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OZET

Parkinson hastaligi, dopaminerjik noronlarin dramatik kaybi ile karakterize
norodejeneratif bir hastaliktir. Parkinson hastaliginin tremor ve hareket bozukluklari
gibi ana belirtileri, substantia nigra pars compacta'daki dopaminerjik ndronlarin
dejenerasyonunun sonucudur. Parkinson hastaligi noropatolojisinin altinda yatan
yaygin kabul gbren alt hiicresel faktor, toplanmis a-siniiklein karakteristik eklemeleri
olan Lewy cisimlerinin varligidir. Bu kiigiik ¢oziiniir protein, fosfolipit zarlar1 ve
serbest yag asitleri ile bir dizi etkilesimde rol oynadigi gosterilmistir. Beyin
lipidlerinin a-siniiklein ile etkilesimi, Parkinson hastaliginin patogenezinde 6nemli
bir rol oynayabilir. Bu amagla daha 6nce denenmemis olan parkin-Q311X transgenik
sus 1,3,6 ve 12 aylik deneklerin beyin bolgesinin korteks ve cerebellum bolgelerinde
ki yag asit profili incelenmistir. Davranig testlerinde park farelerin kontrol plm
farelerine gore hareket ve koordinasyon becerilerinde diisiisler goriilmiistiir. Her
ornekten (n=3) lipid ekstrasiyonu yapilarak kullanilan Supelco 37 FAME mix
standardiyla karsilastirma sonucunda yag asit profillerine yag asitlerinin metil
esterlerine doniistiiriilerek belirlenmistir. Tiim analizler yag asidi deneylerinde sik¢a
kullanilan GC-FID cihaziyla yapilmistir. Calisma sonucunda 1 aylik farelerde ¢ok
onemli degisimler olmamasina ragmen 3, 6 ve 12 aylik farelerin yag asit profilinde
onemli degisimler goriilmiistiir. Ozellikle cis-10 heptadekenoik ve cis-10
pentdekenoik asit degisimlerinde de kontrole gore onemli farkliliklar goriilmiistiir.
Kontrole gore transgenik deneklerde bu yag asitlerinin seviyesinde azalma
goriilmektedir. Ayrica anti-enflamatuar etkisi oldugu bilinen metil palmitatin
kontrole gore oldukga diisiik seviyelerde oldugu gorilmiistiir. Metil palmitoleatenin
sitoprotektif etkisiyle park farelerde bliyiik bir ivme gosterdigi gorilmustiir.
Parkinson farelerde enflamatuar siirecinde belli molekiiller tarafindan bu
inhibisyonun engellendigi sdylenebilir.

Parkinson hastaliginin transgenik farelerde belirtilerinin 24{incii ayda basladig1
g6z Oniine alinirsa bu caligmamiz Parkinson hastaliginda erken evrelerde teshisin

konulabilecegini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: GC- FID, Parkin-Q311X, yag asiti metil esterleri



SUMMARY

Parkinson's disease is a neurodegenerative disease characterized by dramatic loss
of dopaminergic neurons. The main indication of Parkinson's disease, such as tremor
and movement disorders, is the result of degeneration of dopaminergic neurons in the
substantia nigra pars compacta. The commonly accepted subcellular factor
underlying Parkinson's disease neuropathology is the presence of Lewy bodies,
which are aggregated a-synuclein characteristic joints. This small soluble protein has
been shown to play a role in a number of interactions with phospholipid membranes
and free fatty acids. Interaction of brain lipids with a-synuclein may play an
important role in the pathogenesis of Parkinson's disease. For this purpose, the fatty
acid profile of the cortex and cerebellum regions of the brain region of parkin-
Q311X transgenic strain 1, 3, 6 and 12 months old subjects, which had not been
previously tested, was examined. Behavioral tests showed that park mice had
decreased movement and coordination skills compared to control mice. The Supelco
37 FAME mix standard used for lipid extractions from each sample (n = 3) was
determined by converting fatty acids to methyl esters into fatty acid profiles as a
result of the comparison. All assays were performed with the GC-FID instrument
commonly used in fatty acid assays. The study showed significant changes in the
fatty acid profile of the 3, 6 and 12 month old mice, although there were no
significant changes in the 1 month old mice. Significant differences were also
observed in cis-10 heptadecenoic acid and cis-10 pentdenoenoic acid changes
compared to the control. There is a decrease in the levels of these fatty acids in
transgenic subjects compared to controls. In addition, methyl palmitate, known to be
anti-inflammatory effect, has been found to be at a significantly lower level than the
control. The cytoprotective effect of methyl palmitoleate has shown a great
acceleration in park mice. It can be said that this inhibition is inhibited by certain

molecules in the inflammatory process in Parkinson's mice.

Given that symptoms of Parkinson's disease in transgenic mice begin at the 24th

month, our study suggests that early diagnosis of Parkinson's disease can be made.

Key Words: GC-FID, Parkin-Q311X, fatty acid methyl esters



1. GIRIS VE AMAC

Parkinson hastaligi (PH), Alzheimer hastalifindan (AH) sonra en sik goriilen
ndrodejeneratif hastaliktir ve 65 yasindaki diinya niifusunun % 1'den fazlasini etkiler.
PH, orta beyindeki substantia nigra pars compacta'da dopaminerjik ndronlarin
progresif olarak kaybedilmesi ile karakterizedir (1).

Hastaligin noropatolojik agidan belirgin 6zelligi, beyinde yaygin olarak ifade
edilen kiiglik bir protein olan a-siniiklein (asyn), igeren Lewy (body) cisimleri (LC)
ve Lewy nevritleri (LN) olarak adlandirilan intrasitoplazmik inkliizyonlarin varligidir
(2). LC'lerin ana bileseni, asyn, beyinde yaygin olarak ifade edilen kiigiik bir
proteindir. asyn geni SNCA, kromozom 4q22.1 iizerinde bulunur; SNCA'ya baglh
PH, nispeten erken baslangicli bir otozomal dominant kalitim paterni gosterir ve
genellikle hizli bir sekilde ilerlemektedir (2).

Patolojik olarak PH, noronlarda nigral hiicre kaybi ve Lewy patolojisi ile
karakterizedir. LC yuvarlak, eozinofilik, intrasitoplazmik noronal inkliizyonlardir.
LC ana bilesimi asyn yapilaridir. asyn ise, olduk¢a korunmus 140 amino asitli bir
noronal proteindir. asyn genindeki nokta mutasyonlar, nadir goriilen otozomal
dominant ailesel PH formlarmma neden olur. In vitro deneyler membran lipid
kompozisyonunun oasyn konformasyonunu etkiledigini gostermektedir. asyn'in
konformasyonel degisikligi Lewy patolojisinde kritik oldugu diistiniilmiistiir (1). Bu
nedenle noronal mebranlarin lipit kompozisyonundaki degisiklikler PH
patogenezinde 6nemli olabilir (2).

LC mekanizmast halen bilinmemekle birlikte, asyn davranigindaki
degisikliklerin bu siirecte kritik oldugu goriilmektedir. asyn, etkilestigi
membranlardaki lipit kompozisyonuna bagli olarak farkli davranir; bu nedenle
noronal zarlarin degistirilmis lipid kompozisyonunun Lewy patolojisine yol
acabilecegini varsayilabilir (3).

Hiicresel membranlardaki lipid kompozisyonu, Parkinson hastalarin beyinlerinde
stirekli olarak degisir ve Lewy patolojisi, enzimlerdeki mutasyonlarla birlikte bir¢ok
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insan lipidozunun ortak bir Ozelligidir (4). Fabelo ve ark 2011 yilinda PH ve
rastlantisal Parkinson (rPH) hastaligi insan deneklerinde normal, erken motor
asamalardan insan frontal korteksindeki lipid sallarimi aritmis ve lipit
kompozisyonlarini analiz etmislerdir. Calisma sonucunda PH ve rPH kortekslerinde
ki lipid sallarinin, n-3 ve n-6 uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitlerinin, bilhassa
dokosaheksaenoik asit (DHA) ve arasidonik asit( AA) igeriklerinde dramatik
diisiisler sergiledigi gézlemlemislerdir (5). Farmer ve ark. (2) ise, sigan PH'nin erken
evre modeline 6-OHDA tabi tutulmus si¢anlarin substantia nigra bolgesinde goriilen
lipid profillerini analiz etmislerdir. Buna ilaveten HPLC-ESI-MS / MS kullanilarak
PC, lizoPC ve SP'nin goreceli miktar ve yapisim1 karsilagtirmislardir. Marin R ve
ark’nin 2016 senesinde yaptigi son analizde Lewy cisimcikleri ile demans (LCD)'nin
frontal korteksindeki lipid sallarinda lipit kompozisyonu ve protein dagiliminin
degerlendirilmesi yapilmis ve LCD, PH ve AH'daki gozlemleri karsilagtiran bir
meta-analiz gerceklestirmiglerdir. Sonug olarak LCD'dan gelen lipid sallarinin, n-3
uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitleri (esas olarak dokosaheksaenoik asit),
plazmalojenler ve kolesteroliin diisiik seviyeleri ve peroksidabilite indeksleri dahil

olmak {izere anormal lipid profilleri sergiledigini ortaya koymuslardir (6).

Parkinson  hastalarinin  beyinlerindeki ndronal ~membranlardaki lipid
kompozisyonu degismektedir. Noronal membranlardaki lipid kompozisyonundaki
degisiklikler, muhtemelen LC olusumuna neden olabilir (7). Membran lipidleri, LC
olusumunu 6nlemek i¢in terapotik hedefler olabilir. Bu caligmada Parkinson hastalig
modeli olan Parkin-Q311X fare modelinde erken evre Parkinson hastalarindaki
serebellum ve korteks bolgesinde ki membran-lipid profili degisimi daha oOnce
literatiirde yapilmamis yontem olan GC/FID yontemi ile incelenerek hastaligin

tedavisine yardimci olmak istenmektedir (8).



2. GENEL BILGILER

2.1. Alfa Siniiklein

asyn , genetik ve noropatolojik olarak PH’na bagli presinaptik néronal bir
proteindir. asyn ilk olarak 19901 yillarin basinda Alzheimer hastalarinda amiloid
plaklarinin ultrastriiktiirel ¢aligmasi sirasinda insan beyin dokusunda tespit edilmistir
(9). SNCA geni, sulu soliisyonlarda tanimlanmig bir yapiya sahip olmayan 140
amino asitlik bir proteini kodlar; dolayisiyla "dogal olarak agilmis protein" terimi bu
gen i¢in kullanilir.

Bununla birlikte asyn, hiicresel membranlarda bulunan fosfolipidler gibi
negatif yikli lipidlere baglanma iizerine a-heliks yapilar olusturur ve uzun siire
inkiibasyon siiresince [ —tabakas1 bakimindan zengin yapilar olusturur. Protein ii¢
ayr1 bolgeden olusur:

1. Membran baglanmasinda a-helezonik yapilar olusturma egiliminde olan
amfifilik helisler olusturacagi tahmin edilen, apolipoprotein lipit baglama
motifleri iceren bir amino terminiisii (artiklar 1 - 60 kalintilarn)

2. [p-tabakasi potansiyelini saglayan NAC adi verilen merkezi bir hidrofobik
bolge (61-95)

3. Son derece negatif yliklii olan ve yapilandirilmamis olma egiliminde olan bir

karboksil termintisii (10).

Siniikleinler alfa-, beta- ve gama siniikleini igerir ve esasen noronlarda eksprese
edilen kiiciik ¢oziiniir proteinlerden olusan bir ailenin yani sira diger dokulardaki
daha diisiik konsantrasyonlarda bulunurlar. asyn ilk olarak 1990l yillarin baginda
Alzheimer hastalarinda amiloid plaklarinin ultrastriiktiirel ¢alismasi sirasinda insan
beyin dokusunda tespit edildi. Bir amiloid preparatinda amino asit dizisinin ayrintili
analizi, zaten bilinen amiloid-f protein parcasina ilaveten ikinci bir bilesen ortaya

koymustur. Buna alfa-beta dis1 bilesen (NAC) adi verilmistir (10). asyn, SNCA



geninin alternatif olarak eklenmesinin bir sonucu olarak birka¢ izoforma sahiptir.
asyn 140, tim transkripti temsil eder ve ana varyanttir (11).

N-terminal helezonu, membranlara asyn baglayan ve lipoprotein kompleksleri
olusturan lipit affinitesi ile karakterize edilirken, hidrofobik orta bolge, ¢oziinmeyen
asyn monomerlerinin ¢oziinmez oligomerler ve polimerlere agregasyonunu tesvik
edebilecek molekiillerarasi etkilesime yatkindir (sekil 1) (12). Bu boélgenin silinmesi
veya bozulmasi bu anormal toplanmayir bloke eder. C-terminal yiikii, asyn
agregasyon kinetigini niteliksel olarak etkiler. Negatif amino asit kalintilarindaki
icerigi ne kadar fazla olursa, asyn agregasyon hizi o kadar diisiik olur ki bu da orta
bolgenin proaggregasyon potansiyeline karst koyar (13).

Parkinson hastaliginda ilerleyici dopaminerjik néron kaybina, néronal somata
(Lewy cisimleri) ve dendritlerde (Lewy nevritleri) bulunan filament6z inkliizyonlara
sitoplazmik protein asyn 'in polimerizasyonu eslik eder (14). Birgok rapor asyn 'nin
lipidlerle etkilesebilecegini gostermektedir (14,15) asyn proteinini, ¢dziinmeyen, f3-
tabakaya zengin filamentli toplanmalara doniistiirerek, bu grup bozukluklarin
sitopatolojik 6zelliklerinden olan LC’ne ve LN’ne intrandronal depolanmasina neden
olur (15).

Biyofizik caligmalar, asyn min "dogal olarak ag¢ilmis" oldugunu gdstermistir.
Bununla birlikte, in vitro asidik fosfolipid vezikiillere baglandig1 zaman, bir asyn,
onemli bir konformasyonel degisiklige ugrar ve bir sarmal yapiya neden olur (16).
asyn nin fosfolipidlerle olan etkilesimleri, sinif A2 apo-lipoproteinlerinin amfipatik,
lipid baglayict a-helikslerine dizilim homolojileri igeren N-terminal bolgesi
tarafindan saglanir (16,17). Coklu doymamis yag asitleri (PUFA'lar) ile olan
etkilesimleri, oligomerlesmesini ve daha da toplanmasim1 hizla ve dinamik olarak
etkileyebilir (18, 19). Birincil yapisi, membranlara subseliiler dagilimi ve lipid
baglanmasinda yapisal degisiklik g6z oniline alindiginda, asyn, hala tanimlanmamais
fizyolojik fonksiyonunun bir pargast olarak lipidlerle etkilesime girer gibi
goriinmektedir (20). Ornegin, asyn membran lipid regiilasyonunda ve zar ticaretinde
bazi arastirmalarla iliskilendirilmistir (21).

Bircok c¢alisma, asyn ekspresyonunun yag asidi  (YA) alimini ve
metabolizmasini etkiledigini yakin zamanda gostermistir (22, 24). Spesifik olarak,

belirli PUFA'lardaki azalmalar ve belirli doymus yag asidi (DYA) diizeylerindeki
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artislar, asyn ” “fare beyinlerinin fosfolipidlerinde tespit edildi. Dahast, nétr lipitlerin
kararli durum kiitlesi, asyn ” ~ farelerin beyinlerinde artar (24). YA regiilasyonunda
asyn i¢in bir roli olduguna dair kanitlara ek olarak, asyn geninin, siganlarda PUFA
bakimindan zengin diyetlere tepki olarak diizenlendigi bildirilmistir (25). asyn gen
duplikasyonu veya triplikasyonu ve sonugta asyn asiri ekspresyonunun ailevi PH'ye
neden oldugu gercegi baglaminda, PUFA'lardaki nitel veya niceliksel degisikliklerin
asyn ekspresyonu ve / veya agregasyon tizerindeki etkisiyle PH i¢in risk faktorleri
olabilecegi diistiniilmektedir (26).

Bazi ¢oziiniir oligomerler ve ¢oziinmez agregatlar dahil olmak {izere yliksek
molekiiler agirlikli gruplarda asyn birikimi beyin PUFA bilesiminde degisikliklerle
birlikte goriilirken tekli doymamis yag asidi (MUFA) veya doymus yag asidi
(SFA)'da degisiklik yapilmadigi one siirillmistiir (14). Degisik PUFA bilesiminin PH
veya demanslt hastalarin beyinlerinde, asyn ekspresyonu ve yiiksek molekiiler
agirlikli birikimler olarak birikimi olan LC ile iliskilendirilmesi i¢in yapilan bir
girisimde, asyn 'i ifade eden mesencefalik dopaminerjik hiicrelerdeki YA profillerini
incelemis ve asyn asiri ekspresyonunda membran fraksiyonlarinda oldugu gibi
yiiksek hizli sitoplazmalarda PUFA birikimlerini bulmuslardir (14). Burada sunulan
gozlemlerle ilgili ¢oziimlenmemis bir soru, asyn'nin fosfolipidler gibi daha
karmagik lipidler icerisinde bir araya getirilen serbest YA veya YA ile etkilesip
etkilesmedigidir. Hiicrelerde, YA'ler fosfolipid membranlara ve YA-baglayici
proteinlere (FABP'ler) baghdir (27).

Serbest sitozolik YA konsantrasyonlar1 genellikle diisiik, yani nmol/L
araligindadir. Onlar1 diisiik tutan ana bir kuvvet, bir YA'nin bir hiicreye girmesinden
birka¢ dakika sonra YA karboksil grubu ile koenzim A'nin tiyol grubu (yagl asil-
KoA iireten) arasinda bir tiyoester baginin olusumudur (28). Esterlenmis Y A'ler,
daha sonra, mitokondri ve peroksizomlar ile enerji iiretiminde tiiketilir veya baska
sekilde lipidlerin sentezi igin kullanilir. YA'lerin hiicre zarlarin1 belirli protein
tastyicilart vasitasiyla aktif olarak veya YA membranindan flipflop yoluyla siirekli
olarak gectigi varsayilir (29). FABPs benzer sekilde, asyn hiicresel YA alimi ve
metabolizmasinda rol oynadig: ileri siiriilmiistiir. Spesifik olarak, C14:0, C16: O ile
infiize edilen farelerde degismis YA alim ve metabolizmasi gozlemlenmis ve

azaltilmis n-6 PUFA'lar ile Kkarakterize edilen degistirilmis acil yan zincir
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kompozisyonu ve artmis SFA kompozisyonu, bazi S "farelerin fosfolipidlerinde
gbzlenmistir (24, 30). Bu baglamda, asyn, klasik FABP'lerle benzer fakat benzer
olmayan sekilde YA'lerle ilgilidir, ancak genel olarak ve 6zellikle YA'li lipidler ile
asyn etkilesimlerinin dogasini anlamak i¢in ¢ok daha ileri biyokimyasal ¢alisma

gerekmektedir. (30)

Apolipoprotein motifi

N
4 A

|Tekrar 1 |Tekrar 2||Tekrar 3”Tekrar 4|| Tekrar 5| Tekrar 6] Asidik Ug
1 140
N | ] ] | ] | | C
T T T 61 95
A30P E46K A53T

Ailesel otozomal dominant
parkinson hastaligina baglh
mutasyonlar

Agregasyon i¢in gerekli NAC bolgesi

Sekil 2.1. asyn yapisi (30)

2.1.1. Anormal alfa-siniikleik mekanizmalari

asyn, esas olarak bozulmus protein sinifina aittir. Cevresel ajanlar (6rn.,
norotoksinler) ve genetik mutasyonlar, @ — syn yanlis katlanmasina neden olur (31).
asyn’ni kodlayan SNCA geninin alternatif birlestirme, farkli agregasyon potansiyeli
olan bu proteinin farkli izoformlarinin olusumuyla sonuglanir. mRNA translasyonu
sonrasinda daha fazla protein modifikasyonu fosforilasyon, ubikuitinasyon, nitrasyon
ve translasyon ile gerceklesebilir. Biitiin bu degisiklikler, oligomer olusumu ve

birikimiyle sonuglanabilir (32).

2.1.2. PH ve lewy cisimleri

Toplanmis asyn LC’lerin baslica bileseni, PH ndropatolojik dzelligidir (33, 34).
Orta beyinde bulunan substantia nigra'nin yanm sira, LC de vagusun sirt motoru

cekirdegi, Meynert ¢ekirdegi bazalis, locus coeruleus ve PH'nin sonraki evrelerinde
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beyinde daha diffiiz olarak diger beyin bdlgelerinde bulunur. LC 5-25 mikron
capinda ve ¢evreleyen bir haloya sahip yogun bir eozinofilik ¢ekirdege sahiptir (28).
LN, LC’ne cisimciklerine benzer filamentler igerirler. SNCA genindeki nokta

mutasyonlar ve ¢arpimlar otozomalliga neden olur (33).
2.1.3. Lewy cisimcikleri

PH'nin patolojik belirtegleri, striatumda dopamin eksikligine neden olan
substantia nigra pars compactada dopaminerjik noronlarin kaybedilmesi ve kalan
ndronlarda Lewy cisimleri olarak bilinen intrasitoplazmik eozinofilik inkliizyonlarin
varligidir. LC ve LN esas olarak asyn 'den olusan fibriller igerir (34). asyn'in
konformasyonel degisimi, LC olusumunda kritik olay olarak diistiniiliir (35). In vitro
calismalar1 membranlarin lipit kompozisyonunun asyn konformasyonunu
etkiledigini gostermektedir (34). Membranlardaki lipit kompozisyonu PH
beyinlerinde degisir.

LC yuvarlaklasmis, eozinofilik, intrasitoplazmik noronal kapanimlardir ve ilk
olarak 1912'de FH Lewy tarafindan tanmimlanmigtir (36). Ultrastriiktiirel olarak,
klasik beyin sap1 tipi LC, yogun paketlenmis bir ¢ekirdekte graniil elektron yogun
materyal ve vesikiiler yapilarla iliskili radyal olarak diizenlenmis 7-20 nm ara
filamentlerden olusan graniilofilamentdz yapilardir ve vezikiiler yapilart yogun
paketlenmis bir ¢ekirdekte ve radyal olarak diizenlenmis 10 nm filamentlerden
olusan bir halo ile ¢evrelenmistir (36, 37).

Kortikal tip LC zayif ultrastriiktiirel organizasyona sahiptir ve merkezi
¢ekirdeksiz 7 - 27 nm filamentlerden olusur (38,39). Konvansiyonel boyama ile
tespit edilen LC daha sonra ubiquitin i¢in immiin boyama ile daha fazla hassasiyetle
tespit edilmistir (39). Bu baglamda, LC ve / veya LN belirten bir terim Lewy
patolojisi yaygin olarak kullanilmaktadir. Lewy patolojisinin, parkinsonizme ek
olarak PH'nin nonmotor belirtilerine katkida bulundugu Onerilmistir (40, 43).
Bununla birlikte, Lewy patolojisi ile ndronal hiicre kaybi arasindaki iliskinin
belirsizligini dikkati ¢ekmektedir. LC formasyonu yogunlugu ile ndronal hiicre kaybi
arasinda herhangi bir korelasyon bulunmamistir (44). Bu kavram iizerinde tartismalar
olmasina ragmen, LC olusumunun hastaligin vazgegilmez bir patolojik siireci oldugu

degismez bir gergektir.



Noronal membranlardaki lipid kompozisyonundaki degisiklikler, muhtemelen
LC olusumuna neden olabilir. LC olusumunu 6nlemek i¢in membran lipidleri
terapotik hedef olabilir. PH, mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres ve otofajik
stres gibi birtakim toksik bilesenlerin es zamanli eyleminin bir sonucu olarak geligir
(37).

2.1.4. Zar lipitleri ve lewy cisimcikleri iliskisi

Yukarida tarif edildigi gibi, in vitro deneyler zarlarin lipit kompozisyonunun
asyn konformasyonunu etkiledigini gostermektedir. asyn'in konformasyonel
degisimi, Lewy patolojisinde kritik olay olarak diisiiniilmiistiir (45, 46). Bu nedenle
noronal zarlarin lipit kompozisyonundaki degisiklikler PH patogenezinde 6nemli bir
adim olabilir. Fabelo ve ark. (46) otopsi yapilan PH beyinlerini arastirmis ve
deterjana direncli membranlarin (DRM'ler), sfingolipidler ve kolesterol agisindan
zenginlestirilmis  biyokimyasal olarak tanimlanmis lipid sallarmin  lipit
kompozisyonundaki degisiklikler oldugunu bildirmistir. DRM'leri insan frontal
korteksinden aritip lipit kompozisyonlarini analiz etmislerdir.

N-3 ve n-6 uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA'lar), 6zellikle de
DHA (22:6n-3) ve AA (20:4n-6) igeriginde dramatik diistisler oldugunu tespit
edilmistir (47), ve PH'da kontrollerle karsilastirilmistir. Ayrica, doymus yag asitleri
(16:0 ve 18:0), kontrol beyinlerinden ¢ok daha yiiksek seviyelerde oldugu
gozlemlenmistir. PH'da fosfatidilserin ve fosfatidilinositol artarken, serebrosid,
stilfatlanmig glikolipidler ve plazmalojen seviyeleri azaldigi gorilmistiir (47).
Ozellikle, DRM lipid kompozisyonundaki degisiklikler, frontal kortekste, hatta Lewy
patolojisi saptanmayan tesadiifen LBD'de de meydana gelmistir. Bu, membranlarin
degistirilmis lipid kompozisyonunun Onciiliigiiniic ve asynin konformasyonel

degisimine neden olma ihtimalini arttirir (sekil 2.2).
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Normal membranlar

¥¢ Normal a-siniiklein
a-siniiklein’in konformasyonel w. e —. Farkhliga ugrams lipit bilesiminde

degisimi olusan membranlar

Sekil 2.2. Noronal hiicre ve lipid komposizyonunun asyn ve LC ile olan etkilesimi (2)

Bir bagka raporda PH'li hastalarin 6n singulat korteksinde seramid /
sfingomiyelin diizeylerinde ve acil zincir uzunluklarinda bir azalma oldugu

belgelenmistir (48).
2.1.5. Lipid metabolizmasi ve PH

asyn, esas olarak pre-sinaptik terminallerde bulunan ve birikimi, Parkinson
hastaligt ve Lewy cisimcikli demans gibi bir dizi norodejeneratif bozuklukla
iligkilendirilmis, daginik kiiciikk bir proteindir (48). asyn tam fonksiyonu heniiz
tanimlanmamis olmasia ragmen, proteinin biyolojik membranlar ve membran
proteinleri ile etkilesime girmesi ve sinaptik plastisite ve ndrotransmiter saliniminda
rol oynadig1 diisiiniilmektedir (49). Ozellikle, bir asyn sinaptik yiizeyindeki
vezikiiller bir multimeri olusumu araciligiyla in vivo ve in vitro olarak, SNARE
kompleksinin diizenegini tesvik ettigi bulunmustur (50). Bu vezikiiller, yaklagik 40
nm'lik bir ¢apa sahip kiigiik organellerdir (51). Sinaptik vezikiillerin temelini
olusturan lipitler kolesterol, fosfolipitler (fosfatidilkolin (%32), fosfatidilserin (%
12), fosfatidiletanolamin (% 54), fosfatidilinositol (% 2)) ve sfingomiyelinlerdir (52).
Biyolojik membranlarin lipid bilesimi bir organelden digerine degisir ve olusan lipit

molekiilleri, hidrofobik hidrokarbon zincirlerinin dogasinda esas olarak degisir.
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Sekil 2.3. Lipid molekiillerinin temsili yapilar1 in-vitro ve in vivo asyn agregasyonunu etkileri (53)

Membranin  fiziksel, kimyasal ve termotropik  Ozelliklerinin,  bir
asyn'in baglanmasmin kuvvetini etkiledigi ve proteinin, tercihen, negatif yiikli
lipitlerden olusan ve / veya lipit paketleme kusurlar1 iceren ve/veya sivi fazda
membranlara baglandigi gosterilmistir (54, 55). Ek olarak, iyonik kuvvetteki bir
degisikligin veya zarn yiizeyindeki iyonik yogunlugun azalmasinin, asyn lipit
baglanmasinin kuvvetinde bir azalmaya yol actig1 gosterilmistir (56, 57). Dahast,
katyonik molekiillerin veya diger lipit baglanma proteinlerinin katilmasi (58),
vesikiillerin yiizeyindeki baglanma yerleri igin rekabet yoluyla asyn zarlara
baglanmasina yol agabilir (59).

Cesitli amino asitler (6rnegin, triptofan, histidin, tirozin), 5 ila 22 karbon atomlu
yag asitleri ve redoks metabolitleri seviyeleri PH hastalarinin kaninda bulunmustur
(60). Lipid vezikiillerin asyn agregasyonunu hem in vivo hem de in vitro etkiledigi
mekanizmalar heniliz tam olarak anlagilamamistir. Son yirmi yilda, bir asynile
lipidlerin etkilesiminin dogas1 ve proteinin agregatin egilimi arasindaki iliskiyi
acikliga kavusturmak icin genis ¢apta biyolojik ve biyofiziksel ¢aligmalar yapilmistir
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(60, 63). Gergekten de, yag asitleri, sfingolipidler, kolesterol tiirevleri dahil olmak
tizere spesifik lipit seviyelerindeki degisiklikler, PH'nin farkli hiicresel ve hayvan
modellerinde ve iligkili bozukluklarda artan ¢oziinebilir ve birikmis asyn seviyeleri
ile iliskilendirilmistir (64,65). Lipitlerin asyn agregasyonunu etkiledigi buyiikliik,
asyn'in lipitlere ve genellikle iki parametreye baglanmasinin kuvvetiyle iligkili
bulunmustur: lipitden protein oram1 (L: P orani) ve lipitlerin kimyasal 6zellikleri
(66,67). L:P orami kritik bir belirleyici faktor olarak goziikmektedir: diisiik lipid
konsantrasyonlar1 agregasyonu zorlarken, yiiksek konsantrasyonlarda lipit
agregasyonu engellemektedir (68).

Amiloidojenik asyn proteini ve lipid membranlari, PH'da anahtar bir patolojik
mekanizmay1 temsil edebilir. (69). Boyle bir etkilesimin iki Snemli sonucu vardir. Ilk
olarak, biyomembran arayiizii asyn 'nin agregasyonunu ve iki boyutlu membran
yiizeyi lizerinde patojenik ara oligomerik tiirlerin olugsmasini desteklemektedir.

Ikincisi, ¢Oziinir ~asyn  oligomerlerinin  membranlarla  etkilesimi,
permeabilizasyon ig¢in ¢esitli modelleri ¢agrigtirir; bunlar arasinda, genel bir
membran incelmesi ve membran geriliminde artis, oligomerik amiloid gozeneklerin
sokulmasi veya lipidik toroidal gozeneklerin olusumu ve lipit ekstraksiyonu ile

olusan sizint1 yer alir (70).
2.1.6. Lewy cisimcikleri ve lipidler

PH'da noronlar birka¢ beyin bdlgesinde ilerlerler. En cok etkilenenlerden biri
substantia nigra, ve dejenerasyonu muhtemelen PH'nin motor semptomlarinin
cogunun altindadir. Bu noéronlar, esas olarak asyn igeren protein agregatlart olan
LC'ler olarak adlandirilan karakteristik eklemeleri igerir, ancak lipitler de mevcuttur
(71,72).

asyn in vivo normal fonksiyonu yeterince anlagilmasa da, sinaptik vezikiil geri
doniligimiinii diizenlemede bir rol oynar gibi goriinmektedir (73). Proteinin N-
terminal kisminin protein — lipid etkilesiminden sorumlu oldugu one siiriilmektedir.
Bu, aym1 zamanda lipidleri tersinir sekilde baglayan diger proteinlerde bulunan
kusurlu bir tekrar igerdigi i¢in sekans tarafindan da desteklenir (74).

Son yillarda, asynve lipid membranlar arasindaki etkilesim yogun olarak

incelenmistir. ilging bir sekilde, erken baslangich mutasyonlara sahip
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asyn varyantlart farkli membran baglanma afinitesine sahiptir (75, 76). “Prion
benzeri” hipoteze gore, yanlis katlanmis asyn , alici hiicrelerde ndronlar ve ¢ekirdek
agregasyonu arasinda aktarabilir (77). asyn’erin hiicreler arasi transferinin, kiigiik
olan eksozomlara baglandiginda en etkili oldugu 6nerilmistir (78, 79).

asyn ve lipitler arasindaki etkilesimler, hem in vitro hem de in vivo olarak,
amiloid fibrillerden, oligomerik tiirlerden (toksik ve toksik olmayandan hiicrelere) ve
karigik protein-lipid pargaciklarindan olusan ¢esitli diizeneklerin olusumuna yol
agmaktadir (79,80). Esas olarak ¢ lipit smifi, yag asitleri, steroller ve
sfingolipidlerle patolojik etkilesimler ile iligkili bulunmustur (81). Bu sebeple bu
calismada erken donem Parkinson fare beyinlerinde ki korteks ve serebellum

bolgelerindeki yag asit profil degisimine bakmak hedeflenmistir (82).
2.2. Parkin-Q311X

Bu transgenik sus, degistirilmis bir Slc6a3-parkin-Q311X (bir FLAG etiketli
mutant insan parkin geni) BAC tasir. Bu fareler, Parkinson hastaliginin patogenezi ve
norodejenerasyonunu incelemek i¢in kullanislidir (83).

Bu Parkinson hastaliginin transjenik modeli, dopaminerjik ndronlarda mutant
parkinin fizyolojik seviyelerine yakin oldugunu ifade eder. Q311X mutasyonu,
sadece 155 amino asit uzunlugunda C-terminali kesilmis parkin {ireten bir nonesense
mutasyonudur. Ozellikle, yaslandikga, hemizydz fareler dopaminerjik noronlari
kaybederler ve motor davranislarinda ilerleyici degisiklikler gelistirirler, bunlara
diisiik aktivite seviyeleri dahildir (83). Parkin-Q311X fareleri LC benzer

inkliizyonlar gelistirmese de, orta beyinde cytoplasmic a-synuklein birikir (84).
2.2.1. Gaz Kromatografisi

Gaz kromatografisi, 6rneklerin bilesenlerini zamaninda ayirmak, tanimlamak ve
O0lcmek ic¢in yaygin olarak uygulanir. Kromatografik yontemde, maddeler iki faz
arasinda dagilirlar. Fazlardan biri hareketli faz digeri sabit faz olarak isimlendirilir.
Karisimdaki her maddenin hareket hiz1 dagilma katsayisi ile belirlenir (85). Hareketli
fazda daha ¢ok dagilima ugrayan maddeler daha hizli hareket ederken, sabit fazda
dagilimi yiiksek olan maddeler daha yavas hareket ederler. Sabit faz, kolon olarak

adlandirilan birbirine yakin gozenekli partikiillerdir. Hareketli faz ise bu partikiiller
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arasindaki boslugu doldurur (85,86). Hareketli faz kolon boyunca maddeleri
stiriikler. Kolondan ¢ikan her maddenin konsantrasyonu pik olarak goriiliir, piklerin
olusturdugu tabloyada kromatogram adi verilir (87). Gaz kromatografisinde hareketli
faz olarak gaz, sabit faz olarak da sivi1 kullanilir (85,87). Gaz kromatografisi kimya
alaninda gazlarin ve ugucu maddelerin analizleri ve ayrilmasinda uygun bir metod
olarak yaygin kullanima sahiptir. Kromatografinin en yaygin kullanim alan1 kantitatif
analizlerdir (88). Kromatografik pik altindaki alan mevcut madde miktarina karsilik
gelmektedir ve pik alanlar genellikle bir elektronik bilgisayar veri sistemi ile
Olctlir. Kalitatif analiz de ise maddelerin bilinen alikonma zamanlar1 ile
karsilastirma yapilarak olgiiliir (89- 91).

Ik olarak 1950'lerde kurulan gaz kromatografisi, bircok yerlesik uygulama ile
olgun bir analitik tekniktir (91, 93). Bir gaz kromatogramindaki bilesenlerin
tanimlanmasi, alikonma siireleri, hacimleri veya oranlar1 bir standart ile
karsilastirarak yapilir. Bununla birlikte, bu alikonma 6zellikleri, deneysel kosullara,
ornegin siitun sicakligindaki degisikliklere gore degisir (94).

Cesitli drnek kaynaklarindan tiiretilen yag asitleri, uzun yillardir yag asidi metil
esterlerine (FAME!'ler) doniistiiriildiikten sonra GC ile analiz edilmistir. Giiniimiizde
ayrisma genellikle orta ila yliksek kutuplu kilcal siitunlarda sicaklik programli GC ile
yapilir (93). Bir¢cok uygulama igin yag asitlerinin analizi i¢in kutupsal siitunlarin
kullanilmasi, pozisyonel ve geometrik izomerlerin ayrilmasi i¢in vazgegilmezdir ve
bu kolonlarin seciciliklerini tanimlayan ¢ok sayida yayin bulunmaktadir. Sabit faz
secicilikleri saklama endeksleri ile tanimlanabilir ve FAME i¢in en yaygin saklama

endeksi sistemi esdeger zincir uzunluklaridir (94).

2.2.2. Gaz kromatografisi béliimleri

Inlets; Inlets (girisler), numunelerin GC'ye enjekte edildigi yerlerdir. Secilen
giris tipi, yapilan analiz tipine, analiz edilen numunenin tipine ve kullanilan siituna
dayanir. Numuneler bir siringa veya otomatik 6rnekleme cihazi kullanilarak enjekte
edilebilir (95, 97).

GC kolonu ve firin1; GC kolonlari, sicaklik kontrollii bir firinin i¢inde bulunur.
Genel olarak, kolonun bir ucu girise baglanirken, diger u¢ detektore baglanir.
Kolonlar uzunluk, cap ve i¢ kaplama olarak degisir. Her siitun farkli bilesiklerle
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kullanilmak iizere tasarlanmistir. Kolonun ve firinin amaci, enjekte edilen numuneyi
kolondan gegerken ayri ayri bilesiklere ayirmaktir. Bu isleme yardimci olmak igin
GC firmi, numune akisini kolondan hizlandirmak iizere programlanabilir (96).
Dedektor; Dedektorler, kolondan ¢ikan bilesiklerin varligini tanimlar. Her bir
bilesik detektore girdikge, tespit edilen bilesik miktarina orantili bir elektrik sinyali
tiretilir (97). Bu sinyal genellikle bir kromatogramda bir tepe noktasi olarak
gosterdigi bir veri analiz sistemine gonderilir. Tam bir dedektor se¢imi (FID, TCD,
NPD, FPD, uECD, MSD, Ugclii Quadrupole MS ve ICP-MS) mevcuttur. Segilen
dedektor tipi, gerekli analiz tipine dayanir (98).
Ayrilmanin kesin olarak ayni sekilde tekrarlanabilmesi i¢in {i¢ kismin
sicakliginin ayr1 ayr1 kontrol edilmesi gereklidir. Bunlar;
- Enjeksiyon kisminin sicakligi,
- Kolon sicakligi,

- Dedektor sicakligi (97)
2.2.3. Gaz kromatografisinden elde edilen yararlar

Verilen numuneden elde edilen her pik ayr1 bir maddeyi gosterir. Bu
kromatografinin en énemli yonlerinden biridir. Bir maddenin saf olup olmadiginin
arastirilmasi; safligi kontrol edilen madde birden fazla pik vermisse safsizlik var
demektir. Piklerin altinda kalan alanlarin birbirilerine orani, madde ve yabanci

maddenin karigima orani kadardir (99-101).
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Oven
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Operating panel [

Sekil:2.4. GC cihazi goriintiisii (102)

Flame Iyonizasyon Dedektorii (FID), gaz kromatografisinde (GC) en ¢ok
kullanilan dedektoérlerden biridir. FID'de bir numune, bir hidrojen / sentetik hava
akisinda bir yanmaya maruz kalir (102). Ateste iyonlar ve serbest elektronlar olusur.
Yiiklii parcaciklar, dedektordeki iki elektrod arasindaki bosluga 6lgiilebilir bir akim
akist Uretir. Ortaya c¢ikan akim, saf tasiyict gaz ve tek basina yakit gazi alevi
tarafindan iiretilen sinyalden daha giicliidiir. Bu sinyal farkliligi, numune hakkinda
bilgi saglar (103).

Flame iyonlastirma dedektdrleri son derece hassas ve genis dogrusallik araligina
sahiptir. Parkinson hastalarinin beyinlerindeki noéronal membranlardaki lipid
kompozisyonu degismektedir.

Noronal membranlardaki lipid kompozisyonundaki degisiklikler, muhtemelen
LC olusumuna neden olabilir. Membran lipidleri, LC olusumunu onlemek igin
terapotik hedefler olabilir. Bu calismada Parkinson hastaligi modeli olan Parkin-
Q311X fare modelinde erken evre Parkinson hastalarindaki serebellum ve korteks
bolgesinde ki membran-lipid profili degisimi daha Once literatiirde yapilmamis
yontem olan GC/FID yontemi ile incelenerek hastaligin tedavisine yardimer olmak

istenmektedir.
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2.3. Yag Asidi Metil Esterleri (FAME)

Bir dokunun yaglh asit kompozisyonunun belirlenmesi zor olabilir. Ciinkii
dokular, her biri ¢esitli karbon zinciri uzunluklarina sahip, doymus, tekli doymamis
ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin karmasik bir karisimini igerebilir. GC siitunlar ve
kimyasal standartlar gibi birgok 6zel {irlin, yag asitlerinin kantitatif tanimlanmasinda
kullanilmak tizere 6zel olarak mevcuttur (104).

GC, yag asitlerini ya serbest yag asitleri ya da yag asidi metil esterleri olarak
analiz etmek i¢in kullanilabilir. Kisa zincirli, daha ugucu yag asitleri tipik olarak
serbest formda 6zel siitunlar kullanilarak analiz edilir (105). Yag asitleri ayrica yagh
asit metil esterleri olarak da analiz edilebilir. Ana nedenleri sunlardir:

- Serbest, tiirevlenmemis formunda, yag asitlerinin analiz edilmesi zor olabilir
clinkii bu yiiksek polariteli bilesikler, adsorpsiyon sorunlarma yol acan
hidrojen baglar1 olusturma egilimindedir. Polaritelerini azaltmak onlar1 analiz
icin daha uygun hale getirebilir.

- Doymamis yag asitleri tarafindan sergilenen ¢ok kiiciik farkliliklar arasinda
ayrim yapmak i¢in, polar karboksil fonksiyonel gruplarin 6nce nétralize
edilmesi gerekir. Bu daha sonra kolon kimyasi ile kaynama noktasi eliisyonu
ve ayni1 zamanda derecenin, pozisyonun ve hatta doymamigligin cis vs trans

konfigiirasyonu ile ayirma gergeklestirir (106).

2.4. GC Kolunu Se¢imi

Optimize edilmis bir kromatografik ayirma, siitunla baglar. Herhangi bir
uygulama i¢in uygun kilcal kolonun se¢imi, dort 6nemli faktore dayanmalidir: sabit
faz, kolon 1.D. film kalinlig1 ve kolon uzunlugu. Sabit bir fazin seg¢ilmesi, bir siitunun
secilmesindeki en dnemli adimdir, ¢linkii segiciligi dikte eder veya kolonun 6rnek
bilesenleri ayirma yetenegini etkiler (107). Sabit bir faz, bir kilcal kolonun i¢
duvarina kimyasal olarak baglanan veya kaplanan filmdir ve gergeklestirilecek
uygulamaya gore secilmelidir. Enjekte edilen organik bilesiklerin kimyasal ve
fiziksel Ozelliklerinde ve sabit faz ile etkilesimleri arasindaki farklar ayirma
isleminin temelini olusturur (108). Analit-faz etkilesimlerinin giicii iki bilesik igin

onemli Olgiide farklilik gosterirse, biri digerinden daha uzun siire korunur. Siitunda
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ne kadar siire tutulduklar1 (tutma siiresi) bu analit faz1 etkilesimlerinin bir ol¢iitiidiir
(109).

Non-polar kolonlarin tutma mekanizmalar1 esas olarak daginiktir, yani Van der
Waals kuvvetleri tarafindan yonetilir. Bunlar, bilesigin biiyiikliigii ile birlikte artan
molekiiller aras1 alandir. Bdylece, daha yiiksek kaynama noktalarina sahip daha
biiyiik bilesikler daha uzun tutulmaya sahiptir (110).

Ara kutuplu kolonlarin ve polar kolonlarin tutma mekanizmalar1 kuvvetli bir
sekilde dagilir (111). Orta miktarda hidrojen bagi ve temel etkilesimler de
mimkiindiir.

Yiiksek kutupsal kolonlar ve son derece kutuplu kolonlarin tutma mekanizmalari
giiclii bir sekilde dispersiftir, ¢ok kuvvetli dipol-dipol ve cok gii¢lii dipol kaynakli
dipollerdir. Orta derecede temel etkilesimler de miimkiindiir. Ayrimlar, bu

mekanizmalarin genel etkileri arasindaki farklarla belirlenir (112).
2.4.1. Kolon I.D.

Ticari olarak temin edilebilen kilcal kolon i¢ ¢aplarinin mevcut araligi, iki
faktoriin dengelenmesini miimkiin kilar: verimlilik (teorik plaka sayis1) ve numune
kapasitesi (istenen asir1 yiike asir1 yliklenmeden siituna uygulanabilen herhangi bir
numune bileseninin miktar1) (113).

Ornek kapasitesi: Genis delikli kolonlar, bir drnekte her bir analitin daha biiyiik
bir kiitlesini dar delikli kilcal kolonlardan daha fazla barindirabilir. Bir siitunun
numune kapasitesini agmak, carpik piklere ve azalan ¢6ziiniirliige neden olur. Bu
nedenle, analiz edilecek numuneler yiiksek konsantrasyonlarda bilesikler iceriyorsa
veya genis bir konsantrasyon araligini temsil ediyorsa, genis bir delikli siitun

diisiiniilmelidir (114).
2.4.2. Film kalinhgx

Film kalinliginin azaltilmasmin yararlar1 daha keskin pikler (¢oziintirligi
artirabilir) ve azaltilmis kolon kanamasidir. Her iki fayda da sinyal-giiriiltii diizeyini
artinir. Ek olarak, kolonun maksimum calisma sicakhii artacaktir. Azalmis film

kalinlig1 ayrica analitlerin, uygulamaya bagl olarak arzu edilen veya arzu edilmeyen,
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daha kisa tutulma siireleriyle ve daha diisiik sicakliklarda eliite edilmesine de olanak
tanir (102, 115).

Film kalinliginin arttirllmasinin avantajlar1 analit tiipi etkilesimi ve artan
numune kapasitesidir. Dezavantajlar, artan pik genislikleri (bu, ¢oziiniirliigi
azaltabilir), artan kolon boslugu ve kolon i¢in azaltilmis maksimum ¢alisma
sicakligidir. Artan film kalinligi da artmig analitin tutulmasma yol agar ve artan

eliisyon sicakligina neden olur (116).
2.4.3. Kolon uzunlugu

Daha uzun siitunlar daha fazla ¢oziiniirliik saglar, ancak geri basinci artirir. iki
katina c¢ikan silitun uzunlugunun iki kat c¢oziiniirlige sahip olmayacagi
vurgulanmalidir (¢oziiniirlik sadece kolon uzunlugunun karekokiine gore artar).
Kritik bir ¢ift arasindaki ¢oziintirliik 1'den kiiglikse, iki katina ¢ikan siitun uzunlugu
onu taban ¢izgisine getirmeyecektir (113).

Tarama amaglar1 veya bilesenleri kimyasal yapiya benzemeyen basit drnekler

gibi biiyiik ¢oziiniirliik gerekmediginde daha kisa kolonlar 6nerilir (113, 116).
2.4.4. SP®-2560 kapiler GC kolonu

Bu yiiksek polar bisikloropil kolonu, 6zellikle yag asidi metil esterlerinin
(FAME) geometrik olarak (cis / trans) izomerlerinin ayrilmasi igin tasarlanmustir.

FAME izomer uygulamalari i¢in son derece etkilidir (116).

20



3. GEREC VE YONTEM

Deneyde kullanilacak olan tim hayvan modelleri Jackson Laboratuvari’ndan
(Bar Harbor, USA) temin edilip, ¢ogaltim, beslenme, barinma ve gerekli genetik
analizleri Acibadem Universitesi, Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma

Merkezi tarafindan yapilmistir.
3.1. Uretim Kafeslerinin Olusurulmasi:

Parkinson Hastaligi’nin temel 6zelliklerini tasiyan transgenik PARK-Q311X
fareler (Parkin-Q311X line A:FVB/NJ-Tg(Slc6a3-PARK2*Q311X)AXwy/J), yeni
transgenik farelerin iiretilmesi amaciyla, hibrid FVB fareleri (FVB/NJ) ile
ciftlestirildi. Her bir PARK-Q311X erkek fare, 3-4 adet disi FVB fare ile; disi
PARK-Q311X fareler de, erkek FVVB fareler ile ireme kafesine birakildi. Tek batinda
hem heterozigot transgenik (PARK-Q311X) hem de transgenik olmayan (LM-
Littermate) yavrularin olmast nedeniyle, yavrulardan doku Ornegi alinarak

genotiplemesi yapildi.
3.2. Genotipleme

Gerekli hayvan sayisina ulagsmak i¢in fazla sayida tiretim kafesi olusturularak,
yeni doganlardan alinan doku Orneginden genotipleme yoluyla transgenik ve
transgenik olmayan kardesler ayirt edildi.

Fare yavrular1 dogduktan sonra, viicut sicakliklarin1 koruyabilmek ve anne siitii
ithtiyaclarim1 karsilayabilmek i¢in yaklasik 3 hafta anneye bagimli yasarlar. Bu

sebeple genotipleme incelemesi, dogduklari tarihten 20-21 giin sonra yapildi.
3.3. Doku Orneklerinin Toplanmasi

Fare yavrular iiretim kafeslerinden ayrilarak, daha sonra ayirt edilebilmek {izere
paslanmaz metal kulak kiipesi (Harvard Apparatus, USA) ile isaretlendi. Hayvanlar,
isoflurane kullanilarak anestezi edildi. Anestezi altindaki hayvanlarin, sag kulak
kepgesinden Harris Micro-Punch (Sigma-Aldrich) yardimiyla ¢apr yaklagik 2 mm
olan dokular kesilerek tiiplere alindu.
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Genotiplemede Kullanilan Solusyonlar:

1.

40 mM Tris/HCI: 4,85 gr Tris, 700 ml dH2O’da ¢oziinerek, 1M HCI ile
pH 5.5’e ayarlanir. dH20 ile 1 litreye tamamlanir.

25 mM NaOH/ 0,2 mM EDTA (250mM-10X): 20 gr NaOH ve 0,58 gr
EDTA, 1 litre suda ¢oziiniir. Kullanim 6ncesi dH2O ile 10 kat dilue (1X)
edilir.

TAE c¢ozeltisi (10X): 48,4 gr Tris ve 3,7 gr EDTA, 800 ml dH20’da
cozilerek 11,4 ul glacial acetic acid eklenir. dH20 ile 1 litreye
tamamlanir. Kullanim 6ncesi dH20 ile 10 kat dilue (1X) edilir.

3.4. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in, genel olarak genotipleme de kullanilan “kirli” DNA

izolasyonu yontemi kullanildi. Bunun i¢in;

3.5. PCR

Tiiplere alinip isaretlenen doku 6rnekleri iizerine 75 ul 25 mM NaOH/0,2
mM EDTA eklendi.

PCR cihazi igerisinde 1 saat boyunca 98 °C’de inkiibe edildi.

Ornekler 15 °C’ye sogutuldu.

Inkiibasyon sonrasi, nétralizasyon amaciyla tiiplere 75 ul 40 mM
Tris/HCI (pH=5.5) eklendi.

4000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilen orneklerin supernatantindan 4 ul

alinarak, PCR analizinde template DNA olarak kullanildi.

Izole edilen total DNA’larda hedef genlerin amplifikasyonu i¢in standart PCR

yontemi kullanildi. PCR i¢in kullanilan primerler hastaliklara goére asagida

belirtilmistir.
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Tablo 3.1. Parkinson hastaligt modeli deney hayvanlarinin genotiplemesinde kullanilan primer

dizileri

Primer Ad1

Kontrol-
Forward

Kontrol-
Reverse

PARK-
Forward

Baz Dizisi (5° -> 3°)
CTA GGC CAC AGA ATT GAA

AGATCT

GTA GGT GGA AAT TCT AGC
ATCATCC

ATG GAC TAC AAA GAC GAT
GAC GAC AAG

Primerlerin PCR Uygulamasi icin Hazirlanmasi:

Baz
Sayisi

24

25

27

Tm
O

59.3

61.3

63.4

Beklenen
Baz Sayisi

324 bp

324 bp

200 bp

Liyofilize halde gelen primerler, sentezleme yapan firma tarafindan gonderilen

molekiiler agirliklarina goére, gerekli miktarda ddH20 ile ¢6ziildii ve 100 mM stok

soliisyonlar elde edildi. PCR reaksiyonu oncesinde, son konsantrasyon 20 mM

olacak sekilde dilue edildi. PCR reaksiyon karisimi, her bir doku 6rnegi i¢in Taq
PCR Kit (NEB, E5000S) yardimiyla hazirlandu.
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Tablo 3.2. Parkinson hastaligi modeli hayvan DNA’larinin PCR reaksiyon bilesenleri

Test Grubu
Reaksiyon Bileseni = Negatif Kontrol (1 6rnek
icin)
ddH20 12,5 12,4
10x Reaction Buffer 2,4 2,4
dNTP 0,5 0,5
Kontrol-Forward 1,2 1,2
Kontrol-Reverse 1,2 1,2
PARK-Forward 1,6 1,6
PARK-Reverse 1,6 1,6
Template 4 4
polimers: - 0125
Toplam 25 25
Tablo 3.3. PCR reaksiyon asamalari
Derece (°C) | Siire (dk) Dongii
94 3 1
94 00:30
57,3 1 35
72 1
72 2 1
10 o0 -

3.6. Agaroz Jel Elektroforezi
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PCR frlinlerinin degerlendirilmesi, agaroz jel elektroforezi yontemi ile

yapilmistir. Bu amagla kullanilacak olan her bir jel i¢in %3’liik agaroz jel hazirlandi.

Agaroz Jel Hazirlama:

e 3 gragaroz, 100 ml TAE tampon ¢6zeltisi igerine karistirildi.

e Mikrodalga firinda 5 dk kaynatildi.

e Niikleik asitleri UV 151k altinda goriiniir hale gelebilmesi i¢in Sul boya
(Safeview, ABM) eklendi ve boyanin jel igerisinde homojen dagilmasi
sagland.

e Jel yliriitme kasetine dokiilerek, polimerize olmasi beklenildi.

Jelin polimerize olmasi beklenirken, PCR iirlinleri, ylikleme boyas: ile (6X Gel
Loading Dye, NEB B7021-S) ile 1:5 oraninda karistirilarak jele yiiklenmeye hazir
hale getirildi.

Polimerize olan jele sirasiyla, DNA ladder (Quickload 2-log, NEB N0496),
kontrol ve test edilecek drneklerden 10 ul yiiklendi.

Elektroforez 80V°da 45 dk’da gergeklestirildi. ChemiDoc Goriintiilleme Sistemi
(BioRad) kullanilarak jel goriintiilemesi yapildi. Tek bantin oldugu kuyularda
yiirlitiilen 6rnekler transgenik olmayan (LM) hayvanlara aitken, 2 bant gdzlemlenen

ornekler Parkinson transgenik hayvanlarina (Tg) aittir.
3.7. Hayvanlarin Davrams Testleri:

Projede yer alan PH modeli ve kontrol farelerin hastalik kaynakli nérodejeneratif
ozelliklerinin motor beceri, hafiza yetenegi ve endise hissi tizerine etkilerini
gozlemlemek i¢in hastalifa 6zgli belirli araliklarla davranis testleri yapilmistir.

Yapilan testler; acik alan testi (open field test), rotarod testidir.
3.7.1. Acik alan testi (Open-Field) protokolii

Agik alan testi, anksiyete, spontan lokomotor aktivitesi ve biiyliime aktivitesini
aragtirmak i¢in kullanilan bir test oldugundan, PH fare modellerinin
degerlendirilmesinde kullanilir. Yapilan deneylerde, test hayvanimin agik alan

merkez alaninda (40x40) ve diizenek kenarlarinda gegirdigi siireler tespit edildi.
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Ayrica lokomotor aktivitenin degerlendirilmesi i¢in; farenin ne kadar siire hareketli
ve hareketsiz kaldigr ya da asir1 hareketli oldugu gibi parametreler goz Oniinde
bulundurularak degerlendirme yapildi.

Deneye baglamadan Once fareler, deney diizeneginin bulundugu odaya 30 dk
once getirilerek bulunduklari ortama uyumlar1 saglandi ve hayvanlar rutin olarak,
gece/glindiiz dongiislindeki gece fazinin ilk yarisinda test edidiler.

Acik alan testi diizenegi, 80x80x40 cm boyutunda siyah Plexiglastan yapilir.
Deney protokoliine gore, kullanilan bilgisayar yaziliminda (EthoVision XT 9, Noldus
Information Technology, Leesburg, VA, USA) platform zemininde bir dis alan (open
field arena), bir open field alan1 (40x40) ve bir de merkez noktasi olusturulur (Sekil

3.4).

Open field arenasi

®<+— Merkez nokta / Calibration (all arenas)
% distance: 80 cm H
g / o] k
s L
40 cm =

80 cm

Sekil 3.4. A¢ik alan testi diizenegi (55)

Test edilecek fare, kuyrugundan tutularak platformun ortasina yerlestirildi.
Farenin hareketleri, platformun 230 cm yukarisinda, yazilima bagli kamera ile
kaydedildi. Her bir fare i¢in, 10 dk takip yapildi ve belirlenen parametrelere gore fare
hareketleri ve hareket siireleri kaydedildi. Fareler aras1 gegiste platform 6nce %70

etanol, sonra dH-,0 ile silindi ve kurutululdu.

3.8. Rota-Rod Protokolii

Rotarod testi, otomatize oldugundan ve testin uygulanmasi i¢in 6zel egitim
gerektirmediginden, rodentlerde en sik kullanilan motor koordinasyon ve denge
testidir. Bu sebeple PH modeli farelerinde Ratarod testi uygulanir. Test alistirma fazi

ve motor koordinasyon fazi olmak {izere, iki asamada gergeklestirilir.
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Deneye baslamadan once fareler, deney diizeneginin bulundugu odaya 30 dk
once getirilerek bulunduklar1 ortama uyumlar1 saglandi ve deneylere yaklasik olarak
giinlin ayn1 saatinde baglanildi.

Deney protokoliine gore; alistirma fazinda fareler sadece 300sn i¢inde 4rpm’den
40rpm’e ¢ikan rod iistiine alinarak bir kez yiiriitiildi. Mekanizmada test edilen fare
alindiktan sonra diger fare diizenege yerlestirilmeden 6nce %70 etanol, sonra dH,O
ile silindi ve sistem kurulandi. Diger faza gegcmeden Once, fareler 3 giin boyunca
kendi ortamlarina alinarak bekletildi.

Motor koordnasyonun ol¢iildiigii asamada ise fareler 300sn i¢inde 4rpm’den
40rpm’e ¢ikan rod iistiine alinarak 3 tekrarl olacak sekilde yiiriitiildii. Farelerin rod
tizerine koyulduklar1 ve diistiikleri zamanlar not edildi. Her bir fare icin tekrarlar

arasida, fare 30dk dinlenmeye alindi.

3.9. Hayvanlarin Anestezisi, Kardiyak Perfiizyonu ve Beyin Dokusunun

Cikarilmasi:

Transgenik ve kontrol fareler ketamine (100mg/kg) ve xylazine (10mg/kg)
kombinasyonunun intraperitonel enjeksiyonu ile derin anesteziye alindi. Fareler karin
kism1 yukariya gelecek sekilde zemine sabitlendi. Anestezinin etkisi, viicut
reflekslerine bakilarak kontrol edildikten sonra, gdgiis kafesi acildi. Kalp atiminin
olup olmadigi kontrol edildikten sonra perfiizyon igin hayvanin kalp atimina dikkat
edildi. Hayvanin kalbi, forceps yardimi ile sabitlenip, sag kulak¢ik kesilerek kanin
bosalmas1 beklendi. Sol karincik enjeksiyon i¢in 6n plana ¢ikartilip, dnce serum
fizyolojik dolu enjektdr ile perfiizyon yapildi. Sag kulakciktan kan yerine serum
fizyolojik ¢ikis1 gozlemlendikten sonra, 4% PFA dolu enjektore gecildi. Perfiizyonun
tamamlanmasi, hayvanin el, ayak ve kuyrugundaki beyaz renge doniisme ve
kasilmalardan takip edildi. Perflizyon sonrasi, beyin disekte edilip ve hasar
vermeden, hemen kuru buz tizerine alinip donmasi beklendi. Analizlerde kullanilmak
tizere -80’de depolandi. Bu cerrahi islem sirasinda hayvan anestezi altinda

dekapitasyona ugramis olur.
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Tablo 3.4. Deney gruplari ve sayilari

Deney ve kontrol gruplari Grup basina

hayvan adedi

Fare (Parkinson Disease) (1,3,6,12 aylar.n=12) 12
Fare- Kontrol (Parkinson Disease) (1,3,6,12 aylar.n=12) 12
Kullanilan toplam hayvan sayisi: 24

3.10. Lipid Ekstrasyonu icin Hazirlanan Soliisyonlar

Heptadekanoik asit internal standart olarak kullanilmistir. Bu amagla 50 mg
Heptadekanoik asit (C17:0) tartilip 10 ml kloroformda ¢oziildii. Daha sonra dahili
standard olarak kullanmak iizere stok soliisyonunda son konsantrasyonu 500pg/ml
olacak sekilde diliie edildi.

3N Metanolik HCI ¢eker ocak altinda metilasyon soliisyonu hazirlanmak igin;
damla damla 3mL %37 HCl 9mL metanole eklenerek metilasyon soliisyonu
hazirlandi.

Butil hidroksi toliien (BHT) igeren eppendorf tiipler: 1 g BHT 100 ml etanol
icinde ¢oziildii ve koyu renkli bir sisede 4° C’de saklandi. 2 mL’lik eppendorf tiiplere
100’er pL soliisyondan konarak 37°C’de kurutuldu. Beyin dokusu Ornekleri bu
BHT"1i tiiplerde -80°C derecede saklandi (117).

3.11. Lipid Ekstraksiyonu

Beyin dokusu alinarak petri ve steril bistiiri ile korteks ve cerebellum
boliimlerine ayrildi. Her bdliinen doku oOnceden numaralandirilmis BHT igeren
tiiplere alindi. Buz iizerine alindiktan sonra stok dokulardan yine BHT’li eppendorf
tiiplere alinmak tizere 10’ar mg doku alindi. Bead-bead homojenlestirici kullanarak

% 0.01 biitillenmis hidroksitoluen (BHT) igeren tiiplerde i¢inde doku tartildi ve
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homojenize edildi. Her tiipe 1500 uL metanol: kloroform (1: 2 v / v) ve 100 pL
internal standart eklenerek homojenize doku tiipten toplandi ve cam viallere alindi.
Vortekslendi ve test tiipii rotatdriinde gece boyunca 4 °C'de karistirildi. Ertesi giin
tiiplerin iizerlerine 0.15 M amonyum asetat eklendi ve en az 15 saniye vorteks
uygulandi. Daha sonra +4 °C de 2.000 % g'de 10 dakika boyunca santrifiijlendi. Dipte
lipidleri i¢eren kloroformlu iki faz bulunmalidir. Proteinler su / metanol fazinda veya
arayiizde ylizer. Az miktarda kloroform ile cam bir pipet aspire edildi. Cam pipet
nazikge tiipiin alt kismina yerlestirildi ve su/metanol fazi veya proteinlerden herhangi
birini ¢ikarmadan kloroform alindi. Kloroform / lipid karigimini yeni bir test tiipiine
aktarildi. Orijinal homojenat tiipline aym1 sekikde kloroform:metanol:0.15M
amonyum asetat 8:4:3 eklendi en az 15 saniye vorteks uygulandi. Takiben +4 °C de
2.000 x g'de 10 dakika boyunca santrifiijlendi. Bir cam pipet az miktarda kloroform
ile aspire edildi. Cam pipet nazikce tiipiin alt kismina yerlestirildi ve kloroform
herhangi bir su/metanol fazini veya proteinlerini bulagsmadan ¢ikarildi, ilk kloroform
ekstrakti ile birlestirildi. Tiipler 37 °C'de azot altinda kurutuldu. Saklanmak iizere -80
°C'de cam vialde sakland1 (118).

3.12. Supelco 37 FAME Mix Hazirlanmasi

Dondurulmus halde 1ml’lik tiipte alinan Supelco 37 FAME mix 100’er ul olmak
lizere 10 ayr1 eppendorf tiipiine ayrildi. I¢lerinden bir 100 ul’lik FAME mix igeren
tip almarak tlizerine 1:1 oraninda hekzan eklendi ve vortekslendi. Ayr1 bir FAME
mix ig¢eren tiip alinarak i¢ine 100 ul internal standart ve 1:1 oraninda hekzan eklendi.
Ayri bir tiipe 100 ul internal standart ve 100 ul hekzan eklendi. Her ii¢ tiip 37°C’de
nitrojen altinda kurutuldu. Bir cam GC vialine 100 ul hekzan eklenerek hazirlandi.
Sadece Supelco 37 FAME mix igeren tiipe 150 ul hekzan eklenerek ¢oziindiiriildii ve
cam GC vialine alindi. Supelco 37 FAME mix ve internal standart igeren tiipe ise
150 ul hekzan eklenerek ¢oziindiiriildii ve cam GC vialine alindi. Sadece internal
standart igeren tiipe ise 100 ul hekzan eklenerek ¢oziindiiriildii ve cam GC vialine
alindi. GC-FID cihazinin autosampler bolmesine sirasiyla sadece hekzan igeren vial,
sadece Supelco 37 FAME mix igeren vial, supelco 37 FAME mix + internal standart
igeren vial ve sadece internal standart igeren vial konuldu ve analiz baslatildi. Gerekli

normalizasyonlar yapilarak pikler incelendi.
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3.13. Yag Asitlerinin Metillenme Protokolii

Doku ornekleri ¢alismadan bir gece 6nce 4 °C derecede eritildi. Tiiplere 1 ml 3N
metanolik HCI eklenerek vortekslendi ve lipidlerin ¢oziinmesi saglandi. Bu sirada
internal standart working soliisyonunu da igeren 100uL 6rnek kalin ve vidali kapakh
5 ml’lik cam tiiplere sirasiyla kondu. Tiipler vidali kapakla kapatildi ve
transmetilasyonun 90 °C'de 4 saat siireyle ilerlemesine izin verildi. Tiiplerin oda
sicakliginda sogutulmasinin ardindan, 2 mL hekzan eklendi ve tiip tekrar kapatilarak
10 sn siire ile vortekslendi. Ust (hekzan) tabakasi bir cam tiipiine aktarildi ve oda
sicakliginda hafif bir nitrojen akisi ile heksan dikkatle buharlastirildi ve sonunda
kalint1 (residue) 100 ul heksanda ¢oziildii ve 6rnek vidali kapaklt GC enjeksiyon
sisesine transfer edildi (117).

3.14. GC/FID Protokolii

Heksan, metanol ile karismaz ve kolon 6mriinii kisaltmamak i¢in kullanilir. 1pl
ornek bolme modunda, 100:1 boliinme orani ile 250 °C'de enjekte edilir. Giris
basinc1 250 kPa olan tasiyict gaz olarak helyum kullanildi. Make up ve akis hizi
olarak 30ml/dk nitrojen gazi kullanildi. Sicaklik programi 100° C'de baslatild1 ve 5
dakika siireyle tutuldu, ardindan 4 'C / dk hizla 240 "C'ye yiikseltildi. Sicakligi bu
seviyede 20 dk tutuldu. Bdylece, tiim yiiksek kaynama noktali maddelerin,
kolesteroliin ayrilmasina izin verildi. Toplam analiz siiresi 73 dk kadar siirdii (117,
118).
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4. BULGULAR

4.1. Davrams Testleri

Parkinson fare modeli kontrolii i¢in yapilan davranigsal testlerin
degerlendirmesinde agik alan testleri igin t-test ve Rota-rod testleri iginse t-testi
yapildi.

PH fare modeli gruplarinda yapilan agik alan testi sonuglari Sekil 4.1°de
gosterildi. Gruplar arasi karsilastirma yapilan parametreler; Open-field alani (40x40)
ile merkez nokta arasinda gecirdigi toplam yol (cm), hareketsiz kaldig1 toplam siire
(sn) ve hareketli oldugu toplam siire(sn) seklindedir. Yapilan deneylere gore
transgenik ve kontrol fareleri arasinda belirgin bir fark gozlemlenmemistir.

Transgenik Parkinson ve kontrol gruplari open field testi sonucu sekil 4.2°de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.1. Open field test sonucu



arasinda gegirdigi toplam yol(cm)

Open-field alani (40x40) ile merkez nokta
EEEEEEE

3mM 6M 12m

WPARK = PLM
| Ttest | 0,068088 | 0134851 | 0,752563

3m 6M 12m

W PARK » PLM
I T-test 0,19898 0,318119 0,934882

E 8 &8 8 & &8

Hareketsiz kaldig toplam siire(sn)
g

Hareketli oldugu toplam siire(sn)
g B8

o

' .

= PARK = PLM
| Ttest | 0,192916 | 0316234 |  oga3377 |

Sekil 4.2. Parkinson hastalig1 fare modeli, agik alan testi sonuglarina gore olusturulan grafikler

(PARK: Transgenik, PLM: Kontrol).

Transgenik Parkinson ve kontrol grubu 1, 3, 6 ve 12 aylik farelerin rota-rod testi
sonucu tablo 4.1°de gosterilmektedir.
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Tablo 4.1. Rota-rot testi sonucu

Exp. Code Cinsiyet PARK | PLM Siirel()TriaI Siirez()Trial Siireg()"l“rial
EA_PARK_40 D X 130 101 87
EA_PARK_45 D X 27 13 10
EA_PARK_47 E X 22 22 25
EA_PARK_48 E X 33 20 27
EA_PARK_57 D X 25 29 47
EA_PARK_58 D X 33 18 42
EA_PARK_60 E X 38 67 90
EA_PARK_83 D X 48 51 61
EA_PARK_85 D X 25 10 37
EA_PARK_89 D X 30 34 36
EA_PARK_91 D X 60 58 22
EA_PARK_102 E X 27 40 40
EA_PARK_104 D X 66 108 106
EA_PARK_107 D X 50 36 48

Parkinson hastaligi modeli fareleri agik alan testlerine gore belirgin farklilik

gostermeseler de, Parkinson fare modeli i¢in motor becerilerin kontrolii i¢in

belirleyici yontem olan Rota-rod testi sonucunda her grup iginde yapilan t-test

sonuglar1 p<0.05 olarak segilmistir (Sekil 4.3).
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PARK 6M PLM 6M PARK 12M PLM 12M

Rotarod diigme siresi (sn)

(5}

Sekil 4.3. Parkinson hastalig1 fare modeli Rota-rod davranis testi sonuglart (PARK: Transgenik, PLM:
Kontrol)

4.2. GC-FID analiz sonuglari

Tablo 4.2. Supelco 37 FAME mix komposizyonu ve pik alanlar

COMPOUND AREA
HEXANE 116938,12
METHYL BUTYRATE 1,43
METHYL HEXANOATE 5,40
METHYL OCTANOATE 8,93
METHYL DECANOATE 10,3
METHYL UNDECANOATE 5,11
METHYL LAURATE 10,86
METHYL TRIDECATONE 4,71
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Tablo 4.2. Supelco 37 FAME mix komposizyonu ve pik alanlari (devamu)

METHYL MYRISTATE 9,42
MYRISTOLEIC ACID METHYL ESTER 5,34
METHYL PENTADECANOATE 4,43
CIS-10-PENTADECANOIC ACID METHYL ESTER 4,49
METHYL PALMITATE 13,87
METHYL PALMITOLEATE 4,40
METHYL HEPTADECANOATE 3,65
CIS-10-HEPTADECANOIC ACID METHYL ESTER 4,03
METHYL STEARATE 6,67
TRANS-9-ELAIDIC ACID METHYL ESTER 3,74
CIS-9-OLEIC ACID METHYL ESTER 7,51
LINOLEALIDIC ACID METHYL ESTER 3,53
METHYL LINOLEATE 3,97
GAMMA-LINOLENIC ACID METHYL ESTER 6,08
METHYL EICOSANOATE 4,38
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Tablo 4.2. Supelco 37 FAME mix komposizyonu ve pik alanlari (devami)

METHYL LINOLENATE 3,53
METHYL HENEICOSANOATE 3,31
CIS-11,14-EICOSADIENOIC ACID METHYL ESTER 2,61
METHYL BEHENATE 2,91
CIS-8,11,14-EICOSATRIENOIC ACID METHYL ESTER 4,22
METHYL ERUCATE 3,38
CIS-11,14,17-EICOTRIENOIC ACID METHYL ESTER 2,98
METHYL CIS-5,8,11,14-EICOSATETRAENOIC ACID METHYL

ESTER 4,93
METHYL TRICOSANOATE 2,14
CIS-13,16-DOCOSADIENOIC ACID METHYL ESTER 2,33
METHYL LIGNOCERATE 2,70
METHYL CIS-5,8,11,114,17-EICOSAPENTAENOATE 3,52
METHYL NERVONATE 1,87
CIS-4,7,10,13,16,19-DOCOSAHEXAENOIC ACID METHYL

ESTER 3,48

Fare beyin dokusundan alinan 6rnekler GC-FID aygitina verilerek FAME

analizi yapilmistir. Buna gore hasta ve hasta olmayan farelerin kortex ve cerebellum

bolgelerinde ki yag asit degisimi Tablo 4.2’de gosterilmektedir.
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1 ayhk korteks

cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaen
methyl lignocerate

methyl cis-5,8,11,14-eicosatetraenoic
cis-8,11,14-eicosatrienoic acid met
methyl eicosanoate

methyl arachidate

cis-9-oleic acid methyl ester
trans-9-elaidic methyl ester
methyl stearate
cis-10-heptadecanoic acid methyl
methyl palmitoleate

methyl palmitate

cis-10-pentadecanoic acid methyl

0

X

20% 40% 60% 80% 100%

HPLM m PARK

Sekil 4.4. 1 aylik plm ve park korteks fame degisimi

Buna gore, cis 4,7,10,13,16,19 docosahexaen park farelerde kontrol farelerine
gore yiizde 80 artmis gorinmektedir. Methyl lignocerate park farelerde hig
goziikmezken, cis 9-oleidic acid methyl ester ise kontrol farelerde hig
goziikmemektedir. Methyl palmitate kontrol farelere gore park farelerde miktar1 %20

oraninda artmig goriinmektedir.
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1 aylik serebellum

cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaen
methyl lignocerate

methyl cis-5,8,11,14-eicosatetraenoic
cis-8,11,14-eicosatrienoic acid met
methyl eicosanoate
gamma-linolenic acid methyl ester
methyl arachidate

cis-9-oleic acid methyl ester
trans-9-elaidic methyl ester
methyl stearate
cis-10-heptadecanoic acid methyl
methyl palmitoleate

methyl palmitate

cis-10-pentadecanoic acid methyl

X

HPLM m PARK

Sekil 4.5. 1 aylik plm ve park serebellum fame degisimi

20% 40% 60% 80% 100%

Serebellum bolgesinde ise, methyl lignocerate kontrol farelerde hi¢ ¢ikmazken,

gamma linolenic acid methyl ester park farelerde goriilmemektedir. Methyl palmitate

kontrol farelere gore park farelerde esit miktarda goriilmektedir.
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cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaen
methyl cis-5,8,11,14-eicosatetraenoic
cis-8,11,14-eicosatrienoic acid met
trans-9-elaidic methyl ester

methyl stearate
cis-10-heptadecanoic acid methyl
methyl palmitoleate

methyl palmitate

cis-10-pentadecanoic acid methyl

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

3 aylik korteks

HPLM m PARK

Sekil 4.6. 3 aylik plm ve park korteks fame degisimi

Sekil 4.6’ya gore methyl palmitate kontrol farelere gore park farelerde yiizde

altmis daha fazla goriiliirken, methyl palmitoleate ise park farelerde kontrole gore

yaklagik %40 oraninda artmustir.
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3 aylik serebellum

cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaen
methyl cis-5,8,11,14-eicosatetraenoic
cis-8,11,14-eicosatrienoic acid met
methyl eicosanoate

trans-9-elaidic methyl ester
cis-10-heptadecanoic acid methyl
methyl heptadecanoate

methyl palmitoleate

methyl palmitate

cis-10-pentadecanoic acid methyl

0% 20% 40% 60% 80% 100%

HPLM m PARK

Sekil 4.7. 3 aylik plm ve park serebellum fame degisimi

6

cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaen
methyl lighocerate

methyl cis-5,8,11,14-eicosatetraenoic
methyl tricosanoate
cis-8,11,14-eicosatrienoic acid met
trans-9-elaidic methyl ester

methyl stearate
cis-10-heptadecanoic acid methyl
methyl palmitoleate

methyl palmitate

cis-10-pentadecanoic acid methyl

aylik korteks

0% 20% 40% 60% 80% 100%

HPLM mPARK

Sekil 4.8. 6 aylik plm ve park korteks fame degisimi



Buna gore methyl tricosanoate kontrol farelerde hi¢ gdtiilmezken, methyl

stearate park farelerde hi¢ goriilmemistir.

6 aylik serebellum

cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaen
methyl lignocerate

methyl cis-5,8,11,14-eicosatetraenoic
cis-8,11,14-eicosatrienoic acid met
methyl eicosanoate

trans-9-elaidic methyl ester

methyl stearate
cis-10-heptadecanoic acid methyl
methyl palmitoleate

methyl palmitate

cis-10-pentadecanoic acid methyl

0

X

20% 40% 60% 80% 100%

HPLM mPARK

Sekil 4.9. 6 aylik plm ve park serebellum fame degisimi

Serebellum bolgesinde methyl stearate kontrol farelerde goriillmezken, methyl
lignocerate ise park farelerde goriilmemistir. Methyl palmitoelate ve methyl

palmitate ise park farelerde konrole gore artis oldugu goriilmektedir.
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12 aylk korteks

cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaen
methyl lighocerate

methyl cis-5,8,11,14-eicosatetraenoic
methyl tricosanoate
cis-8,11,14-eicosatrienoic acid met
methyl heneicosanoate

methyl eicosanoate

methyl arachidate

cis-9-oleic acid methyl ester
trans-9-elaidic methyl ester
methyl stearate
cis-10-heptadecanoic acid methyl
methyl palmitoleate

methyl palmitate

cis-10-pentadecanoic acid methyl
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

HPLM mPARK

Sekil 4.10. 12 aylik plm ve park korteks fame degisimi

Methy palmitate 12 aylik farelerde kontrole gore bir diislis gostermis ve methyl

palmioeate ise artig gosterdigi gorilmiistiir.
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12 aylik serebellum

cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaen
methyl cis-5,8,11,14-eicosatetraenoic
methyl tricosanoate
cis-8,11,14-eicosatrienoic acid met
methyl eicosanoate

methyl arachidate

cis-9-oleic acid methyl ester
trans-9-elaidic methyl ester
cis-10-heptadecanoic acid methyl
methyl heptadecanoate

methyl palmitoleate

methyl palmitate

cis-10-pentadecanoic acid methyl

0

X

20% 40% 60% 80% 100%

HPLM m PARK

Sekil 4.11. 12 aylik plm ve park serebellum fame degisimi

Istatiksel olarak anlamli bulunan yag asitleri 3,6 ve 12’inci ay degisimleri daha

ayrmtili olarak incelendi.

cis 10 pentadekenoik

25
20
15

10

—p|m —park

Sekil 4.12. cis 10 pentadekenoik asit hasta ve saglikli fare korteks degisimi (*=p<0.05)
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Cis 10 pentadekenoik asit 3iincii ayda park farelerde diisiisle baslayip 6inc1 aya
kadar diismesi devam ederken, 12inci ayda bir artma s6z konusu oldugu

gorilmektedir.

cis 10 heptadecenoic acid

14

12

10 '|'

3 6 12

—p|m —park

Sekil 4.13. cis-10 heptadekenoik asit fare kortex degisim (*=p<0.05)

Cis 10 heptadekenoik asit ise kontrole gore diigiik seviyelerde goriilmektedir
(*=p<0.05)
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methyl palmiotealate

18
16
14
12
10

o N b OO

3 6 12

e |Mm e park

Sekil 4.14. methyl palmiotealate fare korteks fame degisimi (*=p<0.05)

Methyl palmiotealate park farelerde3iincli ayda diisiik seviye gosterirken, 12inci

ayda biiyiik bir ivme yaptig1 goriilmektedir.

methyl palmitate

12

10

3 6 12

—p|m —park

Sekil 4.15. methyl palmitate fare korteks fame degisimi (*=p<0.05)

Methyl palmitate 3iincii ayda kontrole gére oldukg¢a yiiksek seviyelerde goriiliirken

61nc1 aydan itibaren biiyiik bir ivmeyle diisiis gdstermistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

PH, diinya genelinde insanlarin yakalandigi bir nérolojik bir rahatsizliktir. Kadin
ve erkeklerde yasanma durumu dengededir. 65 yasin {izerindeki her 100 kisiden
birisinin Parkinson hastas1 oldugu goriiliir. Parkinson seri ilerlemeyen bir
rahatsizliktir (119). Giinlik yasami etkiler ancak hayati tehlikesi yoktur. Genel
olarak Parkinson; beyinde dopaminin iiretidigi sinir hiicrelerinin yok olmasiyla
meydana gelen bir durumdur (120).

Son zamanlarda, Parkinson ve benzeri beyin hastaliklar1 ile ilgili arastirmalar,
ozellikle de molekiiler biyoloji ve genetik anlamindaki ¢alismalar hiz kazanmistir
(121). Calismalarin basinda parkinsona neden olan mutasyonlar ve transgenik
Parkinson beyinlerindeki sistemin molekiiler ifadesi yer alir (122).

Franceschi ve ark (123), yaptiklari bir calismada beyin lipitlerinin etkilesiminde
asyn’in Parkinson hastaligiminin patogenezinde 6nemli rol oynayabilecegini One
stirmiislerdir. DHA‘in néronal membranlarinda bol miktarda yag asidi vardir ve
DHA beyin bolgelerinde yiiksek seviylerde bulunur. Hayvan modelleriyle yapilan
calismada, beyindeki DHA igeriginin bir artigini in vivo asyn oligomer olusumu
indiikledigi goriilmektedir. Bununla birlikte, bu oligomerik tiirlerin post-mortem PH
beyinlerinin LC bulunan biiyiik agregatlarin onciileri olup olmadigi bilgisi heniiz
netlik kazanmamustir. Giorgia ve ark (123) amiloid olusumunda yag asitlerinin
rollinii anlamak i¢in agreasyon siiresini incelemislerdir ve bu siirecte DHA ‘nin
varligiin asyn kolayca destekledigini gézlemlemislerdir. asyn agreasyon siirecinde
agreatlarin morfolojisi, protein seviylerii, DHA oranlarinin  6nemli oldugu
bildirilmistir.

Protein oran1 ve DHA varligi 1: 10'luk bir molar oraninda, amiloid benzeri
fibriller meydana gelmistir. Bu fibril sari, morfolojik olarak olusanlardan farkli bir
yapiya sahip oldugunu ve asyn tek basina ve paketlenmis yapist oldugunu
saptamiglardir (123). Asil protein ve DHA molar oraninin 1:50, oldugu durumda
sodyum = siilfonatlarin  olusumunu gozlemlemislerdir. Ayrica, bu deneme

arastiricilara, kimyasal modifikasyonlar, metionin oksidasyonlar1 ve protein lipit
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eklenti olusumlari, artan DHA konsantrasyonlari tarafindan indiiklendigini ve bu
degisikliklerin kapsami, agregalarin yapisini  ve kararhilifini  tanimladigini
gostermistir. asyn oligomeri, dopamin ergin neuronal hiicrelerinde DHA varliginda
iiretilirse daha toksiktir ve bu tiirlerin PH ile iligkili norode iiretken siirecte 6nemli
olabilecegini diisiindiirmektedir (123).

Yag asidinin indiikledigi bu calismada, molekiiler mekanizmay1 ve lipid
peroksidasyonuna bagli {irtinlerin yapisal organizasyonunu tanimlamayi arastiran
denemeler giliniimiizde devam etmektedir. Bu c¢alisma sonucunda, asyn
molekiillerinin DHA'nin toplanmasinda 6nemli bir rol oynadigini gézlenmistir

Liu ve ark (124), bir denemesinde, PH mekanizmasinda, beyinde polidoymamis
yag asitlerinden elde edilen dopamin katki maddelerinin roliinii arastirmislardir.
Oksidatif ~ stresin, PH’de dopaminerjik sistemlerin  ndrodejenerasyonunun
patogenezinde dogrudan rol oynadigi gozlenmistir. Bu ¢alismada, beyinde major
¢oklu doymamis yag asitleri olarak bilinen DHA ve AA’den tiiretilen dért dopamin
modifikasyonu tiiretilmistir. Dopaminin, yag asidi hidroperoksitleri ile inkiibasyonu
ve sigan beyin dokusunu kullanan bir in vivo deneyde, dort dopamin eklentisinin
timii tespit edilmistir. Ayrica, bir AA tiirevi eklenti olan heksanoil dopamin (HED),
insan dopaminerjik noroblastoma SH-SYSY hiicrelerinde ciddi sitotoksisiteye neden
olurken, diger eklentiler sadece biraz etkilenmistir. HED ile indiiklenen hiicre
6liimiiniin, ayn1 zamanda reaktif oksijen tiirli olusumu ve mitokondriyal anormalligin
aracilik ettigi goriilen apoptozu igerdigi bulunmustur (124).

Ek olarak, monoamin tastyicisindan yoksun olan monoamin tastyici inhibitorii
ve fare embriyonik fibroblast NIH-3T3 hiicrelerini kullanan deneyler, HED-kaynakli
sitotoksisitenin ndronal hiicrelerde 6zel olarak meydana gelebilecegini gostermistir.
Bu veriler, noronal hiicrelerin selektif sitotoksisitesine yol agan aragidonik asit-tiirevi
dopamin modifikasyon eklentisi olan in vivo ve in vitro dokosaheksaenoik asit ve
arasidonik asit tiirevli dopamin katkisinin olusmasinin, yeni bir mekanizmaya isaret
edebilecegini diisiindiirmektedir (124).

Ozet olarak, DHA ve AA'dan tiiretilen dort dopamin eklentisini sentezlenmis ve
lipit hidroperoksitlerin dopamin ile reaksiyonu sirasinda in vivo olusumunu ortaya
cikarilmistir. Insan ndroblastoma SH-SYSY hiicrelerinde ROS olusumu ve

apoptozun 6nemli indiiksiyonuna dayanan giiclii bir nérotoksin olarak A A-tiirevli bir
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dopamin eklentisi olan HED'i g6zlemlemislerdir. HED ile indiiklenen apoptozisin
mekanizmast tam olarak bu calismada saptanmamistir; Bununla birlikte, ROS
iiretimi, mitokondriyal anormallikler ve monoamin tasiyicisi tarafindan aracilik
edilmektedir. HED ile indiiklenen sitotoksisite, bu ¢alismada bir in vitro deney
sistemi ile teyit edilmistir ve insan deneklerin varligini ve sitotoksisitesini gdsteren
daha ileri ¢aligmalar gereklidir (124).

Assayag ve ark (125), PH’de ilerleyici dopaminerjik néron kaybi, sitoplazmik
protein asyn'nin, noronal somata (Lewy cisimcikleri) ve dendritlerde (Lewy neurites)
bulunan filament6z inkliizyonlara polimerizasyonu olustugu bilgisine dayanarak
calismada, ¢oklu doymamais yag asitlerinin asyn iizerindeki patojenik degisikliklerini
incelemiglerdir. Daha oOnce, doymamis yag asitleri ile muamele edilmezken,
PUFA'lar ile asyn eksprese eden dopaminerjik hiicrelerin tedavi edilmesinin,
¢oziinlir, sodyum dodesil siilfat-kararli oligomerlerin olusumunu indiikledigini
bulmuslardir.

Bu c¢alismada, asyn-PUFA etkilesimlerinin Parkinson hastali§i benzeri
sitopatolojinin gelisimiyle olan iliskisini incelenmistir. Bir PUFA'nin fizyolojik
seviyelerine asyn asir1 ifade eden dopaminerjik veya ndronal hiicre ¢izgilerinin
maruz kalmasi, sitoplazmada proteinli inkliizyonlarin olusumunu indiiklemistir.
Onemli olarak, asyn oligomerlerinin sito-toksisite ile iliskili oldugunu bulmuslar,
buna karsin Lewy benzeri inkliizyonlarin gelismesi koruyucu goriinmektedir. PUFA
diizeylerindeki degisikliklerin, asyn'nin agregasyonuna ve sonradan dopaminerjik
hiicrelerdeki inkliizyonlardan ©Once gelen potansiyel sitotoksik oligomerlere
birikmesine yol acabilecegi sonucuna ulagmislardir (125).

Saflastirilmis asyn ve spesifik Fas yiiksek molekiil agirlikli komplekslerin
olusumu, in vitro saflagtirilmis bilesenler kullanilarak bu ¢alisma ile tespit edilmistir.
FABP'lere benzer sekilde, asyn nin hiicresel YA alimi ve metabolizmasinda rol
oynadig1 6ne siiriilmiistiir. Spesifik olarak, degistirilmis YA alim1 ve metabolizma ile
astlanmis asyn olmayan farelerde gozlenmistir (125). Bununla birlikte, titrasyon
mikrokalorimetrisi kullanilarak osyn 'nin 16:0 veya 18:1'e sabit baglanmasi
saptanmamistir. Bu noktada, asyn 'nin, klasik FABP'lere benzer fakat benzer
olmayan yollarla YA'ler ile ilgili oldugu anlasilmaktadir, fakat genel olarak lipitler
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ve Ozellikle YA ile asyn etkilesimlerinin dogasini anlamak i¢in daha fazla
biyokimyasal ¢aligma gereklidir (125).

Bousquet ve ark (126), yaptiklart bir ¢alismada, transgenik PH’nin  fare
modelinde omega-6min  omega-3 yag asitlerine transgenik  doniistimiini
incelemiglerdir. PH nin toksin kaynakli fare modelinde, omega-3 ¢oklu doymamis
yag asitleri (n-3 PUFA) i¢in noroprotektif bir rolleri incelemistir.

Deneyler sonucunda elde ettikleri bu gozlemler sonucu, diisik n-3 PUFA
alimimin PH i¢in degistirilebilir bir ¢evresel risk faktorii oldugunu diistindirmiistiir.
Bu klinik 6ncesi bulgulari klinik ¢aligmalarin 6n kosulu olarak gili¢lendirmek igin, n-
3 PUFA'lar1 n -3'e doniistliren bir n -3 yag asiti desatiiraz1 ifade eden transjenik bir
model olan Fat-1 farelerinde n-3 PUFA'larin nd&roprotektif fonksiyonlar
arastirilmistir. PUFAlar. Burada, yag-1 transgeninin ekspresyonunun kortikal n -3: n
-6 PUFA oranmi (+% 28) artirdigini, ancak diyet desteginden (% 92) daha az bir
oranda artirdigini saptamislardir (126).

Deneyler esnasinda, Fat-1 faresinde n-3 PUFA'larin bdyle sinirli bir endojen
iiretimi, dopamin seviyeleri, tirozin hidroksilaz (TH) ile degerlendirildigi {izere 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin  noérotoksisitesine  karsi  noroproteksiyon
saglamaya yetersiz oldugu i¢in, nigral Nurrl ve dopamin tasiyict (DAT) mRNA
ekspresyonunun yani sira pozitif néronlar ve lifler géz Oniine alinmistir. Bununla
birlikte, daha yiiksek kortikal DHA konsantrasyonlari, Nurrl ve DAT mRNA
seviyelerine ek olarak TH-pozitif hiicre sayis1 gibi nigral dopaminerjik ndronlarin
belirtecleri ile pozitif korelasyon gdstermistir.Bu ¢agrisimlar, bir fare PH modelinde
DHA'nin koruyucu rolii ile tutarlilik géstermistir (126).

Bu veriler dnceden olusturulmus bir DHA takviyesinin diyet aliminin beyine
ulasmada ve bir PH modelinde noro-koruma saglamasinda daha etkili oldugunu
gostermektedir. Sonugta bu denemede, yag-1 transgeninin n-3 PUFA iiretme
kapasitesini dogruladigt ve boylece beyin n-3: n-6 PUFA oranimi arttirdig
gorilmiistiir.

Doris ve ark (127), calismasinda ile asyn PH’nin patogenezine katkida
bulundugunu, ancak bozuklugun ve normal fonksiyonunun kesin rolii hala yeterince
bilinmedigi i¢in lipidlerin ile asyn‘lerde sinaptik lokasyonlar: ile ilgili deneme

yapmislardir. Norotransmiter salimiminda ve PH'min distrofik nevritlerinde belirgin
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birikiminde varsayilan rol ile tutarli olan asyn neredeyse sadece sinir terminaline
lokalize olmaktadir. Bununla birlikte, beyin ekstrelerinde, asyn, ¢oziiniir, monomerik
bir protein olarak davranir. asyn ile hiicre zarlar1 arasindaki iligkiyi karakterize etmek
icin bir baglanma tahlilini kullanarak, asyn’in, lipit sallarinin bilesenleri i¢in ¢ift
etiketli karakteristik hiicre i¢i yapilara yliksek bir afinite ile ve doyurucu bir sekilde
baglandigini1 goézlemlemislerdir.

Biyokimyasal analizler, asyn ile deterjan direngli membranlarin etkilesimini
gostermistir ve sal iligkili proteinin elektroforetik mobilitesinde bir degisimi ortaya
cikarmigtir. Ek olarak, PH ile iliskili A30P mutasyonu, asyn ile lipid sallar arasindaki
etkilesimi bozar. Dahasi, hem A30P mutasyonunun hem de sallantinin bozulmasinin
asyn Unitesini sinapslardan uzatarak, asyn normal fonksiyonunda ve PH'nin
patogenezindeki roliiniin 6nemli bir rol oynadigini gostermistir (127).

PH, orta beyin dopaminerjik noronlarin progresif kaybi ile karakterizedir ve
motor disfonksiyonlari ile sonuglanir. Cogu PH dogas1 geregi sporadik iken, dnemli
bir alt grup otozomal dominant veya resesif mutasyonlara baglanabilir. E3 ubiquitin
ligazin1 kodlayan PARK?2 , parkin, otozomal resesif erken baslangicli PH'da en sik
mutasyona ugramis gendir. Yakin zamanda, PINK1, asyn, LRRK2 ve DJ-1 gibi PH
ile iliskili gen tirlinlerinin yan1 sira lipit sallart ile birlikte parkin ile iligkili oldugu
bildirilmistir ve bu proteinlerin lipit raflarinda islev bozuklugunun nedensel bir
faktor olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu bilgilere dayanarak Seon ve ark (128),
Parkinson, lipid sallar ile iligkili proteinler ve parkin arasindaki iliskiyi
incelemislerdir. Birgok ndrodejeneratif hastalikta lipid sallarinda degisiklik oldugunu
gostermektedir. Lipit kompozisyonundaki degisiklikler AH ve PH insan beyin
korteksinden lipid sallarinda saptanmistir. AH ve amiyotrofik lateral skleroz fare
modellerinde lipid sallar proteinlerindeki degisiklikler de gozlenmistir. Bu
gozlemlere ve cgesitli ¢alismalardan elde edilen verilere dayanarak, degismis lipid
sallar organizasyonu, bir¢ok ndérodejeneratif hastaligin ortak nedensel faktorii oldugu
one siiriilmistiir (128) .

Bu ¢alismada, cav-1'i parkinin yeni bir substrati olarak tanimlanmistir. Cav-1,
lipid sallarinin bir alt kiimesi olan caveolae'nin ana yapisal protein bilesenidir. Lipid
sallarinin ana yapisal protein bilesenleri arasinda, cav-1'in parkin ekspresyonunu

baskilayan parkin KO MEF hiicrelerinde ve birincil noronlarda spesifik olarak
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biriktigini gozlemlenmistir. Ayrica, WT parkinin degradasyonu igin cav-1
ubiquitinates oldugunu gosterdik. Cav-1'in N-terminal bolgesinin sadece ubikuitinli
oldugu bildirilmistir bu da parkinin cav-1'in N-terminal lizin kalintilarindan herhangi
birini ubiquitinate olabilecegini diisiindiirmektedir (128).

Yag asitleri, daha kompleks lipidlerin temel yapi taslaridir ve farkli lipid
tirlerindeki  bilesimleri, lipid metabolizmasinda hastalik ve  fizyolojik
pertiirbasyonlar1 incelerken siklikla lipit sinifinda karsilagtirma igin bir ara¢ olarak
kullanilir. Doymus yag asitlerinin, koroner kalp hastaligi, ateroskleroz, yagh
karaciger hastaligi, enflamatuar hastaliklar ve Alzheimer hastaligi gibi hastaliklar
icin artan bagil risklerle iliskili oldugu gosterilmistir (129).

Metil palmitat, endojen dogal olarak olusan bir yag asidi metil esterdir (130). Bu
bilesigin, TNF-a ve NO salgilanmasini inhibe ederek enflamatuvar siirecin
diizenlenmesinde Onemli rol oynayan karacigerin makrofajlar1 olan Kupffer
hiicrelerini inhibe etme kabiliyetine sahip oldugu bildirilmistir (131-132). Metil
palmitatin, ¢oklu pathway yoluyla giiglii anti-enflamatuar ve anti-fibrotik etkilere
sahip oldugu gosterilmistir (133).

Bunun haricinde obezite, yagsiz dokularda lipid birikimi ile sonuglanan yiiksek
seviyelerde serbest yag asitleri (SYA) ile iligkilidir. Endoplazmik retikulum (ER)
stresinin indiiklenmesi lipit toksisitesi i¢in onerilen bir mekanizmadir. ER protein ve
lipit biyosentezlerinde rol oynayan 6nemli bir hiicre organelidir. Calismalar, eklem
dokusu ve sinoviyal sivinin serbest yag asitleri ile osteroatrit siddeti diizeyleri ile
iliskili oldugunu gostermistir (134). J. Haywood ve R.R. Yammani (135)
caligmasinda meniskiis hiicrelerinin palmitat tedavisi, ER stresinin pro-apoptotik bir
molekiilii ve markdrii olan CHOP ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir. Palmitat
ayn1 zamanda JNK'yi aktive ettigi goriilmiis ve Irela sinyali ile kaspaz-3'iin indiiklii
ekspresyonunu aktive ettigi gostermislerdir.

Cai P ve ark. (136) metil palmitatin (MP) Kupffer hiicrelerinin aktivasyonunu
inhibe ettigini gosterilmistir. MP {imit verici bir IkB fosforilasyon inhibitoriidiir ve
Kupffer hiicre fonksiyonunu baskiladigi gostermislerdir. Daha sonraki ¢calismalarinda
ise MP’1n peritoneal makrofajlar1 inhibe edebildigini ve bu nedenle genel olarak
makrofajlar1 inhibe etme potansiyeline sahip oldugunu gostermislerdir (137). Bizim

caligmamizda ise plm farelerde 3 aylikta normal seviyelerde iken 61nc1 ayda bir ivme
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gosterip 12inci ayda tekrar 3 aylik degerine yakin degerlere diistiigii goriilmektedir.
PARK farelerde ise 3iincii ayda oldukga yiiksek seviyelerde goriiliip 6inc1 ve 12nci
ayda hizl bir diisiis géstermektedir. Literatiirde gosterilen MP’1n anti-enflamatuar ve
anti fibrotik etkilerini diisiindiigiimiizde parkinson farelerde 3iincii ayda biiyiik bir
anti enflamatuar etki gdsterdigi ancak hastaligin ana etkilerinin ortaya ¢iktig1 12nci
aya bu etkinin azaldigin1 sdyleyebiliriz. Kuppfer hiicrelerinde yaptigi gibi TNF-a ve
NO salgilanmasini inhibe ederek enflamatuar siirecinde rol oynadigi g6z Oniine
alimirsa parkinson farelerde enflamatuar siirecinde belli molekiiller tarafindan bu
inhibisyonun engellendigi soylenebilir. Buna ek olarak Sharawy ve ark (138)
yaptiklar1 calismada MP silika kaynakli akciger fibrozu iizerindeki etkilerini ve olasi
mekanizmalarini ortaya g¢ikarmiglardir. Sonu¢ olarak MP’in antioksidan ve giiclii
antiinflamatuar ve anti-fibrotik etkileri oldugunu tekrar desteklemislerdir (139).

Yag asidi metabolizmasina yonelik arastirmalarin ¢ogunlugu, insanlarda toplam
yag asidi plazma konsantrasyonunun>% 99'unu temsil ettiginden, esas olarak zincir
yag asitleri 2-26 karbon zinciri uzunlugu iizerinde gergeklestirilmistir [140].
Bununla birlikte, insan dokusunda saptanabilir miktarda tek zincirli yag asitleri de
vardir. Diisiik konsantrasyonun bir sonucu olarak, sadece dort 6nemli Olciide
Olciilebilir tek zincirli yagl asitler vardir, C15: 0, C17: 0, C17: 1 ve C23: 0.

Omegin Holman ve ark. [141], hem C15: 0 hem de C17: 0'm multiple skleroz
gelisimi i¢in azaltilmis risk ile iligkili oldugunu ve bunun da yag asitlerinin
membranlarin akigkanligini polidoymamis yag asitleri ile benzer derecede arttirdigin
diistindiiklerini belirtmislerdir.

Su anda AH’da iki temel role sahip olduklari bulunan c¢oklu doymamis yag
asitleri (PUFA'lar) roliine giren biiyilk miktarda arastirma vardir (142-144); ilk
olarak norotransmisyon ve prostaglandin olusumu ve ikinci olarak membran
akigkanliginin gelistirilmesidir.

Fonteh ve ark. (145), bir kontrol grubuna kiyasla, AH’nda tekli doymus yag
asidi doku diizeylerinin daha diisiik oldugu gosterilmistir. Tekli doymus yag asitlerini
membran akiskanligini PUFA'dan daha fazla arttirdiginin fark edilmesiyle,
Alzheimer hastaligi ic¢in bir tedavi sekli olarak tekli doymus yag asitlerin

uygulanmasi bir olasilik olabilir savinit sunmuslardir.
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Buna ek olarak Gozzo ve ark. (146) tekli doymus yag asitlerinin plasenta
bariyerini gecerek emziren memelilerin siitiine gecebildigini gostermistir. Bu yag
asitlerinin ayrica serebral endoteli (kan-beyin bariyerini) gegme ve gestasyonel ve
erken postnatal beyin gelisimini etkileme olasilig1 vardir.

Bizim ¢alismamizda tekli doymus yag asitlerinin C15 ve C17’nin cis baglarinda
degisiklik goriilmiistiir. C15:1°de yani cis 10 pentadekenoik asit seviyesinde ve
C17:1 yani cis 10 heptadekenoik asit park farelerde plm farelere kiyasla daha diisiik
seviyelerde oldugu gosterilmektedir. Fonteh ve ark (145) AH’da yaptig1 ¢alismaya
benzer olarak PH’de da bu yag asitlerinin diisiik seviyelerde oldugu goriilmektedir.

Diakogiannaki ve ark. (147) 2007 yilinda yaptig1 pankreatik B hiicrelerinde ki
calismaya gore uzun zincirli doymus yaglh asit palmitatin, B-hiicresi apoptozunu
kolayca destekledigini gosterirken, tekli doymamis palmitoleat, potansiyel olarak
sitoprotektiftir.

Notr lipit sentezinde (ozellikle triacilgliserol (TAG) formasyonunda)
degisikliklerin, doymus ve doymamis yag asitlerine olan farkli tepkilere aracilik
edebilecegi ve bu 6nermeyi ileri siirmiislerdir. Palmitat ve palmitoleate hem p-hiicre
fosfolipid yeniden modellemesini hem de artmis TAG olusumu tesvik etmislerdir.

Buna karsilik, metil-palmitoleat TAG seviyelerini veya palmitata maruz kalan 3-
hiicrelerindeki yagl asit kompozisyonunu etkilemede basarisiz olmustur. Sonuglar,
tekli doymamis yag asitlerinin, metabolizma gerektirmeyen ve TAG olusumundaki
degisikliklerden bagimsiz bir mekanizma ile hiicre canliligini ve mitojenezini
destekleyebilecegini diisiindiirmektedir. Bu ¢aligmadaki sonuglara gore ise literatiire
destek verecek sekilde metil palmitoelatin park farelerde miktarinin arttig1
gorilmektedir.

Bu calismada, literatiir ¢aligmalarina ek olarak, trangenik Parkinson fare
beyinlerindeki lipit degisimleri incelenmistir. Calisma kapsaminda deney hayvanlari
kullanilmis ve hayvanlarin iiretim kafesleri olusturulup, davranig analizleri
yapilmistir. Open Field Testi baz alinarak agik alan testleri yapilmistir. Agik alan
testleri i¢in t test ve rota-rot testleri kullanilmistir. Analiz sonucunda, PH modeli
fareleri agik alan testlerine gore belirgin farklilik gostermeseler de, Parkinson fare
modeli i¢in motor becerilerin kontrolii igin belirleyici yontem olan Rota-rod testi

sonucunda her grup i¢inde yapilan t-test sonuglari p<0.05 olarak belirlenmistir. 1

54



aylik hasta farelerin corteks bolgesinde cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoik acid
methyl ester kontrole gore 4 kat arttig1 gozlenmistir. Hastaligin ana belirtilerinin
24’tinct aydan itibaren goriildiigii diistintildigiinde buna ragmen 12 aylik farelerdeki
yag asit degisiminin 6nemli oldugu goriilmektedir.

Calismanin temel sonucu olarak, istatiksel olarak anlamli yag asidi metil
esterlerinden MP’in anti-inflamatuar etkisi goz Oniine alinarak miktarinin 12’inci
ayda bliyiik bir ivme gosterdigi, metil palmitoleatenin sitoprotektif etkisiyle park
farelerde 12’inci ayda ivme gosterdigi ve cis 10 pentadekenoik ve cis 10
heptadekenoik asit miktarinda park farelerde azalma oldugu goriilmiistiir.

Bu c¢alisma, PH patolojisinde gozlemlenen lipid profili degisimlerinin,
transgenik PH modellerinde heniiz calisilmadig i¢cin 6zgiindiir ve asyn ile iliskili
literatiire kaynaklik edecektir. Bu ¢alisma ile yag asidi profillerinin PH’nda ne gibi
degisiklikler gosterdigi saptanmistir ve elde edilen sonuglarPH patogenezi ve yag
asitleri arasindaki iliskiyi aydinlatmaya yonelik diger ¢aligmalara Onciiliilk edecek

onemli veriler sunmaktadir.
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