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ONSOZ

Tay-Sachs hastagh insan 15. Kromozomunda bulunan HexA genindekiasybnlarin
sebep oldgu ve B-Hekzosaminidaz A enzim eksigli sonucu ortaya cikan olimcul bir
lizozomal depo hastagidir. Otozomal cekinik olarak kalitilan ve bir ¢dduk ¢azi hastalgi
olan Tay-Sachs’in patolojisini daha iyi anlamakuygun ilag tedavi yontemleri gglirmek
amaci ilep-Hekzosaminidaz A eksilgdi olan fare modeli (HexA) yaratilmg fakat insandaki
lizozomal depo hastagh bulgulari bu farelerde gtzlenmetii. Bunun sonucunda insan ile
fare arasinda GM2 glikolipidlerin yikim yolaklanmfarkli oldysu, farelerde bir ya da daha
fazla sialidaz enziminin yer alglibir bypass mekanizmasinin vrlileri strdlmgtar (Sango
K et al. Nature Genetics 1995). Projemiz kapsamibdahipotezi test etmek amaci ile ¢
enzim @-Hekzosaminidaz A, sialidaz Neu4 ve sialidaz Neeksjikligi olan farelerin (HexA
Neu4 NeuI) beyin lipid profilleri ince tabaka kromatografisilllanilarak kagilastiriimistir.
Projemiz Tubitak — 1002 hizl destek programi taddn desteklenrtir.
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OZET

B-HEKZOSAM INIDAZ A VE SIALIDAZ ENZIM EKSIKL IGi
OLAN FARELERDE BEY iN LiPiD PROFILININ
CIKARILMASI

Tay-Sachs hast@ah GM2 gangliosidinden sialik asidi uzaklaarak GM3'e
donistiren B-Hekzosaminidaz A enziminino alt Unitesini kodlayan ve insan 15.
Kromozomda bulunan HEXA genindeki mutasyonlarinepebldi@gu dlumcuil bir lizozomal
depo hastafndir. p-Hekzosaminidaz A eksildi olan Tay-Sachs hastginin fare modeli
(HexA™) yaratilmg, bu farelerde kisitl bir GM2 birikimi olmasinagraen insandaki hastalik
bulgulari farede gozlenmestir. Bu nedenle insan ile fare arasinda glikoliprth yikim
yolaklarinin farkh oldgu, HexA” farelerde bir ya da daha fazla sialidaz enzimy@naldgi
bir bypass mekanizmasi ile GM2'nin yikilarak birigdisi ve bundan dolayr sinir
dejenerasyonunun olmadiileri surtlmtir (Sango et al. 1995). Bu hipotezi test etmek
amacl ile yaratila-Hekzosaminidaz A ve sialidaz Neu 4 eksiklolan farelerin (HexA
Neu4’) yaklasik %40'da beyin dokusunda belirgin miktarda artaM&Gile baslantili Tay-
Sachs hastall bulgularindan olan epileptik krizler gozlerstimi (Seyrantepe et al. 2010).
Krizler tim farelerde g6zlenmediicin Neu4 sialidazin bir modulator gen Urinu cidu
ayrica dger sialidazlarin bu yolakta yer alabilgceUstntlmistir. Calsmamizda bu hipotezi
test etmek icin U¢ enzim eksigliolan farkl ya grubundaki §-Hekzosaminidaz A- (%0
aktif), sialidaz Neu4- (%0) aktif ve sialidaz Neul%8-10 dizeyinde diik sialidaz
aktivitesi) farelerin beyin lipid profilleri karlastiriimistir. Ince tabaka kromotografisi ile
yapilan analizlerde hem ikili (HexANeu4") hem de tcli (HexANeu4 Neul") enzim
eksikligi olan farelerde beyin gangliosid iceriklerindelisiaz Neul eksikine bal olarak
cok belirgin olmayan farkliliklar gézlengtir. Bu da sadece sialidaz Neu l'ingdediger
sialidazlarinda farelerde gangliosid yikim ypteda rol alabilecgini distindtrmektedir.



ABSTRACT

BRAIN LIPID PROFILING OF MICE WITH THE
DEFICIENCY OF B-HEXOSAMINIDASE A AND SIALIDASE
ENZYMES

Tay-Sachs disease is a severe lysosomal storageleliscaused by mutations in the
HEXA gene coding for subunit of lysosomdl-hexosaminidase A enzyme, which converts
GM2 to Gys ganglioside. HexA mice, depleted of-hexosaminidase A enzyme, remain
asymptomatic to 1 year of age, so it was thougéteths a difference between human and
mice lipid degradation. Previously identified a mebwganglioside metabolizing sialidase,
Neu4, is abundantly expressed in mouse brain neuifbrmvas demonstrated that mice with
targeted disruption of both HexA and Neu4 genescfeNeu4’) show accumulating GM2
ganglioside and epileptic seizures with 40% peneta Since all mice didn’t show
symptoms, it was suggested that Neu4 is not the sialidase contributing to the metabolic
bypass in HexA mice (Seyrantepe et al. 2010). Therefore, we stlthie role of another
sialidase Neul in glycolipid degradation. We pedilbrain glycolipid content of triple
deficient mouse model with the deficiency pHexosaminidase A (0% activity), sialidase
Neud (0% activity) and sialidase Neu 1 (8-10% redusialidase activity) by thin layer
chromatography. Analysis of double (HeXeu4") and triple (HexA'Neu4 NeuI") mice
models showed that sialidase Neu 1 deficency caustesignificant difference in brain lipid
profile and though also other sialidases might hale in glycolipid degradation pathway in

mice.



BOLUM 1

GIRIS

Tay-Sachs hast@lilizozomal depo hastaliklarinin GM2 gangliosidoatB verilen alt
grubundandir. Sandhoff hasfalise bir dger GM2 gangliosidosis hastaliolup klinik olarak
Tay-Sachs hastal ile benzerdir. Sandhoff hastalidahasiddetli seyir eden bir hastalik
olmasinin yani sira her iki hastalikta kas zayiflkorlik, noérodejenerasyon ve epilepsi
krizleri gorulir. Bu iki gangliosidosis HEXA ve HEX genlerindeki mutasyonlarifi-
Hekzosaminidaz A enzimi eksiglne ba&h olarak GM2 gangliosidinin lizozomlarda
birikmesi sonucu ortaya cikar ve tedavisi heniiz kiimdegildir. Ozellikle sinir hiicrelerinde
bulunan lizozomlarda biriken GM2 bu hucrelerin Olime neden olmaktadir. -
Hekzosaminidaz A ve B genlerini fare embriyonik kbkcrelerde hasaragratarak fare
modeli yapilmgtir. Sandhoff farelerinde (HexB siddetli klinik bulgular gozlenirken Tay-
Sachs farelerinde (HexXA norolojik anomaliler gdzlenmestir. Bu nedenle insan ile fare
arasinda glikolipidlerin yikim yolaklarinin farkaldugu, HexA'" farelerinde bir ya da daha
fazla sialidaz enziminin yer alglibir bypass mekanizmasi ile GM2'nin sialidazlaafendan

yikildigl ve hastafia sebep olacak kadar birikmgdieri siralmistir (Sango et al. 1995).

Sialidaz Neu4 yeni tanimlangnbir lizozomal enzimdir ve GM2 gibi gangliosidlere
karsi aktivitesi oldgu in vitro calsmalarla gosterilngtir (Seyrantepe et al. 2004). Néu4
farelerinin beyinlerinde ise anormal gangliosidrige(artan GD1a ve azalan GM1 gangliosid
orani) ince tabaka kromatografisi analizi ile tesedilmistir (Seyrantepe et al. 2008).
B-Hekzosaminidaz A ve sialidaz Neu4 genleri hasageatumis fareler (HexA Neu4")
olusturulmus ve bu farelerin %40’'Inda GM2 birikimindeki atta baslantili epilepsi krizler
gozlenmgtir. Sadece-Hekzosaminidaz A ve sadece Neu4 eksilkdlan farelerde ise bu tir
klinik bulgulara rastlanmarstir. Ayrica HexA Neu4' farelerin beyin korteks ve hipokampiis
noronlarinda belirgin GM2 gangliosit amtitesbit edilmgtir (Seyrantepe et al. 2010). Bu
sonuclar sialidaz Neu4’in Tay-Sachs fare modelimaelllator bir gen oldiu, metabolik
bypass ile hasta@lin siddetini azalttgini gostermitir. Sialidaz Neu4 eksikjinde ise Tay-
Sachs hastalarindaki gibi epileptik krizlere nedd@maktadir. HexA'Neu4” farelerinin



sadece %40'Inda hastalik bulgularinin gézlenmesidsiz Neu4’'un HexA farede goriilen
metabolik bypassta rol alan tek sialidaz olnadidistindirmigtir (Seyrantepe et al. 2010).

Projemizin amaci daha once yaratilan ve Ucli ereisikligi olan farelerin (HexA
Neu4"NeuI") beyin glikolipid profillerinin tek (HexA™ ve Neud) ve cift (HexA Neu4’)
enzim eksiklgi olan fareler ile kawnlastirmaktir. Uclii fare modelinde sialidaz Neu4 fe
Heksozamidaz A enzimlerinin aktiviteleri % O ikesialidaz Neul'in yaklgk % 8-10 enzim

aktivitesi vardir (Seyrantepe et al. 2010).



BOLUM 2

GEREC ve YONTEM

Doc¢. Dr. Volkan Seyrantepe’nin doktora sonrasistam@a projesi kapsaminda
Kanada'da yarath ve Turkiye'ye getirdii f-Hekzosaminidaz A, sialidaz Neu4 ve sialidaz
Neul enzim eksikgji olan fareler (HexANeu4"Neul") 6ncelikle C57B/6 normal fareler ile
ciftlestirilmi stir. Burada amag tek, cift ve tcli enzim ekgikiblan farelerle birlikte kontrol
gruplarinin olgturulmasidir. Ik ciftlestirme ile F1 neslinde ¢i ve erkek heterozigot
(HexA"" Neud”"NeuI™) fareler elde edilngti. Daha sonra bu fareler kendi aralarinda
ciftlestirilmis ve yavrularindan kontrol grubu; HeXANeud”*NeuI™, tek HexA enzim
eksikligi olan; HexA” Neu4™Neul”™, tek Neudenzim eksiklgi olan; HexA""Neu4”
Neul™, cift enzim eksikigi olan; HexA” Neud Neul™ ve ticlti enzim eksikdi olan HexA™
Neu4"Neul” elde edilmitir. Istenilen 6zellikteki fareler icin toplam 34 farldiftlestirme
kurulmus ve 274 fare 3 gen icin ayri ayri genotiplendirjtmi Fareler 1-3, 6 ve 9 aylik
olduklari zaman o6tenazi ile éldirilerek cikarilaeyibleri -80°C’de saklanmgtir. Ornek

alinan fareler gagidaki gibi gruplanmtir;

1. Grup; HexA"Neud""NeuI”™ (kontrol)

2. Grup;HexA” Neud™*NeuI™ (tek HexA enzim eksiki olan)
3. Grup; HexA™ Neu4NeuI™ (tek Neu4 enzim eksildi olan)
4. Grup;HexA” Neu4"NeuI™ (cift enzim eksiklgi olan)

5. Grup;HexA""Neu4Neul’ (uclii enzim eksikfi olan)

Uygun yas grubundaki farelerin ciftle stirme ile elde edilmesinin yani sira beyin
orneklerinden yapilacak olan lipid, gangliosid ve itral lipid saflastiriimasi, ince tabaka
kromatografisi ve orsinol boyama metodu laboratuararimiz kosullarinda oncelikle

optimize edilmistir.
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Farelerin beyinlerinin ayni bdlgesinden alinan 180k beyin dokusundan lipid
saflatirilmasi yapilmgtir. Beyin doku 6rn@ 1 ml metanol icinde Politron homojenizator ile
homojenize edilngi, Gzerine 2.5 ml klorofom ve 1.5 ml metanol eklekebir gece 4 derecede
saklanmg ve daha sonra 2500 rpm de sentrifuj editmi(Folch et al 1957). Daha sonra Ust
faz Supelclean LC-18 kolonlardan gecirgmile asidik olan gangliosid gibi lipidler
saflgtirilmistir. Gangliosidler silika ince tabaka kromatografiglaklarina yuklenerek
klorofom—metanol -% 0.22 Ca£(55:45:10 hacim-oraninda) ¢ozicgliginde kromatografi
tankinda yudratalmgleridir. Gangliosidlerin yani sira noétral lipidleasit—baz kullanilarak
kromatografide yurimeyenga lipidlerden ayrilarak izole edilmi yine silika ince tabaka
kromatografisi plaklarina yuklenerek bu kez klormfemetanol-amonyum—-su (65:35:2:3
hacim-oraninda) ve kloroform—metanol-su (60:35:&irheoraninda) c¢o6zicl icerisinde
yurattlmgleridir. Tiam plaklar orsinol (0.1 %) ve puskurtmige yontemi ile boyanngi ve
daha sonra 120 C firnda 10 dk bekletilngtir. Gangliosidler kullanilan gangliosid
standartlari ile karakterize edilgnte VersaDoc™ Gorintileme Sistemi kullanilarak lzaut

yogunlugu ve oranlar karlastiriimistir.
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BOLUM 3

SONUCLAR

Oncelikle farelerin yeterli miktarda cif§mesi ve Uremesi gmnmstir. Dogan
yavrular kuyruklarindan ornek alinarak izole edil@NA’larindan yapilan PCR ile
genotiplendirilmgtir. Genotiplendirme ¢ gen icin farkh primerlenapiims, jeldeki bant
blayukliklerinden mutant aleli ¢gyip tasimadiklar belirlenmitir (Resim 3.1A ve 3.1B,

Resim 3.2.). Kullanilan primer dizileri ve PCRartlari daha 6nce yapilan gahada
yayinlanmgtir (Seyrantepe ve ark, 2010).

+E -/~
A) B)
=]
e
-
—
=
750bp |- 750bp < e
500bp <~ P 500bp < —— 465bp
250bp <

250bp

Resim 3.1:A: HexA ve B: Neu4 PCR drunlerinin agaroz jel fgrtafi

750bp ——

500bp
. 350bp

250bp —— 250bp

—— 100bp

Resim 3.2:Neul alelinin Ndel enzimi ile kesiljnPCR rlnlerinin jel fotgrafi
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1-3, 6 ve 9 aylik farelerden alinan beyin drnekigen asidik (gangliosid) ve nétral
lipid izolasyonu yapilmy, ince tabaka kromatografisi ile yuritilen ornektensinol ile
boyanarak analiz edilgtir (Resim 3.3, Resim 3.4, Resim 3.5, Resim 3.GifRe3.7, Resim
3.8, Resim 3.9)

LacCer

GM3

GA2

GM1

D3

GDla

GD1b

GT1b

Resim 3.3:1-3 aylik kontrol (K), HexA (H), Neu4 (N) ve HexAdu4-Neul(T)
farelerinde asidik lipidlerin (gangliosid) ince tda kromatografisi ile analizi (LacCer:
Laktozil seramid)
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LacCer

GM3

GAL2

GAM1

GD3

GDla

GD1b

GT1hb

Resim 3.4:6 aylik kontrol (K), HexA (H), Neu4 (N), HexA-Neu4iN) ve HexA-
Neu4-Neul(T) farelerde asidik lipidlerin (gangliosid) incabiaka kromatografisi ile analizi

(LacCer: Laktozil seramid)
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Resim 3.5:6 aylik kontrol (K), HexA (H), Neu4 (N), HexA-NeUu#N) ve HexA-
Neu4-Neul(T) farelerde nétral lipidlerin ince tabaka kromgtafisi ile analizi (kloroform—

metanol-amonyum-su (65:35:2:3) kaninda yurutme) (*farklilik gosteren bant)
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Resim 3.6:6 aylik kontrol (K), HexA (H), Neu4 (N), HexA-Neu4iN) ve HexA-
Neu4-Neul(T) farelerde nétral lipidlerin ince tabaka kromgtafisi ile analizi (kloroform—

metanol-su (65:35:8) karminda yuriatme) (*farkhlik gésteren bant)
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GAM3

G M2

GD3

GDla

GD1b

GTlb

Resim 3.7:9 aylik kontrol (K), HexA (H), Neud (N), HexA-NeudN) ve HexA-
Neu4-NeuXT) farelerinde asidik lipidlerin (gangliosid) ia¢dabaka kromatografisi ile analizi

(LacCer: Laktozil seramid)
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Resim 3.8:9 aylik kontrol (K), HexA (H), Neu4 (N), HexA-Neu4iN) ve HexA-
Neu4-Neul(T) farelerde nétral lipidlerin ince tabaka kromgtafisi ile analizi (kloroform—

metanol-amonyum-su (65:35:2:3) kaninda yurutme) (*farklilik gosteren bant)
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LacCer

Resim 3.9:9 aylik kontrol (K), HexA (H), Neu4 (N), HexA-Neu4dN) ve HexA-
Neu4-Neul(T) farelerde nétral lipidlerin ince tabaka kromgtafisi ile analizi (kloroform—
metanol-su (65:35:8) karminda yurutme) (*farklihk gosteren bant. LacCdraktozil

seramid)
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Ince tabaka kromatografisi yapildiktan sonra orsihoyamasi ile ortaya cikan
gangliosid bandlarinin yunluklar izmir Yiuksek Teknoloji Enstitiis, Biyoteknoloji ve
Biyomihendislik Uygulama ve Asarma Merkezi'nde VersaDoc™ Goruntileme Sistemi ile
analiz edilmg, iki farkh yas grubunda (6 ve 9 aylik) ve farkli enzim eksiklolan farelerin
gangliosid GM2 ve GM1 oranlari tesbit ediktm.

W6 aylik
m9aylik

GM2/GM1

Grafik 3.1: 6 ve 9 aylik farelerin gangliosid GM2/GM1 oranl@kontrol, H: HexA
enzim eksiklgi olan, N: Neu4 enzim eksilgi olan, HN: HexA-Neu4 enzim eksilgi olan, T:

HexA-Neu4-Neul enzim eksilgi olan)
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B4lim 4

TARTI SMA

Yapilan ince tabaka kromatografisi analizlerindekexA enzim eksikigi olan farede
daha 6nce de yayinlargdigibi GM2 gangliosidinde bir birikim gozlengtir (Yamanaka et al.
1994; Cohen-Tannoudji et al. 1995; Phaneuf et@6). Sialidaz Neu4 enzim eksikliolan
fareler (Neud) ile birlikte ikili (HexA”Neud") ve uclu (HexA'Neud NeuI") enzim
eksikligi olan farelerde GM1 gangliosid duzeyinde bir agajorilmektedir. Daha 0Once
yayinlanan cajmada sialidaz Neu4’in gangliosid GD1la'y1 yikarakngjasid GM1'a
donistirdigt gosterilmgtir (Seyrantepet al. 2008). Bu farelerde Neu4 sialidaz ekgiklien
dolayr zamanla GD1a seviyesinde ante GM1 seviyesinde dis gorulir. ikili enzim
eksikligi olan HexA"Neu4” farelerinde gériilen ve kontrol ile HeXAfaresinden fazla olan
gangliosid GM2'de yine daha 6nce yayinlanan buldalértismektedir (Seyrantepe et al.
2010). Aratirmamizda 6 ve 9 aylik tclii enzim eksiklblan farelerin gangliosid (HexA
Neu4"Neul”) iceriklerinin kontrol ve HexA enzim eksili olan fare modelinden farkli
olmasina kawn ikili enzim eksiklgi olan (HexA” Neu4”) fareden cok az farki olgu tesbit
edilmistir. GM2/GM1 oranlarinin HexA enzim eksigli HexA-Neu4 ikili enzim eksikki ve
HexA-Neu4-Neul ucli enzim eksifli olan farelerde kontrole gore yuksek olmasi HexA
eksikligine bali GM2 birikiminden kaynaklanmaktadir. 9 aylik fegede bu oranin daha fazla
olmasi ise birikimin zamana gla olarak arttgini gostermektedir (Grafik 3.1). 1-3 ve 6 aylik
fareler ciftlestirme sonucu elde edilgtir. 6 aylik farelerin analizi sonucu HexA-Neu4-Neu
Ucli enzim eksikii olan ile HexA-Neu4 ikili enzim eksikli olan farelerin gangliosid
iceriklerinde belirgin farkhlik gérilmeyince faesl daha fazla ysandirilmams, 9 aylik beyin
dokusundan elde edilen ve lizofilize edilerek dé@mae saklanan lipid 6rnekleri Kanada'da
bulunan Dr. Pshezhetsky'nin laboratuarindan gtk calgilmistir. Gangliosid GM2 ve
GML1 yaninda GD1la, GT1la, GD3 gibi daha kagtkaangliosidlerde ve laktozil seramid ve
seramid gibi daha basit lipidlerde de farklliklaxce tabaka kromatografi plaklarinda
gorulmektedir (Resim 3.3, 3.4, 3.7). Projemiz lkapmda enzim eksilgine bali olarak
daha oOnce hi¢ calimams olan dger lipidlerin miktarlarinda olabilecek @gimleri
gozlemlemek icin HexA, Neu4, HexA-Neu4 ve HexA-Nehdul enzim eksiklikleri olan

farelerden 0zellikle notral lipidler izole edilgnive ince tabaka kromatografi ile analiz

21



edilmistir. Ancak kromatografi sonuclarinda da gori@digibi nétral lipidler asidik lipidlerin
aksine net olarak agtirilamamstir (Resim 3.5, 3.8).iki farkli yiritme cozeltisi
kullaniimistir ve amonyum icermeyen c¢ozelti ileskorulan 6rneklerden (Roche et al. 2001)
bantlar daha net elde ediktir. HexA, Neu4, HexA-Neu4 ve HexA-Neu4-Neul enzim
eksikligi iceren o6rneklerin notral lipid igeriklerinin ko grubundan farkh oldgu ilk defa
calismalarimizda gosterilngiir (Resim 3.6, Resim 3.9). Ozellikle HexA-Neu4 likenzim
eksikligi olan fareler ile HexA-Neu4-Neul Ucli enzim eligikolan fareler arasinda notral
lipid bakimindan bazi farklar go6zlenmetii Nétral lipidlerin MS/MS kullanilarak analizi
ve yeni bantlarin tanimlanmasi planlanmaktadimi@sylizizomal depo hastaliklarinda genel
olarak lizizomlardaki birikim yga bal oldugu icin ileri yastaki farelerlerin analiz edilmesi
Neul’in lipid yikim yola&indaki roli hakkinda daha net sonuclar elde edimes
sglayacaktir. Aratirmamizda kullanilan en yiafareler 9 ayliktir.

Calsmamizda sialidaz Neul eksighin farelerdeki gangliosid yikim yaia Gizerine
az bir etkisi oldgu gorulmigtir. Ancak sadece bu gtamamiza dayanarak sialidaz Neul'in
gangliosid metabolizmasindaki roli hakkinda kesindonuca varmak mumkin gitir.
Oyle ki calsmada kullanilan tgli enzim eksigliolan farelerde sialidaz Neul'in % 8-10’luk
bir aktivitesi bulunmaktadir. Bu aktivitenin GM2'yyikacak guclu bir aktivite olup
birikmesini engelledii dusuntlmistir. Lizozomal enzimlerin genel olarak Kkritiksike
degerinin oldysu bilinmektedir. Lizozomal depo hastaliklarindaiemaktivitesinin ancak 0-5
% olan dgerlerinde lizizomlarda birikimin gorildiii ve &ir seyreden bir klinik tablo ortaya
ciktigr bilinmektedir. 5-7% olan gerlerde ise lizozomal birikim daha uzun sirmekte ve
hastalarda daha hafif bir klinik bulgular bulunmeadir (Conzelmann ve Sandhoff 1983).

Arastirmamizda olgturulan tekli, ikili ve U¢li enzim eksilii olan farelerin daha
ayrintili bir sekilde analiz edilmesi kitle spektrofotometrisi leallarak mamkin olabilir.
Ayni zamanda %0 sialidaz Neul enzim aktivitesi ofare yaratilarak HexA fare ile
ciftlestiriimek sureti ile cift enzim eksikgi olan fareler yaratilabilir. Bu farelerde
gangliosidlerdeki farkhliklar yine ince tabaka kmatografi ve anti-GM2 antikorlarinin
kullanildigi imminohistokimyasal teknikler ile amaledilebilir. Bdylece sialidaz Neul’in
yikim yolggindaki rolii daha kesin bigekilde aydinlatilabilir. Ayrica Neu2 ve Neu3 gibi
sialidazlarin roliind test etmek amaciyla bu sialiaanda eksikii olan fareler yaratilabilir
ve bu fareler HexA ile ciftlestirilerek beyindeki gangliosid profilleri analiz gebilir.
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Oyleki heniiz yayinlanmayan bir gk& calsma sonuglari sialidaz Neul'in faredeki
gangliosid yikim yolginda rol oynayan tek sialidaz olmgdive Neu3 sialidazinda bu

yikimda gorev yapabilegai distunuldirmektedir.

KAYNAKCA

Cohen-Tannoudji, M., Marchand, P., AKli, S., Sheard, S. A., Puech, J. P., Kress, C,,
Gressens, P., et al. Disruption of murine Hexa deads to enzymatic deficiency and
to neuronal lysosomal storage, similar to that olek in Tay-Sachs disease.
Mammalian genome: official journal of the International Mammalian Genome
Society, 6(12), 844-9. (1995)

Conzelmann, E., & Sandhoff, K. Partial enzyme deficies: residual activities and the
development of neurological disordelPsevel opmental neuroscience, 6(1), 58-71. (1983)

Folch, J., Lees, M, & Sloane Stanley, G H. A simplethod for the isolation and purification
of total lipides from animal tissue$he Journal of biological chemistry. 226(1), 497-
509. (1957)

Phaneuf, D., Wakamatsu, N., Huang, J. Q., BorowskiPeterson, A. C., Fortunato, S. R.,
Ritter, G., et al. Dramatically different phenotgp@ mouse models of human Tay-
Sachs and Sandhoff diseaddaman molecular genetics, 5(1), 1-14. (1996)

Roche, N., Larsson, T., Angstrom J., and Teneb&g, Helicobacter pylori-binding
gangliosides of human gastric adenocarcinoBigcobiology. Vol 11, no 11, pp 935-
944 (2001)

Sango, K., Yamanaka, S., Hoffmann, A., Okuda, ¥inkerg, A., Westphal, H., McDonald,

M. P., et al. Mouse models of Tay-Sachs and Samndhséases differ in neurologic

phenotype and ganglioside metabolidtature genetics, 11(2), 170-6. (1995)

23



Seyrantepe, V., Landry, K., Trudel, S., Hassai\.JMorales, C. R., & Pshezhetsky, A. V.
Neu4, a novel human lysosomal lumen sialidase, essnfiormal phenotype to
sialidosis and galactosialidosis cellthe Journal of biological chemistry, 279(35),
37021-9. (2004)

Seyrantepe, V., Canuel, M., Carpentier, S., LandryDurand, S., Liang, F., Zeng, J., et al.
Mice deficient in Neu4 sialidase exhibit abnormadnglioside catabolism and

lysosomal storagéduman molecular genetics, 17(11), 1556-68. (2008)

Seyrantepe, V., Lema, P., Caqueret, A., DridiBel Hadj, S., Carpentier, S., Boucher, F., et
al. Mice doubly-deficient in lysosomal hexosamirsedaA and neuraminidase 4 show

epileptic crises and rapid neuronal ld8s0S genetics, 6(9). (2010)

Yamanaka, S., Johnson, M. D., Grinberg, A., WesipHa Crawley, J. N., Taniike, M.,
Suzuki, K., et al. Targeted disruption of the Hegane results in mice with
biochemical and pathologic features of Tay-Sachseatie.Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 91(21), 9975-9. (1994)

24



TUBITAK
PROJE OZET BiLGI FORMU

Proje No: 111S018

Proje Basligi: B-Hekzosaminidaz A ve sialidaz enzim ekgiklolan farelerde beyin lipig

profilinin ¢ikariimasi

Proje Yriiticusii ve Ara stirmacilar: Dog. Dr. Volkan Seyrantepe
Suleyman Can Oztiirk
Zehra Kevser Timur (Pekmezci)

Murat Delman

Projenin Yuriitildii il Kurulu s ve Adresi: 1zmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisi

Fen Fakiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boluriillbahce Koy Urlalzmir

Destekleyen Kurulu s(larin) Adi ve Adresi:
TUBITAK Tunus Caddesi No:80 06100 Kavaklidere / Ankara

Projenin Ba glangic ve Biti s Tarihleri: 01.06.2011 — 01.06.2012

Oz (en ¢ok 70 kelime)

Tay-Sachs hastglinin patolojisini daha iyi anlamak ve uygun ilaclagi yontemleri
gelistirmek amaci gedtirilen olan fare modeli insandaki lizozomal depastalgl bulgularini
goOstermediinden fare glikolipid yikim yolginda bir ya da daha fazla sialidaz enziminin
aldigl bir bypass mekanizmasinin vgribne surialmgtir (Sango K et al. 1995). Bu hipots

test etmek amaci ile U¢ enzifitflekzosaminidaz A, sialidaz Neu4 ve sialidaz NezKikligi

yer

Zi

olan farelerin beyin lipid profili karlastirilmis ve sialidaz Neul enzimin bu yolak Uzerine

sinirli diizeyde bir etkisinin olgu gbzlenmgtir.

Anahtar Kelimeler:

Tay-Sachs, fare modeli, sialidaz,

Fikri Uriin Bildirim Formu Sunuldu mu? Eve t [] Gerekli De gil X

Fikri Uriin Bildirim Formu’nun tesliminden sonra 3 ay icerisinde patent bagvurusu yapilmaldir.

25



Projeden Yapilan Yayinlar:

Proje ekibinde bulunan burslu Yuksek Lisargencisi Stileyman Can Ozturk'iin
tez calgmasi halen devam etmektedir.

Calsmada elde edilen sonuclar Gordon Conference Séw@gsaminda Nisan
2012'deitalya Luca’da diizenlenen “Glycolipid & SphingolipBiology” konferansinda
ve Haziran 2012'de EMBO kapsamindstanbul Yeditepe Universitesinde yapilan
“EMBO Young Scientists’ Forum 2012” adlgr@nci forumunda “Lysosomal Sialidase
Neul Contributes to Metabolic Bypass in Tay—Sacise@»e Mouse Model” kiakli
poster ile sunulmgiur.

Ekte Bulunan “ARDEB Ba sari Oykiisii Formu”, “Kazanimlar’ Boélimiinde Belirtile n Kriterlere
Gore Proje Ciktilarinizin Ba sarn Oykisii Niteli §i Tasidigini Diisiiniyorsaniz “ARDEB Ba sarl
Oykiisti Formu”nu doldurunuz.

26




Proje Yuratacusu:
Proje Adi

Proje No:

Destek Miktari (TL):

Proje Ba slama-Biti g Tarihi:

(PROJE SEKIL/GRAFiIK/ FOTO GRAF)
(En fazla 4 tane — jpg formatinda, 35 x 35 cm (300 dpi)):

Isimleriyle ve sekil alti aciklamalariyla birlikte siralanmis

Yuratict Kurulu  s:

olarak formda belirtiimesi ve 300 dpi ¢ozunurlikte ayri

jpeg dosyalari halinde formun ekleri olarak génderilmesi
(PROJE YURUTUCUSU

FOTOGRAF)
300 dpi ¢ozunurlukte ayri jpeg

gerekmektedir.

dosyasi olarak forma eklenmelidir.

Projenin Amaci ve Onemi (En fazla 150 kelime) (Maddeler halinde siralayiniz)

Proje ile Elde Edilen veya Beklenen Bilimsel, Tekno lojik, Ekonomik ve Sosyal
Kazanimlar (En fazla 200 kelime)

Proje icin TUB ITAK Deste ginin Onemi (En fazla 150 kelime)

ARDEB BA SARI OYKUSU

1. Proje yiriticusu iletisim bilgileri:

Adi — Soyadi : Volkan Seyrantepe
Unvani : Dog. Dr.
Telefon : 05309334657

E-posta adresi : volkanseyrantepe@iyte.edu.tr

27



