cogaldiklar1 gosterildi (Sekil

4.2 ve Sekil 4.3). Mutasyonlarin kontrolu i¢in yapilan DNA dizi analizi sonucu
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c.919G—A, 954G—T degisimlerinin WT-ASA cDNA’s1 iizerinde olusturuldugu,
ancak ¢.1172C—G mutasyonu yanisira tesadiifen 1165G delesyonunun

olusturuldugu belirlendi.

4 kb
3 kb

2 kb

Sekil 4.2. PZR islemi ile olusturulan ¢.919G—A ve ¢.954G—T mutant DNA’larinin
agaroz jel goriintiisit M. Gen-KB DNA ladder DNA markirt (0,2-14 kb) 1. 919G—A
mutant DNA, 2. 954 G—T, mutant DNA



38

bp

21226—

2027

1375

947
831

564

Sekil 4.3. PZR islemi ile olusturulan ¢.1172C—G ve 1165G delesyonu i¢in mutant
DNA’nin agaroz jel goriintlisii M. Hind3 lambda DNA markir, 1. 1172C—G ve
1165G delesyonu i¢in mutant DNA

4.4. Mutant ve ASA Geni icermeyen Plazmit DNA’larin Midiprep
Sonugclari
Mutasyonu tastyan plazmid DNAlar1 midiprep isleminin ardindan agaroz jel

elektroforezinde yiiriitiildii ve saf olduklar1 gozlendi (Sekil 4.3, Sekil 4.4)

Sekil 4.4. Midiprep islemi ile saflagtirilan mutant DNA 6rneklerinin agaroz jel
gorintiisii 1. Hind3 lambda DNA markir, 2 ve 3. ASA geni ¢ikarilmis plazmid DNA,
4.ve 5. 1172C—G ve 1165G del mutant DNA, 6. ve 7. 919G—A mutant DNA, 8. ve

9. 954G—T mutant DNA 6rnekleri
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Sekil 4.5. Midiprep islemi ile saflagtirilan WT ASA plazmid DNA 6rneklerinin
agaroz jel goriintiisii 1. Hind3 lambda DNA markir, 2. ve 3. WT ASA plazmid DNA

Midiprep islemi ile elde edilen 6rneklerde DNA konsantrasyonlari nanodrop
cihaz1 kullanilarak 6l¢iilmiis ve sonuglar Tablo 4.3 de gosterilmistir. Elde edilen

DNA miktarlari transfeksiyon igslemi i¢in yeterli bulunmustur.

Tablo 4.3. Orneklerin DNA konsantrasyonu l¢iimii

Ornekler 1 (ng/nl) 2 (ng/pl)
MOCK 80 93
ASA-WT 120,6 59,1
919G—A 3,9 6,9
954G—-T 53 4
1165G del 35,7 31,4

4.5. Arilsiilfataz A ve Heksozaminidaz Enzim Aktivitesi Sonuclar
Gegici  transfeksiyon sonrasinda  hiicre lizatlarindan elde edilen
stipernatanlarda Ol¢iilen enzim aktivitelerinin spesifik aktivite ve % degerleri Tablo

4.4.°de verilmigtir. ASA aktivitesi tliim mutantlarda normal ile karsilastirildiginda
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eksik bulunmustur. Heksozaminidaz aktivitesi WT, 954 ve 1172 de benzer, 919 da

yarist kadar bulunmustur.

Tablo 4.4. Transfeksiyon sonrasi 6rneklerde protein, ASA ve Hex aktivite degerleri

Transfeksiyon Sonuglari (2 6lgiimiin ortalamast)

Protein ASA aktivite ASA Hex aktivite Hex
konsantrasyonu |  (nmol/mg aktivite (nmol/mg | aktivite
(ng/ml) protein/saat) (%) protein/saat) (%)
MOCK 523 201 0 1956 0

WT 888 416 100 3353 100.0
919G—A 1717 95 0 2637 48.7
954G—T 900 152 0 4215 161.8
1165G del 1372 132 0 3566 115.3

4.6. Western Blot Analizi

Western blot analizinde 62 kDa biiytikliigiindeki olgun ASA proteini normal
kontrol 6rnegi (WT) M1 ve M3’de bulunurken, M2’de gozlenmedi.

Mock WT 919G>A 1165Gdel 954G->T
-
5 = Ea ! .. 4 62kDa
| - ]
o * J - =
| - ' . B
- Ol e -

Sekil 4.6. ASA proteininin Western blot analizi.
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5. TARTISMA

Metakromatik 16kodistrofi, otozomal resesif gegisli, lizozomal enzim ASA
veya onun aktivator proteininin eksikligi sonucu olusan bir sfingolipit depo
hastaligidir. Anabilim Dalimizda yapilan bir ¢alismaya gore Tiirk toplumunda en sik
goriilen sfingolipidozdur. Tiirkiye i¢in hesaplanan en diisiik insidans 1,43/100000 dir
(96). Diinya genelinde sikligi 1/40000 ile 1/160000 arasinda degismektedir. Geg
infantil donemde baslayan tipinin insidans1 Kuzey Isveg i¢in 1/40000, Fransa igin
1/130000, USA i¢in 1/40000, Almanya ig¢in 1/170000 dir (97-99). Bu ¢alismada,
ASA geni lizerinde olusturulan iki yanlis anlamli (ekson 5’te ¢.919G—A 307Glu
—Lys ve ¢.954G—T, 318Trp —Cys mutasyonlar1 ) ve bir delesyon mutasyonunu
(ekson 7°de ¢.1165G) tasiyan plazmidin CHO hiicrelerine gegici transfeksiyonu ile
sentezlenen ASA proteini, enzim aktivitesi ve protein miktar1 olgiilerek karakterize
edilmistir. Mutant Orneklerde enzim aktivitesi hastalardaki gibi eksik bulunmus,
ASA proteininin 307Glu —Lys degisimi ve 318Trp —Cys degisiminde var oldugu,
€.1165G delesyonunu etkisi ile yikilmis oldugu gosterilmistir.

ASA’nin ikincil yapist alfa-heliks ve beta-tabakali yapilarin bir karigimidir.
%26 o-heliks ve 319 heliks, %16 p-tabaka ve %46 B ve 319 dongii, %12 sekonder
yapiya katilmayan primer yapiya sahip kisimlardan olusmaktadir. Enzimin merkezi
iki 6nemli B-tabakayi igerir (Sekil 1). Kiiciik B-tabaka 4 antiparalel B-tabakasindan
B15-B18 tabakalarini igerir; biiyik p tabakada, 10 ayr1 P tabaka vardir (Sekil 1).
Bunlar B8 ve 12 disinda paralel yerlesimlidirler ve digerlerine antiparalel olurlar.
Biiyiik B-tabaka bir tarafta aA; D ve E, diger tarafta aB, C, G ve H ile sandvig
yaptlmistir haldedir. Kisa o-heliks F antiparalel p11 ile B12 yi birlestirmektedir.
Biiytik ve kiiciik B tabakalar su molekiilleri tizerinden saglanan hidrojen baglari ile ve

Cys300-Cys414 arasindaki disiilfit bagi ile kontak kurarlar (40,100).
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Sekil 5.1. ASA proteininin ikincil yapist. a-heliksler A-1, B-tabakalar 1-18 ile
gosterilmigstir. Asn158, Asn184 ve Asn350 3 glikozilasyon bolgeleridir. Sisteinler
arasi disilfit baglar1 koyu bantlarla gosterilmistir (40).

Tiirk hastalarda saptanan exon 5’teki 919 G—A mutasyonu ASA proteininde
asidik bir aminoasit olan glutamik asitin bazik bir aminoasit olan lizin ile yer
degistirmesine neden olmustur. 307. aminoasit insan siilfatazlarinda yiiksek derecede
korunmus bolgede bulunan a-heliks F yapisinin bir elemanidir ve iki antiparalel beta
tabakay1 birlestirmede gorev almaktadir (Sekil 1, Sekil 2). Asidik aminoasit yerine
bazik aminoasitin ge¢isi muhtemelen o-heliks F’nin yapisini degistirerek aktif
merkezdeki beta tabakalarin birbiri ile iligkisini bozmakta ve aktivite eksikligine
neden olmaktadir. Bu degisiklik hastalarda ve in vitro gen translasyonunda
gordiiglimiiz gibi enzim aktivitesinde bozukluga neden olmaktadir. Bu mutasyona
sahip hastalarda lokositlerde Slgiilen ASA aktivitesi 0 ve 2 nmol/mg protein/saat,

mutant genin ekspresse edildigi CHO hiicrelerinde ise %0 bulunmustur. Western blot
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analizinde proteinin tam yikilmadigi, var oldugu goézlenmistir. Bu da mutasyonun
proteinde fonksiyonu bozacak bir katlanma bozukluguna neden oldugunu
gostermektedir. Literatiirde ayni alfa-heliks yapisina katilan komsu aminoasitlerde
farkli mutasyonlar tanimlanmistir. Bu mutasyonlarin etkilerini degerlendirmek igin
yapilan ¢aligmalarda da bizim ¢alismamizla benzer sonuglar elde edilmistir. Hepsi
bizim hastalarimizda oldugu gibi MLD’nin ge¢ bebeklik tipine neden olmaktadir.
Bunlardan bazilarinda protein karakterizasyonu yapilmistir. Bu mutasyonlardan
p.308Gly—Val degisiminde (Japon ve Avrupa mutasyonlari) COS-1 hiicreleri ile
yapilan gecici transfeksiyonla elde edilen iirlinlerde enzim aktivitesi tam eksik
bulunmustur (101). Ayrica p.309Gly—Ser mutasyonunda yapilan gegici
transfeksiyon c¢alismalarinda enzim aktivitesi kontrol hiicrelerine gore %13
bulunmus ve mutant enzimin lizozoma girmis oldugu ama dayanikli olmadig

gosterilmistir (102).

Sekil 5.2. ASA proteininin ii¢ boyutlu yapisinin sema ile gosterimi. Tarali alan tiim
stilfatazlarda 1yi korunmus yapisal elemanlar bolgesini gostermektedir. Aktif bolge
boslugu C ucuna yakin beta-tabakalardan zengin bolgedeki yiiklii amino asitlerle
désenmistir. Bu amino asitler B11°deki (Asp281, Asn282), B1°deki (Asp29, Asp30),
B10°daki (His229), p4’deki (Lys123, His125) ve B5’deki (Ser150) ve N-ucunda o-
heliks F’deki (Lys302) ve a-heliks B’deki (Arg73) tiir. FGly69 katalizde 6nemlidir
(40).
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ASA geninde ¢.954 G—T degisimi, p.318Trp —Cys degisimine neden
olmaktadir. Bu degisim hidrofobik bir amino asit olan triptofanin yerine yapisinda
SH grubu bulunduran yiiksiiz polar yapida sistein amino asitinin gelmesini
saglamaktadir. 318 no lu aminoasit ASA proteininde 12 no lu beta-tabaka ile 13no lu
antiparalel beta tabaka arasindaki primer yapinin ilk aminoasitidir. ASA proteininde
15 tane sistein aminoasiti bulunmaktadir. Bunlardan 12 tanesi disiilfit bagina katilir.
Disiilfitlerden biri 2 beta tabakay: birlestirir, 2 tanesi beta 6 ve 7 nin yaptigl sa¢
tokasi yapisinmi stabilize eder, 3 tanesi C ucundaki 20 aminoasiti diigiimler. Bu 6
sistein kiimesi ASA i¢in 6zeldir, ona spesifiktir. Kalan 3 sistein tektir. Sistein 38 ve
294 homodimer ara yiizeyinde yerlesiktir, heliks alfabeta nin N ucundaki sistein 69
sentez sonrasi formilglisine ¢evrilir. Formilglisine ¢evrilen Cys69, ASA enziminin
aktif merkez aminoasitidir. p.318 Trp— Cys degisimi ASA proteininin ikincil yapisi
icin ¢ok Onemli sistein aminoasitlerine bir yenisini eklemektedir. Hastadaki enzim
aktivitesinin distkligli, mutant proteini olusturan CHO hiicrelerinde enzim
aktivitesinin tam eksikligi ve Western blotta proteinin olmayist bu aminoasit
degisiminin proteinde diger mutasyonlara gore en Onemli etkiyi yaptigin
diistindiirmektedir. Bu etki serbest sistein aminoasitleri ile yeni distilfit bagi olusumu
veya aktif merkez aminoasiti Cys69 ile formilglisin olusumu 6ncesi yeni disiilfit bag
yapimi seklinde olabilir. Sonunda proteinin yapisi tamir edilemez sekilde bozulur ve
protein proteozomda pargalanabilir. Bu mutasyona sahip hastalar ge¢ bebeklik tip
MLD tanist almislardir (1). Cys69 da sentez sonrast modifikasyon eksikligi tiim
stilfatazlarin eksikligine neden olmaktadir. ASA aktif merkezinde siilfat baglamada
gorev alan aminoasitler 1izin123, lizin 302, serin150, histidin 229 ve sistein 69 dur.
Siilfati baglayan aminoasit FGly69 dur. Sekil 3’te Cys69’un yapay substrat p-

nitrokatekol siilfat ile olan baglanmasi1 gosterilmistir.
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Sekil 5.3. ASA monomeri lizerinde ASA’nin yapay substrati1 paranitrokatekolsiilfat
ile aktif merkez aminoasiti Cys69’un olusturdugu kompleks (100).

ASA geninde ¢.1172 C —T degisimi olusturulurken es zamanlh tesadiifen
olusturulan 1165G delesyonu p.389Val—Cys degisimi ile birlikte bu aminoasitten
sonraki devam eden cDNA dizisinin yanlis anlamli olmasina ve 441. aminoasitte dur
kodonuna neden olur. 507 aminoasitten olusmasi gereken ASA proteinin sentezi 441
aminoasitte sonlanir. CHO hiicrelerinde yapilan enzim analizi sonucunda kodonda
kaymaya neden olan bu delesyon mutasyonunun enzimin tam eksikligine neden
oldugu, Western blotla proteinin yikildig1 gosterildi. ASA proteininde 389.
aminoasitten itibaren 441. aminoasite kadar degisiklige neden olan bu mutasyon
proteinin karboksi ucuna yakin yapisinin bozulmasina, dimer-oktamer yapida gérev
alan aminoasitlerin degismesine, tiim yapinin degismesine neden olur. Zira ASA
dimerlerinin tetramer olusturmast 424. Pozisyondaki glutamin aminoasitinin
protonlanmasi, dimer-oktamer hale gecisi Glu424 ile Phe398 arasindaki hidrojen
baglar1 ile saglanir. Phe398 delesyonu enzimin lizozom i¢inde oktamerlesmesine
neden olmaktadir. Ar335 ile Arg370 arasindaki tuz kopriisii, ASA enziminin aktif
bolgesinin uygun konfigiirasyonu i¢in gereklidir (8, 80). Monomerler arasinda dimer
olusturan bolge bir kdsede major beta tabakada betal3 dizisi ve diger kdsede 4 halka

igerir. Bunlardan ikisi ¢6ziiciiden korunmus serbest sisteinler bulundurur. Halka 32-
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44 (serbest Cys38) ve halka 286-300 (serbest Cys294), disiilfit Cys300-Cys414’e
halka 406-414; ve halka 430-439 iizerinden kovalent olarak baglidir (Sekil 5.1.) (39).
Proteinin karboksi ucunda dogal olarak olusan mutasyonlar hastaligin siddetli
tiplerine neden olmuslardir (8, 35). ASA proteininde 414. aminoasitten sonraki
aminoasitlerin olmayis1 karboksi ucundaki filkete yapisina katilan halkalarin ve
disiilfit bagi olusturan aminoasitlerin de yokluguna, proteinin katlanmasimin ve
ticlinciil, dordiinciil yapilarinin bozulmasina yol acar (Sekil 5.1.).

Sonug olarak, bu calisma ile toplumumuzda MLD hastaligina neden olan
ASA mutasyonlarinin protein yapist tizerindeki etkileri kanitlanmistir. Enzim
tayininin tek basina yeterli olmadigt MLD hastaliginda bu mutasyonlara sahip olan
hastalarda dogum Oncesi tanit amaciyla kullanilabilirler. Proteinin var oldugu ancak
aktivitesinin olmadig1 durumlar proteinin yanlis katlandigini diisiindiirmektedir. Bu
durum substrat azaltma veya farmakolojik saperonlarla tedavi i¢in uygun olabilir.
Farmakolojik saperonlar polipeptitlere baglanarak onlarin fonksiyonel yapilarini
almalarina yardimci olur, bu sekilde proteinin ER kalite kontrol sistemini gegerek
lizozoma ulagmalarin1 saglarlar. Bundan sonra protein modelleme calismalar1 ile
mutasyonlarin protein yapisina olan etkileri enzimin kristal yapisi iizerinde

gosterilecektir.
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EK1- Besiyeri, Tampon ve Cozeltiler
Laura Bertoni (LB) Agar
5 gr bacto-trypton, 2,5 gr bacto-yeast extract ve 5 gr NaCl250 ml distile suda
¢oOziildii. 2 N NaOH ile pH 7,0’ ye ayarlandi. 7,5 gram agar (15 gr/L) eklenerek
distile su ile 500 ml’ye tamamland1 ve otoklavda 20-25 dk (121°C, 15 1b/sq) sterilize
edildi.
Laura Bertoni (LB) Sivi Besiyeri
10 gr bacto-trypton, 5 gr bacto-yeast extract, 10 gr NaCl 950 ml distile suda ¢oziildii.
SN NaOH ile pH 7,0’ye ayarlandi. Distile su ile hacim 1 litreye tamamlandiktan
sonra otoklavda 20 dk (121°C, 15 1b/sq) sterilize edildi.
Ampisilinli LB medium
1 ml 50 mg/ml konsantrasyonda steril olarak ampisilin hazirlandi. LB agar en son
otoklavdan ¢iktiktan sonra 1ml ampisilin 500 ml LB agarda ¢oziildi. Son
konsantrasyon 0,1 mg/ml seklinde hazirlanmis oldu.
TFB-1 Tamponu
500 ml distile suda son konsantrasyonlart 30 mM sodyum asetat (pH 6,0), 50 mM
MgCl,.6H,0, 100 mM NaCl, 10 mM CaCl,.2H,0 ve %15 gliserol olacak sekilde
hazirlandi. pH 5,8’e ayarlandi ve steril filtreden gecirilerek siiziildii.
TFB-2 Tamponu
Son konsantrasyonlar1t 10 mM MOPS, 75 mM CaCl,.2H,0, 10 mM NaCl ve %15
gliserin olacak sekilde 50 ml distile suda hazirlandi. pH 6,4-7,0 arasinda olacak
sekilde ayarlandi ve steril filtreden gegirilerek siiziildii.
Tris-Borik Asit-EDTA pH 8.0 (5X/litre) (TBE)
54 g Tris-baz, 27.5 g Borik asit ve 20 mL 0,5 M EDTA distile su ile 1 litreye
tamamlanarak hazirlandi.
Tris-Borik Asit-EDTA (1X) (TBE)
100 ml 5XTBE ¢ozeltisi 400 ml distile su ile 500 ml’ye tamamlanarak on kat
seyreltildi. Hazirlanan ¢6zelti +4°C de muhafaza edildi.
%1 Agaroz Jel
500 mg Agaroz 50 ml TBE soliisyonuna eklendi. Mikrodalga firinda 360°C’ de 2,5

dk kaynatildi. Hepsinin ¢6ziinmiis oldugundan emin olduktan sonra manyetik
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karistiricida 50°C’ ye inmesi beklendi. DNA tespiti i¢in hazirlanan agaroz jele 3 pl
etidium-bromiir (10 mg/ml) konuldu.

Western Blot Isleminde Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

PAGE Yiiriitme Tamponu

3,03 gram Trisma baz, 14,4 gram glisin ve 1 gram SDS distile su ile 1000 ml’ye
tamamlanarak ¢oziildii. +4°C’de muhafaza edildi.

Ornek Yiikleme Tamponu

1,25 ml 0,5 M pH 6,8 Tris-HCI ¢ozeltisi, 2,5 ml gliserol, 2 ml %10 SDS ¢6zeltisi, 0,2
ml %0,5 Bromfenol mavisi ¢ozeltisi ve 0,05 ml -merkaptoetanol distile su ile 10
ml’ye tamamlanarak hazirlandi.

Jelden Membrana Proteinleri Aktarim Tamponu

6 gr Tris baz, 28,8 gr glisin ve 200 ml metanol distile su ile 1000 ml’ye tamamlanip
¢Oziilerek hazirlandi.

TBS c¢ozeltisi

1,21 gram Tris-baz ve 9 gram NaCl 900 ml distile suda ¢6ziildii. Cozelti NaOH ve
HCl kullanilarak pH 7,8’e ayarland ve distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

TBST (Tris-tuz-tween 20)

1000 ml TBS ¢ozeltisine 1 ml tween-20 eklenerek hazirlandi.

Amonyum Persiilfat Cozeltisi (1 ml %10)

100 mg amonyumpersiilfat distile su ile 1 ml’ye tamamlanarak distile suda ¢oziildii
ve +4°C’de muhafaza edildi.

Sodyum Dodesil Siilfat Cozeltisi (1 ml %610)

100 mg SDS distile su ile 1 ml’ye tamamlanarak ¢oziildii ve +4°C’de muhafaza
edildi.

Kapatma (blocking) Cozeltisi (50 ml)

50 ml TBST c¢ozeltisinde 2,5 gr BSA ¢oziilerek hazirlandi.



