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ONSOZ
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Tip I hastalig1 a-L-iduronidaz enziminin eksikligi nedeniyle olusmaktadir. Bu ¢calismada
a-L-iduronidaz enzimini kodlayan IDUA geninde meydana gelen mutasyonlar DNA
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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
Mukopolisakkaridoz Tip I (MPS I) Hastalarinda IDUA Gen Mutasyonlarinin Analizi

Nazente ATCEKEN

T.C.
Aksaray Universitesi-Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji (Molekiiler Biyoloji) Anabilim Dali

Danigsman : Yrd. Dog. Dr. Mehmet KARACA
Ikinci Danisman : Prof. Dr. Riza Koksal OZGUL

MPS Tip I hastaligi IDUA geni tarafindan kodlanan a-L-iduronidaz enziminin eksikligi
nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Bu tez ¢alismasinda klinik olarak MPS Tip I tanisi almis
olan 15 hastada taniy1 molekiiler diizeyde kesinlestirmek ve hastaliga neden olan IDUA
genindeki mevcut mutasyonlar1 belirlemek amaciyla DNA dizi analizi yapilmistir.
Hastalardan 10’unda, 3 yanlis anlamli (p.MI1L, p.A327P, p.P533L), 3 anlamsiz
(p.Y64X, p.W402X, p.R628X) ve ii¢ kirpilma (¢.494-1G>A, ¢.793-6C>G, ¢.793-5C>A)
mutasyonu olmak iizere, toplam 9 farkli IDUA gen mutasyonu saptanmistir. Bu
mutasyonlardan 7°si farkli toplumlarda daha 6nce rapor edilmis, 2’si ise (¢.793-6C>G,
c.793-5C>A) ilk kez bu c¢alisma kapsaminda bulunmustur. Hastalardan 9’u
mutasyonlar1 homozigot, 1°i birlesik heterozigot durumda tasimaktadir. Yeni
varyasyonlarin enzim aktivitesi tizerine zararli etkisinin oldugu 2 farkli analiz programi
kullanilarak tespit edilmistir. Klinik belirtilerine goére MPS Tip I tanis1 almis olmalarina
karsin, 5 hastaya ait DNA dizi analizi sonucunda hastalik nedeni olabilecek herhangi bir
mutasyonun bulunamamasi ve a-L-iduronidaz enzim analiz sonug¢larinin olmayisi
nedeniyle bu hastalarin farkli bir MPS tipine ait olduklar1 diistintilmustiir. Ayrica,
taranan hastalardan 3’tinde daha 6nce tanimlanmis olan 7 farkli IDUA gen polimorfizmi
(p-A8A, p.A20A, p.H33Q, p.R105Q, p.A314A, p.T410T ve IVS5-8C>T) belirlenmistir.
Sonug olarak on tanist MPS Tip I olan 15 hastadan 10’unda DNA dizi analizi ile klinik
tan1 molekiiler diizeyde dogrulanarak, farkli mutant alleler saptanmustir.

2013, 45 Sayfa

Anahtar Kelimeler : Mukopolisakkaridoz tip I, Mutasyon taramasi, IDUA geni, a-
L-iduronidaz enzimi



ABSTRACT

Master of Science / Ph.D. Thesis

Analysis of IDUA Gene Mutations in Patients with Mucopolysaccharidosis Type |
(MPS 1)

Nazente ATCEKEN

T.R.
Aksaray University Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology (Molecular Biology)

Supervisor : Assist. Prof. Dr. Mehmet Karaca
Co-Supervisor : Prof. Dr. Riza Koksal Ozgiil

MPS Type I resulted from a lack of a -L- iduronidase enzyme encoded by IDUA gene.
In this study, 15 patients clinically diagnosed with MPS Type I were screened using
DNA sequence analysis to confirm of diagnosis at the molecular level and to identify
disease-causing IDUA gene mutations. Ten of screened patients have 9 different IDUA
gene mutations which of three ( p.MIL , p.A327P , p.P533L ) were missense, three (
p.-Y64X , p.W402X , p.R628X ) were nonsense and three (¢.494-1G > A, ¢.793-6C > G,
¢.793-5C > A) were splicing one. Seven of these mutations have already been reported
in different populations and two are novel (c.793-6C > G, ¢.793-5C > A). Nine patients
have carried the mutations as homozygous and one has it in compound heterozygous
state. A putative deleterious effect of novel mutations on protein function has detected
using two different computational programs. Even 5 patients have diagnosed with MPS
Type 1 according to their clinical symptoms, absence of a-L-iduronidase enzyme
analyses results and having no disease causing IDUA gene mutations means these
patients may have different MPS type. Meanwhile, 7 different previously described
IDUA gene polymorphism (p.A8A, p.A20A, p.H33Q, p.R105Q, p.A314A, p.T410T and
IVS5-8C > T) are determined in 3 of screened patients. Consequently, clinical diagnosis
was verified at the molecular level using DNA sequence analysis and 10 of 15 patients
with the diagnosis of MPS type I had different IDUA gene mutant alleles.

2013, 45 Pages

Keywords: Mucopolysaccharidosis type I, Mutation screening, IDUA gene, a-L
iduronidase enzyme
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1. GIRIS

Cocukluk yas grubunda tek gen mutasyonu sonucu olusan metabolik hastaliklarin sayisi
molekiiler biyoloji ve genetik alaninda elde edilen ilerlemelere baglh olarak giderek
artmaktadir. Toplu olarak degerlendirildiginde goriilme sikliklart % 1 civarinda olan

kalitsal metabolik hastaliklar ¢ocukluk yas grubunda 6nemli bir saglik sorunu olusturur.

Bugiine kadar 480 kadar metabolik hastalik tanimlanmis olup her yil buna yenileri
eklenmektedir. Metabolik hastaliklarin goriilme siklig1 genel olarak 1/5.000 olarak rapor
edilmesine ragmen, bu oran hastaliga gore toplumlar arasinda biiyiik degisiklik gosterir.
Hastaliklarin biiyiik ¢ogunlugunun otozomal c¢ekinik kalitilmasi nedeniyle kalitsal
metabolik hastaliklar 6zellikle akraba evliliginin sik oldugu toplumlarda ¢ok daha fazla
goriiliir. Tirk toplumunda akraba evliligi insidans1 % 22 olarak rapor edilmistir (Kog
2008). Bu oran dogu ve giineydogu illerinde % 40°a kadar yiikselmektedir. Bu nedenle
Tiirk toplumu kalitsal metabolik hastaliklarin en sik goriildiigi toplumlardan biridir.
Sonug¢ olarak goriilme sikligi acgisindan metabolik hastaliklar Tiirk toplumu igin en

onemli halk saglig1 problemlerinin basinda gelir.

Kalitsal metabolik hastaliklar protein, karbonhidrat ve yag asitlerinin sentezi ya da
katabolizmasindaki bozukluklar sonucu gelisen patolojik olaylardir. Hiicre sitoplazmasi
ya da organellerindeki biyokimyasal reaksiyonlarda rol alan enzim ya da reseptor
yapisindaki proteinlerin fonksiyon bozukluklar1 kalitsal metabolik hastaliklarin
patofizyolojisini olusturur. Proteinleri kodlayan genlerdeki yapisal bozukluklar
(mutasyonlar), protein fonksiyon bozuklugu ve biyokimyasal bozukluga sebep olarak

hastalik fenotipinin olugsmasina neden olur.

Enzim, protein, DNA temelli biyokimyasal ve genetik belirtegler metabolik hastaliklarin
tanimlanmasi ve izlenmesinin yani sira prenatal tani, preimplantasyon genetigi, tastyici
bireylerin belirlenmesi, genetik danmismanlik ve degisik tedavi seceneklerinin
uygulanmasi gibi temel saglik hizmetlerinin sunulabilmesinde olduk¢a 6nemli bilgiler
saglamaktadir. Bu nedenle molekiiler genetik analizler kalitsal metabolik hastaliklarda

hayati 6nem tasir ve tanisal agidan altin standart olarak kabul edilir.

Kalitsal metabolik hastaliklarin bir grubu olan mukopolisakkaridozlar (MPS), ¢esitli
organ ve dokularda glikozaminoglikan (GAG) olarak da bilinen mukopolisakkaritlerin

birikimi ile karakterize, ilerleyici bir hastalik grubudur.



MPS’ler, glikozaminoglikanlarin yikiminda gérev alan enzimleri kodlayan genlerdeki
degisik mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar. Su ana kadar tanimlanmis yedi ana tipi vardir.
Bu hastaligin tilkemizdeki insidansi ve prevalansi tam olarak bilinmemektedir. Klinik
bulgular MPS tiplerine gore karakteristik 6zellikler gostermekle birlikte, hastaligin
siniflandirilmasinda ve kesin tani1 konulmasinda yeterli gelmemektedir. DNA dizileme
gibi molekiiler analizler 6zellikle fenotipik olarak tanimlanmasinda gii¢liik ¢ekilen alt
tiplerin ayirt edilmesinde ve hastaliga neden olan ilgili gen mutasyonlarinin
tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Mutasyonlarin tipi ve gen {izerindeki yerlesimine
bagli olarak gosterdigi etki; enzimin hi¢ sentezlenememesi, aktivitesi azalmig bir enzim
sentezlenmesi, miktar1 yeterli olmayan enzim sentezlenmesi (mutasyon enzim tiiretim
hizin1 diizenleyen gen/gen dizilerinde olmustur) ya da anlamsiz islevsiz enzim

sentezlenmesidir.

Calisma konusu olan MPS Tip I hastalig1 fenotipik goriinlimiine gore; agir form (H
sendromu), orta formu (H-S sendromu) ve hafif form (S sendromu) olarak ti¢ alt forma
ayrilir. Genotipte goriilen mutasyonlarin a-L-iduronidaz enzimi tizerindeki etkisine gore
fenotipik degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. IDUA geni tarafindan kodlanan o-L-
iduronidaz enzimi lizozomlarda dermatan siilfat ve heparan siilfat katabolizmasinda

gorev alir.

Bu tez kapsaminda klinik olarak MPS Tip I 6n tanis1 almis olan 15 hasta bireyde IDUA
geninde, hastaliga neden olan mutasyonlar1 tespit etmek i¢in PCR ve DNA dizi analizi
yapilmis ve ilgili literatiir bilgileri de dikkate alinarak bulunan niikleotid degisimlerinin

enzim lizerindeki muhtemel etkileri tartigilmistir.



2. LITERATUR OZETI
2.1. Lizozomal Depo Hastaliklar:

Lizozomal depo hastaliklar1 (LDH), 50°den fazla kalitsal hastaliktan olusan
metabolizma bozukluklarim1  kapsamaktadir.  Glikojenozlar (Pompe hastaligi),
Sfingolipidozlar (Gaucher hastaligi, Tay-Sachs hastaligi, Nieman-Pick Hastaligi),
glikoproteinozlar (Mukolipidozis) ve mukopolisakkaridozlar (MPS) vb. bu gruba dahil
olan patolojik durumlardir. Bu bozukluklar genellikle protein, niikleik asit, sfingolipid,
notral lipid ve glikojen gibi hiicre metabolizmasinda kullanilan kompleks
biyomolekiillerin, lizozom igerisinde yikimini saglayan asit hidrolazlar1 kodlayan
genlerdeki bozukluklar sonucunda gelisirler. Bu enzimlerin fonksiyon gérememesi
nedeniyle substratlarinin zamanla birikimiyle karakterizedirler (Sekil 2.1.). LDH, Fabry
hastaligi ve mukopolisakkaridoz Tip II disinda otozomal resesif kaliim modeli
gostermektedirler. Fabry hastaligi ve MPS Tip II ise X’e bagh (X-linked) geg¢is
gostermektedir (Ezgti, 2011).

Eritrositler harig, biitiin hiicrelerde lizozom bulundugundan, LDH’lar tiim organlari
etkileyen ilerleyici bozukluklardir ve yasla birlikte patolojik semptomlar artar.
LDH’larin diger bir 6zelligi de klinik ve genetik heterojenite gostermeleridir. Bir
gendeki farkli defektler (allelik heterojenite) farkli fenotiplerin ortaya ¢ikmasina neden
olabilmektedir. LDH’larinin herbiri nadir olmasina ragmen, siklik olarak 1/7000-8000
oraninda goriiliir (Meikle vd., 1999; Poorthuis vd., 1999).

LDH gruplandirilmasi1 depo edilen substrati ya da sorunlu enzimi temel alarak
yapilmaktadir (Wilcox, 2004). Merkezi sinir sistemi (CNS) defektlerini de igceren
LDH’lar1 ilk atagini g¢esitli yaslarda gosterebilir. Agir semptomlardan hafif semptomlara
kadar ¢ok degisken ve genis bir aralikta fenotip ortaya ¢ikarabilirler. LDH’larinin
cogunda semptomlar ilk goriilme donemine gore; cocukluk déneminde daha agir ve
genclik ile yetigkinlik doneminde daha hafif (1ilimli) formlar sergiler. Cocuklarda CNS

etkileyen formlar sik goriiliir.

LDH’larin tedavisinde son on yilda kayda deger gelismeler yagsanmaktadir. Tedavilerin
hedefleri depo edilen substrat miktarin1 diistirmektir. Bu da iki yolla olur: 1-substrat
yikimini artirmak ya da 2-degrede substrat miktarini dustirmektir. Substrat yikimini

artirmaya yonelik calismalarda iki farkli yaklasim elde edilmistir. 1lki olan



hemotopoietik kok hiicre transplantasyonunda (HSCT), saglikli bireylerden alinan
hiicreler, hiicrelerinde enzim eksikligi bulunan aliciya verilir. HSCT ¢ok sayida farkli
LDH’larinin tedavisi i¢in kullanilmaya ¢alisiimaktadir. Ancak su anda ¢ok az hastalikta
etkisi onaylanmistir (Boelens vd., 2010). Ikincisi de enzim replasman tedavisidir
(enzyme replacemant therapy, ERT, enzim yerine koyma tedavisi). Bu tedavi seklinde,
eksik olan enzim direk damardan (intraven6z) verilir ve eksik enzimin kapasitesi
kismen artirllmaya calisilir (Barton vd., 1991; Hollak vd., 1995; Bijsterbosch vd.,
1996).

normal lizozom
degredasyonu

Depolanan metabolize olmayan iiriinler

Sekil 2.1. Normal lizozom degredasyonu ve lizozomal enzim eksikligi

2.2, Ekstraselliiler Matriks ve Mukopolisakkaritler

Ekstraselliiler matriks (ECM), memeli dokularinda hiicrelerin arasinda bulunan ve
onlar1 destekleyen kompleks bir yapidir. ECM, siklikla bag doku olarak adlandirilir.
Bag doku; deri, tendonlar, kikirdak ve kemikte yaygin olarak bulunur. Bag doku, kemik,
kikirdak gibi dokularda daginik hiicrelerin etrafinda yaygin bir sekilde izlenir. Epitel
dokuda hiicreler birbirlerine bitisik ve siki bir sekilde tabakalar yaparlar. Bu durumda
ECM, hiicre tabakasinin altinda ince bir destek tabakasi olusturur (bazal lamina). Su
tutar, yumusak doku gerginligini ayarlar. Mineral tutar, iskelet dokusunun saglamlik ve
sertligini saglar. Biiyime faktorlerini saklar. Hiicrelerin yapisma, go¢ ve
proliferasyonunu diizenler. ECM, baslica ti¢ biyomolekiil sinifindan olugsmustur: yapisal
proteinler, 6zellesmis proteinler ve  proteoglikanlar.  Proteoglikanlar,  bir
glikozaminoglikan olan hiyaliironatin ¢ok uzun ipliklerine yaklasik 40 nm araliklarla ve
nonkovalent olarak i¢ protein molekiillerinin baglanmasi ve her i¢ proteine de
kondroitin siilfat, keratan siilfat, heparan siilfat ve dermatan siilfat gibi bir¢ok daha kisa

glikozaminoglikan molekiilii baglanmasiyla olusan makromolekiillerdir. Ekstraselliiler
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proteoglikanlar ile kollajen ve elastin gibi fibroz proteinler, bir ¢capraz bagla ag yapida
ortilirler. Boylece ekstraselliler matriksin dayaniklilik ve elastikiyeti saglanir.
Proteoglikanlarin polipeptid zinciri, piirtiiklii endoplazmik retikulumun ribozomlarinda
sentezlenir. Polipeptid zincirine Golgi aygitinda polisakkarit zincirleri katilir.
Dokulardaki proteoglikanlar siirekli olarak farkli oranlarda par¢alanmakta ve yeniden
sentezlenmektedir. Bir proteaz olan katepsin D, proteoglikan yikilimini baglatir.
Lizozomal siilfatazlar, endoglukozidazlar ve ekzoglukozidazlar ile endositoz yolu ile
lizozomlara gelen degredasyon {irlinlerini monomerlerine kadar parcalanmay1
stirdiirtirler. Proteoglikanlarin polisakkarit zincirlerinin yikiliminda hiyaliironidaz, -
glukuronidaz, B-D-asetilheksozaminidaz, [-galaktozidaz, o-L-iduronidaz, heparin ve
heparan siilfat spesifik endoglukozidazlar, aril siilfatazlar, iduronat stilfataz, o-N-
asetilglukozaminidaz, heparan-N-siilfataz gibi enzimler gorev alirlar. Insanlarda genetik
bir bozukluk sonucu bazi lizozomal enzim eksikliklerine bagli olarak proteoglikan
oligosakkaritlerinin ~ asir1  birikmesi veya idrarla atilmi ile karakterize,
mukopolisakkaridozlar (MPS) olarak tanimlanan hastalik tablolar1 ortaya ¢ikar.
Glikozaminoglikanlar (GAG) olarak da bilinen mukopolisakkaritler ekstraselliiler
matriksin (ECM) temel bilesenlerinden birisi olan proteoglikan yapisinin biiytik bir
bolimiinti olusturur (Heinegard ve Oldberg, 1989). Proteoglikan molekiilleri ise bag
dokunun diger bircok protein bileseni ile etkilesime girerek, ECM’in organize
edilmesinde, hiicrelerin gogii ve Olumlerinde, hiicreler arasi etkilesimlerde rol
oynamaktadirlar. GAG’lar, tekrar eden disakkarid birimlerinden olusan, dallanmamis
polimer yapidaki polisakkaridlerdir. GAG kelimesi ile disakkarid birimlerinden birinin
(D-galaktozamin ya da glukozamin gibi) amino seker oldugu ifade edilir. Bu iki amino
sekerin amino grubu asetillenebilir. Bu durumda N-asetilgalaktozamin (GalNAc) ya da
N-asetilglukozamin (GIcNAc) yapilari olusur. Disakkaridin diger bileseni ¢ogunlukla
D-glukuronik asit (GlcA) ya da L-iduronik asid (IdoA)’dir. GAG’larin ¢ogu siilfat
gruplari da icerebilir. Bu siilfatlar sekerin hidroksil gruplarina (O-siilfatlar) ya da amino
sekerlerden birinin amino grubuna (N-siilfatlar) baglanabilir. GAG’lar proteoglikan
yapisini olustururken 6zel kor ve baglant1 (link) proteinleri ile iliski kurarlar. GAG’lar
kor proteinlerine Gal-Gal-Xyl-Ser, GalINAc-Ser/Thr ve GlcNac-Asn baglar1 araciligi ile

baglanir.

Simdiye kadar alt1 farkli glikozaminoglikan izole edilmis ve tanimlanmistir. Bunlar
kondroitin siilfat, dermatan siilfat, heparan siilfat, heparin, hyaluronik asid ve keratan
stilfattir. GAG ana seker omurgasi tizerinde gerceklestirilen stilfatlanma, deasetilasyon
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ve epimerizasyon modifikasyonlari ile GAG zincirlerinin farklilagsmasi saglanir.
GAG’lar yapilarindaki stilfat ve karboksil gruplarindan dolay1r negatif yiikli
molekiillerdir. Her bir GAG kendisine 6zgii seker bilesenine, baglantilara, proteine,
doku dagilimma ve fonksiyona sahiptir (Cizelge 2.1., Sekil 2.2.). Ornegin, diger
GAG’larin tersine, hyaluronik asit sekere kovalent bagli protein birimi ve siilfat

icermez. Keratan siilfat ise uronik asit birimi yerine galaktoz igerir.

Proteoglikanlarin biinyesindeki mukopolisakkaridler bulunduklar1 hiicre ve dokularda
oldukga farkli gorevleri iistlenmislerdir. Ornegin, polianyon olarak polikatyonlari
tutarlar ve doku turgoruna katkida bulunurlar. Kondroitin stilfat ve hyaluronik asid
agirlik tasiyan eklemlerde kikirdak dokunun sikisabilirligini ayarlamaktadirlar.
Dermatan siilfat ve keratan siilfat korneal saydamliga katkida bulunmaktadirlar.
Heparan siilfat plazma membraninin bir bileseni olarak gorev alir ve reseptér ve hiicre-
hiicre etkilesimlerine katilir. Heparin antikoagiilanttir. Plazma protein antitrombin III’e
baglanarak kan pihtilasmasini engeller. Antitrombotik terapi gerektiren klinik
uygulamalarda yaygin sekilde kullanilir. Hyaluronik asi belirli hiicrelerin ECM iginde
goc etmesinde, doku olusumu ve diizenlenmesinde Onemlidir (Kjellen ve Lindahl,

1991).

Cizelge 2.1. Glikozaminoglikanlarin temel bazi 6zellikleri

GAG Uronik | Amino | Hekzos Siilfat Doku dagilimi
asit seker seker rezidusu
Kondroitin siilfat GIcA GalNAc - GalNAc Kikirdak, kemik, kornea
Dermatan siilfat IdoA, | GalNAc - GalNAc, | Dermis, tendon, ligament, fibroz
GlcA IdoA kikirdak, kalp kapaklari ve kan
damarlari
Heparan siilfat GlcA GlcN - GlcN Bazal lamina, kan damari,akciger
ve karaciger
Heparin IdoA, GIcN, - GIcN, Mast hiicreleri
GIcA GlcNAc IdoA
Hyaluronik asit GIcA GIcNAc - - Sinovial s1vi, vitreous humor,
gevsek bag doku, gobek bagi ve
bazi tiimorlerde
Keratan siilfat - GIcNAc Gal GIcNAc, | Kornea, kikirdak ve intervertebral
Gal disk

IdoA: Iduronik asit, GlcA: Glukoronik asit, GIcN: Glukozamin, GIcNAc: N-
asetilglukozamin, Gal: Galaktoz, GalNac: N-asetilgalaktozamin
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Sekil 2.2. GAG’larin molekiiler yapisi a)Kondroitin-4-siilfat b)Kondroitin-6-
siilfat c)Heparin ve Heparan siilfat d)Hyaluronik asit e)Dermatan
siilfat f)Keratan siilfat

2.3. Mukopolisakkaridozlar ve Tipleri

Mukopolisakkaridozlar (MPS) lizozomal depo hastaliklari i¢inde en sik goriilen grubu
olusturur. MPS’lerin yenidoganlarda goriilme sikligr 1:10.000 ile 1:25.000 arasindadir.
MPS’larin en sik bulunanlart MPS I ve MPS II’dir (Solyom, 1996; Meikle, 1999).

Otozomal resesif kalitilirlar (X’e bagli kalitilan MPS Tip II hari¢) ve lizozomlarda GAG
birikimiyle karakterizedirler. Bu birikim GAG katabolizmasinda gorev alan lizozozomal

enzim aktivitesinin diisiik veya hi¢ olmamasi yiiziinden olur (Neufeld ve Muenzer,

2001).

Su ana kadar MPS’lerin 7 farkli tipi (MPS Tip I, II, III, TV, VI, VII ve IX)
tanimlanmistir (Cizelge 2.2.) (Hopwood ve Morris, 1990; Clarke, 1997; Neufeld ve
7



Muenzer, 2001). MPS hastalarinda klinik 6zellikler progressive ve kronik benzerlik
gosterir, fakat semptomlar: tipine bagli olarak cesitlenebilir (Neufeld ve Muenzer,
2001). Daha 6nceden MPS Tip V ve MPS Tip VIII olarak adlandirilan tipler artik MPS
Tip IX olarak tek tip seklinde adlandirilmistir (Natowicz vd., 1996). Yedi MPS tipinden
iki tipi (MPS Tip III ve MPS Tip IV) alt tiplere sahiptir. Ayni tip igersinde alt tiplerin
yer almasiin sebebi, ayni klinik 6zellikleri gosterirken farkli genetik temele sahip
olmalaridir. Ornegin, MPS Tip III (Sanfilippo sendromu) dért alt tipe (A, B, C, D)

sahiptir, bu tiplenmenin nedeni herbirinde ayn1 depo materyali ve ¢ok benzer fenotip

goriiliirken farkli enzim eksikligi olmasidir (Muenzer, 2004).

Cizelge 2.2. Mukopolisakkaridozlarin siniflandirilmasi

Tip ve Alt Tip Adi Eksik olan enzim Depolanan GAG
MPS I (Agrr) Hurler Sendromu a-L-iduronidaz Dermatan siilfat, Heparan siilfat
MPS I (Orta) Scheie Sendromu a-L-iduronidaz Dermatan siilfat, Heparan siilfat
MPS I (Hafif) Hurler- Scheie a-L-iduronidaz Dermatan siilfat, Heparan stilfat
Sendromu
MPS II (Agir) Hunter Sendromu Iduronat siilfataz Dermatan siilfat, Heparan siilfat
MPS II (Hafif) Hunter Sendromu [duronat siilfataz Dermatan siilfat, Heparan siilfat
MPS ITTA Sanfilippo A Heparan N-siilfataz Heparan siilfat
Sendromu
MPS I11B Sanfilippo B Sendromu a-N-asetil- Heparan siilfat
glukozaminidaz
MPS IIIC Sanfilippo C Sendromu Asetil CoA:o- Heparan siilfat
glukozaminid
asetiltransferaz
MPS IIID Sanfilippo D N-asetilglukozamin Heparan stilfat
Sendromu 6-siilfataz
MPS IVA Morquio Sendromu Galaktoz 6-siilfataz | Keratan siilfat, Kondroitin siilfat
Tip A
MPS IVB Morquio Sendromu B-galaktozidaz Keratan siilfat
Tip B
MPS VI Maroteaux-Lamy N-asetilglukozamin Dermatan stilfat
Sendromu 4-siilfataz
MPS VII Sly Sendromu arilsiilfataz B Dermatan siilfat, Heparan
siilfat, Kondroitin 4-,6-siilfat
MPS IX B-glukuronidaz Hyaluronik asit

Hastalarda tipik olarak kaba yiiz goriiniimii, korneal bulaniklik, organ biiylimesi, eklem
katiligi, iskelet sekil bozukluklari, kisa boy, fitik ve bazi hastalarda zeka geriligi olusur.
GAG’lar bag dokunun temel bilesenlerinden oldugu igin, MPS’lerde kemik
degisiklikleri karakteristiktir. Hastalarda ayrica kardiovaskiiler sistem, karaciger, dalak,

tendon, eklem ve cilt etkilenmektedir (Wang vd., 2011; Neufeld ve Muenzer, 2001).

MPS’lerde tan1 amaciyla lokositlerde ve fibroblast kiiltiirlerinde hatali enzim aranir.

Koryonik villus veya amniosit kiiltlirleri prenatal tanida yararlidir. 24 saatlik idrarda



dermatan siilfat, heparan siilfat, keratan siilfat ve kondroitin siilfat ol¢timleri de

hastaligin teshisinde kullanilmaktadir.

MPS Tip I, MPS Tip II ve MPS Tip VI tiplerine ERT tedavisi uygulanmaktadir. Diger

tipler hentiz deney asamasindadir (Muenzer, 2004).
23.1. MPSTip1

MPS Tip I, Hurler sendromu (agir form, MPS Tip I-H) (OMIM# 607014); Hurler-
Scheie sendromu (orta form, MPS TipI-HS) (OMIM# 607015); Scheie sendromu (hafif
form, MPS Tip I-S) (OMIM# 607016) olmak {izere {i¢ form olarak siniflandirilir (Wang
vd., 2011).

a-L-iduronidaz enzim (IDUA, EC 3.2.1.76) eksikligi MPS Tip I’in her {i¢ formunun da
olusmasindan sorumludur. a-L-iduronidaz enzimini kodlayan IDUA geni, kromozom 4

tizerinde, 4p16.3 bolgesinde bulunur (Sekil 2.3.).

Chr 4
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Sekil 2.3. IDUA geninin 4p16.3 bolgesindeki yerlesimi

IDUA geni 14 ekzondan olusur ve yaklasik 19 kb uzunlugundadir. Ilk iki ekzon 566
bp’lik bir intron ile ayrilir. En uzun intronu yaklasik 13 kb kadardir. Geriye kalan 12
ekzon bir kiime seklinde, yaklasik 4,5 kb’lik bir bolgede toplanmistir. IDUA geni 2,3
kb’lik bir mRNA transkripti tiretir ve bu transkripten 653 amino asitlik bir 6ncii protein

kodlanir (Sekil 2.7.) (Scott vd., 1991).

a-L-iduronidaz enzimi dermatan siilfat ve heparan siilfat katabolizmasinda gorev alir. a-
L-iduronidaz enzimi bu GAG’larin uzun polisakkarit zincirlerinin non-rediikleyici
uclarindan iduronik asit rezidularini spesifik olarak keser. MPS Tip I sonug olarak, a-L-
iduronidaz enzimi eksikligiyle tiim viicutta katabolize edilemeyen GAG birikimiyle

olusan bir hastaliktir.



OH
a-L-lduronidase OH * NHSOy 080y NHSO;
(MPS 1)

Sekil 2.4. a-L-iduronidaz enziminin dermatan GAG katabolizmasindaki islevi

MPS Tip I yaklasik olarak 1/100 000 siklikta goriiliir. MPS Tip I-H en yaygin ve MPS
Tip I-S en nadir goriilen formlaridir (Baehner vd., 2005; Murphy vd., 2007). Klinik

semptomlarin hasta tizerindeki etkisine ve siddetine gore formlara ayrilir.

Hurler sendromunda hasta dogumda normaldir. ilk semptomlar 12 aydan once ortaya
cikar ve hizla ilerler. Biiyiime ilk yilda hizlanmis olarak izlenir daha sonra yavaslar ve
kisa boy meydana gelir. Zamanla zeka geriligi, multiple progresif organ yetmezligi, i¢
organlarda anormal biiylime, gobek, kasik ve karin boslugu fitiklari, korneal bulaniklik,
kaba yiiz goriintimi, iri dil olusumu, iskelet displazisi, eklem katiligi, isitme kaybi,
kronik solunum yolu enfeksiyonlari, artmis kafa i¢i basinci, kalp kapakgik hastaliklari

ve kalp krizi gelisir. On yas altinda 6liimle karakterizedir (Sekil 2.5).

Hurler-Scheie sendromu ara formdur. Semptomlar1 gobek, kasik ve karin boslugu
fitiklar1, hepatosplenomegali, 6grenmede yetersizlik, dikkat eksikligi, kronik solunum
yolu enfeksiyonlari, isitme kaybi, kalp kapake¢ik hastaliklari, artmis kafa i¢i basinci ve

iskelet displazisidir. Zeka geriligi goriilmez.

Scheie sendromunda ilk semptomlar ¢ocukluk déneminde ¢ikar. Gobek, kasik ve karin
boslugu fitiklari, kalp kapakg¢ik hastaliklari, korneada bulaniklik, eklem katilig1, retinal
dejenerasyon goriiliir. Hastalar normal zeka ve yasam siiresine sahiptir. Iskelet displazisi

daha az ortaya ¢ikar ve ekstremiteleri normalden daha kisa olur. Zeka geriligi goriilmez.
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Sekil 2.5. MPS Tip I de goriilen baz1 semptomlar a) korneal bulaniklik b) kaba
yliz goriintimii ¢) gobek fitig1 ve kisa boy d) iskelet bozuklugu ve kisa
ekstremiteler (URL-1.).

2.3.1.1. a-L-iduronidaz enziminin yapisi ve ozellikleri

IDUA geni tarafindan kodlanan a-L-iduronidaz enzimi, glikozidaz ailesinin bir {iyesidir.
Enzim 27 amino asitlik bir sinyal peptid igerir. Enzim tizerindeki asparajin rezidularinin
alt1 tanesi glikozilasyon bolgesi olusturmaktadir (N110, N190, N336, N372, N415 ve
N451). 182. ve 299. pozisyonlarda bulunan glutamik asit rezidularinin aktif merkezi
olusturduklart rapor edilmistir (Sekil 2.6.) (Durand vd., 1997; Brooks vd., 2007).
Enzimin molekiiler agirligini tespit etmek i¢in yapilan c¢alismalardan ise literatiirde
celiskili sonuglar alinmustir. Insan karaciger ekstraktlari kolon kromatografisine
uygulandiginda enzimin agirligi 65 kDa olarak bulunmustur (Clements vd., 1985). Bir
diger ¢alismada ise yedi farkli a-L-iduronidaz polipeptidi tespit edilmistir (74, 65, 60,

49, 44, 18 ve 13 kDa). Bunun nedeni olarak ise enzimin olgunlasma/islenme stireci
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icerisinde farkli agirliklar olusturacak sekilde proteolitik kesimlere maruz kalmasi
gosterilmektedir (Scott vd., 1991). Insan fibroblast hiicreleriyle yapilan bir diger
calismada ise agirligi 81 kDa olarak bulunmustur (Taylor vd., 1991). Enzim, optimum
aktivitisini 2,7 ile 5,8 pH degerleri arasinda gosterebilmektedir (Mandelli vd., 2002;
Prince vd., 2004). Optimum calisma sicakligi ise 32 ve 37 °C’ler olarak bulunmustur
(Yogalingam vd., 2004; Belichenko vd., 2005). Amniyotik sivi, beyin, fibroblast,
bobrek, 16kosit, karaciger, akciger, deri, deri fibroblasti, ndron ve idrar gibi degisik

dokularda, hiicrelerde ve viicut sivilarinda enzim aktivitesine rastlanabilmektedir.

: ' “- :t;rmf
Y

N-terminus

Sekil 2.6. a-L-iduronidaz enziminin kristallografik yapisi. Kirmizi bolgeler a-
heliksi, yesil bolgeler B-plakalar1 gostermektedir (Rempela vd., 2005).
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MRPLRPRAAL LALLASLLAA PPVAPAEAPH LVHVDAARAL
50 60 70 80
WPLRRFWRST GFCPPLPHSQ ADQYVLSWDQ  QLNLAYVGAV
90 100 110 120
PHRGIKQVRT HWLLELVTTR GSTGRGLSYN FTHLDGYLDL
130 140 150 160
LRENQLLPGF ELMGSASGHF TDFEDKQQVF EWKDLVSSLK
170 180 190 200
RRYIGRYGLA HBSKWNFETW  NEPDHHDFDN VSMTMQGFLN
210 220 230 240
YYDACSGLR AASPALRLGG PGDSFHIPPR SPLSWGLLRH
250 260 270 280
CHDGINFFTG EAGVRLDYIS LHRKGARSSI SILEQEKVVA
290 300 310 320
QQIRQLFPKF ADTPIYNDEA DPLVGWSLPQ PWRADVTYAA
330 340 350 360
MVVKVIAQHQ NLLLANTTSA FPYALLSNDN AFLSYHPHPF
370 380 390 400
AQRTLTARFQ VNNTRPPHVQ LLRKPVLTAM GLLALLDEEQ
410 420 430 440
LVAEVSQAGT VLDSNHTVGV LASAHRPQGP ADAWRAAVLI
450 460 470 480
YASDDTRAHP NRSVAVTLRL RGVPPGPGLV YVTRYLDNGL
490 500 510 520
CSPDGEWRRL GRPVFPTAEQ FRRMRAAEDP VAAAPRPLPA
530 540 550 560
GGRLTLRPAL RLPSLLLVHV CARPEKPPGQ VTRLRALPLT
570 580 590 600
QGQLVLVWSD EHVGSKCLWT YEIQFSQDGK AYTPVSRKPS
610 620 630 640
TFNLFVFSPD TGAVSGSYRV RALDYWARPG  PFSDPVPYLE
650
VPVPRGPPSP GNP

Sekil 2.7. Insan a-L-iduronidaz enzimi amino asit dizisi (sar1 renkle gosterilen
kisim sinyal dizi) (URL-2.).

232.MPS Tip 11

MPS Tip II, Hunter sendromu olarak da bilinir (OMIM# 309900). Hunter sendromu,
X’e bagh resesif kalitilir. Iduronat-siilfataz (IDS, EC 3.1.6.13) eksikligiyle
karakterizedir (Neufeld ve Muenzer, 1995). IDS geni kromozom Xq28 de yerlesim
gosterir (Wilson vd., 1991). Iduronat-siilfataz heparan ve dermatan siilfat yikiminda

gorev alir ve eksikliginde bu maddelerin birikimine neden olur.

Hastalarin biiytik bir boliimiinii erkekler olusturur ve kadinlarda nadiren gortiliir (Tuschl

vd., 2005). Semptomlari; isitme kaybi siktir, fiziksel deformite, kaba yiiz, eklem
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katilig1, zeka geriligi, hepatosplenomegali, iskelet deformiteleri ve retinal dejenerasyon
seklindedir. Genelde 15 yas oncesi 6liim gerceklesir. MPS Tip I’den farkli olarak, felg
bu hastalikta olduke¢a sik goriiliir ve ilerleyici ndrodejenerasyon ile 6grenme giicliikleri

ortaya ¢ikar.

2.3.3. MPS Tip III

MPS Tip III ya da Sanfilippo sendromu, MPS Tip III A (OMIM# 252900), MPS Tip III
B (OMIM# 252920), MPS Tip III C (OMIM# 252930) ve MPS Tip III D (OMIM#
252940) olmak tizere dort alt tipe ayrilir.

Sanfilippo sendromu otozomal resesif kalitilir ve heparan siilfat yikiminda sorun vardir.

MPS Tip IIT A, Heparan N-siilfataz (SGSH, EC 3.10.1.1) enzimi eksikliginde heparan
stilfat birikimiyle karakterize olur. SGSH geni kromozom 17q25.3” te yerlesim gosterir.
En agir formu olup, semptomlarinin ilk goriiniisti ilk 7. ay i¢inde olur ve hastalik ¢ok
hizli gelisir. Hayatta kalma stiresi ortalama 15 y1l ve maksimum 23 yildir (Scott vd.,
1995a). Konusma, davranigsal becerilerde gerilik ve zeka geriligi goriliir. Kuzey

Avrupa da goriilen en yaygin alt tiptir (Nelson, 1997; Baehner vd., 2005).

MPS Tip III B, a-N-asetil-glukozaminidaz (NAGLU, EC 3.2.1.50) enzimi eksikligi
sonucu heparan siilfat birikimiyle olur. NAGLU geni kromozom 17q21.3” te yerlesim
gosterir (Zhao vd., 1996). Cocukluk doneminde agir zeka geriligi goriiliir ve 20 yasa
kadar 6liim gergeklesir. Yunanistan da goriilen en yaygin alt tiptir (Beesley vd., 2004).

MPS Tip III C: Asetil CoA:a-glukozaminid asetiltransferaz (HGSNAT, EC 2.3.1.78)
enzimi eksikligi sonucunda heparan siilfat birikimiyle olur. HGSNAT geni kromozom

8p11.1 yerlesim gosterir (Fan vd., 2006; Hrebicek vd., 2006).

MPS Tip III D: N-Asetilglukozamin-6-siilfataz  (GNS, EC 3.1.6.14) enzimindeki
eksiklikten kaynaklanir. MPS Tip III’in en nadir goriilen alttipidir. GNS geni
kromozom 12q14 bolgesinde bulunur (Robertson vd., 1988).

2.3.4. MPS Tip IV

MPS Tip IV ya da Morquio sendromu, MPSTip IVA (OMIM# 612222), MPS Tip IVB
(OMIM# 253010) olmak {izere iki alt tipe ayrilir.
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MPS Tip IVA, N-asetilgalaktozamin-6-siilfataz enzimindeki (GALNS, E.C.3.1.6.4)
aktivite sorunlarindan dolay1 ortaya ¢ikar. GALNS geni kromozom 16q24.3 bolgesi
tizerindedir (Morris vd., 1994). Siddetli kemik deformiteleri, korneal bulaniklik, aort
yetmezligi, dis mine tabakasi ince olmasi ve servikal miyopati izlenir. Hastalar

yasamlarini 30° lu yaslara kadar kaybederler (Montano vd., 2008).

MPS Tip IVB, B-galaktozidaz enzimi (GLB1) eksikliginden ortaya ¢ikar. GLB1 geni
kromozom 3p21.33 bolgesinde bulunur. Orta derecede kemik deformiteleri, bulanik
kornea, servikal miyopati izlenir. Zeka geriligi ve organ biiylimesi yoktur. MPS

IVB’nin giiniimiizde GM1-gangliosidozisin bir ¢esidi oldugu diistintilmektedir.

2.3.5. MPS Tip VI

MPS Tip VI, Maroteaux-Lamy sendromu (OMIM# 253200) olarak da bilinir. MPS Tip
VI, N-asetilglukozamin 4-siilfataz (arilsiilfataz B) (ARSB, E.C.3.1.6.12) eksikligi
sonucunda, dermatan siilfat birikimiyle olusur. ARSB geni 5q13-5q14 kromozom

bolgesinde yer alir (Litjens vd., 1989).

Klinik bulgulari, sekil bozukluklari, biiylime bozuklugu, kaba yliz gériinimii, korneal
degisiklikler, l6kosit inkliizyonlari, organ biiylimesi ve kalp kapak hastaliklaridir.
Normal zekalidirlar, 20°1i yaslara kadar yasarlar (Neufeld vd., 1989).

2.3.6. MPS Tip VII

MPS Tip VII ya da Sly sendromu (OMIM# 253220) olarak bilinir. MPS Tip VII, -
glikoronidaz (GUSB, EC 3.2.1.31) eksikligi sonucu dermatan siilfat, heparan siilfat,
kondroitin 4-,6-stilfat birikimiyle karakterizedir (Sly vd., 1973).

MPS Tip VII nadir goriilen bir tiptir. Mental retardasyon, hepatosplenomegali, iskelet
displazisi, korneal bulaniklik goriiliir (Neufeld vd., 1995).

2.3.7. MPS Tip IX

MPS Tip IX (OMIM#, 601492), bu hastalik grubunun en ge¢ kesfedilen alt tipidir.
MPS Tip IX, hyaluronidase (HYAL, EC 3.2.1.35) enzimi eksikligine bagh hyaluronik
asit birikimiyle olusur. HYAL geni 3p21.3- p21.2 kromozomunda yerlesim gosterir
(Frost vd., 1997; Lepperdinger vd., 1998). Giiniimiize kadar yapilan sinirli sayidaki
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calismalarda HYALT1 geninde iki farkli mutasyon bulunmustur. Bunlar Glu268Lys ve
dur kodonu olusturan 1361del37ins14 mutasyonlaridir (Triggs-Raine vd., 1999).

2.4. IDUA Mutasyon Cahsmalar

IDUA geninde giiniimiize kadar yapilmis olan degisik ¢alismalarda ¢ok fazla mutasyon
cesitliliginin (genetik heterojenite) oldugu saptanmistir. Bu durum ise, hastaligin klinik
fenotipinin tahminini ve genotip-fenotip iliskisinin kurulmasimi gii¢lestirmektedir.
Molekiiler genetik analizler MPS Tip I’'in erken tanis1 ve tedavisi igin oldukca
onemlidir. Boylece hastada goriilebilecek klinik fenotipin tahmin edilebilmesinde ve

hastaligin tedavisinde uygulanacak yontemlerin sec¢ilmesinde avantaj kazanilmis olur.

Su ana kadar hastalia yol agtig1 bilinen 199 farkli IDUA gen mutasyonu rapor
edilmigtir (URL-3; Stenson vd., 2009). Bu mutasyonlarin 112’si yanlis
anlamli/anlamsiz, 33’1 splays, 1’1 regiilator, 34’1 delesyon, 15°1 insersiyon, 1’1 indel ve

371 ise kompleks mutasyonlardir.

Genel olarak dort mutasyon (p.W402X, p.Q70X, p.P533R, p.G51D) yaygin olarak
goriiliir. En yaygin goriilen IDUA gen mutasyonu, stop mutasyonu olan p.W402X’dir
ve yaklasik %50 siklikta Kuzey Avrupa, Amerika Birlesik devletleri, Kuzey Amerika da
(Clarke vd., 1994; Scott vd., 1995b; Beesley vd., 2001) ve Ispanyada (Gort vd., 1998)
goriiliirken, daha az siklikla Rusya, Italya, Brezilya da sirasiyla %4 (Voskoboeva vd.,
1998), %11 (Gatti vd., 1997; Venturi vd., 2002) ve %20 (Matte vd., 2000) goriildiigii
belirtilmistir. p.Q70X mutasyonu Iskandinavya ve Rusya da %50 civarinda goriiliirken
diger llkelerde daha az siklikta goriliir (Bunge vd., 1994; Voskoboeva vd., 1998).
p.P533R muhtemelen Kuzey Afrika orjinli bir mutasyondur ve Akdeniz {ilkelerinde
yayilim gosterir, %13 ve %10 siklikta italya ve Ispanya da goriiliir (Voskoboeva vd.,
1998; Alif vd., 2000; Venturi vd., 2002). p.G51D mutasyonu da spesifik olarak
Italyanlar da %13 siklikta goriiliir (Venturi vd., 2002). p.R89Q mutasyonu Japonya’da
en sik olmak tizere (Yamagishi vd., 1996), Cin, Avrupa, Amerika ve Asya tilkelerinde
(Sun vd., 2011), ¢.252insC  mutasyonu da Tayland’da % 40 siklikla goriliir
(Prommajan vd., 2011).

Yukarida belirtilen yaygin mutasyonlarin haricinde, farkli toplumlarda degisik
mutasyonlarda goriilmektedir. Rusya’da p.P533L, p.Q63X, p.Y343X,p.A75P,
974ins12bp, 134dell12bp, p.A327P (Voskoboeva vd., 1998), Cin’de ¢.1190-1G > A,
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c.792+1G >T, p.R363H (Sun vd., 2011), Brezilya da p.R383H, 134del12, Japonlarda
704ins5 (Yamagishi vd., 1996) mutasyonlar1 rapor edilmistir.

2.5. Tani ve Tedavi

MPS Tip I'in tanis1 idrarda, 16kositlerde ve deri fibroblast kiiltiirlerinde a-L-iduronidaz
aktivitesindeki dusiikliigliniin gosterilmesi ile kesinlesir. Hastaligin gebelikte tanimi

ancak koriyonik villus ve amniyon hiicre kiiltiiri 6rneklerinden yapilabilir.

Mukopolisakkaridozlar bircok organ ve dokuyu farkli derecelerde etkileyen kronik,
ilerleyici ve multisistemik bir hastalik grubu oldugu i¢in, imit verici gelismeler yasansa
da hastaligin tiim semptomlarini ortadan kaldiracak bir yontem ya da ila¢ heniiz
gelistirilememistir. Mevcut tedavi yaklagimlarinin ¢ogu hastanin sistemik sartlarini
iyilestirici ve giinliik yasamini kolaylastirict yaklasimlar olarak goéze carpmaktadir.
Destek tedavisi, genel saglik kontrolii, fizik tedavi ve komplikasyonlarin tedavisidir.
Uyku esnasinda olusabilecek solunum yetmezligi i¢in serbest oksijen ve/veya pozitif
hava yolu basinci, tonsillektomi, adenoidektomi, trakeostomi, tekrarlayan orta kulak
yolu enfeksiyonu i¢in bilateral ventilasyon tiipli uygulamasi, kalp yetmezligi i¢in
medikal tedavi, endikasyonu var ise kalp kapak replasmani, spinal kord kompresyonu
ve karpal tlinel kompresyonu i¢in cerrahi dekompresyon, korneal bulaniklik i¢in kornea

nakli, hidrosefali i¢in ventrikiiloperitoneal sant gereklidir.

Mukopolisakkaridozlar1 da i¢ine alan LDH i¢in tedavi segenekleri arasinda kemik iligi
transplantasyonu (HSCT), substrat azaltic1 tedavi, kimyasal saperon kullanimi ve ERT
(enzim replasman tedavisi) yer alir. Tedavi amagli kullanilan bu yontemlerin bazi
kisitlamalar1 da mevcuttur. Son yillarda prematiire dur kodonu olusturan mutasyonlarin
olumsuz etkisini ortadan kaldirmaya yo6nelik olan ‘read-through yontemi’ de diger bir

secenek olarak sunulmaktadir.

HSCT tedavisi hastaligin ilk ¢ikis donemlerinde (6zellikle 2 yasin altinda) yapildigi
takdirde hastaligin progressif ilerlemesini 6nleyici yararlar sagladigi bildirilmistir
(Vellodi vd., 1997; Guffon vd., 1998). Fakat bu tedavi segenegi ile ilgili cok net bir

ilerleme saglanamamustir.

Ozellikle farkli LDH ortaya ¢ikmasinda enzimatik defektlerin kesfedilmesi ile enzim
destek ya da enzim yerine koyma tedavisi (ERT) olarak bilinen bir yontemle MPS

hastalarinda goriilen sistemik bozukluklarin iyilestirilmesine ¢alisilmaktadir. 1960’larin
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ortalarindan itibaren ERT’lerini de i¢ine alacak sekilde degisik ve bir o kadar da
zahmetli olan protein hedefleme stratejileri iizerinde ¢alisilmaktadir. Bazi MPS
tiplerinde (6zellikle Tip I, II ve VI), hastaligin kontrol altina alinmasinda, hastalarin
yasam kalitelerinin arttirnlmasinda ERT gelecek icin uygun bir secenek gibi

gortinmektedir (Ezgii, 2011).

Mukopolisakkaridoz hastalar1 i¢in ilk ERT tedavisi; 2003 yilinda Laronidaz
(Aldurazyme® Genzyme Corp.) adi altinda ticari olarak iiretilen a-L-iduronidaz
enziminin ABD Ilag ve Gida Bakanhigmndan izin alinarak MPS 1 hastalarinda
kullanilmasiyla baslamistir. Bu tedaviyi 2005 ve 2006 yillarinda ticari ad1 Galsiilfaz
olan arilsiilfataz (Naglazyme® Biomarin Pharmaceutical, Inc.) enziminin MPS VI ve
ticari adi Elepraz olan idursiilfataz (Elaprase® Shire HGT) enziminin MPS II i¢in

kullanilmalari izlemistir.

Mukopolisakkaridozlarda yapilan klinik ¢alismalarda ERT ile fiziksel dayanikliligin
arttigl ve idrar GAG atiliminda azalma oldugu goriilmiistiir. Allerjik reaksiyonlar az
sayida ve daha cok hafif siddette gozlenmistir. Bu nedenle etkili ve giivenli
bulunmustur. ERT’nin oldukga pahali olmasi, 6miir boyu haftalik intraventz inflizyon
tedavisi gerektirmesi dezavantajlarindandir. Ayrica kan-beyin bariyeri nedeniyle santral
sinir sistemine, vaskiilarizasyonun az olmasi nedeniyle de kornea ve eklem kikirdagina
gecisi yoktur. Bu nedenle ERT ile santral sinir sistemi, kornea ve iskelet bulgularinda
O6nemli bir degisikliklik olmamaktadir. Bununla birlikte ERT’sine alinan olgularin
yaklasik %50’sinde rekombinant enzimlere karsi antikor gelismekte, anafilaktik ve
alerjik reaksiyonlar olugmaktadir. Ancak, IgG yapisindaki bu antikorlarlarin tedavi
etkinligini azaltmas1 gibi bir veri de mevcut degildir. MPS’lerde ERT MPS 1, Il ve VI’
da kullanilmaktadir (Beck, 2010).

Enzim replasman tedavisinin etkinliginin arttirilmasi, maliyetinin azaltilmasi i¢in daha
fazla arastirmaya ihtiya¢c vardir. Tedavinin siirekliligi ve verimini artirmak igin
konusunda uzmanlagmis hekimlere ve iyi organize olmus saglik birimlerine ¢ok ciddi

gereksinim duyulmaktadir.

ERT tek basimna Hurler sendromunun tedavisinde yeterli gelmemektedir (Wraith vd.,
2007). Son yapilan ¢calismalarda Hurler sendromu hastaligin ilk ¢ikis donemlerinde ERT

tedavisi kullanilip ardindan 6zellikle kan parametrelerinin diizeltilmesi ve organ
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biiylimesinin azaltilmasi i¢cin HSCT bir tedavi secenegi olarak denenmektedir (Cox-

Brinkman vd., 2006; Soni vd., 2007).

Cizelge 2.3. Mukopolisakkaridozlarda kullanilan tedavi se¢enekleri

Hastalik | Enzim Yerine | Kemik Iligi | Kimyasal Substrat Gen Stop-kodon
Ismi Koyma Nakli Saperon Azaltma Terapisi (read
(ERT) Tedavisi Terapisi Terapisi through)
Tedavisi (KiT) Terapisi
MPS 1 Klinik Klinik Yok Yok Pre-klinik Pre-klinik
uygulama uygulama
asamasinda asamasinda
MPS 11 Klinik Etkinlik net Yok Yok Pre-klinik Yok
uygulama degil
asamasinda
MPS 111 Pre-klinik Etkinlik net Yok Pre-klinik | Pre-klinik Yok
degil
MPS IV | Klinik deneme | Etkinlik net Yok Yok Pre-klinik Yok
asamasinda degil
MPS VI Klinik Klinik Yok Yok Pre-klinik Yok
uygulama deneme
asamasinda asamasinda
MPS VII Pre-klinik Klinik Yok Yok Pre-klinik Yok
uygulama
asamasinda
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. Genomik DNA izolasyonu

Bu calismanin etik kurul onayi, Hacettepe Universitesi-Bilimsel Arastirmalar

Degerlendirme Komisyonu TBK 11/26-21 no’lu belgesi ile uygun bulunmustur.

Genomik DNA 6rneklerinin izolasyonu i¢in “High Pure PCR Template Preparation Kit
(ROCHE)” kullanilmistir. Izolasyon islemleri asagida ayrintilar1 verilen basamaklar

kullanilarak, ticari kitin kullanim kilavuzuna uygun gerceklestirilmistir.

1. 200 pl hasta kani steril ependorf tiipiine aktarilir. Uzerine 200 pl “Binding Buffer”
eklenir.

2. 40 ul proteinaz K eklenir ve karistirilarak 70 °C’de, 20 dakika siireyle inkiibe edilir.

3. Karisimin tizerine 100 pl isopropanol alkol eklenir ve karistirilir.

4. Karisim daha sonra kolon tiiplerine aktarilir. 8000xg’de, 1 dakika siireyle santrifiij
edilir. Toplama tiiplerinde biriken siv1 kisim atilir ve kolon tiiplerine baglanmig olan
materyal tizerinden DNA izolasyonuna devam edilir.

5. Kolon tizerine 500 pl “Removal Buffer” eklenir.

6. 8000xg’de, 1 dakika siireyle santrifiij edilir. S1vi kisim atilir.

7. Tup tizerine 500 pl “Yikama Tamponu” eklenir ve 8000xg’de, 1 dakika siireyle

santrifiij edilir. S1vi kisim atilir.

8. 7. Basamak olan yikama islemi bir kez daha tekrarlanir.

9. 1.5 ml’lik steril ependorf tiiplerine yerlestirilen filtreli kolon tiiplerine 100-150 pl
“Elusyon Tamponu” veya “steril su” eklenerek, 1 dakika stireyle 8000xg’de santrifij
edilir. DNA’nin kolondan ayrilmasi saglanir.

10. Santrifiij sonucu toplanan DNA 6rnekleri kullanim siiresine uygun olacak sekilde +4

°C, -20 °C veya — 80 °C’de saklanir.
3.2. DNA Konsantrasyonu

Hacettepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, DNA bankasindan alinan ve MPS Tip I tanisi
alan hasta genomik DNA’larinin konsantrasyonlari, Nanodropta (ND 1000)
Ol¢tilmiistir. DNA  oOrnekleri, son konsantrasyonlart 50 ng/ul olacak sekilde

sulandirilmis ve PCR isleminde kullanilmistir (Cizelge 3.1.).



Cizelge 3.1. Hasta genomik DNA konsantrasyonlari

Hasta No Stok DNA miktar: Son konsantrasyonu (ng/pl)
(ng/pl)
M-12-1949 119,7 50
M-12-1950 116,5 50
M-12-1951 106,3 50
M-12-1952 170,5 50
M-12-1953 75,6 50
M-12-1954 78,2 50
M-12-1955 46,1 50
M-12-1956 105,8 50
M-12-1957 155,2 50
M-12-1958 259,5 50
M-13-1997 85 50
M-13-2024 72 50
M-13-2070 304 50
M-13-2080 104.4 50
M-13-2371 73.5 50

3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), genomik DNA’da istenilen bolgenin o dizilere 6zgii
tasarlanan primerler kullanilarak c¢ogaltilmasidir. PCR ile IDUA geninin proteine
doniistiiriilen 14 ekzonu ¢ogaltilmigtir. IDUA geni ekzonlart GC’ce zengin oldugu i¢in
cogaltilma asamasinda farklt markalarda enzimler (Applied Biosystems, Hot Start,
Sigma ve Bioron), GC agicilar (DMSO, Q solution, GC enhancer) ve farkli tipte PCR
yontemleri (Standart ve Touchdown) kullanilmistir (Cizelge 3.2.).

3.3.1. Standart PCR Asamalan

e Baslangi¢ Denatiirasyonu: Genomik DNA’nin denatiirasyonu

e Denatiirasyon: Kalip DNA’nin denatiirasyonu

e Annealing: Ozgiil primerlerin baglanmas: Ana dongii asamalari
e Extension: Sentez reaksiyonu

e Final Extension
3.3.2. Touchdown PCR Asamalari

Ozgiil olmayan amplifikasyonlar1 engelleme ve GC’ce zengin gen bolgelerinde 6zgiil

primerin yapismasini kolaylastirmak amagli kullanilan bir PCR yontemidir.

e Baslangi¢ Denatiirasyonu: Genomik DNA’nin denatiirasyonu
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1. Denatiirasyon: Kalip DNA’nin denatiirasyonu

1. Annealing: Ozgiil primerlerin baglanmasi ve baglanmay1 kolaylastirmak icin her

dongii de Tm azaltilir

1. Extension: Sentez reaksiyonu

2. Denatiirasyon: Kalip DNA’nin denatiirasyonu

2. Annealing: Ozgiil primerlerin baglanmas1 ve Tm her déngiide sabit kalir

2. Extension: Sentez reaksiyonu

Final Extension

3.3.3. PCR Dingii Sartlan

[lgili IDUA ekzonlarim ¢ogaltmak icin yapilan yogun deneysel calismalar

PCR sartlar1 agagidaki tabloda belirtildigi sekliyle optimize edilmistir.

Cizelge 3.2. PCR dongii sartlari

sonucunda

Ekzon | Tm | PCR PCR dongii kosullar: Reaksiyon Bilesenleri DNA
NO (°C) | Tipi Polimeraz
1 58 Standart | 94°C 5dk 1 dongii dH,0 14,3 pl Applied
94°C 45sn | 35 dongii 10xBuffer 2,5 pl Biosystem
58 °C 45sn} 35 dongii MgCl, 1,5 pl s
72°C 45sn J 35 dongii Primer  0,3-0,3 pl
72°C 10dk 1 dongi dNTP 2 ul
DNA 1l
Taq Polimeraz 0,1 pl
GC-Enhancer3 pl
2 58 Standart | 94°C 3dk 1 dongii dH,0 10,9 pl Hot Start
94°C 30sn | 35 dongti 2XMaster Mix 12,5 pl
58°C 45sn } 35 dongii Primer 0,3-0,3 ul
68°C 45sn 7 35 dongii DNA 1 ul
68°C 5dk 1 dongii
3 58 Standart | 94°C 3dk 1 dongii dH,O 15,3 ul Sigma
94°C 30sn ) 35 dongii 10xBuffer 2,5 pl
58°C 45sn } 35 dongii MgCl, 1,5 ul
72°C 45sn J 35 dongii Primer  0,3-0,3 pl
72°C 5dk 1 dongit dNTP 2 ul
DNA 1l
Taq Polimeraz 0,1 pl
DMSO 2 ul
4 62- | Touchdo | 95°C 3dk 1 dongii | dH,O 16,1 pl Sigma
58 | wn 95°C 50sn 20 dongii | 10xBuffer 2,5 pl
62°C-58,2 °C 155n} 20 dongii | MgCl, 1,5 pl
72°C 20sn 20 dongti | Primer 0,3-0,3 ul
95°C 30sn 15 dongii | ANTP 2 ul
58°C 15sn } 15 dongii | DNA 1 ul
72°C 15sn 15 dongii | Taq Polimeraz 0,3 pl
72°C 5dk 1 dongii | DMSO 1 pl
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Cizelge 3.2. Devam*

5 58 Standart | 94°C 3dk 1 dongii dH,O 15,3 ul Sigma
94°C 30sn 35 dongii 10xBuffer 2,5 pl
58°C 45sn } 35 dongii MgCl, 1,5 pl
72°C 45sn 35 dongii Primer 0,3-0,3 ul
72°C 5dk 1 dongii dNTP 2 ul
DNA 1 ul
Taq Polimeraz 0,1 pl
DMSO 2 ul
6 62- | Touchdo | 95°C 3dk 1 dongti | dH,O 15,3 pl Sigma
58 | wn 95°C 50sn 20 dongii | 10xBuffer 2,5 pl
62°C-58,2 °C ISSn} 20 dongii | MgCl, 1,5 ul
72°C 20sn 20 dongii | Primer 0,3-0,3 pul
95°C 30sn 15 dongti | ANTP 2 ul
58°C 15sn }15 dongii | DNA 1 ul
72°C 15sn 15 dongii | Taq Polimeraz 0,1 pl
72°C 5dk 1 déngii | DMSO 2 ul
7 58 Standart | 94°C 3dk 1 dongii dH,0 14,3 ul Bioron
94°C 30sn 35 dongii 10xBuffer 2,5 pl
58°C 45sn } 35 dongii MgCl, 1,5 pl
72°C 45sn 35 dongii Primer  0,3-0,3 pl
72°C 3dk 1 dongii dNTP 2 ul
DNA 1l
Taq Polimeraz 0,1 pl
DMSO 3l
8 58 Touchdo | 95°C 3dk 1 dongti | dH,O 10,9 pul Hot Start
wn 95°C 50sn 20 dongti | 2XMaster Mix 12,5
62°C-58,2 °C 15511} 20 dongii | pl
68°C 20sn 20 dongti | Primer 0,3-0,3 ul
95°C 30sn 15 dongii | DNA 1l
58°C 15sn } 15 dongii
68°C 15sn 15 dongii
68°C 5dk 1 dongii
9 62- | Touchdo | 95°C 3dk 1 dongii | dH,O 6,9 ul Hot Start
58 | wn 95°C 50sn 20 dongti | 2XMaster Mix 12,5
62°C-58,2 °C ISSn} 20 dongii | pl
68°C 20sn 20 dongii | Primer 0,3-0,3 pul
95°C 30sn 15 dongi | DNA 1l
58°C 15sn 15 dongii Q Solution 4 pl
68°C 15sn 15 dongii
68°C 5dk 1 dongii
10 Standart | 95°C 5dk 1 dongii dH20 14,3 ul Applied
95°C 45sn 35 dongii 10xBuffer 2,5 pl Biosystem
58 °C 60sn } 35 dongii MgCI2 1,5 pl s
72°C 60sn 35 dongii Primer 0,3-0,3 ul
72°C 10dk 1 déngii. dNTP 2 ul
DNA 1l

Taq Polimeraz 0,1 pl
GC-E nhancer 3 pl
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Cizelge 3.2. Devam*

11-12 58 Standart | 94°C 3dk 1 dongti dH,O 14,3 pl 11-12
94°C 30sn 35 dongii 10xBuffer 2,5 pl
58°C 45sn 35 dongii MgCl, 1,5 pl
72°C 45sn 35 dongii Primer 0,3-0,3 ul
72°C 5dk 1 dongii dNTP 2 ul
DNA 1 ul
Taq Polimeraz 0,1 pl
DMSO 3l
13-14 62- | Touchdo | 95°C 3dk 1 dongii | dH20 10,9 ul Hot Start
58 | wn 95°C 50sn 20 dongti | 2X Master Mix 12,5
62°C-58,2 °C 15sn }20 dongti | pl
68°C 20sn 20 dongti | Primer 0,3-0,3 pul
95°C 30sn 15 dongti | DNA 1l
58°C 15sn }15 dongii
68°C 15sn 15 dongii
68°C 5dk 1 dongii

3.4. Amplifikasyon Primerleri

IDUA geni (GenBank No:NM_000203.3) ekzonlarinin PCR ile ¢ogaltilip, sekanslarinin
yapilmas1 amaciyla literatiir bilgisi taranmustir. Ilgili makalelerden ve Primer3 Input
(version 0.4.0) programi (URL-4) kullanilarak uygun forward ve revers primerler
secilmigtir. Metabion International AG firmasi (Almanya) tarafindan primerler sentez

edilmis ve son konsantrasyonu 100 pmol/ul olacak sekilde sulandiriimislardir (Cizelge

3.3.).

Cizelge 3.3. IDUA ekzonlarini amplifiye etmek i¢in kullanilan primerlerin dizileri

Ekzon IDUA Geni (MPS I) Primer Dizileri PCR Uriin Boyutu (bp)
EKZON 1F 5’-GTCATCGGTCCTCAGAGCAG -3’ 490
EKZON IR 5’-GCTCCGGTCTCTGAAGCT-3’

EKZON 2F 5’-GAACGTGTGTGTCAGCCG-3’ 304
EKZON 2R 5’-ACAAGGGGTCTTCCGAGC-3’

EKZON 3F 5’-TCCCACATGCTCCGTTGT-3’ 371
EKZON 3R 5’-CAGCTCAAACCCTGGAACAC-3’

EKZON 4F 5’-ACCCTCTCCCTCACCCAG-3’ 312
EKZON 4R 5’-GCGTGATAGGGGTGCAAC-3’

EKZON 5F 5’-CATCACCTTGCACCCTCC-3’ 273
EKZON 5R 5’-CGTCTACACCTGCCCTGG-3’

EKZON 6F 5’-GAGGAAGGCAGGAGCAGAG-3’ 359
EKZON 6R 5’-CTCAGCACCACCAGGGTC-3’

EKZON 7F 5’-TGCGGCTGGACTACATCTC-3’ 448
EKZON 7R 5’-AGTAGCAGGTTCTGATGCTGC-3’

EKZON 8F 5’-CCACCTTCCTCCCGAGAC-3’ 386
EKZON 8R 5’-CTGGAGGAAGTGCGCTCC-3’
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Cizelge 3.3. Devam™

*

5’-CCTGACCCCAGGCTTCTC-3’

* %

5’-CAGGGCAGTACTGGGTGG-3’

EKZON 13+14R

5’-GGTGATGGGAGGGCAGCA -3

EKZON 9F 5’-TCCTTCACCAAGGGGAGG-3’ 400
EKZON 9R 5’-CTGACACTCAGGCCTCGG-3’
EKZON 10F 5’-GTCCTGGACAGCAACCACAC-3 557
EKZON 10R 5’-GGTCCTCAGGGTTCTCCAG-3’
EKZON 11+12F 5’-GTGTGGGTGGGAGGTGGA-3’ 466
EKZON 11+12R 5’-GTGACCGCATGGGTGAAG-3’
EKZON 13+14F 5’-GGGGCTTGAGGGAATGAG-3’ 573

NOT: 13 ve 14 no’lu IDUA ekzonlar1 beraber ¢ogaltilmis ve 2 farkli ara primer
kullanilarak DNA dizileme reaksiyonu gerceklestirilmistir. * 13 nolu ekzon
dizileme i¢inkullanilan revers primer, ** 14 nolu ekzon dizileme i¢in kullanilan

forward primer

3.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Amplifikasyon tirtinleri %2’lik agaroz jel elektroforezi sonrasi, Biorad GelDocXR jel

goriintiileme sistemi kullanilarak kontrol edilmistir.

3.5.1. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan malzemeler

e 10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) tamponu (1 litre) : 108 gr Tris (Merck), 55 gr

Borik Asit (Merck), 7,4 gr EDTA (Merck)

e Agaroz (Prona)

e Yiikleme Tamponu: 5.5 ml gliserol (Merck), 4.5 ml dH,O, 0.01 gr orange G
e Etidyum Bromid: 10 mg Etidyum Bromid (AppliChem), 1 ml dH,O

e PCR iirtin boyutunu tahmin etmek i¢in kullanilan Fermentas marka DNA ladder: 50

bp DNA ladder (50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 bp).

3.6. PCR Uriin Piirifikasyonu

PCR iirtinleri, ortamdaki kullanilmamis dNTP’lerin ve primerlerin temizlenmesi igin

asagida ayrintilar1 verilen piirifikasyon isleminden gegirilmistir.

1. PCR iriinlerinin tizerine 30 pl steril su ilave edilir.
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2. PCR iirtinleri dikkatli bir sekilde 96 kuyucuktan olusan playtin (MinElute 96 UF
Plate-Oiagen) kuyucuklarina aktarilir. Playt vakum cihazina (KnFlab) yerlestirilir ve
800 mbar’da vakumlama yapilir. 10 dakikalik siire sonunda 6rnekler kolona yapigsmis
ve s1vi kisim asag siiziilmustiir.

3. Sire bitimin takiben 6rneklerin {izerine 30 pl steril su ilave edilir. Yaklasik 5 dakika
boyunca, 800 mbar’da vakum altinda yikama yapilir.

4. Kuyucuklarin iizerine 25 pl steril su ilave edilir. Playt hafif sallanarak kolona
tuttunmus PCR iiriinlerinin su fazina ge¢mesi saglanir. Isleme 10 dakika boyunca

devam edilir. Siire sonunda s1v1 kisim mikropipet yardimiyla geri toplanir.
3.7. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi mutasyonun yeri ve tipinin tespit edilmesinde kullanilan en gecerli
yontemdir. DNA dizi analizi zincir sonlanma metodunu temel alarak, istenilen DNA
fragmentinin dizisinin okunmasini saglar. Zincir sonlanma metodunda PCR triinleri
kalip olarak kullanilarak, yeniden sentez gerceklestirilir. Sentez reaksiyonunda
kullanilan normal dNTP’lerin yanisira floresan isaretli 3°-OH gruplar eksik olan
dideoksiriboniikleik  asitler ~de  kullanilmaktadir. Sentez  sirasinda, enzim
dideoksiribontikleik asitleri zincire takinca sentez sonlanmaktadir ve her bir sonlanma
sonucunda farkli boyutlarda uglar1 floresan isaretli DNA fragmentleri olusmaktadir. Bu
DNA fragmentleri ABI 3130 sekans cihazinda yiirtitiilerek, istenilen bolgenin DNA

dizileri elde edilmektedir.

3.7.1. IDUA geni dizileme reaksiyonu

-Steril su 12-4 ul
-5Xbuffer 4 ul
-BigDye 1 ul
-Primer 1l
-PCR iirtinii 2-10 pl

Sekans isleminde kullanilan primer, PCR i¢in kullanilan forward ya da revers primerdir.
Bu primerler sekanslama i¢in kullanilcaksa, stok primerden 2.5 pl alinir (250 pmol) ve
son hacim 50 pl olacak sekilde 47.5 pl su ilave edilir. Bu sekilde primerin son

konsantrasyonu 5 pmol/ ul olur.
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Sekans isleminde kullanilan PCR iiriiniiniin agoroz jel elektroforezindeki bant

goriinlimiine gore 2-10 pl trtin alinir. Reaksiyon bilesenlerinin herbiri konulduktan

sonra son reaksiyon hacmini 20 pl’ye tamamlamak i¢in 12-4 pl arasinda steril su ilave

edilir.

3.7.2. Dizileme reaksiyon kosullar:

96 °C 1 dakika  _— 1 dongii
96°C 10 saniye

50°C 5 saniye 25 dongii
60 °C 4 dakika

3.8. Sekans Uriin Piirifikasyonu

1.

Sekans i¢in amplifiye edilen PCR tiriinlerinin iizerine (6rnek basina) 2 pl sodyum
asetat (3M) ve 50 ul soguk %100 etil alkol eklenir. PCR tirtinleri hafif bir karistirma
sonrasinda -20 °C’de 30-40 dakika bekletilir.

. Ornekler 12.500 rpm’de ve + 4 °C’de 20 dakika santrifiij edilir.

. Sekans tiriinlerinin ¢okme yoniinitin tersinde mikropipet yardimiyla siipernatan kismi

dikkatli bir sekilde c¢ekilerek atilir.

. Her bir 6rnegin tizerine 220-250 ul soguk %70 etil alkol eklenir.
. 12.500 rpm’de ve + 4 °C’de 10 dakika santrifiij edilir.
. Stipernatan kismu dikkatlice ¢ekilir ve atilir. 95 °C’ye ayarli heat block da yaklasik 5-

6 dakika boyunca alkol ugurulur.

. Her bir 6rnegin tizerine 20 ul steril su eklenir ve 1 dakika boyunca vortekslenerek

orneklerin ¢oziilmesi saglanir. Sonrasinda 15-20 dakika oda 1sisinda bekletilir.

. Ornekler 95 °C’de 5 dakika denatiire edilir. Denatiirasyonu takiben -20 °C’de 10

dakika bekletilir ve dizi analiz cihazina yerlestirilerek yiirtitme yapilir.
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4. BULGULAR

4.1. Mutasyonlar ve polimorfizmler

Calisilan 15 hasta bireyin 10’unda hastaliga sebep olan mutasyonlar tespit edilmistir.

Calismamizda daha once literatiirde belirtilmemis olan 2 adet yeni mutasyon ve bilinen

7 degisik mutasyon tespit edilmistir. Ayrica bu tez kapsaminda hasta bireylerde 9 farkl

polimorfizm bulunmustur (Cizelge 4.1-4.3; Sekil 4.1-4.11).

Cizelge 4.1. MPS Tip I hastalarinda tespit edilen mutasyonlar

Hasta DNA Niikleotit Ekzon/intron Mutasyonun Mutasyon Tipi | Kaynaklar
Arsiv No degisimi Protein
Uzerindeki
Etkisi
M-12-1953 c.1A>C I p-MIL /p.MIL Translasyon Lee-Chen
baglama bolgesi ve Wang
(Translational 1997
initiation site)
M-12-1955 c.192C>A/ -VIII p.Y64X / Anlamsiz Bach vd.,
c.1067G>C p.A327P (Nonsense) / 1993/
Yanlis Anlamli Bunge vd.,
(Missense) 1994
M-12-1954 | c.494-1G>A Intr.IV p-R166GfsX27/ Kirpilma Bertola vd,
p-R166GfsX27 (Splicing) 2011
M-12-1956 | c.494-1G>A Intr.IV p.R166GfsX27/ Kirpilma Bertola vd,
p-R166GfsX27 (Splicing) 2011
M-13-2070 | c¢.494-1G>A Intr.IV p.R166GfsX27/ Kirpilma Bertola vd,
p.R166GfsX27 (Splicing) 2011
M-13-2371 | ¢.793 -5C>A Intr.VI Splays defekti Kirpilma Bu
c.793 -6C>G (Splicing) calismada
M-12-1950 c.1205G>A IX p-W402X / Anlamsiz Scott vd.,
p-W402X (Nonsense) 1992
M-13-2080 | c.1205G>A IX p-W402X / Anlamsiz Scott vd.,
p-W402X (Nonsense) 1992
M-12-1949 c.1598C>T XI p.P533L/ Yanlis Anlamli | Voskoboeva
p-P533L (Missense) vd., 1998
M-12-1957 c.1882C>T X1V p-R628X / Anlamsiz Beesley vd.,
p-R628X (Nonsense) 2001




Sekil 4.1. 1953 no’lu hastada p.M1L (ATG>CTG) degisimi; a) Normal dizi ve
b) Mutant dizi

Sekil 4.2. 1955 no’lu hastada p.Y64X (TAC>TAA) degisimi; a) Normal dizi ve b)
Mutant dizi

Sekil 4.3. 1955 no’lu hastada p.A327P (GCG>CCG) degisimi; a) Normal dizi ve
b) Mutant dizi

Sekil 4.4. 1954 no’lu hastada ¢.494-1G>A niikleotid degisimi; a) Normal dizi ve
b) Mutant dizi
29



Sekil 4.5. 1956 no’lu hastada ¢.494-1G>A niikleotid degisimi; a) Normal dizi ve
b) Mutant dizi

Sekil 4.6. 2070 no’lu hastada ¢.494-1G>A niikleotid degisimi; a) Normal dizi ve
b) Mutant dizi

Sekil 4.7. 2371 no’lu hastada ¢.793 -5C>A ve ¢.793 -6C>G niikleotid degisimleri;

a) Normal dizi, ve b)Mutant dizi

Sekil 4.8. 1949 no’lu hastada p.P533L (CCG>CTQG) degisimi; a) Normal dizi ve
b) Mutant dizi

30



acc 1Tclocgleg ccoa a -‘\GCTC‘GCCGA

Sekil 4.9. 1950 no’lu hastada p.W402X (TGG>TAG) degisimi; a) Normal dizi ve
b) Mutant dizi

acc T c[lcGleccaoa "‘«GC‘TC‘GC‘C‘G."\

Sekil 4.10. 2080 no’lu hastada p.W402X (TGG>TAG) degisimi; a) Normal dizi
ve b) Mutant dizi

Sekil 4.11. 1957 no’lu hastada p.R628X (CGA>TGA) degisimi; a) Normal dizi ve
b) Mutant dizi
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Cizelge 4.2. MPS Tip I hastalarinda tespit edilen mutasyonlarin fenotipik etkisi

Hasta DNA Niikleotit degisimi | Mutasyonun Protein Fenotipik Yansima
Arsiv No Uzerindeki Etkisi
M-12-1953 c.1A>C p-MIL /p.MIL Hurler Sendromu
M-12-1955 c.192C>A/ p-Y64X /p.A327P Hurler Sendromu
c.1067G>C

M-12-1954 c.494-1G>A p-R166GfsX27/ Hurler Sendromu
p-R166GfsX27

M-12-1956 c.494-1G>A p-R166GfsX27/ Hurler Sendromu
p-R166GfsX27

M-13-2371 c.793-5C>A Splays defekti Hurler-Sheie Sendromu

M-13-2371 ¢.793-6C>G Splays defekti Hurler-Sheie Sendromu

M-13-2070 c.494-1G>A p-R166GfsX27/ Hurler Sendromu
p-R166GfsX27

M-12-1950 c.1205G>A p-W402X / p.W402X Hurler Sendromu

M-13-2080 c.1205G>A p-W402X / p.W402X Hurler Sendromu

M-12-1949 c.1598C>T p.-P533L / p.P533L Hurler-Sheie Sendromu

M-12-1957 c.1882C>T p-R628X / p.R628X Hurler Sendromu

Cizelge 4.3. MPS Tip I hastalarinda tespit edilen polimorfizmler

Hasta DNA Arsiv No Ekzon/intron Polimorfizm
No
M-12-1949 I p-H33Q T>G (hom)
M-12-1955 I p-H33Q T>G Hom
p-A8A C>A Het
p-A20A G>A Het
M-12-1953 1 p-R105Q G>A Hom
Intr.V IVS5-8C>T Hom
VII p.-A314A G>C Hom
IX p.-T410T C>G Hom
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismasi kapsaminda klinik muayenesi sonucunda MPS Tip I 6n tanis1 alan 15
hastada mutasyon analizi yapilmistir. Tip I tanis1 konmus olan bu 15 hastanin 10’unda
2’si yeni olmak tizere 9 farkli hastaliga neden olan niikleotit degisimi saptanmistir.
Boylece hastalik tanisi, molekiiler genetik analizler yapilarak da dogrulanmigstir. Klinik
olarak MPS Tip I tanisi konmus olan 5 hastada ise herhangi bir mutasyon tespit
edilememistir. Mutasyon tespit edemedigimiz hastalarin molekiiler analizlerinin
yapilabilmesi, genetik olarak ilgili MPS tipine sokulabilmesi amaciyla hasta

hekimlerine gerekli oneriler ve bilgiler bildirilmistir.

Bulunan mutasyonlar 9 hastada homozigot ve bir hastada birlesik heterozigot durumda
saptanmistir (Cizelge 4.1). Saptanan mutasyonlarin 3’4 yanhs anlamli (p.MI1L,
p-A327P, p.P533L), 3’i anlamsiz (p.Y64X, p.W402X, p.R628X) ve geriye kalan 3
tanesi ise kirpilma (¢.494-1G>A, ¢.793-5 C>A, ¢.793-6 C>G) mutasyonlaridir.

p.MIL mutasyonu su ana kadar yapilan ¢aligmalarda bir Cinli hastada (Lee-Chen ve
Wang 1997) birlesik heterozigot ve bir Ispanyol hastada homozigot olarak saptanmustir.
Bu mutasyonun homozigot durumda Hurler fenotipine neden oldugu bildirilmistir
(Bertola vd, 2011). Bu g¢alisma kapsaminda ise bir hastada homozigot olarak
bulunmugstur. Bu mutasyon genin protein kodlayici ilk bazinda gerceklestigi igin
metiyonin (ATG) amino asiti yerine 16sin (CTG) amino asidi gegmektedir. Translasyon
baslama kodonu degistigi i¢in tranlasyon diizgiin kodondan baslayamamakta ve bir
sonraki metiyonin kodonu olan 133’lincii amino asite kadar bir atlama olmaktadir.
133’lincii amino asit olan metiyonin 4. ekzonun igerisinde yer almaktadir ve dolayisiyla
1, 2, 3 ve 4. ekzonun bir kismmin da yer aldig1 132 amino asitlik bir bolge a-L-
iduronidaz enziminin protein yapisina dahil olamamaktadir. Sinyal peptit kismin1 da
icerecek sekilde bir kayip sdzkonusu oldugu icin; IDUA proteininin endoplazmik
retikuluma transport ve lizozom igine taginma siireci bozulmaktadir. Sonug olarak 521
amino asitlik, eksik ve aktivite gosteremeyen bir enzim sentezlenmektedir (Lee-Chen ve

Wang 1997).

p.Y64X mutasyonu ilk kez iki Arap kokenli Israilli’de (bir Diirzi ve bir Miisliiman
Arap) homozigot durumda saptanmistir. Bu mutasyonun Hurler fenotipine neden
oldugu agiklanmistir (Bach vd., 1993). p.Y64X, nadir goriilen bir mutasyon 6zelligi

tasimaktadir. Bu genetik degisimde, tirozin kodlayan 64. kodon stop kodonuna



dontismektedir. Mutasyon sonucunda 589 amino asit eksikligi olan, inaktif bir enzim
sentezlenmektedir. p.Y64X mutasyonu bizim c¢alismamizda bir hastada p.A327P
mutasyonu ile birlesik heterozigot durumda bulunmustur. Hastanin klinik semptomlarla
hastaneye basvurmasindan dolay1 bu iki mutasyonun birbirlerine trans konfigiirasyonda
bulundugunu diistinmekteyiz. Maalesef bu hastalarin ebeveynlerinin DNA &rnekleri
alinamadigr icin anne-baba Orneklerinde segregasyon ig¢in gerekli analizler
yapilamamistir. p.A327P mutasyonunda 327. pozisyondaki alanin, prolin amino asidine
dontismektedir. Bu mutasyonun homozigot durumdayken Hurler gosterdigi
aciklanmistir (Bunge vd., 1994). Bu mutasyonun goriilme sikligr merkezi Avrupa igin
(Alman ve Hollandalilar) %11 (Scott vd., 1995), Ingiltere igin %3.5-6 (Scott vd., 1995;
Bessley vd., 2001), Italya i¢in %5.6 (Gatti vd., 1997), Avusturya i¢in %2.2 (Kroefple
vd., 2001), Brezilya i¢in %3.3-8.3 (Matte vd., 2000; Matte vd., 2003) olarak
bildirilmistir. Calismalar ¢ogunlukla Avrupa kokenli beyaz irkta yapilmistir. 2005
yilinda 85 Tiirk MPS 1 hastasiyla yapilan bir ¢alismada bu mutasyonun frekansi %3.5
olarak bulunmustur (Barkar vd., 2005). Genel olarak literatiir caligsmalarina bakildiginda
bu mutasyonun tek basina homozigot bulunmaktan ziyade, diger anlamli ve anlamsiz
mutasyonlarlarla beraber, birlesik heterozigot durumda oldugu goriilmektedir.
Prolininin yan zinciri amino grubuyla bag yaptigi i¢in prolin bir imino asit olarak
bilinir. Prolin protein diiz zincirine katildiginda ana protein omurgasini 60°lik ag1
degisimine zorlamaktadir. Bu agisal baglanma, normal olarak prolinin bulundugu
bolgelerde ya da mutasyon sonucu yapiya girdigi protein bolgelerinde esneklik kaybina
neden olmaktadir. Bu sebeple a-heliks ve B-plaka gibi diizenli sekonder yapilarin orta
kisminda yer aldig1 zaman konformasyonel agidan diizenli olan sekonder yapiy1 bozar.
A327 rezidusu o-L-iduronidaz proteininin 6. a-heliksi i¢inde, proteinin i¢ kismina
gomiiliidiir. Dogal protein yapisinda bulunmasi gereken alanin yerine prolinin gegmesi;
proteinin aktivitesini olumsuz yonde etkileyecek, stabiliteyi diistirecek ya da yikimini

hizlandiracak sekildekonformasyonel degisime neden olmus olabilir.

p-W402X, IDUA geninin 9 no’lu ekzonunda meydana gelen ve dur kodonu olusturan
yaygin bir mutasyondur (Scott vd., 1992). Bu yaygin genetik degisim bizim
calismamizda iki hastada homozigot durumda tespit edilmis olmasina ragmen, Tiirkiye
icin allel frekans1 %45.3 olarak verilmistir (Barkar vd., 2005). Bu mutasyon; 402 no’lu
amino asitten sonrasi ifade edilemedigi icin inaktif ve eksik IDUA proteini tiretilmesine

neden olmaktadir. p.W402X mutasyonu homozigot oldugu durumlarda ¢ok agir klinik
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tablo sergiler ve bu yiizden a-L-iduronidaz enzimi yoklugunda Hurler sendromu gelisir

(Voskoboeva vd., 1998; Beesley vd., 2001).

¢.494-1G>A kirpilma (splays) bolge mutasyonu 2011 yilinda 21 Tiirk MPS Tip I hastasi
ile yapilan bir calismada, 5 hastada ilk kez bulunmug ve %41°lik allel frekansi
yiiksekliginden dolayr Tiirk mutasyonu olarak rapor edilmistir (Bertola vd., 2011). Bu
tez calismasi kapsaminda ise 3 hastada homozigot olarak bulunmustur. Calisilan hasta
sayisinin azligi nedeniyle; mutant allel frekansi hesaplamanin bu ¢alisma i¢in simdilik
uygun olmadigin1 disiiniiyoruz. Bu mutasyon splays mekanizmasint bozan bir
mutasyondur. Dérdiincii intronun son niikleotidindeki degisiklik nedeniyle, 4. intronun
akseptor bolgesi 5. ekzonun icine 4 niikleotit kaymakta ve bu bdolgede cergeve
kaymasina neden olmaktadir. Béylece 166. amino asit ve sonrasindaki amino asit dizisi
degiserek 27 aminoasit sonrasinda dur kodonu olusturmaktadir (p.R166GfsX27). IDUA
enziminde 193 amino asitten sonrasi ifade edilememekte ve anlamsiz bir protein
olusmaktadir. Islevsel a-L-iduronidaz enzimi hi¢ olusmadig icin agir form olan Hurler

sendromu ortaya ¢ikmaktadir (Bertola vd., 2011).

¢.793-5C>A ve ¢.793-6C>G mutasyonlar1 ilk kez bu ¢aligma kapsaminda tespit edilen
iki yeni niikleotit degisikligidir. Bu iki yeni mutasyon tek bir hastada homozigot
durumda saptanmistir. Bu hastanin anne, baba ve kardesinde yapilan segregasyon
analizinde bu degisiklikler heterozigot olarak bulunmustur ve bu bireylerde herhangi bir
hastalik semptomuna rastlanmamistir. Sonug olarak her iki mutasyonunda ASSEDA
(Automated Splice Site and Exon Definition Analyses) ve NetGene2 programlariyla
yapilan analizlerinde; intron 6 ve ekzon 7 arasindaki splays mekanizmasini etkiledigi
(etkinligini dustirdiigii) ve patojenik bir etkiye sahip oldugu bulunmustur. Splays
mekanizmasindaki bir hata ise anormal mRNA {iiretimine ve dolayisiyla aktif olmayan
ya da yeterli enzimatik aktiviteye sahip olmayan IDUA proteinin sentezi ile

sonug¢lanmaktadir.

p-P533L degisimi, ilk kez 2 Rus hastada Q70X ve 974ins12 mutasyonlariyla birlesik
heterozigot durumda saptanan, nadir bir mutasyondur (Voskoboeva vd., 1998).
Gilintimiize kadar bu mutasyonu tasiyan baska bir hasta rapor edilmemistir. Bu bolge
icin tanimlanmig ikinci yanlis anlamli (missense) mutasyon ise P533R degisimidir.
P533 bolgesinin CpG zengini bir bolgede bulunmasi nedeniyle mutasyonlar i¢in sicak
bolge -“hot-spot” - olarak bildirilmistir (Voskoboeva vd., 1998). P533 rezidusunun da

icinde yer aldig1 C terminal bélgesininin 130 amino asitlik kisminin (523-653) 6zellikle
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protein fonksiyonunda énemli oldugu ve bu bélgede meydana gelen bazi mutasyonlarin
(p-P533R, p.Q561X, p.Q584X, p.R619G, p.R628P, p.R628X, p.X654G) agir fenotipler
olusturdugu bulunmustur (Tieu vd., 1995; Lee-Chen vd., 1999; Beesley vd., 2001; Lee-
Chen vd., 2002; Matte vd., 2003). C terminal bolgesindeki amino asit diziliminin
protein—protein etkilesimlerinde gorev alan fibronektin III proteini ile benzerlik

gosterdigi de bulunmustur (Rempela vd., 2005; Vazna vd., 2009).

p-R628X mutasyonu 1 hastada homozigot durumda tespit edilen ve zincir sentezini
sonlandiran yanlis anlamli bir mutasyondur. R628 rezidusuda IDUA proteinin C
terminal bolgesini olusturan 14. ekzon iginde yer almakta ve proteinin C terminal
bolgesine olduk¢a yakin bir yerde bulunmaktadir. Arjininin dur kodonuna déniismesi
proteinin C terminal bélgesinde ciddi bir amino asit eksikligine yol acar ve dolayisiyla
bu mutasyon homozigot durumda agir hastalik fenotipinin (Hurler) olugsmasina neden

olur (Beesley vd., 2001; Matte vd., 2003; Chkioua vd., 2011; Vazna vd., 2009).

Su ana kadar IDUA geninde 32 farkli non-patojenik oldugu rapor edilen dizi
varyasyonu yani polimorfizm tanimlanmistir. Bu ¢alisma kapsaminda da 9 MPS Tip I
hastasinin 3’ tinde daha once tanimlanmis olan 7 degisik polimorfizm bulunmustur. Bu
genetik polimorfizmler p.A8A, p.A20A, p.H33Q, p.R105Q, IVS5-8C>T, p.A314A,
p.T410T niikleotit ya da amino asit degisimlerinden olusmaktadir. Bu polimorfizmlerin
IDUA mRNA’smnin islenme siirecine, stabilitisine ya da a-L-iduronidazin tasinmasina,
ve aktivitesine nasil bir etki yaptigi tam olarak bilinmemektedir. Ancak bu
polimorfizmleri saglikli bireylerde goriinen a-L-iduronidaz aktivitesinin degiskenligine
katki saglayabilirler ve MPS 1 hastalarinda goriilen degisik mutasyonlarla
kombinasyonlar yaparak hastaligin fenotipik siddetinde degisiklige neden
olabilmektedirler (Scott vd., 1993).

Sonug olarak bu tez kapsaminda klinik olarak MPS I tanis1 almis 15 hastada IDUA geni
tizerinde yapilan molekiiler genetik analizlerde 10 hastanin 9 degisik mutasyon tasidigi

tespit edilmis ve klinik tanilar1 DNA diizeyinde de kesinlestirilmistir.

Mutasyon calismalarinin hastalara saglayacagi en biiyiik avantajlarin basinda klinik
olarak tiplendirilmesi zor olan hastaliklarda, hastalik tanisinin konmasi ve bu taniya
uygun tedavi segeneklerinin uygulanmasi gelmektedir. MPS’lar bir¢cok organ ve dokuyu
farkli derecelerde etkileyen kronik, ilerleyici ve multisistemik bir hastalik grubu oldugu

icin, timit verici gelismeler yasansa da hastaligin tiim semptomlarini ortadan kaldiracak
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bir yontem ya da ilag heniiz gelistirilememistir. MPS Tip I, ERT tedavisine iyi yanit
veren tiplerden biridir. Bu hastalara 6zellikle ERT tedavisi uygulanarak hastanin
sistemik sartlarinin iyilestirilmesine, giinliik sosyal yasamini1 daha rahat gegirebilmesine

ve semptomlarin agirlasmasinin geciktirilmesine ¢alisilmaktadir.

Klinik fenotipine bakarak ya da Biyokimyasal testlerle MPS Tip I tanist konmus
kisilerde, mutasyon taramasi yapilarak DNA diizeyinde de tami kesinlestirilmistir.
Ayrica, IDUA geniyle ilgili toplumumuza ait mutasyon profillerinin belirlenmesine
katkida bulunulmustur. Mutasyon profilleri kullanilarak genotip-fenotip ilsikilerinin
kurulmas1 miimkiin olacaktir. {lgili mutasyonlarin ilag tedavisine yanit verip-vermedigi
tespit edilebilecektir. Mutasyon taramasindan elde edilen verilerden yola ¢ikilarak
toplum taramasina yonelik DNA tanmi Kkitleri gelistirilmesi de bu tip g¢alismalarin
saglayacag1r katkilardan birisidir. Ayrica ilgili ailelere, prenatal tam1 ve genetik
danigmanlik hizmetleri saglanarak bu ailelere ileriki yillarda saglikli ¢ocuklara sahip

olmasi sansi1 da saglanabilecektir.
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EK 1

c¢DNA dizisi (Transkript No: ENST00000247933)

1 GTCACATGGGGTGCGCGCCCAGACTCCGACCCGGAGGCGGAACCGGCAGTGCAGCCCGAA

61

121
33
12

181
93
32

241
153
52

301
213
72

361
273
92

421
333
112

481
393
132

541
453
152

601
513
172

661
573
192

GCCCCGCAGTCCCCGAGCACGCGTGGCCATGCGTCCCCTGLCGCCCLCCGCGCLGCGCTGCT
............................ ATGCGTCCCCTGCGCCCCCGCGCCGCGLCTGLT
............................ -M--R--P--L--R--P--R--A--A--L--L

* R *
GGCGCTCCTGGCCCGCTCCTGGCCGCECCC@GGTGGCCCCGGCCGAGGCCCCGCACCT
GGCGCTCCTGGCCTCGCTCCTGGCCGCGCCCCCGGTGGCCCCGGCCGAGGCCCCGCACCT
--A--L--L--A--8--L--L--A--A--P--P--V--A--P--A--E--A--P--H--L

K * *
GGTGCATGTGGACGCGGCCCGCGCGCTGTGGCCCCTGCGGCGCTTCTGGAGEAGCACAGHE
GGTGCATGTGGACGCGGCCCGCGCGCTGTGGCCCCTGCGGCGCT TCTGGAGGAGCACAGG
--V--H--V=--D--A--A--R--A--L--W--P--L--R--R--F--W--R--S--T--G

* * Kk * * M R Y
CTTCTGECCClGCTGCCACACAGCHAGGCTGACHAGTAGTCCTCAGCTGGGACPAGCA
CTTCTGCCCCCCGCTGCCACACAGCCAGGCTGACCAGTACGTCCTCAGCTGGGACCAGCA
--F--C--P--P--L--P--H--S--Q--A--D--Q0--Y--V--L-=-S—-W--D--0--0

* YR* S *S R *R

GCTCAACCTCECCTATGTGGGEGHCGTECCTCHCCECGGCATCAAGCAGGTCRGGACCCA
GCTCAACCTCGCCTATGTGGGCGCCGTCCCTCACCGCGGCATCAAGCAGGTCCGGACCCA
--L--N--L--A--Y--V--G--A--V--P--H--R--G--I--K--Q--V--R--T--H

Y R ** S R
CTGGCTGCTGGAGCTTGTCACCACCAGGGGGT CCRMTGGACGGGGCCTGAGCTACAACTT
CTGGCTGCTGGAGCTTGTCACCACCAGGGGGTCCACTGGACGGGGCCTGAGCTACARCTT
--W--L--L--E--L--V--T--T--R--G--S--T--G--R--G--L--S--Y--N--F

M R Y R *

CACCCACETGGACEGGTACETGGACCTTCTCAGGGAGAACCAGCTCCHCCCAGGGTTTGA
CACCCACCTGGACGGGTACCTGGACCTTCTCAGGGAGAACCAGCTCCTCCCAGGGTTTGA
--T--H--L--D--G--Y--L--D--L—-L--R--E--N--Q--L—-L--P--G--F--E

ok YR H R W Y

GCTGARGGCAGEECETCBGGCCACTTCACTGACT TIEGAGGACAAGCAGCAGGTGTITGA
GCTGATGGGCAGCGCCTCGGGCCACTTCACTGACTTTGAGGACAAGCAGCAGGTGTTTGA
--L--M--G--8--A--S--G--H--F--T--D--F--E--D--K--Q--Q--V--F--FE

R* * R R Y

GTGGAAGGACTTGGTCTCCAGCCTGECAGGARATACATCGETAGGTABGGACTGGCGCA
GTGGAAGGACTTGGTCTCCAGCCTGGCCAGGAGATACATCGGTAGGTACGGACTGGCGCA
--W--K--D--L--V--S--§--L--A--R--R--Y--T--G--R--Y--G--L--A--H

N R R S S S

TGTTTCCAAGTGGAACTTCGAGACGTGEAATEAGCEAGACCACCACGACTTTGACAACGT
TGTTTCCAAGTGGAACTTCGAGACGTGGAATGAGCCAGACCACCACGACTTTGACAACGT
--V--S--K--W--N--F--E--T--W--N--E--P--D--H--H--D--F--D--N-V

* * * K M * % SW* * * R * RY
CTCCATGACCATGCAAGECTIlCTEAACTACTABEATGCETHECIEEGAGGETCTGCGEGC
CTCCATGACCATGCAAGGCTTCCTGAACTACTACGATGCCTGCTCGGAGGGTCTGCGCGC
--§--M--T--M--Q--G--F--L--N--Y--Y--D--A--C--S--E--G--L--R—A



721
633
212

781
693
232

841
753
252

901
813
272

961
873
292

1021
933
312

1081
993
332

1141
1053
352

1201
1113
372

1261
1173
392

1321
1233
412

1381
1293
432

* * 5 YR K
cceeaceecceecCTeCGCllcGGAGHCCCBGGBEACTCCTTCCACACCCCACCGCGATC
CGCCAGCCCCGCCCTGCGGCTGGGAGGCCCCGGCGACTCCTTCCACACCCCACCGCGATC
--A--S--P--A--L--R--L--G--G--P--G--D--S--F--H--T--P--P--R--§

S YW W * R M
CCCGCTGABCTGGGGCETCCEGCGCCJCTGCCACGACGETACCAACTTETTCACTGGGGA
CCCGCTGAGCTGGGGCCTCCTGCGCCACTGCCACGACGGTACCAACTTCTTCACTGGGGA
--P--L--S--W--G--L--L--R--H--C--H--D--G--T--N--F--F--T--G--FE

Y * Y WK S S
GGCGGGCGTGCGGCEGGACTACATCTJCCTCEACAGGAAGEGTGCGCGCAGCTECATCTC
GGCGGGCGTGCGGCTGGACTACATCTCCCTCCACAGGAAGGGTGCGCGCAGCTCCATCTC
--A--G--V--R--L--D--Y--I--S--L--H--R--K--G--A--R--S--S--1--5

Y * M R
CATCCTGEAGCAGGAGAAGGTCGTCGCGCAGCAGATCCGGCAGCTCTTCCCCARGTTCEC
CATCCTGGAGCAGGAGAAGGTCGTCGCGCAGCAGATCCGGCAGCTCTTCCCCAAGTTCGC
--I--L--E--Q--E--K--V--V--A--Q--Q--I--R--Q--L--F--P--K--F--A

* *x Y xR Y Y v
GGABACCCCCATTTARREGACEAGEGCGGACCCGCTGGTGGGCTGGTCCCTGCCABAGCE
GGACACCCCCATTTACAACGACGAGGCGGACCCGCTGGTGGGCTGGTCCCTGCCACAGCC
--D--T--P--I--Y--N--D--E--A--D--P--L--V--G--W--S--L--P--Q--P

S* R* W S K

GTGGAGGGCEEACGTGACCTACCEGGCCATGGTGGTGARGGT CATCGCECAGCATCAGAA
GTGGAGGGCGGACGTGACCTACGCGGCCATGGTGGTGAAGGTCATCGCGCAGCATCAGAA
--W--R--A--D--V--T--Y--A--A--M--V--V--K--V--T--A--Q--H--Q--N

R Y *S SK *RR  *

CCTGCTACTEGCCAACACEACCTCCGCCTTCCCCTARGCGCTECTGAGCARBGACARTGC
CCTGCTACTGGCCAACACCACCTCCGCCTTCCCCTACGCGCTCCTGAGCARCGACAATGC
--L--L--L--A--N--T--T--S--A--F--P--Y--A--L--L--S--N--D--N--A

s R Y M

CTTCCTGAGCTACCACCCGCACCCETTCECGCAGGCAEGCTCACCGCGCGCTTCCAGGT
CTTCCTGAGCTACCACCCGCACCCCTTCGCGCAGCGCACGCTCACCGCGCGCTTCCAGGT
--F--L--§--Y--H--P--H--P--F--A--Q--R--T--L--T--A--R--F--0--V

* M * * *S

BrAcABRCACCCGCCCGCCGCACGTGCGCTGTTGCCARGCCGGTGCTCAREGCCATGGG
CAACAACACCCGCCCGCCGCACGTGCAGCTGTTGCGCAAGCCGGTGCTCACGGCCATGGG
--N--N--T--R--P--P--H--V--Q--L--L--R--K--P--V--L--T--A--M--G

Y * K * * * * R * S S
GETEBTGGEBGCTGCTEBATGAGGAGEAGCTCTEGGCC@AAGTGTCGCAGGCCEGGGACEGT
GCTGCTGGCGCTGCTGGATGAGGAGCAGCTCTGGGCCGAAGTGTCGCAGGCCGGGACCGT
--L--L--A--L--L--D--E--E--Q--L--W--A--E--V--S--Q--A--G--T--V

* *

CCTGGACAGCAACCACACGGTGGGCGTCCTHECCACGEGCCCACCGCCCCCAGGGCCCGGT
CCTGGACAGCAACCACACGGTGGGCGTCCTGGCCAGCGCCCACCGCCCCCAGGGCCCGGC
--L--D--S--N--H--T--V--G--V--L--A--S--A--H--R--P--Q--G--P--A

*

CGACGCCTGGCGCGCCGCGGTGCTGATCTACGCGAGCGACEACACCCGCGCCCACCCCAA
CGACGCCTGGCGCGCCGCGGTGCTGATCTACGCGAGCGACGACACCCGCGCCCACCCCAA
--D--A--W--R--A--A--V--L--T--Y--A--S--D--D--T—--R--A--H--P--N



1441
1353
452

1501
1413
472

1561
1473
492

1621
1533
512

1681
1593
532

1741
1653
552

1801
1713
572

1861
1773
592

1921
1833
612

1981
1893
632

2041
1953
652

R Y
CCGCAGCETCGCGGTGACCCTGCGGCTGCGCGGGGTGCCCCCCGGCCCGGGECTGGTCTA
CCGCAGCGTCGCGGTGACCCTGCGGCTGCGCGGGGTGCCCCCCGGCCCGGGCCTGGTCTA
--R--8--V=--A--V--T--L--R--L--R--G--V--P--P--G--P--G--L--V--Y

Y M YR Y*Y Y
CGTCACGCGCTABCTGGACAACGGGCTCTGCAGCCCCGAEGGCGAGTGGEEGCECTGGG
CGTCACGCGCTACCTGGACAACGGGCTCTGCAGCCCCGACGGCGAGTGGCGGCGCCTGGG
--V--T--R--Y--L--D--N--G--L--C--S--P--D--G--E--W--R--R--1--G

S SM * K *
CCBGCCEGTCTTCCCACBGCAGAGCAGTTCCGGCGCAJGCGCGCGGCTGAGGACCCGGT
CCGGCCCGTCTTCCCCACGGCAGAGCAGT TCCGGCGCATGCGCGCGGCTGAGGACCCGGT
--R--P--V--F--P--T--A--E--Q--F--R--R--M--R--A--A--E--D--P--V

S
GGCCGCGGCGCCCCGCCCCTTACCCGCCGGCGGCCGCCTGACCCTGCGCECCGCGCTGCG
GGCCGCGGCGCCCCGCCCCTTACCCGCCGGCGGCCGCCTGACCCTGCGCCCCGCGCTGCG
--A--A--A--P--R--P--L--P--A--G--G--R--L--T--L--R--P--A--L--R

S * * K

GCTGCEGTCGCTTTTGCTGGT@CACGTGTGTGCGCGCCCCGAGARGCCGCEEGGGCAGGT
GCTGCCGTCGCTTTTGCTGGTGCACGTGTGTGCGCGCCCCGAGAAGCCGCCCGGGCAGGT
--L--P--S--L--L--L--V--H--V--C--A--R--P--E--K--P--P--G--Q--V

s Y Y y*
BACGEGGCTCCGCGCCCTGCCCCTGACCARGGGCAGCTGGIIICTGGTCTGGTCGGATGA
CACGCGGCTCCGCGCCCTGCCCCTGACCCAAGGGCAGCTGGTTCTGGTCTGGTCGGATGA
--T--R--L--R--A--L--P--L--T--Q--G-=-Q--L-=V--L-=V--W--S--D--E

R R *R Y R Y
ACACGTGGGCTCCAAGTGCCTGTGGACATACGABATC@AGT TCTETCAGGACGGTAAGGE
ACACGTGGGCTCCAAGTGCCTGTGGACATACGAGATCCAGTTCTCTCAGGACGGTAAGGC
--H--V--G--S--K--C--L--W--T--Y--E--T--Q--F--S--Q--D--G--K--A

R Y S Yy ok S *
ETACACCCCGGTCAGCAGGAAGCCATCGACCIICAACCTETITGTGT TCAGCCCAGACAC
GTACACCCCGGTCAGCAGGAAGCCATCGACCTTCAACCTCTTTGTGTTCAGCCCAGACAC
--Y--T--P--V--8--R--K--P--S--T--F--N--L--F--V--F--S--P-=D--T

SR * B VRY *R *D
AGGTGCTGTCTCTGGCTCCTACCGARTTGBGCCcCTGGACTACHGGCCGACCAGGCCC
AGGTGCTGTCTCTGGCTCCTACCGAGT TCGAGCCCTGGACTACTGGGCCCGACCAGGCCC
--G--A--V--8--G--S--Y--R--V--R--A--L--D--Y--W--A--R--P--G--P

* x Y Yy R K
crrcTlicGAcccTGlGCEGTACETGIAGGTCCCTGTECCARGAGGGCCCCCATCCCCRGG
CTTCTCGGACCCTGTGCCGTACCTGGAGGTCCCTGTGCCAAGAGGGCCCCCATCCCCGGG
--F--8--D--P--V--P--Y--L--E--V--P--V--P--R--G--P--P--S--P-G

R Y **R R Y
CAATCCA-GCCTGT GCTGAGCCCCAGTGGGTTGCACCTCCACCGGCAGTCAGCGAGCT
A AT CC AT G . ittt et e e et e e ettt ettt ettt iee e
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