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8.30-9.00 Kayit

Program

1. Oturum: Lipit Arastirmalarinda Yenilikler

Oturum baskani:

9.00-9.30

9.30-10.20

10.20-10.35

Prof. Dr. Mutay Aslan, Akdeniz Universitesi, Antalya

Lipit Arastirmalarindaki Gelismeler ve LIPIDMAPS Konsorsiyumu
Doc. Dr. Yesim Oztas, Hacettepe Universitesi, Ankara

Tandem MS Prensipleri ve PUFA Olctimlerinde Kullanimi
Prof. Dr. Mutay Aslan, Akdeniz Universitesi, Antalya

Acne Vulgaris Hastalarinda, Duislik Eikosapentaenoik Asit
Dizeyleri Ve Artmis Sekretuvar Fosfolipaz A2 Aktivitesi
Proinflamatuvar Durumun Varlhigini Ortaya Cikaririr

Dr. Fliz Ozcan, Akdeniz Universitesi, Antalya

10.35-10.50

Kahve Arasi

2. Oturum: Biyoaktif Lipitler

Oturum baskani:

Prof. Dr. Filiz Akbiyik, Hacettepe Universitesi, Ankara

10.50-11.40 Sfingomyelin ve Seramid Biyokimyasi ve LC/MS-MS Olctim Metodu
Prof. Dr. Mutay Aslan, Akdeniz Universitesi, Antalya

11.40-12.10 Oksisteroller: Son Gelismeler )
Doc. Dr. Suna Sabuncuoglu, Hacettepe Universitesi, Ankara

12.10-12.25 ‘Karaciger isken_)i Reperfiizyonunda LC-MS/MS Analizi ile Poliansattire
Yag Asitlerinin Olgimi ve Omega-6 Inflamatuar Yolaginin Aragtiriimasr’
Dr. Ebru Kirag, Akdeniz Universitesi, Antalya

12.30-14.00 Ogle Yemegi

3. Oturum: Biyoinformatik ve Yeni Teknolojiler

Oturum Baskani:

Prof. Dr. Tiirkan Eldem, Hacettepe Universitesi, Ankara

14.00-14.30 Lipidomik Arastirmalarda Biyoinformatik Uygulamalar
Yrd. Doc. Dr. Ceren Sucularl, Hacettepe Universitesi, Ankara
14.30-14.45 PNPLA1 Geninde Mutasyon Saptanan Konjenital iktiyoz Vakalarinda
Yag Damlaciklarinin Lipofaji Aracili Regulasyonunun Incelenmesi
Dr. Gizem Onal, Hacettepe Universitesi, Ankara
14.45-15.45 Kromatografide Son Gelismeler Ve UFMS Teknolojileri
Murat Yayla, Ant Teknik, Ankara
15.45-16.00 Kahve Arasi
4. Oturum: So6zlii Bildiriler
16.00-16.15 insan Kaninda Kokain Kullanimina Bagli Lipidomik Degisiklikler,
Yrd. Dog. Dr. Serap Sahin Béliikbasi, Cumhuriyet Universitesi, Sivas
16.15-16.30 Orak Hiicreli anemi hastalarindaki hipokolesterolemi, artmis
7-ketokolesterol seviyeleri ile aciklanabilir mi?
Dr. Ahmet Yalcinkaya, Hacettepe Universitesi, Ankara
16.30-17.00 Katilim Belgelerinin Verilmesi ve Grup Fotografi




Davetli Konusma Ozetleri



LIiPIT ARASTIRMALARINDAKI GELISMELER VE LiPIDMAPS
KONSORSiYUMU

Yesim Er Oztas

Hacettepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya AD, Ankara
yoztas@hacettepe.edu.tr

Lipit arastirmalarinda ilk kilometre taslar1 19. yy’ da ortaya konmus, 20. Yiizyilda
gesitli Nobel odiillerine konu olan atilimlar gergeklestirilmistir. Lipitler, hastaliklarla
iliskisinin anlagilmasi ve biyobelirteg olabilmelerinin yaninda sinyal iletimindeki gérevlerinin
kesfedilmesiyle daha fazla ilgi gekmeye baglamistir.

LIPIDMAP, 2003 yilinda kurulmus ¢ok merkezli bir ¢aligma grubudur. ‘Lipid metabolites
And Pathway Strategy’ kelimelerinden kisaltilmistir. Memeli hiicrelerinde bulunan biitiin major
lipitleri ve minérlerin ¢ogunu tanimlamay1 hedeflemistir. Sistem biyolojisi yaklasimi ve kiitle
spektrometri teknigini kullanir. Amag lipid metabolizmasini daha iyi anlamak; diyabet, inme,
kanser, artirit, Alzheimer gibi hastaliklarda lipitlerin Gstlendigi aktif rolii ortaya koymak ve
boylece daha etkin tedavilarin gelistirilmesine olanak sunmaktur.

[k calisma olarak fare makrofaj hiicresinin lipidomunu olugturan binlerce farkli lipit
molekiilii tanimlanmistir. Glintimiize kadar lipit analizlerini kolaylastiracak yontemlerin
gelistirilmesi yaninda, elde edilen datalar da agik erisime sunulmustur. Yeni lipidomik bulgular
ve yontemler paylasilirken, konuyla ilgilenen tiim aragtirmacilarin katilabildigi yillik toplantilar
organize edilmektedir. Kiitle spektrometrisi yontemlerinde kullanilan 500" e yakin lipit standard:
gelistirilmistir.

LIPIDMAPS organizasyonu biinyesindeki 6 merkez, lipidomik laboratuvari olarak hizmet
vermektedir. Bu laboratuvarlarin her biri; memeli lipitlerini olusturan yag aciller, gliserolipitler,
gliserofosfolipitler, sfingolipitler, sterol lipitler ve prenol lipitlerinden, bir sinifin ekstraksiyonu,
tanimlanmast ve kantifikasyonu iizerinde uzmanlagsmistir. Diger bazi merkezler ve proje
ortaklar1 da biyoinformatik, kiitle spektrometrik goriintilleme, lipit sentezi, okside lipitler,
makrofaj biyolojisi ve genomigi gibi alanlarda ¢aligmalarini stirdiirmektedir. Konsorsiyumun
2005 yilinda 6nerdigi lipit siniflama ve isimlendirme sistemi uluslararasi kabul gormiis, 2009’ da
glincellenmis ve glintimiizde biyoinformatik analizlerde de kullanilmaktadir.

LIPIDMAPS, Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH) tarafindan genis 6l¢eklibir aragtirma
destegiyle finanse edilmektedir. Arastirma ekibinin baginda, Kaliforniya Universitesinde
Biyokimya ve Farmakoloji Profesorii olan, The Journal of Lipid Research dergisinin bas
editori, Edward A. Dennis bulunmaktadir. Lipit Sentezi ve Biyofiziksel Karakterizasyonu
Merkezi biinyesinde kurulan bir firma araciligiyla, sentezlenen lipit standartlar: tiim diinyadaki
arastiricilarin kullanimina sunulmaktadir.




TANDEM MS PRENSIPLERI VE PUFA OLCUMLERINDE
KULLANIMI

Mutay ASLAN

Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya AD, Antalya
mutayaslan@akdeniz.edu.tr

Yag asitleri, bir ucunda karbonil grubu (C=0) diger ucunda metil grubu (-CH3) bulunan
hidrokarbon zincirinden olusan yapilardir. Hidrokarbon zincirinde cift bag icerip icermemelerine
gore doymus yag asitleri ve doymamis yag asitleri olarak siniflandirilirlar. Yapilarinda iki ya
da daha fazla cift bag iceren doymamis yag asitleri poliansatiire yag asitleri (PUFA) olarak
adlandirilir. PUFA, 6nemli bir hiicre membrani bilesenidir. Viicutta kan basinci, kan pihtilagmasi,
beyin ve sinir sisteminin gelisimi ve fonksiyonu gibi ¢ok genis kapsamli olaylar1 regiile eder.
Ayrica, eikozanoid iiretimi yoluyla inflamatuar cevap regiilasyonunda 6nemli rol oynar.

Poliansatiire yag asitleri, hidrokarbon zincirinde bulunan son cift bagin, molekiiliin terminal
metil grubuna yakin yerlesimine goére omega-6 (n-6) ve omega-3 (n-3) yag asitleri olarak
siniflandirilir. Memeliler, n-6 seri PUFAlar1 sentezlemek i¢in 6nciil olarak linoleik asit (LA, 18:2,
w-6); n-3 seri PUFATar1 sentezlemek i¢in ise a-linolenik asit (ALA, 18:3, w-3)% ihtiya¢ duyar. Bu
onciil yag asitlerini de novo olarak sentezleyemediklerinden diger PUFA serilerini iiretmeden
once bu yag asitlerini diyet yoluyla almak zorundadirlar. Sonug olarak; diyet ile alinan LA,
arasidonik asit (C20:4n-6)e; ALA ise eikosapentaenoik asit (EPA, 20:5n-3) ve dokosaheksaenoik
asit (DHA, C22:6n-3)e metabolize edilir. Memelilerde, n-3 ve n-6 yag asitlerinin desaturasyon ve
elongasyon yolaklari esas olarak karacigerde gergeklesir. LA ve ALA ayni1 enzimlerle metabolize
edildigi icin bu iki yag asidi arasinda bir yaris s6z konusudur; birinin asir1 olmasi digerinin
metabolizmasinin azalmasina sebep olur. Diyetteki EPA ve DHA kismen eikozanoid substrati
olarak hiicre membranindaki arasidonik asitin yerini alir boylece n-6 tiirevi pro-inflamatuar
eikozanoidlerin tiretimi baskilanir. Arasidonik asit (AA, C20:4n6) gibi n-6 PUFA derivesi olan
eikozanoidler proinflamatuar ve immiin regiilasyon fonksiyona sahipken eikosapentaenoik
asit (EPA, C20:5n3) ve dokosahekzaenoik asit (DHA, C22:6n3) gibi n-3 PUFA derivesi olan
eikozanoidler anti-inflamatuar ozellik gosterirler ve n-6 PUFA derivesi eikonozanoidlerin
olusumunu engellerler.

Calisma kapsaminda AA (C20:4n-6), DGLA (C20:3n-6), EPA (C20:5n-3) ve DHA
(C22:6n-3) igin standartlar ve déteryum etiketli AA-d8 internal standart (5,6,8,9,11,12,14,15-
AA-d8) temin edilmistir. AA, DGLA, EPA, DHA ve AA-d8 standart soliisyonlar1 analitik
grade metanol (Merck, Darmstadt, Germany) i¢inde hazirlanmistir. Optimize edilmis ¢oklu
reaksiyon izleme metodu (MRM), tandem kiitle spektrometresi (MS/MS) ile kombine ultra hizli
swv1 kromatogrofisi (UFLC) kullanilarak gelistirilmistir. UFLC sistem (LC-20 AD UFLC XR,
Shimadzu Corporation, Japan), LCMS-8040 iiglii kuadropol kiitle spektrometresi (Shimadzu
Corporation, Japan) ile kombine edilmistir.




SFINGOMYELIN VE SERAMID BiYOKIMYASI VE LC/MS-MS
OLCUM METODU

Mutay ASLAN

Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya AD, Antalya
mutayaslan@akdeniz.edu.tr

Sfingolipidler hiicre membranlarinin yapisal ogelerindendir. Yakin zamanda yapilan
galigmalarda sfingomyelinin c¢esitli lipid mediatérlerinin olusumuna sebebiyet verdigi
gosterilmistir. Seramid, sfingolipidlerin metabolizmasinda merkezi konumda yer alir. Seramid,
serin ve palmitoyl-CoAnin birlesmesiyle olusur. Seramid ayni zamanda sfingomyelinin
sfingomyelinaz enzimi tarafindan hidrolize olmasiyla da olusur. Seramid olustuktan sonra
seramid kinaz enzimi tarafindan seramid-1-fosfata donistiiriiliir veya sfingomyelin/
glikosifingolipid sentezi i¢in kullanilir. Seramid, seramidaz enzimleri tarafindan sfingosine
pargalanabilir. Sfingosin ise sfingosin kinazlar tarafindan sfingosin-1-fosfata dontistiiriilebilir.
Fosforile stingolipid metabolitleri olan seramid-1-fosfat ve sfingosin-1-fosfat ¢ok etkili bioaktif
mediatorlerdir ve yakin zamanda inflamatuar cevapta etkin rol oynadiklar1 gosterilmistir.

De novo seramid sentezi endoplazmik retikulum (ER) icinde gergeklesir. Sentezlenen
seramid, seramid transport proteini (STP) ile veya vezikiiler transport ile golgi'ye gelir. Burada
seramid kinaz (SK) enzimi tarafindan seramid 1-fosfata (S1P) dondistiiriiliir. Seramid golgi icinde
stingomyelin sentaz tarafindan sifingomyeline (SM) veya glukoz ile biraraya gelerek glukozil
seramide (GulSer) de doniisebilir. Dort fosfat adaptor protein 2 (4PAP2) GluSer’i transgolgiye
tasir ve burada daha kompleks glikosfingolipidlerin (GSL) sentezine girer. SM ve GSLler plazma
membranina vezikiiler transport ile iletilir. S1P ise S1P spesifik transfer proteini (SPTP) ile
hiicre membranina iletilir. Plazma membraninda hiicre sinyalizasyonu i¢in SM, sfingomyelinaz
(SMase) enzimi ile seramidi olusturur. Seramid, seramidaz enzimi (SDase) ile sfingosini (Sph)
ve Sph ise sfingosin-1 fosfat kinaz enzimi ile sfingosin-1 fosfati1 (Sph1P) meydana getirir. Sph1P
transporter aracilig1 ile hiicre membranina iletilir. Membran sfingolipidleri endositik yolak ile
hiicre igine alinir. Lizozomlarin i¢inde asidik SMase enzimi, glukosidaz enzimi (Gase) ve SDase
enzimleri ile pargalanir.

Calisma kapsaminda Ol¢iilen seramid ve sifingomyelinler icin icin optimize multiple
reaction monitoring (MRM) metodu gelistirilmistir. Bu metod ultra-hizli sivi kromatografi
(LC-20 AD UFLC XR, Shimadzu Corporation, Japonya) sistemine bagimli LC/MSMS (LCMS-
8040 Shimadzu Corporation, Japonya) cihazinda uygulanmaktadir. Kromatografik ayrimlar
60°Cde XTerra MS C18 Column (2.5 um, 2.1 mm X 50 mm) ile yapilmaktadir. Sfingomyelin
ve seramidler i¢in kalibrasyon araligi 0-1000 ng/ml linear kalibrasyon araliginda optimize
edilmistir ve 6rnek 6l¢iim siiresi 18 dakikadir. Pozitif elektro-sprey-iyonizasyon (ESI) modunda
6lgiim yapilmistir.




OKSISTEROLLER: SON GELISMELER

Suna Sabuncuoglu

Hacettepe Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Toksikoloji AD, Ankara
suna@hacettepe.edu.tr

Oksisteroller, kolesteroliin oksitlenmis tiirevleri olup kolesteroliin yapisinda bulunan
halkalarina veya yan zincirine bir veya iki oksijen atomunun -OH, keto, epoksit veya peroksit
gruplar1 olusturacak sekilde eklenmesiyle enzimatik ve nonenzimatik olarak meydana
gelebilmektedir. Enzimatik olarak sterol metabolizmasinin ilk basamaginda sitokrom P450 enzim
sistemi aracilig ile olusabilirler. Reaktif oksijen bilesikleri ile karsilasmalar: sonucu enzimatik
olmayan yollarla da ortaya ¢ikabilmektedir. Ayrica, yine bu yolla diyetten okside kolesterol
molekiillerinin alinmas: da s6z konusu olabilmektedir. Okside kolesterol molekiillerinin bir
diger olusum yeri bagirsak mikroflorasidir. Oksisteroller, saglikli bir kisinin kaninda odl¢iilen
total kolesteroliiniin %1-5ini olustururlar. Kolesterol homeostazinda, kolesterol diizeylerinin
kontroliiniin saglanmasinda translasyonel ve posttranslasyonel rolleriyle uzun zamandir bilinen
molekiillerdir. Her ne kadar ilk kesfedildiklerinde inaktif metabolik aracilar olarak diisiniilmiis
olsalar da hem niikleer hem de sitoplazma membran reseptérlerinin ligand: olarak gorevleri
oldugu ve biyosentezleri ile metabolizmalarinin etkilendigi farkli hastaliklar i¢in biyobelirteg
olma potansiyelleri oldugu ortaya konmustur. Ozellikle enzimatik kaynakli oksisterollerin
prooksidan, proapoptotik veya proinflamatuvar etkilerinin disinda baz: tiirlerinin farkli hiicre
sistemlerinde farkli fizyolojik fonksiyonlarla da iligkili oldugu gosterilmistir. Oksisteroller ayrica
norodejeneratif hastaliklar ve ateroskleroz gibi pek¢ok farkli hastalikla da iliskilendirilmektedir.
Ayrica, yapilan bazi ¢aligmalarda belirli oksisterol tiirlerinin tiimor biiyiime ve gelisimine
katkida bulundugu, ozellikle hiicrede diizenleyici ve koruyucu genlerin transkripsiyonunu
degistirebildikleri de ifade edilmistir. Oksisterollerin farkli durumlardaki rollerinin
konsantrasyonlarina ve kimyasal formlarina bagl olarak degisebildigini gosteren ¢aligmalar
halen devam etmektedir. Ayrica, oksisterol diizeylerinin analizleri gii¢ olmakla birlikte genellikle
LCMS/MS veya GCMS teknolojileri ile yapilabilmektedir.




LiPIDOMIK ARASTIRMALARDA BiYOINFORMATIK
UYGULAMALAR

Ceren SUCULARLI

Hacettepe Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Biyoinformatik AD, Ankara
Ceren.sucularli@hacettepe.edu.tr

Lipidomik, hiicreler ve dokular i¢indeki lipid molekiillerinin tiirlerinin, biyolojik rollerinin
ve regiilasyonlarinin karakterizasyonu ve analizi i¢in 6zellesmis alandir. Veri analizi agisindan
lipidomik, genomik ve proteomik de dahil olmak {izere, diger —omics arastirmalarinda kullanilan
pek cok biyoinformatik uygulamayi igerir (1). Lipidomik arastirmalardan gelen ham verilerin
ileri analizler igin islenmesi, verilerin istatistiksel analizleri, sinyal yolag: analizleri ve model
olusturma asamalari gibi veri analizi agamalarinda biyoinformatikten faydalanilmaktadir (2, 3).
Yiiksek ¢iktil1 lipidomik verilerinin biyoinformatik yontemlerle incelenmesi ile kanser (4) ve
psikotik bozukluklar (5) gibi farkl: hastaliklara ait lipid profillerinin ¢ikarilmasi ve biyomarker
saptanmast saglanmistir. Konusmamda veri analizi i¢in izlenen is akis1 ile veri analizinde
kullanilan yontemler ve araglar1 6rnekler ile agiklamaya caligacagim.

(1) Antonio Checaa, Carmen Bediab, Joaquim Jaumot, Lipidomic data analysis: Tutorial,
practical guidelines and applications, Analytica Chimica Acta 885 (2015) 1-16

(2) Matej Oresic, Informatics and computational strategies for the study of lipids, Biochimica
et Biophysica Acta 1811 (2011) 991-999

(3) Perttu S. Niemela, Sandra Castillo, Marko Sysi-Aho, Matej Oresic, Bioinformatics and
computational methods for lipidomics, Journal of Chromatography B, 877 (2009) 2855-2862

(4) Xinchun Zhou, Jinghe Mao, Junmei Ai, Youping Deng, Mary R. Roth, Charles Pound,
Jeffrey Henegar, Ruth Welti, Steven A. Bigler, Identification of Plasma Lipid Biomarkers for
Prostate Cancer by Lipidomics and Bioinformatics, PLoS ONE (2012) 7(11): e48889

(5) Matej Oresic, Jing Tang, Tuulikki Seppanen-Laakso, Ismo Mattila, Suoma E Saarni, Samuli
I Saarni, Jouko Lonnqvist, Marko Sysi-Ah, Tuulia Hy6tyldinen, Jonna Peréla,Jaana Suvisaari,
Metabolome in schizophrenia and other psychotic disorders: a general population-based study,
Genome Medicine (2011) 3:19




KROMATOGRAFIDE SON GELISMELER VE UFMS
TEKNOLOJILERI

Murat YAYLA
Ant Teknik, Ankara




SOZLU BILDIRILER



Karaciger Iskemi Reperfiizyonunda LC-MS/MS Analizi ile Poliansatiire Yag
Asitlerinin Olgiimii ve Omega-6 Inflamatuar Yolaginin Arastirilmasi

Ebru Kirag!, Filiz Ozcan', Hazal Tuzcu'?, Gulsum O. Elpek?, Mutay Aslan’

Akdeniz Universitesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Antalya
Akdeniz Universitesi Patoloji Anabilim Dali, Antalya?

Amag: Hepatik vaskiiler yetmezligi takiben kan akiminin yeniden saglanmasi iskemik
dokularda proinflamatuar bir ortam yaratarak ikincil bir hasarlanmaya neden olur. Poliansatiire
yagasitleri (PUFA), prostaglandin (PG), thromboksan (TX) velokotrien (LT) gibi eikosanoidlerin
olusumu yoluyla inflamatuar yolag: regiile ederler. Bu ¢alismanin amaci, deneysel karaciger
(KC) iskemi-reperfiizyon (I/R) hasarini takiben KC dokusunda omega-3 (n-3) ve omega-6 (n-
6) PUFAnin oransal degisimini incelemek ve n-6 inflamatuar yolaginin etkinligini aragtirmaktu.

Yontem: Calismaya standard sigan yemi ile beslenen 15 adet Albino Wistar Sigan alinmigtir.
Karaciger I/R'nu olusturmak i¢in orta ve sol lateral hepatik loblar1 besleyen portal dallar 60 dakika
stireyle klampe edilmis, 60 dakikanin sonunda mikrovaskiiler klamp agilarak 60 dakika siireyle
reperfiizyon tekrar saglanmistir. Uygulanan I/R modelinde KC’in kaudal ve sag lobu intakt
kalmis ve kontrol KC dokusunu teskil etmistir. Sham grubundaki hayvanlara anestezi esliginde
sadece laparotomi yapilmistir. Kan 6rnekleri iskemi 6ncesinde ve iskemi sonrasinda sirasiyla
kuyruk veninden ve sag ventrikiilden alinmistir. Olusturulan I/R ve kontrol KC dokularindan
alinan 6rneklerde Yiiksek Performansli S1vi Kromatografi Kiitle Spektrometrisi (LC MS/MS) ile
n-3 ve n-6 PUFA oOl¢iimleri yapilmis ve n-6 inflamatuar yolagini arastirmak i¢in total fosfolipaz
A2 (PLA2), siklooksijenaz (COX) ve prostaglandin E2 (PGE2) diizeyleri belirlenmistir.

Bulgular: Hiicresel hasar1 belirleyen histopatolojik skor I/R hasarina maruz kalan dokularda
anlamli olarak artmustir. Karaciger I/R hasari, hem n-3 hem de n-6 PUFAy1 kontrol ve sham
gruplarina gore anlamli olarak arttirmis ancak oransal olarak belirgin bir degisime sebep
olmamuigstir. Fosfolipaz A2, COX ve PGE2 diizeyleri I/R grubunda kontrol ve sham gruplari ile
kargsilastirildiginda anlamli olarak artmaigtir.

Sonug: Karaciger I/R hasarina maruz birakilan dokularda PLA2 aktivite artis1 ile beraber n-3
ve n-6 PUFA diizeyleri yiikselmis ve bunun sonucunda inflamatuar yolak tetiklenerek COX ve
PGE2 diizeyleri artis gostermistir. Yaptigimiz calisma KC I/R hasarinda endojen PUFA ve n-6
inflamatuar yolag1 degisimlerini inceleyen ilk ¢aliyma olmasi yoniinden dnemlidir. Bu ¢aligma
TUBITAK tarafindan desteklenmistir (proje no:1135999).
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ACNE VULGARIS HASTALARINDA, DUSUK EIKOSAPENTAENOIK ASIT
DUZEYLERi VE ARTMIS SEKRETUVAR FOSFOLIPAZ A2 AKTIVITESI
PROINFLAMATUVAR DURUMUN VARLIGINI ORTAYA CIKARIRIR

Filiz OZCAN', ibrahim ASLAN?, Taner KARAARSLAN?, Ebru KIRAC', Mutay ASLAN'

! Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Antalya
?Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesi, Endokrinoloji Klinigi, Antalya
*Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesi, Dermatoloji Klinigi, Antalya

Acne vulgaris etiyolojisi bilinmeyen yaygin kronik inflamatuvar bir cilt hastaligidir.
Poliansature yag asitleri (PUFAs) eikosanoidlerin tiretimi araciligryla inflamatuvar cevabi regiile
etmektedir. Ayrica diyetsel omega-3 yag asitlerinin takviyesinin acne vulgarisi iyilestirdigi onceki
caligmalarda gosterilmistir. Sekretuar fosfolipaz A2 (sPLA2)’nin fazla salinimi inflamatuvar
hastaliklara katkida bulunur ve yapilan ¢alismalar lipoprotein lipazin (LPL) ¢esitli inflamatuvar
yolaklar tizerinde farkli etkilere sahip oldugunu gostermektedir. Bu calismamizda acne vulgaris
hastalarinda PUFAs dolasim diizeylerinin; sPLA2 ve LPLnin serum aktivitesinin; angiopoietin-
like protein 3 (ANGPTL3), ANGPTL4, siklooksijenaz-2 (COX-2) ve prostaglandin E2
(PGE2)’nin dolagimdaki diizeylerinin belirlenmesi amaglandu.

Acne vulgaris tanist konmus 31 hasta serum numunesi ve 21 saglikli kontrol numunesinde,
arasidonik asit (AA, C20:4n- 6), dihomo-gamma-linolenik asit (DGLA, C20:3n-6),
eikosapentaenoik asit (EPA, C20:5n-3) ve dokosaheksaenoik asit (DHA, C22:6n-3) diizeyleri
olctildii. PUFA seviyeleri optimize ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) metodu kullanilan ultra hizli
swv1 kromatografi (UFLC) - tandem kiitle spektrometri (MS/MS) kullanilarak belirlendi. Lipid
profili, rutin biyokimyasal ve hormon parametreleri otoanalizorlerde kullanilan standart kit
metodlar ile lgiildii. sSPLA2, COX, PGE2, LPL, ANGPTL3 ve ANGPTL4 seviyeleri ticari kitler
kullanilarak belirlendi.

Hasta ve kontrol gruplar: arasinda lipid profili, rutin biyokimyasal parametreler ve hormon
parametreleri arasinda anlamh bir fark goriilmedi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, acne
vulgaris hastalarinda serum EPA seviyeleri anlamli bir sekilde diisiik bulunurken, AA/EPA ve
DGLA/EPA oranlar1 da anlamli derecede yiikselmis olarak gozlemlendi. Serum AA, DGLA ve
DHA diizeylerinde anlamli bir fark gézlemlenmedi. Ancak kontrol grubu ile karsilastirildiginda
acne vulgaris hastalarinda sPLA2 ve LPL aktivitelerinde anlamli bir artis bulundu. COX, PGE2,
ANGPTL3 ve ANGPTL4 diizeylerine anlaml bir fark gériilmedi.

Serum EPA seviyelerindeki anlamli diisiis ve sPLA2 aktivitesi, AA/EPA ve DGLA/
EPA oranlarindaki anlamli artis ile gosterildigi gibi, bu calismanin sonuglar1 acne vulgaris
hastalarindaki proinflamatuvar durumu ortaya ¢ikarmigtir. Acne vulgaris hastalarinda artmis
serum LPL aktivitesi anti-dislipidemik etkisi nedeniyle koruyucu olabilir.

Bu caligma acne vulgarisde azalmis EPA diizeyleri ve artmis sPLA2 aktivitesinin varligini
gosteren ilk ¢aligmadir ve acne hastalari i¢in tedavi olarak omega-3 yag asitlerinin kullanimini
desteklemektedir. Bu ¢aliyma TUBITAK tarafindan desteklenmistir (Proje no: 1155940).

Anahtar Kelimeler: Acne vulgaris, poliansature yag asidi, sekretuvar fosfolipaz A2,
lipoprotein lipaz.
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Insan Kaninda Kokain Kullanimina Bagh Lipidomik Degisiklikler

Serap SAHIN-BOLUKBASI"?, Sumitra PATI? John J. WAGNER?, Brian S CUMMINGS?

!Cumbhuriyet Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Temel Eczacilik Bilimleri Béliimii, Biyokimya
Anabilim Daly, Sivas, TURKEY

’Department of Pharmaceutical and Biomedical Sciences, University of Georgia, Athens,
30602 GA, USA.

*Department of Pharmacology and Physiology, College of Veterinary Medicine, University of
Georgia, Athens, GA30602, USA

Kokain bagimlilig1 yalnizca ABDde 17 milyon olmak iizere tiim diinyada milyonlarca insani
etkileyen bir saglik sorunudur. Bu alandaki ¢aligmalarin ¢cogunlugu kokain bagimliligini karsi
farmakoterapilerin belirlenmesine odaklanmistir. Ancak, bagimliligin tekrarlanma yatkinlig
ve olasiiginin 6n klinik belirlenmesine yardimci olacak, az sayida erken teshis stratejisi
bulunmaktadir. Siirekli drug kullanimi, kullanicilar i¢in tibbi, mali ve psikososyal problemlerin
yanisira, HIV enfeksiyon riski, su¢ oran1 ve siddet egiliminde artis gibi tehlikeli sonuglara
yol agmaktadir. Kokain kullanicilar1 bagimliliga ek olarak ‘eglence doz’larinda bile norolojik,
kardiyovaskiiler ve hepatik toksisite gelisimi i¢in de risk altindadirlar. Bu nedenle kokain
bagimliliginin tedavisi i¢in etkili farmakoterapilerin aragtirilmasi, ¢alismalarin 6nemli hedefi
olmaya devam etmektedir.

Kokain bagimlilig1 probleminin giderilmesi ve bagimliligin biyomarkirlarinin saptanmasi
i¢in daha yeni yontemler arastirilmaktadir. Kokain kullanimi-indiikli lipid profili degisiminin
aragtirllmas1 amaciyla, kokain kullanan grupla kullanmayan grubun karsilastirilmasinda,
shotgun-temelli elektron spray iyonizasyon kiitle spektrometre (ESI-MS) lipidomik yaklagimi
kullanildi. Lipidomik, biyolojik siiregler sirasinda degisen lipid tiirlerinin gesitliliginin
belirlenmesi igin kullanilan bir yontemdir. Bu alan, biyolojik kaynaklardaki lipidomlar:
tanimlamak igin, hiicresel lipid yollar1 ve aglarini kantitatif ve kapsamli olarak analiz etmeyi
amagclamaktadir.

Calismamizda; The National Institute on Drug Abuse (NIDA); 123 kokain kullanan ve 67
kokain kullanmayan olmak {izere, toplam 190 insan kan Ornegi sagladi. Kan 6rneklerinden
lipidler Blight-Dyer yontemi ile ekstrakte edildi. Elde edilen ekstraktlarin lipid igerikleri, lipid
fosfor 6lgiimiiyle saptandi ve direk-infiizyon ESI-MS analizi ile lipid tiirlerinin bagil bolluklar1
belirlendi. Son olarak; MetaboAnalyst 2.0 ve Lipid Maps kullanilarak 6rneklerdeki lipid gruplar:
ve her bir grup icerisinde degisiklik gosteren lipid tiirleri saptandi. Coklu degiskenli temel
bilesen analizi (PCA) ve istatistiksel anlamlilik analizleri kokain kullanan grup ile kullanmayan
grubun lipid profillerinin farkli olduklarin1 gosterdi. Bazi m/z degerlerinin, kokain kullanan
grupta 6nemli oranda degistikleri bulundu. Bu degisiklikler 6zellikle gliserofosfolipid, yag asidi
ve gliserolipid gruplarinda gozlendi.

Bu bilgiler, lipid sentezi ve yikimi tizerine kokain kullaniminin olasi etkilerini gostermektedir
ki bundan; insanlardaki kokain-indtikli yanit ve bagimlilik davraniglarinin lipid tiirleri ile
iliskilendirilmesinde yararlanilabilinir.

*Bu ¢aligma”Drug Abuse examining changes in the blood lipidome in patients abusing cocaine and other drugs
abuse” isimli proje ile; ((National Institute on Drug Abuse (NIDA) ve National Institutes of Health (NIH), NBIB
EB015100-01 BSC, ABD)) tarafindan desteklenmektedir.
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PNPLA1 Geninde Mutasyon Saptanan Konjenital iktiyoz Vakalarinda Yag
Damlaciklarinin Lipofaji Aracili Regiilasyonunun Incelenmesi
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Patatin benzeri fosfolipaz domain igeren protein-1 (PNPLA1) gen mutasyonlar: Otozomal
Resesif Konjenital Iktiyoz (ORKI) patolojisine neden olmaktadir. Hiicrede yag damlaciklarinin
tizerinde yerlesim gosteren PNPLA1 proteininin fosfolipit metabolizmasinda rol oynadig:
bilinmektedir. Proteinin mutant olmasi durumunda hiicresel membran organizasyonu, membran
trafigi ve endositik yolak bozukluklarina yol agarak, ORKI patolojisinde gériilen anormal lipit
birikimine neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Hiicredeki yag damlacigl regiilasyonunun
aragtirilmasi hastalik patogenezinde rolii olan yolaklarin aydinlatilmasini saglayacaktir. Yapilan
calismada PNPLA1 proteininin, yag damlaciklarinin lipofaji mekanizmasi aracili yikimai tizerine
etkisinin arastirilmasi amaclanmustir.

Farkli PNPLA1 mutasyonlar1 (p.Y245del ve p.D172N) saptanan ii¢ ORKI hastasi ve kontrol
bireyden alinan fibroblast hiicrelerinde, immiinboyama ve immiinblot yontemleri kullanilarak
PNPLA1 proteininin ifadesi ve yerlesimi arastirilmistir. Ayrica yag damlaciklari immiinfloresan
yontemiyle isaretlenerek, hiicrelerdeki birikimi kantitatif olarak analiz edilmistir. Yag
damlaciklarinin lipofaji aracili yitkiminin arastirilmasi amaciyla ise, yag damlaciklarinin otofajik
belirtegler (Atg5, LC3, LAMP1, Lysotracker’"Red-DND-99, p62) ile es-yerlesimi arastirilmis ve
secilen belirteglerin hiicresel ifade diizeyleri immiinblot yontemiyle saptanmigtir.

Yapilan ¢aligma sonucunda, PNPLA1 proteininin fibroblast hiicrelerinde ifade edildigi ve
yag damlaciklar iizerinde yer aldig1 saptanmigstir. PNPLA1 mutasyonu goriilen hasta fibroblast
hiicrelerinde yag damlaciklarinin anormal birikimine ve boyutlarinda anlamli artisa neden
oldugu tespit edilmistir (P<0.0001). Hasta fibroblast hiicrelerinde yag damlaciklar: birikimi
ile paralel olarak, otofajik belirteglerin yag damlaciklar ile es yerlesim gostermedigi ve ifade
seviyelerinde kontrol fibroblast hiicrelerine kiyasla anlaml sekilde azalma oldugu saptanmigtir
(P<0.01).

Elde edilen bulgulara gore, hasta fibroblast hiicrelerinde anormal yag birikimi ve
otofaji mekanizmasinda aksakliklar goriilmesi, PNPLA1 proteininin yag damlaciklarinin
regiilasyonunda rolii oldugunu gostermektedir. Bu proteinin ileri fonksiyon analizlerinin
gerceklestirilmesi hastalik patolojisine neden olan mekanizmalarin aydinlatilabilmesine katk:
saglayacaktir.
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Orak Hiicreli anemi hastalarindaki hipokolesterolemi, artmis
7-ketokolesterol seviyeleri ile agiklanabilir mi?
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Giris

Orak ticreli anemi, hemoglobin beta {initesini kodlayan gende nokta mutasyonu ile olusur.
Asidoz, deoksijenizasyon ve dehidratasyonda orak hemoglobinler polimerleserek, eritrositin
yapisint ve fonksiyonel ozelliklerini bozar. Bunun sonucunda kronik anemi, inflamasyon ve
vazookliizyon ataklari gelisir. OHA hastalarinda plazma kolesteroliiniin diisiik oldugu bilinmekle
beraber sebebini agiklamaya yonelik arastirmalar az sayidadir. Hipotezimiz, artmis kolesterol
oksidasyonunun diisiik kolesterol seviyelerini aciklayacak bir faktor olabilecegidir.

Materyal ve Metod

Calismamizda 22 OHA hastasi ve 8 saglikli cocuktan alinan drnekler kullanildi. Hastalarin
ikisi disinda son ii¢ ayda herhangi bir atak dykiisii yoktu. EDTA igeren tiiplere kan alindi, santrifiij
sonucunda plazma elde edildi. 7-ketokolesterol ve Kolestan-3p,5a,6p-triol diizeyleri Jiang ve
ark. LC-MS/MS metodu ile ol¢iildii. 4-MU-3-D-N-N>-N»-triasetilkitotriozidaz diizeyleri
Hollak ve ark. floresans metodu ile olgiildii. Kolesterol diizeyleri ise ticari kit kullanilarak
olgiildii. Istatistiksel analiz Graphpad Prism 6.0 programi kullanilarak yapildi. Calisma, Mersin
Universitesi Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylandu.

Bulgular

7-ketokolesterol diizeyleri hasta grubunda 10.47+1.83 ng/ml olarak, kontrol grubunda ise
8.97+1.05 ng/ml olarak bulundu. Iki grup arasinda anlamli fark oldugu gériildii (p=0.0298).
Kolestan-3[,5a,63-triol diizeyleri arasinda anlaml fark bulunmad: (P=0.4283); degerler hasta
grubunda 6.49+2.31, kontrol grubunda ise 5.69+2.69 olarak ol¢iildii. Triasetilkitotriozidaz
diizeyleri hasta grubunda 27.17+7.308, kontrol grubunda ise 16.14 + 6.662 bulundu. Iki grup
arasinda anlamli fark yoktu (P=0.3983). Hasta grubunun kolesterol degerleri (106+19.1 mg/dL),
kontrol grubuna gore (149.6+28.9 mg/dl) anlaml diisiik bulundu (P<0.0001).

Tartisma

Hastalarda istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik kolesterol ve yiiksek 7-ketokolesterol
diizeylerini tespit ettik. OHA hastaliginda hipokolesteroleminin agiklanmasi i¢in daha 6nceki iki
caligmada one siiriilen hemoliz ve inflamasyon hipotezlerine ek olarak oksidatif stresteki artisin
da bir faktor olarak degerlendirilmesini tavsiye ediyoruz. Daha 6nce Talasemi hastalarinda
kontrollere gore yiiksekligi gosterilmis inflamasyon belirteci olan triasetilkitotriozidaz aktivitesi,
bu ¢alismada ilk defa OHA hastalarinda 6l¢tiilmiistiir. OHA hastalarinda tespit edilen aktivite
artigl istatistiksel olarak farkli bulunmasa da daha genis ¢aligmalarla arastirilacaktir. Bu ¢alisma,
OHA hastalarinda plazma oksisterol diizeylerinin arastirildigy literatiirdeki ilk caligmadir.
Hipokolesterolemi ve artmis kolesterol oksidasyon iiriinlerinin etkilerinin anlasilmasi i¢in daha
ileri ¢caligmalara ihtiyag vardir.
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Normal saglikli bir beslenmede karbonhidratlarin oraninin %45-65 olmas1 6nerilmektedir.
Diyetle aldigimiz karbonhidratlar baslica; nisasta (bugday, musir), disakkaritler olan
sukroz (glukoz+fruktoz), laktoz (glukoz + glaktoz), maltoz (glukoz + glukoz) ve kismen
monosakkaritlerdir.

Karbonhidratlarin organizmamizdaki baslica fonksiyonlars; tiim hiicrelerde enerji eldesine
katki, karaciger ve yag dokusunda yag asiti sentezi ve glikozaminoglikan, glikolipit ve niikleotid
gibi ozel bilesiklerin sentezine katilmalar1 gelmektedir.

Son yillarda dogal olarak aldigimiz karbonhidratlara ek olarak, misir nisastas1 bazli (MNB)
fruktoz ve glukoz surublarinin tiiketimi oldukg¢a artmis ve bunun sonucu olarak da diyabetten
obeziteye toksik olan civa ve karbonil bilesiklerinin alinimindan, hiperiirisemi, hipertansiyon
ve kanser gelisimine kadar bir ¢ok olay tetiklenmistir.

MNB sekerlerin agir1 tiiketimi bu yapilarda bulunan monosakkaritlerin hizla karaciger ve
pankreasa dolmasina, karacigerde bu sekilde alinan fruktozun ise neredeyse tamaminin yag
asiti sentezine katilmasi sonucu, artan yag asiti sentezi ve kana verilen VLDL diizeyinde arts,
buna bagli LDL oranlarinin da artisini karsimiza ¢ikarmaktadir. MNB sekerlerden iiretilen
bu yag asitleri ayn1 zamanda fosfolipit, stingolipit ya da glikolipid gibi diger lipit yapilara da
katilmakta organizmamizda hiicre membranlarindan diger hiicresel bilesenlere kadar bir ¢ok
biyobilesenleri olusturmaktadir.

Konugmamizda MNBS tiiketiminden yag asiti sentezine ve bu yag asitlerinden de diger lipid
yapilarinin sentezine kadar gegen siiregler ele alinacak ve bu konunun saglik agisindan 6nemi
tartisilacaktir.
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KISTIK FIBROZIS HASTALARINDA PLAZMA SFINGOMIYELIN,
SERAMID DUZEYLERI VE KITOTIROIDAZ AKTiVIiTELERI
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Kistik fibrozis beyaz irkta sik goriilen otozomal resesif gecisli genetik bir hastaliktir. Kistik
tibrozis hastalar1 anyon transportu ve mukosiliyer klirensten sorumlu, klor kanali olarak gorev
yapan ’Kistik Fibrozis Transmembran Regiilatorii” (KFTR) geninde mutasyon tasirlar. Kistik
fibrozis hastalarinda seramid metabolizmasindaki degisimler, solunum yollarindaki agir1 mukus
{iretiminin sorumlusu olarak gosterilmektedir. Ozellikle seramid tiirlerinden C16, C18 ve C20’nin
akciger dokularinda biriktigi, akut enfeksiyonla iliskili oldugu ve 6zellikle C16’nin apopitozla
iligkili seramid tiirii oldugu saptanmistir. Yeni tedavi stratejileri seramid metabolizmasina
yoneliktir. Calismamizda kistik fibrozis hastalarinda akut enfeksiyon donemlerinde seramid
metabolizmast ile iligkili ile sfingomiyelin (SM) 16, SM18, SM24, seramid (C)16, C18, C20,
C22 ve C24 diizeyleri ve enflamasyon belirteci olarak kitotiroidaz aktiviteleri 6lgiilerek seramid
metabolizmasinin arastirilmasi amaglanmustir.

Yedi adet akut enfeksiyon doneminde kistik fibrozis hasta ve 7 saglikli bireyden alinan plazma
orneklerinde, sivi kromatografisi-kiitle/kiitle spektrometrisi yontemi ile SM16, SM18, SM24,
C16, C18, C20, C22 ve C24 diizeyleri olgiilmiistiir. Kitotiroidaz aktivitesi, plazma 6rneklerinde
4-MU-3-D-N-N’-N"-triasetilkitotriozid substrat1 kullanilarak flourometrik yontem ile
olgiilmiistiir.

Bulgularimiz, kistik fibrozis hastalarinda C16, C18, C20 ve kitotiroidaz aktivitesinin kontrol
grubuna gore goreceli arttigini, 24SM’in ise kontrol grubuna gore, hastalarda daha disiik
oldugunu gostermistir. C16 diizeyinin saglikli bireylerde ortalamasi; 23,41+5,75, hasta bireylerde
ortalamast: 30,59+14,8 (p=0,445), C18 diizeyinin saglikli bireylerde ortalamasi; 7,91+3,83,
hasta bireylerde ortalamasi; 14,9+6,89 (p=0,053), C20 diizeyinin saglikli bireylerde ortalamast:
7,16£2,06, hasta bireylerde ortalamasi; 10,49+4,59 (p=0,1638), kitotiroidaz aktivitesinin saglikli
bireylerde ortalamasi: 11,14+10,44, hasta bireylerde ortalamasi: 37,93 (p=0,2063) olarak
bulunmustur. 24 SM diizeylerinin saglikli bireylerde ortalamasi; 21774438 iken hasta bireylerde
ortalamasy; 1555+530, (p=0,053) olarak hesaplanmuistir.

Calismamiz bir 6n ¢aligmadir. Hasta ve kontrol grubu sayilarimizin az olmasi nedeniyle
istatistiksel analizler i¢in daha fazla sayida hasta ve kontrol grubu ile ¢aligmalar planlanmustir.
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