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OZET

Insan Uyku Bozukluklarinda Eritrosit O-Alkil / O-Alk-1-Enil Gliserolipid
Oranlariin ince Tabaka Kromatografisi Ile
Kantitatif Analizi
Amag: Uyku kisitlamasi sonucu sirkadiyen ritimlerin degisim gosterdigi bunun da

obezite ve diyabet gibi metabolik hastaliklarla baglantili oldugu ortaya konulmustur.
Sirkadiyen osilasyon gosteren bazi plazma lipidlerinin (6zellikle gliserofosfolipidler)
uyku kisitlamasi sonucu degistigi gosterilmistir. Ancak uyku bozukluguna bagl sirkadiyen
ritim degisiminin peroksizomal lipid metabolizmasini nasil etkiledigi bilinmemektedir. Bu
calisma ile uyku apnesine bagli uyku bozuklugu sonucu sirkadiyen ritim degisiminin
peroksizomal lipit metabolizmasina etkisini arastirmak {izere uyku bozuklugu olan ve
uyku bozuklugu olmayan iki grubun eritrosit alkil ve alkenil gliserolipid oranlarinin
karsilastirilmast amaglanmastir.

Materyal Metot: Kan 6rnekleri uyku apnesine bagl uyku bozuklugu tanist almig
30 hasta ve uyku bozuklugu tanisi olmayan 30 saglikli goniilliilerden toplandi. Kontrol
ve hasta grubu her bir bireye ait eritrosit numuneleri TLC ile alkil ve alkenil
gliserolipidlerine ayrildi. Fotodansitometrik olarak alkil ve alkenil gliserolipid oranlari
belirlendi.

Bulgular: Kontrol ve hasta grubu eritrosit alkil/alkenil gliserolipid oranlar
istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunamadi. Ancak eritrosit
alkil/alkenil gliserolipid oranlar1 anlamli olmamakla beraber hasta grubunda kontrole
gore daha diisiik bulundu. Bu diisiis hasta grubunda alkenil gliserolipid ylizdesinin
artisindan kaynaklanabilecegi degerlendirildi.

Sonu¢: Mevcut sonuglar uyku apnesinden etkilenen bireylerde eritrosit
alkil/alkenil gliserolipid oranlarinin yeniden arastirilmasimi = gerekli oldugunu
gostermektedir. Ciinkii sirkadiyen kontrol altindaki lipid parametrelerindeki bireysel
farkliliklarin eritrositlerin peroksizomal kokenli lipidler ile uyku apnesine bagli uyku
bozukluklar1 arasindaki baglantiy1 drtebilecegine inaniyoruz. Bunun iistesinden gelmek
icin ayni bireyden uyku apnesi tedavisi Oncesi ve sonrasinda numune alinmasini
Oneriyoruz.

Anahtar Kelimeler: Sirkadiyen Ritim, Plazmalojen, Peroksizom, Ince Tabaka
Kromatografisi, Uyku bozuklugu
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ABSTRACT

Quantitative Determination Of Erythrocyte O-Alkyl / O-Alk-1-Enyl
Glycerolipid Ratios In Human Sleep Disorders
By Thin-Layer Chromatography

Aim: Previous studies indicate that sleep restriction causes alterations in
circadian rhythm which is associated with metabolic diseases such as obesity and
diabetes. Some plasma lipids exhibiting circadian oscillation were reported to display
alterations caused by sleep restriction. However it is currently not clear how sleep
disorder related alterations in circadian rhythm influences peroxisomal lipid
metabolism. To this end comparison of erythrocyte alkyl-/alkenyl glycerolipid ratios
between subjects with and without sleep disorders were made.

Material and Method: Blood samples were obtained from 30 healthy and 30
subjects diagnosed as having sleep apnea associated sleep disorders. The separation of
erythrocyte alkyl-/alkenyl-glycerolipids was conducted by tl.c. Alkyl-/alkenyl-
glycerolipid ratios were determined photodensitometrically.

Results: Comparison of alkyl-/alkenyl glycerolipid ratios in erythrocytes of
healthy controls and subjects with sleep disorders yielded no statistically significant
differences. However, though insignificant, the glycerolipid ratios in erythrocytes was
found to be lower in sleep disorder affected subjects compared to controls. It was
considered that this could be attributed to an increase in the percentage of alkenyl
glycerolipids due to sleep disorders.

Conclusion: The current results warrants reinvestigation of erythrocyte alkyl-/
alkenyl-glycerolipid ratios in subjects with sleep apnea affected subjects since we
believe that individual variations in lipid parameters under circadian control could
obscures the possible link between the peroxisomal lipids of erythrocytes and sleep
apnea realted sleep disorders. In order to overcome this we suggest that samples of the
same indiviual before and after the treatment of apnea should be compared.

Key Words: Circadian rhythm, Sleep disorders, Plasmalogen, Peroxisome, Thin
Layer Chromatography
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1. GIRIS

Organizmalar davranislarini ve fizyolojilerini diizenleyen bir i¢ zamanlama
sistemine sahiptir (1). Islevsel bir zamanlama sistemi, organizmanin cevresinde
meydana gelen diizenli degisiklikleri tahmin etmesini ve bu degisikliklere hazirlik
yapmasini saglar boylece bir avantaj elde eder (2). Bu sistem hemen hemen tim
hicrelerde bulunan sirkadiyen saatlerden olusmaktadir. Memelilerde merkezi ve
periferal olmak iizere iki sirkadiyen saat bulunmaktadir.  Merkezi ana saat
hipotalamustaki suprakiyazmatik niikleusta (SCN) bulunur. Periferal saatin ise farkl
periferal doku ve organlarda oldugu kabul edilmektedir. Hipotalamustaki ana saat 151k
ile periferal dokulardaki saat ise besin ve diger faktorlerle ayarlanmaktadir (3,4). Bir
organ i¢indeki hiicreler arasinda ve viicudun organ sistemleri arasindaki ritimlerin
koordinasyonu SCN’den gelen sinyallerle saglanir. SCN ayni zamanda viicudun 24 saat
olan ritmik aktivitesini dig ortamin 24 saatlik dongiisiine gore senkronize eder (5).
Uyku-uyaniklik dongiisii, hormon salgilanmasi, kardiyovaskuler aktivite, viicut 1sisi,
endokrinoloji ve lipid metabolizmasi gibi memeli fizyolojisinin birgok yonii sirkadiyen

sistemi tarafindan diizenlenmektedir (6,7).

Sirkadiyen saat ve insan yasami ile arasindaki iliski son iki yiizyilda radikal olarak
degisme ugramistir. Calismalar genetik mutasyon veya yasam tarzimizdaki degisiklikler
nedeniyle sirkadiyen ritimlerin bozuldugunu gdstermektedir (8). Ozellikle modern
yasam i¢in geleneksel hale gelen elektrik 1siklarinin yayginlagmasi, gec saatte yenen
yemekler, gece atistirmalar1 ve denizasir1 seyahatler sirkadiyen bozulmalara neden
olmaktadir. Yine gece vardiyasi caligmalari, elektromanyetik dalgalar, diizensiz
beslenme ve diizensiz uyku gibi bircok cevresel faktor sirkadiyen ritimde bozulmaya
neden olmaktadir. Bu tip durumlarda ya i¢ saatin zamanlamalarindaki diizen
bozulmakta veya i¢ saat ile ¢cevresel dongii arasindaki iliski bozulmaktadir (9). Yapilan
calismalar Ozellikle vardiya tipi ve gece calismalarimin sagliga iliskin uzun siireli
etkilere neden olabilecegini ve dolayisiyla hem birey hem de toplum agisindan yiiksek
ekonomik ve sosyal maliyet getirecegini gostermektedir (10). Yine yas artisi, korliik ve
diger bazi nedenlerle sirkadiyen ritim islevlerinde aksamalar oldugu ve buna bagh
olarak uyku zamanlamasinda bozukluk, uyku bdliinmeleri, erken uyanma ve giin ici
asir1 uyku hali gibi semptomlara neden olabilmektedir (5). Epidemiyolojik veriler uyku

sliresinin azalmasina paralel olarak obezite, diyabet, hipertansiyon, metabolik sendrom,



prostat kanseri (11) ve kardiyovaskiiler hastalik, gibi bozukluklarda artislar oldugunu
gostermektedir (12). Birgok calisma depresyon ve bipolar bozuklukta sirkadiyen
ritimlerin  bozuldugunu gostermektedir. Ozellikle, duygudurum bozukluklarinda
duygudurumla iligkili beyin bolgelerinde molekiiler ritimlerin bozuldugunu goésteren

kanitlar vardir (13).

Uyku smirlandirmast  veya uyku bozuklugunun bir sonucu sirkadiyen
senkronizasyondaki bozulmalar olmas1 sebebiyle uyku sinirlandirmasi yapilmis rat ve
insanlarda detayli metabolik profil calismalar1 yapilmistir. Insanlarda akut uyku
sinirlandirmalarinda yapilan metabolik profil ¢alismalarinda 27 metabolitin 6nemli
oranlarda artig gosterdigi ve bu 27 metabolitten 13 niin gliserofosfolipid oldugu ortaya
konmustur (14). Uyku yoksunluguna maruz birakilmig bireylerde yapilan baska bir
calismada kolin plazmalojen seviyelerinin azaldigi, fosfatidilkolin (FC) ve c¢oklu
doymamis yag asitlerini tasiyan birkag triagilgliseroliin (TAG) ise arttig1 bildirilmistir
(15). Yapilan galismalar kismi giinliik uyku kaybi veya total uyku yoksunluguna maruz
kalmanin plazmada lipid konsantrasyonlarini (6rnegin, fosfatidilkolin, kolesterol ve yag
asitleri) etkiledigini gostermektedir. Bu kanitlar, uykunun lipid homeostazinda
modiilatér bir rol oynayabilecegini diislindiirmektedir. Uyku bozukluguna baglh
sirkadiyen ritim bozukluklarinin tespitine yonelik bir belirte¢c bulmay: amaclayan 6nceki
calismalarin detayli metabolik profil ¢alismalar1 Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor (PPAR) induksiyonuna ve peroksizomal lipid metabolizmasindaki degisimlere
isaret etmektedir (16). Ancak uyku bozukluguna bagli sirkadiyen ritim degisiminin
peroksizomal lipid metabolizmasini nasil etkiledigi bilinmemektedir. Bu ¢alisma ile
uyku kisitlamasi ve uyku kaybi sonucu meydana gelen sirkadiyen ritim bozukluklarinda
degisim gosterdigi bilinen bir metabolit olan plazmalojen diizeylerinin tespit edilmesi
amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda uyku apnesine bagli uyku bozuklugu olan ve
uyku bozuklugu olmayan iki grubun karsilagtirmali olarak eritrosit O-alkil (alkil) ve O-
alk-1-enil (alkenil) gliserolipid oranlar1 Ince Tabaka Kromatografisi (Thin Layer
Chromatography (TLC)) ile tespit edilerek uyku apnesine bagli uyku bozukluklarinin

tanisinda bir biyobelirte¢ olarak kullanilip kullanilamayacagi test edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sirkadiyen Ritim

Canlilarin  dis diinyada tekrar eden fiziksel etkenlere kars1 gosterdikleri
biyokimyasal, fizyolojik ve davranigsal yanitlara biyolojik ritimler denilmektedir.
Biyolojik ritimlerin fonksiyonu organizmanin ¢evresinde meydana gelen diizenli
degisiklikleri tahmin etmesini ve bu degisikliklere hazirlik yapmasini, adapte olmasini
saglar, boylece canli bir avantaj elde eder (1). Biyolojik zamanlama sistemlerinin bir
baska onemli fonksiyonu kimyasal olarak uyumsuz reaksiyonlarin zamansal olarak
ayrilmasidir. Bazi 6nemli biyokimyasal reaksiyonlar, zararl1 yan iirtinler iretebilir ve bu
tir faaliyetlerin ihtiya¢ duyuldugu bir zaman dilimi ile sirlandirilmasi avantaj
saglamaktadir. Ornegin, memeli karaciger hiicrelerinde bulunan sirkadiyen osilatorler,
zamanla glikojen sentezinin ve par¢alanmasinin farkli zamanlarda yapilarak biribirinden
ayrilmasina yardimci olabilirler (17). Biyolojik ritimler saliseler (membran iyon kanal
degisiklikleri), dakikalar (enzimatik reaksiyonlar) veya saatler igerisinde degisiklik
gosterirler. GunlUk (gece-giindiiz), haftalik, aylik (menstural dongii), mevsimsel (6r. kis
uykusu) veya daha uzun sireli pek ¢ok ritim mevcuttur. Biyolojik ritimler periyot, faz
ve buyukluk gibi belirli 6zelliklere sahiptirler. Periyot, ritmin tek bir déngusu igin gegen
zaman dilimi iken, ritme ait baslangi¢ ve sonlanma gibi 6zellikler faz olarak tanimlanir
(18). Ritmin tek bir tekrarmni tamamlayabilmesi igin belli bir siire gereklidir. Eger bu
siire yaklagik olarak 24 saat ise sirkadiyen, 24 saatten kisa ise ultradian, 24 saatten uzun
ise infradiyen olarak adlandirilir (17).

Sirkadiyen ritim: Canli organizmalarda fizyolojik mekanizmalardaki giinliik
diizenli degisimleri kapsamaktadir. Bu ritmik degisimler organizmanin c¢evresindeki
aydinlik karanlik degisimlerine paralel olarak meydana gelmekte olan degisimleri
ongormesine imkan saglar. Cesitli canli formlar1 bu sekilde metabolizmalarin1 degisen
cevre sartlarina uydurarak bu faaliyetlerini giiniin kendileri i¢in en uygun zamaninda
gerceklestirebilir (3, 4). Sirkadiyen ritmin periyodu yaklasik 24 saattir. Bir sirkadiyen
saatin i¢ calisma zaman standardi geleneksel olarak, giinliik organizmalarda aktivite
baslangict sirkadiyen sifir zamani1 (CT 0) genellikle sabah 6, gece organizmalarinda
aktivite baglangict (CT 12) gece 12 olarak kabul edilmektedir (2). Sirkadiyen saatler
endojendir ve kendi kendine devam eder, bu da siirekli aydinlik siirekli karanlik gibi
kosullarda devam eden ritimlere yol acar (1). Sirkadiyen osilatorler organizmanin

giinlik giindiiz/gece, etkinlik/dinlenme dongiileri ve yiyecek bulunabilirligi gibi



degisiklikleri tahmin etmesini ve bu degisikliklere adapte olmak i¢in metabolizmasini
duizenlemesine izin verir (5). Zeitgeber (¢evresel uyaranlar) bu degisiklikleri senkronize
eden parametrelerdir. Isik, uyku programi, aktivite, sicaklik, besin, calar saat gibi
sosyal sinyaller sirkadiyen saati diizenleyen zeitgeberlerdir. (18).

Memelilerde iki sirkadiyen saat bulunmaktadir. Bu saatler merkezi ve periferal
saatlerdir. Merkezi saat hipotalamustaki suprakiyazmatik niikleusta (SCN) bulunur (19).
SCN hiicresel saatleri senkronize etmek i¢in gereken “merkezi ana saattir.
Hipotalamustaki bu ana saat zeitgeber denilen ekzojen uyaranlarla uyarilmaktadir. En
giiclii zeitgeber 151k olup, uykuyu getiren melatonin hormonun pineal bezden salinimini
inhibe ederek, retinadaki fotoresptorleri aktive eder (20). 24 saatlik biyolojik ritimlere
yardimci olan diger eksojen faktorler yemek Ogiinleri ve calar saat alarmi gibi giinliik
rutinlerdir. SCN aktivitesinin dlzenlenmesinde, melatonin ile beraber serotonin,
Gamma Aminobutirik Asit (GABA) ve glutamat gibi néromodulatér maddelerin gorev
aldig1 diistiniilmektedir (5).

Sirkadiyen saatler belki de en iyi karakterize edilmis biyolojik osilatorlerdir ve
bunlar neredeyse tiim 1s18a duyarl organizmalarda bulunurken bunlardan bazilar1 ise dis
zaman isaretlerinin (zeitgeber) yoklugunda devam eden kendi kendine yeten osilatorler
tarafindan kontrol edilir (17). Bu saatler periferal saatler olarak adlandirilir. Memeli
periferal sirkadiyen saati karaciger, kalp, kas, akciger (21), bobrek, gibi organlarda ve
beyaz yag dokusunda bulunur (22). Periferal doku ve organlar besinlerle uyarilabilen
sirkadiyen osilatorler icerirler. Bu saat kolesterol, lipid, glukoz, amino asit
metabolizmasi ve detoksifikasyon gibi farkli metabolik olaylardan sorumludur. Periferal
saatlerden bazilar1 kendi periyotlarin1 kendileri belirleyebilseler de genelde SCN’den
gelen sinyale gore caligirlar. Ritim {iretimi i¢in merkezi pacemaker (SCN) gereklidir.

Merkezi sirkadiyen saat periferal saati hormonal ve néral sinyaller yollarla kontrol eder
(4).
2.1.1. Sirkadiyen Ritmin Molekiiler Mekanizmasi

Memeli sirkadiyen saati birbirine kenetlenmis transkripsiyon, translasyon ve
postranslasyonel mekanizmalar1 iceren feed back (negatif) ve feed forward (pozitif)
dongulerle diizenlenmektedir (19). Memelilerde sirkadiyen lokomotor ¢ikis ¢evrimleri
kaput (CLOCK), Beyin ve as ARNT-Benzeri 1 (BMAL1) ve Noral PAS Domain Iceren
Protein 2 (NPAS2) transkripsiyon faktorleridir (23). Bu faktorler Periyot geni (PER,
PER2 ve PERS proteini), Kriptokrom geni (CRY1 / 2) ve (¢ nlkleer reseptori; nikleer



reseptor ailesi alt smifi grup 1, iiye 1 (NRIDRI1), Rev-Erba ve Ror-o genlerinin
ekspresyonunu diizenlemektedir (24). Bu faktorlerin lokalizasyonunu ve stabilitesini
diizenleyen kinazlar (CKla, CKIo ve CKlg;) ve fosfatazlar (PP1, PP5) bulunmaktadir
(2). Saat kontrollii genler CLOCK ve BMALI pozitif geri bildirim (aktivator) kismini,
CRY, PER ve Rev- Erba negatif geri bildirim (inhibitor) kismini olusturmaktadir (9).
Saatin zamani D bolgesi alblimin promotorii baglayict protein (DBP) ve sitokrom P450,
aile 7 alt aile a, polipeptit 1 (CYP7AT1) gibi saat kontrollii genler tarafindan yonetilir.

Sirkadiyen ritmin molekiiler mekanizmasinda CLOCK, BMALL transkripsiyon
faktori ile bir heterodimer olusturur ve PER1 gen promotoriiniin E-kutusuna baglanir,
PER1 gen transkripsiyonu artirir. Translasyondan sonra PER ve CRY nikleustan
sitoplazmaya gecerek heterodimerize olup CLOCK/BMALI tarafindan indiiklenmis
olan gen ekspresyonunu inhibe ederler (Sekil 2.1.) PERI proteinleri kendi
transkripsiyonunu inhibe ederek otomatik feedback (geri besleme) ddnglsinin
olugturulmasin1  saglar (25). Diger dongiide BMAL1, CLOCK ile birlikte
transkripsiyonel faktorler olarak hareket eder. Per ve Cry genlerinin yani sira
CLOCK/BMALI1 kompleksi ayrica niikleer reseptorleri olan Rev-Erba ve Ror-a’nin
tarafindan aktive edilmektedir. CLOCK/BMALI1 Rev-Erba ve Ror-o’nin genlerinin E-
kutularinda bulunan promotorlara baglanir ve transkripsiyonu aktive eder (Sekil 2.1.).
REV-ERBa, BMALI ve CLOCK genlerinin ekspresyonlarini baskilanirken RORa
BMALT’in transkripsiyonunu aktive etmektedir (26)

Rev-erba ve RORa niikleer reseptorleri Lipid ve lipoprotein metabolizmasi,
adipogenez ve vaskiiler inflamasyonda goérev alirlar (6). Diger bazi metabolik olarak
aktif nukleer reseptorler ve Kko-aktivatorler (PPARy ve PGCla); BMALIL ve
CLOCK’larin modiilatorii olarak tanimlanmiglardir. Niikleer reseptor PPAR ve onun
niikleer koregiilatorii (PGCla) bircok dokuda gii¢lii sirkadiyen ritim gosterirler. PPAR
farkl1 dokularda lokalize farkli transkriptleri kodlayan ii¢ gen, (PPARa, PPARy ve
PPAR 7/3) igerir (27). Islevleri ve doku dagilimi sayesinde, PPAR'lar transkripsiyonel
seviyede enerji metabolizmasinin birgok yoniinii diizenler (28). PPAR ailesinin tg¢ yesi
de glukoz, lipid metabolizmas1 ve enerji homeostazisinin saglanmasinda 6nemli rol
ustlenirler (9). PPARa aghiga cevap olarak hepatik yag asidi oksidasyonunu ve
ketogenezisi baglatmaktadir. PPARS, karanlikta lipojenik genlerin giinliik ifadesini
kontrol eder. Ayrica, PPARy, yag asitlerinin peroksizomal beta oksidasyonu, yag
depolamasi, lipogenez, adipokin iiretimi ve termogenez dahil ¢esitli adiposit

aktivitelerinin transkripsiyonel kontrolii ile tiim viicut lipid metabolizmasini ve insiilin
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duyarliligmmi1 diizenler. Farelerde ve hiicre kiiltiiriinde yapilan calismalar, adiposit
farklilasmasi i¢in PPARy'in gerekli oldugunu ortaya koymustur (29). PPAR’in
koaktivatorii olan PGC-1la ise beyin, kahverengi yag dokusu, iskelet kasi, kalp ve
karaciger gibi bir¢ok dokuda mitokondriyal ve metabolik fonksiyonlar1 diizenleyen
birka¢ niikleer genin ekspresyonunun kontroliinde merkezi bir rol oynamaktadir (22).
Yine hepatik lipogenezi diizenleyen sterol diizenleyici element baglayici protein-1
(SREBP 1a, SREBP 1c) bircok dokuda sirkadiyen ifade gostermektir (3). Bu
reseptorlerin fonksiyon bozuklugu veya diizensizliginin, ¢esitli metabolik hastaliklara

yol actig1 bildirilmistir (28).
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Sekil 2. 1. Sirkadiyen ritmin molekiiler mekanizmasi

(25) nolu kaynaktan yararlanilarak yeniden ¢izilmistir.

2.2. Sirkadiyen Ritim ve Metabolizma

Insanlarda sirkadiyen ritimler ve metabolizma arasindaki etkilesimi gosteren
birgok durum mevcuttur. Lipid ve karbonhidrat metabolizmasi (5), bazi hormonlarin
(instilin, leptin, grelin, kortizol, melatonin, biyime hormonu) sentez ve sekresyonu,
insiilin duyarliligi, kan basinci, pihtilasma faktorleri, beslenme zamani, uyku uyaniklik

dongiisii, viicut 1sisi, ¢aligma performansi gibi memeli fizyolojisinin birgok yonu



sirkadiyen kontrol altindadir (6). Ek olarak, akut miyokard enfarktust ve miyokard
iskemisi olaylarin meydana gelmesi giinliik osilasyon gostermektedir ve en sik sabah
06: 00 ile 12:00 saat arasinda gergeklesirler (30).

Enerji homeostazisinin saglanmasinda 6nemli bir faktor olan lipid metabolizmasi
sirkadiyen ritme sahiptir. Lipid metabolizmasi; besinsel lipidlerin alimi, emilimi, de
novo yag asidi sentezi (31), lipoprotein metabolizmasi, TAG dongiisii, fosfolipid (FL)
metabolizmas1 ve yag asidi oksidasyonu gibi pek cok bileseni sirkadiyen ritim
tarafindan diizenlenmektedir. Ek olarak lipid metabolizmasinda rol alan hepatik
sitokrom P450, hidroksimetil glutaril-KoA rediktaz, kolesterol 7a-hidroksilaz (CYP7),
lipolitik enzimler, apolipoprotein AIV, diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) reseptdrii
ve PPARa hem insanlarda hem de kemirgenlerde giinliik osilasyonlar gosterirler (32).
Yine adipoz dokudan salgilanan ¢ok sayida hormon (leptin, adiponektin) giinliik
dalgalanmalar gosterir (20).

Karaciger ve adipoz doku gibi metabolik olarak aktif olan organlar, metabolik
olaylarda veya hormon sentezinde rol alan saat genleri ve genlerin ekspresyonunda bir
ritim gosterir (22). Karacigerde transkriptlerin yaklasik %10'u ditirnal salinim yapar,
bunlarin arasinda besin tasima ve metabolizmasinda, hiicresel kolesterol homeostazinda,
ksenobiyotik detoksifikasyonda veya enerji dengesinde rol oynayan enzimleri ve
tastyicilart kodlayan genler gibi cok sayida bilesen vardir. Ornegin, fosfoenolpiruvat
karboksilaz, Niemann-Pick C1, HMGKOoA rediiktaz, glukoz tasiyict Glut2 ve glukagon
reseptoru sirkadiyen ekspresyon sergiler (6). Bagirsak lipoprotein iiretimi diurnal
varyasyon gosterir. Ayrica, ince bagirsakta ve hepatik dokularda mikrozomal trigliserit
transfer proteini (MTP) aktivitesi, protein, mRNA ve gen transkripsiyonu gunlik
degisimler gosterir ve gece daha yiiksektir (32).

Sirkadiyen ritimler ve metabolizma arasindaki iliski ¢ift yonliidiir. SCN’deki ana
saat, SCN dis1 bolgelere sinyaller gonderir; bu da, periferik dokularin, hormonal,
otonom sinir sistemi ve davranigsal yollar vasitasiyla yakit kullanimini ve enerji
harcamasiin kontroliinii diizenlemesine imkan saglar. Ekstra SCN bolgeleri ayrica
dongiisel enerji alimin1 ve lokomotor aktivitesini kontrol ederek enerji homeostazisini
diizenler. Besin alimi, fiziksel aktivite ve metabolik siireglerin diizenlenmesi yoluyla,
hem beyin hem de ¢evresel saatler, enerji alimi ile enerji harcamasi arasinda kesin bir
denge saglayarak uzun vadeli agirlik stabilitesine katkida bulunur. Pozitif bir enerji
dengesi depolanan enerjiyi ¢ogunlukla yag dokusuna depolar ve obeziteye neden

olurken negatif bir enerji dengesi zayifliga neden olur (31).



2.3. Sirkadiyen Ritim Bozuklugu

Sirkadiyen ritim bozuklugu biyokimyasal, fizyolojik ve davramigsal sirkadiyen
ritimlerin zamanlamalarindaki diizenin bozulmasi ve ayn1 zamanda sirkadiyen ritim ile
cevresel dongili arasindaki normal iliskinin bozulmasidir (8). Sirkadiyen bozukluk
kendini ritim siddetindeki azalma, ritim kaybi, total ritim kaybi, bazende periferal ve
merkezi sirkadiyen saatler arasindaki faz farki (faz ilerlemesi, faz gecikmesi) ile gosterir
(9). Calismalar genetik mutasyon veya yasam tarzimizdaki degisiklikler nedeniyle
sirkadiyen ritimlerin bozulma gosterdigini, bir¢ok klinik etkilerinin olabilecegini
gostermektedir (6). Ozellikle modern yasam icin geleneksel hale gelen elektrik
1siklarinin yayginlagmasi, gec saatte yenen yemekler, gece atigtirmalart ve denizasiri
seyahatler sirkadiyen bozulmalara neden olabilmektedir. Yine gece vardiyasi ¢alisma,
elektromanyetik dalgalar, dlzensiz diyet gibi bircok cevresel faktor ritimleri
degistirerek biyolojik siirecleri etkileyen sirkadiyen ritim bozukluklarina yol agmaktadir
(26). Sirkadiyen ritimlerin bozulmasi kanserin de dahil oldugu dislipidemi, obezite ve
kardiyovaskiiler hastalik gibi bir¢ok klinik durumun ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir.

Isik ve besin, glinliikk yasami etkileyen iki baskin uyaricidir ve sirkadiyen saatin
duzenlenmesinde 6nemli rol oynarlar (24). Istk SCN’yi uyarirken, beslenme siiresi
(kalori igerigi yan1 sira) hem merkezi saat sistemini hem de periferik saatleri diizenleyen
sirkadiyen ritimler i¢in gii¢lii bir zaman isareti olarak islev gorir. SCN, periferik
dokularda yer alan saatlerin senkronizasyonunda yer almakta ve daha sonra birbirlerine
uygun bir fazda salinim yapmalarini saglamaktadir. Bu senkronizasyon, néroendokrin
yollar ve beslenme zamanlar ile saglanir (Sekil 2.2.) (31). Yiyeceklerin belirli bir
zaman diliminde kisitlanmasi, sirkadiyen ritimleri diizenleyen gii¢lii bir zaman isareti
olarak islev goriir. Gece kemirgenlerinde, gida mevcudiyetinin giin boyu kisitlanmasi,
gida beklenti aktivitesinin ritmini ve periferik dokularda gen ekspresyonunu senkronize
eder. (19). Bu nedenle besleme rejimlerinin degistirilmesi ve siirekli 1s18a maruz
birakilma deneysel sirkadiyen ritim ¢aligmalarinda sikhikla kullanilan yéntemlerdendir.
Deneysel calismalarda beslenme rejimleri; sinirli beslenme ve kalori kisitlamasi
seklinde olurken 1sikla uyarilma ve siirekli aydinliga veya siirekli karanlia maruz
birakilma seklinde yapilmaktadir.

Smirli besleme: Yiyecek erisilebilirliginin siiresi herhangi bir kalori kisitlamasi
olmadan smirlandirilmigtir.  Yiyecekler zamanla sinirlandiginda ancak kaloriler
kisitlanmadigindaki bir durumda sadece periferal saatler etkilenmekte ancak merkezi

sirkadiyen saat etkilenmemektedir (33).



Kalori kisitlamasi: Bu beslenme rejimi giinliik alinan kalorinin miktarin1 %60-75
oraninda azaltilir. Bu tiir beslenme rejimleri kalori miktart kisitlandirildigindan hem
periferal saati hem de merkezi saat etkilenmektedir (19). Yapilan son galismalar
metabolik saglikta merkezi davranigsal ritimler ve beslenme zamani arasinda uyumun
oldugunu gostermektedir (33). Kahvalti atlamanin potansiyel karaciger mekanizmasi,
hepatik gen ekspresyonunun degismis sirkadiyen salinimina bagli olarak anormal lipit
metabolizmasini tetikledigi gosterilmistir (34)

Isik, sirkadiyen zamanlama sistemini senkronize eden en biiyiik zaman isarettir.
Retina, 1518a maruz kalma sonucu retina kimyasindaki degisiklikler yoluyla c¢evresel
151810 gilinliikk degisimlerini algilar. Bu mesaj, viicutta sirkadiyen ritimleri diizenlemek
icin retinohipotalamik sistem (RHT) vasitasiyla SCN'ye iletilir (19). Siirekli aydinlik,
SCN’deki noronlarin molekiiler ritimlerini senkronizasyonunu bozar. Bunun sonucunda
hormonal ve viicut 1sis1 ritimlerini kaybeder. Ayrica, siirekli 151k, lokomotor ritimleri
etkiler, tipik olarak periyot uzunlugunu arttirir, ritim bdliinmesini indiikler. Geceleri
siirekli 151k ve los 1s1k, depresyon benzeri davranisi artirir ve kemirgenlerde kaygi
benzeri davranis lizerinde karisik etkiler yaratir (13). Aksam veya gece 151k, metabolik
bozulma riskinin artmasiyla da iliskilendirilir. Gece akut parlak 1s18a maruz kalmanin,
insiilin direncini arttirdigi, postprandiyal insiilin, glukoz ve GLP-1 seviyelerini
yikselttigi bildirilmektedir (21). Geceleri siirekli 151k ve los 151k gibi siirekli karanlik da
depresyona benzer davranisi arttirir.

Melatonin sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde rol alan diger Onemli bir
faktordlr. Epifiz bezinden salgilanan bir nérohormon olan melatoninin gece sekresyonu
ve parlak 1sikta bu sekresyonun baskilanmas: ile sirkadiyen ritim ve uyku
diizenlenmektedir (35). Melatoninin uykunun baslangicini, siiresini ve Kkalitesini
tyilestirdigi gosterilmistir. Yagla beraber melatonin salgis1 azalir ve bunun yaghlarda
uyku bozuklugunun sik goriilmesinin nedeni olabilecegi diisliniilmektedir (36).
Melatonin uygun zamanlarda (aksam veya sabah) uygulanirsa sirkadiyen saatin fazim
ilerletebilir veya geciktirebilir. Fizyolojik dozlarda ve uygun zamanlarda kullanilirsa,
melatonin uykusuzluk veya sirkadiyen ritim bozukluklarindan muzdarip olanlar i¢in

yardimet olabilir (37).
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Sekil 2. 2 Sirkadiyen saatin 151k ve besinlerle uyarimi

2.4. Uyku Ile Iigili Genel Bilgiler

Yirmi dort saatlik uyku ritmi insanlar ve diger birgok hayvan tarafindan sergilenen
en belirgin gunluk ritimdir (38). Saglikli yetiskinlerin giinlik uyku diizeni yaklasik 16
saat gunluk aktiviteyi takiben 8 saat gece dinlenme olarak kabul edilir (39). Sirkadiyen
sistem, insanlarda uyku zamanlamasi ve i¢ uyku yapisinin biiyiik bir belirleyicisidir (5).
Uyku, ¢oklu beyin bolgeleri ve norotransmitter sistemleri tarafindan olusturulan; belli
siireli, periyodik ve kisinin duyusal uyaranlarla uyandirilabildigi gecici bilingsizlik
durumu olarak tanimlanir (7). Uyku hizli g6z hareketleri REM (Rapid Eye Movement)
ve hizli olmayan g6z hareketi NREM (Non rapid eye movement) olmak (izere iki ana
boliimden olugmaktadir. Her evrenin kendine 6zgli ndroanatomik, norofizyolojik ve
norofarmakolojik 06zellikleri vardir. REM ve NREM evreleri birbirini periyodik
izleyerek siklus denilen bir dongii olusturur. Her dongii 90 ila 110 dk arasinda devam
eder. Yetigkin insanda uykunun ilk ii¢gte birinde NREM ve son iicte ikisinde REM
uykusu hakimdir. NREM uykusu uykunun yiizde 75 ila 80'ini olusturuyor. Bu evrelerin
6l¢limii polisomnograf denilen bir alet ile gerceklestirilir (40).

Uyku kuvvetli bir sirkadiyen davranmistir ve SCN'nin uyku ve uyarilma beyin
bolgeleri tarafindan diizenlenlenir. Noroanatomik ¢alismalar sirkadiyen sinyal, enerji ve
uykuda 6nemli olan hipotalamus bolgeleri arasindaki baglantilar1 géstermektedir (41).

Uyku ve uyaniklik, 6n hipotalamusta 6n ventrolateral preoptik alan (VLPO), lateral
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hipotalamusta (LH) bulunan hipokretin (orexin) néronlar1 ve ponstaki locus coeruleus
(LC) gibi ¢oklu beyin bdlgeleri tarafindan diizenlenir (Sekil 2.3.). VLPO uyku sirasinda
aktif olan inhibitér (galaninerjik ve GABAerjik) noronlar igerir. Hipokretinler, aktif
uyanma sirasinda en fazla ve uyku sirasinda neredeyse sessiz olan néronlarda eksprese
edilen noropeptitlerdir. Bu néronlarin aktivasyonu uyanikligi arttirir (25).

Insan uykusunun zamanlamasi, siiresi ve devamliligi, biiyiik &lgiide iki uyku
diizenleyici sistemin etkilesiminden kaynaklanmaktadir. Bunlar homeostatik ve
sirkadiyen mekanizmalardir. Giin iginde sirkadiyen sistem, giindiizleri aktif olarak
uyanikliga tesvik ederken geceleri pineal bezden melatonin sekresyonu uykuya tesvik
eder (38). Bu iki mekanizma uyumlu islediginde, yetigkinlerde giin boyunca uzun,
devamli bir uyaniklik ve gece uzun ve devamli bir uyku boliimii elde etmelerini saglar.
Bu iki mekanizmadaki degisiklikler veya iki mekanizma etkilestigindeki degisiklik,
istenen zamanda uykuya dalmama, uykuda kalma zorlugu veya uyanik kalma zorlugu
ile sonuglanabilir (5). Tipik bir yetiskinin gece boyunca uyku siiresi yaklasik 7 ila 8
saattir. Ancak bu siire kisiden kisiye farklilik gosterebilir daha az uyuyup iyi c¢alisabilen
bazi insanlar vardir (kisa uyuyanlar), bazilar1 ise daha fazla uyuyup az ¢alisanlar (uzun
uyuyanlar) olarak adlandirilir (42).

Epidemiyolojik caligmalar uyku sikayetlerinin genel popiilasyonda c¢ok yaygin
oldugunu gostermistir. Ulusal Uyku Bozukluklar1 Arastirma Merkezi raporuna gore;
Amerika Birlesik Devletleri'nde 40 milyondan fazla insanin kronik uyku ve uyaniklik
rahatsizliklarindan sikayet¢i olduklar1 bildirilmistir. Niifusun yaklasik yiizde 35"
uykuya dalmakta, uykuyu siirdiirmekte, sabahin erken saatlerinde uyanmakta veya
restoratif olmayan uykuyu yasamakta zorlanmaktadir (7).

Istenilen zamanlarda uyumak ya da uyanik kalmak ile ilgili sorunlardan olusan,
genellikle asir1 uyku veya uykusuzluk durumu goriilen bozukluklar uyku bozuklugu
olarak adlandirilmaktadir. Uluslararas1 Uyku Bozukluklar1 Siniflandirmasi (ICSD) uyku
bozukluklarin1 7 baghk altinda simiflandirmistir. Bu smiflandirmaya goére uyku
bozukluklari; uykusuzluk bozukluklari, uykuyla iligkili solunum bozukluklari, santral
hipersomnolan  bozukluklari, sirkadiyen ritim uyku-uyaniklik  bozukluklari,
parasomniler, uykuyla iligkili hareket bozukluklar1 ve diger uyku bozukluklaridir.

Uyku sikayetlerinin degerlendirilmesi uyku anamnezi ve fiziki muayene ile
baslamaktadir. Uyku fizyolojisi ve bozukluklarinin tanisinda ise uyku apnesi testi olan
polisomnografi (PSG) kullanilmaktadir. (43). PSG hastalarin bir gece boyunca uyku

laboratuarinda tutulmasi ile yapilmaktadir. Test sirasinda viicudun ¢esitli noktalarina
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baglanan kablolarla alman sinyaller odanin digindaki bilgisayar ortamina
aktarilmaktadir. Olgiim yapilirken beynin elektriksel aktivitesi (EEG), kalbin elektriksel
aktivitesi (EKG), solunum sayisi, viicut 1sis1, kan oksijen diizeyleri ve géz hareketleri
gibi fizyolojik degisiklikler kayit altina alinir (40). PSG ile uyku evreleri, uyku kalitesi
ve uyku ile birlikte olan bozukluklar tespit edilebilir. Ozellikle Obstriiktif Uyku Apnea
(Uyku apnesine bagl uyku bozuklugu) tanisinda PSG sonuglar1 kullanilmaktadir. Giin
boyu uyaniklik ve uykusuzlugun degerlendirilmesi i¢in ise Stanford uykusuzluk skalasi

ve Epworth uykusuzluk skalasi kullanilmaktadir (42).

UYANMA : ,\
/ UYKU

\ y ®UYANMA /
-~
»

Sekil 2. 3. Memelilerde uyku ve sirkadiyen sistem dongusi

SCN, uyarilart LH’ ye ve DMH’ ye yansitir. DMH gelen uyariy1 LC veya VLPO’ya aktararak genis bir
uyku ve uyanma merkezi sunmaktadir. Kisaltmalar: SCN: suprakiyazmatik nukleus; DMH: dorsomedial
hipotalamus; LH: lateral hipotalamus; LC: locus coeruleus; VLPO: ventrolateral preoptik bélge. (25)
numarali kaynaktan yararlanilarak yeniden ¢izilmistir.

2.4.1. Sirkadiyen Ritme Bagh Uyku Bozuklugu

Sirkadiyen ritim uyku bozukluklari, istenilen zamanlarda uyumak ya da uyanik
kalmak ile ilgili sorunlardan olusan, genellikle asir1 uyku veya uykusuzluk durumunun
goriilldiigii  bozukluklardir (8). Sirkadiyen ritim bozukluklarina bagli uyku
bozukluklarinin temel nedeni, biyolojik zamanlamadaki degisiklikler veya sirkadiyen
zamanlama sistemi ile 24 saatlik dis ¢evre arasindaki uyumsuzluktur. Sirkadiyen ritim
uyku bozuklugu: uyku-uyaniklik ritminin devamli veya tekrarlayici tarzda bozulmasi

fonksiyonel kayiplar ile sonuglanir (18). Fonksiyonel kayiplar sosyal, mesleki,
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akademik ya da diger onemli alanlarda performans azalmasi olarak kendini gosterir
(44). Ayrica uyku bozuklugu ruhsal ve fiziksel agidan olumsuz etkilenmelere neden olur
(37).

Uluslararas1 Uyku Bozukluklar1 Siniflamasi, uyku ve uyanikligin zamanlamasi
ile ilgili sirkadiyen ritme bagli uyku bozukluklarin1 6 grupta siniflandirir (Tablo 2.1.).
Tiim sirkadiyen ritme bagli uyku bozukluklarinin birincil klinik 6zelligi, uykuya dalma,
uykuda kalma veya istenen zamanda uyanamama bir yetersizliktir (5). Sirkadiyen ritim
uyku bozukluklar1 iginde en sik goriilen gecikmis uyku faz1 bozuklugudur ve bozuklugu
olan kisiler uykuya dalma ve uyanma siirelerinin siirekli bir sekilde normalden fazla
stirmesi seklindedir (45). Jet-lag tipi bozuklukta birden ¢ok zaman dilimi gecirilerek
seyahat edildiginde ortaya c¢ikan, iginde bulunulan zamana gdre giiniin uygunsuz
saatlerinde uykulu ya da uyanik olma durumudur. Bu durum, zaman dilimlerinde hizli
yolculuktan kaynaklanan i¢ biyolojik zaman ile dig zaman arasindaki ani uyumsuzluga
neden olur. Vardiyali ¢alisma tipi bozuklukta ise gece mesaisi ya da mesai saatlerinin
stk degismesiyle birlikte asil uyku doneminde kisinin uykusuz ya da asil uyaniklik

doéneminde uykulu olmasi durumudur (11).

Tablo 2. 1. Sirkadiyen ritme bagli uyku bozukluklari

Sirkadiyen Ritme Bagh Uyku Bozukluklar:

Gecikmis uyku-uyaniklik faz bozuklugu,

Ileri uyku-uyaniklik faz bozuklugu,

Dizensiz uyku-uyaniklik ritim bozuklugu,

24 saat olmayan uyku- uyaniklik ritim bozuklugu,
Jet lag

Vardiyali ¢calisma bozuklugu

Uyku ve sirkadiyen ritim bozuklugu ndropsikiyatrik hastaliklar ve gozdeki ciddi
bozukluklar dahil zamanimizin en zorlayici hastaliklarinin ortak 6zelligidir. Giintimiizde
saglik, gida {tretimi, giivenlik, savunma, yayincilik ve ulasim gibi birgok kesim
verimliliklerini ve hizmetlerini artirmak igin vardiya ¢alismasi yaparlar. Bu sekilde
calisan kisilerde uyku-uyaniklik dongiisii bozulmakta ve beraberinde pek ¢ok ruhsal ve
fiziksel problem ortaya ¢ikmaktadir (10).

Sirkadiyen ritme bagli uyku bozuklugu uygunsuz bir zamanda uykulu hissetmekten

cok daha fazla etkiye sahiptir. Anormal metabolizma, kardiyovaskiiler hastaliklar, artan
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beden kitle indeksi ve metabolik sendrom ile iliskilidir. Uyku ve sirkadiyen ritim
bozuklugu ayrica, zayif dikkat ve hafiza, azalmis zihinsel ve fiziksel reaksiyon siireleri,
azalmis motivasyon, depresyon, uykusuzluk, obezite, bagisiklik sistemi bozuklugu
olmak iizere birbirine bagl patolojilerle iliskilidir (38, 46). Cok sayida rapor vardiya
iscilerinin diyabet, obezite ve kardiyovaskiiler insidanst daha yiiksek oldugunu
gostermektedir (15). insanda yapilan calismalarda, sirkadiyen bozukluk glukoz, insiilin
ve trigliserit seviyelerini yiikseltigi ve enerji tiiketimini azalttig1 gozlenmistir (21).

Uyku kayb1 ayn1 zamanda insiilin direnci belirte¢lerinde artis1 igeren metabolizma
lizerinde derin etkilere sahiptir (25). Insanlarda insiilin sekresyonunda ve glukozda
giinliik dongtiler tip 2 diyabetli hastalarda kaybolmustur. Kisa uyku siireleri sempatik
sinir sistemi aktivitesini artirarak insiilin direncine yol acar, aksam kortizol seviyeleri
yiikseltir ve zamanla B-hucrelerini tehlikeye atarak beyin glukoz kullanimini azaltir ve
diyabete yol acar. Benzer sekilde, tip 1 diyabetik hastalar saglikli deneklere gore daha
erken ve gece kalict lipoliz gosterirler (6). Calismalar, uyku yoksunlugunda leptinin
(tokluk hormonu) azaldigini grelinin (aglik hormonu) artigini bunun sonucunda da
insiillin duyarliliginin tehlikeye girdigini gostermektedir (12). Ayrica, metabolik
sendrom (yiiksek TAG, disiik yiiksek yogunluklu lipoprotein-kolesterol HDL-C
seviyeleri) vardiyali ¢alisma ve gece yeme kosullarinda daha sik goriiliir (6).

Yetersiz uykunun ayni1 zamanda sirkadiyen ekspresyon gdsteren genlerin sayisini
azalttig1 bildirilmistir. Yetersiz uyku durumunda CLOCK, PER ve CRY2 gibi birgok
sirkadiyen genin etkilendigi rapor edilmistir (47). insanlarin belirli bir uykuya dogru
egilimleri vardir. Kronotip, uyku-uyaniklik zamanlarinin bireysel varyasyonlar1 olarak
tanimlanir ve biiyiik 6l¢iide 151k, cevresel ve genetik faktdrlerden etkilenir. Bir kisinin
kronotipi onun 24 saatlik zaman diliminde hangi vakitlerde uyumaya meyilli oldugunu
ifade eder (11). insanlarda iki kronotip (sabahgil ve aksamcil kronotipi) mevcuttur (46).
Aksamcil kronotipte calisanlar ge¢ kalkmayir ve gec¢ yatmayir tercih ederler bu da
sirkadiyen sistemlerinde faz gecikmesine neden olmaktadir. Uyku siiresinden bagimsiz
olarak aksamcil kronotipte olanlar, artmis kalp hizi, yiiksek tansiyon, yiiksek stres
hormonlari, uyku apnesi, diisik HDL seviyeleri ve tip 2 diyabet ile iliskilendirilmistir
(11). Sabahcil kronotipte olanlar ise daha erken uyanir ve daha erken uyurlar. Yakin
zamanda yapilan bir¢ok c¢aligsma, sirkadiyen genlere yakin genetik lokuslar ile kronotip
arasindaki iligkileri tanimlamistir. Ek olarak, PER2'deki mutasyonlar ileri uyku fazi

sendromu ile CRY 1'deki mutasyonlar gecikmis uyku fazi sendromu ile iliskilendirilmis,
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Dolayisiyla, bu c¢alismalar kronotipler ile sirkadiyen gen rahatsizliklar1 arasinda

baglantilarin tanimlanabilecegini gostermektedir (13).

2.4.2. Obstruktif Uyku Apne Sendromu

Obstriiktif Uyku Apne Sendromu (Uyku apnesine bagl uyku bozuklugu) kronik
aralikli hipoksi ve iist solunum yolunun tekrarlayan ¢okiisii nedeniyle uykudan sik
uyanma durumudur. Uyku apnesine bagli uyku bozuklugu, artmis oksidatif stres,
inflamasyon ve list solunum yolunun tekrarlayan tam (apne) veya kismi (hipopne) ile
karakterizedir (48). Uyku sirasinda solunum yollarinin tamamen tikanmasi, beynin
uyarilmasina, sempatik aktivasyona ve kanda oksijen desatiirasyonuna neden olur. Uyku
sirasinda tekrarlanan iist solunum yolu tikaniklii pargalanmis ve restoratif olmayan
uykuya neden olur (49) Uyku apnesine bagli uyku bozuklugu olanlar yorgunluktan, giin
ici asir1 uyku, gece uykusuzluk veya sabah bas agrilarindan sikayetci olabilirler. Uyku
apnesine bagl uyku bozuklugu tanisi i¢in apne hipopne indeksi (AHI) kullanilmaktadir.
AHI uyku saati basma solunum durmasi ortalama sayisidir. Uyku apnesine bagl uyku
bozuklugu tanisinda hastalar AHI degerlerine gore basit horlama (<5), hafif, (5-15), orta
(16-30) ve agir (>30) uyku bozuklugu olarak siniflandirilir (40). AHI> 5 uyku
bozuklugu olarak tanimlanir (50).

Uyku apnesine bagli uyku bozuklugu olduk¢a yaygin bir hastaliktir. Inme,
hipertansiyon, diabetes mellitus ve koroner arter hastaligt uyku apnesine bagli uyku
bozuklugu ile iligkilidir. Uyku apnesine bagli uyku bozuklugu kadinlara gore erkeklerde
daha sik goriiliir ve yas ve obezite ile artar. Sigara ve alkol tiiketimi ayrica risk
faktorleri arasindadir (51). Genel populasyondaki yetigkin erkeklerin en az %50'si bir
dereceye kadar uyku sirasinda solunum bozuklugu goriilmektedir. Ayrica, hastalik
ozellikle orta yasl ve yash erkeklerin %79'unda yaygindir (50). Kanitlar Uyku apnesine
bagli uyku bozuklugu dogrudan yiiksek kardiyovaskiiler mortalite ve morbidite ile
iligkili oldugunu gostermektedir (52).

Endojen sirkadiyen sistemi, solunum olaylariin gece boyunca uzamasinda 6nemli
bir rol oynar ve uyku apnesinin modiile edilmesini saglar. Her uyku igin olay sureleri
olan oksijen desatiirasyonu ve AHi’nin sirkadiyen osilasyon goésterdigi bildirilmistir
(53). Calismalar sirkadiyen sistemin apne-hipopne baslatma ve sonlandirma
mekanizmalarinda 6nemli bir rol oynadigin1 gostermektedir. Uyku apnesine bagl uyku
bozuklugunun sirkadiyen saatin iglevinde bozukluga yol actig1 bildirilmistir. Sabahin

erken saatlerine karsilik gelen sirkadiyen bir fazda, apne ve hipopne siireleri en uzun ve
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AHI diisiik, buna karsilik 6gleden sonra ve aksamin erken saatlerine karsilik gelen
sirkadiyen evrelerinde, olay siireleri en kisa ve AHI yiiksek bulunmustur (53).

Uyku apnesine bagli uyku bozuklugunun bir 6zelligi olan aralikli hipoksinin
sirkadiyen saatin islevinde bozukluga yol agtig1 bildirilmistir. Hipoksiye bagli faktorler
(HIF1A, HIF1B, HIF3B, HIF2 / ARNT) diisiik oksijenli siiregte kritik diizenleyicilerdir.
BMALL1'in HIFIA ve HIF2A'y1 dogrudan baglandigi, ek olarak bu CLOCK/hipoksi
kompleksinin DNA ile etkilesime girdigi ve bu heterodimerlerin hiicresel hipoksiye
cevap verebilecegi gosterilmistir. Fare dokusundaki oksijen seviyelerinin gunlik
osilasyon gosterilmistir. Ayrica, oksijen seviyelerinin bu ritmik dongiileri, hiicresel
saatleri HIF1A'ya bagimli bir sekilde senkronize edebilir. Daha da onemlisi, diisiik
oksijen seviyelerine daha az maruz kalmasi igin sirkadiyen saati sifirlayabilir (54). Yine
hipoksi miyokard enfarktiisii, kardiyovaskiiler dokularda hipoksiye bagl transkripsiyon
faktorlerinde degisikliklere neden olur.

Uyku apnesine bagli uyku bozuklugu artan TAG seviyeleri ile baglantilidir.
Hipoksi, kahverengi yag dokusu ve beyaz yag dokusunda lipoprotein lipaz aktivitesini
azaltir. Ek olarak, hipoksi, lipoprotein lipaz, PPAR-y ve yag asidi tasiyict CD36'nin
transkripsiyonunu azalttig1 gosterilmistir. Akut hipoksinin hepatik TAG sekresyonunu
arttrmadigi doku alimimi azalttigi i¢in plazma TAG’lerin arttigi bildirilmistir (55).
Ayrica hipoksi, zayif farelerde hiperlipidemiye neden olmaktadir. Bu aralikli hipoksinin
transkripsiyon faktori SREBP-1’in aktivasyonu ve TAG ve FL biyosentezinden
sorumlu  stearoil-KoA  desatiraz-1 (SCD-1) enziminin aktiflestirilmesinden
kaynaklanmaktadir. Buna karsilik, kolesterol biyosentezinde rol alan anahtar genler,
SREBP-2 ve 3-hidroksi-3-metilglutaril-KoA (HMG-KoA) rediiktaz, aralikli hipoksiden

etkilenmemektedirler (52).

2.5. Sirkadiyen Ritim Bozukluklarinda Degisim Gosteren Metabolitler

Insanlarda kiigiik molekiil agirlikli metabolitlerin yaklasik %15'inin sirkadiyen
degisiklikler gosterdigi ve bunlarin arasinda %75'ten fazlasinin ¢ogunlukla yag asitleri
oldugu gosterilmistir (22). Saglikli 20 insanin plazmasinda yapilan lipidomiks
calismasinda; lipidlerin %13 niin sirkadiyen osilasyon gosterdigi sirkadiyen osilasyon
sergileyen lipitlerin ¢ogunun TAG ve digliseritler oldugu bildirilmistir. TAG sabah en
yiiksek iken FC’ler aksamlar1 en yiiksek diizeylere ulasmistir. LDL kolesterol ise
sirkadiyen ritim gdstermemistir (56). Insan iskelet kas1 ve in vitro kiiltiirlenen primer

insan myotiibiillerinde lipid profillerinin arastirlldigi ¢aligmada gliserolipidler,
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gliserofosfolipitler ve sfingolipitler, giinlik osilasyon gosterdigi bildirilmistir (57).
Cevresel olarak kontrol edilen bir uyku laboratuvarinda yaklagik 2 hafta boyunca kalmis
bireylerde zayif osilasyon ve degiskenlik gosterse de osilasyon gosteren metabolitler
bulunmustur. Bu metabolitler bir gliserofosfolipid (FG, 18: 1) ve bir lizofosfolipid (Lizo
FC 16: 0) olarak bulunmustur (58). Saglikli kopeklerde giinliik serum lipidlerin
(esterlesmemis yag asitleri, TAG, FL, total kolesterol ve total lipitler) varyasyonlarini,
ozellikle de 151k ve aclik dongiileri ile olan gecici iliskilerine bagli olarak incelendigi
calismada; kopeklerin besin kisitlamasi sonucu total lipitlerin, total kolesteroliin,
FL’lerin ve TAG’larn ritimleri ortadan kalktig1 gézlenmistir. Is1§a maruz kaldiklarinda
ise TAG ritiminin degistigi bildirilmistir (59).

Uyku yoksunluguna maruz kalmanin plazma lipidlerinde yaygin degisikliklere
yol acabilmektedir (15). Uyku sinirlandirmasi veya uyku bozuklugunun bir sonucu
sirkadiyen senkronizasyondaki bozulmalar olmasi sebebiyle uyku smirlandirmasi
yapilmis rat ve insanlarda detayli metabolik profil calismalari yapilmistir. Degisen
metabolitler arasinda okzalik asit ve diagilgliseroliin (36:3) her iki tiirde de Snemli
oranda azaldig1 belirlenmistir. Ayrica daha kisa zincirli triagilgliserolerin birikimi, uzun
zincirli yag asitlerinin beta oksidasyonunda azalma, buna ilaveten bazi fosfolipidlerin
sentezi ve oksidasyonu ile baglantili metabolitlerdeki artis arastiricilar tarafindan PPAR
yoluyla peroksizomal aktiviteye isaret ettigi seklinde yorumlanmistir (16). Yine
insanlarda akut uyku smirlandirmalarinda yapilan metabolik profil ¢alismalarinda 27
metabolitin 6nemli oranlarda artig gosterdigi ve bu 27 metabolitten 13’niin
gliserofosfolipid oldugu ortaya konmustur (14). Uyku yoksunluguna maruz birakilmis
bireylerde yapilan bagka bir ¢alismada kolin plazmalojen seviyeleri azalirken, FC ve
coklu doymamis yag asitlerini tasiyan birkag TAG artmistir (15). Uyku kisitlamasinin
erigskinlerin plazma metabolomu iizerindeki etkilerini incelendigi c¢alismada uyku
kisitlandiginda 12 amino asitin bagil konsantrasyonlar1 ve birka¢ yag asidi, safra asidi,
steroid hormonu ve trikarboksilik asit donglisiindeki ara maddelerin artig gosterdigi
buna karsilik dolasimdaki glukoz seviyeleri, bazt monosakkaritler, glukonat ve bes
karbonlu seker alkolleri, uyku azaldiginda azalma egiliminde oldugu bildirilmistir (60).
Yetersiz uyku sonucu yapilan transkriptom analizi 711 genin yetersiz uyku ile
regiilasyonun artigi veya azaldigi bildirilmis. Yetersiz uykunun sirkadiyen ritim

gosteren gen sayisini azalttigi gosterilmistir (47).
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2.6. Lipidler Ile Tlgili Genel Bilgiler

Lipidler, hiicre zarmin bilesenlerinin aktivasyonu, enerji kaynagi, otokrin ve
parakrin sinyal yolaklarina katilma ve otofaji gibi temel biyolojik fonksiyonlara
sahiptirler. Bu fonksiyon c¢esitliligi, lipidlerin molekiil yapilarindaki muazzam
degiskenlik ve biyosentezlerinin gergeklesmesi i¢in farkli biyokimyasal doniisiimlerden
kaynaklanmaktadir (61). Giliniimiizde, lipidlerin hiicre zarlarinin kalinlik, rijitlik, yanal
faz ayrilmasi ve flizyon egilimi gibi biyofiziksel Ozellikleri etkiledigi bilinmektedir.
Hiicre zarlarindaki bu isleyis membranla iligkili proteinleri module eder. Herhangi bir
biyofiziksel o6zelligin modiile edilmesinde farkli bir lipid tipinin etkisi nispi
konsantrasyonuna baglidir. Dolayisiyla lipid tiplerinin birinin konsantrasyonundaki
eksiklik veya degisiklikler hiicresel diizeyde onemli degisiklikler meydana getirebilir
(62). Lipidler, yapisindaki ketoagil ve izopren gruplarina gore sekiz kategoride
simiflandirilir. Bunlar yag asitleri, gliserolipidler, FL, sfingolipidler, sakkarolipidler,
polipidler (ketoagil alt birimlerinin yogunlasmasindan elde edilen), steroller
(kolesterol), ve prenolik lipidler (izopren alt birimlerinin yogunlasmasindan elde
edilen)’dir (61). Lipidler arasinda, membran yapisinda énemli rollere sahip olanlar, FL,
sfingolipidler, steroller ve trigliseritlerdir. Okaryotik hiicre membraninda bulunan ana
lipidler ise FL’ler, steroller ve sfingolipidlerdir (63). Ozellikle FL’ler, hiicreleri
olusturan yapisal ve biyolojik olarak 6nemli molekiillerdir. FL’ler; homeostaz, hiicre
yapismasi, gd¢, ndrotransmisyon, sinyal iletimi, vezikiil trafigi, apoptoz ve translasyon
sonras1t modifikasyon gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlarin diizenleyicileri olarak islev
gorurler (61). Ayrica FL’ler, membranlarda hiicre i¢i veya hiicre yiizeyinde kanallar ile
zar proteinlerinin, reseptorlerin, enzimlerin ve iyonlarin davranisinda rol oynarlar. FL
ana siniflar1 sunlar igerir: fosfatidik asit (FA), fosfatidilgliserol (FG), fosfatidilinositol
(FI), kardiyolipin, fosfaditilkolin (FC), fosfatidiletanolamin (FE) ve fosfatidilserin (FS)
(64). FL’lerin diger bir alt sinifi uzun zincirli bir alkil veya alk-1enil grubu igeren eter
gliserolipidlerdir (65).

2.7. Peroksizomal Lipidler

Peroksizomlar eritrosit hari¢ blttin hayvan hiicrelerinde bulunan tek zarla cevrili
organellerdir (66). Peroksizomlar, redoks homeostazi ve diger metabolik fonksiyonlar
icin Okaryotlarda oldukga 6nemlidir (67). Cogu Okaryotik hiicrede peroksizomlar yag
asitlerinin oksidasyona ugratildig1 ve bdylece dnemli biyosentetik yolaklar i¢in Oncii

molekiillerin iiretildigi temel yapilardir. Memeli peroksizomlari, 6zellikle ¢ok uzun
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zincirli ve dallanmis yag asitlerinin yikiminda rol oynar. Memeli hiicrelerinde
peroksizomlarin metabolik fonksiyonlar1 arasinda; reaktif oksijen tiirlerinin
uzaklastirilmasi, ¢ok uzun zincirli yag asitlerinin B-oksidasyonu, uzun zincirli yag
asitlerinin a-oksidasyonu, safra asitlerinin sentezi ve eter gliserofosfolipid biyosentezi
bulunur (68). Yag asitlerinin B-oksidasyon ayrica mitokondride meydana gelir, ancak;
a-oksidasyon ve eter gliserofosfolipid biyosentezi kismen peroksizomlara 6zgiidiir ve
metabolik homeostaz icin  6nemlidir  (29). Peroksizomlardaki  yol eter
gliserofosfolipidlerin sentezi icin zorunlu, diacil fosfolipidlerin sentezi igin ise alternatif
bir yoldur (69). Peroksizomlar amino asit ve yag asitleri gibi ¢esitli substratlari okside
etmek icin molekiler oksijeni kullanan enzimler (oksidazlar) igerirler (66).
Peroksizomlarda bulundugu bilinen enzimlerdeki eksiklikler c¢ogunlukla lipid
metabolizmasini etkileyen ¢oklu biyokimyasal anormalliklere neden olur. Karakteristik
olarak, ¢cok uzun zincirli yag asitlerinin peroksizomal -oksidasyonunun yetersiz olmasi
ve plazmalojen seviyelerinde bir azalma olmasi, alkil-dihidroksiaseton fosfat sentaz
(ADHAFS) ve dihidroksiaseton fosfat acil transferaz (DHAFAT) enzimlerindeki
kusurlar nedeniyle meydana geldigi bildirilmistir (69). Yine Alzheimer, Down
sendromu ve Zellweger sendromu gibi bir¢ok hiicresel fonksiyon ve hastalik
peroksizom metabolizmasiyla iligkilidir (65). Mevcut kanitlar, peroksizomlarin oksidatif
strese bagli sinyal yollarinin potansiyel diizenleyicileri olarak islev gordiigiini
gostermektedir. Bu bulgular, peroksizom disfonksiyonunun sadece peroksizomal
bozukluklarla degil, ayn1 zamanda oksidatif stresle iligkili yasa bagl hastaliklarla da
iliskili oldugunu gostermektedir (70).

2.7.1. Eter Gliserofosfolipidler

FL’ler gliserol omurgasinin sn-1 ve sn-2 pozisyonlarina ester baglariyla bagh
acil zincirlerine sahiptir (71). Eter bagl fosfolipidler, gliserol omurgasinin sn-1
pozisyonunda bir alkil eter veya vinil eter bagi iceren lipidlerdir (Sekil 2.4.). Eter
gliserofosfolipidlerde (EGL) iki ana tip eter bag1r bulunmaktadir. Bunlar eter ve vinil
eter baglaridir. EGL’de alkil eter bagi a-pozisyonunda ve D-konfiglrasyonuna sahiptir.
Vinil eter baginda ise oksijen atomuna bagl bir ¢ift bag bulunur. Bu ¢ift bag Z veya cis

konfigurasyonuna sahiptir (72).
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Eter R—O—(CH,)n—CH;,
Vinil Eter  R—O—CH=CH—(CH,)n—CH,
Sekil 2. 4. Eter ve vinil eter yapisi

EGL’ler alkali kosullar altinda agil gruplarmi kaybederek alkil ve alkenil
gliserolipidlere doniisebilir. EGL’nin alkil eter baglari, normal kosullarda asidik
hidrolize kars1 stabil iken vinil eter baglari, asidik kosullarda aldehitlere doniisebilir
(73). EGL’ler gliserol omurgasinin sn-1 pozisyonunda bir alkil eter veya alk-1-enil
(vinil eter) eter bagi, sn-2 pozisyonunda genellikle ester bagli bir agil zinciri
bulundururlar (29). EGL’de sn-3 pozisyonunda fosfat grubuna bir alkol grubu baglidir.
Alkol grubu genellikle kolin veya etanolamindir ancak zaman zaman inositol veya serin
de bulunabilir. Dogada bulunan EGL’ler ¢ogunlukla heksadesil (C16:0-Kimil Alkol),
oktadesil (C18:0-Batil Alkol) ve oktadesenil (C18:1-Selasil Alkol) karbon birimlerinden
olusur (74). EGL’ler vinil eter bagi bulunduranlar plazmeniller (plazmalojenler), eter
bag1 bulunduranlar ise plazmaniller olarak adlandirilir. EGL plazmeniller, plazmaniller
trombosit aktive edici faktor (PAF) ve diger eter lipid olarak siniflandirilir (61). PAF,
kemotaksisin uyarilmasi, toplanmasi ve oksidatif metabolizmasi1 gibi etkilere ve ayrica
trombositlerde topaklanma, sekil degisimi ve salgilanmanin indiiklenmesi gibi
fonksiyonlara sahiptir (75). Plazmanil ve plazmenil EGL smiflar1 sonraki sayfada
detayli aciklanmistir. EGL’ler memelilerin toplam fosfolipidlerinin yaklagik %20'sini
olustur. Ancak dokulardaki dagilimi degiskenlik gosterir. En yiliksek EGL diizeyleri
beyin, kalp, dalak ve beyaz kan hiicrelerinde bulunurken, karacigerde diisiik diizeyde
bulunur (71).

Eter Lipid

0
H,C—O0—C—R1 H,C—O—CH;—R1 H,C—0O—-CH=CH-R1

? ? 0
HC—0O—C—R2 HC—O—C—R?2 HC—O—C—R2
|0 |9 |9
HZC—O—ﬁ—O—X HZC—O—I|3|—O—X HZC—O—ﬁ—o—x

o) o) o)

Diacil gliserofosfolipid Alkil acil gliserofosfolipid ~ Alkenil agil gliserofosfolipid
(Plazmalojen)
Sekil 2. 5. Diagil gliserolipid ve eter gliserolipid yapisi

(76) nolu kaynaktan yararlanilarak yeniden ¢izilmistir.
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2.7.1.1. Plazmalojenler

Gliserofosfolipidler gliserol yapisinin sn-1 pozisyonundaki gruba gore g alt
smifa ayrilir: agil, alkil ve alkenil gliserofosfolipidler (77). Gliserol omurgasinin sn-1
pozisyonunda bir acil grubu bulunduranlara acil gliserofosfolipid denir. Gliserol
omurgasinin sn-1 pozisyonunda doymus bir eter kismi igerenlere alkil gliserofosfolipid
(plazmanil veya 1-O-alkil-2-agil-sn-glisero-3-fosfolipid) olarak adlandirilirken sn-1
pozisyonunda bir vinil eter kismi bulunduranlara alkenil gliserofosfolipid
(plazmalojenler, plazmeniller veya 1-O-1(’Z)-alkenil-2-acil-gliserofosfolipid) olarak
adlandirtlir  (61). EGL’lerin alkenil gliserofosfolipid formu, "plazmenil", alkil
gliserofosfolipid formu, "plazmanil” 6n ekine sahiptir (61, 78).

Plazmalojenler 1924 yilinda Feulgen ve Voit tarafindan kesfedilmistir (79).
Plazmalojenler, EGL’lerin en yaygin smfidir ve esas olarak kolin plazmalojenler
(plazmenilkolinler) ve etanolamin plazmalojenler (plazmeniletanolaminler) olarak
simiflandirilirlar (61). Bas grubu olarak etanolamin bulunduranlar plazmeniletanolamin
kolin bulunduranlar plazmenilkolin olarak adlandirilir (29). Plazmalojenlerin sn-2
pozisyonunda, ¢oklu doymamis yag asidlerinden (PUFA) dokozaheksaenoik asitler
(C22: 6 n-3) veya arasidonik asit (C20: 4 n-6) bulunur (78).

Plazmalojenler, bircok hiicresel sinyal proteininin yogunlastigi, kolesterol
bakimindan zengin zar bdlgeleri olan lipid yiginlar1 (lipid rafts) mikroalanlarinda
yogunlukla bulunurlar (80). Plazmalojenler insan biyolojik sivilarinda, anaerobik
bakterilerde, omurgasizlar ve omurgali hayvan tiirlerinde yaygin olarak bulunur (81).
Plazmalojenler, tiim memeli hiicrelerinin hiicre zar1, ¢ekirdek, ER, golgi ve mitokondri
gibi organellerin onemli bileseni iken sentez yerleri olan peroksizomlarda bulunmaz.
(71). Ayrica, plazmalojenler tiim memeli hiicrelerinin beyin, kalp ve kas dokusunda
bulunur (82). Insan doku ve hiicrelerinde ise plazmalojenler karacigerde, bagirsakta ve
bobrekte sentezlenir ve lipoprotein bilesenleri olarak kana saliirlar  (70).
Plazmalojenlerin dokulardaki oranlart 6nemli 6l¢iide farklilik gosterebilir: Kalpte %32-
50, inflamatuar hiicrelerinde %50'ye kadar ve spermatozoada %55'tir. Beyindeki FE nin
ucte ikisi ve toplam miyelin fosfolipidlerinin  %12'si plazmeniletanolaminler, (29).
Plazmada, plazmeniletanolaminler, toplam FE'nin %50'sini ve Plazmenilkolin toplam
FC'nin %5'ini temsil eder (61). En diisiik miktarda plazmalojen karaciger dokusunda
bulunur. Bu, karacigerdeki azligin sebebi sentezlenen plazmalojenlerin daha sonra

lipoproteinler seklinde diger dokulara taginmasi ile agiklanmistir (83). Plazmalojen
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seviyeleri ayn1 zamanda organizma yasi ile de ilgilidir. Saglikli yenidoganlarda eritrosit
plazmalojen igerigi c¢ok diisliktiir. Beyin plazmalojenlerinin toplam miktari,
myelinasyonun gelisim evresi sirasinda baslar ve yaklasik 30 yasina kadar maksimum
seviyelere ulasir genellikle yaslanmayla birlikte de azalir (84).

2.7.1.2. Plazmalojenlerin Biyosentezi

Plazmalojen biyosentezi peroksizomlarda baslar ve ER’de sonlanir (85). Glikoliz
ara maddesi gliserol-3-fosfat (G3F) plazmalojen sentezinde ©Onci molekdlidar.
Sitoplazmadan peroksizom membranina gecen G3F, peroksizomlarda gliserol-3-fosfat
dehidrojenaz (G3FDH) Kkatalizi ile dihidroksaseton fosfata (DHAF) indirgenir (29).
Olusan DHAF’nin sn-1 konumuna DHAF aciltransferaz (DHAFAT) tarafindan bir yag
acil KoA’nin eklenmesiyle acil-DHAF olusur. Bu asama icin gerekli yag asitleri de
novo lipojenezi veya diyet kaynaklarindan yag asidi sentazinin (YAS) aktivitesiyle
tiretilir. Yag asitleri peroksizomal membran ile iliskili bir agil-KoA sentetaz (AKS) ile
acil-KoA'lara doniistiiriilir (76). Sonraki peroksizomal adimda agil-DHAF’ye alkil
dihidroksiaseton fosfat sentaz1 (ADHAFS) 1n katalizi ile bir yag alkolii eklenir ve alkil-
DHATF sentezlenir. Bu asamada ADHAFS i¢in gerekli yag alkolii peroksizom digindaki
yag agil-KoA rediiktaz 1 ve 2 (YAR1 / YAR2) enzimleri tarafindan saglanir (61). Yine
bu asamada sn-1 pozisyonundaki acil zincirinin alkil zinciri ile yer degismesi sonucu
sn-1 konumunda eter bagi olusturulur. Son peroksizomal asama agil/alkil-DHAF
rediiktaz aracilig1 ile gergeklestirilir. Sentezlenen alkil-DHAF peroksizom membraninda
bulunan alkil-DHAF rediiktaz tarafindan 1-O-alkil-G3F’ye, A¢il-DHAF ise acil-DHAF
rediiktaz tarafindan 1-acil-G3F'ye (lizofosfatidik asit) indirgenerek peroksizom disina
cikar (83). Sentezin sonraki adimlari ER'de gergeklesir. ER’deki ilk asamada 1-O-alkil-
G3F’ye bir agil transferaz aracilifiyla bir acil grubu eklenir. Devaminda bir
fosfohidrolaz katalizi ile 1-alkil-2-agilgliserole dondstirilir. Olusan  1-alkil-2-
acilgliserole CDP-etanolamin alkil acilgliserol fosfoetanolamin/kolin transferaz ile bir
CDP- etanolamin veya CDP- kolin eklenir. CDP-kolin eklenmesiyle 1-alkil-2-
acilgliserol  3-fosfokolin, CDP-etanolamin eklenmesiyle 1-alkil-2-acilgliserol-3-
fosfoetanolamin olusur (71). 1-alkil-2-agilgliserol 3-fosfoetanolamin A® desatiiraz ile 1-
alk-1’-enil-2-acilgliserol ~ 3-fosfoetanolamin/kolin  (etanolamin/kolin  plazmalogen)
sentezlenir (Sekil 2.6.). Diger taraftan Agil-DHAF acil-DHAF rediiktaz tarafindan 1-
acil-G3F'ye (lizofosfatidik asit) indirgenerek peroksizom disina ¢ikar ve ER’de diagil
fosfolipidlerin sentezinde rol oynar. Bu yol diagil fosfolipid sentezi igin zorunlu

olmayan alternatif bir yoldur (83).
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Sekil 2. 6. Plazmalojen biyosentez basamaklari.

DHAFAT: dihidroksiaseton fosfat agil transferaz, ADHAFS: alkil dihidroksiaseton fosfat sentaz, AKS: acil KoA sentaz, YAR1/2: Yag a¢il-KoA Rediktaz
1/2, DHAF: dihidroksiaseton fosfat, GPE/C: gliserol-3-Fosfoetanolamin/Kolin. (76, 83) numarali kaynaklardan yararlanilarak yeniden ¢izilmistir.
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2.7.1.3. Plazmalojen Biyosentezinin Regulasyonu

Plazmalojen sentezi, plazmalojenlerin hiicre seviyesine baglh bir sekilde feed
back (geri bildirim) mekanizmasi ile diizenlenir (85). Plazmalojenlerin miktarinin
algilanmasi, plazmalojen biyosentezinin regililasyonu i¢in ¢ok onemli bir adimdir.
Plazmalojenlerin ~ miktarinin ~ algilanmasi  plazma  membraninda  bulunan
Plazmeniletanolamin miktarinin algilanmasiyla diizenlenir (71). Plazmeniletanolamin
biyosentezi, yag acil rediiktaz 1(Yarl)’in stabilitesinin, toplam plazmeniletanolaminler
hiicresel  seviyesine bagli  bir sekilde modiille edilmesiyle diizenlenir.
Plazmeniletanolamin eksikligi olan hiicrelerde plazma zarinin i¢ yiizeyinde yer alan
plazmeniletanolaminler miktar1 algilanir ve hiicresel plazmeniletanolaminler seviyesini
gosteren sinyal, peroksizomlara iletilir ve Yarl’'in stabilitesinin diizenlenmesini saglar.
Yarl'in yiksek aktivitesi, hicresel plazmalojen seviyesini yikselterek normale
dontistiiriiliir.  Yarl'in aktivitesi, transkripsiyon seviyesinde diizenlenmez; aksine,
hiicresel plazmalojenlerin miktarina cevaben Yarl'in stabilitesini modiile edilmesiyle
transkripsiyon sonrasi diizenlenir (Sekil 2.7.). Yarl'in ayrismasi plazmalojen eksikligi
olan hicrelerde inhibe edilir, oysa hiicresel Plazmeniletanolaminler'in ylkselmesi,
CHO-K1, HeLa ve HepG2 gibi ¢esitli hiicre hatlarinda bildirildigi gibi Yarl'in yikimini
arttirir, boylece Plazmeniletanolaminler sentezini azaltir. Bu tiir deneysel kanitlar,
sinirlandirict enzim Yarl'in stabilitesinin, plazmalojenlerin hiicresel seviyesinin
algilanmasimin bir sonucu olarak Plazmeniletanolaminler'in sentezini diizenledigini
gostermektedir (86). Ek olarak, hicresel plazmalojen seviyesi, kolesterol sentezi,
kolesterol esterlenmesi, HDL aracili kolesterol akisinin ve kolesteroliin dagilmasi gibi
bircok asamada kolesterol homeostazlarinda 6nemli bir rol oynar. Bu bulgular géz
Online alindiginda, plazmalojenlerin hiicre seviyesini algilayarak plazmalojenlerin
homeostazini1 korumak i¢in plazmalojen sentezi siki bir sekilde diizenlenmelidir (85).
Ayrica kolesterol biyosentezi de plazmeniletanolaminler'in homeostazi ile diizenlenir,
burada plazmeniletanolamin, kolesterol sentezinde Onerilen ikinci hiz sinirlayici enzim

olan squalen monooksijenaz’in stabilitesini diizenlenmektedir (61).
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Sekil 2. 7. Plazmalojen biyosentezinin regulasyonu.  pja;ma membranin i¢ yiizeyinde yer

alan plazmalojen konsantrasyonu artiginda plazmalojen molekiilii peroksizom membraninda bulunan
YARI baglanarak plazmalojen sentezini baskilar. DHAF: dihidroksiaseton fosfat, YARI: yag acil KoA
rediktazl (87) numaral kaynaktan yararlanilarak yeniden ¢izilmistir.

2.7.1.4. Plazmalojenlerin Fonksiyonlari

Plazmalojenlerin Membran Bilesenleri Olarak Onemi: FL’ler, plazma
zarlarinin ve organel zarlarmm baskin bilesenleridir. Okaryotik membranlarda farkli
FL’lerin kompozisyonunun homeostazi korumak igin esastir (88). FL’lere eter bagh
alkil ve alkenil zincirlerinin dahil edilmesi onlarin fiziksel 6zelliklerini degistirir ve
membran dinamiklerini etkiler. Dolasiyla membranlardaki EGL degisiklikleri, bir¢cok
hiicresel fonksiyon ve hastalikla iligkilidir (78). Plazmalojenlerin sn-1 pozisyonundaki
vinil-eter bagi, sn-1 ve sn-2 pozisyonundaki zincirlerin proksimal bdlgelerinin paralel
olmasimi saglar. Buna bagl olarak zardaki FL’ler daha siki bir sekilde paketlenir,
membran akiskanlig1 diiser ve membran sertligi artar. Bu 6zellik, miyelin gibi membran
yapilarinda olduk¢a 6nemlidir (82). Plazmalojenler, onlari diger fosfolipidlerden ayiran
biyofiziksel ozellikler de gosterirler. Floresan anizotropi ¢aligmalari, plazmalojen
eksikligi bulunan hiicrelerin zarlarinin, kontrol hiicrelerin zarlarindan daha fazla akigkan
ve daha az sirali oldugunu gostermektedir. Bu da plazmalojenlerin lipid akiskanligim
(mobilitesini) azaltigin1 gostermektedir (89). Plazmalojenlerin membran biyolojisindeki
bir diger 6nemli yonii de “fiizojenik™ aktivitelerinde kaynaklanmaktadir. Bu lipidlerin

membran flizyonunu ve fisyonu lizerine etkisi hekzagonal bir faza gegis egiliminin
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artmasindan  kaynaklanmaktadir.  Plazmalojenlerin  bu  6zelliginin, membran
gecirgenligini ve membran-membran flizyonunu arttirdigi diistiniilmektedir (29). Bu
Ozellik eksositoz ve endositoz gibi fizyolojik islemlerde 6nemli bir rol oynamaktadir
(90). Plazmeniletanolaminlerin hekzagonal faz gegis egiliminin daha yiiksek olmasi
nedeniyle, etanolamin plazmalojen iceren vezikdllerin FE igeren keseciklerden alt1 kat
daha hizli bir sekilde fiizyona wugradigi goriilmektedir. Bu, etanolamin
plazmalojenlerinin sinaptik transmisyon, hormon salinimi ve apopitozis sirasinda
meydana gelen membran fiizyonunda rol oynayabilecegine isaret eder (82). Ayrica,
sadece plazmalojenlerin kendilerinin degil, ayn1 zamanda bunlarin lizo-turevlerinin de
membran fiizyonunda ve faz gecisinde 6nemli rolleri oldugu o6ne siiriilmistiir (89).

Plazmalojenler plazma membranlarinda iyonlarin tasinmasinda da rol oynayabilirler

(82).

Plazmalojenlerin Sinyal Bilesenleri Olarak Onemi: Plazmalojenler sn-2
pozisyonunda arasidonik asit (C20:4 n-6) ve dokozahekzaenoik asit (C22:6 n-3) gibi
PUFA’lan yiiksek oranda bulundururlar (78). Her iki yag asiti de beyin gelisimi ve
normal sinir fonksiyonlari i¢in hayati dneme sahiptir. Sinir sisteminde, 6zellikle gri
madde plazmalojenleri PUFA'lar bakimindan zengindir. PUFA'lar plazmojen secici
fosfolipaz A, tarafindan fosfolipidlerden kolayca salinabilir. Serbest arasidonik asit ve
dokozahekzaenoik asit biyolojik olarak aktif molekiillere metabolize olur. Aragidonik
asit; Iokotrienler, lipoksinler, tromboksanlar ve prostaglandinler gibi biyolojik olarak
aktif molekillere metabolize olurlar (63). Dokozahekzaenoik yag asiti;
immunomodulator etkilere sahip olan c¢ozlcilere, koruminlere ve maresinlere
metabolize olabilir. Plazmalojenlerin sn-2 konumundan PUFA’larin serbest birakilmast,
sadece sinyallesme fonksiyonlarina aracilik edebilen serbest yag asitleri tiretmekle
kalmaz, aynm1 zamanda ikinci haberci olarak da hizmet edebilen lizoplazmalojenleri
iretir. Bir etanolamin bas grubuna sahip olan lizoplazmalojenler, dogal oldiiriicii
hiicrelerin (NK) uyarilmasi ve olgunlastiriimasinda kendi antijenleri olarak hareket etme
potansiyeline sahiptir. Kolin bas grubuna sahip olanlar ise, nétrofillerin insan endotel
hlcrelerinde cCAMP-bagimli protein kinazi aktif hale getirerek daha fazla yapismaya
neden olabilirler (89). Son calismalar eter lipid eksikligi olan hastalarin ve hayvan
modellerinin  fenotipik  6zelliklerinin  ¢ogu, plazmalojenlerin  bulunmamasia
baglanmistir. Yine de, ozellikle sinyal iletiminde gesitli baska eter lipid bilesikleri

patolojilere katkida bulunabilir.
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Plazmalojenlerin Antioksidan Olarak Onemi: Plazmalojenlerin vinil eter
baglar1 singlet oksijen ve diger reaktif oksijen tiirlerine (ROS) kars1 plazmalojenler
antioksidanlar gibi davranabilir (82). Ozellikle, plazmalojenlerin, doymamis membran
lipidlerini tekli oksijen ile oksidasyondan koruyabildigine dair kanitlar vardir. Bunun,
plazmalojenleri oksidatif ataklara duyarli kilan vinil eter bagmin varligindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (76). Vinil eter baglarinin diisiikk ayrilma gii¢leri vardir
ve cesitli serbest radikallere ve tekli oksijene maruz kaldiklarinda oksitlenirler. Bu
reaksiyonda plazmalojenler tiiketilir. Bu ¢oklu doymamis yag asitlerinin ve diger hassas
membran lipidlerinin  oksidasyondan korumak igin plazmalojenlerin  kurban
antioksidanlar olarak rol oynadigini gostermektedir. Plazmalojenlerin oksidatif drunleri
1-hidroksi (veya lizo) -2-acil-sn-gliserofosfolipid, 1-formil-2-acil-sn-gliserofosfolipid,
alelik hidroperoksitler, epoksitler ve hemiasetaller olabilir (71). Bunun yani sira,
plazmalojenlerin ¢esitli stres kosullarina kars1 koruduguna dair kanitlar bulunmaktadir.
Plazmalojen eksikligi bulunan hiicrelerin, stres kosullarma karsi kontrol hiicrelerine
gore daha az direncgli oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, plazmalojenlerin
antioksidanlar olarak rolii tartisilmaktadir. Bazi arastiricilar potansiyel bir antioksidan
etkinin, vinil eter bagindan ziyade, plazmalojenlerin sn-2 pozisyonuna esterlenmis

PUFA'lardan kaynaklanabilecegini one siirmektedirler (89).

2.7.1.5. Plazmalojenleri Tespit Etmek icin Analitik Yontemler

Plazmalojenleri tespit etmek, tanimlamak, karakterize etmek ve 6lgmek igin
cesitli analitik yontemler kullanilabilmektedir (61). Total lipidlerden fosfolipaz-C’nin
hidroliz veya vitride rediiksiyonu (lityum aliminyum hidrit ile indirgeme) ile elde
edilebilen dialkil gliserol eterleri, alkil gliserol eterleri ve glikol monoeterleri
adsorpsiyon kromatografisi ile birbirlerinden ayrilabilir (74). Bununla birlikte, substitlie
edilmis gliseroller ve ilgili lipidler TLC ile ayrilabilir. TLC ile ayrilan lipid siniflari,
Gaz-Sivi Kromatografisi ile daha da ayrilabilir (91). Plazmalojenler igin bu analitik
yontemlerin énemli bir yon, vinil-eter bagimin asit hidrolizi ile ilgilidir ve asit hidrolizi
sonucu plazmalojenler yagli aldehitlere ve 1-lizofosfolipidlere ayrisir. Elde edilen yag
aldehitleri genellikle gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) kullanilarak
dimetil asetal tirevleri olarak 6lctlur. 1-Lizofosfolipidler iki Boyutlu Ince Tabaka
Kromatografisi ile 6l¢iiliir. TLC, EGL'lerin ayrilmasi i¢in en sik uygulanan tekniktir

clinkii bu yontem diisiik maliyetlidir ve Yiiksek Performanslhi Sivi Kromatografisi
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(HPLC)’den daha hizli ve daha uygun bir sekilde yapilabilir (92). TLC'nin diger 6nemli
avantaji, tek bir TLC plakasi iizerinde birka¢ numunenin ayn1 anda uygulanabilmesidir
Bu biiylik avantajlarin yani sira TLC'min ciddi bir dezavantaji, EGL'lerin yag agcil
bilesiminin ve bir EGL smifi icindeki diagil ve alkil-agil baglantili tiirler arasindaki
farkliligin  belirlenmesinin zor olmasidir (80). Ayrica bu yontemler emek yogun
gerektirdiginden ve kiigiik 6rnek hacimlerindeki plazmalojenleri 6lgmek igin yetersiz
dogruluktadir. Son zamanlarda, plazma/serum plazmalojenleri tespit etmek igin
radyoaktif iyot ile yiiksek performansli sivi kromatografisi, sivi kromatografi-kitle
spektrometrisi (LC-MS) ve enzimatik yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir (70).
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3. MATERYAL METOT

3.1 Materyal

Kimyasallar: Kloroform (% 99.8, HPLC Grade) Lab-Scan (irlanda). Kloroform
(% 99,8), metanol, asetik asit (% 96) Merck KgaA, Darmstad (Almanya). Etanol,
metanol, n-hekzan, toluen Sigma Aldrich GmbH, Steinheim (Almanya). n-Biitanol,
glasial asetik asit Carlo Erba Reagents (Fransa). Hidroklorik asit (% 38), orto-fosforik
asit (%85) J. T. Baker (Hollanda). Dietil eter (% 99) Sigma Aldrich (Almanya).

Reaktif ve diger materyaller: Potasyum hidroksit, potasyum dihidrojen fosfat
Merck (Almanya). Dipotasyum hidrojen fosfat 3-hidrat, 2,7-dichlorofluorescein Roth
(Almanya). Fosfolipaz-C (Clostridium perfringens, 500 unite) Sigma-Aldrich. % 0,9
Izotonik sodyum kloriir, Polifarma (Tiirkiye). Bakir II siilfat 5-hidrat Sigma-Aldrich
(Almanya). Sodyum metaperiodate, basic fuchsin dye Across Organics (Hindistan).
Sodyum metabisulfit, Honeywell (Almanya). 25 TLC Plates 20 X 20 Silica gel 60
Merck (Almanya). Twin Through Chamber CAMAG Scientific Inc. (Wilmington N. C.
ABD). Disposable Micropipettes 1 mL Eppendorf (Ingiltere) ve Ergoone (Almanya). 2-
20 uL Micropipettes BrandTech Scientific, 5-10 mL’lik cam pipet Iso-Lab(Almanya).
Inc. 3.0 mL 5.4 mg EDTA iceren tiip BD-Polymouth (Ingiltere). Vida kapakl1 tiip 10 X
1.5 cm. 20 X 1.5 Vida kapakli tiip. 1,5 mL. Mikrosantrifuj tupd IsoLab (Almanya).
Azot gaz1 Habas (Tiirkiye).

Standartlar:  1-O-heksadesil-sn-gliserol Bachem (Isvigre). 1-O-1’-(2)-
heksadesenil-2-hidroksi-sn-gliserol-3-fosfokolin Avanti Polar Lipids, Inc. (ABD).

Makine Techizat: Sogutmali Santrifiij: Hettich Universal 320 R (Almanya).
Mikrosantrifuj: Netheler-Hinz GmbH (Almanya). Etlv: Binder (ABD). Su banyosu:
PMC series 300 Bath San Diego (Kaliforniya). Su Banyosu: Kottermann Labortechnik
(Almanya). Roller Mikser: Medispec (ABD). Spektrofotometre: Shimadzu UV-1800-
240V (Japonya). Vorteks: Velp Scientifica (italya). Sa¢ Kurutma Makinesi: Premier Prh
03 1200W (Turkiye). pH metre: WTW xylem brand (Almanya). Tarayici: Canon
5600F

Programlar: Genetools SynGene. SPSS (Statistical Package for Social
Sciences). Microsoft Office Excel 2007.
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3.2. Kontrol ve Hasta Gruplarimn Belirlenmesi ve Numunelerin

Toplanmasi

Power analizi sonucunda, eritrosit alkil ve alkenil gliserolipid konsantrasyon
(UM) oranlarmin saglikli bireyler ile uyku bozuklugu olan bireylerde karsilagtirilmasi
i¢in aradaki farkliligin 0.75 pM olacagi ongoriisiiyle %80 gii¢ ve %95 gliven dlzeyinde
grup basina ¢alismaya alinmasi gereken minimum kisi sayist 29 olarak hesaplandi.
Bunun sonucunda 25-60 yas arast 30 kisi uyku bozuklugu olmayan (kontrol grubu) ve
30 kisi uyku bozuklugu olan (hasta grubu) kadin ve erkek goniillii ¢alismaya dahil
edildi. Caligmaya dahil edilecek kisi sayisinin belirlenmesinin ardindan Malatya Klinik
Arastirmalar Etik Kurulundan 28.12.2016 tarihli 2016/198 nolu karari ile etik kurul
onay1 alindi.

Kan numuneleri hasta grubu i¢in Turgut Ozal Tip Merkezi Gogiis Hastaliklar:
Anabilim Dali Uyku Bozukluklari Poliklinigine basvuran Uyku Laboratuvarinda tek
gece polisomnografi tetkiki yapilarak uyku apnesine bagli uyku bozuklugu tanisi
konulan 25-60 yas aras1 30 gonulli hastadan (8 kadin ve 22 erkek) alindi. Kontrol grubu
icin ise uyku bozuklugu tanisi olmayan 25-60 yas aras1 30 goniillii saglikli kisiden (18
kadin ve 12 erkek) toplandi. Calismaya katilan uyku apnesine bagl uyku bozuklugu
tanis1 almis bireylerin ve kontrol grubu bireylerinin yas, cinsiyet, vicut Kitle indeksi
gibi bazi Ozellikleri, sigara kullanimi, ilag kullanimi ve varsa ek hastaliklar1 kaydedildi.
Caligmaya dahil edilen tiim bireylere goniilli onam formlar1 okutulup gerekli
bilgilendirmeler yapildiktan sonra her bir bireyden antikoagiilan iceren (EDTA) 2 tlpe
kan numunesi alindi. Alinan numuneler plazma ve eritrositlerine ayrildi. Calismada
ayrilan eritrosit numuneleri kullanildi. Numuneler hasta grubu icin Hi, Ha.....Hso,
kontrol grubu icin Ki, Kbz....K3o seklinde kodlandi. Tiim kan numuneleri 10.07.2018-
15.01.2019 tarihleri arasinda toplandi. Caligmanin etik kurul onay belgesi (EK2) ve

goniillii onam formu 6rnegi (EK3) ekler boliimiinde verilmistir.
3.3. Numunelerin Hazirlanisi
3.3.1. Eritrosit Stuspansiyonu Hazirlanisi

Kan numuneleri kan alimindan hemen sonra 4000 rpm’de 7 dakika boyunca
15°C santriftj (Hettich Almanya) edildi. Santrifuj sonunda Gstte kalan plazma, 6nceden
hasta bilgileri yazilmis yeni Eppendorf tiiplerine alindi. Her bir Eppendorf tiipiinde 1

mL plazma numunesi olacak sekilde numuneler eklendi. Altta kalan eritrositten her bir
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Eppendorf tiipiine 0.6 mL alind1 ve lizerine 0.6 mL %0.9 izotonik sodyum kloriir
cozeltisi (salin) eklendi. Mikrosantrifiijde (Eppendorf Almanya) 3000 rpm’de 10 dk
santriflij edildikten sonra Ustte kalan faz ayrilip atildi. Altta kalan eritrosit fazi alindi
onceden 1 mg BHT (2,6-di-tersiyer-bitil-4-hidroksitoluen) iceren hasta bilgileri
yazilmis yeni Eppendorf tiipiine eklendi. Uzerine yeniden 0.6 mL salin eklendi ve
vortekslendi. Hazirlanan numuneler analiz siiresine kadar -80 °C de saklandi (93).
Toplanan her bir kan numunesi i¢in ayni islemler tekrarlandi. BHT iceren tuplerin
hazirlanisi: 1 gr BHT tartildi 100 mL etanolde ¢oziildii. Hazirlanan ¢ozelti 6 °C 151k
almayacak sekilde saklandi. Eritrosit numunesi konulacak her bir Eppendorf tiipiine

kullanilmadan 6nce 0.1 mL BHT c¢ozeltisi eklendi ve azot gazi altinda uguruldu.

3.3.2. Eritrosit Lipid Ekstraksiyonu

Lipid ekstraksiyonu Bligh and Dyer (94) metoduna gore yapildi. Hazirlanip -80
°C muhafaza edilen eritrosit siispansiyonlari oda 1sisinda ¢oziildii. Coziilen eritrosit
suispansiyonundan 1 mL almip 10 x 1.5 vida kapakli cam tiipe eklendi. Uzerine 3.75 mL
klorofirm / metanol (1:2 -v/v) eklendi tiipiin agz1 teflon kapak ile kapatildi ve 15 dk
boyunca vortekslendi. Sonra Gzerine 1.25 mL kloroform eklenip 1dk vortekslendi. 1.25
mL distile su eklenip 1 dk daha vortekslendikten sonra 4000 rpm’de 7 dk boyunca 15
°C’de santriftij edildi. Santriflij sonunda tipun igerisinde ¢ faz gozlendi. En Ustte
metanol ve su fazi, ortada proteinlerin oldugu tabaka ve en altta da kloroform fazi
gozlendi. En iist faz ayrilip atildi. ki faz arasinda bulunan protein tabaka delinerek
alttaki kloroform fazi alindi temiz cam bir vida kapakl tiipe eklendi. Cam tiipe alinmis
olan faz 30 °C’de su banyosunda azot gaz1 altinda ucuruldu. Ayni islem tiim numuneler
icin tekrarlandi Hazirlanan ekstraksiyon iizerine 0.2 mL kloroform eklenerek +4 °C

analiz edilinceye kadar muhafaza edilir.

3.3.3. Total Lipidlerin Fosfolipaz-C ile Hidrolizi

Yontem gliserofosfolipidlerin sn-3 pozisyonundaki fosfat gruplarinin fosfolipaz-
C ile hidrolizine dayanmaktadir. Hidroliz UrUnleri diagilgliserol ve suda ¢ozunr fosforil
bilesikleridir (95).

Lipid ekstraksiyonu yapilan her 1 mL eritrosit numunesi iizerine 2 mL dietileter
eklendi ve 2 dk vortekslenerek lipidlerin tamamen ¢oziinmesi saglandi. Coziinmiis lipid
ekstrakt1 iizerine 0.5 mL 50 mM fosfat tamponunda hazirlanmig (pH 7.0) fosfolipaz-C

cozeltisi eklendi. Tipiin agzi teflon kapak ve parafilm ile hava almayacak sekilde
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kapatildi ve 2 dk vortekslendi. Hazirlanan tiipler bir otomatik karistiricit (Roller mixer)
lizerine yerlestirildi ve oda 1sisinda 3.5 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda tiipler 4000 rpm’de 7 dk boyunca 15 °C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
ist dietileter faz1 20x1.5 vida kapakli cam tiipe alind1 azot gaz1 altinda ucuruldu. Ayni
islem tiim numuneler i¢in tekrarlandi.

Fosfat Tamponu Hazirlamsi: 50 mM fosfat tampon icin dipotasyum hidrojen
fosfat 3-hidrat (K2HPQO4 -3H20) ve potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) kullanildi.
K2HPO4 3.64 gr ve KH2PO4’den 1.52 gr tatilarak ayr1 ayr1 beherlere alindi. Bir miktar
distile suda c¢oziildiikten sonra son hacimler 250 mL ye tamamlandi. Hazirlanan
cozeltilerden manyetik karistirict {izerine igerisinde pH metre bulunan bir beher
icerisine KH2PO4 ve KoHPO4’den pH 7.0 olana kadar karistirilarak eklendi. Hazirlanan
¢ozelti temiz bir balon jojeye alinip agzi1 kapatildi ve +4 °C saklandi. Hazirlanan ¢ozelti
kullanilmadan 6nce oda 1sisina getirildi.

Fosfolipaz-C Hazirlamisi: 500 unite fosfolipaz-C tzerine 5 mL fosfat tamponu
(pH 7.0) eklendi. Hazirlanan karisim kullanilincaya kadar buzdolabinda +4 °C saklandi.
Her bir numune igin 0.07 mL Fosfolipaz-C ¢ozeltisi alindi 0.43 mL fosfat tamponu ile
0.5 mL ye tamamlanarak kullanildi. Boylece 1 mL’lik her bir numuneye 7 unite

fosfolipaz-C eklenmis oldu (96)

3.3.4. Acil Gruplarimin Saponifikasyonu

Yontem acil-alkil ve agil-alkenil gliserolipidlerin alkali kosullar altinda agil
gruplarin1 kaybederek alkil ve alkenil gliserollere doniismesi prensibine dayanmaktadir.
Karigimdaki acil gruplar1 ortamdaki baz ile tepkime sonucu sabunlagir. Sabunlagmayan
lipidler (alkil ve alkenil gliserolipidler) ekstrakte edilerek ayrilir (96).

Lipid ekstraksiyonu ve fosfolipaz-C ile hidrolizi yapilip azot gazi altinda
ucurulmus olan ekstrakt {izerine 2.5 mL 0.5 M metanolde hazirlanmis potasyum
hidroksit (KOH) eklendi. Tupler 1 dk vortekslendikten sonra 10 dk 100 °C kaynayan su
banyosunda tutuldu. 10 dk’nin sonunda su banyosundan ¢ikarilan tiipler oda 1sisina
gelene kadar sogutuldu. Sogutulan tiiplere 4.5 mL metanolde hazirlanmis %6 glasial
asetik asit eklendi ve 1 dk vortekslendi. Vortekslenen karisima 7 mL kloroform eklenip
1 dk vortekslendi. Sonrasinda karisima 6 mL distile su eklendi ve 1 dk daha
vortekslendi. Hazirlanan numuneler faz ayrimi icin bir gece karanlikta bekletildi. Bir
gecenin sonunda altta kalan kloroform fazi 5 mL’lik cam pipetle 10x1.5 cam tiipe alind

ve 30 °C’de su banyosunda azot gazi altinda ucuruldu. Ust metanol fazina ise tekrar 7
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mL kloroform eklenip 1 dk vortekslendi. Faz ayrimi i¢in dort saat beklendi. Bu siirenin
sonunda {ist metanol fazi atildi. Alt kloroform fazi alinarak 30 °C’de su banyosunda azot
gaz1 altinda uguruldu. Ugurulan iki faz aym tiipte toplandi. Uzerine 0.2 mL kloroform
eklenerek +4 °C saklandi. Ayni islem tiim numeneler i¢in tekrarlandi.

Lipid ekstraksiyonu, fosfolipaz-C ile hidroliz ve agil gruplarinin saponifikasyonu
islemleri 1 mL plazma numunesi i¢in aymi sekilde tekrarlandi. Hazirlanan plazma

numunesi ile eritrosit numunesi TLC ile ayrimi karsilastirildi.

3.4. Standartlarin Hazirlanisi

AlKil gliserolipid standartimn hazirlanmasi: 1gr 1-O-heksadesil-sn-gliserol
tizerine 10 mL kloroform eklenerek ¢oziildii. Coziilen lipid 2 mL’lik stok ¢ozeltilere
ayrildi. Hazirlanan stok cozeltiden 0.1 mL alindi son konsantrasyon 2pg/ul. veya
4ug/ul olacak sekilde 25 veya 50 kat kloroformla sulandirilarak kullanildi. Sulandirilan
numuneler +4 °C’de, stok ¢ozeltiler -20 °C saklandi (97).

Alkenil gliserolipid standartinin  hazirlanmasi: 10 mg 1-O-1’-(2)-
heksadesenil-2-hidroksi-sn-gliserol-3-fosfokolin (zerine 1 mL kloroform eklenerek
¢oziildii. Son konsantrastron 1pg/100uL olan ¢ozeltiden 0.25 mL alinarak 2 cam tilpe
eklendi. Hazirlanan c¢ozeltilerin fosfolipaz-C ile hidroliz ve agil gruplarinin
saponifikasyonu islemleri yapildi. Hazirlanan ¢ozeltiler alkenil gliserofosfolipid
standart1 (LPC), hidrolize alkenil gliserolipid (LPC1), ve saponifiye alkenil gliserolipid
(LPC2) olarak kodlandi.

3.5. Eritrosit Alkil ve Alkenil Gliserolipidlerin ince Tabaka Kromatografisi
ile Ayrim

Yontem sabit bir faz iizerine uygulanmis numune bilesenlerinin organik akici
maddeler yardimiyla birbirinden ayrilmasimna dayanmaktadir. Ayirim asagidan yukari
dogru hareketli fazin kilcallik etkisi ile sabit faz (zerinde bulunan numune
bilesenlerinin birbirlerinden ayrilmasi ile olur (80). Yontemde sabit faz, ¢esitli
boyutlardaki cam veya aluminyum plakalar Gzerine, ince bir tabaka halinde sivanmig
kat1 adsorban (silika jel maddedir. Hareketli faz ise ayrilacak maddelerin 6zelligine gore
belirlenmis bir veya birden fazla ¢oziicii karisimlarindan olusur. Sabit faz polar,
hareketli faz apolar ozelliktedir. Dolayisiyla karigimdaki polar maddeler sabit faza
tutunacagindan daha yavas hareket ederler. Hareketli faz ise apolar oldugundan apolar

maddeler ise daha hizli hareket ederler.
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Bir mL eritrosit numunesinin lipid ektraksiyonu, fosfolipaz-C ile hidroliz ve
saponifikasyon islemleri sonucu elde edilen, lipid numuneleri ve alkil ve alkenil
gliserolipid standartlar1t TLC yontemi ile ayrildi. Kromatografik ayirim islemi i¢in sabit
faz olarak 20x20 cm silika jel G kapli cam plakalar, hareketli faz olarak
kloroform/metanol/asetik asit (98:2:1; v/v/v) kullanildi (98). Aymi hareketli fazda
yiirlitme islemi 2 kez tekrarlanarak hazirlanan lipid numunelerinin igerisindeki alkil ve

alkenil gliserolipid bantlarinin birbirinden tamamen ayrilmasi saglandi.

3.5.1. ince Tabaka Kromatografisi Plakalarimin Analize Hazirlanmasi

Kullanilacak 20x20 cm’lik TLC plakalari, 110 °C’ de etiiv i¢ine diiz bir sekilde
yerlestirildi ve 1 saat sure ile aktive edildi. Aktive edilen plakalarin her birine
numunelerin ve standartlarin uygulanacagi noktalar kursun kalem ve cetvel kullanilarak
belirlendi. Her bir plakanin alt kenarindan 2 cm yiikseklik isaretlendi. Hareketli fazin
yuriime mesafesi igin ise plakanin alt kenarindan itibaren 18 cm yiikseklik isaretlendi.
Plakalarin alt kenarindan 2 cm’lik ve sol kenarindan 2 cm’lik noktasinin kesistigi
noktadan baslanarak 2.5 cm mesafelerle plakanin sag kenarindan 3 cm bosluk kalana
kadar numune ve standartlarin uygulanacagi noktalar kursun kalemle hafifce isaretlendi.
Boylece her bir plakada numunelerin uygulanacag: 7 nokta isaretlendi. Isaretli
noktalarin birincisine genellikle alkil gliserolipid standardi uygulandi. Kalan 6 noktaya
her bir numune iki tekrarli olacak sekilde 3 ayr1 numune uygulandi. Her bir plakada bir
standart, bir hasta grubu, iki kontrol grubu numunesi veya bir standart, iki hasta, bir
kontrol grubu numunesi uygulandi. Uygulanan her numunenin ismi numune uygulanan
noktanin tam karsiligina denk gelecek sekilde plakanin iist tarafina yazildi. Her bir
plakanin sol iist kosesine bir plaka numarasi verildi. Her bir plakaya uygulanan
numunelerin isimleri ve siralart bir deftere kaydedildi. Sekil 3.1°de TLC plakalarinin

analize hazirlanmasi sematize edilmistir.
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Sekil 3. 1. TLC plaginin analiz 6ncesi numune uygulama noktalarinin
belirlenmesi

3.5.2. Numunelerin ve Standartlarin ince Tabaka Kromatografi Plakasina

Uygulanmasi

Standartlarin ve numunelerin uygulanmasinda 5 pL’ lik mikropipet kullanildi.
Standart, 5 pL 4 damla toplamda 20 pL, numuneler ise, 5 uL’lik 4 damla toplamda 20
ML ve 5 pL’lik 6 damla toplamda 30 pL olarak iki tekrarli uygulandi. Uygulama islemi
sirasinda sicak hava iifleyen bir sa¢c kurutma makinesi agilarak uygulanan numunelerin
igerisindeki ¢oziicliniin tamamen ugmasi saglandi. Uygulama sirasinda uygulanacak
numunenin plakaya uygulanmadan 6nce ugmasini dnlemek amaciyla numune damlatma
sirasinda sa¢ kurutma makinesinin yonii plakanin tersi yone c¢evrildi. Numune
damlatildiktan hemen sonra sa¢ kurutma makinesinin yonii plakaya cevrildi. Plakaya
damlatilan her bir damla tamamen ugurulduktan sonra yeni bir damla damlatildi.
Uygulama asamasinda ve diger asamalarda hicbir plakaya el ile temas edilmedi.
Plakalar yanlarindan desteklenerek veya numune uygulanmayan en iist kenarindan

tutularak tagindi.
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3.5.3. Ince Tabaka Kromatografisi Plakalarinin Yiiriitme Islemi

Hareketli Fazin Hazirlamisi. Yiritme islemi icin hareketli faz olarak
kloroform/metanol/asetik asit (98:2:1; v/v/v) kullanildi. Numunelerin uygulandig:
plakalar, ylritme tanki i¢inde tabandan itibaren 0.5 cm’lik kismi hareketli faz icinde
olmas1 gerektiginden, tankin tabanindan itibaren 1 cm’lik yilikseklige denk gelen kisim
bir ¢izgi ile isaretlendi. Bu ¢izgiye denk gelen miktarda hareketli faz tanka dokiildii. Bu
miktar 71 mL olarak belirlendi. Hareketli faz bu hacime oranlanarak hesaplandi ve bu
oranlarda hazirlandi. Hareketli faz her bir uygulamadan 6nce taze olarak hazirlandi.

Yiiriitme Islemi: Standart ve numunelerin yiiriitme islemi, iki oluklu kapakli
yiirlitme tankinda (Twin Through Chamber) yapildi. Yiiriitme tanki her kullanimdan
once ici yikandi distile sudan gegirilerek kagit havlu ile tamamen kurutuldu. Hareketli
fazdaki miktar1 en fazla olan ¢o6ziicii (kloroform) ile birkag kez ¢alkalandi. Calkalanan
¢oziicii tamamen ugurulduktan sonra taze hazirlanmis hareketli faz (71 mL) plaka tanka
konulmadan 60 dk 6nce tankin i¢ine eklendi. Tankin kapagi kapatilip ¢oziicli tamamen
karisana kadar calkalandi. Yiirlitme tankinin tabanina uygun boyutlarda, slzgeg
kagitlar1 Kkatlanarak hazirlandi. Hazirlanan bu siizge¢ kagitlari tankin alt kismina
yerlestirildikten sonra tankin kapagi kapatildi. Siizge¢ kagidi hareketli fazla tamamen
1slanana kadar yiiritme tanki ¢alkalandi. Bu sekilde tankin iginin ¢dzlcl buhari ile
tamamen doymasi saglandi. Daha sonra yiiriitme tanki diiz bir zemine yerlestirildi ve 30
derecelik bir acgiyla egilerek hareketli fazin iki oluga esit olarak dagilmasi saglandi.
Numunelerin uygulandig1 plakalar, ylritme tanki igine tabandan itibaren 0.5 cm’lik
kismu ¢oziicii icinde kalacak sekilde ve dik olarak yerlestirildi. Yiirtitme tanki iginde 1.
yiirlitme islemi, plaka iizerinde hareketli faz baslangic noktasindan itibaren 18 cm
yukseklige gelene kadar devam ettirildi. Hareketli faz 18 cm mesafeye gelince plaka
tanktan ¢ikarildi 1.5 metre mesafeden tutulan sicak hava iifleyen sa¢ kurutma makinesi
ile 20 dk boyunca kurutuldu. Hareketli fazin plakadan tamamen uzaklastirilabilmesi igin
kurutma iglemi 20 dk sureyle araliksiz olarak yapildi. Hareketli fazin kokusunun plaka
tizerinden tamamen uzaklastirildigindan emin olunduktan sonra 2. yiiriitme islemine
gecildi. Yiriitme tanki i¢indeki hareketli faz iyice ¢alkalandiktan sonra kurutulan plaka
tankin icerisine ayni sekilde yeniden yerlestirildi. Yiiritme islemi hareketli faz
baslangic noktasindan itibaren 18 cm yiikseklige gelene kadar devam ettirildi. Yiirtitme
sonunda plaka tanktan g¢ikarildi 1.5 metre mesafeden tutulan sicak hava iifleyen sag

kurutma makinesi ile 20 dk boyunca kurutuldu. Cozict kokusunun plaka tzerinden
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tamamen uzaklastirildigindan emin olunduktan sonra boyama iglemine gegildi. Calisma
boyunca her ¢alismada tankin igerisine bir plaka konuldu. Her bir yiirlitme islemi

yaklasik 50 dk siirdii.

3.5.4. Lipid Bantlarinin Boyanmasi

Spreyin Hazirlamisi: %85°lik fosforik asitten 9.4 mL alinip iizerine 90.6 mL
distile su eklenerek %8’lik fosforik asit elde edildi. 15.6 gr bakir Il siilfat-penta hidrat
tartildi ve 100 mL %8’lik fosforik asit igerisinde ¢oziilerek %10’luk (w/v) bakir II siilfat
¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti, 151k almayacak sekilde cam bir sisenin igerisinde
saklandi.

Boyama Islemi: Yiiriitme islemi biten ve kurutulan plakalara hazirlanan %
10°luk bakar II siilfat ¢ozeltisi bir sprey sisesine eklenerek plakalar boyandi. Boyama
islemi sirasinda plakalar, 30 derecelik bir agiyla diiz bir zemin {izerine yerlestirildi.
Boya, plakalara dik ve 50 cm mesafeden yukardan asagiya dogru inerek ve soldan saga
dogru ceker ocak icerisinde puskdrttldl. Yiritme isleminin ger¢eklestigi alanin tamami
boyandi ve plaka iizerinde homojen, a¢ik mavi renkte bir goriintii elde edildi. Boyama
islemi biten plakalar, 6nceden 180 °C dereceye getirilmis etiiv igerisinde diiz bir sekilde
yerlestirildi. Plaka {izerinde lipid bantlar1 belirginlesince plakalar etiivden ¢ikarildi. Her
bir plaka yaklagik 20 dk sire ile etliv icerisinde bekletildi.

Calisma boyunca hareketli fazin hazirlanmasi, yiiriitme islemi, kurutma islemi

ve boyama islemlerinin tamami, oda 1sisinda ve ¢eker ocak i¢inde yapildi.

3.5.5. Eritrosit Alkil ve Alkenil Gliserolipid Bantlarinin Fotodansitometrik
Yogunluk Analizi

Bir mL eritrosit sispansiyonun lipid ekstraksiyonu, fosfolipaz-C ile hidrolizi ve
acil gruplariin saponifikasyonu sonucu hazirlanan numuneler TLC ile ayrildiktan sonra
(SYNGENE Genetools yazilimi) fotodansitometrik olarak yogunluk/miktar tayini
yapildi. YOntem bilgisayar ortamina aktarilmis olan goriintli lizerindeki secilmis bir
noktanin (lipid bantinin) koyuluguna veya agikligina gore bir sayisal bir deger
olusturmasi esasina dayanmaktadir. Bu sayisal deger segilen lipid bantinin yogunluguna
gore artip azalmaktadir. Secilen noktanin koyulugu artikca olusan sayisal deger
artmakta secilen noktanin koyulugu azaldik¢a da bu deger azalmaktadir.

TLC ile ayrilip boyama sonucu gorunlr hale gelen lipidlerin oldugu plakalar
tarayici (Canon 5600F) ile tarandi. Taranan plakalar TIFF dosyas1 formatinda bilgisayar

ortamina kaydedildi. Kaydedilen gorintilerden plakalar Uzerindeki her bir lipid
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bantinin yogunluk/miktar tayini yapildi. Analiz Tipi ‘Automatic Band Quantification’
(Otomatik Bant Yogunluk/Kantitasyon) olarak secildi. Background Correction islemi
Automatic (Otomatik Arka plan) olarak se¢ildi. Béylece miktar1 saptanacak her lipid
bantina ait alan otomatik olarak se¢ildi. Secilen her bir bant i¢in bir bant yogunlugu
degeri (Raw Volume) olustu. TLC ile ayrilmis olan her bir bireye ait (hasta ve kontrol
grubu) alkil ve alkenil gliserolipid bantlarina denk gelen bant yogunlugu degerleri
birbirine bdliinerek alkil/alkenil gliserolipid oranlar1 hesaplandi. Yine her bir bireye ait
alkil ve alkenil gliserolipid bantlarina denk gelen bant yogunlugu degerleri toplanip
toplamdaki her bir bireye ait alkil ve alkenil gliserolipid yiizdeleri hesaplandi. TLC’ye
iki tekrarli olarak uygulanmig ayni bireye ait numunelerin bant yogunlugu degerlerinin

ortalamasi alinarak oran ve ylizde hesaplamalar1 yapildi.

3.6. Eritrosit ve Plazma Numunelerinin Alkil ve Alkenil Gliserolipidlerinin
Ince Tabaka Kromatografi ile Ayrim

Lipid ekstraksiyonu, fosfolipaz-C ile hidroliz ve agil gruplarinin saponifikasyonu
yapilan eritrosit ve plazma numuneleri TLC ile ayrildi (Sekil 3.2.). Eritrosit
numunelerinde belirgin ve yogun bantlar gozlenirken, plazma numunelerinde belirgin
ve yogun bantlar gozlemlenemediginden calismada kontrol ve hasta gruplarina ait

eritrosit numuneleri kullanildi.

38



»_:,, § o m—
4+
B

1 2 3 4

Sekil 3. 2. Eritrosit ve plazma numunelerinin alkil ve alkenil gliserolipidlerin TLC
ayiriminin karsilastirilmasina ait ince tabaka kromatograma.

1: Alkenil gliserolipid standarti, 2: Eritrosit numunesi, 3: Plazma numunesi, 4: Alkil gliserolipid standarti

3.7. Standartlarin Ince Tabaka Kromatografisi ile Ayrimi

3.7.1. Alkil ve Alkenil Gliserolipid Standartlarmmn Ince Tabaka

Kromatografisi ile Ayrim

Alkil gliserolipid standarti, alkenil gliserofosfolipid standarti (LPC), hidrolize
alkenil gliserolipid (LPC1), ve hidrolize ve saponifiye alkenil gliserolipid (LPC2) TLC
ile ayrildi. Standartlarin TLC plakasi lizerindeki ayriminda alkil gliserolipid standarti
tek bir bant halinde gozlenirken alkenil gliserolipid standartinin ti¢ formu iki ayr1 bant

halinde gozlendi (Sekil 3.3.).
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Sekil 3. 3. Alkil gliserolipid ve alkenil gliserolipidin ii¢ sekildeki TLC kromatogrami

1: Alkil gliserolipid standarti), 2. LPC (alkenil gliserolipid standarti hi¢bir islem yapilmayan
3: LPC1 (fosfolipaz-C ile hidrolizi yapilan), 4: LPC2 (fosfolipaz-C ile hidrolizi ve
saponifikasyonu yapilan)

3.7.2. AlKkil Gliserolipid Standartimn Ince Tabaka Kromatografisi ile
Ayrim

Alkil gliserolipid standartinin 2pg/plL ¢ozeltisinden farkli konsantrasyonlarda
(10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 pg) alinarak TLC ile ayrildi (Sekil 3.4.). Yiiriitme islemi
biten plaka tarayici ile tarandi. Fotodansitometrik olarak bant yogunluklar1 belirlendi.
Plakanin numune olmayan bos alanindan (Background) bantlar alinarak bu degerlerin
ortalamas1 kor olarak kullanildi. Hesaplanan kor degeri her bir banta ait bant yogunlugu
degerinden ¢ikarildi.
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Sekil 3. 4. Alkil gliserolipid standartina ait TLC kromatogrami. Konsantrasyonlar
1’den 7’ye sirastyla 10, 15, 20, 25, 30, 35,40 pg’dir.

Alkil gliserolipid standartinin 2pug/puL ¢ozeltisinden farkli konsantrasyonlarda
(10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 pg) TLC ile ayrildi. Fotodansitometrik analiz sonucu olusan
bant yogunlugu degerlerinden yararlanilarak konsantrasyona karsi bant yogunlugu
degeri kalibrasyon egrisi ¢izildi (Sekil 3.5.). Hazirlanan kalibrasyon egrisi
denkleminden yararlanilarak 1 mL eritrosit siispansiyonu igerisindeki alkil ve alkenil

gliserolipid miktarlar1 hesaplandi.
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Sekil 3. 5. Alkil gliserolipid standartinin fotodansitometrik yogunluk
konsantrasyon egrisi

3.7.3. AIKkil Gliserolipid Standart1 ve Eritrosit Alkil ve Alkenil Gliserolipid

Bantlarinin Rf Degerlerinin Hesaplanmasi

Bir mL eritrosit stspansiyonun lipid ekstraksiyonu, fosfolipaz-c ile hidrolizi ve
acil gruplarmin saponifikasyonu islemleri yapilan numuneler ve alkil gliserolipid
standartt TLC ile ayrildi. Boyama iglemi sonucu goriiniir hale gelen lipid bantlarindan
kontrol ve hasta grubu alkil, alkenil gliserolipid ve alkil gliserolipid standartinin Rf
degerleri hesaplandi. Her bir lipid bantinin kat ettigi mesafe ve hareketli fazin yiirtime
mesafesi plakanin alt kenarindan baslanarak Ol¢iildii. Her bir bantinin baslangig
noktasina uzakligi hareketli fazin yiirime mesafesine boliinerek her bir banta ait Rf

degerleri hesapland1 (Tablo 3.1.).
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Tablo 3. 1. Alkil gliserolipid standart1 ve kontrol ve hasta grubu eritrosit alkil ve
alkenil gliserolipidlerin Rf degerleri

Rf degeri

Standart AlKil gliserolipid 0.43 +0.01
Kontrol grubu Acil gliserolipid(?) 0.39 +0.02
Alkil gliserolipid 0.43+0.02

Alkenil gliserolipid 0.48 +0.01

Hasta grubu Acil gliserolipid(?) 0.39+0.01
Alkil gliserolipid 0.44+0.01

Alkenil gliserolipid 0.48+0.01

Rf : TLC plakasi iizerinde numunenin aldig1 mesafenin hareketli fazin aldigi mesafeye oramdir.

3.8. AIkil Gliserolipid Standarti ve Eritrosit Numunelerinin Alkil

Gliserolipid Bantlarinin Dogrulanmasi

TLC plakasinda A, B ve C olarak 3 tane numune uygulama noktas1 belirlendi.
Plakanin A bolimdine alkil gliserolipid standartinin 4pg/uL (25 kat sulandirilmis)
cozeltisinden 10 pL, B bolimdine eritrosit lipid ekstraksiyonu, fosfolipaz-C ile hidroliz
ve saponifikasyon islemleri yapilan eritrosit numunesinden 20 pL uygulandi. C
boliimiine ise 20 pL eritrosit numunesi ve 5 pL alkil gliserolipid standart1 karistirilarak
TLC plakasina uygulandi. Uygulama sonucu plaka boyanarak lipid bantlar1 goriiniir
hale getirildi. Sonucta C boliimiinde alkil gliserolipid bantlarinin {ist iiste gelerek
yogunlastigr gozlendi (Sekil 3.6.). Standart ve numune bantlarinin {ist liste gelerek

yogunlagmas1 numune igerisinde alkil gliserolipitin varligin1 dogrulamaktadir.
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Sekil 3. 6. Alkil gliserolipid standarti ve eritrosit numuneleri alkil gliserolipid
bantlarinin {ist {iste cakigsmasina ait ince tabaka kromatogrami

A: alkil gliserolipid standarti, B: eritrosit numunesi, C: Alkil gliserolipid ve eritrosit numunesi karigim1

3. 9. Eritrosit Alkil ve Alkenil Gliserolipidlerinin ince Tabaka
Kromatografik ve Spektrofotometrik Analiz ile Dogrulanmasi

Eter lipidlerin spektrofotometrik olarak analizi; alkil gliserollerin periodat
oksidasyonu ve alkenil gliserollerin asit hidrolizinden sonra olusan aldehitlerin fuksin
reaktifi ile renkli kompleks olusturmalart esasina dayanmaktadir (96). Periodat
oksidasyonu ile alkil ve alkenil gliserolipidler tepkime verirken, asit hidrolizi ile sadece
alkenil gliserolipidler tepkime verir. Acil gliserolipidler ise periodat oksidasyonu ve asit
hidroliz tepkimelerinin ikisiyle de tepkime vermez.

3.9.1. Eritrosit Alkil ve Alkenil Gliserolipidlerinin Periodat Oksidasyonu ve
Asit Hidrolizi

Sodyum metaperiodat ile doyrulmus %90’hk asetik asit hazirlamisi: %696’lik
asetik asitten 6 ml almip tlizerine 90 ml distile su eklenerek %90’lik asetik asit

hazirlandi. 1.5 gr sodyum metaperidat tartildi Cam bir tlipe alinarak iizerine 8 mL
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%90’l1ik asetik asit eklendi ve 1 dk vortekslendi. Hazirlanan ¢6zelti oda 1sisinda 151k
almayacak sekilde saklandi. Cozelti her kullanimdan 6nce taze olarak hazirlandi.

%90’k asetik asitte 0.5 M HCI hazirlamsi: stok konsantrasyonu 12,48 M
olan HCI’den 10.01 mL alind1 %9011k asetik asitle 250 mL’ye tamamlanda.

Fuksin ayraci hazirlamsi: 1 gr basic fuksin 700 mL kaynayan distile suda
¢6zlldu. Sogutuldu ve filtre edildi. Uzerine 5 gr sodyum metabisiilfit ve 100 mL 1M
HCI eklenip karistirildi. Son hacim distile suyla 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti
151k almayacak sekilde cam siseye alindi ve +4 °C saklandi. Cozelti her kullanimdan
once oda 1s1sina getirilerek kullanildi.

Siilfit su hazirlamisi: 0.5 gr sodyum metabisiilfit tartildi tizerine 100 mL 0.1M
HCI i¢inde ¢oziildi. Oda 1s1sinda saklandi.

Ekstraksiyon solventi: n-biitanol/toluen/metanol (2:2:1; v/v/v) oranlarinda
hazirlandi. Oda 1sisinda kullanimdan 6nce taze hazirlandi.

TLC plaginda A, B ve C seklinde iic numune uygulama noktasi belirlendi. Bu
noktalarin her birine (eritrosit lipid ektstraksiyonu, fosfolipaz-C ile hidroliz ve acil
gruplarinin saponifikasyonu islemleri yapilan) ayn1 numune ayni miktarlarda uygulandi.
TLC ile kloroform/metanol/asetik asit (98:2:1; v/v/v) hareketli fazinda iki kez yiiriitme
islemi ile numuneler birbirinden ayrildi. TLC ile ayrilmis olan numunelere ait bantlar
asagidan yukartya dogru 1, 2 ve 3 olarak numaralandirild1 ve plakalarin 1/3’lik boliimii
(A numunesi) boyandi, 2/3’lik boliimii (B ve C numuneleri) boyanmadi. Bu islem i¢in
plakalarin boyanmayacak bolimii cam bir levha ile kapatilarak boya ile temasi
engellendi. Sekil 3.7°de hazirlanan TLC plagi sematize edilmistir. Plakanin boyanmis
boliimdeki lipid bantlar1 esas alinarak boyanmamis boliimdeki lipid bantlari ayr1 ayri
kazindi. Boyanmamis boliimdeki numunelerden B numunesi B1, B2 ve B3 ve C
numunesi C1, C2 ve C3 seklinde kodlandi. B ve C kodlu numunelerin 1, 2 ve 3 nolu
bantlar1 plakadan bistiiri ile kazind1 ve ayr1 ayr tiiplere alindi. Kazinan her bir numune
uzerine 2 mL kloroform/metanol (4:1-v/v) eklendi ve 3 dk vortekslendi. VVortekslenen
ttpler 4000 rpm de 7 dk boyunca 22 °C santrifilj edildi. Santriftij sonunda st faz 10 x
1.5 cam bir tiipe alindi. Alt faz tizerine yeniden 2 mL kloroform/metanol (4:1-v/v)
eklenerek ayni islemler yapildi. Ayrilan fazlar Azot gazi altinda uguruldu. Ugurulan B1,
B2 ve B3 numunelerine periodat oksidasyonu, C1, C2 ve C3 numunelerine asit hidrolizi

uygulandi.
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Sekil 3. 7. Periodat oksidasyonu ve asit hidrolizi TLC plagi semasi

Plakani A bolimiil boyandi (koyu bantlar), B ve C bolimi boyanmadi. B béliimiindeki bantlarin ayri ayri
tiiplere alinarak tamamina periodat oksidasyonu, C boliimdeki bantlarin ayri ayri alinarak tamamina asit
hidrolizi islemleri yapildi.

Periodat oksidasyonu igin plakadan kazman B1, B2 ve B3 nolu numuneleri
uzerine 0.5 mL sodyum metaperiodat ile doyurulmus %90’lik asetik asit eklendi. Asit
hidrolizi yapilacak C1, C2 ve C3 no’lu numuneler iizerine ise 0.5 mL %90’lik asetik
asitte hazirlanmis 0.5 M HCI eklendi. Hazirlanan tiipler kapaklar1 kapatilip 1 dk
vortekslendikten sonra 45 dk 50 °C su banyosunda tutuldu. Siire sonunda tiipler ¢ikarildi
oda 1s1sma gelene kadar sogutulduktan sonra her bir tiipe 2 mL fuksin ayraci eklendi.
Tiipler vortekslendi 30 dk oda 1s1sinda bekletildi. Siire sonunda tiiplerin her birine 2 mL
sulfit su ve 5 mL ekstraksiyon solventi eklendi ve 1 dk vortekslendi. Vortekslenen
tiipler 4000 rpm’de 7 dk boyunca santrifiij edildi. Ust faz ayrilarak alind1 565 nm de
spektrofotometre ile absorbanslar oOlgiildii. Absorbans degerlerine goére periodat
oksidasyonu ile B2 (alkil gliserolipid) ve B3 (alkenil gliserolipid) bantlar1 yiiksek
absorbans degerleri verirken B1 (agil) bant1 kore yakin absorbans verdi (Tablo 3.2.).
Asit hidrolizi ile ise sadece C3 (alkenil gliserolipid) bant1 yiiksek absorbans degerleri
verdi. C1 (acil gliserolipid) ve C2 (alkil gliserolipid) bantlar1 kdre yakin absorbans

verdi.
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Tablo 3. 2. Eritrosit alkil ve alkenil gliserolipidlerin spektrofotometrik analizi.

Absorbans Degerleri

K K H H H

Periodat Oksidasyonu Kor 0.048 0.057 0.052 0.033 0.055
B1 Agcil gliserolipid(?)  0.078 0.063 0.068 0.071 0.080
B2 Alkil gliserolipid 0.177 0.288 0.230 0.293 0.129
B3 Alkenil gliserolipid  0.111 0.129 0.164 0.130 0.121

Asit Hidrolizi Kor 0.048 0.044 0.048 0.033 0.048
Cl Acil gliserolipid(?)  0.049 0.074 0.050 0.048 0.062
C2 AlKkil gliserolipid 0.069 0.073 0.084 0.050 0.088
C3 Alkenil gliserolipid  0.091 0.115 0.153 0.160 0.136

Absorbans degerleri 565 nm’de okundu. K: kontrol grubu. H: hasta grubu. Periodat oksidasyonu alkil ve
alkenil gliserolipidleri asit hidrolizi ise sadece alkenil gliserolipidleri ile tepkime verir. Acil gliserolipidler
ise periodat oksidasyonu ve asit hidrolizi tepkimelerinin her ikisiyle vermez.

3.9.2. AIlkil Gliserolipid Standartinin Periodat Oksidasyonu Sonucu

Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Alkil gliserolipid standartinin 4pg/uL ¢ozeltisinden farkli miktarlarda (40, 20,
40, 60, 80 ve 100 pg) almarak TLC ile ayrildi. Hazirlanan plakanin yiiriitme islemi
bitince plakanin sadece birinci numunenin (40 pg) oldugu boliimii boyandi. Plaka 180
°C 10 dk boyunca etiivde kurutuldu. Boylece boyali boliimdeki goriinen bantlardan
plakanin gériinmeyen bantlarinin yerleri belirlendi. Bantlar plakadan kazinip ayr1 ayr
tiiplere alind1. Uzetlerine 5 ml kloroform/metanol (4:1-v/v) eklendi ve 3 dk (1’er dk
aralikl) vortekslendi. Sonrasinda 4000 rpm’de 7 dk boyunca santrifiij edildi. Ust faz
alind1 azot gaz1 altinda uguruldu. Ve periodat oksidasyonu islemleri yukarida anlatildig:
sekilde gergeklestirildi. 565 nm’de absorbanslar o6lciildii. Konsantrasyona karsi

absorbans egrisi ¢izildi (Sekil.3.7.).
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Sekil 3. 8. Alkil gliserolipid standartinin periodat oksidasyonu sonucu kalibrasyon
egrisi

3.10. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler icin SPSS (Statistical Package for Social Sciences) program
kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile incelendi.
Normal dagilima uyan veriler ortalama ve standart sapma ile oOzetlendi,
karsilastirmalarda bagimsiz gruplarda t testi kullanildi. Normal dagilima uymayan
veriler medyan, minimum ve maksimum degerler ile sunuldu ve karsilagtirmalarda
Mann Whitney U testi uygulandi. Kategorik veriler say1 ve yiizde ile gosterildi ve
gruplar sureklilik dizeltmeli ki-kare testi ile karsilagtirildi. Tiim testlerde anlamlilik
duizeyi 0.05 olarak kabul edildi.

Fotodansitometrik analiz sonucu elde edilen bant yogunlugu degerlerinden
kontrol ve hasta grubu eritrosit alkil ve alkenil gliserolipid oran ve yizdelerinin

hesaplanmasinda Microsoft Office Excel 2007 programi kullanildu.
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4. BULGULAR

Uyku apnesine bagli uyku bozuklugu olan ve uyku bozuklugu olmayan iki
grubun eritrosit numunelerinin eter gliserolipidleri (alkil ve alkenil gliserolipid) TLC ile
ayrilip fotodansitometrik analizler ile alkil/alkenil gliserolipid oranlar1 ve ylizdeleri

tespit edildi.

4.1. Kontrol ve Hasta Gruplarna Ait Baz1 Ozelliklerin Karsilastiriimasi

Calismaya uyku bozuklugu olmayan 30 kontrol grubu ve Uyku Laboratuvarinda
tek gece polisomnografi tetkiki sonucu Obstruktif Uyku Apne Sendromu (Uyku
apnesine bagl uyku bozuklugu) tanist konulan 30 hasta alindi. Uyku apnesine bagh
uyku bozuklugu tanisinda hastalar apne hipopne indeksi (AHI) degerlerine gore hafif
(5-15), orta (16-30) ve agir (>30) uyku apnesine bagli uyku bozuklugu olarak Ug¢ grupta
siniflandirild ve AHI>5 olan hastalar calismaya dahil edildi. AHI uyku siiresince
goriilen apne ve hipopnelerin her saat basina diisen sayisidir.

Kontrol ve hasta grubuna ait cinsiyet, yas, beden kitle indeksi (BKI), sigara, ilag
kullanim1 ve hasta grubu AHI degerleri istatistiksel olarak karsilastirild: (Tablo 4.1.).
Calismaya katilan kontrol ve hasta grubuna ait 6zellikler karsilastirildiginda cinsiyet
bakimindan hasta grubunda erkeklerin sayist daha fazlaydi. Kontrol grubunda ise
kadinlarin sayis1 daha fazlaydi (Tablo 4.1.). Her iki grupta sigara kullanan ve
kullanmayanlarin orani birbirine yakin bulundu. Kontrol grubunda ilag kullanan yok
iken hasta grubunda ilag kullanan ve kullanmayanlarin sayist birbirine esitti. Ilag
kullananlarin ek hastaliklarina bakildiginda 7’si hipertansiyon, 7’si diyabetes mellitus,
4’1 tiroid, 1 kisi koroner arter hastasi, 4’i hem hipertansiyon hem diyabetes mellitus
seklindeydi. Yas ortalamalarina bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulundu (p<0.001) ve hasta grubunda bulunanlar 10 yas daha biiyiik oldugu
belirlendi. Beden Kitle indeksi (BKI) degerlerine gore hasta grubunun BKI degerleri
kontrol grubuna gore 8 kg/m? daha yiiksekti ve gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamlh fark vardi (p<0.001). Bu farkliligin sebebi hasta grubundaki kisilerin daha
kilolu olmasi ve uyku bozuklugu sikayeti olmasi ile iliskili olabilir. Hasta grubu AHI
ortalamas1 yiiksek bulundu. AHI degerlerine gére hastalarm 1°i hafif, 11°i orta ve
18’1ag1r uyku apnesine bagli uyku bozuklugu tanis1 almistir. Orta ve agir uyku apnesine

bagli uyku bozuklugu tanili hastalarin fazla olmas1 AHI ortalamasim yiikseltmistir.

49



Tablo 4. 1. Hasta ve kontrol grubuna ait baz1 6zellikler

Kontrol Grubu Hasta Grubu
N % N % p
Cinsiyet  Kadmn 18 60.0% 8 43.3%
0.019*
Erkek 12 40.0% 22 56.7%
Sigara Kullanan 10 33.3% 9 30.0%
=1.000*
Kullanmayan 20 66.7% 21 70.0%
ila¢ Kullanan - 0.0% 15 50.0%
<0.001*
Kullanmayan 30 100.0% 15 50.0%
Ortalama + SD Ortalama £ SD
Yas 30 36.20+7 30 49.70+ 7.8 <0.001**
BKi 30 2471 +3.44 30 32.38 + 6.05 <0.001**
AHI - - 30 42.157+2058 -

BKi: Beden Kitle indeksi, AHI: Apne-Hipopne Indeksi, SD: Standart sapma, Kategorik veriler say1 ve
yiizde ile normal dagilim gosteren veriler ortalama ve standart sapma olarak verilmistir.
*Sureklilik dlizeltmeli ki-kare testi
** Bagimsiz gruplarda t testi
p<0.05

4.2. Kontrol ve Hasta Grubu Eritrosit Alkil /Alkenil Gliserolipid Oranlari

Kontrol ve hasta grubunda her bir bireye ait 1 mL eritrosit sispansiyonunun
lipid ekstraksiyonu, fosfolipaz-C ile hidrolizi ve agil gruplarmin saponifikasyonu
islemleri ile hazirlanan numuneler TLC’ye uygulandi. TLC sonucu ayrilan numuneler
boyanarak goriiniir hale getirildi (Sekil 4.1.). TLC plakasi tizerinde g6runir hale gelen
lipid bantlar1 asagidan yukartya dogru sirasiyla agil(?) gliserolipid, alkil gliserolipid ve
alkenil gliserolipid olarak tanimlandi. Lipid bantlarmin tanimlamasi, ticari olarak satin
alinmis standartlar ve spektrofotometrik yontemler ile yapildi. TLC plakasi tizerindeki
lipid bantlarindan alkil gliserolipid standart1 (S) (1-O-heksadesil-sn-gliserol) ile ayni
hizada olan ve ayn1 Rf degerlerine denk gelen bant (B) alkil gliserolipid olarak
tanimland1 (Sekil 4.1.). Alkenil gliserolipid tanimlamasinda ise oncelikle ticari olarak
satin alimmig olan alkenil gliserofosfolipid standarti (1-O-1’-(Z)-heksadesenil-2-
hidroksi-sn-gliserol-3-fosfokolin) kullanildi. Ancak alkenil gliserolipid standarti sn-3
pozisyonunda bir fosfaditilkolin igerdiginden standart fosfolipaz-C ile hidrolizi edildi.
Yine aymi standart hidrolizi takiben acil gruplarinin saponifikasyonu islemi yapildi.
Hazirlanan ti¢ sekildeki standart (standart, hidrolize standart ve saponifiye standart)

TLC ile ayrildi. Ancak ayrimda ii¢ sekildeki standartta TLC plakast {iizerinde
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muhtemelen farkli izomerlerine ait iki farkli bant halinde gozlendi (Sekil 3.3.).
Standartin iki bant halinde gozlenmesi lipid bantlarinin dogru tanimlamasi i¢in uygun
olmadigr kanaatine varildi. Bu nedenle alkenil gliserolipid tanimlamasi
spektrofotometrik yontem ile gergeklestirildi. Spektrofotometrik yontemde ayni numune
tic tekrarli olarak TLC’ye uygulandi. TLC ile ayrilmis olan lipit bantlar1 plakadan ayr1
ayr1 kazinip periodat oksidasyonu ve asit hidrolizi islemleri yapildi. Periodat
oksidasyonu hem alkil hem de alkenil gliserolipidler ile tepkime verirken, alkenil
gliserolipidler sadece asit hidrolizi ile tepkime vermektedir. Plakadan kazinmis olan
bantlardan B ve onun {izerindeki C banti periodat oksidasyonu ile yiiksek absorbans
degerleri verirken asit hidrolizi yapilan bantlardan sadece C banti yiiksek absorbans
degeri verdi. Bunun soucunda bu bant alkenil gliserolipid olarak tanimlandi. B ve C
bantlarmin altinda yer alan A bantt i¢in ise tanimlayacak standart temin
edilemediginden saglikli bir tanimlama yapilamadi. Ancak hem spektrofotometrik
analiz sonucu tepkime vermemesi (kore yakin absorbans degerleri) hem de benzer
literatiirlere bakildiginda yakin Rf degerlerinin ve (77, 99). TLC plakasi iizerindeki
konumunun alkil ve alkenil gliserolipid bantlarina yakin olmasi sebebiyle agil
gliserolipid olabilecegi kanaatine varildi. Yapilan hesaplamalarda kesin olmasa da bu
bant (A) agil gliserolipid olarak degerlendirildi. Plaka Gzerindeki diger gortnar lipid

bantlari ise degerlendirilmeye alinmadi.
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Alkenil GL
Alkil GL

Acil GL(?)

Orijin

Sekil 4. 1. TLC ile ayrilmis olan alkil gliserolipid standarti, kontrol ve hasta gruplarina

ait eritrosit alkil ve alkenil gliserolipid bantlarina ait kromatogram S: alkil gliserolipid
standarti, A: acil gliserolipid (?), B: alkil gliserolipid, C: alkenil gliserolipid. H: hasta grubu, K: kontrol
grubu.

Kontrol ve hasta grubunda her bir bireye ait 1 mL eritrosit stuspansiyonunun
lipid ekstraksiyonu, fosfolipaz-C ile hidrolizi ve agil gruplarmin saponifikasyonu
islemleri ile hazirlanan numuneler TLC’ye uygulandi. TLC sonucu ayrilan numuneler
boyanarak gorundr hale getirildi. TLC ile ayrilmis olup goriiniir hale gelen kontrol ve
hasta grubu eritrosit numunelerinin alkil ve alkenil gliserolipid olarak tanimlanmis ve
acil gliserolipid oldugu diisiiniilen her bir lipid bantinin fotodansitometrik (Syngene
Genetools yazilimi) olarak yogunlugu belirlendi. Kontrol ve hasta grubu eritrosit
numunelerinden her bir bireye ait TLC plakas1 tizerindeki alkil ve alkenil gliserolipid
olarak tanimlanmais ve agil gliserolipid oldugu diisiiniilen lipid bantlarina denk gelen her
bir bantinin fotodansitometrik olarak yogunluguna gore bir sayisal deger tespit edildi
Tablo 4.7 ve Tablo 4.8). Belirlenen bu degerlerden agil, alkil ve alkenil gliserolipid
bantlarina denk gelen sayisal degerlerinden alkil/alkenil, alkil/agil ve alkenil/agil

oranlari belirlendi (Tablo 4.2.). Ayrica agil, alkil ve alkenil gliserolipid bantlarina denk
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gelen degerlerin toplami alinip toplamdan her bir kontrol ve hasta grubu eritrosit a¢il(?),

alkil ve alkenil gliserolipid yiizdeleri hesaplandi (Tablo 4.3.).

Tablo 4. 2. Fotodansitometrik yogunluk analizi sonucu kontrol ve hasta grubu eritrosit
alkil, alkenil gliserolipid oranlar1

Grup
Kontrol (n=30) Hasta (n=30)

Alkil/Alkenil Alkil/Acil ~ Alkenil/Acil  Alkil/Alkenil ~ Alkil/Acil  Alkenil/Agil

3.97 2.42 0.61 3.19 2.56 0.80
5.37 2.48 0.46 7.44 3.14 0.42
2.76 2.46 0.89 6.15 2.57 0.42
5.12 3.31 0.65 7.66 291 0.38
3.23 3.49 1.08 10.58 2.82 0.27
7.95 2.92 0.37 3.52 2.29 0.65
2.62 1.74 0.67 4.08 2.54 0.62
3.79 2.73 0.72 4.10 2.64 0.64
6.00 242 0.40 6.34 3.03 0.48
4.95 2.89 0.58 4.34 2.58 0.59
6.11 3.02 0.49 4.37 2.19 0.50
8.02 3.50 0.44 4.18 2.33 0.56
7.00 2.69 0.38 3.35 3.43 1.02
3.68 2.00 0.54 4.61 2.73 0.59
3.97 2.61 0.66 4.26 2.60 0.61
9.38 1.72 0.18 3.39 1.99 0.59
7.91 3.35 0.42 3.49 2.66 0.76
5.94 2.29 0.38 5.66 2.71 0.48
17.67 3.99 0.23 16.86 3.27 0.19
12.31 4.00 0.32 10.32 2.70 0.26
15.25 4.10 0.27 10.58 4.62 0.44
12.18 3.27 0.27 15.07 3.73 0.25
11.20 2.83 0.25 7.35 4.60 0.63
11.96 3.51 0.29 8.87 2.76 0.31
8.71 3.74 0.43 3.62 2.58 0.71
2.60 2.30 0.89 4.90 2.66 0.54
4.44 2.01 0.45 5.95 2.56 0.43
5.60 2.25 0.40 3.94 2.93 0.74
3.09 2.89 0.94 5.77 3.04 0.53
4.76 2.45 0.52 3.38 2.59 0.77

Veriler fotodansitometrik analiz sonucu elde edilen bant yogunlarina ait sayisal degerlerin birbirine
boliinmesiyle hesaplanmstir.
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Tablo 4. 3. Fotodansitometrik yogunluk analizi sonucu kontrol ve hasta grubu eritrosit
alkil ve alkenil gliserolipid yizdeleri

Grup
Kontrol (n=30) Hasta (n=30)

% Acil GL % Alkil GL % Alkenil GL % Acil GL % Alkil GL % Alkenil GL
24.82% 60.07% 15.11% 22.89% 58.70% 18.41%
25.38% 62.90% 11.72% 21.93% 68.82% 9.25%
23.01% 56.50% 20.49% 25.06% 64.47% 10.47%
20.15% 66.80% 13.05% 23.32% 67.82% 8.86%
17.94% 62.66% 19.40% 24.46% 69.02% 6.52%
23.34% 68.09% 8.57% 25.36% 58.12% 16.52%
29.34% 51.13% 19.53% 24.05% 61.01% 14.94%
22.50% 61.33% 16.17% 23.33% 61.65% 15.02%
26.18% 63.27% 10.55% 22.18% 67.22% 10.60%
22.31% 64.58% 13.05% 23.99% 61.78% 14.23%
22.14% 66.91% 10.95% 27.11% 59.32% 13.57%
20.24% 70.92% 8.84% 25.73% 59.94% 14.33%
24.56% 66.01% 9.43% 18.32% 62.92% 18.76%
28.21% 56.46% 15.33% 23.12% 63.18% 13.70%
23.45% 61.16% 15.39% 23.75% 61.75% 14.50%
34.50% 59.19% 6.31% 28.00% 55.62% 16.38%
20.93% 70.19% 8.88% 22.59% 60.16% 17.25%
27.25% 62.28% 10.47% 23.88% 64.70% 11.42%
19.17% 76.50% 4.33% 22.39% 73.26% 4.35%
18.78% 75.11% 6.11% 25.25% 68.15% 6.60%
18.62% 76.37% 5.01% 16.50% 76.29% 7.21%
22.02% 72.06% 5.92% 20.09% 74.94% 4.97%
24.47% 69.35% 6.18% 16.05% 73.89% 10.06%
20.80% 73.09% 6.11% 24.55% 67.80% 7.65%
19.36% 72.33% 8.31% 23.33% 60.09% 16.58%
23.87% 55.00% 21.13% 23.78% 63.29% 12.93%
28.89% 58.03% 13.08% 25.08% 64.15% 10.77%
27.42% 61.59% 10.99% 21.41% 62.69% 15.90%
20.70% 59.91% 19.39% 21.91% 66.56% 11.53%
25.19% 61.83% 12.98% 22.98% 59.42% 17.60%

GL: gliserolipid. Veriler fotodansitometrik analiz sonucu elde edilen bant yogunlarina ait sayisal
degerlerden yararlanilarak hesaplanmustir.
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Hesaplanan kontrol ve hasta grubu eritrosit acil, alkil ve alkenil gliserolipid
yuzdeleri ve alkil/agil, alkenil/agil ve alkil/alkenil gliserolipid oranlari istatistiksel
olarak medyan degerlerine gore karsilastirildiginda kontrol ve hasta grubu eritrosit %
acil ve % alkil medyan degerleri birbirine yakin bulundu. % alkenil gliserolipid medyan
degerlerine bakildiginda ise hasta grubunda % alkenil gliserolipid oran1 kontrole gore
%?2 daha yiiksekti. Ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 4.4.).
Eritrosit alkil/alkenil, alkil/agil ve alkenil/agil gliserolipid oranlarina bakildiginda
alkil/acil ve alkenil/agil gliserolipid medyan degerleri her iki grupta birbirine yakin
bulunurken alkil/alkenil gliserolipid oranlar1 hasta grubunda kontrole gore daha diisiik
bulundu. Bu diisiis alkil gliserolipid yiizdesinin yiiksek olmasi veya alkenil gliserolipid
yiizdesinin diisiik olmasiyla ilgili olabilir. Yiizde medyan degerleri dikkate alindiginda
eritrosit alkil gliserolipid yiizdelerinin iki grupta hemen hemen ayni oldugu ancak
eritrosit alkenil gliserolipid yiizdelerinin hasta grubunda yaklasik %2 daha yiiksek
oldugu tespit edildi. Dolayisiyla eritrosit alkil/alkenil gliserolipid oranlarindaki
azalmanin hasta grubu alkenil gliserolipid yiizdesindeki artistan kaynaklandig:
kanaatine varildi. Ancak bu degisim istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 4.4.).

Tablo 4. 4. Eritrosit alkil ve alkenil gliserolipid yiizde degerleri ve oranlarinin kontrole
gore karsilastirilmasi

Kontrol Grubu (n=30) Hasta Grubu (n=30)

Medyan Minimum Maksimum Medyan Minimum Maksimum p
%AGil 23.18 17.94 34.50 23.33 16.05 28.00 0.965
%AlKil 63.09 51.13 76.50 63.24 55.62 76.29 0.965
%Alkenil 10.97 4.33 21.13 13.25 4.35 18.76 0.473
Alkil/Agil 2.78 1.72 4.10 2.68 1.99 4.62 0.971
Alkenil/Acil  0.45 0.18 1.08 0.55 19 1.02 0.301
Alkil/Alkenil  5.77 2.60 17.67 4.76 3.19 16.86 0.525

Mann Whitney U Testi. Sonuglar medyan, minimum ve maksimum olarak verilmistir. p<0.05.
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Kontrol ve hasta grubu eritrosit alkil/alkenil gliserolipid oranlar1 cinsiyete gore
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olmasa da hem hasta grubunda hem de
kontrol grubunda eritrosit alkil/alkenil gliserolipid oran1 erkeklere gore kadinlarda daha
diisiik bulundu (Tablo 4.5.).

Kontrol grubunda sigara kullananlar ile kullanmayanlarin eritrosit alkil/alkenil
gliserolipid oranlari medyan degerlerine gore birbirine yakin bulunurken, hasta
grubunda sigara kullananlarda kullanmayanlara gore eritrosit alkil/alkenil gliserolipid
oranlar1 daha diisiik oldugu tespit edildi. Ancak istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamadi (Tablo 4.5.).

Hasta grubunda ila¢ kullananlarin eritrosit alkil/alkenil gliserolipid medyan
degerleri kullanmayanlara gore karsilastrildiginda daha yiiksek fakat bu fark istatistiksel
olarak anlamli degildi (Tablo 4.5.).

Hasta grubu eritrosit alkil/alkenil gliserolipid medyan degerleri AHI degerleri
<30 olanlar (orta uyku bozuklugu) ile >30 olanlar (agir uyku bozuklugu) ile
karsilastrildiginda AHI >30 olanlar hastalarda AHI <30 olanlara gére daha diisiik
oldugu goziikmekte ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Ancak Tablo 4.4’
bakildiginda hasta grubunda eritrosit alkil/alkenil gliserolipid oranlarinin da diisiik
oldugu tespit edildi. Istatistiksel olarak anlamli olmasa da bu fark hasta grubunda da
goriilmektedir (Tablo 4.5.). Eritrosit alkil/alkenil gliserolipid oranlar1 kontrole gore
anlamli olmayan bu azalma cinsiyete gore karsilastirildiginda da ayn sekilde her iki
cinsiyette de kontrole gore azalma oldugu tespit edildi (Tablo 4.5.). Bu azalma
cinsiyetten faktoriinden bagimsizdir. Sigara kullanmayan kontrol ve hasta grubu
eritrosit alkil/alkenil gliserolipid oranlar1 arasinda anlamli fark tespit edilemedi. Ancak
sigara kullanan kontrol ve hasta grubu arasinda degerlendirme yapildiginda eritrosit
alkil/alkenil gliserolipid orani hasta grubunda daha diisiik bulundu. Bu azalma sigara

faktoriinden bagimsizdir (Tablo 4.5.).
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Tablo 4. 5. Eritrosit alkil/alkenil gliserolipid oranlarinin kontrol ve hasta gruplarinda
cinsiyet, sigara kullanimi ve hasta grubu ila¢ kullanimina ve AHI degerlerine gore
karsilastirilmast

Alkil/Alkenil Gliserolipid Orani
N Medyan Minimum Maksimum p

Cinsiyet Kontrol Kadin 18 595 2 60 17.67
0.602
Erkek 12 6.06 3.23 11.96
Hasta Kadin 8 426 3.39 16.86
Erkek 0.574
rke 22 572 3.19 15.07
Kadin Kontrol 18 525 2,60 17,67
H 0.567
asta 8 426 3.39 16.86
Hasta 22 572 3.19 15.07
Sigara  Kontrol Kullanan 10 5.77 3.09 11.96 0.983
Kullanmayan 20  5.74 2.60 17.67 '
Hasta Kullanan 9 4.37 3.39 10.58
0.422
Kullanmayan 7 577 3.19 16.86
Kullanan Kontrol 10 5.77 3.09 11.96
H 0.182
asta 9 437 3.39 10.58
Kullanmayan Kontrol 20 5.74 2.60 17.67
0.938
Hasta 21  5.77 3.19 16.86
ilac Hasta Kullanan 15 5.77 3.19 16.86
0.683
Kullanmayan 15 437 3.38 15.07
AHI Hasta <30 12  5.28 3.19 16.86 0.851
> 30 18  4.49 3.35 15.07 '

Mann Whitney U Testi. Sonuglar medyan, minimum ve maksimum olarak verilmistir. p<0.05. AHI:
Apne Hipoapne indeksi. Kontrol grubunda ilag kullanan olmadigindan degerlendirme yapilmamustir.
AHI> orta uyku bozuklugu, AHI > 30 agir uyku bozuklugu

4.2.1. Eritrosit Alkil ve Alkenil Gliserolipid Konsantrasyonlar:

Kontrol ve hasta grubuna ait 1 mL eritrosit stispansiyonun lipid ektstraksiyonu,
fosfolipaz-C ile hidrolizi ve agil gruplarinin saponifikasyonu yapilan numuneler TLC ile
ayrildi fotodansitometrik olarak bant yogunluklari belirlendi. Olusan bu degerler daha
once hazirlanmis olan alkil gliserolipid standarti kalibrasyon egrisi denklemi (Sekil 3.5.)
kullanilarak 1 mL eritrosit suspansiyonu icerisindeki alkil ve alkenil gliserolipid

miktarlar1 hesaplandi (Tablo 4.6.). TLC plakasina uygulanan numune miktarlari bazi
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numuneler igin kesin bilinmediginden sadece TLC plakasina uygulanan konsantrasyonu
kesin olarak bilinen numuneler igin eritrosit alkil, alkenil ve acil(?) gliserolipid
konsantrasyonlar1 hesaplandi. Alkenil ve agil gliserolipid standartlar1 olmadigindan
alkenil ve acil gliserolipid konsantrasyonlar1 da alkil gliserolipid kalibrasyon egrisinden

hesaplandi.

Tablo 4. 6. Eritrosit stispansiyonunda tespit edilen kontrol ve hasta grubu eritrosit alkil
ve alkenil gliserolipid konsantrasyonlari

Acilgliserolipid AlKil gliserolipid Alkenil gliserolipid
(Mg /mL) (Mg /mL) (Mg /mL)
KONTROL
K9 325.44 712.41 174.28
K10 314.06 779.55 215.20
K12 365.20 1127.42 199.24
K13 245.99 598.30 143.62
K17 261.54 727.33 152.88
K18 395.93 812.17 196.72
K26 313.62 658.73 230.89
K27 657.35 1202.23 343.79
K28 395.99 819.22 218.03
K29 378.57 848.86 235.90
K30 331.43 678.02 207.80
HASTA
H1 244.98 531.86 202.57
H2 256.85 705.18 148.76
H3 307.73 686.08 166.00
H4 232.08 562.34 133.09
H5 234.58 538.62 114.58
H25 202.25 426.72 152.90
H26 195.96 445.64 135.98
H27 419.51 920.75 207.84
H28 256.68 654.19 194.76
H29 269.32 673.82 166.56
H30 251.48 559.26 215.11

K: kontrol grubu, H: hasta grubu. K ve H yanindaki sayilar numune kodlarini ifade etmektedir.
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Tablo 4. 7. TLC ile ayrilan kontrol grubu eritrosit alkil ve alkenil gliserolipid
spotlarina ait fotodansitometrik yogunluk analizi bulgulari

Acil gliserolipid AlKil gliserolipid Alkenil gliserolipid

K1 955909.6 2313504 582236.8
K2 417853 1035366.1 192867.3
K3 234013.2 574543.6 208273.4
K4 56337.3 186752.4 36465.56
K5 137039.6 478589 148176.7
K6 211023.8 615554.69 77398.51
K7 680886.1 1186636.5 4532244
K8 471828.5 1286183.3 339275.9
K9 306020.3 739508.66 123195.8
K10 296717.4 856407.03 172998.4
K11 295568.1 893119.31 146131.1
K12 278821 976920.63 121815.8
K13 283584.2 762207.72 108908.1
K14 651849.6 1304601.6 354315.5
K15 721318.1 1881320.3 473335.1
K16 895006.9 1535461.5 163658.2
K17 215541.4 722710.16 91363
K18 322901.9 738061.94 124199.2
K19 81858.95 326684.16 18487.33
K20 35660.41 142593.9 11582.78
K21 96810.03 397087.58 26038.21
K22 54356.87 177905.21 14611.65
K23 203355.5 576405.07 51443.34
K24 159545.1 560708.44 46873.1
K25 194287.6 725935.96 83359.07
K26 294070.8 677591.85 260296
K27 437111.4 878031.1 197976.5
K28 433532.7 973910.82 173818.9
K29 328252.2 949888.13 307509.6
K30 321964.6 790274.1 165990.3

K: Kontrol grubu
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Tablo 4. 8. TLC ile ayrilan hasta grubu eritrosit alkil ve alkenil gliserolipid spotlarina
ait fotodansitometrik yogunluk analizi bulgulari

Acil gliserolipid AlKil gliserolipid Alkenil gliserolipid

H1 225084.71 577300.8 181121.6
H2 247498.72 776664 104394.9
H3 309655.63 796716.2 129516.8
H4 217404.51 632275.7 82591.72
H5 194216.32 548004.2 51792.53
H6 801820.38 1837638 522291.2
H7 811285.25 2057643 503906.8
H8 604779.56 1598379 389542

H9 298543.34 904847.4 142682.7
H10 417040.47 1074253 247450.2
H11l 681487.56 1490995 341036.9
H12 364098.88 848169.3 202828.9
H13 321127.25 1103045 328884.4
H14 370277.46 1011680 219381.3
H15 615160.3 1599062 375536.5
H16 578010.94 1148343 338306.6
H17 452395.97 1204985 345531.3
H18 722485.13 1957604 345701

H19 78091.32 255531.6 15156.34
H20 79537.023 214636.1 20788.08
H21 54329.15 251259.8 23743.74
H22 63973.915 238614 15836.07
H23 56733.325 261207.9 35561.47
H24 196566.42 542838.8 61209.53
H25 205787.65 529924.3 146239.5
H26 225051.91 598966.4 122333

H27 411247.53 1052010 176735.6
H28 283206.5 829385.7 210360.2
H29 246705.25 749493.5 129806.2
H30 269167.01 695948.8 206146.4

H: Hasta grubu
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5. TARTISMA

Giliniimiizde gelisen aydinlatma sistemleri, ge¢ yemek yeme, gece uyuma, kitalar
aras1 yapilan yolculuklar, vardiyali ¢calisma gibi bircok faktor sirkadiyen saatlerdeki
senkronizasyonlarin bozulmasina yol agmakta ve bunun sonucunda da kanserin de dahil
oldugu, obezite, tip 2 diyabet, metabolik sendrom, hipertansiyon, kardiyovaskuler
hastalik (8) ve alkole bagli olmayan yagli karaciger hastaligi (54) gibi bozukluklarda
artiglara yol agmaktadir. Yine son yillarda giderek artan epidemiyolojik calismalar,
vardiya tipi ve gece caligmalarinin uyku-uyaniklik dongiisiiniin bozulmasina bagl
sagliga iliskin uzun siireli etkilere neden olabilecegini gostermektedir (6). Calismalar
kismi giinliik uyku kaybi veya total uyku yoksunluguna maruz kalmanin plazmada lipid
konsantrasyonlarini (6rnegin, kolesterol, yag asitleri ve fosfatidilkolin) etkiledigini
gostermektedir. Uyku kisitlamasi sonucu konsantrasyonlart degisen lipidlerin
bircogunun sirkadiyen degisim gosterdigi  bildirilmistir. Buradan hareketle
calismamizda uyku kisitlamasi ve uyku kaybi sonucu meydana gelen sirkadiyen ritim
bozukluklarinda degisim gosterdigi bilinen bir metabolit olan plazmalojen diizeylerinin
tespit edilmesi amaglanmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda uyku bozuklugu olan ve uyku
bozuklugu olmayan iki grubun alkil ve alkenil gliserolipid (plazmalojen) oranlar1 tespit
edilip, sirkadiyen ritim bozukluguna bagli uyku bozukluklarinin tanisinda bir
biyobelirteg olarak kullanilip kullanilamayacagi ihtimali degerlendirilmistir.

Calismamizda uyku apnesine bagli uyku bozuklugu olan (hasta) ve uyku
bozuklugu olmayan (kontrol) iki grubun eritrosit alkil ve alkenil gliserolipid oranlar1
belirlenmistir. 1ki grup arasinda eritrosit alkil ve alkenil gliserolipid oranlari
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. Ancak hasta
grubunda alkil/alkenil gliserolipid oranlarinin daha diisiik oldugu go6zlendi. Hasta
grubunda eritrosit alkil/alkenil oranindaki bu diisiis hasta grubunda alkenil gliserolipid
yiizdesinin artmasindan kaynaklanabilecegi kanaatine varildi. Sonuglarimizda
istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmayisi farkli sebeplere bagl olabilir:

1. Bireysel ve fenotipik farkliliklardan dolay1 bir fark gézlemlenememis olabilir.
Clnks memeli sirkadiyen saati bireysel ve fenotipik farkliliklardan etkilenir. Insanlarin
belirli bir kronotipe (sabah¢il ya da aksamcil) dogru egilimleri vardir (7). Sabahcil ve
aksamcil kronotipler arasinda yaklasik iki saatlik bir faz farki bulunmaktadir. Iki saatlik
faz farki uyku-uyaniklik dongiisii, viicut sicakligi, hormon salgilanmasi (kortizol ve

melatonin) gibi fizyolojik olaylarda da yaklasik 2 saattir (14). Bireysel ve fenotipik
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farkliliklar sirkadiyen osilasyon gosteren metabolitlerin osilasyonun da farkli olmasina
yol agar. Her bir bireyin sirkadiyen saatinde ilgili metabolitlerin pik yapma zamani
farkli olmaktadir (100). Her bir bireyin osilasyon zamanin farkli olusu iki grup arasinda
yapilan karsilastirmalarda farkliliklarin belirlenmesini gliclestirmektedir. Farkli gruplara
ait degerler bir araya getirilip bir ortalama alindiginda bu farklilar biribirini ndtralize
ettiginden bir fark varsa da gozlemlenememektedir. Dolayisyla bizim ¢alismamizda bir
fark varsa da sonuglar tiim grup i¢inde degerlendirildigi i¢in farklilik gézlemlenememis
olabilir. Bu nedenle sirkadiyen ritim c¢alismalarinda sonuglarin bireysel olarak
degerlendirilmesi daha dogru bir yaklagim olabilir.

2. Onceki calismalarda serum numuneleri kullanilirken bizim eritrosit membrani
lipid kompozisyonunu degerlendirmis olmamiz diger bir sebep olabilir. Sirkadiyen
osilasyon gosteren metabolitlerdeki farkliliklarin1 g6zlemlenmesi amaciyla eritrosit
membranin lipid kompozisyonu degerlendirmek dogru bir yaklagim olabilir. Clnki
plazma yag asitlerinin profili giinlik diyetle alimma bagl olarak sirkadiyen osilasyon
gosterirken, eritrosit membran bilesimi yag asitlerinin 2-3 aylhk diyet alimim
yansitmaktadir (101). Ayrica insan olgun eritrositlerinin niikleus, ribozom, mitokondri,
vakoul ve ER gibi organelleri icermedigi bilinmektedir. Bu hiicresel yapilarinin
olmayisi bu hiicrelerin protein sentezi, nikleik asit sentezi ve lipid sentezini de
gerceklestiremeyecegi anlamina gelmektedir. Bu nedenle yikanmis olan eritrositlerden
elde edilen lipidler sadece eritrosit membranindaki lipidleri gosterir. Bu 6zellikler bu
hiicrelerin membranlarinda sirkadiyen ritim degisimlerini gézlemlemek i¢in dnemli bir
membran modeli sunmaktadir. Ancak bu model bireysel farkliliklar1 yansitabilse de
eritrosit membran1 lipid kompozisyonu ge¢ degistiginden giinlik degisimleri
gozlemleyebilmek igin uygun bir model degildir. Bizim g¢alismamizda hem giinlik
degisimlerin degerlendirilmesi amactyla hem de genis bir FL havuzu oldugu i¢in serum
numuneleri kullanilmasi 6ngoriilmiistiir. Fakat yapilan 6n denemelerde bu metodun
(TLC) hassasiyet derecesinin serum numunelerinde 6l¢iim yapmak i¢in yeterli olmadigi
belirlenmistir. Plazma FL analizleri enzimatik-kolorimetrik yontemlerle yapilabilir.

3. Diger bir sebep onceki ¢alismalarda olusturulan sirkadiyen ritim bozuklugu
modellerinin bizim ¢alismamizla farkli olmasi olabilir. Onceki calisma uyku
sinirlandirilmasi yapilmis kontrollii bir deney (5 giin 4 saatlik uyku kisitlamasi) iken
bizim ¢aligmamiz uyku apnesine bagli uyku bozuklugu olan bireylerden olusan bir
calismadir. Her ne kadar ¢alismamiza katilan bireylerin uyku bozuklugunun siddeti

yiikksek olsa da (AHI >30, agir uyku bozuklugu) bu kisilerin ne kadar siiredir
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uykusuzluk cektigi veya uykusuzluk diizeylerin nasil oldugu belli degildir. Yine mevcut
calismada calismaya katilan katilimcilarin uyku simirlandirilmasi yapilmadan once,
yapildiktan bir giin sonra ve bes giin sonra kan ornekleri alinarak bir degerlendirme
yapilmistir. Bizim ¢alismamizda bdyle bir uygulama i¢in katilimcilarin uyku bozuklugu
olmadan onceki degerleri ve uyku bozuklugu bagladiktan sonraki degerleri
karsilagtirarak yapilmasimi gerektirir. Ancak bu uyku klinigine uyku bozuklugu
sikayetiyle basvuran hastalardan olusan bir calisma oldugundan boyle bir takip
yapilmast miimkiin olmamistir. Béyle bir ¢alisma icin belirli araliklarla rotasyonlu
calisan bireylerde rotasyon oncesi ve sonrasi kan degerleri degerlendirilebilir veya orug
tutan bireylerin (sirkadiyen saatinin bozuldugu 6ngoériilerek) oru¢ dncesi ve orug sonrasi
kan degerleri alinarak bir degerlendirme yapilabilir.

4. Lipid analizlerinin gerceklestirildigi analitik metodlarin farkli olmas: da bu
sonuclar1 etkileyen baska bir sebep olabilir. Mevcut ¢alismada lipid analizleri GC-MS
ve LC-MS ile gergeklestirilirken bizim TLC ile yapmis olmamiz analizler arasinda
dedeksiyon limitleri ve varyasyon derecelerinin farkli olmasi da farkli sonuglara sebep
olmus olabilir. Ancak TLC, EGL'lerin ayrilmasi i¢in en sik uygulanan tekniklerden
biridir. Cunkl bu yontem diisik maliyetlidir, tek bir TLC plakasi {izerinde birkag
numune ayni1 anda uygulanabilir hizlidir ve daha uygun bir sekilde yapilabilir (92). Bu
avantajlarinin yaninda EGL'lerin yag agil bilesiminin ve bir EGL sinifi i¢indeki diagil
ve alkil-agil baglantil: tiirler arasindaki farkliligin TLC belirlenmesi de zordur (80).

5. Ayrica lipid bantlarinin yogunluklarinin fotodansitometrik olarak belirlenmis
olmasinin kismen subjektif bir degerlendirme oldugu goz ardi edilmemelidir. Ciinkii
fotodansitometrik analizler bir fotograf goriintiisii tizerindeki goriintiiniin yogunluguna
gore yapilmakta. Bizim de c¢aligmamizda lipid bantlarimin goriiniirlestirmek icin
kullanmis oldugumuz boyanin hangi lipid bantiyla ne oranda etkilesim gosterdigi
bilinmemektedir. Boyay1 yogun olarak almis bir lipid banti i¢in yogunlugunun da fazla
olacag1 veya boyayr az olarak almis bir lipid bant1 i¢in yogunlugunun da az olacagi
anlamina gelmez. Bu da lipid bantlar1 arasinda boyanma o6zelliklerine gore bir analiz
yapmanin objektif sonuglara olumsuz etkisini ortaya koyabilir. Ayrica fotodansitometrik
analizlerde her ne kadar lipid bantlar1 otomatik olarak isaretlenmis olsa da tiim bantlarin
ayn1 diizeyde hassas olarak isaretlenmesi miimkiin olamayabilmektedir ve her plakanin
arka planin yogunlugu da farkli olmaktadir.

Tiim bu faktorler istatistiksel olarak anlamli bir farkin bulunmamasini etkilemis

olabilir.
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Baz1 plazma lipidleri sirkadiyen osilasyon gosterirler. insanin plazmasinda
yapilan lipidomiks ¢aligmasinda; lipidlerin %13 sirkadiyen osilasyon gosterdigi
sirkadiyen osilasyon sergileyen lipitlerin ¢ogu TAG ve diagilgliseroller oldugu
bildirilmistir (56). Insan kaninda sirkadiyen osilasyon gdsteren metabolitler arasinda FG
(18:1, gliserofosfolipid) ve LizoFC (16:1 lizofosfolipid) gdsterilmistir (58). In vivo
insan iskelet kasi hiicrelerinde gliserolipidler, gliserofosfolipitler ve sfingolipitler,
giinliik osilasyon gdstermistir (57). insan plazmasinda giinliik varyasyon gosteren FL
ise lizofosfatidilkolin, lizofosfatidiletanolamin ve kolin plazmalojenlerdir.

Uyku smirlandirmast  veya uyku bozuklugunun bir sonucu sirkadiyen
senkronizasyondaki bozulmalar olmasi sebebiyle uyku sinirlandirmasi yapilmis rat ve
insanlarda detaylt metabolik profil calismalar1 yapilmistir. Degisen metabolitler
arasinda okzalik asit ve diagilgliseroliin (36:3) her iki tiirde de dnemli oranda azaldig:
belirlenmistir. Ayrica daha kisa zincirli triagilgliserolerin birikimi, uzun zincirli yag
asitlerinin beta oksidasyonunda azalma, buna ilaveten bazi1 fosfolipidlerin sentezi ve
oksidasyonu ile baglantili metabolitlerdeki artis arastiricilar tarafindan PPAR yoluyla
peroksizomal aktiviteye isaret ettigi seklinde yorumlanmistir (12). Yine insanlarda akut
uyku simirlandirmalarinda yapilan metabolik profil calismalarinda 27 metabolitin
Oonemli oranlarda artis gosterdigi ve bu 27 metabolitten 13 niin gliserofosfolipid oldugu
ortaya konmustur (10). Bagka bir ¢aligmada uyku yoksunlugu sonucu kolin plazmalojen
seviyelerinin azaldigi, birka¢ FC ve ¢oklu doymamis yag asiti iceren TAG’lar ise arttig1
gozlenmistir. FC’lerde ve TAG’lardaki artis, uyku kaybinin, yeterli uyku saglamayan
bireylerde metabolik saglik icin potansiyel etkileri olan lipid metabolizmasim
degistirebilecegini gostermektedir (11).

Uyku kisitlamasi veya total uyku yoksunlugu sonucu insan serumunda degisen
metabolitlere bakildiginda bizim sonuglarimizla farkliliklar goriilmektedir. Her ne kadar
mevcut calismalarda serum numuneleri, bizim c¢alismamizda eritrosit numuneleri
kullanilmis olsa da bu sonuglar plazmalojen sentezini ve sentez sonrasini degistiren
faktorlere baglh olarak bir degisime isaret etmektedir. Mevcut ¢alismalarda plazmalojen
seviyeleri diisiik bulunurken g¢alismamizda uyku bozuklugu olan bireylerde eritrosit
alkenil gliserolipid (plazmalojen) yuzdesi yiksek bulundu. Plazmalojenlerin
fonksiyonlar1 (membran bileseni, antioksidan ve sinyal bileseni) gbz Oniine alindiginda
alkenil gliserolipid yiizdesindeki artis artan oksidatif stres, hipoksi ve plazmalojenaz

aktivitesi ile iliskilendirebilir.
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Plazmalojenlerin endojen antioksidanlar olarak FL, lipid ve lipoprotein
partiktllerini oksidatif strese karsi koruduklar1 bilinmektedir (61). Yapilan galigsmalara
bakildiginda oksidatif stresin plazmalojen diizeyine etkisinin iki yonli oldugu
gorulmektedir. Bircok patolojide plazmalojenlerin oksidatif stres sonucu endojen
antioksidanlar olarak azaldig1 diger taraftan hipoksi sirasinda oksidatif stresten
korunmak i¢in hiicrelerin plazmalojen sentezlerini artirdiklari bildirilmistir. Alzheimer
hastaligi, kardiyovaskiiler hastaliklar, hipertansiyon, kanser ve solunum hastaligi gibi
bircok hastalikta plazmalojen diizeylerinin azaldigi bulunmustur. Bu azalmanin artan
oksidatif stres sonucu plazmalojenlerin sn-1 pozisyonundaki vinil-eter baginin oksidatif
strese duyarliligindan kaynaklandigir bildirilmistir (65). Ayrica vinil eter baginin
konumu (membranin hidrofilik bolgesinde yer aldigi diistiniilmekte) ve
plazmalojenlerin oksidatif stres Grlinlerinin yavas olusmasi plazmalojenlerin kurban
antioksidanlar olarak roliinii agiklamaktadir (83). Yine artan oksidatif stres sonucu
mitokondri membranin gegirgenliginin artmasi sonucu elektron tagima zinciri elemani
sitokrom  c¢’nin  sitoplazmaya  gecerek  plazma  membraninda  bulunan
plazmeniletanolamin veya plazmenilkoline baglanmasiyla plazmalojenaz aktivitesi
gosterdigi ve bunun sonucunda da plazmalojenleri azalttigi bildirilmistir (102). Bizim
calismamizda ise alkenil gliserolipid diizeyleri artti. Ayrica sitokrom-c’nin
plazmalojenaz aktivitesi plazma membranin i¢ yiizeyinde cereyan etmekte ve bu islem
mitokondrilerle iligkilidir. Eritrositlerde de mitokondri bulunmadigindan bu mekanizma
eritrositler i¢in gecersizdir. Bu nedenle plazmalojenlerdeki bu artisin sitokrom c’nin
plazmalojenaz aktivitesinden ziyade artan oksidatif stres ve hipoksi ile iliskili oldugu
diistiniilebilir.

Insan pulmoner arter endoteliyal hiicrelerin hipoksiye maruz kaldiginda ortama
plazmalojen dncusi (sn-1-O-heksadesilgliserol) eklendiginde plazmalojenlerin bes giin
icerisinde sentezlerini iki kat artarak insan pulmuner arter endoteliyal hicrelerini
oksidatif stresten korudugu bildirilmistir (103). Ayrica HIF1 hipoksiye cevap olarak
genis bir gen ekspresyonunu aktive edebilir. Hipoksi durumunda HepG2 huicrelerinde
PPARy seviyelerinin arttigi gozlenmistir (104). Uyku apnesine bagli uyku bozuklugu
olan bireylerde (105) ve bagirsak endotel hiicrelerinde hipoksi sonucu PPAR-o’nin
reglilasyonunun azaldigi bulunmustur (106). Aksine baska bir ¢calismada akciger kanser
hicre kaltarinde hipoksinin PPAR-a ve HIF1-a ekspresyonunu artirdigi bulunmustur
(107). Bu veriler PPAR-o aktivitesini HIF1-a  tarafindan diizenlenebilecegini
gostermektedir. Yine endotel hiicrelerinin akut ve kronik hipoksiye maruz kalmasi
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sonucu endotel hiicre FL kompozisyonu ve fosfolipaz aktivitesi lizerinde etkileri oldugu
bulunmustur. Akut ve kronik hipoksiye maruz kalindiginda ortamda bulunan FL Onciisii
(asetik asit) miktar1 azalmas1 FL sentezinin arttig1 gosterilmistir. Calismada Fosfolipaz
A ve FC diizeyleri artarken, FE diizeyi degismemistir. Bu etkilerin endotel hiicrelerinin
kokenine ve hipoksinin siiresine bagli oldugu bulunmustur. Ancak bu degismler plazma
membranindan ziyade organel membraninda goriilmiistir (108). Bu veriler
plazmalojenlerin hipoksi ve diger reaktif oksijen turlerinden kaynakli oksidatif stres
sirasinda miktarlarini arttirarak hicreleri koruyabilecegini gostermektedir. Ancak bu
artis icin plazmalojenlerin hiicre icerisinde sentezlenmis olmasi gerekir. Fakat olgun
eritrositler niikleus ve hiicre i¢i organeller tagimadigindan plazmalojen sentezi
gergeklestiremezler. Oysa olgun eritrositlerin dolasim dmrl boyunca ¢ok dinamik bir
sistemin, membranin genel bilesimini ve kompozisyonunu korudugu bilinmektedir
(109). O zaman eritrositlerde FL lipid kompozisyonu nasil degisebilir?

1. Yeni sentezlenmis olup dolasima katilan eritrositler total membran FL
kompozisyonu degistirir. Bir eritrosit hiicresinin dolasimdaki 6mrii yaklasik 120 giindiir
(110). Hergiin retikiiloendoteliyal sistem tarafindan dolasimdaki eritrositlerin %1 nin
yenilendigi bilinmektedir. Dolayisiyla yeni sentezlenen eritrositlerle membran FL
kompozisyonu degismis olabilir. Ayrica eritrositlerin dolagimdaki bu giinliik degisimleri
peroksizomal aktiviteyi de yansitabilir. Ciinkii plazmalojenlerin sentezi fonksiyonel
peroksizomlar gerektirir. Plazmalojen sentezinde 6nemli iki enzim (Alkil-DHAFS ve
YARI) peroksizomda yer alir (68).

2. Olgun eritrositlerde membran fosfolipid kompozisyonun diizenlenmesinde
diger bir yol serum lipoproteinleri ve eritrosit membrani arasindaki lipid degis-
tokusudur (14). Olgun eritrositler FL sentezi gerceklestiremezler ancak insan doku ve
hucrelerinde plazmalojenlerin karacigerde, bagirsakta ve bobrekte sentezlendigi ve
lipoprotein bilesenleri olarak kana salindigi bilinmektedir (70). Surekli yenilenen yag
asitleri plazmadan hizla alinip ve membran fosfolipidlerine dahil edildigi bilinmektedir
(109). insanlarda ve kopeklerde eritrosit ve plazma bilesikleri arasinda PC (lesitin) ve
SM arasindaki degisim gosterilmistir (111). Dolayisiyla plazmalojen diizeylerindeki
artisin plazmadan eritrosit membranina bir transfer mekanizmasi ile gerceklestigi
diisiiniilebilir. Ancak bu degisimin mekanizmasimin nasil isledigi belli degildir. Bu
degisimin plazma lipoproteinleri ile eritrosit membrani arasinda fosfolipid transfer
proteini (FLTP) (112), lesitin kolesterol acil transferaz (LCAT) (113), endoteliyal lipaz
(LIPG) (114), salgisal fosfolipaz A2 (SPLA2) (115) ve plazmalojenaz enzimlerinin rol
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oynadig1 diistiniilebilir. Bu enzimler eritrosit membraninda yer alan FL’lerin sn-1 veya
sn-2 pozisyonunda bulunan bir a¢il grubunun ayrilmasini katalizleyerek serbest yag
asitleri ve lizofosfolipidlerin olusmasina yol agmaktadir. Olusan lizofosfolipidler
plazma membranin fonksiyonlarin1 etkilemektedir. Ozellikle FLTP bu transfer
mekanizmasinda oldukca 6nemli bir rol oynadig: diisiiniilebilir. Cilinkii FLTP serum-
lipoprotein-eritrosit trafiginde tam bir FL taginmasini saglamakta. Ancak serum
lipoproteinleri ile eritrosit membran1 arasindaki bu transfer mekanizmasinin nasil
oldugu hali hazirda agik degildir.

3. Eritrosit membran FL kompozisyonun degisimine yol agan diger bir yol ise
membranda cift kath lipid tabakasinda FL transferini saglayan enzimler ile olmaktadir.
Eritrosit membran1 amfipatik lipid molekullerinden ve lipid matrisine gomuli
proteinlerden (transmembran) olusan dinamik yapilardir (88). Eritrosit membraninda
yer alan lipidler membran yiizeyleri arasinda asimetrik olarak dagilmis durumdadir.
Memeli hiicrelerinde, eritrosit membraninin sitoplazmik yiizeyi ile dis ylizeyi
karsilagtirildiginda genellikle FE, FS ve FI sitozolik katmanda daha fazla bulunurken
SM ve FC dis yilizeyde daha fazla bulunur. Kolesterol ise iki katmanda esit olarak
dagilmis durumdadir (66). insan eritrosit membranmn ¢ok sayida PUFA igerdigi de
bilinmektedir (116). Eritrositlerde membran fosfolipidlerinin asimetri gosterdigi ve
asimetrisinin korunmasi lipid homeostazini korumak igin esastir (117). Membran
asimetrisinin korunmas1 flopazlar, filipazlar, ve scramblases enzimleri tarafindan
diizenlenmektedir. Floppaz i¢ yiizeyinden disa yilizeye dogru FC’lerin FS ile ters
transferini kontrol eder (118). Filipazlar (aminofosfolipid translokaz) amino grubu
iceren fosfolipidleri (FE, FS) sitoplazmik yilizeyden dis ylizeye dogru dogru pompalar.
Scramblase ise membranin i¢ ve dig ylizeyi arasinda konsantrasyon gradyentine bagli
olarak eritrosit membrant boyunca iki yonlii fosfolipid gecisini saglamaktadir (117).
Tum bu enzimleri etkileyen faktorler, membran FL kompozisyonunda degisime yol
acabilir.

4. Eritrosit membraninin FL lipid kompozisyonun beslenme ve g¢esitli
patolojilerde degisim gosterdigi de bilinmektedir (111, 116). Bozuk membran katyon
gecirgenliginin artmast sonucu eritrosit hacmindeki artma veya azalig, hiicresel
deformasyonlara yol ag¢maktadir (110). Eritrosit membran disfonksiyonu
hemoglobinopatilerin patolojisinde énemli bir rol oynar. Anemi, orak hiicre anemisi ve
talasemilerde antioksidan sisteme ragmen membran FL asimetrisi degismektedir. Bu

degisim diger kan hiicreleriyle etkilesim sonucu patolojiler meydana getirir (118). Down
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sendromlu c¢ocuklarin saglikli kardesleriyle karsilastirildiginda plazma ve eritrosit
membran fosfolipid kompozisyonu artis gosterdigi, plazmalojen konsantrasyonunda
azalma oldugu bildirilmistir (119). Yine Gaucher hastalig1 olan hastalarin eritrosit zari
plazmalojen seviyeleri azalma tespit edilmistir (120). Myotonik distrofi hastalarinda da
eritrosit membran fosfatidiletanolamin ve plazmalojen diizeylerinde degisimler
gozlenmistir (121). Bunlar gibi bircok durumda bozulmus membran kompozisyonu
gozlenmistir. Bu patolojilere ek olarak bizim verilerimize gore uyku apnesine bagl
uyku bozuklugu durumunda da membran disfonksiyonuna bagli olarak plazmalojen
diizeyleri degismis olabilir. Uyku apnesine bagli uyku bozuklugu, sistemik inflamatuar
yanitin diizenlenmesi, artmis oksidatif stres seviyesi ve endotel disfonksiyonu de dahil
olmak {izere cesitli fizyolojik siireglerin diizensizligini igerdigi bilinmektedir (54).
Mevcut bilgilerimiz 1s181nda uyku apnesine bagli uyku bozuklugu ve eritrosit membrani
plazmalojen seviyeleri arasindaki baglantiyr ortaya koyan herhangi bir calismaya
rastlanilmamustir.

5. Reaktif oksijen tlrlerinin de membran FL kompozisyonunu degistirdigi
bilinmektedir. Yiksek ROS seviyeleri FL yapisinda bulunan ¢oklu doymamis agil
gruplarinin hasar gérmesine neden olur. ROS arttiginda oksijen ¢oklu doymamis agil
gruplarinin Gift baglar1 ile reaksiyona girer apolar zincirlere bir kutupsal 6zellik
kazandirir. Bu yapt fosfolipazlar tarafindan taninir. Fosfolipaz onarim islemine
baslayarak sn-2 pozisyonundan bir acil grubu koparmasiyla lizofosfolipitler iiretilir.
Plazmadan bir agil transferaz ile bir yag asiti alinir membran fosfolipidlerine eklenir
(109).

Calismamizda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamasa da cinsiyet ve
sigara kullanimi eritrosit alkil/alkenil oranlarmi etkileyen iki O6nemli faktordiir.
Caligmamizda hem kontrol grubunda hem de hasta grubunda eritrosit alkil/alkenil
oranlar1 kadinlarda daha diisiik bulundu. Bu diisiis sirkadiyen ritimden bagimsizdir. Bu
farklilik kadinlarin hormonal degisimlerinin bir sonucu olabilir. Sigara kullanimina gére
ise kontrol ve hasta grubunda sigara kullanmayanlarin eritrosit alkil/alkenil oranlar
birbirine yakin bulunurken sigara kullananlar arasinda hasta grubunda alkenil
gliserolipid ylizdesi yiiksek bulundu. Bizim verilerimiz sigara kullananlarin plazmalojen
biyosentezinde dnemli bir enzim olan alkil-DHAF’1n azalan aktivitesinin plazmalojen
sentezinin azalttig1 (71) sonuclardan farklidir. Bu sonuglarla degerlendirildiginde bizim
sonuglarimiza gore alkenil gliserolipid ylizdesi arttigindan alkil-DHAF aktivitesi artmig

olabilir. Ancak ¢alismamizda bu enzimin aktivitesine yonelik herhangi bir parametre
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calisilmadi. Yine insan serumunda nikotine bagli miktar1 degisen metabolitler
degerlendirildiginde sigara icenlerin plazmalojen diizeylerinin daha diisiik olarak
bulunurken (122) bizim ¢alismamizda plazmalojen diizeyleri yiksek bulundu. Mevcut
calismada sadece sigara kullanimia bagli plazmalojen diizeyleri degerlendirilirken,
bizim ¢alismamizda uyku bozuklugu ile beraber sigara faktorii degerlendirilmistir. iki
calisma arasindaki farklilik bundan kaynaklaniyor olabilir. Calismamizda ilag
kullananlarin alkil/alkenil gliserolipid diizeyleri de degerlendirildi. Ancak bireylerin
kullandig1 ilaglarin birbirinden farkli olmasi sebebiyle kesin bir degerlendirme
yapilamadi. Metformin (123), dexamethasone (124) ve isotretinoin (125) gibi pek cok
ilacin sirkadiyen ritimi etkiledigi bilinmektedir. Dolayisiyla farkli ila¢ kullanan
bireylerin plazmalojen diizeylerini ne tiir ilaglardan etkilendigini degerlendirmek icin
ilave ¢aligmalar yapilabilir.

Biitin bunlar degerlendirildginde; uyku bozukluklari sirkadiyen ritmi
degistirmektedir. Sirkadiyen ritimin bozulmasma bagl olarak da plazmada osilasyon
gosteren lipidlerin (FC, TAG) osilasyonu degismektedir. Uyku apnesine bagli uyku
bozuklugu artan hipoksi, artmis oksidatif stres, {ist solunum yolunun tekrarlayan apne
veya hipopneler (48) ile iliskilidir. Uyku apnesine bagli uyku bozuklugunun bir 6zelligi
olan hipoksinin ise hem sirkadiyen saat hem de lipid sentezi ile ilgili genlerin
ekspresyonunu degistirdigi gosterilmistir. Lipid metabolizmast ile ilgili genlerin
(SREB1 ve SCD-1) ekspresyonun artmast ile membran FL kompozisyonu
degismektedir (126). Uyku apnesine bagl uyku bozukluklarinda akut hipoksi sonucu
artan TAG seviyeleri ve azalan lipoprotein lipaz aktivitesi gosterilmistir (55). Ancak
uyku apnesine bagli uyku bozukluklarininda eritrosit membranin peroksizomal kokenli
alkil ve alkenil gliserolipid diizeylerini nasil degistirdigi bilinmemektedir. Artan
hipoksinin plazmalojen sentezini artirdigi gosterilmis fakat bu ¢aligma uyku apnesine
bagli uyku bozuklugu sonucu degisen hipoksi degil hiicre kiiltiirlinde hipoksiye maruz
birakilan insan pulmuner arter endoteliyal hiicrelerinde gosterilmistir (103). Yine total
uyku yoksunlugu veya uyku kisitlamasi sonucu plazmalojen diizeylerinin azaldig
belirtilmis ancak uyku apnesine bagli uyku bozukluklar: ile plazmalojen diizeyleri
arasindaki baglantiy1 gosteren herhangi bir calisma rastlanilmamistir. Calismamizda her
ne kadar istatistiksel olarak bir fark bulunamasa da uyku apnesine bagl uyku bozuklugu
olan bireylerde alkenil gliserolipid diizeyleri yiksek bulundu. Bu artig1 artan oksidatif

stres ve hipoksi sonucu plazmalojen sentezinin indiiklendigi diisiiniilebilir.
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Uyku apnesine bagli uyku bozuklugu genel populasyondaki yetiskin erkeklerin
%50'sinin en az bir dereceye kadar sahip oldugu olduk¢a yaygin bir hastaliktir. Yas ile
birlikte bu oran giderek artmaktadir (50). Uyku apnesine bagl uyku bozuklugu obezite,
diyabet, kardiyovaskuler hastaliklar ve 6zellikle felg ile iliskilidir ve 70 yasin altindaki
kisilerde erken Olim riskini arttirmaktadir (51). BoOyle bir hastaliginda tani ve
tedavisinin takibi oldukca ©nem arz etmektedir. Uyku apnesine baglhi uyku
bozuklugunun tan1 ve tedavisinin takibi PSG denilen alet ile gergeklestirilmektedir.
Hastalik tanist AHI degerlerine gére konulmakta ancak AHI oranlari birden fazla
degiskenden etkilendiginden (yas, cinsiyet, sigara) 6zellikle hafif uyku apnesine bagl
uyku bozuklugu (AHI 5-15) tanisi i¢in bunun yeterli bir teknik olmadig1 gosterilmistir.
Bu nedenle, uyku apnesine bagli uyku bozuklugunun degerlendirilmesini saglayacak
yeni yontemlere ihtiyag duyulmaktadir (50). Bizim c¢alismamizda her ne kadar
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamasa da daha kontrollii deneyler yapilarak
uyku apnesine bagli uyku bozuklugunun tani ve tedavisinin takibinde plazmalojen

diizeylerinin bir belirteg olarak kullanilabilecegi kanatindeyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Memeli sirkadiyen saati bireysel ve fenotipik farkliliklardan etkilendiginden
grup icerisinde sirkadiyen ritim etkisini ve degisimini tespit etmek zordur. Clnki her
bir bireyin sirkadiyen saatinde ilgili metabolitlerin pik yapma zamani farkli oldugundan
tim degerler toplanip bir ortalama alindiginda farkliliklar birbirini nétralize eder.
Dolayisiyla sirkadiyen ritim degisimlerini grup olarak degerlendirmektense her bir
bireyin ritim bozuklugu tedavilerinin baslangicinda ve tedavi sonrasinda alinacak
numunelerinin karsilastrilmasi sirkadiyen ritim bozukluklarinin tespitinde daha dogru
bir yaklagim olabilir.

Bazi plazma lipidleri glnlik osilasyon gosterirler. Ancak plazma lipidlerinin
osilasyonu her bireyde farkli oldugundan plazmada sirkadiyen ritim etkisini ve
degisimini tespit etmek zordur. Bu nedenle eritrosit membrani giinliik degisimlerden
daha az etkilendiginden sirkadiyen ritim bozukluklarinin lipid metabolizmasindaki
degisikliklerini yansitan énemli ve etkili bir model olabilecegi kanaatine varildi.

Uyku bozukluguna bagli sirkadiyen ritim degisiminde bireylerin plazmalojen
diizeylerinin nasil etkilendigini aydinlatilabilmesi i¢in rotasyonlu calisan bireylerin
rotasyon Oncesi ve rotasyon sonrasi kan degerleri degerlendirilebilir veya oru¢ tutan
bireylerin (sirkadiyen saatinin bozuldugu 6ngoriilerek) orug 6ncesi ve orug sonrasi kan
degerleri degerlendirilebilir.

Uyku apnesine bagli uyku bozukluklarinda plazmalojen diizeylerinin nasil
etkilendigi ile ilgili daha once yapilmis herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. TAG
diizeylerinin hipoksiye bagl olarak degistigi bildirilmis ancak plazmalojen diizeyleri ile
igili bir veri bulunmamaktadir. Mevcut bilgiler 15181inda bu ¢alisma uyku apnesine bagh
uyku bozukluklarinda plazmalojen diizeylerindeki degisimi gosteren ilk ¢alismadir.

Uyku apnesine bagli uyku bozukluklarinin tanm1 ve tedavisinin takibi PSG ile
yapilmaktadir. Bu test hastalarin bir gece uyku laboratuvarinda kalmalarim
gerektirmekte ve bu siire¢ hastalar i¢in hem zaman alict hem de zahmetli oldugundan
daha kullanisli ve daha hizli tam1 ve tedavi takibi belirteclerine ihtiyag duyulmaktadir.
Bu veriler metabolik agidan uyku apnesinin tedavisinin takibinde onemli bir belirteg
olmasina yol agabilir.

Uyku apnesine bagli uyku bozukluklari hipoksiye neden olmaktadir. Hipoksinin

ise PPAR’1n aktivasyonunu degistirdigi gosterilmistir. Metabolizma ile sirkadiyen ritim
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ve metabolik bozukluklari arasinda 6nemli bir reseptor olan PPAR’mn hipoksiden nasil

etkilendiginin arastrilmasi 6nemli ipuglari verecektir.
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Sizi.....Prof.Dr.Tayfun Giildiir tarafindan yiiriitillen ’Insan uyku bozukluklarinda serum o-alkil/o-alk-1-enil ’l
gliserolipid oranlarnin ince tabaka kromatografisi ile kantitatif analizi” baslikl arastirmaya davet ediyoruz. .l
Bu aragtirmaya katilip katilmama kararim vermeden dnce, aragtirmanin neden ve nasil yapilacagini bilmeniz |
gerekmektedir. Bu nedenle bu formun okunup anlagilmasi bilyik 6nem tagimaktadir. Bu ¢alismaya katilmak
tamamen goniilliiliik esasina dayanmaktadir. Eger anlayamadiginiz ve sizin igin agik olmayan seyler varsa,
ya da daha fazla bilgi isterseniz bize sorunuz. Calismaya katilmama veya katildiktan sonra herhangi bir anda
calismadan gikma hakkinda sahipsiniz. Cahiymadan aynlmamz durumunda herhangi bir cezaya veya
yaptinma maruz kalmayacak olup, higbir hak kaybina ugramadan aragtirmaya katilmayi reddedebilir veya
aragtirmadan cekilebilebilirsiniz. Aragtirma konusuyla ilgili ve goniilliiniin aragtirmaya katilmaya devam etme
istegini etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde goniilliiniin veya kanuni temsilcisi zamaninda
bilgilendirilecektir. Bu formlardan elde edilecek bilgiler tamamen Aragtirma amaci ile kullanilacaktir.
Aragtirma yaymlansa bile isminiz ve kimlik bilgileriniz kesinlikle gizli kalacak ve 3. bir sihisa
verilmeyecektir. Sizlerden biyolojik materyaller (kan, idrar, doku vs.) alindig1 taktirde materyallerin neler
oldugunu, hangi amagla alindifi ve analizlerinin nerede yapilacagina dair bilgiler (analizlerin yurtdisinda
yapilmasi durumunda biyolojik materyallerin nereye gonderileceginin agiklanmasi) verilecektir. Hazirlam:s
oldugumuz Bilgilendirilmis Gniilli Onam Formu, géniillii veya kanuni temsilcisinin yasal haklarini ortadan
kaldiracak bir hikiim veya ifade icermez ayrica aragtimaciyr, kurumu, destekleyici veya bunlann
temsilcilerini kendi ihmallerinden kaynaklanan herhangi bir yiikiimliilikten kurtaracak hitkiim veya ifade
tagtyamaz. i
18 yaginin altindaki katimey/goniillilerin, velayet veya vesayetindeki yasal temsilcilerine gerekli agiklamalar
yapilarak bilgilendirildi. Calisma igin gerekli Izin/Onam alindi. Caliymaya katilmaniz, sorular

yamtlamaniz, aragtirmaya kathm i¢in onam/onay verdiginiz anlamma gelmektedir. Size verilen
formlardaki sorulan yanitlarken kimsenin baskisi veya telkini altinda olmayiniz.

I Aragtirmanin agik ad:: *Insan uyku bozukluklannda serum o-alkil/o-alk-1-enil gliserolipi annn i
tabaka kromatografisi ile kantitatif analizi” i oy

2. Gonilldye ¢alismanin bir aragtirma oldugunu agikladiniz m1? Evet

3. tirmanin amaci nedir? fnsan i i ipi
Aras y uyku bozukluklarinda teghiste kullanilabilecek kan lipid parametrelerinin

Goniilliiniin arastirmaya devam etmesi igin 6ngorilen siire nedir? Kan numunesi alims igin gerekli siire
5. Arastirmaya Katilmas: beklenen tahmini gonilli sayis: nedi? 60,

6. Varsa aragtirmada uygulanacak tedaviler nelerdir? Uygulanacak tedavi yoktur.

7. Varsa farkh tedaviler igin goniillillerin ihtimali
ol aragtirma gruplarina rastgele atanma ihtimali var m? Uygulanacak
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8. Aragtrma swrasinda uygulanacak olan invazif yontemler dahil olmak fizere izlenecek veya gonilliye
uygulanacak yontemlerin tiimiinii anlayabilecei ifadelerle agiklaymniz: Koldan kan numunesi alinacaktr.

9. Arastmanin deneysel kisimlarim agiklayimiz: Kan hiicrelerinde ve/veya serumda kromatografik yontemle
fosfolipid analizi gergeklestirilecektir.

10. Goniilliiniin maruz kalacaf 6ngorillen riskler veya rahatsizliklar (aragtirma hamilelerde veya lohusalarda
yapilacak ise embriyo, fetils veya siit gocuklarinin da maruz kalacag: éngorillen riskler veya rahatsizliklar
dahil olmak izere) agiklaymiz: Kan alimi disinda herhangi bir girisim yapilmayacaktir. Beklenen bir risk
yoktur.

11. Aragtirmadan makul 5lglide beklenen yararlarla ilgili olarak goniilli agisindan hedeflenen herhangi bir klinik
yarar olmadifinda goniilliiniin bu durum hakkinda bilgilendirilecek mi? Evet.

12. Gonillitye uygulanabilecek olan alternatif yontemler veya tedavi semasi ve bunlarin olast yarar ve risklerini
agiklayimz: Herhangi bir alterantif yontem veya tedavi uygulanmayacaktir.

13. ligili mevzuat geregince gerekiyorsa goniillilye verilecek tazminat (sigorta) ve / veya saglanacak tedaviler,

gereken masraflar..........ccooeeinnns tarafindan kargilanacaktir.
14. Varsa, gonillillere yapilacak ulagim, yemek gibi masraflara iliskin 6demeler ...................... tarafindan
karsilanacaktir .

15. Goniilliilerin sorumluluklan nelerdir, yazih olarak listeyelerek goniilliiye imzalattimz mu? Goniillilerin
sorumluluklari kan 6rnegi vermektir.

ARASTIRMA SURESINCE CIKABILECEK SORUNLARDA ARANACAK KiSi

Uygulama siiresince, .zo_runlu olara_k aragtrma katildigimizda Sorumlu Arastiriciyt 6nceden bilgilendirmek igin,
aragtirma hakkmqa'ek bllgllﬁl: almak i¢in ya da aragtirma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki veya diger
rahatsizhiklanmiz igin herhangi bir saatte adresi ve telefonu agagida belirtilen ilgili hekime ulagabilirsiniz.

Istediginizde Giiniin 24 Saati Ulagilabilecek Arastirmacimizin Adres ve Telefonlan:
Dr. Hilal Ermis,

mmmmmmmmm Cep: (Mutlaka doldurulmalidir. Is telefonu yeterli degildir)
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MALATYA KLINIK ARASTIRMALAR ET{K KURULU
BILGILENDIRILMI$ GONULL( ONAM FORMU

ARASTIRMAYA KATILMA ONAYI

Bilgilendirilmis g&ndlld olur formundaki tiim agiklamalari okudum. Bana yukanida konusu ve amact belirtilen
ml:f:kma ile ilgili yazih ve s6z1ii agiklama agagida adi belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastrmaya gonalli
0 katildigimy, istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi biliyorum.

eB:iyl:’osu]larda s6z konusu aragtirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi mzamla katilmay: kabul
rum.

GONULLU IMZASI:

ADI-SOYADI

ADRES

TELEFON
TARIH

ARASTIRMAYA KATILMA ONAYI

Bilgilendirilmis g&niilli olur formundaki tiim agiklamalari okudum ve gocuguma anlayaca@: sekilde agikladim.
Cocugumun arastirmadan istedigi zaman gerekeeli veya gerekgesiz olarak aragtirmadan aynlabilecegini
biliyorum. Cocugumun Anne/ Baba veya yasal vasi (kanuni temsilci) olarak aragtirmaya goniilli olarak
katilmastna higbir bask: ve zorlama olmaksizin kendi rizamla kabul ediyorum.

VELI/ VASI (Varsa) IMZASL:

ADI-SOYADI

ADRES

TELEFON
TARIH

ARASTIRMACI IMZASI:

ADI-SOYADI ve GOREVI

ADRES

TELEFON
TARIH




