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ONSOZ

Tay-Sachs hastaligi bir lizozomal depo hastaligidir. Otozomal resesif olarak kalitilan
bu hastalikta B-hekzosaminidaz A (HexA) adh enzim eksikligi sonucu hicrelerde GM2
gangliosidi yikilamayarak lizozomlarda birikmektedir. Bunun sonucunda &zellikle sinir
hicreleri hasar gérmekte ve hastalar ¢ok geng yasta sinir hiicrelerinin dejenerasyonu sonucu
Olmektedirler. Tay-Sachs hastaliginin patolojisini daha iyi anlamak ve yeni ila¢ tedavi
yontemlerinin gelistirilebilmesi amaci ile hastaligin fare modeli (Hexa-/-) uzun yillar énce
yaratiimistir. Bu farelerde B-hekzosaminidaz A (HexA) kodlayan gen “knock-out” edilmis
olmasina ragmen normal bir fenotip ile karsilasiimistir.  Tay-Sachs farelerinde normal
fenotipin gorilmesi sialidazlarin GM2 gangliosid’inin yer aldigi glikolipid yikim yolaginda rol
aldigini disindirmustir. Laboratuvarimizda hem  (3-hekzosaminidaz A hem de Neu3
sialidaz eksikligi olan erken baslangicli Tay-Sachs hastaliyi fare modeli (Hexa’Neu3™)
yaratiimistir (Seyrantepe ve ark. 2018). Projemiz kapsaminda erken baslangigli (early onset)
Tay-Sachs hastaligi fare modelinde hicresel patolojiye sebep oldugu mekanizmalar ilk defa
arastinimistir. Elde etmis oldugumuz bu fare modelinin farkli beyin bdélgelerinde (korteks,
beyincik, hipokampus ve talamus) ve fibroblast hicrelerinde otofaji, apoptoz, reaktif oksijen
tirleri yani sira ikincil yad metabolizmasi analiz edilmistir. Hexa”Neu3” fare modelini
kullanarak yapmig oldugumuz bu caligmalar Tay-Sachs hastaliginin patolojisinin daha iyi
anlasiimasini saglamistir. Elde ettigimiz veriler ileride uygulamak istedigimiz deneysel ilag
tedavi yontemlerinin etkilerini hem hucresel hem de fizyolojik acidan monitor edebilmemiz

icin oldukga dnemlidir.
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hucrelerinde LC3 ve LAMP1 proteinlerinin immunositokimya ile analizi. (Kirmizi
Isimalar LC3, yesil isimalar LAMP1 proteinlerini gostermektedir. Fotograflar 40X
baylitmede ¢ekilmistir.) (B) LC3 ve LAMP1 proteinlerinin kolokalizasyon

yogunlugunun gdsterimi.

Sekil 49. (A) 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde korteks
boélgesinin LC3 ve LAMP1 proteinlerinin immunohistokimya ile analizi. (Kirmizi
iIsimalar LC3, yesil isimalar LAMP1 proteinlerini gostermektedir. Fotograflar 10X
buyutmede c¢ekilmistir.) (B) LC3 ve LAMP1 proteinlerinin kolokalizasyon

yogunlugunun gosterimi.

Sekil 50. (A) 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde beyincik
boélgesinin LC3 ve LAMP1 proteinlerinin immunohistokimya ile analizi. (Kirmizi
Isimalar LC3, yesil isimalar LAMP1 proteinlerini gostermektedir. Fotograflar 10X
bayltmede ¢ekilmistir.) (B) LC3 ve LAMP1 proteinlerinin kolokalizasyon
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yogunlugunun gdsterimi.

Sekil 51. (A) 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde talamus
bolgesinin LC3 ve LAMP1 proteinlerinin immunohistokimya ile analizi. (Kirmizi
Isimalar LC3, yesil isimalar LAMP1 proteinlerini géstermektedir. Fotograflar 10X
bayldtmede ¢ekilmigtir.) (B) LC3 ve LAMP1 proteinlerinin kolokalizasyon

yogunlugunun gdsterimi.

Sekil 52. (A) 4.5 aylk WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde
hipokampis CA1 ve CA2 bodlgelerinde LC3 ve LAMP1 proteinlerinin
immunohistokimya ile analizi. (Kirmizi 1gsimalar LC3, yesil isimalar LAMP1
proteinlerini gostermektedir. Fotograflar 10X blyutmede c¢ekilmistir.) (B) LC3 ve

LAMP1 proteinlerinin kolokalizasyon yogunlugunun gosterimi.

Sekil 53. (A) 4.5 aylk WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde
hipokampus CA3 bdlgesinin LC3 ve LAMP1 proteinlerinin immunohistokimya ile
analizi. (Kirmizi isimalar LC3, yesil isimalar LAMP1 proteinlerini géstermektedir.
Fotograflar 10X biylGtmede c¢ekilmistir.) (B) LC3 ve LAMP1 proteinlerinin

kolokalizasyon yogunlugunun gosterimi.

Sekil 54. (A) Olumsiiz Fibroblastlarin hiicre igi ROS seviyesinin belirlenmesi igin
H2DCFDA ile FACS analizi. (B) Negatif kontrol ve deney grubu hicrelerindeki
yesil flurosans isima ylzdesi(n=3, ****p<0.0001)

Sekil 55. (A) Birincil Fibroblastlarin hiicre igci ROS seviyesinin belirlenmesi igin
H2DCFDA ile FACS analizi. (B) Negatif kontrol, pozitif kontrol ve deney grubu
hicrelerindeki  yesil floresan 1sima yizdesi (n=3, **p<0.01,***p<0.001,
**rxn<0.0001)

Sekil 56. (A) WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinin o6limsuz
fibroblastlarinda APE1 antikoru icin Western Blot gorintisi. B—aktin ylkleme
kontroll olarak kullanildi. (B) APE1 antikorunun bant yogunluk oraninin B—aktin

antikorunun bant yogunluk oranina gére gosterimi (n=3)

Sekil 57. (A) WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinin o6limsuz

fibroblastlarinda IKBa antikoru igin Western Blot gorintlsu. p—aktin yikleme
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kontrolu olarak kullanildi. (B) IKBa antikorunun bant yogunluk oraninin —aktin

antikorunun bant yogunluk oranina goére gdosterimi (n=3)

Sekil 58. Hexa-/- ve Hexa-/-Neu3-/- farelerinden olusturulmus 0limsiz
fibroblast hatlarindan (A) iki farkli (RIPA ve TNN) liziz solisyonu ile liziz edilmig
ve 10 ug seklinde ylklenmis proteinlerin karbonil miktar analizi. (B) farkli zaman
dilimlerinde (15 dakika, 30 dakika, 60 dakika) liziz edilmig ve farkh miktarlarda

(10 pg ve 20 ug) yuklenmis proteinlerin karbonil miktar analizi.

Sekil 59. (A) 2.5 aylik ve (B) 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/-
farelerin korteks dokusunda protein karbonilasyonu goértntisu. B—aktin ylkleme
kontroli olarak kullanildi. (C)Karbonilli proteinlerin bant yogunluk oraninin f—

aktin antikorunun bant yogunluk oranina goére gésterimi (n=3; *p<0,05).

Sekil 60. (A) 2.5 aylik ve (B) 4.5 ayllk WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/-
farelerin beyincik dokusunda protein karbonilasyonu gorintusu. B—aktin ytkleme
kontrolU olarak kullanildi. (C)Karbonilli proteinlerin bant yogunluk oraninin f—

aktin antikorunun bant yogunluk oranina gére gdsterimi. (n=3; *p<0,05).

Sekil 61. (A) WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinin dlimsuz fibroblast
hucrelerinde APE1/Ref-1 proteininin immunositokimya ile analizi. (yesil isimalar
APE1 proteinini maviler ise DAPI ile boyanmis nukleuslar gdstermektedir.
Fotograflar 40X blyUtmede cekilmistir.) (B)Yesil isimalarin Imaged programi ile

yogunluk élgiminin hiicre sayisina gére normalizasyonu. (*p<0,05)

Sekil 62. (A,B,C) 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- farelerinin
korteks bolgesinde bulunan ikincil yaglar igin lipidom kutle spektrometre analizi
(n=3; *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001, ****p<0.0001).

Sekil 63. (A,B,C) 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- farelerinin

hipokampus bolgesinde bulunan ikincil yaglar icin lipidom kitle spektrometre
analizi (n=3; *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001, ****p<0.0001).
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OZET

Sialidaz enzimleri glikolipid ve glikoproteinlerin yapisinda bulunan sialik asitleri uzatlastirarak
cesitli hiicresel olaylari kontrol eden glikohidrolitik enzimlerdir. Memeli hiicrelerinde 4 farkh
sialidaz enzimi bulunmaktadir. Bunlar lizozomal (Neu1), sitosolik (Neu2), hlcre zar sialidazi
(Neu3d) ve lizozomal sialidaz (Neu4) olarak isimlendirilirler. Neu4 ilk kez klonlanarak
biyokimyasal 6zellikleri tanimlanmis ve in vitro sartlarda bu enzimin asitik pH’da GM2 gibi
glikolipid grubundaki gangliosidlere karsi aktivitesi oldugunu gdsterilmistir (Seyrantepe ve
ark., 2004). Bir baska c¢alismada ise GM2 gangliosidosis olarakta bilinen Tay-Sachs
hastalarina ait noroglia hucrelerine Neu4 kodlayan plasmidin aktarilmasi sonucu
lizozomlarda biriken GM2 gangliosid’inin Neu4 tarafindan yikildi§gi ve hicrelerde gorilen
patolojinin ortadan kalktigi gosterilmistir (Seyrantepe ve ark., 2008). In vitro sartlarda sialidaz
enzimlerinin GM2 gangliosid’ini yiktigi bilinmekle birlikte, fenotip bulgusu bulunmayan Tay-
Sachs hastaligi fare modelinde (Hexa-/-) gangliosid yikim yolaginda in vivo olarak
sialidazlarin nasil bir rol oynadigi bilinmemektedir. Bu hipotezi test etmek amaci ile yaratilan
Hexa-/-Neu3-/- farelerde ise beklenmedik sekilde erken baslangicli Tay-Sachs hastaligi
fenotip bulgular vardir. Bu farelerde 3-4 aylikken ataksi ve tremor gibi nérolojik bulgular
g6zlenmektedir ve Tay-Sachs hastaligin simdiye kadar yaratiimis ilk ve tek modeli olma
Ozelligini tagimaktadir. 4.5 aylikken aniden 6len bu yeni fare modelinde beyin ve organlarda
anormal GM2 gangliosid ve diger gangliosidlerin biriktigi tesbit edilmistir ve bu birikimin
hicresel patholoji Uzerine etkisi arastirma projesinin konusunu olusturmaktadir. Projemizde
farelerde elde edilen farkli beyin bdlgelerinde (serebral korteks, beyincik, hipokampls ve
hipotalamus) ve fibroblast hicrelerinde apoptoz, otofaji, reaktif oksijen tirleri yani sira ikincil
lipid metabolizmasi arastiriimistir. Elde edilen sonuglar élimcul bir ¢gocukluk ¢agdr hastaligi
olan ve Ulkemizdede siklikla rastlanan Tay-Sachs hastaliginin hicresel patolojisinin daha iyi
anlagiimasini saglayacak ve yag metabolizmasinin dizenlenmesinde rol oynadidi digunuilen

Neu3 sialidazi hedeflendigi yeni ilag ve tedavi ydntemlerinin gelistiriimesine éncelik edecektir.

Anahtar Kelimeler: Neu3, beta-HexA, Lizozom, Tay-Sachs,
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ABSTRACT

Sialidases are glycohydrolytic enzymes that influence cellular events by removing sialic acids
from glycolipids and glycoproteins. Four sialidases have been identified in mammalian cells.
These are lysosomal (Neul), cytosolic (Neu2), plasma membrane associated (Neu3) and
lysosomal (Neu4). Previously, we have cloned and determined the biochemical properties of
Neu4 sialidase and demonstrated that Neu4 sialidase has considerable activity towards
gangliosides such as GM2 at acidic pH (Seyrantepe et al, 2004). In vitro we also showed that
glycolipid catabolism was successfully restored in Neu4-transfected lysosomal [3-
hexosaminidase A deficient Tay-Sachs neuroglia cells indicating the correction of the
organellar pathology as a result of reduction of accumulated GM2 ganglioside (Seyrantepe et
al, 2008). Although sialidases have activity towards GM2 ganglioside in vitro, the biological
role of these sialidases in ganglioside degradation in the mouse model of Tay-sachs disease
without any phenotype (Hexa-/-) remain unknown. In order to clarify this hypothesis, we
generated Hexa-/-Neu3-/- mice with unexpected early onset Tay-Sachs disease phenotype.
Neurological findings such as tremor and ataxia were observed in those mice at age 3-4
months. Mouse model is the first and only model with Tay-Sachs diasease phenotype. New
mouse model died suddenly at age 4.5 months due to the abnormal accumulation of GM2
and other gangliosides in brain and visceral organs. The affect of ganglioside accumulation
on cellular pathogenesis was the subject of this research proposal. In our project we studied
apoptosis, autophagy, reactive oxigen species and secondary lipid metabolism in different
section of brain (cerebral cortex, cerebellum, hipocampus and hypothalamus) and fibroblast
cell line. Outcome of this study may help to understand better the cellular pathology of lethal
childhood Tay-Sachs disease which is common in Turkey and the role of Neu3 sialidase in
the regulation of lipid metabolism which will be targeted by new drugs and therapies.

Keywords: Neu3, beta-HexA, Lysosome, Tay-Sachs
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BOLUM 1
GIRIS

Tay-Sachs hastaligi otozomal ¢ekinik olarak kalitilan bir lizozomal depo hastaligidir.
Bu hastalikta B-hekzosaminidaz A (HexA) enzim eksikligi sonucu Ozellikle sinir hlcre
lizozomlarinda GM2 gangliosid adli glikosifingolipid birikmektedir. Bunun sonucunda 6zellikle
beyin dokusu ve sinir sistemi ciddi hasar gormektedir. Tay-Sachs hastalari dogumdan
sonraki ilk bir kag ay normal gelisim gostermekle birlikte hastalik ¢cok hizli ilerlemekte ve kisa
surede sagirlik, korlik, yutma zorlugu, kas deformasyonu, paraliz ve epilepsi gibi Klinik
bulgular ortaya ¢ikmaktadir. Tedavisi bulunmayan bu hastalikta ¢ocuklar 3-4 yaslarinda
Olmektedir. Tay-Sachs hastaligi fare modeli uzun yillar dnce yaratiimis fakat farelerde (3-
hekzosaminidaz A kodlayan gen “knockout” edilmis olmasina ragmen normal bir fenotip ile
karsilasiimistir. Oyleki Tay-Sachs hastalarinin tam tersine p-hekzosaminidaz A eksikligi olan
fareler normal yasamlarini surdirmekte ve herhangi bir nérolojik bulgu géstermemektedir.
Tay-Sachs hastali§i fare modelinde (Hexa-/-) normal fenotipin goriilmesi sialidaz enzimlerinin
GM2 gibi glikolipidlerin yikim reaksiyonlarinda rol aldidini ve sadece farede oldugu
disutndlen bir by-pass mekanizmasi ile GM2 gangliosidinin bir ya da birden fazla sialidaz
enzimi tarafindan énce GA2 adh bir glikolipid’e yikildigi ve daha sonra B-Hekzoaminidaz B
tarafindan laktozilseramid’e donUsturaldugu  dusinulmektedir.  Sialidaz  enzimlerinin
glikolipidlerin yikimindaki rolinin daha iyi anlagilabilmesi igin yaptigimiz in vitro galismada -
hekzosaminidaz A eksikligi olan insan Tay-Sachs néroglia hiicrelerine Neu4 sialidaz enzimi
ifade eden plazmidi aktarilmig ve biriken GM2 gangliozidinin yikilarak lizozom patolojisinin
normale déndugu gdsterilmistir (Seyrantepe ve ark., 2008). Neu4 sialidazin fizyolojik rolinin
daha iyi anlagilabilmesi i¢in ise hem Neu4 hem de B-hekzosaminidaz A eksikligi olan fare
modeli (Hexa-/-Neu4-/-) yaratilmistir. Farelerin sadece bir kisminda Tay-Sachs hastalarina
benzeyen epileptik krizler gdézlenmistir. Bu epileptik krizler tek Neu4 eksikligi veya tek (-
hekzosaminidaz A eksikligi olan farelerde ise gbzlenmemistir. Bunun yani sira yapilan
elektron mikroskopi ve immunohistokimyasal analizler sonucu bu farelerde normal farelere
gore Ozellikle beyinde hipotalamus ve korteks’te ¢ok fazla sinir hiicresinin 6ldigu bunun da
her iki enzim eksikligi sonucu iki kata yakin artan GM2 gangliosid miktarindan dolayi oldugu
dusunulmustir (Seyrantepe ve ark., 2010). Neu4 sialidaz tek basina GM2 gangliozidinin
yikimi i¢in yeterli olmadigi ve diger sialidazlarinda bu yikimda rol aldigini dugindurmugtar.

Bu hipotezimizi test etmek amaci ile yaratilan Hexa-/- ve Neu3-/- fareler giftlestiriimistir. Elde
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edilen cift enzim eksikligi olan farelerde (Hexa-/-Neu3-/-) 3-4 aylikken anormal GM2
gangliosit birikimine bagl olarak tremor (titreme) ve ataxia (kas koordinasyon bozuklugu) gibi
norolojik bulgular gdstermis ve bu fareler 4.5 aylikken aniden &lmeye baglamigtir.
Yarattigimiz fareler B-Hexosamidaz A ve Neu3d sialidaz enzim eksikligi bulunan simdiye
kadar yaratilmis ilk ve tek erken baglangiclh Tay-Sachs hastaligi fare modelidir ve ndrolojik
bulgular vardir. Bu farelerden elde edilen hiicre ve dokularda otofaji, apoptoz, reaktif oksijen
turleri yani sira ikincil yag metabolizmasi arastiriimistir. Uzun vadeli hedefimiz tedavisi
bulunmayan o6lumcul bir ¢ocukluk cagdi hastaligi olan Tay-Sachs hastaliginin patolojisini
fenotipik olarak hastalida ¢ok yakin bulgulari olan fare modelini kullanarak daha iyi

anlamaktir.
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BOLUM 2
LITERATUR OZETI

Tay-Sachs hastaliyi lizozomal depo hastaligidir. Otozomal resesif olarak kalitilan bu
hastalikta B-hekzosaminidaz A (HexA) adli enzim eksikligi sonucu hicrelerde GM2
gangliosidi yikilamayarak lizozomlarda birikmektedir. Bunun sonucunda &zellikle sinir
hlcreleri hasar gormekte ve hastalar gok gencg yasta sinir hicrelerinin dejenerasyonu sonucu
yasamlarini yitirmektedir. Tay-Sachs hastaliginda patolojisini daha iyi anlamak ve ilag tedavi
yontemlerinin geligtirilebilmesi amaci ile hastaligin ilk fare modeli iki farkh grup tarafindan
uzun yillar énce yaratilmistir (Sango ve ark., 1995, Phaneuf ve ark.1996). Bu farelerde (-
hekzosaminidaz A (HexA) kodlayan gen “knock-out” edilmis olmasina ragmen normal bir
fenotip ile karsilagilmistir. Hexa™ fareler Tay-Sachs hastalarinin tam tersine yasamlarini
normal olarak sdrdirmekte ve ilk bir yil igerisinde herhangi bir ndrolojik bulgu
gbstermemektedir (12 aylik fare démrl insanda 40 yasa karsilik gelmektedir fakat Tay-Sachs
hastalari ¢cocukluk ¢aginda (3-4 yas) o6lmektedir). Tay-Sachs farelerinde normal fenotipin
gorulmesi sialidazlarin GM2 gangliosid’inin yer aldidi glikolipid yikim yolaginda rol aldigini
distindurmustlr. Bu hipoteze goére B-hekzosaminidaz A eksikliginden dolayi birikmesi
gereken ve sialik asid iceren GM2 gangliosidi bir ya da birden fazla sialidaz enzimi (Or.
Neu3) tarafindan metabolik ‘bypass’ reaksiyonu ile dnce GA2 adh bir glikolipide yikilmakta
(sialik asitin hidrasyonu) ve daha sonra bir baska lizozomal enzim olan B-hekzosaminidaz B
(HexB) tarafindan laktozilseramid’e dénusturilmektedir. GM2 gangliosid 3-hekzosaminidaz A
eksikligine bagl olarak az miktarda birikmekte buna karsin biyik bir kisminin sialidazlar ile

yikilmasi sonucu Hexa-/- farelerde normal bir fenotipi ortaya ¢ikmaktadir.

2.1. Proje Oncesi Yapilan On Galigmalar ve Veri Birikimi

Proje yurGtucusu Prof. Dr. Volkan Seyrantepe’nin B-hekzosaminidaz A (HexA) eksikligi olan
Hexa™ farelerde metabolik ‘by-pass’ yolaginda sialidaz Neu1 ve Neu3'un rol alip almadigini
tesbit etmek amaci sundugu proje onerileri EMBO ve FB7 programlari ile desteklenmistir.
Neu3” fareler daha énce Dr. Miyagi tarafindan yaratiimigtir ve yapilan igbirligi anlagmasi
cercevesinde (MTA) bagislanmigtir. Neu3 sialidaz eksikligine bagl herhangi bir fenotip
gostermeyen bu farelerde beyin ganglioside icerigi etkilenmemigtir (Yamaguchi ve ark,
2012). Laboratuvarimizda yaratilan Tay-Sachs hastaliyi fare modellerinden biri olan ve

‘erken baslangiglh (early onset) Tay-Sachs hastaligi fare modeli olarak tanimlanan farelerde

3
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(Hexa”Neu3™) hem B-hekzosaminidaz A hem de Neu3 sialidaz eksikligi vardir. Bu farelerde
normal dogum ve gelisim olmasina ragmen yaklasik 3.5-4 aylikken tremor ve ataksi gibi
ndropatolojik bulgular gbézlenmistir. Fareler yaklasik 4.5 aylikken aniden &lmektedir.
Laboratuvarimizda yapilan calismalarda [p-hekzosaminidaz A ve Neu3 sialidaz enzim
eksikligi olan fare dokularinda 6zellikle beyin, karaciger ve akciger dokularinda ince tabaka
kromatografi yontemi ile anormal miktarda GM2 gangliosid birikimi tesbit ettik (Seyrantepe ve
ark., 2018). anti-GM2 antikorlari ile yaptigimiz imminohistokimyasal analizlerde yine (-
hekzosaminidaz A ve Neu3 sialidaz enzim eksikligi olan farelerde kortex ve hipotalamusta
olagan uUsti GM2 birikimi gdzlemledik. Almanya Heidelbergde bulunan Kanser Arastirma
Merkezindeki arastirmacilardan Prof. R Sandhoff ile ortak gerceklestirdigimiz kitle
spektrometri analizlerinde ise GM2 gangliosidi yani sira Lac Cer, GM3 ve GA2 gibi diger
gangliosidlerinde beyin dokusunda anormal birikimini tesbit ettik. Ayrica AU Tip Fakiiltesi
Histoloji Embroloji ABD dgretim Uyesl Prof Dr Esra Erdemli ve Hacettepe Tip Fakiiltesi
Norolojik Bilimler ve Psikiatri Enstitist 6gretim Uyesi Prof Dr Turgay Dalkara ile yapilan is
birligi sonucu Hexa”Neu3™ farelerde beyin dokusundaki GM2 birikimin yol actigi lizizomal
histopatolojiyi (lipid whorls) elektron mikroskopu ile gésterdik. Hexa”Neu3” farelerde ayrica
kemik ve omurga bozuklugu X-ray ile géruntileme sonucu tesbit edilmistir (Seyrantepe ve
ark., 2018).

2.2. Lizozomal Depo Hastaliklari ve Apoptoz

Lizozomal depo hastaliklarinda yikilamayan subsratlarin lizozomlar igerisinde birikmesi
zamanla hicrelerin sismesine, hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina ve hicre 6limine neden
olur (Tardy et al. 2004). Bir¢ok lizozomal depo hastaliginda néral dejenerasyon goralir ve
bunun sebebi apoptotik hiicre dlimuiduar. Endoplasmik retikulum ve oksidatif stresin lizozomal
depo hastaliklarinda hicrelerdeki apoptozu kolaylastirdidi bilinmektedir. Tay-Sachs ve diger
lizozomal depo hastaliklarindan alinan hasta fibroblast hicreleri incelendiginde ER stres
marker genlerinin (ATF6, calnexin, Grp78 and XBP1) ve oksidatif stres marker genlerinin
(superoxide dismutase-2 (SODZ2), catalase and thioltransferase-1 (TTase1)) ifadesinin arttigi
gbzlemlenmistir. Bu genlerinin ekspresyon seviyelerinin artmasi hicrelerde gergeklesen
apoptozun gdstergesidir. Ayrica ER stresin yaninda katlanmamis protein cevabininda (UPR)
lizozomal depo hastaliklarinda apoptoza yol actigi bilinmektedir. Hatta UPR‘in apoptozisin
Oncusu oldugu dusunulmektedir (Wei et al. 2008). Tay-Sachs ve Sandhoff hastalarindan
alinan otopsi ornekleri ‘in situ DNA end’ isaretleme teknigi kullanilarak incelendiginde hasta
orneklerinde serebral korteks, beyin koku, beyincik and spinal kord’ta apoptosis

gbzlemlenmis ve gangliosidlerin ve iligkili diger glikolipidlerin birikmesinin programli hicre
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Olimuna tetikledigi distinulmustir. Benzer sekilde HexB geni knockout edilen fare modelleri
‘DNA laddering’ teknigi kullanilarak arastiriimis ve 6zellikle Hexb™ faresinin serebral korteks,
beyin koki, beyincik and spinal kord’'unda apoptsozis sonucu olusan DNA fragmentasyonu
g6zlemlenmistir. Hasta érneklerinde apoptoz gériinmesine karsin Hexa’ farelerde de ayni
bdlgeler incelendijinde metabolik bypass nedeni ile DNA fragmentasyonu gézlenmemigtir
(Huang et al. 1997).

Gangliositler 6zellikle sinir hicre zarinin yapisinda ve organizasyonunda énemli bir yere
vardir. Genellikle hucrenin dis zarinda yer almasina ragmen 10% luk bir bolimd mitokondri
ve endoplazmik retikulumda da bulunmaktadir. Gangliositler hiicresel tanima, baglanma,
reseptdr sinyal iletimi, blylme regulasyonu ve farklilagsmada roli olan anahtar sinyal
molekulleridir. Ayrica, gangliosit miktarinin artmasina bagl olarak hicresel stress kosullari
olusur ve apoptotik program tetiklenir (D’Azzo, Tessitore, and Sano 2006). Bilindigi gibi bir
¢ok sinyal iletimi olaylari hicre zarinda meydana gelir. Hlicre zarinda yer alan kaveola ve
lipid raftlarin yapisi gangliosit cesitleri ve miktarina bagh olarak degisir. Bu degisiklik
endoplazmik retikulum (ER) ve mitokondri gibi organellerin yapisini ve fonksiyonunu etkiler.
Hucrelerin kaderini bélinecegine yada apoptoza gidecedine karar verilir (D’Azzo, Tessitore,
and Sano 2006). ER zarinda bulunan gangliositler ise ER zarinin yapisini ve dinamikliginin
dizenlenmensine yardimci olur. Bu nedenle gangliosid miktarindaki degisiklik hiicre zarinda
bulunan diger bilesenlerinde vyapisini, miktarini ve davranisinida degistiri. ER Ca™
iyonlarinin depolandidi organeldir ve bu depolama en fazla néron hucrelerindedir. Birgok
protein katlanmasi sirasinda Ca+2 iyonlarina ihtiyag duyar. ER da bulunan Ca*? iyonlarinin
azalmasi yanhg katlanmis protein miktarinin artmasina sebep olarak hicreye zarar verir ve
apoptoza gitmesine neden olur. Bunu 6nlemek i¢in hiicrede ER stres cevabi ve katlanmamis
protein cevabi (UPR) adi verilen kontrol sistemi gelismistir. Bu kontrol isteminde gdrev yapan
proteinlerden biriside BIP’tir (D’Azzo, Tessitore, and Sano 2006). Normal hiicresel kosullarda
BiP, ER da bulanan UPR sensér proteinlerine bagh bulunur. Bu proteinler Ser/Thr kinaz ve
ribonukleaz IRE1, Leuzipper transkripsiyon faktéri ATF6 ve Ser/THr kinaz PERK. ER’de
katlanmamis ya da yanhs katlanmis protein miktari arttigi zaman BIP UPR sensér
proteinlerinden ayrilir. PERK ve IRE1 homodimer olusturur ve aktif hale gelir. ATF6 is aktif
hale gelerek c¢ekirdege gider burada BIP, calreticulin gibi ER stres cevap proteinlerin
sentezine yardimci olur. Ayrica CHOP/GADD153 gibi proapoptotik proteinlerin sentezine
tetikler ve Bcl-2 gibi anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonunu azaltir. Hucre bdylece
apoptoza gider (D’Azzo ve ark., 2006). Yine normal kosullar altinda prokaspaz-12 ER’In
sitoplazmik tarafinda yer almaktadir. Sitozolik Ca+2 miktarinin artmasi proapoptotik Bax and

Bak proteinlerinin aktif hale gelerek prokaspaz-12 proteninin aktif kaspaz-12 proteinine
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donusmesini tetikler. Bu donusum kapsaz yolagini (kaspaz-9 ve kaspaz-3) ve Bim/Bax
yolagini tetikler. Bim/Bax yolagi sitokrom-c, apoptosis indukleyici faktor (AIF) ve
SMAC/Diablo salinimini aktif hale getirir. Sitokrom-c salinimi apoptozom bilesiginin
olusumunu tetikler. Apoptozom komponentleri; sitokrom c, Apaf-1 ve prokaspaz 9'dur.
Sitokrom-c’nin Apaf-1’e baglanmasi prokaspaz-9'un aktivasyonuna sebep olur. Aktif hale
gelen kaspaz-9 apoptozisi gerceklestiren kaspazlari aktive eder. Endonlkleaz G ve AlF
apoptozis sirasinda mitokondriden c¢ekirdege yerlesir ve kaspazlardan bagimsiz DNA
fragmentasyonuna neden olur. Smac/Diablo ise kaspazlara baglanarak ve apoptozis protein
inhibitorlerini inhibe ederek apoptozun gerceklesmesini saglar. Ayrica ER stres tarafindan
tetiklenen hucresel 6lim sinyalleri kaspaz-12 yolagini kullanmadan dogrudan kaspaz-8

yolagini kullarakta apoptoza sebep olabilmektedir (D’Azzo ve ark., 2006).

GM2 gangliosidosis (Tay-Sachs, Sandoff ve ge¢ donem Tay sachs [Late-onset Tay-Sachs])
fare modellerinde TNF-R1 ve Fas proteinleri merkezi sinir sisteminde incelendiginde sitokin
miktarlarinda normal farelere gore arttigi gézlemlenmistir. Bu artis inflasmasyon indikleyen
programli hicre 6liminden kaynaklanmaktadir. Hicrelerde TNF-R1 ve Fas sitokinlerinin
yuksek oranda sentezlenmesi merkezi sinir sistemi hicrelerini apoptoza goéturmektedir

(Jeyakumar ve ark., 2003).

2.3. Lizozomal Depo Hastaliklar1 ve Otofaji

Lizozomlar hlcresel urUnlerin sindiriimesinde goérev alan, makromolekdllerin yikimlari igin
gerekli enzimleri iceren asidik bir organellerdir. Yikim enzimlerinin herhangi birinin eksikligi
durumunda hucrelerin lizozomlarinda ¢ok miktarda yikiimamis makromolekul birikir. Eksikligi
olan enzimin substratinin birikmesi ikincil etkilere sebep olur ve endozom-otofaji-lizozom
sisteminin yanisira hucredeki mitokondri, ER, Golgi gibi organelleri, kisaca tim hucresel
fonskiyonlari etkileyen bir kaskat baslatir (Ravikumar ve ark. 2010; Platt ve ark.,2012).
Otofaji (kendi kendini yeme) proteinlerin, organellerin ve sitoplazmik pargaciklarin apoptozda
oldugu gibi kaspazlar ile degil de lizozom ile birleserek olusturulan otofagozom organeli
icinde, lizozomda bulunan yikim enzimleri ile sindiriimesi/yikilmasi ve geri dénusturidlmesi
olayidir. Lizozomlar otofaji icin kritk 6neme sahiptir dolayisiyla lizozomal depo
hastaliklarinda yikilamayan Urunlerin lizozomlarda birikmesi bu hastalarda otofaji yolaginin
bozulmus olabilecegi ve bu bozulmanin da hastaliktaki patolojide roll olabilecegini
dusundirmuistidr. Yapilan calismalar birgok farkli lizozomal depo hastaliginda otofaji
yolaginin bozulmus/etkilenmis oldugunu gdstermektedir (Kiselyov ve ark. 2007; Ballabio ve
ark. 2009; Vinter ve ark 2010; Platt ve ark.,2012).
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Or. Danon hastaligi kalp (kardiomiyopati) ve viicuttaki diger kaslarin zayiflamasi (miyopati)
olarak tanimlanan harekette zorluk goérilen bir lizozomal depo hastaligidir. Lizozomla iligkili
membran proteini-2 (LAMP-2) de gorulen mutasyonlar ile bu proteinin az ya da hi¢g olmamasi
durumunda ortaya g¢ikar. LAMP-2'nin eksikligi durumunda otofajik vakuollerin lizozom ile
birlesmesi gergeklesmedigi icin otofagozomlarin hicre icinde birikmesine neden olur.
Hastalarin kas hicrelerinde normalden daha buylk ve ¢ok sayida olmasinin kas hicrelerinin
olumulne ve kas zayifligina rol agtigini digunilmektedir. Bu durum LAMP-2’nin otofajide rolu
oldugunu ortaya koymaktadir (Tanaka ve ark. 2000). NCL hastaligi proteolipidlerin
(mitokondri ATP sentaz Subunit C ve sipingolipidaktivator protein gibi) ndron hicresi
lizozomlarinda birikmesi ile olusan bir basa lizozomal depo hastaligidir. Bu hastalikta beyin
dokusunda bir otofajimarkeri olan LC3-Il proteinin yok yiksek oldugu gosterilmistir (Vinter ve
ark., 2010). Sifingomyelinin yikilamadigi bir hastalik olan NPC’de hastalarin fibroblast
hicrelerinde otofaji sirasinda aktive olan Beclin-I proteininin yliksek miktarda ifade edildigi
gosterilmistir. Ayrica NPC™" farelerde otofaji 6zellikle beyin dokusunda gdzlenmis ve otofaji
markerlarindan mikrottbul-iligkili protein 1 hafif zincirinin (LC3), LC3-1 olarak gecen sitozolik
halinden degistiriimis hali olan LC3-1I'ye ¢ok daha hizli donlstligu ve otofagozom membrani
ile etkileserek otofajiyi arttirdigi gosterilmigtir. LC3-1l proteini hicrede sadece otofagozom
membrani ile etkilesen diger membranlarla etkilesmeyen 6zel bir proteindir. Bu hastalikta
otofajinin aktivasyonunun Beclin-1 proteininin aktive edilmesi ile gerceklestigide gosterilmistir
(Pacheco ve ark. 2007). Pompe hastali§i ise lizozomal asit-alfa-glukozidaz enzim eksikligi
olan ve lizozomlarda glikojenin biriktigi, buna bagh olarak da iskelet ve kalp kaslarinin ciddi
bir sekilde etkilendigi bir depo hastaligidir. Glikojen birikimin sadece lizozomlarda degil ayni
zamanda otofagozomlarda biriktigi ve hlcrede ¢ok sayida vakuoler yapinin olugsmasina
neden oldugu gdsterilmigtir. Yapilan ¢alismalarda bu vakuollerde LAMP-1 proteinin LC3-Il ile
birlikte lokalize oldugu gésterilmistir (Fukuda ve ark. 2006; Raben ve ark. 2007). MSD
hastaligi fare modelinde fare beyinlerinde cerebral korteks, talamus ve cerebellum
kisimlarinda yapilan galigmalarda otofagozommarkeri LC3 incelenmig, LC3-I'in LC3-II'ye
donusmus halinin miktarindaki artisin otofagozom sayisi ile iligkili oldugu gdésterilmistir
(Settembre ve ark. 2008). Benzer sekilde otofajik akigtaki bozulma nedeni ile ubikitin
eklenmis proteinlere spesifik p62 proteininde de artis gértulmustir (Settembre ve ark. 2008;
Raben ve ark 2009). Fabry hastaligi alfa-galaktozidaz A enzim eksikli§i sonucu anormal
glikosipingolipid katabolizmasi olan lizozomal depo hastaligidir. Bébrek hicrelerinde LC3
proteini Gzerine yapilan galismalarda otofajik vakuollerin bu hastalikta da gok sayida birikmis
oldugunu gostermigtir (Chevrier ve ark. 2009). Glukozilseramidaz enzim eksikligine bagl
olarak glukozilseramid birikimi olan olan Gaucher hastaliginda da otofajinin bozuldugu ve

LC3-IPnin miktarinin arttigi gosterilmistir (Tatti ve ark. 2011). B-galaktozidaz enzim eksikligi
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sonucu GM1 gangliosit birikimi olan GM1 gangliosidosisfaresinde LC3-lI'nin ve Beclin1’in
artigi ileotofajinin anormal aktivasyonu gdsterilmis ve hastaligin patolojisi ile iligskilendirilmistir
(Takamura ve ark. 2008; Osellame ve ark. 2014). Otofajik akisin bozulmus olmasi GM2 ve
GAZ2 birikimi olan Sandhoff hastaliinda da gdsterilmistir (Vinter ve ark 2010; Platt ve ark.
2012). Sonug olarak lizozomlarda gerceklesen ‘subsrat’ birikimden dolayi otofaji yolaginin,
etkilenme mekanizmasi hastaliga bagll olarak degismekte (otofajinin artmasi ya da
engellenmesi veya vakuollerin birikmesi) ve tum lizozomal depo hastaliklarinda bu yolak
etkilenmektedir. Otofaji yolaginda meydana gelen bu degisim ve bozulmalar
nérodejenerasyon ile iliskilendiriimektedir (Settembre ve ark. 2008). Otofajinin artmasi ya da
azalmasi hiicre iginde diger yolaklari da etkilemektedir Oyleki Ca?* metabolizmasi
degismekte, mitokondri yapi ve fonksiyonlarinda farkliliklar ortaya cikmakta, kaspazlarin
aktivasyonu ile apoptoza yonelim artabilmektedir (Kiselyov ve ark. 2007). Calismamizda
HexaNeu3” farelerinde lizizomlarda GM2 gangliosit miktarindaki artisa bagl olarak otofaji
mekanizmasinin nasil etkilendigi, sinir olumunden sorumlu mekanizma olup olmadigi

arastiriimigtir.

2.4. Lizozomal Depo Hastaliklari ve Reaktif Oksijen Turleri

Bircok calisma reaktif oksijen turlerinin (ROS) lizozomal depo hastaliklarinda gérulen hiicre
Olumlerinin en énemli etkeni ya da genel aracilari oldugunu gostermistir (Wei ve ark.,2008).
GM1 ve GM2 gangliosidosis, uyarilabilir nitrik oksit sentez enzimi ve nitrotyrozinin microglia
ve makrofaj hicrelerinde (Jeyakumar ve ark., 2003) ve ROS’ un Fabry hastalik
modellerindeki artigi goriimektedir (Shen ve ark., 2008). Apurinic endontleaz 1 enziminin
(APE1) (oksidatif DNA hasarlarini onaran protein) Gaucher bad doku hicrelerinde artigi
gbzlenmistir (Zou, 2007), fakat bu artis Gaucher hastalarinin kemik iligi stroma hticrelerinde
go6rilmemistir (Campeau ve ark., 2009). Niemann-Pick C 1 (NPC1) hastalarinin bag doku
microarray analiz sonuglarida oksidatif stresin arttinimasinin, ROS’ un ve yag
peroksitasyonunun artisinin akut oksidatif travmadan sonraki dénemde bag dokularini hiicre
Olimlerine daha yatkin hale getirdigini gostermistir. Oksidatif stresin hlicre yolaklarindaki
temel roll birincil substratlarin birikmesine dogrudan etki etmektense, lizozomal depo
hastaliklarinda diger hucresel yolaklar ve stresler ile birlikte ikincil biyokimyasal hucre
yolaklari olarak gérev almaktadir. ROS’un ayrica lizozomal depo hastaliklarinin patolojisinin
aciklanmasinda ¢ok énemli bir roli olabilecegi tahmin edilmektedir, 6zellikle oksidatif stresin
diger bilinen sinir dokusunun bozulmasi durumlarinda merkezi rol oynadigi bilinirken(Vitner
ve ark.2010). Fabry hastalik modellerinde alpha-galactosidase A eksikliginin lizozomlarda

globotriaosylseramit (Gb(3)) birikimini ortaya c¢ikardigi gdézlenmigtir. Fabry hastaliginda,
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Gb(3)'Un damar endotellerinde birikimi ROS’'un artan Uretimi ile baglantilli oldugu
gOsterilmistir. Fabry hastalarinin endotel hicrelerindeki plasma dérneklerinde ROS artisinin
kontrol grublarina gére 6nemli miktarda oldugu gozlemlenmistir (Shen ve ark. 2008). Ayrica
Fabry hastalarinin eritrositlerinde disuk seviyede gdézlemlenmesi; glutathione (GSH),
glutathione peroksidaz (GPx) ve superoksit dismutaz/catalaz (SOD/CAT) oranindaki artis ile
iliskilendirilmistir (Biancini ve ark.2012) Reaktif oksijen tarleri, indirgenmesi tamamlanmamis
oksijen sonucunda olusan reaktivitesi yuksek molekuller nedeni ile, ayrica otofaji de onemli
derecede rol oynamaktadirlar. Fizyolojik kosullar altinda mitokondride kullanilan oksijenin
%1-3’ Ik kismi elektron tasima zinciri ile ROS’ a dénustirilerek en basta gelen ROS
kaynaklarindan biri 6zelligini tasimaktadir. Aglik (otofajinin potansiyel tetikleyicisi) faktériiniin
ROS seviyesini arttirdi§i ve anti- oksidantlar ile yapilan tedavinin ise aglik ile meydana gelen
otofajide iyilesme goérilmesi rapor edilmistir. ROS’ un otofajiyi dizenledigi bir yolda Atg4
proteininin Atg8 proteini etkisi Ustlindeki roli olabilir. Atg8/LC3 protein lipidasyonu otofajinin
basarili bir sekilde tetiklenmesi icin en temel gerekliliklerden biridir. Atg4 proteini hem Atg8
proteininin COOH kismindan kesime hazirlanmasini hem de LC3-Il proteini tzerinden lipid
molekdllerinin otolizozomlarin sitoplazmik yuzeyinden kaldirilma gorevi ile lipid molekullerinin
geri déntsimini saglar. Onceki reaksiyon, redox tepkimesine bagli géziikmiyor olsa da
Atg4 yilkseltgenmis durumda iken inaktif ve Atg8 proteinini membrandan kesemez
durumdadir. Bundan dolayi oksidatif sartlar altinda Atg4 yukseltgenmis ve inaktif durumdadir.
Bu durum Atg8 lipitlesmesine ve bdylece de otofajiye baslamasina neden olurken;
indirgenmis Atg4 aktif durumdadir ve Atg8'’in lipidlerini uzaklagtirmada goérev alir. Atg4’un
redoks tepkimeleri Cys®'in yiikseltgenmesi ile diizenlenmektedir (Ravikumar ve ark. 2010).
Gaucher hastaligi (GD) bir lizozomal depo hastaligidir ve glukosylseramide (GlcCer)'in
farkli vicut hiucrelerinde birikmesi ve hucresel yetmezsizliklere neden olduklari bilinmektedir.
Glukosylseramide (GlcCer) biyolojik membranlarin bileseni ve kompleks gilikosipingolipidlerin
(GSLs) biyo yapim ve ylkim yolaklarda 6nemli ara basamak molekdllerinden biridir.
(GlcCer)'In Gaucher’s hastaliginda birikimi ciddi patalolojik sonuglara neden olmaktadir.
Seramid ve GSL sinyal iletim yolakalarina dahil olarak ROS’ a sebep olurlar. Ozellikle
laktosilseramide ve GD3 molekullerinin (yolakta GlcCer’in alt tarafinda yer alir) Gaucher
dokularinda birikimi gdzlenmis ve farkli oksit indirgenlerini aktive ettigi rapor edilmigtir,
bundan dolayr GSL yolagindaki dengesizliklerin GD’nin temel ROS seviyesini GD
hucrelerinde arttirmasi olarak karakterize edilmigtir. Birgcok kanit gdsteriyor ki GD patolojisi
hiicre igi redoks durumunun bozulmasi ile iligkilendirilmistir. Fibroblast hicrelerinde ROS
seviyesinin ve karbonil igeriginin GD hastalarinda 6nemli dlgclide arttigi gézlemlenmigtir.
Oksidatif strese karsi adaptif cevaplarda APE1/Ref-1 proteininin énemli roli oldugu

anlasiimistir. Sitoplazmik APE1/Ref-1 protein seviyesi GD fibroblast hiicrelerinde APE1/Ref-
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1 proteini kontrol gruplarina gére dnemli miktarda fazla oldugu goésterilmistir (Deganuto ve
ark.2007). Caligsmalarimiz sonucunda elde ettigimiz HexA”Neu3" farelerinde gorilen GM2
ganliosit miktarindaki artisa bagll olarak, ROS’ un hicre oOliminden sorumlu

mekanizmalardaki ikincil roll olup olmadidi arastiriimigtir.

2.5. Lizozomal Depo Hastaliklari ve lkincil Yag Metabolizmasi

Lizozomal depo hastaliklarinda lizozomda biriken birincil depo materyallerinin yani sira
hicrelerde ikincil Grtnlerde birikir. Genellikle protein eksikligi ile ikincil depo UrGnd arasinda
direkt bir iliski gosterilmemistir. Glukosfingolipidler (GSLs), fosfolipidler ve kolestrol en fazla
calisilan ikincil depo urunleridir. Biriken bu lipidler farkli lizozomal depo hastaliklarinda beyin

ve i¢ organlarda farkli bir patern gosterir (Walkley ve ark., 2004).

Endozomal/lizozomal sistemin temel roli hlcre ylizeyinden gelen substratlarin pargalanmasi
ve hicre ylzeyine geri déndurilmesidir. Bu sistem endositosis ve otofaji ile saglanir.
Herhangi bir lizozomal enzimdeki eksiklik tim bu sistemin fonksiyonunu bozabilir ve bir ¢cok
farkl substratin birikmesine sebep olabilir. Tay-Sachs hastalarinin beyin dokusundan yapilan
calismalarda birincil depo Urind GM2 gangliositinin yaninda GA2, Laktosilseramit ve
glukoserebrosid gibi ikincil yag urlnlerinde biriktigi gosterilmistir. Bu hastalarda ayrica
fosfolipid, serebrosid, sfingomiyelin, kolestrol ve kolestrol ester gibi ikincil metabolitlerin

arttig1 da rapor edilmigtir (Walkley ve ark, 2004)
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BOLUM 3
GEREG VE YONTEM

3.1 DENEY HAYVANLARININ HAZIRLANMASI
3.1.1. Ciftlestirme ve Genotiplendirme

Hexa-/-Neu3-/- kolonisini (bu fareler kisir olduklari icin) kendi aralarinda tek bir gen igin
heterozigot ve/veya diger gen icin homozigot fareleri ¢iftlestirerek elde edilmistir. Bu amagla
Hexa+/-Neu3+/- disi ve erkeklerin yani sira Hexa-/-Neu3+/- digi ve erkekler ile Hexa+/-Neu3-
/- disi ve erkekleride ciftlestirme yoluna gittik. Arastirmamiz siresince WT, Hexa-/-, Neu3-/-
ve Hexa-/-Neu3-/- olacak sekilde 4 farkl genotip ve 2 farkli yas grubunda (2.5 aylik ve 4.5
aylik) deney gruplari olusturulmustur. Fareler kuyruklarindan izole edilen DNA ve Tablo
1’deki primerler kullanilarak PZR ile genotiplendirilmigtir (Phenauf ve ark, 1996; Yamaguchi
ve ark. 2012.)

+/+ alel 5’-GGCCAGATACAATCATACAG-3’
Hexa +/- alel 5-CACCAAAGAAGGGAGCCGGT-3
-/- alel 5’-CTGTCCACATACTCTCCCCACAT-3
+/+ alel 5-CTCTTCTTCATTGCCGTGCT-3
Neu3 +/- alel 5-GCCGAATATCATGGTGGAAA-3
-/- alel 5’-GACAAGGAGAGCCTCTGGTG-3'

Tablo 1. Genotipleme igin kullanilan primerler

3.2. ONCUL (PRIMER) FIBROBLAST HUCRE HATTININ KURULMASI VE
IMMORTALIZASYONU

Projemiz kapsaminda 4 farkl genotipte (WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/-) dzellikle 4.5
aylik farelerden oncul fibroblast hicre hatlari kurulup ve bu hicreler 6limsiz hale
getirilmistir. Fare fibroblast hicre hatlar steril sartlarda deriden elde edilen biyopsi
orneklerinden kurulmustur. Biyopsi 6rnegi 25 cm2 huicre kultir kaplari icinde DMEM (+ 10%
FBS+ Antibiyotik) ile %25-40 yogunluga kadar biyGtilmistir. Oncil hicrelerin
immortalizasyonu igin ATCC’den alinan PA317 LXSN 16E6E7 adli paketleme hucre hatti
kullaniimistir. Bu hiicre hatti bir retrovirus vektéri olan pLXSN16E6E7’in Psi-2 ekotrofik
hiicre hattina veriimesi ile elde edilmistir. icinde vektér bulunan paketleme hiicreleri %50-75

yogunlukta antibiyotiksiz ortamda buyutulimustir. Bu hicrelerden buyime sollisyonu toplanip
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0.45 uM filtreden gegirilip, tavsiye edilen oranda seyreltilmistir. Daha sonra finalde 4 ug/ml
olacak sekilde polybrene eklenmistir. Virus/polybrene sollisyonu énciul fibroblast hiicrelerine
eklenip ve 370C 2 saat inklbe edilmistir. Daha sonra finalde 4 pg/ml olacak sekilde
polybrene DMEM soliisyonuna eklenip 5 saat inkiibe edilmistir. Hlcreler cesitli dilisyonlarda

bdlinlp ve neomycin eklenerek segilmistir.

3.3.  HUCRE OLUMU (APOPTOZ) ANALIZLERI

Projemizin bu bdéliminde amacimiz sinir dejenerasyondan sorumlu oldugunu
dusundigumiz hicre 6lima (apoptoz) lzerine yodunlasmak ve artan GM2 ganglioside
birikimine bagli olarak apoptozu arastirmaktir. DNA fragmantasyon ve in situ tunel analizleri
yani sira apoptoz ile baglantili gen ifadelerini analiz ettik. Ayrica immunohistokimyasal ve

western blot analizleriyle protein dizeyinde apoptoz genlerini arastirdik.

3.3.1. DNA izolasyonu ve Agaroz Jel Elektroforezi

4.5 ayhk WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- genotipteki fare korteks ve beyincik
dokularinin DNA’lari NucleoSpin® Tissue Genomik DNA izolasyon kiti ile kitin dnerdigi
protokolle izole edilmistir. izole edilen DNA’lar Etidyum bromiir (0.4 pg/ml) iceren %3’ lik
agaroz jel kullanilarak yuritalip UV altinda incelenmistir. Farkli genotipteki farelerin korteks
ve beyincik dokularinin DNA’sI izole edilmistir. Jelde ydrutlilen DNA'larda apoptoz sonucu

beklenen fragmentler kullanilan yontem ile gosterilememistir.

Daha sonraki denemede sirasiyla 4.5 ayllk WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/-
genotipteki fare korteks ve beyincik dokulari farkh deterjanlarla (SDS ve/veya TritonX)
hazirlanan lizis solusyonlari (20 mM Tris-HCI, pH8.0, 5 mM EDTA, 0.1 M NaCl, % 0.5 SDS
veya %0.2 TritonX) igerisinde mekanik olarak homojenize edilmistir. Ornekler 37°C de 1 saat
boyunca su banyosunda bekletilmistir. Solisyona 25mg/ml proteinaz K eklenip 50°C de 12
saat boyunca su banyosunda bekletilmigtir. Ornekler Uzerine fenol/kloroform (1:1) eklenip
santrifijle (15.000 rpm 5 dk) Ustte kalan DNA fazi yeni ependorf tlipe alinmistir. Daha sonra
DNA'lar izopropanol ve amonyum asetat ile ¢oktiriilip %70 etanol ile yikanmistir. izole
edilen DNA lar Tris-EDTA (10 mM Tris, 1 mM EDTA pH:8.0) ¢ozulmustir. DNA’lar etidyum
bromur (0.4 pyg/ml) iceren %1.5 ve %1.8 agaroz jel kullanilarak, 1XTBE (89 mM Tris, 89 mM
borik asit, 2.5 mM EDTA, ph:8.0) tampon igerisinde 25V da gece boyunca ve 60V da 3 saat
olarak yuratilmustar. Bantlar UV altinda incelenmigtir. Jelde ydrutilen DNA’larda bu yontem

ilede apoptoza bagli fragmentler gdézlenmemistir.
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Bir sonraki denemede DNA fragmentasyonu icin 2.5 ve 4.5 aylik Hexa-/- ve Hexa-/-Neu3-/-
genotipli hayvanlarin korteks beyin bdlgeleri alinip 500 ul lysis buffer ve 12 ul Proteinase K
eklendikten sonra dokular homojenizatdr ile parcalanip 370C’ de 16 saat boyunca inkibe
edilmistir. Orneklerin lizerine 500 pl fenol: kloroform: izoamil alkol (25:24:1) karigimi eklenip,
vorteks yapildiktan sonra 10 dakika boyunca 13000 rpm’de santrif(jj yapiimistir. Sipernatant
yeni bir tipe alinip Uzerine bir hacim kadar kolroform eklendikten sonra 10 dakika boyunca
13000 rpm’ de santrif(j yapiimistir. Bu asamalardan sonra 3 molar NaOAc (0,1 x sample
hacmi) ve %100 etanol (2,5 x sample volume + NaOAc) drneklerin Uzerine eklenmistir.
DNA’nin coktlrtlmesi icin érnekler -200C de 16 saat boyunca bekletiimistir. Bekleme
suresinden sonra ornekler 40C’ de 30 dakika boyunca 13000 rpm’'de santriflij edilmistir.
Pellet kismina %70 etanol (150ul) eklendikten sonra tekrar 40C’ de 10 dakika boyunca
13000 rpm’de santrifij edilip kurumasi icin oda sicakhiginda 30 dakika bekletilmistir. Etanol
tamamen uzaklastirildiktan sonra pellet (DNA) Uzerine 100 pl TE buffer eklenip DNA
¢ozunmesi saglanmistir. DNA Ornekleri yukleme boyasi ile kanistiriip %3’lik agaroz jelde
35V’'de ydrutilmastir. Jelde ydratilen DNA’larda apoptoza bagh fragmentler UV altinda

incelenmistir.
3.3.2. In situ Apoptoz Analizi (Tunel)

Apoptoz analizleri i¢in anestetik ile uyusturulan 4.5 aylik WT, Hexa-/- , Neu3-/- ve Hexa-/-
Neu3-/- fareleri kalpten perfizyon metodu kullanilarak fikse edilmistir. Fikzasyon sonucu
¢ikartilan beyin, bir gece %4 paraformaldehitte, devaminda 2’ser saat %10 ve %20 ve bir
gece %30’luk siikrozda tutulmustur. ince kesitler alabilmek amaci ile OCT iceren bloklar
icine gdébmulip ve -80°C’de saklanmistir. Laboratuvarimizda bulunan Leica Cryostat
(CM1850-UV) cihazi kullanilarak, -20°C sicaklikta 10 mikron kalinhiginda kesilmis ve alinan
kesitler poli-lizin kaph lamlar (slayt) Gzerine aktariimigtir. Boyama yapilacagi zaman slaytlar -
80°C’den cikartiimis ve buz lGzerinde yarim saat bekletilmistir. Apoptotik hiicreleri belirlemek
icin millipore marka ApopTag® Floresan In Situ Apoptosis Tespit Kiti kullaniimistir.
ApopTag® Fluorescein In Situ Apoptosis Tespit Kitinin Ureticisine tavsiye ettigi metot
izlenmigtir. Bu metot kisaca soyledir; beyinler %1 PFA (PBS te ¢6zlulmdus) icerisinde 10
dakika oda sicakhginda beklenilmistir. 2 defa 1x PBS ile yikandiktan sonra ethanol:asetik
asit (2:1) icerisinde 5 dakika -20 °C’de bekletilerek dokular sabitlenmistir. Denge solisyonu
ile inklbe edilen slaylar TdT enzim soltisyonu eklenerek 1 saat 37 °C pargalanmig DNAnIn
tanimlanmasina izin verilmigtir. Yikanan slaytlar kitin igerisinde yer bulunan ikincil antikor

kullanilarak parcalanmigs DNA’larin yesil renkte gozlemlenmesi saglanmigtir. Cekirdegdi
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tanimlamak igin Propidium iyodiir kullaniimistir. Slaytlarin Floresan Mikroskop (Olympus
BX53) ile fotograflari cekilmistir.

3.3.3. MB Analizler (Gen ifade Analizleri)

2.5 ve 4.5 aylik 3’er adet WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- genotipteki farelerden
alinan analiz edilene kadar -800C’de saklanan korteks, beyincik, hipokampuls ve talamus
dokulari Trizol (Geneaid) ile homojenize edildi ve total RNA izolasyonu yapildi. RNA’lar daha
sonra High Capacity cDNA Reverse Transcription kiti (AB) kullanilarak cDNA’ya gevrilmistir.
LightCycler 480 SYBR Green | Master Mix (Roche) kullanilarak Roche — LightCycler® 480
sistemi ile Tablo 2’ de dizisi verilen ER stres ile iligkili ATF6, calnexin ve XBP1; oksidatif
stres ile iliskili SOD2, Catalase ve TTasel; apoptoz regulasyonu ile iliskili Bax, Bak, Bcl-XL
ve Bcl-2 genlerinin ifade dizeyleri laboratuvarimizda bulunan Roche marka Real Time cihazi
kullanilarak karsilastirildi. Kontrol olarak GAPDH geninin ifade diizeyine bakildi. istatiksel

analizleri yapildiktan sonra p degerleri GraphPad Prism programi kullanilarak
hesaplanmistir.

Gen Primer dizisi PZR uranu (bp)
ATE | F5- TGGAAGTGGGAAGATCGGGA -3 254
R:5'- AGGACAGAGAAACAAGCTCGG -3’
| F:5- ATTGCCAACCCCAAGTGTGA -3’
Calnexin | 2.5 TCCAGCATCTGCAGCACTAC -3 362
wgpl | F:5- TCCGCAGCACTCAGACTATG-3, 260
R:5'- GACTCTCTGTCTCAGAGGGGA-3’
<oD2 | F:5- GTGTCTGTGGGAGTCCAAGG-3, 339
R: 5- CCCCAGTCATAGTGCTGCAA-3'
Catalase | F:5- TTICGTCCCGAGTCTCTCCAT-3, 251
R: 5- GAGGCCAAACCTTGGTCAGA-3’
F:5- CTGCAAGATCCAGTCTGGGAA-3,
TTasel | o 5 CTCTGCCTGCCACCCCTTTTAT-3 322
Bol.2 F:5- CGCAGAGATGTCCAGTCAGC-3/, 269
R: 5- TATGCACCCAGAGTGATGCAG-3'
BolxL | F:5- TCAGCCACCATTGCTACCAG-3, 356
R: 5- GTCTGAGGCCACACACATCA-3’
B F:5- AGGATGCGTCCACCAAGAAG-3, 206
R: 5- CTTGGATCCAGACAAGCAGC-3'
Bak F:5- GCTTTAGCAAACAGGCACCC-3', 250
R: 5- CCAATGTAGGGAGGGCAAGG-3'
F:5- CCCCTTCATTGACCTCAACTAC-3,
GAPDH | o 5 ATGCATTGCTGACAATCTTGAG-3 347

Tablo 2. Apoptoz gen ifade analizlerinde kullanilan primer dizileri ve PZR GrUunlerinin

uzunluklari
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3.3.4. Western Blot Analizleri

2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/- , Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- farelerden alinan korteks ve
beyincik, boélgelerinde Kaspaz 9, Kaspaz 12 ve Kaspaz 3 ayrica korteks, beyincik, talamus
ve hipokampls bdlgeleri icin de Bip, Fas ve TNFR1 proteinlerinin ifade dlzeyleri
calisiimistir. Dokulardan izole edilen proteinler esit miktarda (20ug) olacak sekilde %10luk
SDS jele yuklenmig ve sonrasinda nitroselliloz membrana transfer edilmigtir. Membranlar %5
sut tozu iceren PBS-T ile 1 saat oda sicakliginda inkibe edildikten sonra anti-Kaspaz 9
(1:1000), anti-Kaspaz 12 (1:1000), anti-Kaspaz 3 (1:1000), anti-Bip (1:1000), anti-Fas
(1:2500), anti-TNFR1 (1:1000) ve anti-B-aktin(1:1000) birincil antikorlari ile 1 saat boyunca
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan membranlar ikincil peroksidazIi
antikor (1:10000) ile 1 saat oda sicakliginda inkibe edilmis ve kemiliminesans kullanilarak
blotlarin goéruntisu alinmistir. Kaspaz 9, Kaspaz 12 ve Kaspaz 3 protein bant yogunluklar
NIH Imaged programi kullanilarak olgulmus, aktin proteinine gbre normalize edilmis ve
istatiksel analizleri yapildiktan sonra p degerleri GraphPad Prism programi kullanilarak
hesaplanmistir.

Kaspaz 12 antikorunun calisma kosullari optimize edilemedidi igin bir diger apoptoz belirteci

olan Kaspaz 3 antikoru apoptoz analizlerinde kullaniimistir.

3.4. OTOFAJi ANALIZLERI

Projemizin bu boliminde amacimiz Hexa-/-Neu3-/- farelerinin farkli beyin bdlgelerini
(korteks, beyincik, hipokampus ve talamus) WT, Hexa-/-, Neu3-/- fareleri ile kargilastirilarak
otofaji mekanizmasinin etkilenip etkilenmedigi arastirmaktir. Bu amacla 4 farkli deney (RT-

PCR, Western Blot, otofagozom analizi ve IHC) planlanmistir.

3.4.1. MB Analizler (Gen ifade Analizleri)

2.5 ve 4.5 aylik 3’er adet WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- genotipteki farelerden
alinan ve analiz edilene kadar -800C’de saklanan korteks, beyincik, hipokampls ve talamus
dokular Trizol (Geneaid) ile homojenize edildi ve total RNA izolasyonu yapildi. RNA’lar daha
sonra High Capacity cDNA Reverse Transcription kiti (AB) kullanilarak cDNA’ya g¢evrilmistir.
LightCycler 480 SYBR Green | Master Mix (Roche) kullanilarak Roche — LightCycler® 480
sistemi ile Tablo 3'te dizileri verilen otofaiji ile iligkili LC3, Beclin1, p62 ve Lamp2 genlerinin

ifade duzeyleri laboratuvarimizda bulunan Roche marka Real Time cihazi kullanilarak

15



4
TUBITAK

karsilastirildi. Kontrol olarak GAPDH geninin ifade diizeyine bakildi. istatiksel analizleri

yapildiktan sonra p degerleri GraphPad Prism programi kullanilarak hesaplanmistir.

Gen Primer dizisi PZR Uriin (bp)
Lca F-5-ACCATGCCGTCGGAGAAG-3 9
R:5CTCTCGAATAAGTCGGACATCTT-3
ool F-5-GAGGAGCAGTGGACAAAAGC-3 123
R:5-CAAACATCCCCTAAGGAGCA-3’
AP F-5- TAACATCAACCCTGCCACAA-3’ e
R:5"- AAGCTGAGCCATTAGCCAAA-3
62 F-5-CCTACAGACCAAGAATTACGA-3', o
R: 5-GCCACAGCACTATCACAA-3’
F-5-CCCCTTCATTGACCTCAACTAC-3
GAPDH R:5’ATGCATTGCTGACAATCTTGAG-3 347

Tablo 3. Otofaji gen ifade analizlerinde kullanilan primer dizileri ve PZR Urlnlerinin
uzunluklar

3.4.2. Western Blot Analizleri

2.5 ve 4.5 ayllk WT, Hexa-/- , Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- farelerden alinan korteks ve
beyincik, talamus ve hipokampus boélgelerinde otofaji ile iligskili LC3, Beclin-1 ve p62
proteinlerinin miktar analizi (Western Blot) yapilmistir. Dokulardan izole edilen proteinler esit
miktarda (20ug) olacak sekilde %10luk SDS jele yuklenmis ve sonrasinda nitrosellloz
membrana transfer edilmigtir. Membranlar %5 st tozu iceren PBS-T ile 1 saat oda
sicakhginda inkube edildikten sonra LC3 (1:1000), Beclin-1 (1:4000) ve p62 (1:1000) birincil
antikorlar ile 1 saat boyunca oda sicakhginda inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan
membranlar ikincil peroksidazli antikor (1:10000) ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmis
ve kemiliminesans kullanilarak blotlarin gértntlist alinmistir. LC3, Beclin1 ve p62 protein
bant yogunluklari NIH Imaged programi kullanilarak &lgulmus, aktin proteinine gore
normalize edilmis ve istatiksel analizleri yapildiktan sonra p degerleri GraphPad Prism

programi kullanilarak hesaplanmigtir.

3.4.3. Otofagozom Analizi

Proje kapsaminda 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- farelerinden alinarak
olusturulan 6limsuz fibroblast hiicreleri kullaniimistir. Fibroblastlar dncelikle 24 saat sure ile
lam Uzerinde buyatulmastir. Hucreler 1X PBS ile 3 kez S’er dakika yikandiktan sonra %4
paraformaldehit iceren 1X PBS ile 1 saat boyunca inkiibe edilerek fikse edilmistir. 1X PBS ile
3 kez 3’er dakikalik yilkamalardan sonra bloklama; 1X PBS icinde ¢6zilmis %10’luk kegi
serumu, %4'lik BSA, 0.3M glisin ve %0,3 TritonX ile oda sicakliginda 1 saat bekletilerek
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yapilmigtir. Daha sonra hucreler %0,5 TritonX igeren 1X PBS ile 30 dakika boyunca oda

sicakliginda inklibe edilmigtir. Sonrasinda hiicreler gece boyu (16 saat) bloklama sollsyonu
icerisinde ¢ozulen LC3 (8 pg/ul, MAB8558) ve LAMP1 (1:500, ab24170) birincil antikorlariyla
muamele edilmistir. Sonrasinda hicreler %0,05 Tween20 iceren 1X PBS solusyonu ile 3 kez
yikanmistir. ikincil antikorlar (ab175476, Alexa Fluor®-568 ve ab150077 Alexa Fluor®-488)
1:500 konsantrasyonunda bloklama sollisyonu icinde hazirlanmis ve hicreler Gzerine
eklenerek 1 saat inklbe edilmistir. Sonrasinda hucreler %0,05 Tween20 iceren 1X PBS ile 3
kez yikanmistir. Ardindan DAPI igeren yapistirma medyumu ile hicrelerin oldugu lamlar
slaytlar Uzerine yapistiriip sabitlenmistir. Slaytlarin Floresan Mikroskop (Olympus BX53) ile

fotograflari cekilmigtir.

3.4.4. IHC Analizleri

immiinohistokimyasal analizler igin 4.5 aylik WT, Hexa-/- , Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- fareler
oncelikle paraformaldehit ile katilastiriimistir (fiksasyon). Bu amacla kalpten perflizyon
metodu kullanilmis ve beyin érnekleri fikse edilmistir. Oncelikle anestetik ile uyusturulan
farelerin gogus kafesleri agilarak enjektor ignesi yardimi ile %0,9 NaCl solisyonunu kalp ve
dolasim sistemi araciligi ile tim dokulara ulastirimistir. Tum organlardan kan dokusu
temizlenmesi sonrasinda taze hazirlanan %4 paraformaldehit dolagim sistemi araciligi ile
organlarin katilagtiriimasi igin kalpten tatbik edilmigtir. Katillasma islemi sonucu beyin
cikartiimig, bir gece %4 paraformaldehitte bekletildikten sonra dokuda kalan suyun
uzaklastiriimasi igin stkroz gradientine tabi tutulmustur. 2’ser saat %10 ve %20 sikrozda
bekletildikten sonra bir gece %30’luk sukrozda tutulmus ve sonrasinda ince kesitler
alabilmek amaci ile OCT igeren bloklar icine gomilmis ve -80°C’de saklanmistir.
Laboratuvarimizda bulunan Leica Cryostat (CM1850-UV) cihaz kullanilarak, organlar -20°C
sicaklikta 10 mikron kalinhginda kesilmis ve alinan kesitler poli-lizin kaph lamlar (slayt)
Uzerine aktariimistir. Boyama yapilacagi zaman slaytlar -80°C’den cikartiimis ve buz
uzerinde yarim saat bekletilmigtir. Ardindan slaytlar 1X fosfatli tuz solusyonu (PBS) ile 10
dakika yikanmistir. Sonrasinda buz soguklugunda %100 aseton ile 10 dakika yikanarak
hicre zarinda porlarin agilmasi saglanmistir. Daha sonra tekrar PBS ile 5 dakika 2 kez
yikanmis ve diger islemlere devam edilmistir. Bloklama 1X PBS icinde ¢6zilmis %10’luk
kegi serumu, %4'lik BSA ve 0.3M dglisin ile oda sicaklhiginda nemli ortamda 1 saat
bekletilerek yapilmistir. Ardindan LC3 proteini (8ug/ul) ve LAMP1 proteini (1:500) igin birincil
antikor ayni bloklama solusyonu iginde gozulerek hazirlanmis ve slaytlar Uzerine eklenerek
tim gece (16 saat) +4C'de inklbe edilmistir. Sonrasinda slaytlar 1X PBS ile 3 kez 5er

dakika yikanmigtir. ikincil antikorlar 1:500 konsantrasyonunda bloklama soliisyonu iginde
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hazirlanmis ve slaytlar tzerine eklenerek 1 saat inklbe edilmistir. Sonrasinda slaytlar 1X
PBS ile 4 kez 5’er dakika yikanmistir. Ardindan DAPI iceren yapistirma medyumu eklenmis

ve lamlar ile kapatilarak sabitlenmigtir. Slaytlarin Floresan Mikroskop (Olympus BX53) ile

fotograflari gekilmigtir.

3.5. REAKTIF OKSIDATIF TUR (ROS) ANALIZLERI

3.5.1. Hiicre igi ROS Seviyesinin Belirlenmesi

Hucre ici ROS seviyesi 2’7" —dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA) polar
olmayan bilesigin, florasan olmayan polar yan Urine (H2DCF) hiicre igine girdikten sonra
hicresel esterazlar tarafindan dénustirilimesi ile takip edilmistir. Hicre ici ROS varliginda
H2DCF zar-gecirmez ve ylUksek florasana sahip 2’7’ dichlorofluorescein (DCF)e hizlica
yukseltgenir. Mutant ve kontrol farelere ait fibroblast kultUrlerinden (birincil ve immortal)
pozitif kontrol, negatif kontrol ve deney grubu olusturulmustur. Pozitif kontrol grubu 100uM
H202 iceren serumsuz MEM ile 1 saat inkube edilmistir. Ardindan pozitif kontrol ve deney
grubu 5uM H2DCFDA ile zenginlestiriimis serumsuz MEM ile; negatif grup ise serumsuz
MEM ile 30 dakika inkube edilmistir. inkiibasyondan sonra hiicreler 2 kez 1XPBS ile
yilkanmig ve tripsin ile toplanmistir. Toplanan hicreler 5 dakika 1500rpm hizda santrif(j
edilmis ve 600 ul 1XPBS iginde suspansiye edilmistir. Her rnegdin Uger okumasi igin hicreler
200’er pl'lik Gg tipe bolinerek FACScan aletinde FACS analizine uygun hale getirilmis ve
dlglimleri alinmistir. Projemizin bu bdlimi IYTE MBG bolimi dgretim Uyesi ve proje

danismani Doc. Dr Ayten Nalbant’in laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

3.5.2. Western Blot Analizi

WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- genotipteki 4,5 aylik farelerden alinarak olusturulan
olimslz (immortal) fibroblast hicrelerinde APE1/Ref-1 ve IKBa proteinlerinin miktar analizi
(Western Blot) yapilmistir. izole edilen proteinler esit miktarda (20ug) olacak sekilde %10luk
SDS jele yuklenmis ve sonrasinda nitrosellloz membrana transfer edilmistir. Membranlar %5
sut tozu iceren PBS-T ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra APE1/Ref-1
(1:1000) ve IKBa (1:1000) ile 1 saat boyunca oda sicakliginda inkibe edilmistir.
inkiibasyonun ardindan membranlar ikincil peroksidazli antikor (1:10000) ile 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edilmis ve kemiliminesans kullanilarak blotlarin gérintisi alinmistir.
APE1/Ref-1 ve IKBa protein bant yodunluklari NIH Imaged programi kullanilarak élgulmus,
aktin proteinine gére normalize edilmis ve istatiksel analizleri yapildiktan sonra p degerleri

GraphPad Prism programi kullanilarak hesaplanmistir.
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3.5.3. Protein Karbonilasyon Analizi

Bu béliimde yine 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- farelerinden elde edilen
fibroblastlar ile 2.5 aylk ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- fare
gruplarindan alinmis olan korteks ve beyincik bdlgelerinden 1% B-merkaptoetanol iceren
RIPA veya TNN liziz tampon ¢dzeltisi ile protein izolasyonu yapilmistir. Proteinler Gzerinde
bulunan  karbonil  gruplarinin  2,4-dinitrofenilhidrazin ~ (DNPH)  kullanilarak ~ 2,4-
dinitrofenilhidrazon’a (DNP-hydrazone) déntsimu ile proteinlerdeki karbonil miktarinin tayini
icin OxyBIlotTM Kkiti (S7150 OxyBlotTM Protein Oxidation Detection Kit) kullaniimistir. Elde
edilen protein drnekleri, poli-akrilamit jelde yurutlildikten sonra, Western blot teknigine tabi
tutulmustur. Blotlar gerekli bloklama sollisyonu kullanilip bloklandiktan sonra DNP'ye 6zgu
birincil antikorda (1:150) inkibe edilmistir. Birincil antikor sonrasinda, blotlar birincil antikora
yonelik horseradish peroxidase ikincil antikoru (1:300) icerisinde inkibe edilmistir.
Karbonillenmis proteinler kemiluminesant kullanilarak goértntulenip bant yogunluklart NIH
Imaged programi kullanilarak B-aktin belirtecine (1:1000) oranlanarak normalize edilmistir.
istatiksel analizleri yapildiktan sonra p degerleri GraphPad Prism programi kullanilarak

hesaplanmistir.
3.5.4. Immunositofloresan Analizler

Proje kapsaminda elde edilen 4 farkli genotipteki 4,5 aylik farelerden alinarak olusturulan
Olimstz fibroblast hicreleri kullaniimistir. Fibroblastlar 6ncelikle 24 saat slre ile lam
Uzerinde buydtalmustar. Hucreler 1X PBS ile 3 kez 5er dakika yikandiktan sonra %4
paraformaldehit iceren 1X PBS ile 1 saat boyunca inklibe edilerek fikse edilmistir. 1X PBS ile
3 kez 3’er dakikalik yikamalardan sonra bloklama; 1X PBS icinde ¢6zilmis %10’luk kegi
serumu, %4'lik BSA, 0.3M glisin ve %0,3 TritonX ile oda sicakliginda 1 saat bekletilerek
yapiimigtir. Daha sonra hucreler %0,5 TritonX igceren 1X PBS ile 30 dakika boyunca oda
sicakliginda inkibe edilmistir. Sonrasinda hiicreler gece boyu (16 saat) bloklama sollsyonu
icerisinde ¢ozulen APE1/Ref-1 (1:500) birincil antikoru ile muamele edilmistir. Sonrasinda
hiicreler %0,05 Tween20 igeren 1X PBS sollisyonu ile 3 kez yikanmigtir. ikincil antikor 1:500
konsantrasyonunda bloklama sollsyonu igcinde hazirlanmig ve hicreler Uzerine eklenerek 1
saat inkibe edilmigtir. Sonrasinda hicreler %0,05 Tween20 iceren 1X PBS ile 3 kez
yikanmigtir. Ardindan DAPI igeren yapistirma medyumu ile hucrelerin oldugu lamlar slaytlar
uzerine yapistirihp sabitlenmigtir. Slaytlarin Floresan Mikroskop (Olympus BX53) ile
fotograflari gekilmistir. istatiksel analizleri yapildiktan sonra p degerleri GraphPad Prism

programi kullanilarak hesaplanmistir.
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3.6. IKINCIL YAG METABOLIZMASI ANALIZLERI

4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- fareler 150 mM amonyum bikarbonat ile
perfiizyon yapilarak organlardan kan uzaklastirilmigtir. ikincil yaglarin en yogun oldugu
Ozellikle hipokampus ve korteks bolgeleri analiz edilmigtir. 500 ul 150 mM Amonyum
Bikarbonat igerisinde ¢6zinen hipokampls ve korteks dokusu bradfrod assay ile protein
konsentrasyon 6lcimi tamamlandiktan sonra Almanya Dresden de bulunan Lipotype GmbH
adli biyotek firmasina génderilmistir. Projemizin bu bolimu hizmet alimi seklinde
gerceklestirimistir. Lipidom kitle spektrometre analizi ile gliserofosfolipid, fosfotidilkolin,
fosfotidiletanolamin,  fosfotidilserine, fosfotidilinositol, fosfotidilgliserol, diagilgliserol,
triacilgliserol, Hekzosil seramid, Sfingomiyelin, kolestrol ve kolestrol ester gibi ikincil yaglarin
miktarsal analizi yapilmistir. istatiksel analizleri yapildiktan sonra p degerleri GraphPad

Prism programi kullanilarak hesaplanmistir.
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Projemizin amaci 4-4.5 aylikken anormal GM2 gangliosid birikimine bagli olarak tremor (titreme) ve
ataxia (kas koordinasyon bozuklugu) gibi nérolojik bulgular gdstererek aniden dlen erken
baslangi¢li (early onset) Tay-Sachs hastaligi fare modelinde hastalik patolojisine sebep olan
hicresel mekanizmalari aragtirmaktir. Bu amagla 4 farkli genotipte, 2 farkl yas grubunda ve 4
farkli farkli beyin bdlgesi (korteks, beyincik, hipokampls ve hipotalamus) ile bu farlerden elde
edilen fibroblast hucrelerinde otofaji, apoptoz, reaktif oksijen turleri yani sira ikincil yag

metabolizmasi arastiriimistir.

4.1. Ciftlestirme ve Genotiplendirme

Farelerin homozigot ve heterozigot alellerinin genotiplendiriimesi uygun primerler kullanilanarak
yapilmigtir. Normal ve mutant aleller i¢in heterozigot (+/-) ve homozigot (+/+) veya (-/-) aleller PZR
sonras| agaroz gel elektroforezinde asagidaki gibi gorintilenmistir. Genotiplendirmelerde proje
suresince teknik sorunlar (PZR optiminizasyonu) disinda herhangi bir sorunla karsilagiimamis ve

basari gerceklestiriimistir (Sekil 1).

Sekil 1. +/+, +/- ve -/- farelerin (A) Hexa ve (B) Neu3 genleri icin PZR ile genotiplendiriime sonrasi

jel géruntusu
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4.2.  Onciil Fibroblast Hiicre Hattinin Kurulmasi ve Immortalizasyonu

4 farkli genotipte (WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/-) farelerden oncil fibroblast hicre hatlar
steril sartlarda deriden elde edilen biyopsi érneklerinden kurulmustur. Bu hicreler élimsiz hale
getiriimistir ve asagida goruntileri sunulmustur (Sekil 2). Hicre hatlarinin  kurulmasi ve
‘immortalize’ edilerek devamliiinin saglanmasi daha dnce laboratuvarimizda uygulanmistir olup
projemiz suresince basari ile gerceklestiriimigtir. Hlcrelerin bir kismi sivi nitrojende daha sonraki

calismalarimizda kullaniimak Gzere saklanmigstir

Sekil 2. WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- 4.5 aylk farelerden elde edilerek

Olumsuzlestirilmis fibroblastlarin gérintlsu

43. APOPTOZ Analizleri

Projemizin bu bdéliminde arastirmamizi apoptoz Uzerine yogunlastirdik. Lizizomlarda artan GM2
gangliositine bagli olarak hticre élimunun bir goéstergesi olan DNA fragmantasyonunu farkli beyin
bdlgelerinde gdstermeye calistik. Ayrica apoptoz ile ilgili ¢esitli gen ifadelerini (ATF6, Calnexin,
XBP1, SOD2, Catalase, Ttasel, BCL2, BCL XL ve Bax) molekiler biyolojik (MB) ydntemlerden
RT-PCR ile analiz ettik. Immunohistokimyasal analizler ve western blot yontemlerini kullanilarak
apoptoz ile iliskili genler (Kaspaz 3, 9 ve 12 ile Bip, Fas ve TNFR1) igin protein dizeyinde
arastirmamizi gergeklestirdik.
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4.3.1. DNA izolasyonu ve Agaroz Jel Elektroforezi

Yapilan DNA fragmentasyon analizi sonucunda, ilk denemede yapilan fragmentasyon analizinde
apoptoza bagh fragmentasyonlar goérilmemistir (Sekil 3A). Daha sonraki denemede kiriimis
DNA’lar agaroz jel uzerinde genomik DNA’dan farkli olarak kuglik fragmentler halinde g6zlenmistir
(Sekil 3B).

4.5A

Sekil 3. (A) 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- fare korteks dokusundaki genomik
DNA nin agaroz jel elektroforezi goéruntusu. (B) 2.5 ve 4.5 aylik Hexa-/- ve Hexa-/-Neu3-/- fare

korteks dokusundaki genomik DNA nin agaroz jel elektroforezi gérintusu.

4.3.2. In situ Apoptoz Analizi (Tunel)

Hexa-/-Neu3-/- farelerin farkli beyin bdlgelerinde lizozomlarda GM2 gangliosid miktarindaki artisin
neden oldugu apoptoz mekanizmasini gostermek icin TUNEL deneyleri yapilmigtir. Bu amagla
millipore marka ApopTag® Floresan In Situ Apoptosis Tespit Kiti kullaniimistir. ApopTag®
Fluorescein In Situ Apoptosis Tespit Kitinin Ureticisine gore, kit araciligiyla DNA iplikgik kopmalari,
serbest 3-OH ucu, modifiye nukleotitlerle enzimatik olarak etiketlenerek tespit edilmeye
calisiimistir. DNA pargcalanmasi nedeniyle, Uretilen yeni DNA uclar gekirdeklerde ve apoptotik
govdelerde morfolojik olarak tanimlanabilmektedir. Bununla birlikte, az miktarda DNA 3'-OH
uclarina sahip olan normal veya proliferatif gekirdekler, genellikle deney sirasinda boyanmaz. Bu
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yontem ile apoptozla iligkili hem tek iplikli hem de cift iplikli kopmalar tespit etmek mumkin

olmaktadir.
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Hipokampus Beyincik

Sekil 4. 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- farelerin 6zellikle hipokampus (A) ve
beyincik (B) boélgesinde hucre 6lumi TUNEL yontemi kullanilarak goésterilmigtir. Cekirdek kirmizi
olarak boyandi. Hipokampus (C) ve beyincik bdlgesinde (D) hicre 6lumi yodunlugu istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (n=3; *p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001).

4.5 aylik Hexa-/-Neu3-/- farelerin hipokamptus ve beyincik bdlgelerinin diger genotipteki kontrol
grubu fareler ile kargilastirildiginda ylksek hicre 6limu seviyesine sahip oldugu gosterilmigtir
(Sekil 4). Yesil sinyaller apoptozun gdstergesidir. Propidium iyodur kullanilarak boyanan
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cekirdekler kirmizi olarak goézlemlenmisti. TUNEL pozitif ndronlar sari olarak gdézlenmis ve

istatistiksel analizler yapiimistir.

4.3.3. MB Analizler (Gen ifade analizleri)

A. B.
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Sekil 5. 2.5 ve 4.5 ayllk WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- farelerinde (A) korteks, (B)
beyincik, (C) talamus ve (D) hipokampis dokularinda ATF6 gen ifade orani (n=3; *p<0.05,
****p<0.0001)
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Calnexin Talamus

l s
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Calnexin Beyincik

Gen ifade Orani
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Sekil 6. 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde (A) korteks, (B) beyincik,

(C) talamus ve (D) hipokampUs dokularinda Calnexin gen ifade orani (n=3; ***p<0.001)

26



v

TUBITAK
XBP1 Korteks XBP1 Beyincik
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Sekil 7. 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde (A) korteks, (B) beyincik,
(C) talamus ve (D) hipokampls dokularinda XBP1 gen ifade orani (n=3; *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001)

Erken baslangigli Tay-Sachs fare modelinde apoptoz ile iligkili ER stres seviyesini daha iyi
anlamak icin ATF6, Calnexin ve XBP1 genlerinin ifade duzeyleri galisilmistir. Genel olarak ATF6
gen ifade oraninda galisilan bolgelerde Hexa-/-Neu3-/- faresi igin belirgin bir fark gézlenmezken
sadece 4.5 aylik Neu3-/- farelerin korteks bodlgesinde diger fareler ile karsilastirildiginda anlamli bir
artis gorulmuastir. Herhangi bir fenotip gostermeyen Neu3-/- farelerde bu gen ifadesindeki artis
anlagilamamigtir ve sadece bu fareye 6zgl daha ileri aragtirmalarin yapilmasi gerekmektedir (Sekil
5). Calnexin gen ifade orani beyincik bolgesi igin 4.5 aylik Hexa-/-Neu3-/- faresinde 2.5 aylik fareler
ile kargilastirldiginda yasa bagh anlaml bir artis g0Osterirken, diger bolgelerde belirgin bir fark
g6zlenmemistir (Sekil 6). Son olarak kesilmemis XBP1 gen ifade orani 4.5 aylik Hexa-/-Neu3-/-
faresi icin Hexa-/- ve Neu3-/- faresi ile karsilastirildiginda batin bélgelerde anlamli bir azalma

gOstermistir ancak yasa bagli bir dislsten s6z edilememistir. Ancak 2.5 aylik Hexa-/-Neu3-/-
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faresinin beyincik ve hipokampis bdlgelerinde de WT ile karsilastirildiginda kesilmemis XBP1 gen
ifade orani belirgin bir azalma gostermigtir (Sekil 7). Bu kesilmemis XBP1 gen ifade duzeyindeki

azalma ER stres seviyesinde bu yastan itibaren bir artis oldugunu distindtrmektedir.
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Sekil 8. 2.5 ve 4.5 ayllk WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- farelerinde (A) korteks, (B)
beyincik, (C) talamus ve (D) hipokampls dokularinda SOD2 gen ifade orani (n=3; *p<0.05,

**p<0.01)
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Sekil 9. 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde (A) korteks, (B) beyincik,
(C) talamus ve (D) hipokampus dokularinda Catalase gen ifade orani (n=3; *p<0.05, ***p<0.001,

*ek<0.0001)
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Sekil 10. 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde (A)korteks, (B)beyincik,
(C)talamus ve (D)hipokampUs dokularinda Ttase1 gen ifade orani (n=3; *p<0.05, **p<0.01).

Oksidatif stres belirteglerinin (SOD2, Catalase ve Ttase1) gen ifade oranlari ¢alisiimigtir. Yasa ve
genotipe bagl olarak SOD2 aktivitesinde anlamli fark gértlmemistir. 2.5 aylik Hexa-/-Neu3-/- faresi
icin talamus bdlgesinde artan Catalase aktivitesi tesbit edilmistir ancak 4.5 aylik ayni genotipteki
farelerle karsilastirildiginda azalma olmasina ragmen genotipler arasinda fark yoktur. En énemli
veri ise 2.5 ayllik Hexa-/-Neu3-/- farelerde WT ile karsilastiriidiginda hipokampls bdlgesinde

azalan Ttase1 gen ifade oranidir ancak 4.5 aylik farelerde énemli bir fark g6zlenmedigi icin bu

sonug anlamlandirilamamigtir (Sekil 8-10) .
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Sekil 11. 2.5 ve 4.5 ayllk WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- farelerinde (A) korteks, (B)

beyincik, (C) talamus ve (D) hipokampis dokularinda BCL2 gen

*p<0.01,****p<0.0001)
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Sekil 12. 2.5 ve 4.5 ayllk WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde (A) korteks, (B)
beyincik, (C) talamus ve (D) hipokampuls dokularinda BCL XL gen ifade orani (n=3; ****p<0.0001)
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A. B. s
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Sekil 13. 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde (A)korteks, (B)beyincik,

(C)talamus ve (D)hipokampls dokularinda Bax gen ifade orani (n=3)

Apoptoz regllasyonunda rol alan belirtegler (Bcl2, Bcl XL ve Bax) i¢in yapilan gen ifade dizeyi
analizleri icin genotip (6zellikle Hexa-/-Neu3-/- ve Hexa-/-) karsilagstirmasi ve yasa bagh (6zellikle
2.5 ve 4.5 aylik Hexa-/-Neu3-/- kargilagstirmasi) olarak herhangi bir fark gézlenmemistir (Sekil 11-
13). Bu genlerin patolojideki olasi etkisini daha iyi anlamak i¢in protein seviyesinde analizler
yapilabilir. Bak gen ifade orani ise proje dnerisinde olmasina ve optimizasyon 2 farkli primer seti ile

yapilmasina ragmen basari ile gerceklestiriememistir. Bu nedenle sonuglar raporumuza

eklenmemistir.

4.3.4. Western Blot Analizleri
Apoptoz ile iligkili Kaspas 12, 9 ve 3 genleri korteks, beyincik, hipokampus ve talamus bdlgeleri

protein dizeyinde ¢alisiimistir. Sonuclar asagida sunulmustur.
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Kaspas 12 analizi sadece 4.5 aylik farelerin korteks ve beyicik dokusunda denenmistir (Sekil 14).
Bu antikorun WB optimizasyonu cok zorlukla gerceklestiriimistir. Ancak Kaspas 12 antikoru ile bu
iki bolgede 4.5 aylik farelerde fark géralmemigtir. Bunun yanisira antikorumuz optimizasyon igin sik
kullanimdan dolay! tikendigi ve yenisini temin edilmesinde butcemiz yetmedigi icin hipokampus ve

talamus bolgeleri ile 2.5 aylik farelerde planlanan bolgeler ¢calisilamamistir.
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Sekil 14. 45 aylk WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde beyincik ve korteks

dokusunda Kaspaz 12 antikoru i¢cin Western Blot goérintisu. [3-aktin ylkleme kontrolli olarak

kullanildi (n=3)
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Sekil 15. (A) 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde Korteks dokusunda

Kaspaz 9 antikoru icin Western Blot gérintlsu. p—aktin ylkleme kontroll olarak kullanildi. (B)
Kaspaz 9 antikorunun bant yogunluk oraninin B—aktin antikorunun bant yogunluk oranina goére
gOsterimi (n=3)
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Sekil 16. (A) 2.5 ve 4.5 aylk WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde Beyincik
dokusunda Kaspaz 9 antikoru icin Western Blot goruntisi. p—aktin yikleme kontrolli olarak
kullanildi. (B) Kaspaz 9 antikorunun bant yogunluk oraninin B—aktin antikorunun bant yogunluk

oranina gore gosterimi (n=3)
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Sekil 17. (A) 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde talamus dokusunda
Kaspaz 9 antikoru igin Western Blot goruntisu. B—aktin ylkleme kontroll olarak kullanildi. (B)
Kaspaz 9 antikorunun bant yogunluk oraninin B—aktin antikorunun bant yogunluk oranina goére
g6sterimi (n=3, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

35



&)

TUBITAK
s n
134 o Kaspaz 9 Mipokampus
7 7

¢ $ & 7 ¢ &7
43 kDa ' g ' - = - !' Kinimamey Kaspaz 3
37.39k0a - = = == B -— Korvlameg Kaspaz 9

42 kDa . & 34 2 2832
A4 S

& P

%A LR

Sekil 18. (A) 2.5 ve 4.5 ayllk WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde hipokampus
dokusunda Kaspaz 9 antikoru icin Western Blot goériuntisi. p—aktin ylkleme kontroli olarak
kullanildi. (B) Kaspaz 9 antikorunun bant yogunluk oraninin B—aktin antikorunun bant yodunluk

oranina gore gosterimi (n=3, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

A,
Kaspaz 3 Korteks
0.20+
25A 45A
|
3 £ 0,15+
& ‘\,é’ ;
“ .; ‘ ‘ ‘$ % -
S QS g
e —— —— — ——— :Irl:mamKlZ Kaspsaz:i < 0054
19,17 kDa = == T . Kinimi Kaspaz -

12kDa - Y G . W — B-aktin

Sekil 19. (A) 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde Korteks dokusunda
Kaspaz 3 antikoru igin Western Blot goéruntisu. B—aktin ylkleme kontroll olarak kullanildi. (B)
Kaspaz 3 antikorunun bant yogunluk oraninin B—aktin antikorunun bant yogunluk oranina goére

gOsterimi (n=3).
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Sekil 20. (A) 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde beyincik dokusunda
Kaspaz 3 antikoru igin Western Blot goruntisu. B—aktin ylkleme kontroll olarak kullanildi. (B)
Kaspaz 3 antikorunun bant yogunluk oraninin B—aktin antikorunun bant yogunluk oranina goére

g6sterimi (n=3)
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Sekil 21. (A) 2.5 ve 4.5 ayllk WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde talamus dokusunda
Kaspaz 3 antikoru icin Western Blot goruntlusu. B—aktin yukleme kontroll olarak kullanildi. (B)
Kaspaz 3 antikorunun bant yodunluk oraninin f—aktin antikorunun bant yogunluk oranina gére

gOsterimi (n=3, **p<0.01)
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Sekil 22. (A) 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde hipokampus
dokusunda Kaspaz 3 antikoru icin Western Blot goérintisi. p—aktin ylkleme kontroli olarak
kullanildi. (B) Kaspaz 3 antikorunun bant yogunluk oraninin p—aktin antikorunun bant yogunluk

oranina gore gosterimi (n=3,*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

Yapilan WB analizleri sonucunda Kaspaz 12 antikorunda birden fazla bant gérindigu icin kaspaz
12 bandinin yeri tam olarak saptanamamis ve istatistiksel analizleri yapilamamistir (Sekil 14).
Kaspaz 9 proteininde, korteks ve beyincik bdlgelerinde yas gruplari ve genotipler
karsilastirildiginda anlaml bir degisim gérilmemistir (Sekil 15,16) ancak talamus bdlgesinde 2.5 ve
4.5 aylik Hexa-/-Neu3-/- fareleri ayni yastaki WT fareler ile karsilastirldiginda anlaml bir artis
gOzlenmistir (Sekil 17). Hipokampus bolgesinde talamus bdlgesine benzer sekilde 2.5 aylik Neu3-
/- farelerinde WT ve Hexa-/- fareleriyle karsilastirildiginda anlamh artig goéraimuastir (Sekil 18).
Kaspaz 3 proteini seviyesi korteks bdlgesine bakildiginda genotipler ve yas gruplarina goére
kiyaslandiginda belirgin bir fark gostermemistir (Sekil 19) ancak Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/-
farelerinin beyincik bolgelerinde 6nemli miktarda arttigi gorulmustar (Sekil 20). Hexa-/-Neu3-/-
farelerdeki artisin bu bdlgedeki Neu3 sialidaz eksikligi ile baglantili oldugu dusunulmustar.
Talamus ve hipokampus bolgelerine bakildiginda ise kaspaz 3 seviyesi 2.5 aylik Neu3-/-
farelerinde ayni yastaki diger genotipler ile kiyaslandiginda anlamli bir artis gostermigtir (Sekil
21,22).

38



&)

TUBITAK

A 25A a5A B

Bip Korteks

— W Y e Gy Geen e -~ Bip

B o —— e i I 5T L]

Sekil 23. (A) 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde korteks dokusunda
Bip antikoru icin Western Blot goérintisu. p—aktin yikleme kontrolli olarak kullanildi. (B) Bip

antikorunun bant yodunluk oraninin B—aktin antikorunun bant yogunluk oranina goére gosterimi
(n=3)

A 25A 45A B Bip Beyincik

Sekil 24. (A) 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde beyincik dokusunda
Bip antikoru icin Western Blot goruntusu. B—aktin ylkleme kontroli olarak kullanildi. (B) Bip

antikorunun bant yodunluk oraninin B—aktin antikorunun bant yogunluk oranina gére goésterimi
(n=3)
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Sekil 25. (A) 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde talamus dokusunda
Bip antikoru icin Western Blot goruntusu. B—aktin ylkleme kontrolu olarak kullanildi. (B) Bip
antikorunun bant yodunluk oraninin B—aktin antikorunun bant yogunluk oranina goére gosterimi
(n=3)
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Sekil 26. (A) 2.5 ve 4.5 ayllk WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde hipokampus
dokusunda Bip antikoru i¢cin Western Blot gérintlsi. f—aktin ylikleme kontroli olarak kullanildi.
(B) Bip antikorunun bant yogunluk oraninin B—aktin antikorunun bant yodunluk oranina gore

gOsterimi (n=3)
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Sekil 27. (A) 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde korteks dokusunda

Fas antikoru icin Western Blot gorintlsu. B—aktin ylUkleme kontroli olarak kullanildi. (B) Fas

antikorunun bant yodunluk oraninin B—aktin antikorunun bant yogunluk oranina goére gdsterimi

(n=3)
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Sekil 28. (A) 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde beyincik dokusunda

Fas antikoru icin Western Blot goérintist. B—aktin ylkleme kontroli olarak kullanildi. (B) Fas

antikorunun bant yogunluk oraninin B—aktin antikorunun bant yogunluk oranina gére gdsterimi

(n=3)
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Sekil 29. (A) 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde talamus dokusunda
Fas antikoru icin Western Blot gorintisi. B—aktin ylukleme kontroli olarak kullanildi. (B) Fas
antikorunun bant yogunluk oraninin B—aktin antikorunun bant yogunluk oranina goére gosterimi
(n=3)
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Sekil 30. (A) 2.5 ve 4.5 ayllk WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde hipokampus
dokusunda Fas antikoru igcin Western Blot goruntisu. p—aktin yukleme kontrol olarak kullanildi.
(B) Fas antikorunun bant yogunluk oraninin B—aktin antikorunun bant yogunluk oranina gore

gOsterimi (n=3)

Yapilan analizler sonucunda apoptoz belirteclerinden biri olan Bip miktarinda 6nemli bir degisim
g6zlemlenmemistir (Sekil 23-26). 4.5 aylik Hexa-/-Neu3-/- faresinin korteks boélgesinde apoptoz
belirteci olan Fas, 2.5 aylik WT ve Hexa-/- faresine oranla énemli dizeyde artig gostermistir (Sekil
27). Ayrica 4.5 aylik Hexa-/-Neu3-/- faresinin beyincik bolgesinde Fas protein seviyesi, 2.5 aylik
WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- ve 4.5 aylik WT faresine oranla énemli dizeyde artis
gOstermistir (Sekil 28). Bu durum o6zellikle beyincik ve korteks boélgelerinde Hexa-/-Neu3-/-

farelerde yasa bagl olarak artan apoptoz varliginin bir gdstergesidir.
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Sekil 31. 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde beyincik dokusunda TNFR1

antikoru icin Western Blot gérintisu

TNFR1 bir baska apoptoz belirtecidir. Yapilan tim optimizasyon denemelerinde farkl beyin
bdlgesinde TNFR1 miktari tespit edilememigstir. Antikorun ¢alisip ¢calismadigini kontrol etmek icin
firmadan kontrol proteini istenmistir. Kontrol proteininde TNFR1 gézlemlenmesine ragmen 4.5 aylik
WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- fare beyincik dokusundan izole edilen proteinde (20 ug)
herhangi bir baglanma gézlemlenmemigtir. Protein miktari 20 ug, 40 pg, 60 ug, 120 pg, 240 ug

320 pg olarak denemeler yapilmig fakat hi¢ birinde baglanma goézlemlenmemistir. (Sekil 31).

44. OTOFAJI ANALIZLERI

Projemizin bu bdéliminde amacimiz Hexa-/-Neu3-/- farelerinin farkl beyin bdlgelerini
(korteks, beyincik, hipokampuls ve talamus) WT, Hexa-/-, Neu3-/- fareleri ile kargilastirilarak otofaji
mekanizmasinin etkilenip etkilenmedigi yada bir bagka deyimle Otofajik Flux'taki olasi degisimi
arastirmaktir. Bu amacla 4 farkli genotipte 2.5 ve 4.5 aylik fare doku ve hucreleri ile 4 farkli deney

seti (RT-PCR, Western Blot, otofagozom analizi ve IHC) planlanmigtir.

4.4.1. MB Analizler (Gen ifade Analizleri)

RT-PCR ile 4 farkli genin (LC3, Beclin, p62 ve Lamp2) ifade dizeyi 4 farkh beyin

bdlgesinde ¢alisiimistir. Sonuglari asagida sunulmustur.
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Sekil 32. 2.5 ve 4.5 ayllk WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde (A) korteks, (B)
beyincik, (C) talamus ve (D) hipokampus dokularinda LC3 gen ifade orani (n=3; *p<0.05, **p<0.01
***p<0.001)
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Sekil 33. 2.5 ve 4.5 ayllk WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde (A) korteks, (B)
beyincik, (C) talamus ve (D) hipokampis dokularinda Beclinl gen ifade orani (n=3; *p<0.05,

**p<0.01)
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Sekil 34. 25 ve 4.5 aylk WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde (A) korteks, (B)
beyincik, (C) talamus ve (D) hipokampis dokularinda p62 gen ifade orani (n=3; *p<0.05, **p<0.01)
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Sekil 35. 2.5 ve 4.5 ayllk WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde (A) korteks, (B)
beyincik, (C) talamus ve (D) hipokampls dokularinda Lamp?2 gen ifade orani (n=3; *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001)

Otofaji belirtegleri icin yapilan gen ifade dizeyi analizlerinde, 2.5 aylik Hexa-/-Neu3-/-
faresinin korteks boélgesinde WT ve Hexa-/- faresiyle karsilastirildiginda artan LC3 ekspresyonu
gOzlenmistir ayrica 4.5 aylik Hexa-/-Neu3-/- faresinin beyincik bolgesinde de WT ile
kargilagtirildiginda LC3 ekspresyonunda anlamli artig g6zlenmistir (Sekil 32). Beclinl gen ifade
orani 4.5 aylik Neu3-/- faresinin korteks bdlgesinde 6nemli miktarda artmistir. Buna karsin
korteks’te WT ve Hexa-/-Neu3-/- faresi igin herhangi bir farkhlik gériimemigtir. Neu3-/- faresi igin
ek deneyler yapilarak Neu3 sialidazin otofaji regulasyonunda rolu arastirilabilir (Sekil 33). 2.5 aylik
Hexa-/-Neu3-/- farelerin korteks bodlgesinde Beclin1 ifade dlzeyi artmig olmasina bu artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. p62 gen ifade duzeyi ise 4.5 aylik Hexa-/-Neu3-/-
faresinin korteks bdlgesinde WT ve Hexa-/- faresiyle karsilastirildiginda anlamh bir artis
gOstermistir ancak diger bdlgelerde yasa ve genotipe bagli herhangi bir fark gézlenmemistir (Sekil

34). Lizozomal bir belirte¢ olan Lamp2 gen ifade dizeyi Hexa-/-Neu3-/- faresinde calisilan bitin
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bdlgelerde yasa badli olarak anlamli bir artis géstermistir (Sekil 35); bu Hexa-/-Neu3-/- faresinin

patolojisinde gdrulen artan lizozom birikimini ve anormalitesini desteklemektedir.

4.4.2. Western Blot Analizleri

Otofaji ile 3 farkli genin ifadesi protein duzeyinde yine 2.5 ve 4.5 aylik farelere ait 4

farkl beyin boélgesinde calisiimistir.
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Sekil 36. (A) 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde korteks dokusunda
Beclin-1 antikor icin Western Blot gértntusi. B—aktin yukleme kontrolU olarak kullanildi. (B) Beclin-

1 antikor bant yogunluk oraninin B—aktin antikorunun bant yogunluk oranina gére gosterimi (n=3).
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Sekil 37. (A) 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde beyincik dokusunda
Beclin-1 antikoru icin Western Blot géruntusu. B—aktin yukleme kontroll olarak kullanildi. (B)
Beclin-1 antikorunun bant yogunluk oraninin B—aktin antikorunun bant yogunluk oranina goére

gOsterimi (n=3,*p<0.05)
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Sekil 38. (A) 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde talamus dokusunda
Beclin-1 antikoru icin Western Blot gorintisi. B—aktin yikleme kontroli olarak kullanildi. (B)
Beclin-1 antikorunun bant yogunluk oraninin p—aktin antikorunun bant yogunluk oranina goére
gOsterimi (n=3).

Beclin-1 Hipokampus
15

wr Hexa”  Neu3’ MHexa’ Neu3’

O N K S g

S0 = - e e o e e e Beclin )

Boclin-1/ B-aktin

D - o - - o e akte

TIITITIT IS

wi Hexs™ Neud" Hexa“NeuT"

Sekil 39. (A) 2.5 ve 4.5 ayllk WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde hipokampus
dokusunda Beclin-1 antikoru icin Western Blot goruntisu. B—aktin ylkleme kontrolt olarak
kullanildi. (B) Beclin-1 antikorunun bant yodunluk oraninin B—aktin antikorunun bant yodunluk
oranina gore gosterimi (n=3).
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Sekil 40. (A) 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde korteks dokusunda
p62 antikoru icin Western Blot gorintlist. B—aktin ylkleme kontroli olarak kullanildi. (B) p62
antikorunun bant yodunluk oraninin B—aktin antikorunun bant yogunluk oranina goére gosterimi
(n=3).
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Sekil 41. (A) 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde beyincik dokusunda
p62 antikoru icin Western Blot goruntlsu. B—aktin ylkleme kontroli olarak kullanildi. (B) p62
antikorunun bant yogunluk oraninin B—aktin antikorunun bant yogunluk oranina gére gdsterimi
(n=3, *p<0.05,**p<0.01)
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Sekil 42. (A) 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde talamus dokusunda
p62 antikoru icin Western Blot gorintisi. B—aktin ylukleme kontroli olarak kullanildi. (B) p62
antikorunun bant yogunluk oraninin B—aktin antikorunun bant yogunluk oranina goére gosterimi
(n=3, *p<0,05).
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Sekil 43. (A) 2.5 ve 4.5 ayllk WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde hipokampus
dokusunda p62 antikoru icin Western Blot goruntisu. p—aktin yukleme kontrolt olarak kullanildi.
(B) p62 antikorunun bant yogunluk oraninin B—aktin antikoruna bant yogunluk oranina gore
gOsterimi (n=3, *p<0,05 **p<0,01).
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A. B. LC3 Korteks
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Sekil 44. (A) 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde korteks dokusunda
LC3 antikoru icin Western Blot goruntusu. B—aktin yikleme kontrolu olarak kullanildi. (B) LC3-II
antikorunun bant yogunluk oraninin p—aktin antikoruna bant yogunluk oranina goére gosterimi

(n=3).
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Sekil 45. (A) 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde beyincik dokusunda
LC3 antikoru igin Western Blot goruntlisi. B—aktin yukleme kontrolu olarak kullanildi. (B) LC3-II
antikorunun bant yogunluk oraninin B—aktin antikoruna bant yogunluk oranina goére gosterimi

(n=3).
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Sekil 46. (A) 2.5 ve 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde talamus dokusunda
LC3 antikoru icin Western Blot goruntusu. B—aktin yikleme kontrolu olarak kullanildi. (B) LC3-II
antikorunun bant yogunluk oraninin B—aktin antikoruna bant yogunluk oranina goére gosterimi

(n=3).
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Sekil 47. (A) 2.5 ve 4.5 ayllk WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde hipokampus
dokusunda LC3 antikoru igin Western Blot goruntisi. B—aktin ylikleme kontroll olarak kullanildi.
(B) LC3-II antikorunun bant yogunluk oraninin B—aktin antikoruna bant yogunluk oranina gore

gosterimi (n=3).

Korteks bdlgesinde, otofaji belirtegleri olan Beclin-1 (otofagor olusumu), LC3-1l (otofagazom
olusumu) ve p62 (otofagolizozom pargalanmasi) protein ifade dizeylerinde genotip ve yasa bagli
herhangi bir fark gézlenmemistir (Sekil 36, 40, 44). Beyincik bdlgesinde ise Beclin-1 ifade duzeyi
4.5 ayhk Hexa-/-Neu3-/- farelerde WT ve Hexa-/- ile karsilagtirildiginda o6nemli miktarda
azalmaktadir (Sekil 37). LC3-1l ise yine beyincikte 4.5 aylik Hexa-/-Neu3-/- farede Hexa-/- ile
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karsilastiriidiginda artmis ancak anlamli bulunmamistir (Sekil 45). Beyincikteki p62 protein ifadesi
4.5 aylik Hexa-/-Neu3-/- faresinde WT ve Hexa-/- farelere gore belirgin bir artig gostermistir (Sekil
41). Bu durum 4.5 aylik Hexa-/-Neu3-/- faresinin beyincik bdlgesinde otofajinin
tamamlanamadiginin bir gostergesidir. Talamus bdlgesinde, Beclin 1 belirtegi icin herhangi bir fark
gbzlenmezken (Sekil 38), 2.5 ve 4.5 aylik Hexa-/-Neu3-/- farelerin bu bdélgesinde LC3-I ve LC3-1I
bantlarinda fark oldugu tesbit edilmistir and B-aktin ile oranlandidinda bu fark istatistiksel 6nemde
degildir (Sekil 46), p62 protein ifadesi 2.5 aylik Hexa-/-Neu3-/- faresinde 2.5 aylik WT faresine gore
belirgin bir artis gostermistir (Sekil 42). Bununla beraber talamus bdlgesinde 4.5 aylik Hexa-/-
Neu3-/- faresi, 4.5 aylik WT ile karsilastirildiginda p62 protein ifadesindede belirgin dlizeyde artis
goOstermektedir (Sekil 42). Bu durum her iki yas grubunda Hexa-/-Neu3-/- faresinin talamus
bdlgesinde otofajinin tamamlanammasinda bir problem oldugunun bir géstergesidir. Hipokampis
bélgesinde, Beclin-1 ve LC3-II belirtegleri icin herhangi bir fark gézlenemezken, p62 protein ifadesi
4.5 aylik Hexa-/-Neu3-/- faresi, 4.5 aylik WT ve 4.5 aylik Hexa-/- fare gruplari ile kargilastirildiginda
belirgin diizeyde azalis gostermistir (Sekil 39, 43, 47).

Yapilan Western Blot analizleri sonucunda, Beclin-1, LC3-Il ve p62 protein seviyelerinde farkh
beyin bdlgeleri icin yasa ve genotipe bagl belirgin degisimler gézlemlenmesine ragmen, otofojik
akisi daha iyi anlayabilmek icin bu farelerden elde edilen fibroblast hicre hatlari kullanilarak ileride
detayli analizleri yapilabilir. Oyleki otofajiyi indiikleyen gesitli kimyasallar (rapamisin, resveratrol)
kullanilarak, hicreler muamele edilip genotipe bagli farkhlik olup olmadidi yine in vitro deneylerle
gbzlemlenebilir. Benzer sekilde bu farelerde in vivo olarak ér. rapamisin uygulamasi sonrasi ilaca

yanit olarak otofajik yolagin tamamlanmasi bir baska projede arastirilabilir.

54



TUBITAK

4.4.3. Otofagozom Analizi
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Sekil 48. (A)WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinin birincil fibroblast hicrelerinde LC3 ve
LAMP1 proteinlerinin immunositokimya ile analizi. (Kirmizi igimalar LC3, yesil isimalar LAMP1
proteinlerini gdstermektedir. Fotograflar 40X bulyidtmede c¢ekilmistir.) (B) LC3 ve LAMP1

proteinlerinin kolokalizasyon yogunlugunun gosterimi.

LC3 ve LAMP1 antikorlari ile yapilan imminositokimyasal ¢alismamiz ve kolokalizasyon goéruntuleri
Hexa-/-Neu3-/- farelere ait fibroblast hicrelerinde WT ve Hexa-/- ile Neu3-/- fibroblastlari ile

karsilastirildiginda 6nemli oranda artan otofagozom olusumunu varhgini géstermistir (Sekil 48).
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4.4.4. IHC Analizleri

A. Korteks Bolgesi
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Sekil 49. (A) 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde korteks boélgesinin LC3 ve
LAMP1 proteinlerinin immunohistokimya ile analizi. (Kirmizi igimalar LC3, yesil igimalar LAMP1
proteinlerini gdstermektedir. Fotograflar 10X blylutmede c¢ekilmistir.) (B) LC3 ve LAMP1

proteinlerinin kolokalizasyon yogunlugunun goésterimi.
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B. Beyincik Bolgesi
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Sekil 50. (A) 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde beyincik bélgesinin LC3 ve
LAMP1 proteinlerinin immunohistokimya ile analizi. (Kirmizi igimalar LC3, yesil isimalar LAMP1
proteinlerini gdstermektedir. Fotograflar 10X buyiutmede ¢ekilmigtir.) (B) LC3 ve LAMP1

proteinlerinin kolokalizasyon yogunlugunun gosterimi.
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C. Talamus Bolgesi
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Sekil 51. (A) 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde talamus bélgesinin LC3 ve
LAMP1 proteinlerinin immunohistokimya ile analizi. (Kirmizi igimalar LC3, yesil igimalar LAMP1
proteinlerini gdstermektedir. Fotograflar 10X blylutmede c¢ekilmistir.) (B) LC3 ve LAMP1

proteinlerinin kolokalizasyon yogunlugunun gosterimi.
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D. Hipokampiis Bolgesi I: CA1 ve CA2
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Sekil 52. (A) 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde hipokamplis CA1 ve CA2

bolgelerinde LC3 ve LAMPL1 proteinlerinin immunohistokimya ile analizi. (Kirmizi igimalar LC3,



<G

TUBITAK
yesil iIsimalar LAMP1 proteinlerini gostermektedir. Fotograflar 10X buyutmede gekilmistir.) (B) LC3

ve LAMP1 proteinlerinin kolokalizasyon yogunlugunun gosterimi.

E. Hipokampilis Bolgesi ll: CA3
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Sekil 53. (A) 4.5 aylk WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinde hipokamplis CA3
bélgesinin LC3 ve LAMPL1 proteinlerinin immunohistokimya ile analizi. (Kirmizi igimalar LC3, yesil
iIsimalar LAMP1 proteinlerini géstermektedir. Fotograflar 10X blyttmede ¢ekilmistir.) (B) LC3 ve

LAMP1 proteinlerinin kolokalizasyon yogunlugunun gdsterimi.
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Erken baslangigh Tay-Sachs fare modelinde otofajik akista bozulma ve otofajik Urlinlerde ikincil
birikim olup olmadigini anlamak icin LC3 ve Lamp1 proteinleri icin immunositokimyasal ve
immunohistokimyasal analizler yapilmistir. Hexa-/-Neu3-/- farelerden elde edilen fibroblast
hicrelerinde LC3 ve Lamp1 proteinlerinin kolokalizasyon seviyesinde WT ve/veya Hexa-/-
fareleriyle karsilastirildiginda anlamli artig gozlenmistir (Sekil 48). Elde edilen veriler Hexa-/-Neu3-
/- farelerinde korteks, beyincik, talamus, hipokampus bolgelerinde ve otofagozom belirteci olan
LC3 ve lizozomal belirte¢ olan Lamp1 kolokalizasyonu otofagolizozom yapisini gostermektedir
(Sekil 49-53). Bu durum Hexa-/-Neu3-/- farelerinde daha énce gdsterilmis olan artan lizozom sayisi
(Seyrantepe ve ark, 2018) ve otofagolizozom birikimi ile iliskilendirilebilir. Otofajinin tamamlanip

tamamlanamadigini daha iyi anlamak igin dr. p62 proteinin immunohistokimyasal analizi yapilabilir.

4.5. REAKTIF OKSIDATIF TUR (ROS) Analizleri

4.5.1. Hiicre ici ROS Seviyesinin Belirlenmesi

WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinin 6lumsuz ve birincil fibroblastlarindaki ROS
seviyesi; H2DCFDA'nin hucre ici ROS varliginda yuksek florasana sahip DCF’e yukseltgenme

seviyesi akis sitometrisi kullanilarak olglGimustar.
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Sekil 54. (A) Olimsiz Fibroblastlarin hiicre igi ROS seviyesinin belirlenmesi igcin H2DCFDA ile
FACS analizi. (B) Negatif kontrol ve deney grubu hucrelerindeki yesil flurosans isima yuzdesi(n=3,
**++n<0.0001)
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B. Birincil Fibroblast
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Sekil 55. (A) Birincil Fibroblastlarin hicre i¢ci ROS seviyesinin belirlenmesi icin H2DCFDA ile FACS
analizi. (B) Negatif kontrol, pozitif kontrol ve deney grubu hicrelerindeki yesil floresan 1sima
yuzdesi (n=3, **p<0.01,***p<0.001, ****p<0.0001)

Verilerimiz Hexa-/-Neu3-/- farelerinin olimsuz fibroblastlarinda WT fibroblastlarindakine goére
anlamh seviyede artmis ROS miktari gézlenmistir (Sekil 54). Benzer sekilde birincil fibroblastlarda
ise hem pozitif kontrol hem de deney grubunda Hexa-/-Neu3-/- fibroblast hiicrelerinde Hexa-/- ile
karsilastirildiginda anlamli seviyede ROS artigi gdsterilmigtir ve sonucglarimiz Hexa-/-Neu3-/-
farelerde anormal lizizomal birikim sonugu hicre igi dengenin bozuldugunun bir bagka

gOstergesidir (Sekil 55).

45.2. Western Blot Analizi
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Sekil 56. (A) WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinin 6limsuz fibroblastlarinda APE1
antikoru icin Western Blot goéruntusu. B—aktin ylUkleme kontroli olarak kullanildi. (B) APE1
antikorunun bant yogunluk oraninin B—aktin antikorunun bant yogunluk oranina goére goésterimi
(n=3)
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Sekil 57. (A) WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinin olimsuz fibroblastlarinda IKBa
antikoru igin Western Blot goéruntusu. P—aktin yudkleme kontroli olarak kullanildi. (B) IKBa
antikorunun bant yogunluk oraninin B—aktin antikorunun bant yogunluk oranina goére gosterimi
(n=3)

Oksidatif strese kargi verilen hucresel cevabi duzenleyen proteinlerden biri olan APE1/Ref-1 ve
NFkB proteinin inhibitdéri olan IKBa proteinlerinin ifade dizeyi Western Blot ile analiz edilmigtir.
Ancak iki protein seviyelerinde genotipe bagh W Blot yontemi ile herhangi bir anlamh fark

gOsterilememigtir (Sekil 56,57).

4.5.3. Protein Karbonilasyon Analizi
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Sekil 58. Hexa-/- ve Hexa-/-Neu3-/- farelerinden olusturulmus 6limsuz fibroblast hatlarindan (A) iki
farkli (RIPA ve TNN) liziz solusyonu ile liziz edilmis ve 10 pg seklinde ylklenmis proteinlerin
karbonil miktar analizi. (B) farkli zaman dilimlerinde (15 dakika, 30 dakika, 60 dakika) liziz edilmis
ve farkli miktarlarda (10 pg ve 20 pg) yuklenmis proteinlerin karbonil miktar analizi.
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Protein karbonilasyon analizi sadece Hexa-/- ve Hexa-/-Neu3-/- farelerinden elde edilen
fibroblastlar ile yapilmistir. iki farkl liziz tamponu, farkli zamanlarda protein liziz sireleri ve farkli
miktarlarda yulklenmis protein ornekleri gibi denemeler yapilarak metodun optimizasyonu
gerceklestiriimeye calisilmis ancak Hexa-/- ve Hexa-/-Neu3-/- farelere ait fibrolastlar arasinda
herhangi bir fark tesbit edilememistir (Sekil 58). Protein karbonilasyon analizi daha sonra 2.5 aylik
ve 4.5 aylk WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- fare gruplarindan alinmis korteks ve beyincik
bdlgelerinde, 1% B-merkaptoetanol iceren RIPA tampon ¢dzeltisi ile protein izolasyonu yapilmis ve

gorintilenmistir.
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Sekil 59. (A) 2.5 aylik ve (B) 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- farelerin korteks
dokusunda protein karbonilasyonu goérintisi. B—aktin yikleme kontroli olarak kullanildi.
(C)Karbonilli proteinlerin bant yogunluk oraninin B—aktin antikorunun bant yodunluk oranina gore

g0sterimi (n=3; *p<0,05).
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Sekil 60. (A) 2.5 aylik ve (B) 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- farelerin beyincik
dokusunda protein karbonilasyonu goérintlsid. B—aktin ylkleme kontroli olarak kullanildi.
(C)Karbonilli proteinlerin bant yogunluk oraninin p—aktin antikorunun bant yogunluk oranina gore

gosterimi. (n=3; *p<0,05).

2.5 aylik Hexa-/-Neu3-/- farenin beyincik érnekleri icin Hexa-/- ve WT farelerin beyincik bdlgelerine
gore karbonillenmis protein seviyelerinde degisiklikler gozlenmigtir (Sekil 60A). Proteinlerin
oksidasyon analizinde ise 4.5 aylik Hexa-/-Neu3-/- farenin beyincik bdlgesinde bulunan protein
karbonil seviyeleri, Hexa-/- ve WT farelerin beyincik bdlgelerindeki protein karbonil miktarlarina
gore belirgin bir artis gostermektedir (Sekil 60B). Protein karbonil seviyelerindeki degisiklikler 4.5
aylik Hexa-/-Neu3-/- farenin korteksi i¢in degerlendirilmistir, ancak beyincik bolgesi kadar degisiklik
g6zlenmemistir. Korteks bdlgesinde Neu3-/- farelerinde goérilen yasa bagl artis disinda

genotiplere bagli bir fark gdézlenmemistir (Sekil 59).
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Sekil 61. (A) WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinin 6limsuz fibroblast hicrelerinde
APE1/Ref-1 proteininin immunositoflorosan ile analizi. (yesil isimalar APE1 proteinini maviler ise
DAPI ile boyanmig nukleuslari géstermektedir. (Fotograflar 40X blyitmede ¢ekilmigstir.) (B) Yesil
Isimalarin ImagedJ programi ile yogunluk o6lgimunun hicre sayisina gore normalizasyonu.
(*p<0,05)

APE1/Ref-1 proteinin ¢ekirdekteki gorevinin yani sira, detayli olarak bilinmese de sitoplazmada da
gorevi oldugu ve bu proteinin Gaucher hastaligi gibi bazi lizozomal depo hastaliklarinda artan
sitoplazmik ekspresyonun varligi daha énceki ¢galismalarda gosterilmistir (Deganuto ve ark, 2007).
WT, Hexa-/-, Neu3-/-, Hexa-/-Neu3-/- farelerinin o6limsulz fibroblast hiicrelerinde APE1/Ref-1
proteininin immunositokimyasal analizi sonucunda hem Hexa-/- hem de Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/-
farelerinin fibroblastlarinda WT ile karsilastirildiginda anlamli bir artis gézlenmigtir (Sekil 61). Bu
durum WT (normal) fareler ile karsilastirildiginda her ¢ genotipteki faredede gecerli oksidatif

streste’ki artis ile iligkilendirilebilir.
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4.6. Ikincil Yag Metabolizmasi Analizleri

Lipidom analiz ile 23 farkh (LPA, LPC, LPC-O, LPE, LPE-O, LPI, LPS, PA, PG, TAG,
CL,Cer, DAG, HexCer, PC-O, PI, SE, SM,PC, PE, PE-O, PS ve PT) yag molekulinin 4
farkl genotipde 4.5 aylik farelerin 2 farkli beyin boélgesindeki (korteks ve hipokampus) profili
cikariimistir.
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Sekil 62. (A,B,C) 4.5 aylik WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- farelerinin korteks boélgesinde
bulunan ikincil yaglar igin lipidom kitle spektrometre analizi (n=3; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
**rxn<0.0001).
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B. Hipokampus
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Sekil 63. (AB,C) 4.5 ayhk WT, Hexa-/-, Neu3-/- ve Hexa-/-Neu3-/- farelerinin hipokampus
bélgesinde bulunan ikincil yaglar igin lipidom kitle spektrometre analizi (n=3; *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001, ****p<0.0001).
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ikincil yaglarin lipidom analizi sonuglarina gére korteks ve hipokampiis boélgelerinde farkl lipitler
icin genatipler arasi farklar gézlenmistir. Ancak bu farklar arasinda ikincil lipidlerin patolojide rolln(
aciklamada yeterli degildir ancak daha kapsamli arastirmalar ile Hexa-/-Neu3-/- farelerinde
gOzlenen patoloji ile iliskilendirilebilir (Sekil 62,63). Projemizin bu bdéluminde sadece Hexa-/-
Neu3-/- farelerin degil ayni zamanda Hexa-/- ve Neu3-/- farelerinde korteks ve hipokampuls
bdlgesinde yaglarin profili ilk kez ¢ikariimis ve WT ile karsilastiriimis. Benzer sekilde lipidom analizi
ile WT farelerin iki farkli beyin bolgesindeki minér ve major yaglarin dagilimi ve miktari (1 pmol-
4000 pmol) hakkinda litaratlrdeki ¢calismalarda henliz rapor edilmemis olan bilgiler elde edilmistir.
ikincil yaglarin lipidom analizleri sonucu farkli genotipteki farelerde birbirlerine kiyasla istatistiksel
olarak 6nemli miktarda artan yada azalan yag profilleri ile elde edilmistir. Bunlarin arasinda en

onemli fark Hexa-/-Neu3-/- farelerdeki PG (phosphatidylglycerol) miktaridir.
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TARTISMA

Fareler, turler arasindaki genetik ve fizyolojik benzerlikler nedeniyle insan hastaliklarini ve
biyolojilerini arastirmak icin yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda &limcal bir
cocukluk cagr hastaliyi olan Tay-Sachs hastaliginin fare modeli (Hexa-/-Neu3-/-) hastaligin

hicresel patolojisini daha iyi anlamak amaci ile ayrintili analiz edilmistir.

Nadir rastlanilan bir hastallk olan Tay-Sachs otozomal c¢ekinik olarak kalitilan ve GM2
gangliosidosis olarakta isimlendirilen bir lizozomal depo hastaligidir. Bu hastalikta -
hekzosaminidaz A (HexA) enzim eksikligi sonucu 06zellikle sinir hicre lizozomlarinda GM2
gangliosid adli glikolipid birikmektedir. Bunun sonucunda ozellikle sinir sistemi ciddi hasar
gormektedir. Tay-Sachs hastalari dogumdan sonraki ilk bir kagc ay normal gelisim goéstermektedir.
Ancak hastalik cok hizli ilerlemekte ve kisa slrede sagirlik, korlik, yutma zorlugu, kas
deformasyonu, paraliz ve epilepsi gibi klinik bulgular ortaya ¢ikmaktadir. Tedavisi bulunmayan Tay-
Sachs hastaliginda cocuklar 3-4 yaslarinda 6lmektedir. Tay-Sachs farelerinde (Hexa-/-) ise B-
hekzosaminidaz A kodlayan gen “knockout” edilmis olmasina ragmen normal bir fenotip ile
karsilagilmistir (Phaneuf ve ark. 1996). Oyleki Tay-Sachs hastalarinin tam tersine j-
hekzosaminidaz A eksikligi olan fareler normal yasamlarini sirdirmekte ve herhangi bir dnemli
norolojik bulgu gdstermemektedir. Hexa-/- farelerde normal fenotipin goérilmesi sialidaz
enzimlerinin GM2 gibi glikolipidlerin yikim reaksiyonlarinda rol aldidini dugundirmustur. Sadece
farede oldugu dusinulen bir ‘by-pass’ mekanizmasi ile GM2 gangliosidinin bir yada birden fazla
sialidaz enzimi (Neu1, Neu2, veya Neu3d) tarafindan dnce GA2 adl bir glikolipid’e yikildigi ve
daha sonra (3-Hekzoaminidaz B tarafindan laktozilseramid’e yikildigi ileri sGrdlmastar. Sialidaz
enzimleri icinde gangliosit 6zgul plasma zar sialidazi olarakta bilinen Neu3 (Neuraminidaz 3)
sialidazin bu yikimda énemli olabilecegi fikrinden yola ¢ikarak EMBO Yerlesim Destegi ve Marie
Cruie Geriye donus projeleri destegi ile Hexa-/- ve Neu3-/- farelerini giftlestirerek (Phaneuf ve ark.
1996; Yamaguchi ve ark. 2012) Hexa-/-Neu3-/- fare modelini Tay-Sachs hastaligi modeli olarak
elde etmeyi basardik. Elde edilen ¢ift enzim eksikligi olan fareler 3-4 aylikken anormal GM2
gangliosid birikimine bagh olarak tremor (titreme) ve ataxia (kas koordinasyon bozuklugu) gibi
norolojik bulgular gostermistir ve  bu fareler 4.5 aylikken aniden &6lmeye baglamistir. Ulusal
(Hacettepe ve Ankara Universitesi) ve uluslararasi igbirlikleri (Almanya, Japonya) ile bu fare
modelini molekuler biyolojik, ileri biyokimyasal (6r. LC-MS/MS analizleri), imminohistokimyasal,
histolojik, patolojik, tomografik, davranigsal olarak analiz ederek Tay-Sachs hastaliginin ilk ve

gegerli tek fare modeli oldugunu kanitmayi basardik. Bu projemiz suirecinde daha énce elde etmis
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oldugumuz veriler etki degeri yuksek bir dergi olan Experimental Neurology dergisinde
yayinlanmistir (Seyrantepe ve ark. 2018, Murine Sialidase Neu3 facilitates GM2 degradation and
bypass in mouse model of Tay-Sachs disease. Exp Neurol. Jan;299(Pt A):26-41). Bu yayinimiz
ayrica 2018 yili TGC Sedat Simavi Saglik Bilimleri Ovgi édiili almistir.

Lizozomal depo hastaliklari cgesitli biyomolekullerin yikiminda goérev alan enzimlerin eksikligi
sonucu ortaya c¢ikan kalitsal hastaliklardir. Bu hastaliklar belirli bir gende bir yada daha fazla
mutasyon sonucu lizizomal enzimin aktivitesinin 6nemli derecede azalmasi sonucu ortaya cikarlar
(Reuser ve Drost 2006). Bu durum o&zellikle glikosifingolipid ve glikozaminoglikan gibi
biyomolekiillerin lizozomlarda birikimi ile belirlenir. Sonug olarak ortaya cikan lizozomal fonksiyon
bozuklugu hicresel patolojiye (6r. Apoptoz ve Otofaji) ve organ ya da dokularin yapi ve
fonksiyonlarinda degisimlere sebep olur. Cogu lizozomal depo hastaliklari sinirh yasam sureleri
olan olumcul hastaliklardir. Tum diger kalitsal hastaliklar gibi lizozomal depo hastaliklarinin
tedavisi icin yeni terapi yontemlerinin gelistiriimesi icin arastirmalar surdiriilmektedir. ileride yeni
terapi yontemleri gelistirerek hastaliin model organizmasi olan farelerde uygulamak amagi ile
Hexa-/-Neu3-/- fare modeli ve WT, Hexa-/- ile Neu3-/- farelerini karsilastirmali olarak beyin
dokusunda ve fibroblastlarda ilerleyen (2.5 ve 4.5 aylik) hastalik patolojisinde hiicre olimi,

otofaji, reaktif oksitatif tiirler ve ikincil yag birikimi agisindan arastirdik.

Lizozomal depo hastaliklarinda Tay-Sachs hastaliginda GM2 gangliosit birikiminde oldugu gibi
yikilamayan subsratlarin lizozomlar igerisinde birikmesi zamanla hucrelerin sismesine, hucre
fonksiyonlarinin bozulmasina ve hicre 6limine neden olur (Tardy ve ark, 2004). Birgok lizozomal
depo hastaliginda ndral dejenerasyon goérulir ve bunun sebebi apoptotik hicre olimuadur.
Endoplasmik retikulum ve oksidatif stresin lizozomal depo hastaliklarinda hicrelerdeki apoptozu

kolaylastirdidi bilinmektedir.

Projemizde cesitli molekuler biyolojik ydntemler kullanarak Hexa-/-Neu3-/- ve kontrol grubu farelere
(WT, Hexa-/- ve Neu3-/-) ait farkh beyin bolgeleri ile fibroblast hlicrelerinde 6ncelikle apoptoz ile
iligkili ER stres marker genleri (ATF6, Calnexin ve XBP1) ile oksidatif stres marker genlerinin
(superoxide dismutase-2 (SOD2), catalase ve thioltransferase-1 (TTasel)) ifadesini ¢alistik. ATF6
gen ifade oraninda calisilan bdlgelerde Hexa-/-Neu3-/- faresi icin belirgin bir fark gorulmemigtir.
Calnexin gen ifade orani ise beyincik bdlgesi icin 4.5 aylik Hexa-/-Neu3-/- farelerde 2.5 aylik fareler
ile karsilastinldiginda yasa baglh anlamli bir artis gOsterirken, diger bodlgelerde belirgin bir fark
g6zlenmemistir ve bu bilgiler litaratur ile uyumludur. XBP1 gen ifade orani 4.5 aylik Hexa-/-Neu3-/-
faresi icin Hexa-/- ve Neu3-/- faresi ile karsilastirildiginda batin boélgelerde litaratir bilgilerinin
aksine anlamli bir azalma gdstermistir ve bu durum yasa bagh degildir. 2.5 aylik Hexa-/-Neu3-/-

faresinin beyincik ve hipokampus bdlgelerinde ise WT ile karsilastirildiginda kesilmemis XBP1 gen
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ifade orani belirgin bir azalma gostermistir. Bu kesilmemis XBP1 gen ifade dizeyindeki azalma ER

stres seviyesinde bu yas grubunda beklenmeyen yeni bir veri olarak dederlendirilmigtir.

Tay-Sachs hastaligi fare modelinin (Hexa-/-Neu3-/-) korteks, beyincik, hipokampls ve talamus
bdlgesi 2.5 aylik ve 4.5 aylik Hexa-/-, Neu3-/- ve WT farelerin ayni beyin bdlgeleri apoptoz
belirtecleri olan Kaspasl2 ve 9 yanisira Kaspas3 genleri icin Western Blot yontemi ile analiz
edilerek karsilastiriimistir. Sadece Kaspas 9 dizeyinin hem 2.5 hemde 4.5 aylik Hexa-/-Neu3-/-
farelerin talamus bolgesinde arttigi tesbit edilmistir. Neu3-/- farelerde ise benzer sekilde Kaspas 9
dizeyinde artis vardir ve Hexa-/-Neu3-/- farelerdeki verilerle benzerlik gdéstermektedir. Bu artisin
Hexa-/-Neu3-/- farelerdeki 2. enzim eksikliligi olan Neud sialidaz eksikliine bagli olarak
gerceklesmis olabilecegi dusunulmektedir. Kaspas3 duzeyinin ise hem 2.5 hem de 4.5 aylik
Neu3-/- farelerde tim denemelerimizde korteks bolgesi hari¢ beyincik, talamus ve hipokampus’te
yuksek cikmasi ise bu enzimin ganglioside metabolismasi ile baglantili apoptoz slreclerinde rolu
olabilecegini distindirmustir. Projemiz stiresince apoptoz varligini DNA fragmantasyon analizleri,
RT-PCR ve WBIot analizleri ile gostermeye calistik ancak en anlamli verileri Insitu Tunel analizi ile
elde ettik (Sekil 4).

Lizozom hiicresel makromolekdillerin yikimlari igin gerekli enzimleri igeren asidik bir organeldir. Bu
yikim enzimlerinin herhangi birinin eksikligi durumunda hucrelerin lizozomlarinda ¢ok miktarda
yikilmamig makromolekdl birikir. Eksikligi olan enzimin substratinin birikmesi ikincil etkilere sebep
olur ve endozom-otofaji-lizozom sisteminin yanisira hicredeki mitokondri, ER, Golgi gibi
organelleri, kisaca tim hucresel fonskiyonlari etkileyen bir kaskat baslatir (Platt ve Lachmann,
2009). Lizozom bir organel olarak otofaji icin kritk ®éneme sahiptir. Oyleki lizozomal depo
hastaliklarinda yikilamayan urlinlerin lizozomlarda birikmesi bu hastalarda otofaji yolaginin
bozulmus olabilecedi ve bu bozulmanin da hastaliktaki patolojide roll olabilecegi 6ne sirilmagtir.
Yapilan galismalar birgok farkli lizozomal depo hastaliginda otofaji yolaginin bozulmus/etkilenmis
oldugunu géstermektedir. Or. Sifingomyelinin yikilamadidi lizozomal depo hastaligi olan NPC’de
hastalarin fibroblast hicrelerinde otofaji sirasinda aktive olan Beclin-1 proteininin yiksek miktarda
eksprese edildigi gosterilmigtir. Ayrica NiemanPickC-/- farelerinde otofaji 6zellikle beyin dokusunda
calisilmis ve otofaji markerlarindan mikrottbdal-iligkili protein 1 hafif zincirinin (LC3), LC3-1 olarak
gecen sitozolik halinden degistiriimis hali olan LC3-II'ye ¢ok daha hizli donustugl ve otofagozom
membrani ile etkileserek otofajiyi arttirdigi gosterilmigtir. LC3-1l proteini hilcrede sadece
otofagozom membrani ile etkilesen dider membranlarla etkilesmeyen 6zel bir proteindir. Ayrica
NPC’de otofajinin aktivasyonunun Beclin-1 proteininin aktive edilmesi ile gergeklestigi gosterilmigtir
(Pacheco ve ark. 2007). Pompe hastaligi ise lizozomal asit-alfa-glukozidaz enzim eksikligi olan ve
lizozomlarda glikojenin biriktigi, buna bagh olarak da iskelet ve kalp kaslarinin ciddi bir sekilde

etkilendigi bir hastaliktir. Glikojen birikim sadece lizozomlarda kalmamis, yikilamayan glikojen
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otofagozomlarda da birikmis ve hiicrede ¢ok sayida vakuoler yapinin olugsmasina neden olmustur.
Yapilan arastirmalarda bu vakuollerde LAMP-1 proteinin LC3-ll ile birlikte lokalize oldugu
gosterilmistir (Fukuda ve ark. 2006; Raben ve ark. 2007). MSD hastaligi fare modelinde fare
beyinlerinde cerebral korteks, talamus ve cerebellum kisimlarinda vyapilan c¢alismalarda
otofagozommarkeri LC3 incelenmis, LC3-I'in LC3-II'ye ddnidsmis halinin miktarindaki artisin
otofagozom sayisi ile iligkili oldugu gosterilmistir (Settembre ve ark. 2008). Ayni zamanda yine
otofajide olan problemler sonucu biriken ubikitin eklenmis proteinlere spesifik p62 proteininde de
artis gorulmastur (Settembre ve ark. 2008; Raben ve ark 2009). Fabry hastaligi alfa-galaktozidaz A
enzim eksikligi sonucu anormal glikosipingolipid katabolizmasi olan lizozomal depo hastaligidir.
Bobrek hicrelerinde LC3 proteini Gzerine yapilan ¢alismalarda otofajik vakuollerin bu hatalikta da
¢ok sayida birikmis oldugunu gostermistir (Chevrier ve ark. 2010). Glukozilseramidaz enzim
eksikligine bagh olarak glukozilseramid birikimi olan olan Gaucher hastaliinda da otofajinin
bozuldugu ve LC3-II'nin miktarinin arttigr gosterilmistir (Tatti ve ark. 2011). p-galaktozidaz enzim
eksikligi sonucu GM1 gangliosit birikimi olan GM1 gangliosidosis faresinde LC3-II'nin ve Beclin1’in
artisi ile otofajinin anormal aktivasyonu gdsteriimis ve bu direk hastaligin patolojisi ile
iligkilendirilmistir (Takamura ve ark. 2008; Osellame ve ark. 2014). Otofajinin bozulmus olmasi
GM2 ve GAZ2 birikimi olan Sandhoff hastaliginda da gosterilmigtir (Vinter ve ark 2010; Platt ve ark.
2012). Benzer sekilde sonuglarimiz Tay-Sachs hastaligi fare modelinde (Hexa-/-Neu3-/-) farkli
beyin bolgelerinde korteks, beyincik, hipokampis ve talamusda Hexa-/-, Neu3-/- ve WT fareler ile
karsilastirildiginda otofaji stireglerinde yasa bagh olarak farkliliklar oldugunu gdstermistir. Ancak
her bir gruptan 3 farkli farenin farkli beyin bdlgeleri ile elde edilen sonuglari yorumlamakta guglukle
karsilastik. Ornegin W Blot sonuclarinda 6zellikle LC3-Il ve p62 bantlarinin farkli beyin bélgelerinde
varligi bu bdlgelere 6zel otofajik akigin var olabilecegini disindirmustur. Benzer sekilde farkli
farelerin (n=3 yapilmigtir) olasi ‘steady state’ durumun farkli olmasininda bu bdlimdeki WBIot
verilerin degerlendiriimesini zorlagtirmaktadir. Ancak LC3-1l ve LAMP1 ile yapmis oldugumuz IHC
calismalari Hexa-/-Neu3-/- farelerde artan otofaji akis ve lizozom birikiminin dogru orantil iligkisinin
varligini goéstermigtir. Hexa-/-Neu3-/- farelerde otofajik akis hakkinda dokudan ¢ok bu farelerden
elde edilecek sinir hicre hatlarininda indiklenme sonucu olusturulacak stress sartlari ile daha

ayrintili bilgi toplamak mimkun olacaktir.

Bilindigi gibi lizozomlarda gergeklesen birikimden dolayi otofaji yolagi, etkilenme mekanizmasi
hastaliga bagli olarak degdisse (otofajinin artmasi ya da engellenmesi ve vakuollerin birikmesi) de
tum lizozomal depo hastaliklarinda bozulmaktadir. Otofaji yolaginda meydana gelen bu degisim ve
bozulmalar ndrodejenerasyon ile iligkilendiriimektedir (Settembre ve ark. 2008). Otofajinin artmasi
ya da azalmasi hicre iginde diger yolaklari da etkilemektedir 6r. kaspazlarin aktivasyonu sonucu

apoptoza neden olabilmektedir (Kiselyov ve ark. 2007). Calismamizda Hexa-/-Neu3-/- farelerinde
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anormal GM2 gangliosit miktarindaki ve daha o6nceki c¢alismamizdada elektron mikroskop
analizinde gdsterdigimiz gibi (Seyrantepe ve ark., 2018) lizozom sayisindaki anormal artisa bagh
olarak otofaji mekanizmasinin etkilendigi ve ER stress gibi henuz calisiimamis diger
mekanizmalarinda tek yada birlikte etkisi ile hiicre 6lumU ve ndrodejenerasyonun gergeklestigini

digtunmekteyiz.

Birgcok calisma reaktif oksijen tirlerinin (ROS) lizozomal depo hastaliklarinda gorilen hicre
olimlerinin en 6nemli etkeni ya da genel aracilari oldugunu gdstermistir (Wei ve ark.2008). GM1 ve
GM2 gangliosidosisde uyarilabilir nitrik oksit sentez enzimi ve nitrotyrozinin microglia ve makrofaj
hicrelerinde (Jeyakumar ve ark. 2003) ve ROS’un Fabry hastalik modellerindeki artisi
gorulmektedir (Shen ve ark. 2008). Niemann-Pick C 1 (NPC1) hastalarinin bag doku microarray
analiz sonuclarida oksidatif stresin arttirilmasinin, ROS’ un ve yag peroksitasyonunun artisinin
akut oksidatif travmadan sonraki donemde bag dokularini hicre o6lumlerine daha yatkin hale
getirdigini gostermistir. ROS’un ayrica lizozomal depo hastaliklarinin patolojisinin agiklanmasinda
¢ok onemli bir roli olabilecegi tahmin edilmektedir (Vitner ve ark., 2010). Fabry hastalik
modellerinde alpha-galactosidase A eksikliginin lizozomlarda globotriaosylseramit (Gb(3)) birikimini
ortaya cikardigi gozlenmistir. Fabry hastaliinda, Gb(3)'in damar endotellerinde birikimi ROS’un
artan Uretimi ile baglantilli oldugu gosterilmistir. Fabry hastalarinin endotel hiicrelerindeki plasma
orneklerinde ROS artiginin kontrol grublarina gére dnemli miktarda oldugu goézlemlenmigtir (Shen
ve ark. 2008). Ayrica Fabry hastalarinin eritrositlerinde duslk seviyede gdbzlemlenmesi;
glutathione, glutathione peroksidaz ve superoksit dismutaz/catalaz oranindaki artis ile
iliskilendirilmistir (Biancini ve ark. 2012). ROS’lar indirgenmesi tamamlanmamis oksijen sonucunda
olusan reaktivitesi ylksek molekiller olmalari nedeni ile otofaj’de O&nemli derecede rol
oynamaktadirlar. Fizyolojik kosullar altinda mitokondride kullanilan oksijenin %1-3’ lik kismi
elektron tagima zinciri ile ROS’ a dénusturilerek en bagta gelen ROS kaynaklarindan biri 6zelligini
tasimaktadir. Aglik (otofajinin potansiyel tetikleyicisi) faktérinin ROS seviyesini arttirdigi ve anti-
oksidantlar ile yapilan tedavinin ise aglik ile meydana gelen otofajide iyilesme goérilmesi rapor
edilmigtir. Gaucher hastaligi (GD) bir lizozomal depo hastalgidir ve glukosylseramide (GlcCer)’in
farkh vicut hucrelerinde birikmesi ve hlcresel yetmezsizliklere neden olduklari bilinmektedir.
GlcCer biyolojik membranlarin bileseni ve kompleks gilikosipingolipidlerin (GSLs) biyo yapim ve
yikim yolaklarda 6nemli ara basamak molekdllerinden biridir. GlcCer'in GD’de birikimi ciddi
patalolojik sonuglara neden olmaktadir. Seramid ve GSL sinyal iletim yolakalarina dahil olarak
ROS’ a sebep olurlar. Ozellikle laktosilseramide ve GD3 molekiillerinin Gaucher dokularinda
birikimi gézlenmis ve farkli oksit indirgenlerini aktive ettidi rapor edilmistir, bundan dolayr GSL
yolagindaki dengesizliklerin GD’nin temel ROS seviyesini GD hucrelerinde arttirmasi olarak
karakterize edilmigtir. Fibroblast hucrelerinde ROS seviyesinin ve karbonil iceriginin GD

hastalarinda 6nemli Olcide arttigi gézlemlenmistir. Oksidatif strese karsi adaptif cevaplarda
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APE1/Ref-1 proteininin dnemli rolu oldugu bilinmektedir. Sitoplazmik APE1/Ref-1 protein seviyesi
GD fibroblast hucrelerinde APE1/Ref-1 proteini kontrol gruplarina goére onemli miktarda fazla
oldugu gdsterilmistir (Deganuto ve ark.2007). Ancak gerek WBIot gerekse imminositoflorosan
analizler ile elde ettigimiz verilerimiz APE1/Ref1 duzeylerinde 4 farkli genotip arasinda anlamli fark
olmadigini gostermistir. Calismamizda yukarida litarattrdeki bilgiler dogrultusunda Hexa-/-Neu3-/-
farelerinde GM2 gangliosit miktarindaki artiga baglh olarak ROS’un hicre o6limunden sorumlu
mekanizmalarda ikincil rol oynayip oynamadigi arastiriimistir. Protein yan karbonil gruplari oksidatif
hasarlarin tesbit edilebilmesi icin ayirt edici dnemli bir 6zelliktir. Bu nedenle karbonil gruplarin
Olciml OxyBlot Protein Oxidation Detection kiti kullanilarak yapilmistir ancak Hexa-/- ve Hexa-/-
Neu3-/- fareler karsilastirildiginda énemli bir fark gosterilememistir. Hexa-/-Neu3-/- farelerin beyin
dokusundaki patolojinin hicre igi redoks durumunun bozulmasi ile iliskilendirilmesi icin sinir ve glia

hlcre hatlarinin kurulmasi ve analiz edilmesi uygun olabilir.

Endozomal/lizozomal sistemin temel roli hicre ylzeyinden gelen substratlarin parcalanmasi ve
hicre ylzeyine geri dondurulmesidir. Bu sistem endositosis ve otofaji ile saglanir. Herhangi bir
lizozomal enzimdeki eksiklik tim bu sistemin fonksiyonunu bozabilir ve bir ¢ok farkli substratin
birikmesine sebep olabilir. Tay-Sachs hastalarinin beyin dokusundan yapilan ¢alismalarda birincil
depo Urind GM2 gangliositinin yaninda GA2, laktosilseramit ve glukoserebrosid gibi ikincil yag
drtnlerinde biriktigi gosterilmistir. Bu hastalarda ayrica fosfolipid, serebrosid, sfingomiyelin,
kolestrol ve kolestrol ester gibi ikincil metabolitlerin arttigi da rapor edilmigtir (Walkley ve ark,
2004). Yapilan LC-MS/MS analizlerinde 4 farkli genotipteki farelerin kortkes ve hipokampuls
bdlgelerinde farkhliklar tesbit edilmistir. Elde edilen veriler icinde en énemlisi Hexa-/-Neu3-/- fare
beyin dokusunda PG (phosphatidylglycerol), LPE (lysophoshatidylethanolamine) ve PC-0
phosphatidylcholine) yuksek bulunmustur. Bu yadlarin yikim ve yapip reaksiyonlarinin nasil
etkilendigi ayrica hicre ici trafikte ve lizizom-endozom iligkisinde Hexa-/-Neu3-/- farelerin
lizizomlarinda anormal biriken GM2 miktari ile etkilesimi ileride baska arastirmalarin konusu
olacaktir. Benzer sekilde bu yaglarin yiksek miktari farelerde uygulanacak ila¢ tedavisine yanitta
monitdr edilebilir. Litaratirde lizozomal hastallk modellerinin LC-MS/MS ile yag profillerinin
cikarildigr ¢alismalar ¢ok kisithdir (Jones ve ark, 2018). Projemizin bu bolimuindeki ¢iktilar ‘kisa

rapor’ olarak yayina hazirlanmaktadir.

Son 25 yilda lizozomal hastaliklarin patofizyolojisi ve tedavileri Gzerine yapilan arastirmalarda
kisithda olsa 6nemli basarilar elde edilmigtir. Bu c¢alismalarin sonucunda bazi lizozomal
hastaliklarda tedavi uygulamasi mimkin olmaktadir (Pastores 2010). Bu tedavi yontemlerinden
biri olan enzim replasman tedavisinde (ERT) spesifik bir enzim eksikligi olan hastalara rekombinant

bir enzim veriimektedir (Connock ve ark. 2006). Or. Néropatik olmayan Gaucher hastaligi gibi
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lizozomal hastaliklarda enzim replasman tedavisi basarili olmasina ragmen bu tedavi ile kan-beyin
bariyerinin gegilememesi sonucu merkezi sinir sistemi tutulumu engellenememektedir (Proia ve
Wu, 2004). Substrat rediksiyon terapisi (SRT) ise lizozomlardaki enzim eksikliginden dolayi
yikilamayan maddelerin sentezini engelleyen kucik molekulllerin kullaniimasina ve biriken
maddelerin sentezinin azaltiimasina dayanir (Beck, 2007). Bu terapi ile lizozomal depo
hastaliklarinda biriken or. glikosifingolipit gibi yaglarin sentezini durdurmak icin ¢esitli inhibitorler,
hastaligin yaratilan hayvan modellerinde denenmektedir. Sandhoff ve Gaucher hastaligi gibi
lizozomal depo hastaliklari icin hayvan modellerinde kullanilan inhibitérlerin yararh bir terapi
yontemi oldugu semptomlarin olusumundaki gecikmeler sonucu anlasiimistir. Sandhoff fare
modelinde (Hexb-/-), ‘miglustat’ ile yapilan ¢calismalarde gangliositlerin merkezi sinir sisteminde ¢ok
daha yavas bir birikim goésterdigi rapor edilmistir (Jeyakumar ve ark. 2003). ERT ve SRT'lerinin
geligtirilebilmesi icin hiicre patolojisinde rol alan apoptoz, ROS seviyeleri ve otofaji gibi temel
mekanizma ve yolaklarin aydinlatiimasi ¢ok énemlidir. ileride Tay-Sachs hastaligina tedavi
gelistirebilmek igin hiicre ve fare modelleri ile yapacagimiz calismalarda bu proje kapsaminda elde

ettiimiz sonuglar yol gosterici olacaktir.
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Sialidaz enzimleri glikolipid ve glikoproteinlerin yapisinda bulunan sialik asitleri uzatlastirarak
cesitli hucresel olaylari kontrol eden glikohidrolitik enzimlerdir. Memeli hiicrelerinde 4 farkl
sialidaz enzimi bulunmaktadir. Bunlar lizozomal (Neu1), sitosolik (Neu2), hiicre zar sialidazi
(Neu3) ve lizozomal sialidaz (Neu4) olarak isimlendirilirler. Neu4 ilk kez klonlanarak
biyokimyasal 6zellikleri tanimlanmis ve in vitro sartlarda bu enzimin asitik pH?da GM2 gibi
glikolipid grubundaki gangliosidlere karsi aktivitesi oldugunu gdsterilmistir (Seyrantepe ve
ark., 2004). Bir baska galismada ise GM2 gangliosidosis olarakta bilinen Tay-Sachs
hastalarina ait néroglia hiicrelerine Neu4 kodlayan plasmidin aktariimasi sonucu lizozomlarda
biriken GM2 gangliosid?inin Neu4 tarafindan yikildigi ve hiicrelerde gorilen patolojinin
ortadan kalktigi gésterilmistir (Seyrantepe ve ark., 2008). In vitro sartlarda sialidaz
enzimlerinin GM2 gangliosid?ini yiktigi bilinmekle birlikte, fenotip bulgusu bulunmayan Tay-
Sachs hastaligi fare modelinde (Hexa-/-) gangliosid yikim yolaginda in vivo olarak
sialidazlarin nasil bir rol oynadidi bilinmemektedir. Bu amagla Neu4 eksikligi olan fareler
(Neud-/-) yaratilmig (Seyrantepe ve ark, 2008) ve 3-hekzosaminidaz A eksikligi olan Tay-
Sachs fare modeli (Hexa-/-) ile ¢iftlestirilerek Hexa-/-Neu4-/- fare modeli elde edilmistir. Bu
farelerin bir béluminde epilepsi gibi Tay-Sachs hastalik bulgulari ve beyin dokusunda
anormal GM2 gangliosid birikimi tesbit edilmistir (Seyrantepe ve ark, 2010). Farelerin
tumdinde epilepsi gérilmemesi Neu4?un modife edici bir gen uriini oldugunu ve Neu3 gibi
diger sialidazlarin gangliosid yikim yolaginda roll olabilecegini dustndurmustir. Bu hipotezi
test etmek amaci ile yaratilan Hexa-/-Neu3-/- farelerde ise beklenmedik sekilde erken
baslangicl Tay-Sachs hastaligi fenotip bulgulari vardir. Bu farelerde 3-4 aylikken ataksi ve
tremor gibi nérolojik bulgular gézlenmektedir ve Tay-Sachs hastaligin simdiye kadar
yaratiimig ilk ve tek modeli olma 6zelligini tagimaktadir. 4.5 aylikken aniden 6len bu yeni fare
modelinde beyin ve organlarda anormal GM2 gangliosid ve diger gangliosidlerin biriktigi tesbit
edilmistir ve bu birikimin hiicresel patholoji Uzerine etkisi arastirma projesinin konusunu
olusturmaktadir. Projemizde farelerde elde edilen farkl beyin bolgelerinde (serebral korteks,
beyincik, hipokampus ve hipotalamus) ve fibroblast hiicrelerinde apoptoz, otofaji, reaktif
oksijen turleri yani sira ikincil lipid metabolizmasi arastirilmistir. Elde edilecek sonuglar
6lumciil bir gcocukluk ¢agdi hastaligi olan ve llkemizdede siklikla rastlanan Tay-Sachs
hastaliginin hiicresel patolojisinin daha iyi anlasilmasini saglayacak ve yag metabolizmasinin
diizenlenmesinde rol oynadigi disunulen Neu3 sialidazi hedeflendigi yeni ilag ve tedavi
yontemlerinin gelistiriimesine dncelik edecektir.
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