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TAY-SACHS HASTALIGINDA HETEROZIGOT
KINETIGI

incilay SINICI', H. Asuman OZKARA'

HETEROZYGOTE KINETICS OF TAY-SACHS DISEASE

Summary: Kinetic properties of Hexosaminidase A (Hex A) of heterozygote Tay-Sachs patients were analyzed in this study.
Hex A was isolated fram leukacyte homogenaies using DE 52 ion-exchange chromatography and kineric analvses of the
isolated enzymes were performed. Kinetic analyses revealed similar Km and Vinax values to those of control. When the
inhibitors NAG and NAGP were wsed 1o distinguish two active sites of Hex A, a compenitive infuibition with NAG and a slight
noncompetitive inhibition by NAGF were observed. At high concentrations of inhibitor NAG, competitive inhibition was found
to decrease in heterozygotes which accounts for the satwrated less enzyme.

Key Words: Tay-Sachs disease, Hex A, heterozygore kinetics

Ozet: Bu galiymada, Tay-Sachs tagtviclarinda theterozigotiarinda) Heksozaminidaz A (Hex A) enziminin kinetik ozellikleri
analiz edildi. DE 52 iyon-degistivici kolon kromatografisi kullamlarak lékosit homojenatlarindan Hex A izole edildi ve izole
edilmis enzimlerde kinetik analiz gerceklestivildi. Kinetik analizde kontrole benzer Km ve Vi degerleri tespit edildi. Hex
A'nin iki akiif bolgesini birbirinden avirt etmek igin NAG ve NAGP inhibitorleri kullanmddiginda, NAG ile kompetitif
inhibisyon ve NAGP ile hafif derecede nonkompetitif  inhibisyon gizlendi. Yiksek NAG  inhibitéri derigiminde
heterozigotlarda kompetitif inhibisyonun azaldigi bulundu ve bu olay heterozigotlardaki satiive dwrumdaki diigiik enzim
miktaring baglandr.

Anahtar Kelimeler: Tay-Sachs hastalig, Hex A, heterozigot kinetigi
de ise hastalarda normalin %10-25"1 aktivite bulun-

maktadir. Infantil tiplerde enzim tam eksik oldugu i-
¢in kinetik analiz yapilamamakta, juvenil ve erigkin

GIRIS

Tay-Sachs hastalifi, GM2 gangliozidozlar iginde

en sik gortilenidir ve otozomal resesif gegisli hasta-
liklar igin prototip olmustur. Lizozomal enzim N-a-
setil-b-heksozaminidaz (Hex) (EC 3.2.1.52) A'nin a-
altbirim geninde tammlanmis ¢ok sayida mutasyon
enzimin defektif olmasina ve klinik bulgularin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir (1-3). Tay-5achs hastali-
g1 klinik olarak heterojendir. Infantil, juvenil ve erig-
kin tipleri vardir. En erken baglayan infantil tip prog-
nozu en katia olamdir. Juvenil ve eriskin tiplerde kli-
nik fenotip rezidiiel enzim aktivitesinin diizeyi ile ko-
relasyon gosterir (4,5). Infantil tipte homozigotlarda
enzim tam eksiktir. Heterozigotlarda normalin yan-
sindan daha az seviyededir. Juvenil ve erigkin tipler-

tiplerde kinetik analiz miimkiin olabilmekredir.
Tay-Sachs hastaligini eradike etmek amaci ile ta-
siyici tarama programlan gelistirilmigtir. Serum ve
l6kositlerde 1s1 inaktivasyon esasina dayanan yéntem
Hex A'min analizi igin en yaygin olarak kullamlan
yontemdir. Askenazi-Musevilerinde bu sayede 1/29
olan hastalik insidans: 25 vil iginde %90 azaltilmastir.

Eksikliginde Tay-Sachs hastalifi olan Hex A, Hex
enziminin bir izoenzimidir. Hex'in 3 adet izoenzimi
vardir: Hex A, Hex B ve Hex S. Hex A ab, Hex B bb,
Hex S aa altbirimlerinden olusur ve dimer yapidadir-
lar. Altbirimler ancak dimer olusturduklar zaman ak-
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tiftirler. Dimer yapidaki enzimin b-altbirimi ndétral,
suda ¢6ziinebilen dogal (glikoprotein, glikolipid) ve
sentetik substratlari [4-MUG (4-metilumbelliferil-b-
D-N-asetilglukozaminid)], a-altbirimi ise buna ek o-
larak negatif yiiklii dogal (GM2 gangliozid) ve sente-
tik [4-MUGS (4-metilumbelliferil-b-D-N-asetilgluko-
zamin-6-siilfat)] substratlan hidroliz edebilir (3-5).

Hex izoenzimleri molekiil agirhiklan, izoelektrik
noktalary, tasidiklan yiitk ve 1siya dayamkhhk farkli-
liklari agisindan birbirlerinden farkhidirlar, [zoenzim-
ler bu 6zelliklerine gore SDS-PAGE, iyon degistirici
kolon kromatografisi, izoelektrik fokuslama gibi tek-
nikler ve 1s1 inaktivasyon yéintemi ile birbirlerinden
aynlabilirler (3-9). izole edilmis Hex A ve Hex B'nin
sentetik substrat 4-MUG icin Km ve Vm degerleri
ayni denecek kadar birbirlerine yakindir. (Km = 0.7-
0.9 mM ve Vm = 10-20 mmol/saat/mg protein). Hex
A’nin negatif yiiklii sentetik substrat 4-MUGS igin
Km degeri 0.2-0.3 mM iken Hex B'nin Km degeri
yaklasik bunun 10 kati kadardir. Substratin ¢éziiniir-
ligiintin simirh olmasi nedeniyle tam degeri hesapla-
namamaktadir. Hex B MUGS’u hidroliz edebilmekte
fakat hidroliz hizi Hex A'nin lnzimin %1.3°1 diizeyin-
de kalmaktadir. Hex A'nin katalitik verimi sentetik
ve dogal substratlar igin g¢ok benzerdir. MUGS igin
keat/Km 800/0.25 103 M iken GM2-aktivatir komp-
leksi igin 1/0.2 106 M dir (3,10).

Bu calismada, enzim ve DNA diizeyinde Tay-
Sachs olarak tespit edilen bir homozigot hastamn, en-
zim ve DNA diizeyinde heterozigot oldugu saptanan
ailesinde Hex A izoenziminin kinetik 6zellikleri ana-
liz edildi.

GEREC ve YONTEM

Likosit izolasyonu

Histopaque 1077 ile kan hiicreleri dansitelerine
gire aynildi ve 16kosit tabakas: alinarak PBS (Phosp-
hate Buffered Saline) ile 2 kez yikamamn ardindan
santrifiijle lGkositler elde edildi.

Homojenizasyon

Likosit peletleri, 3 kez dondurup ¢zme yintemi
ile homojenize edildi. Mikrofiijde 13000xg"de 1 dk

santrifiijiin ardindan siipernatanlar ayrnlarak 4°C’de
sakland.

Diyaliz

10 mM pH 6 potasyum-fosfat tamponu iginde
0,5cm ¢apindaki divaliz membranina 400ml’lik par-
calar halinde trnekler konulup 4°C’de 5 saat diyaliz
edildi. Diyalizatlar 2000xg’de 10 dk santrifiijiin ar-
dindan siipernatanlar1 aynlarak -20°C’de sakland:
(0).

iyon degistirici kolon kromatografisi

1.0°6.5 ¢cm boyutlarinda DEAE-seliiloz DE 52 ko-
lonu (Whatmann, Maidstone, Ingiltere) 10mM pH 6.0
potasyum fosfat tamponu ile dengelendi. Diyalizatlar
dengelenmis kolona uygulandi. Hex A, kolona ayni
tamponda 0-0.25M NaCl gradiyenti uygulanarak elde
edildi. Fraksiyon kolektorii ile 1 ml’lik fraksiyonlar
60 tipte toplandi. Fraksiyonlarin protein igerikleri
280 nm'de spektrofotometrede verdikleri absorbans i-
le takip edildi (6,11,12).

Enzim Aktivitesi ve Protein Miktar: Ol¢iimleri

Diyalizatlarda ve fraksiyonlarda Hex aktivitesi
substrat 4-MUG (Sigma, USA) kullamlarak fluoro-
metrede olgilldii (13,14). Protein miktari tayininde
Lowry ve arkadaslarimin Gnerdigi yontem kullanil-
di.(15).

Kinetik Analiz

Hex enzimine Ozgiil nitral inhibitér N-asetilglu-
kozamin (NAG) (Sigma, ABD) 2.5mM, 5mM,
7.5mM olacak sekilde, 0.1M pH 4.5 sitrat-fosfat tam-
ponu iginde ¢bziilmiiy 0.4mM, 0.8mM, 1.2ZmM,
1.6mM, 2mM substrat 4-MUG ¢&zeltisi i¢inde ayn
ayrt hazirlandi. Hex A enzimine 8zglil negatif yiiklil
inhibitdr N-asetilglukozamin-6-PO4 (NAGP) (Sigma,
ABD) 2mM, 3mM olacak sekilde, 0.1 M pH 4.5 sit-
rat-fosfat tamponu iginde ¢oziilmiis 0.4mM, 0.8mM,
1.2mM, 1.6mM, 2mM substrat 4-MUG ¢ozeltisi igin-
de ayri ayn hazirlandi. Hex aktivitesi yiiksek ¢ikmisg
fraksiyonlarda, gesitli konsantrasyonlarda inhibit&r-
lerle hazirlanmis degisik konsantrasyonlardaki subs-
tratlar kullamilarak Hex aktivitesi dlgtimii yapildi. Her
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Tablo I NAG ve NAGP inhibitorlerinin varliginda elde edilen
kineiik sabitler

jf £ | KONTROL KARDES ANNE BABA
ZE¥E
: 3
- = | Km Vm Km Vm Km Vm Km Vm
OmdM
NAGS 1.08 169 119 243 L6 4,78 LIl 1.31
MUG
2,5mM
NAGS 104 169 20 143 211 4,78 2,06 1.31
MUG
SM

NAGH 4,05 1,69 552 2.43 n 478 348 1.31
MUG

7.5mM
NAGY 518 1.69 592 243 388 4.78 156 1.1
MUG

LUTIAY
NAGPH 117 1.69 1.0 3 1,18 32 1.15 0,34
MUG

2mM
NAGPH 1,17 1,29 106 22 118 o9 115 077
MUG

A
NAGP! LT 146 106 .50 1.18 288 1.15 0.75
MUG

TARTISMA

Simdiye kadar Tay-Sachs hastalif1 i¢in heterozi-
got olan bireylerde Hex A’min katalitik ve kinetik &-
zelliklerini belirleyen sayih ¢ahigma yapilmistir (3-
5,11). Yaptigimiz galigmada, enzim ve DNA diize-
yinde Tay-Sachs heterozigotlugu tespit edilen bir ai-
lede Hex A 1zoenziminin kinetik tzelliklerini belirle-
meyi amagladik.

4-MUG ile yapilan kinetik g¢aligmalarda Hex A
igin farkh Km degerleri bildirilmigtir: 1.3 mM, 0.91
mM, 0.7 mM, 0.64+0.082 mM (3-5,11). Benzer ola-
rak ¢alismamizda saglikh bireylerde ortalama Km de-
geri 1.125 mM olarak tespit edildi. Anne ve babanin
Hex A’larinin substrat 4-MUG igin bulunan Km de-
gerlerinin ortalamasi 1.15 mM olarak bulundu. Bu
deger literatiirde yer alan degerlere ve bizim normal
Hex A enzimine sahip oldugunu bildigimiz bireyler-
de buldugumuz degere olduk¢a yakin gikmistir. Bu
sonug, heterozigot bireylerde Hex A enziminin nor-
mal Hex A enzimi ile aym ilgide 4-MUG’u bagladi-
gini gostermektedir. Enzim miktarinin azhg normal
fizyolojik substrat konsantrasyonunda Km'i degigtir-
memektedir.

Calismamizda kullandigimiz  nétral  inhibitor
NAG. notral substrat 4-MUG ile benzer yapiya sahip-

tir, NAG kullamldiginda elde edilen degerlerle gizi-
len Lineweaver-Burk dogrulan kompetitif tipte inhi-
bisvon varligini gdstermistir. Kompetitif' inhibisyon-
da substrat ve inhibitér ayni bélgeye baglanmak igin
birbirleri ile yangirlar, Hex A enziminin hem a hem
de b-altbirimi aktf merkezi nitral substrat 4-MUG u
baglar. Notral inhibitériimiiz NAG da her iki aktif
bolgeye baglanarak kompetitif tip inhibisyona yol ag-
mistir. Anne ve babada yiiksek derisimde inhibitor
kullamldiginda kontrol ile kargilastinldigi zaman in-
hibisyonun daha az oldugu gézlenmistir. Km degerle-
ri de vyiiksek inhibitér derisimlerinde kontrole gore
daha kiigitk bulunmustur. Bu bulgu, heterozigot ola-
rak tespit ettigimiz anne ve babanin heterozigotlarda
diisiik olan Hex A aktivitesi ile agiklanabilir. Karde-
sin Km degerleri ve Lineweaver-Burk dogrulan kont-
rolle benzer ¢ikmistir. Anne ve babadaki Hex A'min
yiiksek inhibit6r derisimlerinde kontrole gére daha az
inhibe olmasi enzimin miktarindaki azalma sonucu
erken saturasyona baghdir.

Negatif yiiklii inhibitér NAGP nétral substrat 4-
MUG ile kullamlmustir. Farkli substrat derisimlerinde
farkli inhibitér derigimleri kullanilarak elde edilen
verilerle ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri az mik-
tarda nonkompetitif tip inhibisyon varhgim goster-
migtir. Nonkompetitif tip inhibisyonda inhibitor, ka-
talitik bélgede substratin baglandi@ bélgeden farkh
bir yere baglanarak substratin hidrolizini etkilemekte-
dir. NAGP Km’de degisiklik yapmadig ve Vm'i et-
kiledigi igin nonkompetitif tip inhibisyon yapmugtir.
Negatif yiiklii substratlarin  a-altbirimindeki akuf
merkeze baglandigi bilindiginden NAGP de a-akuif
merkez yakiminda bir yere baglanmig ve substrat hid-
rolizini etkilemis olmahidir. Anne ve babada kontrole
giire anlamh farklihk bulunmamustir,

Hex A aktivitesinde kayba yol agan mutasyonlar
akut forma neden olurken, kiigiik miktarda rezidiiel
Hex A aktivitesine neden olan mutasyonlar daha 1-
limli seyreden ve daha geg ortaya ¢ikan Tay-Sachs ti-
pine neden olmaktadir. Normal hiicrelerde katabolik
sistemin hizi, yikilacak substratlarin lizozomlara giris
hmzindan fazladir. Vi’yi yikilacak substratlarin bdlme-
ye girig hizi olarak, Vm’i de katabolik sistemin hizy
olarak tanimlarsak; normal hiicrelerde Vm=Vi'dir.
Katabolik hiz substratlarin giris hizindan kiigiik hale
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gelirse geri doniigtimsiiz ve giderek artan substrat bi-
rikimi meydana gelerek hastahk olusur, Vm<Vi hali-
ne gelir. Vm=Vi olursa tiim enzim molekiillern en-
zim-substrat kompleksi seklinde olacaktir. Michaelis-
Menten esitligine gore, dengedeki substrat konsan-
trasyonu rezidiiel enzim aktivitesinin bir fonksiyonu
olarak hesaplanabilir. Normal hiicrelerde substrat
konsantrasyonu Km degeriden ¢ok diisiiktiir. Bu ne-
denle kalitsal hastaliklar: tagiyan heterozigot bireyler-
de Vm'de %50 den %20 degerine kadar azalma has-
talik olusturmamaktadir. Katabolik enzim aktivitesin-
deki digiklik, enzimin yiiksek substrat saturasyonu
ile kompanse edilebilir. Bu kompansasyon mekaniz-
masi katabolik hizin substrat giris hizina esitlenince-
ye kadar gecerlidir. Bu esik degerde tiim enzim mole-
kiilleri, enzim-substrat kompleksleri seklindedir. Re-
zidliel enzim aktivitesinin esik degere diigmesine ka-
dar hig substrat birikimi olmaz. GM2 gangliozidozlu
hastalarin fibroblast kiiltiirlerinde bu esik degerin al-
tinda substrat giris hizinin da enzim aktivitesi ile dog-
rusal olarak azaldigr bulunmustur. Eriskin tip hasta-
larda jiivenil tip hastalara gire, jiivenil tip hastalarda
infantil tipe gére daha yiiksek katabolik hiz bulun-
mustur. Bu olay Tay-Sachs hastalarinda bulunan rezi-
diiel enzim aktivite degerleri ile semptomlarin basla-
ma yagi ve klinik seyir arasinda bir iligkinin oldugunu
bize giistermektedir. Infantil tipte GM2 gangliozidin
tiim sinir sisteminde daha ¢ok biriktigi gozlenmigtir,
Bagka bir deyisle homoallelik ve heteroallelik mutas-
yonlar sonucunda katabolik sistem farkh rezidiiel ak-
tiviteler gdsterir ve bu hastaligin patogenezi ile ilgili-
dir. Bu olay genotip ile fenotip arasinda baglanti sag-
lamakta ve heterozigot bireylerde neden hastalik bul-
gularimin goriilmedigini agiklamaktadir (16). Bu ¢a-
hsmada da yiiksek NAG inhibitér derisimlerinde he-
terozigotlarda izlenen daha az inhibisyon normal al-
lelden gelen normalin yarisi miktardaki enzim mikta-
ri ile iliskilidir.

Yapilan az sayida ¢aligmaya ek olarak bu ¢alisma
Tay-Sachs hastah@imin heterozigot kinetiginin daha
ivi anlasiimasina katkida bulunmustur.
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