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ONSOz

Tay-Sachs hastalii insan 15. Kromozomunda bulunan HexA genindeki
mutasyonlarin sebep oldugu ve B-Hekzosaminidaz A enzim eksikligi sonucu ortaya ¢ikan
olimcdl bir lizozomal depo hastalididir. Otozomal ¢ekinik olarak kalitilan ve bir cocukluk ¢agi
hastaligi olan Tay-Sachs’in patolojisini daha iyi anlamak ve uygun ila¢ tedavi yontemleri
gelistirmek amaci ile B-Hekzosaminidaz A eksikligi olan fare modeli (HexA') yaratiimis fakat
insandaki lizozomal depo hastalidi bulgulari bu farelerde gézlenmemigtir. Bunun sonucunda
insan ile fare arasinda GM2 glikolipidlerin yikim yolaklarinin farklh oldugu, farede bir ya da
daha fazla sialidaz enziminin yer aldigi bir bypass mekanizmasinin varligdi ileri sGrulmustar
(SANGO, 1995). Haziran 2012’'de sonugclandirilan hizli destek projemizde bu hipotezi test
etmek amaci ile B-Hekzosaminidaz A ve sialidaz Neu4 eksikligi olan farelerin (HexA”, Neu4™”
) yani sira B-Hekzosaminidaz A ile birlikte iki sialidaz (Neul ve Neu4) enzim eksikligi olan
farelerin (HexA”"Neu4’Neul”) beyin gangliosid diizeyleri ince tabaka kromatografisi analiz
edilmis ve 9 aylik farelerin beyin dokusunda gangliosid GM2 yani sira dijer gangliosid
miktarlarinda da farkhhklar gérilmuastir. Bu proje kapsaminda ise sialidaz enzimlerinin
farelerde gangliosid yikim yolagindaki rolini daha iyi anlamak igin 3, 6 ve 9 aylik fare
beyinleri immunohistokimyasal, biyokimyasal ve molekuler biyolojik yontemler kullanarak

analiz edilmistir.
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OzZET

HEXOSAMINIDASE A VE SIALIDAZ ENZiM EKSIKLIGi BULUNAN FARE BEYINLERININ
IMMUNOHISTOKIMYASAL, BiYOKIMYASAL VE MOLEKULER BiYOLOJIK YONTEMLER
ILE ANALizi

Tay-Sachs hastaligi 6limcil bir lizozomal depo hastaligidir. Bu hastalikta gangliosid
GM2 adh glikosifingolipid B-Hekzosaminidaz A eksikligi sonucu yikilamayarak lizozomlarda
birikmekte ve 6zellikle sinir hicrelerinin 6limuine neden olmaktadir. Tay-Sachs hastaliginin
fare modeli (HexA™”) uzun vyillar énce yaratilmis fakat farelerde bu hastalh@in bulgulari
gbzlenmemistir. insan ile fare arasinda gangliosidlerin yikim yolaklarinin farkli oldugu ve bu
nedenle Tay-Sachs farelerinde B-Hekzosaminidaz A enzim eksikligi olmasina ragmen bir
‘bypass’ mekanizmasi ile gangliosid GM2'nin yikildigi digunilmektedir (SANGO, 1995).
Memelilerde tanimlanan 4 farkh sialidaz (Neul, Neu2, Neu3 ve Neu4) enziminin ise bu
‘bypass’ ta rol alabilecegi ileri surllmektedir. Haziran 2012’de sonuglandirilan hizli destek
projemizde bu hipotezi test etmek amaci ile B-Hekzosaminidaz A ve sialidaz Neu4 eksikligi
olan farelerin (HexA™, Neu4™) yani sira B-Hekzosaminidaz A ile birlikte iki sialidaz (Neul
ve Neu4) enzim eksikligi olan farelerin (HexA”Neu4”Neul™) beyin gangliosid diizeyleri ince
tabaka kromatografisi calisiimistir ve 9 aylik farelerde beyin dokusunda gangliosid GM2 yani
sira diger gangliosid miktarlarinda da farkliliklar gértlmistir. Bu projenin amaci ise 3,6 ve 9
aylik fare beyinlerinin immunohistokimyasal, biyokimyasal ve molekiler biyolojik ydntemler
kullanarak analiz etmektir. Boylece sialidaz enzimlerinin farelerde gangliosid yikim

yolagindaki rolinu daha iyi anlamak mumkun olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Tay-Sachs, Fare Modeli, Sialidaz, Lizozom
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ABSTRACT

IMMUNOHISTOCHEMICAL, BIOCHEMICAL AND MOLECULAR BIOLOGICAL ANALYSIS
OF MOUSE BRAIN TISSUES WITH THE DEFICIENCY OF B-HEXOSAMINIDASE A AND
SIALIDASES

Tay-Sachs disease is one of the lethal lysosomal storage disorders. In Tay-Sachs disease [3-
hexosaminase A deficiency causes the accumulation of sphingolipid GM2 ganglioside and
neural death. Tay-Sachs disease mouse model (HexA-/-) was generated long time ago but
disease phenotype was not observed. It has been speculated that in human and mouse
gangliosid degradation pathways are different and there is metabolic bypass mechanisms
where ganglioside GM2 is degraded although there is B-hexosaminase A deficiency in
mouse (SANGO, 1995). It is suggested that mammalian sialidases (Neul, Neu2, Neu3 and
Neu4) are involved in that bypass mechanisms. To test this hypothesis we analyzed brain
ganglioside levels from double knockout mouse model with combined 3-hexosaminase A and
Neu4 sialidase (HexA” , Neud™) as well as triply knockout model with B-hexosaminase A,
Neu4 sialidase and Neul sialidase (HexA”Neu4”Neul™) by thin layer chromatography in
our previously supported project. We observed that not only gangliosid GM2 level but also
other gangliosid levels elevated especially in 9 months old mice brain studied. The aim of our
proposed project is to perform further immunohistochemical, biochemical and molecular
biological analysis of brain tissues from 3, 6 and 9 months old mice with B-hexosaminase A
and sialidases deficiencies and understand better the role of sialidases in ganglioside

degradation pathway.

Key Words: Tay-Sachs, Mouse Model, Sialidase, Lysosome
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BOLUM 1

GiRIiS

Tay-Sachs hastaligi GM2 gangliosidosis olarak bilinen lizozomal depo hastaligidir.
Sandhoff hastaligi ise bir diger GM2 gangliosidosis hastaligi olup klinik olarak Tay-Sachs
hastaligi ile ¢cok benzerdir. Sandhoff hastaliyi daha siddetli seyir eden bir hastalik olmasin
yani sira her iki hastalikta kas zayifigi, koérlik, nérodejenerasyon ve epilepsi krizleri
gorulirve hastalar genellikle 2-4 yas arasinda 6lmektedir. Bu iki GM2 gangliosidosis HEXA
ve HEXB genlerindeki mutasyonlarin B-Hekzosaminidaz A enzimi eksikligine bagl olarak
GM2 gangliosidinin yikilamiyarak lizozomlarda birikmesi sonucu ortaya c¢ikar ve tedavisi
heniz mimkin degildir. Ozellikle sinir hiicrelerinde bulunan lizozomlarda GM2 birikimi
noronlarin dlumine neden olmaktadir. B-Hekzosaminidaz A ve B genlerini fare embriyonik
kok hlcrelerde hasara ugratarak fare modeli yapilmistir. Sandhoff farelerinde (HexB™) erken
dénemde (3 aylik) siddetli klinik bulgular gézlenirken Tay-Sachs farelerinde (HexA”") nérolojik
anomaliler 12. aya kadar gbézlenmemistir. Bu nedenle insan ile fare arasinda glikolipidlerin
yikim yolaklarinin farkli oldugu, HexA™ farelerinde bir ya da daha fazla sialidaz enziminin yer
aldigi bir bypass mekanizmasi ile GM2’nin yikilarak cok yavas biriktigi ve bu nedenle farede

hastalik bulgularinin cok ileri ddnemde ortaya ¢ikabildigi ileri surlimuagstir (SANGO, 1995).

Sialidaz Neu4 lizozomda lokalize olmus bir enzimdir ve in vitro sartlarda GM2 gibi
gangliosidlere karsi aktivitesi oldugu gosterilmistir (SEYRANTEPE, 2004). Neu4” farelerinin
beyinlerinde ise anormal gangliosid icerigi (artan GD1a ve azalan GM1 gangliosid orani) ince
tabaka kromatografisi analizi ile daha &6nce gosterilmistir (SEYRANTEPE, 2008). B-
Hekzosaminidaz A ve sialidaz Neu4 genleri hasara ugratiimig fareler (HexA”Neu4™)
yartilmis ve bu farelerin %40’ inda GM2 birikimindeki artigla orantili epilepsi krizleri
g6zlenmistir. Sadece B-Hekzosaminidaz A ve sadece Neu4 eksikligi olan farelerde ise bu tir
semptomlara rastlanmamistir. Ayrica HexA”"Neu4”’ farelerin beyin korteks ve hipokampts
noéronlarinda GM2 gangliosit birikimi gézlenmigtir (SEYRANTEPE, 2010). Bu sonuglar
sialidaz Neu4’lin Tay-Sachs fare modelinde modulatér bir gen oldugu, metabolik bypass ile
farelerdeki hastalik bulgularini azalttigini ileri strilmUstiir. HexA”Neu4’ farelerinin sadece
%40'inda hastalik bulgularinin gézlenmesi sialidaz Neu4’'un HexA” farede goriilen metabolik
bypassta rol alan tek sialidaz olmadigini diger sialidazlarinda rollerinin olabilecegini
dusundirmuistir (SEYRANTEPE, 2010).



Daha once yaratilan ve Ugli enzim eksikligi olan farelerin (HexA” Neu4’Neul”) beyin
glikolipid profillerinin tekli (HexA” ve Neu4”) ve giftli (HexA"Neu4’) enzim eksikligi olan
farelerle karsilastirimasi 2012 yilinda desteklenen 1002 projemiz kapsaminda yapilmigtir
(Proje No: 111S018). Bu uglu fare modelinde sialidaz Neud4 ve B-Heksozamidaz A
enzimlerinin aktiviteleri %0 iken, sialidaz Neu7?'in yaklasik %8-10 enzim aktivitesi vardir
(SEYRANTEPE, 2010). Bu projedeki amacimiz Uglii enzim eksikligi olan farelerin (HexA™”
Neu4”Neul”™) beyinlerinin immunohistokimyasal, biyokimyasal ve molekiler biyolojik
yontemler kullanarak daha ayrintili analiz etmek ve sialidaz Neu4 ve Neu?’in birlikte yikim

yolagindaki rolinu anlamaktir.



BOLUM 2
GEREG ve YONTEM

Calismamizda, TUBITAK SBAG tarafindan daha ©6nce desteklenen “B-
hekzosaminidaz A ve sialidaz enzim eksikligi olan farelerde beyin lipid profilinin ¢ikariimasi”
adll 1113018 numarali 1002 hizli destek projesi suresince ciftlestirilerek elde edilmis farkli
enzim eksiklikleri olan fareler kullaniimistir. Bu fareler tekrar giftlestirmeye konulmus ve 3, 6
ve 9 aylik olduklarinda calismaya alinmistir. Immunuhistokimya analizleri icin fiksasyon,
enzim aktivite 6lcimleri ve ekspresyon analizleri icin taze beyin dokularinin alinmasi islemleri
farelerin proje suresince barindirldigi Ankara’da bulunan Kobay Deney Hayvanlari
Laboratuarinda yapilmigtir. Fare ile ilgili 6n islemler Kobay Deney Hayvanlari Laboratuarinda
tamamlandiktan sonra alinan dokulardan enzim aktivite élcimleri, ekspresyon analizleri ve
fiske edilen beyin dokularindan kesitlerin alinmasi ile GM2 gangliosidi ile immunohistokimya
calismalari Prof. Dr. Volkan Seyrantepe’nin IYTE Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bélimiindeki
Laboratuarinda gerceklestiriimistir. Calismamizda her deneysel analiz icin 3, 6 ve 9 aylik yas
gruplari olusturulmus ve her fare grubundan 3’er adet analiz edilerek istatistiksel anlam elde
edilmeye ¢alisiimistir. Calismamizda kullanilan fare gruplarinin genotipleri su sekildedir;

1. Grup; Normal (Wildtype — WT)

2. Grup; HexA™

3. Grup; Neu4”

4. Grup; HexA”Neu4 ™"

5. Grup; HexA”"Neu4’Neul™”

2.1. IMMUNOHISTOKIMYASAL ANALIZLER

imminohistokimyasal analizler icin fareler paraformaldehit ile katilastirimistir
(fiksasyon). Bu amacla kalpten perfizyon metodu kullaniimis ve beyin ornekleri fiske
edilmistir. Oncelikle anestetik ile uyusturulan farelerin goégus kafesleri agilarak enjektor ignesi
yardimi ile %0,9 NaCl solisyonunu kalp ve dolasim sistemi araciidi ile tim dokulara
ulastinimistir. Tim organlardan kan dokusu temizlenmesi sonrasinda taze hazirlanan %4
paraformaldehit dolasim sistemi araciligi ile organlarin katilastirilmasi igin kalpten tatbik
edilmistir. Katilagsma islemi sonucu beyin cikartiimis, bir gece %4 paraformaldehitte
bekletildikten sonra dokuda kalan suyun uzaklastirilmasi i¢in sukroz gradientine tabi
tutulmustur. 2’ser saat %10 ve %20 sikrozda bekletildikten sonra bir gece %30’luk stikrozda

tutulmus ve sonrasinda ince kesitler alabilmek amaci ile OCT igeren bloklar icine gémulmus



ve -80°C’de saklanmigtir. Projemizde TUBITAK tarafindan desteklenen “Lizozomal Katepsin
A Enziminin Vazoaktif Peptid Biyolojisindeki Roll” baglkli 1001 projesi kapsaminda makine-
techizat kaleminden alinan Leica Cryostat (CM1850-UV) cihazi kullanilarak, organlar -20°C
sicaklikta 10-12 pikron kalinhdinda kesilmis ve alinan kesitler poli-lizin kapli lamlar (slayt)
Uzerine aktariimistir. Analiz yapilacagi zaman slaytlar -80°C’den ¢ikartilimis ve Uzerinde
OCT’nin erimesi icin 54°C de 15 dakika isitiimistir. %4 paraformaldehit ile oda sicakliginda
15 dakika muamele edilerek fiksasyon islemi tekrarlanmistir. Daha sonra %3 H>O,: metanol
icerisinde 15 dakika bekletilerek hicre icinden gelen peroksidaz aktivitesi engellenmistir.
Sonrasinda slaytlar 1X fosfatli tuz solisyonu (PBS) ile 5 dakika yikanmistir. Bloklama
%0.3Triton-X-100-1X PBS iginde ¢6zllmius %5’lik kegi serumu ile oda sicakliginda nemli
sicak ortamda 1 saat bekletilerek yapiimistir. Sonrasinda slaytlar %0.3Triton-X-100-1X PBS
ile 3 kez 5’er dakika yikanmigtir. GM2 gangliosidi igin birincil antikor (KM966) 1.5% kegi
serumu iceren %0.3 Triton-X-100-1X PBS icinde 1:800 konsantrasyonunda c¢o6zulerek
hazirlanmis ve slaytlar tzerine eklenerek 2 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra slaytlar 1X
PBS ile 3 kez 5er dakika yikanmistir. ikincil antikor (DyLight 488 -Thermo) 1:800
konsantrasyonunda 1X PBS icinde hazirlanmis ve slaytlar tizerine eklenerek 1 saat inklbe
edilmis ve slaytlar 1X PBS ile 3 kez 5’er dakika yikanmistir. Suyun uzaklastiriimasi igin
sirayla %70 etanol, %100 etanol ve ksilen i¢cinde 30’ar saniye tutulmus ve cytoseal (Thermo)
eklenerek dokunun korunmasi amaciyla lamel ile kapatiimistir. Slaytlar Florosan Mikroskop
(Olympus BX53) ile analiz edilmigtir ve fotograflari ¢ekilmistir. Cekilen fotograflar IMAGE-J

programi kullanilarak analiz edilmis ve karsilastiriimalari yapiimistir (Sekil 3.1, 3.2 ve 3.3.).

2.2. BIYOKIMYASAL ANALIZLER

Enzim aktiviteleri 3, 6 ve 9 aylik farelere ait beyin érneklerinde her genotipten 3’er
fare 2’'ser reaksiyon hazirlanarak analiz edilmistir. 5 farkli genotipteki farelerde sialidaz, B-
Hekzosaminidaz, [-galaktozidaz, [-glukozidaz, a-L-iduronidaz enzimlerinin spesifik
aktiviteleri tespit edilmigtir. Bu enzimlerin sentetik substratlari (Tablo2.1) florosan olarak
isaretlidir ve enzimlerin aktiviteleri ile yikilan substratlardan c¢ikan florosan miktari
spekroflorometri ile uyarma dalga boyu 365nm, 1gima dalga boyu 445nm olarak ayarlanmig
ve konsantrasyonu bilinen florosan madde kullanilarak ¢izilen standart egri kullanilarak tayin

edilmistir.



Tablo2.1: Aktiviteleri 6lgtlen enzimler ve kullanilan substratlar

Enzim Substrat
Sialidaz 2'-(4-Methilumbelliferil)-a-D-N-asetilnéraminik asit
B-Hekzosaminidaz 4-Metilumbelliferil-2-asetamido-4,6-0-benziliden-2-deoksi--D-

glukopiranosid

B-galaktozidaz 4-Metilumbelliferil -D-galaktopiranosid
B-glukosidaz 4-Methilumbelliferil -D-glukopiranosid
a-L-iduronidaz 4-Methilumbelliferl a-L-iduronid

Bu enzimlerin aktivite olcimi igin 50 mg beyin 200ul distile su icerisinde el
homojenizatdri ile homojenize edilmistir. Homojenize edilen érnek 800ul 0,5M sodyum
asetat (pH4.5) eklenerek 1:5 oraninda seyreltiimis ve 20 saniye slre ile 60V’ ta sonikasyon
yapilmis ve tim hilcrelerin bu sekilde pargalanmasi saglanmistir. Elde edilen bu beyin
homojenati enzim aktivite dlcimlerinde protein/fenzim kaynagi olarak kullaniimigtir. Her
enzim icin olan substratlar onerildikleri ¢dzgenler icinde c¢ozllerek hazirlanmistir ve
calismada kullaniimiglardir. Reaksiyonlar ise asagidaki tabloda verildikleri sekilleriyle

kurulmuslardir.

Tablo2.2: Enzim aktivite dl¢ima igin hazirlanan reaksiyonlarin icerikleri

SIALIDAZ ENZIMI
Blank igin Ornek igin
50ul substrat 50ul substrat

40pl 0.5M sodyum asetat tamponu (pH4.5) | 40pl 0.5M sodyum asetat tamponu (pH4.5)
10ul H20 10ul 6rnek

30 dakika 37°C’de inkubasyon

3.9ml 0.2M glisin tamponu (pH10.8) ile reaksiyonun durdurulmasi

B-GALAKTOZIDAZ ENZIMI

Blank igin Ornek igin

50ul substrat 50ul substrat
100ul 0.1M NacCl 100ul 0.1M NacCl
50ul H20 50ul 6rnek

10 dakika 37°C’de inklibasyon

3.8ml 0.2M glisin tamponu (pH10.8) ile reaksiyonun durdurulmasi




B-GLUKOZIDAZ ENZIMI

Blank igin Ornek igin

50ul substrat 50ul substrat

40ul 0.5M sodyum asetat tamponu (pH4.5) | 40ul 0.5M sodyum asetat tamponu (pH4.5)
10ul H20 10ul 6rnek

30 dakika 37°C’de inkiibasyon

3.9ml 0.2M glisin tamponu (pH10.8) ile reaksiyonun durdurulmasi

a-L-IDURONIDAZ ENZIMI

Blank igin Ornek igin

50ul substrat 50ul substrat

40ul 0.5M sodyum asetat tamponu (pH4.5) | 40ul 0.5M sodyum asetat tamponu (pH4.5)
10ul H20 10pl 6rnek

30 dakika 37°C’de inkiibasyon

3.9ml 0.2M glisin tamponu (pH10.8) ile reaksiyonun durdurulmasi

B-HEKZOSAMINIDAZ ENZIMI

Blank igin Ornek igin
150pl substrat 150pl substrat
50ul H20O 50ul 6rnek

30 dakika 37°C’de inkiibasyon

7.8ml 0.2M glisin tamponu (pH10.8) ile reaksiyonun durdurulmasi

Florosan isaretli substratlardan olgllen florosan miktarlari enzim spesifik aktivitesini

hesaplamak igin asagidaki formulde kullaniimistir.

Enzim aktivitesi= ortama konsantrasyon X ___son hacim X 1 =(nmol/saat/ml)

Ornegin hacmi zaman(saat)

Spesifik aktivite = enzim aktivitesi (nmol/saat/ml) + protein konsantrasyonu (mg/ml) = nmol/

mg protein/saat olarak hesaplanmis ve sonuglar grafige dokulmustir (Sekil 3.4, 3.5 ve 3.6)

BRADFORD METODU iLE PROTEIN MIKTAR TAYiNi

Protein miktar tayini Bradford Reagent (Sigma B6916) ile yapilmistir. Standart egrinin
cgizilmesi icin BSA (Bovine serum albumin) proteini kullanilmistir ve onerildigi gibi 1.4mg/ml
stok BSA’dan seri seyreltmeler yapilarak farkli konsantrasyonlarda ornekler hazirlanmigtir.

Protein miktarlar bilinen bu érneklerden 5ul alinarak 96 well-plate igcinde 250ul Bradfod ajani

6



ile kanstinimig, 10 dakika oda sicakhdinda, karanlikta inkibe edilmis ve 595nm dalga
boyunda 6lcim alinarak standart egri elde edilmigtir. Daha sonra enzim aktivitesinde
kullanilan beyin homojenatlari bradford ajani ile ayni sekilde muamale edilerek okumalari
alinmig ve gizilen standart egriden yararlanilarak her bir homojenatin protein miktari

hesaplanmistir.

2.3._MOLEKULER BiYOLOJiK ANALIZLER (GEN iFADE ANALIZLERI)

3 ve 6 aylik 3'er adet 5 farkh genotipteki farelerden beyin dokusu alinarak sivi
nitrojene atilmis ve sok dondurma islemi gercgeklestirilmistir. Elimizde 9 aylik yas grubunda
yeterli fare olmamasi nedeni ile calismanin bu bélimi sadece 3 ve 6 aylik fareler ile
gerceklestirilebilmistir. Beyin dokusunda Neul, Neu2, Neu3 ve Neu4 sialidaz genlerinin yani
sira HexB geninin ifade diizeyleri de cahlsiimistir. Orneklerimiz Trizol (Invitrogen) ile
homojenize edilmis ve total RNA izolasyonu oOnerilen sekilde izole edilmistir. 100mg beyin
dokusu 1ml trizol icinde mini el homojenizatéri ile homojenize edilmistir. Homojenizasyon
sonrasi 5 dakika oda sicakliginda bekletilen érnek Gzerine 200ul kloroform eklenmis ve 15
saniye boyunca galkalanmistir. 2 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 6rnekler 4°C’'de
12.000g hizda 15 dakika santrifuj yapilmigtir. Santrifuj sonunda olusan fazlardan st sulu faz
RNA izolasyonu igin yeni bir ependorfa alinmistir. Bu fazdaki RNA’y1 ¢éktirmek igin tzerine
500ul %100 izopropanol eklenmis ve 10 dakika oda sicakliginda bekletilimistir. Daha sonra
4°C’de 12.000g hizda 10 dakika santriflij yapiimis ve RNA’yI ylkama asamasina gegilmistir.
Santriflij sonucu olusan pelet 1ml %75 etanol ile yikanmis, 4°C’de 7500g hizda 5 dakika
tekrar santrif(j yapildiktan sonra etanol uzaklastiriimis ve pelet kurumaya birakiimigtir.
Etanol tamamen uctuktan sonra pelet izerine 50ul RNaz icermeyen su eklenmis ve 50°C su
banyosunda RNA’nin ¢6ézinmesi icin 10 dakika bekletilmistir. Son olarak RNA’larin

konsantrasyonlari dlgtilmus ve daha sonra kullaniimak tzere -80°C’ye saklanmistir.

Toplam RNA izolasyonu tamamlandiktan sonra her bir 6érnekten 1ug RNA alinmis,
Protoscript M-MuLv Taq RT PCR kiti (NEB) kullanilarak gen ifadesi analizi icin mRNA’larin
¢oklu Adenin kuyruguna badglanan c¢oklu Timin primeri ile cDNA’ya cevrilmigtir. Tum
orneklerde mRNA’larin cDNA’ya dénustigunu kontrol etmek amaci ile cDNA’lardan 3-aktin
primerleri kullanilarak 2.5mM dNTP, 2.5mM MgCI2, 40ng cDNA, 0.25pmol primer son
konstrasyonlu 25ul reaksiyon karisimi ile 95°C’de 2 dakika, 95°C’de 20 saniye, 53°C’de 30
saniye, 72°C’de 30 saniye — 30 dongl — ve 72°C 5 dakika son uzama kosullarinda PCR
yapilimistir (Sekil 3.7). cDNA’lar gen ifadesi analizi i¢in kullanilana kadar -20°C’'de muhafaza

edilmigtir.



Gen ifadesi analizinde kullanilacak olan primerlerin dizileri Shiozaki ve arkadaglarinin
yaptigi 2009 yili yayinindan alinarak sentezlettiriimistir. Tium &rneklerde real-time PCR ile
sialidaz gen ifadeleri galisiimadan 6nce bu genlerin gogaltilabilecedi en uygun kosulu bulmak
amaci ile PCR optimizasyonu yapilmistir (Sekil 3.8). Daha sonra ayni genotipten 3 ve 6 aylik
yas grubundan 3’'ser ornek PCR’da birbirinin kontroli olmasi amaciyla 2 ayni reaksiyon
olarak 96 kuyucuklu PCR tiuplerine ylklenmistir. Sialidaz Neu1, Neu2, Neu3, Neu4’in yani
sira internal kontrol olarak kullanilan GAPDH geni ifadesi Roche Real-Time SYBR Green
Master Mix kullanilanarak 20ul hacimde 40ng cDNA ve 0,4pmol primer cifti ile analiz
edilmigtir. Ayni kosullarda her gen igin ayrica cDNA igcermeyen baska birer reaksiyon da
kurulmus ve bdylece olcllen 1simanin sadece hedef bdlgeden geldiginin kontroli de
yapilmistir. Analizde kullanilan primerler tabloda (Tablo2.3) verilmis olup reaksiyon; 95°C’de
10dakika, 95°C’'de 20 saniye, 61°C’de 15 saniye, 72°C’de 22 saniye — 45 donglu ve her
dongl sonunda 1sima 6lgtlmesi ardindan, 95°C’de 30 saniye, 60°C’de 10 saniye ve 99°C’ye
kadar surekli okuma seklinde gergeklestirilmistir. Sicaklik ytkseltilerek yapilan surekli okuma,
erime egrisi analizidir ve bu analiz reaksiyonda hedef bolge harici baska urlnlerin ¢ogaltilip
cogaltimadigini gérmek amaci ile yapilmistir (Sekil 3.9). Real-time PCR ile elde edilen
sonuglar internal kontrole gére normalize edilmis ve normal (WT) fare dOrnegine gore

oranlanarak sonug elde edilmistir (Sekil 3.10).

Tablo2.3: Gen ifadesinde kullanilan primerler

Gen Primer dizisi PCR iiriinii boyutu

Neul 5’- TCATCGCCATGAGGAGGTCCA-3’ 431 bp
5’- AAAGGGAATGCCGCTCACTCCA-3’

Neu?2 5’- CGCAGAGTTGATTGTCCTGA-3 429 bp
5’- TTCTGAGCAGGGTGCAGTTTCC-3’

Neu3 5’- CTCAGTCAGAGATGAGGATGCT-3 416 bp
5’- GTGAGACATAGTAGGCATAGGC-3

Neu4 5’- AGGAGAACGGTGCTCTTCCAGA-3 339 bp
5- GTTCTTGCCAGTGGCGATTTGC-3’

HexB 5-AGTGCGAGTCCTTCCCTAGT-3’ 412bp
5-ATCCGGACATCGTTTGGTGT-3’

GAPDH 5’- CCCCTTCATTGACCTCAACTAC-3’ 347bp
5- ATGCATTGCTGACAATCTTGAG-3’




B-Aktin

5’- CAGAGCAAGAGAGGCATCCT-3'
5'- TTGAAGGTCTCAAACATGA-3’

209bp

Tdm sonuglarin istatistiksel analizi icin ANOVA testi kullaniimistir.




BOLUM 3
SONUGLAR

3.1. IMMUNOHISTOKIMYASAL ANALIZLER

Paraformaldehit ile fiksasyonu yapilan 3, 6 ve 9 ay yas gruplarindaki farelerin
beyinlerden cryostat cihazi ile kesitler alinmig, bu kesitler GM2 gangliosidine 6zgu birincil
antikor ve florosan isaretli ikincil antikor kullaniimistir. Yapilan immunohistokimyasal analiz
sonrasinda kesitler florosan mikroskobu ile incelenmis ve fotograflar ¢ekilerek beynin hangi
bolgelerinde birikim oldugu tespit edilmistir. 3, 6 ve 9 aylik Normal (WT) ve Neu4” farelerinin
beyinlerinin korteks ve hipokampus bdlgelerinde GM2 gangliosidi birikimi gbézlenmezken
HexA”, HexA”Neu4’ ve HexA’Neud’Neul” farelerinin beyinlerinde hipokampls oranla
korteks kisminda cok daha dikkate deder miktarda GM2 gangliosidinin biriktigi gorulmustur
(Sekil 3.1, 3.2, 3.3). HexA”Neu4” ve HexA"Neud’"Neul” farelerindeki GM2 gangliosid
birikiminin HexA™ faresinden yaklasik %10 fazla oldugu gézlenirken farkl yas gruplarinda bu

birikimin belirgin bir sekilde artmadigi gorilmustr.
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Sekil 3.1: 3 aylik normal (WT) (A) ve Neud™’ (C) faresi hem korteks (resimde sari C ile
belirtiimis) hem de hipokampuste (resimde sari H belirtiimis) GM2 birikimi gézlenmemistir.
HexA” (B) HexA”Neu4’” (D) ve HexA”Neu4’Neul’ fare beyinlerinde GM2 gangliosidinin
artan bir birikim vardir (F) Grafik GM2 pozitif hicrelerin IMAGEJ goérintileme yazilimi

kullanilarak yapilan yari-kantitatif analizini géstermektedir. p<0,05
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Sekil 3.2: 6 aylik normal (WT) (A) ve Neud™’ (C) faresi hem kortekste (resimde sari C ile
belirtiimis) hem de hipokamplste (resimde sari H belirtiimis) GM2 birikimi gézlenmezken
HexA” (B) HexA”Neu4’” (D) ve HexA”Neud4”’Neul’” fare beyinlerinde GM2 gangliosidinin
birikimi tesbit edilmistir. (F) Grafik GM2 pozitif hiucrelerin IMAGEJ géruntileme yazilimi

kullanilarak yapilan yari-kantitatif analizini gdstermektedir. p<0,05
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Sekil 3.3: 9 aylik normal (WT) (A) ve Neu4” (C) faresi hem kortekste (resimde sari C ile
belirtiimis) hem de hipokampuste (resimde sari H belirtiimis) GM2 birikimi gostermemektedir.

HexA” (B) HexA”Neu4’ (D) ve HexA”Neu4”Neul’ fare beyinlerinde GM2 gangliosidinin
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birikim tesbit edilmistir. (F) Grafik GM2 pozitif hdcrelerin IMAGEJ goruntileme yazilimi

kullanilarak yapilan yari-kantitatif analizini gostermektedir. p<0,05

3.2. BiYOKIMYASAL ANALIZLER

3 aylik farelerde sialidaz enzim aktivitesi normal ve HexA™ fare beyinlerinde birbirine
yakin bir deger gosterirken Neud4”, HexA’”Neu4’” ve HexA’Neud’Neul’ farelerinde
yaklasik 2 katlik bir artis gdstermislerdir. Benzer sekilde B-Galaktozidaz enzim aktivitesi
normal ve HexA™ faresinde aynidir fakat Neu4”, HexA”Neu4’ ve HexA’ Neud”’Neul”
farelerinde sirasiyla 2.5, 1.5 ve 2 katlik bir artis gostermislerdir. B-Glukozidaz enzim aktivitesi
ise HexA”"Neu4”’Neul” farelerinde belirgin bir sekilde artmis ve kontrole gore yaklasik 5 kat
fazla aktivite 6lglilmustir. a-L-lduronidaz enzimi aktivitesi ise Neu4” ve HexA”Neu4”Neul”
farelerinde normal fareye gore 2-3 katlik artmistir. B-Hekzosaminidaz enzimi (HexA ve HexB

olmak Uzere iki izoenzimler) aktivitesi en fazla Neu4” faresinde gorilmustir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4: 3 aylik Normal (WT), HexA”, Neu4” , HexA”Neu4’ ve HexA’Neud4’Neul”’ fare
beyinlerinde Sialidaz (A*), B-Galaktozidaz (B**), B-Glukozidaz (C**), a-L-lduronidaz (D**) ve

B-Hekzosaminidaz (E**) enzim aktivite dlgtimleri. *p<0,05, **p<0,01

6 aylik farelerde fare gruplari arasindaki farkliliklar biraz azalmistir. En belirgin fark
olarak HexA”Neu4’Neul” farelerinde B-Glukozidaz enziminin aktivitesi goze garpmaktadir.
3 aylik yas grubunda normal fareye goére 5 kat olan enzim aktivitesi 6 aylik farede yaklasik 3
kata artmigtir (Sekil 3.5). Sialidaz, B-Galaktozidaz, a-L-lduronidaz ve B-Hekzosaminidaz
aktivileri belirgin bir sekilde HexA”"Neu4”’Neul™ farelerinde artmistir.
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Sekil 3.5: 6 aylik Normal (WT), HexA”, Neu4” , HexA”Neu4’ ve HexA"Neu4’Neul” fare
beyinlerinde Sialidaz (A**), B-Galaktozidaz (B*), B-Glukozidaz (C**), a-L-lduronidaz (D**) ve
B-Hekzosaminidaz (E**) enzim aktivite dlcimleri. *p<0,05, **p<0,01

9 aylik farelerde Sialidaz, B-Galaktozidaz), a-L-lduronidaz ve B-Hekzosaminidaz
enzim aktiviteleri fare gruplari arasinda belirgin farklilik géstermemistir. Ancak B-Glukozidaz
3 ve 6 aylik farelerde oldugu gibi bu grupta da farkliik gostermistir. HexA”Neu4’"Neul”
faresinin normale goére olan fazla B-Glukozidaz aktivitesi azalirken HexA” faresindeki
aktivitesinde belirgin bir artis tesbit edilmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6: 9 aylik Normal (WT), HexA”, Neu4” , HexA"Neu4’ ve HexA’Neu4’Neul”’ fare
beyinlerinde Sialidaz (A*), B-Galaktozidaz (B*), B-Glukozidaz (C**), a-L-lduronidaz (D**) ve

B-Hekzosaminidaz (E*) enzim aktivite dlcimleri. *p<0,05, **p<0,01

3.3._MOLEKULER BiYOLOJiK ANALIZLER (GEN iFADE ANALIZLERI)

3 ve 6 aylk farelerde sialidazlar (Neul-4) ve B-Hexosaminidaz B enziminin gen
ifadelerinin nasil etkilendigini bulmak igin real-time PCR yapilmistir. Bunun igin 3 ve 6 aylik 5

farkli gruptan 3’er fare, toplamda 30 6rnekten RNA izole edilmis ve cDNA’ye gevrilmistir. Bu
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cDNA’lardan B-aktin primerleri ile PCR yapilmis ve cDNA’lar bu sekilde kontrol edilmistir
(Sekil 3.7).

250bp G A GND R R R R R . e

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

e - - - — - 2095p

26 27 28 29 30

PRRREEEEEI Y 200bp

Sekil 3.7: 3 ve 6 aylik Normal (WT), HexA”, Neu4” , HexA”Neu4’ ve HexA”"Neu4’Neul”
fare beyinlerinden izole edilen RNAlardan elde edilen cDNA’lar ile yapilan (-aktin kontrol

PCR urlnleri (%1 agarozda yuruttlerek elde edilmistir)
Tum orneklerde real-time PCR ile sialidazlarin gen ifadelerine bakilmadan 6nce tum

bu genlerin cogaltilabilecegi en uygun kosulu bulmak amaci ile PCR optimizasyonu
yapilmistir ve real-time PCR bu kosulda gergeklestiriimistir (Sekil 3.8).
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| Neul Neu2 Neud Neud HexB GAPDH

3

500bp

250bp

Sekil 3.8: Sialidaz Neul, Neu2, Neu3, Neu4 ve HexB genleri ile internal kontrol olan GAPDH

geninin PCR urlnleri (%1 agarozda yuratulerek elde edilmigtir)

Real-time PCR ile 6rneklerden istenilen genler cogaltildiktan sonra yapilan erime
egrisi analizinde tek bir pik gorulmesi sadece istenilen bolgenin ¢ogaltildiini, primer dimer
veya ikincil bir PCR urinin olmadigini, Syber Green’den alinan isimanin sadece bizim gen

Urdndmuzden geldigini gostermektedir (Sekil 3.9).

6.041
5541
5041
45411
4041
3541
3041
2541
2041
1541

11411 ¢DNA olmayan kontroller
0541 —ne

Flioresan miktar: (460-510nm)

80 65 70 5 &0 &% 1 %
Sicakhik ("C)

Sekil 3.9: Real-time PCR ile ¢ogaltilan drneklerin erime egdrisi analizi sonucu

TUm reaksiyonlar tamamlandiktan sonra hesaplamalar yapilmis ve gen ifadeleri
karsilastirlmistir.  Yapilan analizler sonucu sialidaz Neu2 ve Neu3 enzimlerinin gen
ifadelerinin farkli fare gruplarinda hem 3 ve hem de 6 aylik yas gruplarinda dikkate deger bir

sekilde arttigi goralmustar (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10: 3 ve 6 aylik Normal (WT), HexA”, Neu4™’ , HexA”"Neu4”’ ve HexA”Neu4”’Neul”
fare beyinlerinde B-Hekzosaminidaz B, Sialidaz Neul, Neu2, Neu3 ve Neu4 genlerinin

ifadeleri
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BOLUM 4

TARTISMA

Tay-Sachs (B-Hekzosaminidaz A eksikligi) ve Sandhoff (B-Hekzosaminidaz B
eksikligi) hastaliklari otozomal resesif olarak kalitilan ve klinik olarak benzerlik gdsteren
norodejeneratif hastaliklardir. Tay-Sachs hastaliginda HexA genindeki mutasyonlar kodlanan
B-Hekzosaminidaz izoenziminin a alt Gnitesi eksikligine, Sandhoff hastaliginda ise HexB geni
tarafindan kodlanan [B-Hekzosaminidaz izoenziminin B alt Unitesinin eksikligine neden
olmaktadir. Tay-Sachs ve Sandhoff hastaliklarr GM2 gangliosidosis olarak da
adlandiriimaktadir. Tedavisi bulunmayan bu iki hastalikta hastalar genellikle 3-4 yaslarinda
Olmektedir. Hastaliklarin molekuler patolojisini daha anlamak ve tedavi yontemleri gelistirmek
amaci ile fare B-Hekzosaminidaz A ve B genleri embriyonik kok hicrelerde hasara
ugratilarak Tay-Sachs ve Sandhoff hastaliklarinin fare modeli yaratiimistir. Sandhoff
farelerinde B-Hekzosaminidaz B eksikligi sonucu agir klinik tablo ile seyreden norolojik
bulgular dogumdan sonraki ilk 3 ayda tespit edilirken Tay-Sachs farelerinin ilk 12 ay
(ortalama fare émri 2 yildir) normal bir fenotipe sahip oldugu goézlenmistir (MIKLYAEVA,
2004). Tay-Sachs farelerinin normal fenotipe sahip olmasi ve hastalik bulgularinin
gorulmemesi fare ve insanda gangliosid yikim yolaklarinin farkli oldugunu dyle ki farelerde
insanda bulunmayan bir metabolik bypass mekanizmasinin bulundugunu disindirmustar
(PHANEUF, 2004). Bu bypass mekanizmasina gére HexA™ farelerde B-Hekzosaminidaz A
geni knock-out edilmesine ragmen ganglioside GM2’den sialik asit (NANA) sialidaz yada
sialidazlar tarafindan uzaklastiriimakta ve ganglioside GA2 doénustirtlmektedir. Daha sonra
B-Hekzosaminidaz B enzimi tarafindan GA2 vyikilarak laktosilseramide (Gal-Glc-Cer)
yikilmaktadir ve ganglioside GM2 birikimi engellenmektedir.

Sialidaz enzimlerinin Tay-Sachs hastaligi fare modelinde B-Hekzosaminidaz A
eksikligi sonucu biriken ve sialik asit iceren gangliosid GM2 sfingolipidini yiktig1 ve bunun
sonucunda ise farelerin hastalanmadigi dusinulmektedir. Bu hipotezi test etmek amaci ile
yaratilan ilk fare modelinde olan ve B-Hekzosaminidaz A ve sialidaz Neu4 genleri hasara
ugratiimis farelerin (HexA”Neu4”) %40'Inda epilepsi gibi Tay-sachs hastaligi bulgulari
gozlenmistir. Ayrica HexA”Neu4™’ farelerinin beyin korteks ve hipokampis noronlarinda
belirgin bir gangliosid GM2 artigi tespit edilmistir. Sadece B-Hekzosaminidaz A (HexA™) ve
sadece sialidaz Neu4 (Neu4™) eksikligi olan farelerde ise bu tur bulgulara rastlanmamistir.
Bu sonuglar sialidaz Neu4 enziminin Tay-Sachs fare modelinde metabolik bypass’tan
sorumlu bir enzim oldugunu géstermektedir (SEYRANTEPE, 2008, 2010). Ancak ikili enzim
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eksikligi olan (HexA”Neu4') farelerin timinde hastalik belirtilerinin olmamasi, gangliosid
GM2 yikiminda sialidaz Neud4 enziminin tek basina yeterli olmadigini gdstermistir. Ayrica
Neu4 sialidazin modifiye edici bir enzim oldugunu ve Neu1 veya Neu3 gibi diger sialidaz
enzimlerinin de bu yikim yoladinda rol alabilecedini distindirmuastir. Sango ve arkadaslari
Tay-sachs ve Sandhoff hastalik fare modellerini giftlestirerek hem B-Hekzosaminidaz A hem
de B-Hekzosaminidaz B eksikli§i olan bir baska fare modeli yaratmistir. Bu farelerde
beklenen GM2 gangliosidosis bulgularinin yani sira tamamen baska bir lizozomal depo
hastallk grubu olan mukopolisakkaridosislerin biyokimyasal ve patolojik bulgulari
g6zlenmistir. Bir mukopolisakkaridosis olan MPSI (Hurler) sendromunda a-L-idorunidazenzim
eksikliginden dolayr heparan ve dermatan silfat gibi glikoaminoglikanlar lizozomlarda
birikirken,  MPSIIIC (Sanfilippo 1lIC) sendromunda ise Acetyl-CoA:alpha-glukosaminid
asetiltransferaz  eksikliginden dolayi heparan silfat birikmektedir. Tay-Sachs ve Sandhoff
hastalarinda ne biyokimyasal ne de fenotipik olarak mukopolisakkoridosis bulgulari
bulunmamaktadir. Buna karsilik yaratilan B-Hekzosaminidaz A ve B-Hekzosaminidaz B
eksikligi olan farelerdeki patolojik bulgular B-Hekzosaminidaz'larin glikoaminoglikanlarinda
yikiminda rol aldiginin bir gostergesidir (SANGO, 1996). Ayrica p-Hekzosaminidaz A ile
birlikte sialidaz enzim eksikliklerinin bu yikim yolagindaki biyokimyasal ve patolojik etkisi
bilinmemektedir. Sialidaz Neu1 ve Neu4’Un birlikte gangliosid yikim yolaginda rollini
arastirmak igin daha once yaratilan HexA”Neu4 farelerin bir baska arastirma igin yaratilan
Neul” farelerin ciftlestiriimesi ile Uglii enzim eksikligi olan fareler (HexA”"Neu4’Neul™) elde
edilmistir. Neu1” farelerde sialidaz Neul enzim aktivitesi normale goére %8-10 dlzeyindedir.
Neul” farelerde sialidaz Neul geninde degil Kathepsin A adli gende mutasyon
bulunmaktadir. Bu mutasyon sonucu Neu1 enzimi aktif olmak igin ihtiya¢c duydugu Katepsin
A enzimi ile komplek olusturamaz ve sonugta Neul enzim aktivitesini dismektedir
(SEYRANTEPE, 2010; DRIDI, 2013).

Desteklenen projemiz kapsaminda -hexosaminidase A ve sialidaz Neu4 yani sira
sialidaz Neu1 eksikligine bagli olarak beyindeki gangliosid GM2 miktarindaki artis HexA™
Neu4’Neul” farelerinde ilk kez imminihistokimyasal galigsmalar ile gosterilmistir. HexA”
Neu4’Neul” farelerinde GM2 gangliosid birikimi HexA”Neu4”’ farelerinde oldugu gibi
korteks kisminda agirlikli olmakla birlikte hipokampus bolgesinde de gozlenmistir.

Biyokimyasal enzim analizleri ile 5 farkli enzimin tek, ikili ve G¢lu eksikligi sonucu
ganglioside yikim yolagindaki B-Galaktozidaz, sialidaz ve B-Hekzosaminidaz B gibi diger
lizozomal enzim aktivitelerini nasil etkiledigi ve bu enzimlerin spesifik aktivitelerinde herhangi
bir artis olup olmadigi belirlenmistir. Gangliosid yikim yolaginda rol alan Sialidaz, B-
Galaktozidaz ve B-Hekzosaminidaz aktiviteleri 3 aylik yas grubunda Neu4”, HexA”Neu4™”

ve HexA”"Neu4”Neul” farelerinde belirgin artiglar gostermistir. Enzim aktivitelerindeki bu
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artislar biriken glikolipidlerin lizozomlardan temizlenmesini saglamak amaci ile olabilir. Bunun
yani sira Sialidaz Neul ve Neu4 sialidaz enzim eksikliklerinin buradan tamamen farkh bir
yolakta etkilerinin olup olmadigini gostermek amaci ile heparan sulfat yikim yolaginda rol
alan o-L-iduronidaz enzimi analiz edilmistir. Ozellikle 3 aylik yas grubunda Neu4” ve HexA™”
Neu4”Neul” farelerinde gozlenen 2-3 katlik artig lizozomda bulunan gangliosid yikim yolagi
haricindeki yolaklarin da sialidaz enzim eksikliginden etkilenebilecegini gdstermektedir.
Sialidaz Neul, Neu2, Neu3 ve Neu4 genlerinin ifade analizleri 6ncelikle [-
Hekzosaminidaz A eksikligi olan HexA” farelerinde ilk kez gosterilmistir. Hekzosaminidaz B
aktivitesi HexA™ farelerinde diserken Neu4” farelerinde artis gostermistir. Ayrica analiz
edilen sialidazlarda Neu2 ve Neu3’lin gen ifadelerinin artmis olmasi sadece Neu4 ya da
Neu?’in degil birden fazla sialidaz enziminin farede goérilen gangliosid yikim yolagindaki

bypass mekanizmasinda rol alabilecegini distindiirmektedir.
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Tay-Sachs hastaligi 6limcul bir lizozomal depo hastalididir. Bu hastalikta gangliosid GM2
adh glikosifingolipid ?-Hekzosaminidaz A eksikligi sonucu yikilamayarak lizozomlarda
birikmekte ve dzellikle sinir hicrelerinin 6limine neden olmaktadir. Tay-Sachs hastaliginin
fare modeli (HexA-/-) uzun yillar dnce yaratilmis fakat farelerde bu hastaligin bulgulari
gdzlenmemistir. insan ile fare arasinda gangliosidlerin yikim yolaklarinin farkl oldugu ve bu
nedenle Tay-Sachs farelerinde ?-Hekzosaminidaz A enzim eksikligi olmasina ragmen bir
?bypass? mekanizmasi ile gangliosid GM27nin yikildigi dusundlmektedir (Sango K ve ark.
Nature Genetics 1995). Memelilerde tanimlanan 4 farkl sialidaz (Neu1, Neu2, Neu3 ve
Neu4) enziminin ise bu ?bypass? ta rol alabilecedi ileri surtlmektedir. Haziran 2012?de
sonuglandirilan hizli destek projemizde bu hipotezi test etmek amaci ile ?-Hekzosaminidaz A
ve sialidaz Neu4 eksikligi olan farelerin (HexA-/- , Neu4-/-) yani sira ?-Hekzosaminidaz A ile
birlikte iki sialidaz (Neu1 ve Neu4) enzim eksikligi olan farelerin (HexA-/-Neu4-/-Neu1-/-)
beyin gangliosid dlizeyleri ince tabaka kromatografisi ¢alisiimistir ve 9 aylik farelerde beyin
dokusunda gangliosid GM2 yani sira diger gangliosid miktarlarinda da farkhhklar gériimustur.
Bu projede 3,6 ve 9 aylik fare beyinlerinin immunohistokimyasal, biyokimyasal ve molekuler
biyolojik yontemler kullanarak analiz edilmistir. Béylece sialidaz enzimlerinin farelerde
gangliosid yikim yolagindaki roliinii daha iyi anlamak mimkuin olacaktir.
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