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OZET

Noronal Tafazzin Silinmis Farelerde Beyin Kardiyolipinom Degisikliklerinin ve Bunun

Travmatik Beyin Hasarina Katkisinin incelenmesi

Mitokondriye 6zgii bir fosfolipid olan kardiyolipin (CL), mitokondrinin enerji iiretimi ve metabolik
islevlerinin diizenlenmesi i¢in hayati 6nem tagir. Beyin kardiyolipinomu, onu diger dokulardan ayiran,
bol miktarda ¢oklu doymamis yag asidi zincirleri ile karakterize, benzersiz derecede ¢esitli bir
kompozisyon sergiler. Ancak, bu ¢esitliligin nasil saglandigi ve beyin fonksiyonlarindaki roli heniiz
tam olarak bilinmemektedir. Tafazzin (TAZ), monolizo-kardiyolipinlerden (MLCL) olgun CL
sentezini saglayan bir yag asidi transferazdir. TAZ mutasyonlariyla karaterize Barth Sendromu
hastalig1 olan bireylerin nérolojik semptomlar gosterdigi bilinmekle birlikte, néronal TAZ eksikliginin
beyin kardiyolipinomu ve fonksiyonlari iizerindeki etkileri heniiz tam olarak aydinlatilamamaisgtir.
Ayrica, CL’in, travmatik beyin hasar1 (TBH) sonrasi sitokrom c'nin peroksidaz aktivitesini artirarak
apoptotik sinyal mekanizmalarmna katildig1 ve inflamasyon siireglerinde 6nemli bir hedef oldugu
bilinmektedir. Benzer sekilde, MLCL nin de sitokrom c ile kompleks olusturup peroksidaz
aktivitesine yol agtig1 gosterilmistir. Ancak, noronal tafazzin eksikliginin, néronal kardiyolipinomdaki

degisiklikler yoluyla TBH'deki néroinflamatuvar siireglere nasil katkida bulundugu bilinmemektedir.

Tafazzin araciliiyla gerceklesen néronal CL yeniden sekillenmesinin, beyin CL ¢esitliliginin
olusmasinda 6nemli bir rol oynadigini ve bu siiregteki degisikliklerin biligsel islev bozukluklarina ve
beyin hasarina karsi artan duyarliliga katkida bulundugunu varsaydik. Bu hipotezi test etmek
amaciyla, CamKlIla ve Cre-Lox sistemini kullanarak bir néronal TAZ (nTAZ) Knock-Out (KO) fare
modeli gelistirdik. LC/MS analizleri, mitokondriyal respirasyon ve kognitif-davranissal testlerle
ndronal kardiyolipinom ve bunun yarattig1 fonksiyonel degisiklikler gézlemlenmesi amagladik.
Ayrica, Kontrollii Kortikal Hasar (KKH) modeli uygulanarak TBH sonrasi kardiyolipinom

degisiklikleri, apoptotik aktivite, lezyon hacmi ve davranigsal siire¢ler incelendi.

Calismamizda, nTAZ-KO farelerde kortekste PUFA-CL seviyelerinde azalma, sosyal etkilesimde
bozulma ve uzaysal hafizada belirgin bir zayiflama tespit edildi. Bununla birlikte, nTAZ eksikligi olan
farelerde KKH sonrast MLCL ve okside CL seviyelerininde ve apoptotik aktivitede artis gozlendi. Bu
farelerin, kontrol gruplarina kiyasla daha biiyiik lezyon hacimlerine ve azalmis 6z bakim skorlarina
sahip oldugu bulundu. Bu ¢alisma, néronal TAZ’1n beyindeki CL cesitliligi, diisiik MLCL seviyeleri
ile kognitif ve davranigsal islevlerin korumasindaki roliinii ortaya koymaktadir. Ayrica, TAZ
eksikliginin TBH sonras1 patolojik siirecler iizerindeki olumsuz etkilerini gostermesi agisindan

literatiirde bir ilk olma ozelligi tasimaktadir.

Anahtar Sozciikler: Barth sendromu, Kardiyolipin ¢esitliligi, Konrollii kortikal hasar, PUFA



SUMMARY

Examination of Changes in Brain Cardiolipinom and Its Contribution to Traumatic

Brain Injury in Neuronal Tafazzin Deleted Mice

Cardiolipin (CL), a mitochondria-specific phospholipid, is essential for the regulation and
maintenance of mitochondrial energy production and metabolic functions. In the brain, CL exhibits a
uniquely diverse composition, characterized by an abundance of polyunsaturated fatty acid chains,
distinguishing it from other tissues. However, the mechanisms causing this diversity and its effect in
brain function remain unclear. Tafazzin (TAZ), an acyltransferase, facilitates the synthesis of mature
CL from monolysocardiolipins (MLCL) and remodels CL fatty acid composition. While individuals
with Barth Syndrome, a disease caused by TAZ mutations, are known to exhibit neurological
symptoms, the effects of neuronal TAZ deficiency on brain cardiolipinom and functions have not been
fully elucidated. Furthermore, CL is known to participate in apoptotic signaling by enhancing
cytochrome ¢ peroxidase activity following traumatic brain injury (TBI), making it a critical target in
inflammation. Similarly, MLCL has been shown to form complexes with cytochrome c, conferring
peroxidase activity. However, the contribution of neuronal TAZ deficiency, and the resulting
alterations in neuronal cardiolipinom, to TBI-induced neuroinflammatory processes has not yet been

investigated.

We hypothesize that neuronal CL remodeling mediated by TAZ plays a key role in establishing brain
CL diversity and that alterations in this process contribute to cognitive dysfunction and increased
vulnerability to brain injury. To test this hypothesis, we developed a neuronal TAZ (nTAZ) Knock-
Out (KO) mouse model using the CamKIlIa and Cre-Lox system. This model was employed to
investigate neuronal cardiolipinom and its functional implications through LC/MS analysis,
mitochondrial respiration assessments, and cognitive-behavioral testing. Additionally, the Controlled
Cortical Injury (CCI) model was applied to evaluate TBI-induced changes in cardiolipinom, apoptotic

activity, lesion volume, and behavioral processes.

In nTAZ-KO mice, reductions in cortical PUFA-CL levels, impaired social interaction, and significant
spatial memory deficits were observed. Furthermore, post-CCI analysis revealed elevated MLCL and
oxidized CL levels, alongside increased apoptotic activity, in nTAZ-deficient mice. These mice also
exhibited larger lesion volumes and reduced self-care scores compared to controls. This study
highlights the critical role of neuronal TAZ in maintaining brain CL diversity and low MLCL levels,
as well as its importance in cognitive and behavioral functions. Additionally, it provides the first
evidence of the adverse effects of TAZ deficiency on pathological processes following TBI,

establishing a novel contribution to the literature.

Key Words: Barth syndrome, Cardiolipin diversity, Controlled Cortical Impact, PUFA
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GIRIS
Tafazzin (TAZ), kardiyolipin (CL) olgunlagma siirecinde rol oynayan transagilaz aktivitesine
sahip 6nemli bir enzimdir. Mitokondriyon i¢ membraninda bulunan CL, bu organelin
biyoenerji liretiminde ve metabolik fonksiyonlarinin siirdiiriilmesinde 6nemli bir fosfolipittir.
Hiicre ve dokular arasinda farkli dagilimlar gosteren kardiyolipin, beyinde, 6zellikle de
noronlarda, en yiiksek ¢esitliligi sergilemektedir. Bu ¢esitliligin beyinde nasil saglandigi ve
beyin fonksiyonundaki 6nemi ise heniiz tam olarak bilinmemektedir. TAZ eksikligi, Barth
sendromlu hastalarda biligsel ve davranigsal semptomlarin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir;
ancak mitokondriyondan zengin olan néronlardaki TAZ eksikliginin beyin kardiyolipinomu

ile beyin fonksiyonlari iizerindeki etkileri bilinmemektedir.

Kardiyolipinlerin islevleri, mitokondriyon i¢ zarinin dinamik yapisi ve bilesenleriyle
yakindan iliskilidir. Beyindeki kardiyolipinler, bol miktarda ¢oklu doymamis yag asitleri
(PUFA) igerir ve mitokondriyon i¢ zarinda, elektron transport zincirine yakin bir konumda
bulunur. Bu molekiillerin okside formlarinin ise apoptoz siirecinde kritik bir rol oynadigi
gosterilmistir. Kardiyolipin ve monolizo-kardiyolipinler, sitokrom c (cyt ¢) ile kompleks
olusturarak bu proteine peroksidaz 6zelligi kazandirir. Bu kompleks, kardiyolipinleri okside
eder ve sonucunda cyt ¢, kompleksten ayrilarak hiicre yiizeyine salinarak apoptozun
tetiklenmesine yol acar. Yapilan ¢aligmalarda, kemiricilerin beyninde kontrollii kortikal
hasar (KKH) sonrasi akut donemde kardiyolipin diizeylerinde azalma, buna karsin monolizo-
kardiyolipin diizeylerinde ve TAZ protein miktarinda artig gdzlemlenmistir. Ancak, ndronal
TAZ’1n travmatik beyin hasar1 (TBH) sonras1 beyin kardiyolipinom iizerindeki etkileri ve bu

stirecin patolojik siireglere katkisi tam olarak anlagilamamustir.

Bu calismada, nérona spesifik TAZ’1 silinmis farelerin gelistirilmesi sonrasi, naiv fareler ile
in vivo TBH modeli ile KKH gelistirilen farelerden elde edilen beyin drneklerinin lipidomik
analizinin yapilmis ve mitokondriyal respirasyon ile apoptotik aktivite incelenmistir. Elde
edilen bulgular, bu mutant hayvanlarda gézlemlenen bilissel ve davranigsal degisimlerle

birlikte degerlendirilmistir.
1. Kardiyolipin

Kardiyolipin, mitokondriyona 6zel bir fosfolipittir (Van Meer vd., 2018). CL'ler, bir gliserol
bag grubuna iki fosfatidil grupla bagli dort agil zincirinden olusan dimerik bir yapiya sahiptir
(Sekil 1a), bu da onu iki agil zincire sahip tipik fosfolipitlerden ayirir. CL'lerdeki dort agil
zincir, farkli kombinasyonlarla ¢ok ¢esitli CL izomerleri olusturabilir ve bu yag asidi
kombinasyonu dokuya spesifiktir (Oemer, G. vd., 2020). Ornegin, beyindeki CL esas olarak

¢esitli doymamig yag asidi kombinasyonlarina sahip CL tiirlerinden olusurken, kolondaki



CL'ler ¢ogunlukla kisa zincirli doymus yag asitlerini igerirler. Kalpteki CL havuzu ise
¢ogunlukla doymamis yag asidi olan linoleoik asitten 4 tane igeren tek tip CL'den olugur

(Oemer vd., 2020).
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Sekil 1a. Kardiyolipin yap: ve alt gruplar1 (LipidMaps Online Tool, 2007)

Memelilerde CL biyosentezi, sitidin difosfat-diagilgliserol (CDP-DAG) iireten
“Translokator kurulumu ve idamesi” (TAM41) tarafindan katalize edilen bir reaksiyonla,
sitidin trifosfat ile birlesen fosfatidik asit (PA) ile baslar. Daha sonra CDP-DAG, gliserol
fosfatla birleserek fosfatidilgliserol fosfat (PGP) olusur. PGP daha sonra fosfatidilgliserole
(PG) fosforile edilir. Son olarak PG, CL sentaz tarafindan katalize edilen bir reaksiyonda
immatiir CL olusturmak iizere ikinci bir CDP-DAG molekiilii ile reaksiyona girer (Lu vd.,
2006., Falabella vd., 2021). Prematiir CL'ler (pCL) daha sonra yeniden modelleme ad1
verilen bir siiregte bir dizi degisiklige ugrar. Yeniden modellemede, pCL’in agil kisimlari,
iPLA2, iPLA2y, iPLA2-VIA gibi ¢esitli fosfolipaz enzimleri yoluyla hidrolize ugrayarak
MLCL’ye doniigiir ve MLCL daha sonra olgun CL olusturmak iizere agil transferaz yoluyla
yeniden acillenir (Schlame, M. ve B. Rustow, 1990, Hsu, vd., 2013, Yoda, vd., 2010.
Malhotra, vd., 2009. Mancuso, vd., 2007; Ahmadpour vd., 2020) (Sekil 1b).
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Sekil 1b. Kardiyolipin sentezi ve yeniden yapilanmasi. Enzimler rakamlar ile ifade edilmistir. 1:
TAMMA41, 2: PGS1, 3: PTPMT, 4: CLS, 5:1iPLA2, 6: TAZ, 7: MLCLATI, 8: ALCAT1, 9: oTFP.

Yeniden agilleme siirecinde 4 adet transagilaz enzimi yer almaktadir ve bu enzimler
arasindaki en 6nemli fark kullandiklar1 substratlardir. Bu enzimlerden iigii,
monolizokardiolipin agiltransferaz 1 (MLCLAT1) (Taylor vd., 2003), a¢il-CoA:
lizokardiolipin agiltransferaz 1 (ALCAT1) (Cao vd., 2004) ve trifonksiyonel proteinin alfa
subunitidir (aTFP) (Taylor vd., 2012) ve agil-KoA’y1 substrat olarak kullanarak
remodelleme yapmaktadirlar. Bazi kaynaklar aTFP’yi, yapisal benzerligi nedeniyle
MLCLAT1 in alt birimine benzemesi nedeniyle ayr1 bir enzim olarak saymamiglardir.
Dordiincii transagilaz enzimi olan tafazzin ise, olgun bir CL olusturmak i¢in bir
fosfatidilkolin (PC) ve/veya fosfatidiletanolamin (PE) acil zincirini MLCL'ye aktarir
(Ahmadpour vd., 2020). Tafazzinin transagilasyon igleminde substrat 6zgiilliigii bir tartigma
konusu olmaya devam etmektedir: bazi ¢calismalar tafazzinin linoleik asit gibi belirli yag
asitlerine kars1 secici olabilecegini dne stirerken, digerleri tafazzinin 6zgiilliigiiniin
mitokondriyal membranlarin fiziksel 6zelliklerine bagli oldugunu 6ne stirmektedir (Schlame
vd., 2008, Abe vd., 2016, Schlame vd., 2017).

CL'nin yeniden yapilanmasi, CL'lerin biyolojik fonksiyonlarini yerine getiren matiir
formlarinin olugmasini saglamaktadir. Memelilerde CL, mitokondriyal fosfolipit igeriginin
~%20'sini olusturur (Colbeau vd., 1971) ve mitokondriyal proteinlerle etkilesimde olup
onlarin stabilizayonunu ve fonksiyonel regiilasyonunu saglar. Bu nedenle mitokondriyal

morfoloji, mitokondriyal flizyon ve fisyon, mitofaji, immiinolojik yanit, apoptozis, ATP




iretimi ve mitokondriyona substrat taginiminda dnemli bir rol oynamaktadir. CL biyosentezi
ve yeniden yapilanmadaki diizensizlik, mitokondriyal fonksiyon bozukluguna ve kanser,
norodejeneratif hastalik, kardiyovaskiiler hastalik, diyabet ve obezite gibi ¢esitli
patofizyolojik durumlara yol acabilmektedir (Shi Y., 2010; Ahmadpour vd, 2020; Falabella
vd., 2021).

Tafazzin, X kromozomunun q kolunda yer alan tafazzin geninden transkipte edilen bir
proteindir (Bione vd., 1996). Tafazzinin memeli hiicrelerindeki yar1 6mrii diger birgok
mitokondriyal proteine gore kisa olup yalnizca 3-6 saat siirmektedir (Xu vd, 2015). Hizl bir
dongiisii olmasina ragmen, TAZ, CL’in yeniden sekillenmesinde 6nemli bir role sahiptir. Bu
etkisi sayesinde tafazzin, i¢ membranin egriligi, oksidatif fosforilasyon (OXPHOS), siiper
kompleks olusumu, oksidatif strese bagli hasarin onarimi, apoptoz, fisyon ve flizyon dahil
olmak {izere mitokondriyonun yapisal veya fonksiyonel bir¢ok yoniinii etkiler (Haines ve
Dencher, 2002; Schug ve Gottlieb, 2009; Baile vd., 2014; Vernon vd., 2014; Frohman,
2015).

2. Tafazzin

TAZ, monolizokardiyolipini (MLCL), fosfatidilkolin (PC) ve fosfatidiletanolamin (PE) gibi
fosfolipitlerden agil grup transferi yaparak fonksiyonel CL’lerin olgunlasmasini saglar (Xu
vd., 2006; Schlame, 2013). Ozellikle kalp gibi dokularda, linoleik asidi MLCL'ye aktararak
olgun CL olusturma konusunda segicilik gosterir (Schlame vd., 2017). Bu siireg, kalpteki
kardiyolipini, tetralinoleoil kisimlarinin baskin oldugu olgun bir bilesige doniistiirerek i¢
mitokondriyal membranda (IMM) tetralinoleoil-kardiolipini (CL4) zenginlestirir
(Houtkooper vd., 2009b).

Ancak, bu 6zgiilliigiin linoleik asite mi yoksa diger ¢oklu doymamis yag asitlerine mi ait
oldugu hala netlesmemistir. Schlame ve arkadaglari, tafazzinin herhangi bir agil 6zgiilliiglini
destekleyen bir kinetik 6zellige sahip olmadigini 6ne siirmektedir (Schlame vd., 2012; Epand
vd., 2015). Ote yandan, bazi calismalar tafazzinin PC’yi ana substrat olarak tercih ettigini
one siirmektedir (Xu vd., 2006, Abe vd., 2016). Abe ve arkadaslari, tafazzinin PC’den
MLCL ye reaksiyonunda agil 6zgiilliigii sergiledigini ve fonksiyonunun, PC’nin sn-2
pozisyonunda bulunan doymamis a¢il PC’nin MLCL'ye transagilasyonuna odaklandigini 6ne
siirmektedir (Abe vd., 2016). Ancak tafazzinin enzimatik iglevselligini ve 6zgiilliiglinii tam

olarak anlamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir.
3. Mitokondriyal Siireclerde Kardiyolipinin Rolii

3.1. Mitokondriyal Morfoloji ve Metabolizma



Kardiyolipin, konik sekil olarak da adlandirilan ters kama sekliyle karakterize edilen bir
molekiiler yapiya sahiptir. Bu konfigiirasyonda, kardiyolipinin anyonik bagi, dort agil
zincirinin enine alanina kiyasla daha kiiciik bir enine alana sahiptir (Gasanoff vd., 2021).
Kardiyolipinin bu ayirt edici konik sekli, mitokondriyal kristalarin kavisli membran
bolgelerinde lokalize olarak mitokondriyon yapisinin sekillenmesinde ¢ok 6nemli bir rol
oynar. CL ayrica mitokondriyal temas bdlgesinin Mic10 alt birimini ve mitokondriyal
morfolojinin birincil diizenleyicisi olan krista diizenleme sistemini (MICOS) de regiile eder
(Rampelt vd., 2018). MICOS, i¢ zar1 stabilize eder ve respirozomlar diizenleyerek onu
enerji agisindan verimli bir yapiya doniistiiriir (Friedman vd., 2015). Dolayisiyla,
kardiyolipinin membran biikiilmesinde ve mitokondriyal solunumda (OXPHOS) kritik
roliiniin olabilecegi anlagilmaktadir. Olgun kardiyolipin biyosentezinin bozulmasi, krista
morfolojisindeki degisikliklerle baglantili olup, mitokondriyonun genel seklini ve
mitokondriyal proteinlerin lateral organizasyonunu etkilemektedir (Cole vd., 2018; Kasahara

vd., 2020).

Mitokondriyon, hiicresel metabolizmada ¢ok 6nemli bir rol oynar ve sitrik asit dongiisii, yag
asidi oksidasyonu, amino asit sentezi ve oksidayonunun yani sira demir-kiikiirt kiimelerinin
olugmasi ve hem sentezi gibi ¢esitli metabolik siiregler icin merkez gorevi goriir (Spinelli ve
Haigis, 2018). Bu metabolik siiregler i¢in gerekli molekiilleri tagtyan mitokondriyal yapilarin
diizgiin ¢alismalar kritik 6nem tagimaktadir. CL ise, ADP/ATP tasiyicis1 (ANT), fosfat
tastyicisi (PiC), piruvat tastyicisi, trikarboksilat tastyicisi ve karnitin/agilkarnitin translokaz
(CAC) dahil olmak iizere 6nemli mitokondriyal substrat tastyicilartyla etkilesime girmekte
ve bu yapilari stabilize ederek diizgiin ¢caligmalarini saglamaktadir (Paradies vd., 2019). Bu
gdrevinin yanisira, kardiyolipin ayni1 zamanda protein taginmasinda ve Ca2+
homeostazisinde 6nemli bir rol oynar (Ghosh vd., 2020; Sacchetto vd., 2019). Cesitli
calismalarda kardiyolipin eksikliginin tagiyicilarin fonksiyon bozuklugu ve taginanlarin
eksikligi ile iliskilendirilmesi, kardiyolipin tiirlerinin hiicresel metabolik aktivitedeki

Oneminin altin1 ¢izmektedir.

Mitokondriya, 6zgiin metabolik 6zellikleri sayesinde memeli hiicrelerinin enerji
merkezleridir. Elektron Tagima Zinciri (ETC), mitokondriyonun i¢ zarinda bulunur ve
elektronlarin NADH ve FADH2'den molekiiler oksijene aktarildigi dort kompleksten (I-IV)
olugmaktadir. Bu elektronlar, mitokondriyon zarlar1 arasinda iyonizasyon farkina neden olur
ve bu da kemiosmosis tizerinden ATP sentazi aktive ederek ATP {iretimini saglar (Ahmad
vd., 2023). Kardiyolipin, IMM'deki solunum protein kompleksleri ve siiper komplekslerinin
stabilitesi, dolayisiyla fonksiyonel aktivitesi i¢in ¢ok dnemlidir (Zhang vd., 2002). Kompleks

I, IIT ve IV'in kardiyolipinler i¢in spesifik baglanma bolgelerine sahip oldugu gosterilmistir



(Jussupow vd., 2019, Pfeiffer vd., 2003). Farkli dokulardan izole edilen mitokondriya
iizerinde yapilan ¢aligmalarda, oksidatif ortamda bu komplekslerin aktivitesinin olumsuz
olarak etkilendigi; ortama PC, PE ve perokside CL ilavesi yapildiginda azalmis aktivite
degismezken, CL igeren lipozomlarin eklenmesi ile bu komplekslerin normal aktivitesini
geri kazandig1 gosterilmistir (Paradies vd., 2001; Paradies vd., 2002). Ayrica CL'nin
sitokrom c oksidaz yoluyla proton translokasyonunda 6nemli bir role sahip oldugu, onu
ETC'ye yaklastirdig1 ve kompleks III'ten kompleks IV'e elektron transferini hizlandirdigi 6ne
stiriilmigtiir (Musatov vd., 2014). Buna ek olarak CL, IMM'deki kompleks V'e baglanarak
onun aktif olan dimerik formunu desteklemekte, dolayisiyla proton sizintisini azaltip ATP
olusumuna yardime1 olmaktadir (Eble vd., 1990, Acehan D vd. 2011, Jonckheere vd., 2012).
Ayrica CL'nin fosfat bag grubu bir proton tuzag: gorevi gorerek ATP sentaz i¢in proton
saglamakta ve zarlar arasi bosluktaki (IMS) pH degisikliklerini en aza indirmektedir (Haines

ve Dencher, 2002).

3.2.Apoptozis ve Kardiyolipin Oksidasyonu

Apoptozis, ¢esitli i¢ veya dis hiicresel olaylar tarafindan baglatilan programlanmis bir hiicre
6lim yoludur. Noronal apoptoz, ndrogelisim, ndrodejenerasyon ve noronal hasarda hayati rol
oynayan, siki1 bir sekilde kontrol edilen bir siirectir. Apoptozun yiiriitiilmesinde
kardiyolipinin iki 6nemli rolii vardir; apoptotik kaskadin baglatilmas1 ve kaspaz 8'in
aktivasyonu. Dahili veya harici tetiklemeden sonra CL, IMM nin i¢ yaprak¢igindan dig
yaprak¢igina yer degistirir ve iki ayri baglanma bolgesi araciligiyla cyt c ile etkilesime girer;
fosfat-lizin ve doymamus agil zinciri-aspartik asit etkilesimleri. Cyt ¢/CL kompleksi, Cyt
c'nin peroksidaz aktivitesi kazanmasini saglar, bu da perokside CL (CLox) ile sonuglanir.
CL’nin perokside olmasiyla cyt ¢’nin ona baglanma afinitesi azalir ve cyt ¢, eksternal
mitokondriyal membranin (OMM) sitoplazmik tarafina saliverilir. Cyt c, apoptotik proteaz
aktivasyon faktorii 1'e (APAF1) baglanarak APAF1'in oligomerizasyonunu ve apoptozom
olusumuna neden ollur. Apoptozom, kaspaz 9'u aktive eden bir kaspaz kaskadin1 baslatarak,
kaspaz 3/7'nin aktivasyonu iizerinden hiicresel proteinlerin par¢alanmasina ve apoptozun
tipik 6zelliklerinin olusmasina neden olur. Ayrica CL, diger apoptotik kaspazlari aktive
ederek veya BH3-Bcl2 proteinini pargalayarak cyt ¢'nin mitokondriyondan saliverilmesine
neden olan kaspaz 8'in aktivasyonu i¢in gereklidir. Kaspaz-8, Kaspaz-3'ii dogrudan pargalar

ve aktive ederek hiicre 6liimiine yol agar (Gonzalvez ve Gottlieb, 2007).

Model sistemlerde yapilan dnceki biyokimyasal deneyler, yalnizca CL'nin degil ayn1
zamanda MLCL'nin de cyt c ile bir kompleks olusturabildigini ve bu kompleksin ayni
zamanda ¢oklu doymamis fosfolipitleri (PUFA-PL) hedefleyen bir peroksidaz olarak da
gorev yaptigini gostermistir (Kagan vd., 2023). Normal sartlarda, diisiik MLCL seviyeleri ve



CL ile cyt c'nin farkl bolgelerde yogunlagmasi, bu peroksidaz kompleksinin olusumunu
engellemektedir. Kagan vd., TAZ eksikliginin, MLCL'lerin giiglii birikimine yol agarak
intermembranal bolgede MLCL/cyt ¢ komplekslerinin olusumuna ve ardindan PUFA-CL ve
PUFA-PL'lerin peroksidasyonuna yol a¢tigini gdstermistir ki bu lipitler apoptozis,
ferroptozis gibi hiicre 6liim yolaklarini aktive etmekte ve okside PUFA-PL’nin hidroliz

iirtinleri inflamasyon ve koagiilopatiye yol agmaktadir (Kagan vd., 2023).
4.  Kardiyolipinlerde Acil Zincir Kompozisyonunun Onemi

Dokuya 6zgii agil zincir kompozisyonu olan CL’ler, mitokondriyon i¢ zarinin yaklagik %15-
20'sini olugturmaktadir (Osman vd., 2011). Memeli kardiyak mitokondrisinde, linoleik asit
(LA), toplam CL agil zincirlerinin yaklasik %80-90'in1 olustururken (Schlame vd., 2005) bu
yliksek derecede acil zinciri spesifikligi diger dokularda gézlenmemektedir. Tetralinoleil
kardiyolipin (CL4), karacigerde %55-80, lenfoblastlarda %30, beyinde ise ¢ok daha diisiik
bir yogunlukta goriilmektedir (Han vd., 2006; Song vd., 2010; Kiebish vd., 2008). Mevcut
kompozisyon farkliliklarinin yeniden yapilanma siirecinde ortaya ¢iktigi bilinmekle beraber,
temel neden olarak enzim spesifikliginin yanisira mevcut serbest yag asidi havuzunun da

onemli oldugu 6ne siiriilmektedir.

CL yag asidi bilesimindeki bu degisiklikler, mitokondriyal fonksiyondaki degisikliklerle
iligkilidir (Petrosillo vd., 2003 ve Heather vd., 2010). Biyomimetik model ¢aligmalarda,
CL/cytc kompleksinin CL4, (18:1)4CL, ve MLCL ile olugtugu fakat (22:6)4CL’1n bu
olusumu inhibe ettigi gosterilmistir (Pennington vd., 2018; Sullivan vd., 2018). Bagka bir
calismada ise mitokondriyal kreatin kinaz-CL formasyonunun CL4 ve (18:1)4CL ile
olustugu fakat (14:0)4CL ile olusamadig1 gbzlemlenmistir (Maniti vd., 2011). S. cerevisiae
ile yapilan bir ¢aligmada ise artmis CL acil zincir saturasyonunun hasarlanmis oksidatif
fosforilasyon ve bozulmus membran krista yapisina neden oldugu ve bunun normale gdre
daha kii¢lik boyutta mitokondriyon ile sonuglandigini tespit edilmistir (Harner vd., 2014).
Ayrica bazi ¢aligmalarda, CL kompozisyonunundaki degisimi hayvanlarda daha iyi
anlayabilmek i¢in hayvanlara spesifik olarak diyet takviyesi/regiilasyonu yapilmstir.
Sullivan vd. yaptig1 ¢alismada, yliksek yagl diyet verilen farelerde kardiyak ve hepatik
kardiyolipidomun yeniden diizenlendigi ve doku bazli respiratuvar enzim aktivitesinde
degisklikler oldugu rapor edilmistir (Sullivan vd., 2017). Kontrol diyetiyle
karsilagtirildiginda, ytiksek yagh diyet, karacigerdeki PUFA-CL’lerde belirgin artiga neden
olmus ve bu yeniden yapilanmaya kompleks I ila III solunum enzim aktivitesinin 3,5 kat
azaldigi tespit edilmistir. Buna ek olarak, tafazzin'in karaciger mRNA seviyelerinin up-
regiile edildigini gdstermislerdir. Bu degisikliklerin ise kardiyak dokuda olusmadig1 rapor
edilmistir. Ayrica, hayvanlara dokosaheksaenoik asit (DHA, 22:6) diyeti verilen bir



aragtirmada kardiyak mitokondriyal fosfolipidomun degistigi ve (22:6)4CL ¢esidinin
birikiminin kompleks I, IV ve V aktivitesini azalttig1 tespit edilmistir (Sullivan vd., 2018).

CL yag asidi kompozisyonundaki anormallikler, kalp yetmezligi, pulmoner hipertansiyon,
akut miyokard iskemisi ve reperfiizyon hasari ve diyabet gibi bircok hastalikta rapor
edilmistir (Han vd., 2005; Han vd., 2007; Lesnefsky vd., 2001; Saini-Chohan vd., 2011;
Sparagna vd., 2007; Petrosillo vd., 2003). Ayrica normal CL igeriginin geri kazanilmasinin,
miyokardiyal iskemi ve reperfiizyon hasarindan korudugu ortaya konmustur (Petrosillo vd.,
2003). Fakat hastaliklar {izerine gelistirilen bu ¢aligmalar ¢ogunlukla miyokardiyal
kardiyolipinomla iligkili olup, CL4 {izerinde yogunlagmistir. Beyin gibi CL4 oran1 diisiik
olup ¢ok ¢esitli PUFA-CL igeren kardiyolipinomlarda kompozisyon degisikliklerinin

fenotipe etkisi soru isareti olarak kalmaktadir.
5.  Beyinde Kardiyolipin Dagilimi

Beyin kardiyolipin profili, diger organ ve dokularla kargilagtirildiginda CL tiirlerinin bilesimi
acisindan farklidir. Beynin, doymamis yag asidi kompozisyonu bakimindan, arasidonik asit
(AA, 20:4) ve DHA gibi oksitlenebilir PUFA igeren yag asitleri agisindan zengin, linoleik
asit (LA, 18:2) bakimindan ise daha fakir oldugu ve CL tiirlerinin ¢esitlilik bakimindan genis
bir aralik gosterdigi ortaya konmustur. Beyne kiyasla, kalp, iskelet kas1 ve bagirsak gibi
diger dokularda CL tiirlerinin ana baskin bileseni linoleik asittir (Kagan vd., 2015; Oemer
vd., 2020; Sparvero vd., 2016; Tyurina vd., 2014). Anthonymuthu vd., yag asidi ¢esitliligine
bagli olarak si¢an beyninde 272'si en az bir PUFA igermek {izere 284 farkli CL tiirii
oldugunu gostermistir (Anthonymuthu vd., 2019).

Teknolojideki son geligmelerden olan Matrix-assisted Laser Desorption lonization-Mass
Spectrometry Imaging (MALDI-IMS) ile birlikte kardiyolipin tiirlerinin beyinde nasil
dagildigini arastirmak miimkiin hale gelmistir. Beyindeki CL tiirlerinin bu ¢esitliligi, sican,
fare ve insan gibi memelilerde goriilebilmektedir (Cheng vd., 2008). Amoscato vd., CL’lerin
sinyal yogunlugunun hipokampiis ve korteks gibi gri cevher bolgelerinde en yogun iken,
beyaz cevherde en diisiik oldugunu ortaya koymustur. Bu durumda 6ncelikle kardiyolipinin
beyindeki miktar1 néroanatomik farklilik gostermektedir. Buna ek olarak, kortikal ve dantal
hipokampiis bdlgeleri, en az bir PUFA zinciri igeren CL'ler agisindan zengin olarak

bulunmustur (Amoscato vd., 2014).

Kardiyolipin kompozisyonu, beynin farkli yapilarinda oldugu gibi, beyindeki hiicre
gruplarinda da farkliliklar gosterir. Ornegin, néronlarda astrositlere gore daha fazla PUFA

iceren CL tiirleri bulunur ve CL cesitliligi daha fazladir. Noronlardaki kardiyolipinler,



ozellikle linoleik asit ve arasidonik asit agisindan zengindir (Kolomiytseva vd., 2010;

Tyurina vd., 2014).

Onceki ¢aligmalar, beynin CL repertuarinin, dogum sonrasi dénemde ndronal yeniden
yapilanma ile zamanla degistigini gostermistir. Beyindeki CL igeriginin dogum Oncesi
doneme gore dogum sonrast donemde arttigi1 gosterilmistir. Dogum 6ncesi donemde CL
molekiillerindeki baskin tiirler oleik asit (18:1) ve palmitoleik asit (16:1) iken, perinatal
donemde bunlar igerigi biiyiik 6l¢iide yer degistirmektedir. Lipit mediatorlerin prekiirsorii
olan AA ve DHA’nin CL’lerdeki igerigi, dogum sonras1 donemde giiclii bir artig géstermekte
ve yetiskin yagami boyunca bebeklik donemine nispeten sabit olarak kalmaktadir (Cheng
vd., 2008). Perinatal donemin, programlanmis hiicre 6liimii olan apoptozis ile birlikte, major
noronal yeniden yapilanmanin meydana geldigi donem oldugu unutulmamalidir (Cheng vd.,
2008; Roth ve D'Sa, 2001). Cheng vd., perinatal donemde CL tiirlerinde meydana gelen bu
degisikliklerin, bu donemde meydana gelen néronal yeniden yapilanma sirasinda gozlenen
apoptotik siireglerle iligkili oldugunu gostermislerdir. (Cheng vd., 2008). Bu nedenle, CL
tiirlerinin farkli dokulardaki, hatta dokularin farkli alanlarindaki, gesitli hiicrelerdeki ve
gelisim evrelerindeki miktar ve tiirlerdeki bu farkliliklarin bir amaca hizmet edebilecegini

One siirmek yanlig olmaz.
6. Kardiyolipin ve Barth Sendromu

Her 140.000 canlt dogumda bir goriilen Barth sendromu (BTHS), TAZ mutasyonuyla
karakterize ve bir¢ok sistemin etkilenmesiyle ilerleyen bir hastaliktir (Barth vd., 1983;
Aprikyan ve Khuchua, 2013; Clarke vd., 2013; Cantlay vd., 1999; Barth Sendromu Vakfi,
2019). Baslangigta Barth vd. tarafindan 1983 yilinda (Barth vd., 1983) yalnizca erkekleri
etkileyen, tek tip 6liimciil bir hastalik olarak tanimlanan bu hastaligin artik yas dagiliminin 0
ile 49 arasinda degistigi ve belirtilerin ergenlik doneminde zirve yaptigi bilinmektedir (Barth
vd., 2004). Notropeni ile birlikte erken kardiyomiyopati ve hipertrofi, hastaligin ayirt edici
ozelligidir. Kanda artan MLCL:CL orani hastalik i¢in tanisaldir ve mitokondriyal
biyoenerjetigin bozulmasina yol actig1 6ne siiriilmektedir (Zegallai vd., 2021). Fakat tim

doku ve organlar bu hastaliktan ayni sekilde etkilenmemektedir. Bu durum da hastalik

patolojisindeki doku 6zgiilliigiine dikkat ¢cekmektedir.

Kagan vd., BTHS nin primer patojenik mekanizmasi olarak MLCL birikiminin yol actig1
anormal MLCL-cyt ¢ peroksidaz komplekslerinin olusumunu ve boylece ¢oklu doymamis
yag asidi fosfolipitlerin peroksidasyonunu &ne siirmiistiir (Kagan vd., 2023). Onerilen
peroksidasyon mekanizmasinin doku 6zgiilliigii muhtemelen iki faktdrden

kaynaklanmaktadir: (1) mitokondriyal yogunlugun ve TAZ'in ekspresyonunun dokular



arasinda degismesi ve (2) dokular aras1t PUF A-fosfolipitlerin ¢esitliliginin ve miktarinin
farklilik gostermesi. TAZ ekspresyonunun en yiiksek seviyeleri kalp/iskelet dokusu, kemik
iligi, dalak ve beyinde gériilmektedir (Insan Protein Atlas1). Bu, TAZ eksikliginin bir sonucu
olarak bu dokularda MLCL miktarinin daha fazla olabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla
uyumlu olarak, MLCL:CL oraninin yapilan ¢alismalarda BTHS'li hastalarin fibroblast,
lenfosit ve iskelet kas1 hiicrelerinde (0,4-13.8 araliginda) saglikli kisilerin hiicrelerine (0-0,2
araliginda) gore hem 6nemli dlgiide arttig1 hem de dokuya 6zgii bir sekilde gesitlendigi
gosterilmistir (Houtkooper vd., 2009; Van Werkhoven vd., 2006). Bu durum, TAZ’1n
eksikliginin BTHS'de dokuya 6zgii etkilere yol agabilecegini 6nermektedir.

Beynin 6zel bir kardiyolipin kompozisyonuna sahip olmas1 ve yogun mitokondri igerigi olan
hiicreleri- noronlari- igermesi goz oniine alindiginda, TAZ eksikliginin ndrolojik bulgulara
yol acacagi one siiriilebilmektedir. Yapilan ¢alismalarda da BTHS hastalarinda genelllikle
kognitif bozukluklar olmak tizere nérolojik komplikasyonlarin ortaya ¢iktigi gosterilmistir
(Mazzocco vd., 20017). Bunun yanisira, ¢esitli caligmalarda BTHS'li hastalarda yalnizliga
egilim, agir1 yorgunluk hissi, depresyona egilim, diisiik gorsel-uzaysal beceriler ve
matematiksel beceriler gibi 6nemli noropsikolojik ve norokognitif fenotipler tanimlamigtir
(Olivar-Villanueva vd., 2021; Reynolds vd., 2015). Ayrica, matematiksel becerilerdeki
zay1fligin yasla birlikte kotiilestigi gosterilmistir (Raches vd., 2012; Mazzocco vd., 2007).

Ilging olarak, BTHS’li bireylerde hastaligin genotipi ile fenotipi arasinda bir korelasyon
olmadig1 goriilmektedir (Thompson vd.,2016). Bazi hastalarda 6grenme ve konusma
giicligiiniin goriiliirken (Mazzocco vd., 2007; (Roberts vd., 2012), baz1 hastalarin BTHS
tanisina ragmen biligsel bozuklugun olmadigi ortaya konmustur (Ades vd. 1993). TAZ
geninde Barth sendromuna yol agtig1 gosterilmis 160'n {izerinde mutasyon tanimlanmigtir
(Aprikyan ve Khuchua, 2013). Sendromun dogasindaki ¢ok farkli bulgu ve prognoz
prezentasyonu, ¢esitli mutasyonlarin neden oldugu farkli enzim aktiviteleriyle agiklanabilir.
Hastaligin nadir olma dogasi, kognitif bozukluga yok acan mutasyonlarin tespit edilmesini

zorlagtirmaktadir.

7. Kardiyolipin ve Travmatik Beyin Hasar1

Travmatik beyin hasar1 (TBH), morbidite ve mortalite ile sonuglanan diinya ¢capinda 6nemli
bir saglik sorunudur (Flanagan, 2015; Selassie vd., 2003). Yalnizca ABD'de, TBH yilda
200.000’den fazla hastane yatigina ve 50.000’den fazla 6liime neden olmaktadir (Flanagan,
2015). Siddetli TBH'nin yiiksek kotii prognozuna ragmen etkili néroprotektif tedavilerin
varlig1 yetersizdir (Roozenbeek vd., 2013).
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Mitokondri i¢ memrabinin i¢ yaprak¢igindaki CL’in travma sonrasi, dig yaprakg¢iga transloke
olmasiyla CL-iligkili siiregler baglamaktadir. CL, travmatik beyin hasarinin patolojisinde ii¢

ana yolda ¢ok 6nemli rol oynamaktadir:

1. Fosfolipit scramblase-3 ile dig mitokondriyal membrana translokasyonu ve kargo proteini

LC3 ile etkilesim yoluyla mitokondriyi mitofajiye yonlendirmesi

2. Cyt ¢’nin mitokondrinin dis yiizeyine saliverilmesine neden olmasi ve bunun kaspaz

aktivasyonuna yol agarak apoptozisle sonuglanmasi

3. CL’in Cyt ¢/CL kompleksi tarafindan peroksitlenmesinden sonra, iPLA2y tarafindan
hidrolize ugrayarak oksitlenmis ¢oklu doymamis yag asitlerini (PUFAo0x) serbest birakmast
ve bunlarin beyin hasar1 sonrasindaki inflamasyona ve koagiilopatiye yol agmas1 (Chu vd.,

2013; Ji, Tyurina vd., 2012, Dennis ve Norris, 2015; Vangaveti vd., 2010).

Sparvero vd., TBH nin perikontiizyonel korkteks, ipsilateral hipokampiis ve talamusta
cogunlugu PUFA tasiyan cesitleri olmak iizere CL miktarinda azalmaya yol agtigim
gostermistir (Sparvero vd., 2016). Bunun nedenlerinden biri, artan reaktif radikaller sonucu
PUFA-CL’lerin okside olmasi olabilir. Hayvanlarda yapilan bagka bir ¢alismada, TBH nin
erken donemlerinde CLox ve MLCL birikiminin oldugu ve iPLA2y ekspresyonunun arttigi
tespit edilmigtir. iPLA2y eksikligi olan hayvanlara TBH modeli uygulandiginda ise, TBH
uygulanmig normal farelere gore, bu hayvanlarda nérodejenerasyonun ve davranigsal
defisitin arttig1 tespit edilmistir. Bununla beraber, TAZ overekspresyonunun hiicre germe
modeli uygulanan HT22 hiicrelerinde, sitotoksisiteyi azalttig1 bulunmustur (Chao vd., 2018).
Mitokondriyi hedef alan bir nitroksit olan XJB-5-131 tedavisinin CL oksidasyonunu bloke
ederek, apoptotik néron dliimiinii azalttig1 ve TBH'nin neden oldugu bilissel islev
bozuklugunu iyilestirdigi gosterilmistir (Ji, Kline vd., 2012). Ayrica azalan PUFA-CL
miktari, mitokondriyal proteinlerin aktivasyon ve stabilizasyonunda bozulmaya yol agabilir.
Tiim bahsedilen ¢aligmalar, CL oksidasyonunun TBH patolojisinde énemli bir yere sahip

oldugunu gostermektedir.

8.  Tafazzin Eksikliginin Hayvanlarda Fenotipe Yansimasi

Beyindeki kardiyolipinom ile buna bagli biligsel ve kognitif fonksiyonlarin tafazzin
mutasyonlariyla nasil etkilendigini gosteren ¢aligmalar maalesef yeterli degildir. Bu
calismalar TAZ-KO veya TAZ-knock down (KD) olarak planlanmakla birlikte belli bir doku
ya da hiicreye spesifik olmaktan ziyade global tafazzin mutasyonu ile yapilmistir. Bu
calismalarda, TAZ-KO farelerde kardiyomyopati, kalp yetmezligi, biiylimede yavaslama,
erken neonatal 6liim, azalmis adipoz doku ve yasla beraber artan egzersiz intolerasyonu gibi

bulgular gézlenmistir (Tomczewski vd., 2023; Wang vd., 2020; Pang vd., 2022). Fakat, bu
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calismalarda norolojik bulgulara yaklagim sadece periferik kas giigsiizliigiine yonelik
yapilmis, santral sinir sistemi iizerinde bir degerlendirme yapilmamistir. Oysa Barth
sendromlu hastalarda norolojik bulgu ve semptomlar rapor edilmistir. Tafazzinin KD edildigi
caligmalara bakildiginda ise, KD farelerde kardiyomyopati, kas gii¢siizliigii, azalmis egzersiz
kapasitesi, bilylimede yavaglama, viicut agirliginda azalma, diigiik nétrofil sayisi ve hafiza
bozukluklart oldugu gosterilmistir (Cole vd., 2018; Acehan vd., 2011; Phoon vd., 2012;
Spencer vd., 2011). TAZ-KD farelerin beyinlerinde, normal farelere gore CL miktarini
azaldig1, bununla birlikte MLCL miktarimin, kompleks I aktivitesinin ve reaktif oksijen
tiirlerinin 6nemli dl¢iide arttig1 goterilmistir. Ayrica TAZ-KD farelerde yeni nesne tanima
testinde hatirlamanin bozuldugu, bu duruma azalan sinaptofizin protein seviyelerinin,
hipokampus néronal CA1 katmanindaki bozulmanin ve artmis mikroglial aktivasyonun eslik

ettigi gosterilmistir (Cole vd., 2018).

Mevcut ¢aligmalarda oldugu gibi, tafazzinin doku ve hiicre spesifitesi gostermeden KO veya
KD edilmesi, bu enzimin ekslikliginin beyne spesifik etkilerinin gézlemlenmesini
zorlastirmaktadir. Ayrica genin KD edildigi ¢aligmalarda dokuda az miktarda da olsa TAZ
oldugu gosterilmistir. Bu nedenlerle, yalnizca beyne 6zgii etkilerin gézlenmesini saglayan

TAZ odakli ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Tiim bu veriler, beyindeki CL ¢esitliligine neden olan asil etkenin ve bu ¢esitliligin beyin
fonksiyonunu nasil etkilediginin tam olarak ortaya konmadig1 géstermektedir. Bununla

birlikte, ndronal tafazzinin beyin hasarida patolojik siiregteki 6nemi bilinmemektedir.

Mevcut ¢alismadaki hipotezlerimiz asagidaki sekildedir:

1) Noronal tafazzin, beyindeki PUFA tasiyan CL’lerin olusmasi ile davranigsal ve kognitif
fonksiyonlar i¢in esansiyeldir.
2) Noronal tafazzininin yoklugu travmatik beyin hasari sonrasi siireci MLCL miktarini ve

apoptozisi arttirarak kotiilestirir.

Bu hipotez dogrultusunda asagidaki hedefler amaglanmistir:
1) Noronal Tafazzin silinmesiyle beyindeki CL ¢esitliliginin nasil degistigini gdstermek

2) Kardiyolipinomdaki degisikliklerle, mitokondriyal fonksiyon ve apoptotik
degisiklikler arasindaki iliskiyi gozlemlemek
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3) Noronal Tafazzin silinmesinin biligsel ve davranigsal siiregleri ne sekilde

degistirdigini gdzlemlemek

4) Noronal Tafazzin silinmis mutantlarda deneysel olarak olusturulan beyin hasari

sonrasindaki kardiyolipinom bulgularimin nasil degistigini gostermek

5) Beyin hasar1 sonrasindaki kardiyolipinom degisiminin biligsel ve davranigsal siireg ile

lezyon biiyiikliigiine etkisini tespit etmek
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GEREC VE YONTEM

Hayvanlar

Calismanin etik izni ¢alismanin yapildig1 Pittsburgh Universitesi “Institutional Animal Care
and Use Committee” tarafindan onaylanmustir. Tiim hayvanlar Jackson Laboratuvarlari’ndan

(Bar Harbor, ME) temin edilmistir.

CL tiir gesitliliginin fare, sican ve insan beyni arasinda benzer oldugu gosterilmistir (Cheng
vd., 2008). Bu caligmada, 8-12 haftalik (ge¢ adolesan/erken yetigkin) erkek C57B6] tiirii
fareler ve yine B6J temelinde gelistirilmis néronal Tafazzin knock-out (nTAZ-KO) fareler
kullanilmigtir. Deney siiresince oda sicakligi 23°C-24°C arasinda tutulmus ve oda 1181 12
saat acik (07:00-19:00) 12 saat kapali (19:00-07:00) sekilde kontrol edilmistir. Hayvan
barmaklarinda 6lgiilen 151k yogunlugu 20 luks'ten az olacak sekilde ayarlanmis ve hayvanlar,

standart laboratuvar yemi ve su ile ad libitum beslenmistir.

Genotip agisindan {i¢ farkli hayvan grubu kullanilmistir: normal genomlu (WT), CaMK20-
Cre tastyicist (Cre-Car) ve nTAZ-KO (Deney protokolii, 1. Grup). Bu hayvan gruplarindan
Cre-Car ve nTAZ-KO olanlara kontrollii kortikal hasar uygulanmis, uygulamadan 4 saat

sonra beyin drnekleri alinarak lipidomiks analiz yapilmistir (Deney Protokoli, 2. Grup).
Cre-Car ve nTAZ-KO farelerin gelistirilme siirecleri asagida anlatilmistir.
Noronal Tafazzin knock-out farelerin gelistirilmesi

Floxed tafazzin geni igeren spermler C57BL/6 arka planinda iiretilen Taz flox erkek fareden
(Taz"") alinarak tarafimiza gonderilmistir. Floxlama islemi, TAZ geninin ekson 5-10
arasindaki iki loxP sekansi arasinda gergeklestirilmistir (Dr. Strathdee, Cancer Research UK
Beatson Enstitiisii). n"TAZ-KO modeli, Tafazzin geninin ndron spesifik inaktivasyonu i¢in bir
promotdr olarak kalsiyum/kalmodulin bagimli protein kinaz II alfa (CaMKIIa) rekombinaz
geninin promotoriine Cre rekombinaz geni eklenerek gelistirilmistir. CaMKIIa, ndronlara
0zgii proteinlerden biridir ve hipokampusta ve serebral kortekste yliksek oranda eksprese
edilir (Kim H. vd., 2018). lk olarak, hemizigot Taz"" genetigindeki spermin ve normal tip
C57BL/6] disi fareden (Taz"*) alinan bir oositin in vitro fertilizasyonu kullanilarak bir Taz"*
disi fare iiretilmistir. Daha sonra, ortaya ¢ikan disi fare, nTAZ-KO fareleri ve kontrolleri

olusturmak i¢in Cre-tastyici erkek fare ile ¢aprazlanmigtir (The Jackson Laboratory, Bar

Harbor, ME). nTAZ-KO olarak hemizigot Cre-tasiyici erkek fareler (Taz*") kullanirken,
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kontrol olarak normal tip Cre-tasiyic1 erkek fareler ve normal genoma sahip erkek fareler
kullanilmustir (Sekil 2).

Noron-spesifik Tafazzin Knock-Out Fare Modeli

Taz? allele: Taz-KO

CaMKlla-Cre + Taz" allele: Floxed
Taz- allele: Wild

o e
1 . 1 l @l

CaMKila-Cre -
== | o T

nTAZ-KO G
Fare retasiyic |

Sekil 2. Noron spesifik Tafazzin Knock Out farelerin gelistirilmesi.

Deney Protokolii

Deneyler 4 ¢alisma grubuyla tamamlanmig olup her asamada yapilan calismalar asagidaki

sekilde gosterilmistir:

1. Grup: Naiv hayvanlarda lipidomun ve mitokondriyal respirasyonun degerlendirilmesi

A~
-, \ Sag korteks->

Mitokodondriyal

o =
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2. Grup: KKH’ye maruz kalmis hayvanlarda lipidomun degerlendirilmesi

4 Cre‘;:l/' ost-KKH

4, saat
KKH / Otenazi

3. Grup: Naiv veya KKH olusturulmus hayvanlarda Apoptotik aktivitenin 6l¢iilmesi

. 4 m‘g/ ost-KKH

24, saat
KKH / Otenazi

4. Grup: Kognitif ve davranigsal testlerin yapilmasi

N

Post-KKH
]
Davranig V
ve kognitif '“;’_4!3(%""’
KKH

Otenazi

30.Giin
¢alismalar

ve kognitif

¢alismalar
\-ﬁ' __

Deneylerde kullanilmayan dokular diger ¢alismalarda kullanilmak {izere -80 derecede

saklanmistir.
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Kontrollii kortikal hasar modeli

Kontrolii Kortikal Hasar (KKH) modeli daha 6nceki ¢alismalarda anlatildig: gibi
gerceklestirilmistir (Bayir vd., 2007). Ozetle, farelere indiiksiyonu i¢in %3-4 izofluran
inhaler olarak uygulanip, anestezi idamesi N,O/O, (2:1) i¢inde %2 izofluran ile inhale olarak
saglanmistir (Parkland Scientific, Florida, ABD). Daha sonra orta hattin 1 mm solunda, sol
pariyetal kemik {izerinden 5 mm ¢apinda kraniotomi yapilmis, 3 mm metal pnomatikli
impaktor (Pittsburgh Precision Instruments, Pneumatic Powered Controlled Cortical Impact
Device, ABD) ¢arpma hiz1 5 + 0.2 m/sn, penetrasyon derinligi biyokimyasal ¢aligmalar i¢in
1.2 mm ve davranis ¢alismalari i¢in korteksle beraber hipokampiisii de hasarlamak i¢in 2.4
mm ve deformasyon siiresi 50 milisaniye olarak ayarlanarak agilan kroniotomi bolgesine 1
kez vurulmustur. KKH'den sonra bdlge, kraniotomiyle alinan kemik geri yerlesltirilip, dental
¢imento (Vernon-Benshoff, Albany, NY) ve deri insizyonu (4-0 iplik ile) kapatilmistir.
Sicanlar solunum desteginden ¢ikarilmig ve 1 saatlik izlemi takiben anestezi etkisinden
kurtulan hareket etmeye baslayan fareler bir sonraki ¢aligmaya kadar kafeslerine geri

konulmus, 3-4 farelik gruplar seklinde muhafaza edilmistir.
Ornek toplama

Tiim hayvanlar kardiyak perfiizyon ve sonrasinda dekapitasyon olmak tizere ikili yontemle

Otenazi edilmistir. Her deney igin belirtilen 6tenazi siireleri deney protokoliinde belirtilmistir.

Kardiyak perfiizyon i¢in farelere N,O/O, (2:1) iginde %2 izofluran ile inhale olarak verilerek
iist abdomen diafragmaya paralel kesi ile agilmistir. Dah sonra diafragma kesilerek sol
ventrikiile perfiizyon ignesi yerlestirilmistir. Sag atrium kesildikten sonra, karacigerin rengi

solana kadar en az 20 ml soguk heparinize salin enjekte edilmis ve beyin eksize edilmistir.

Otenazi sonrasinda naiv hayvanlarda pariyetal korteks merkezli 6 mm ¢apinda dairesel bir
alan, KKH’ye ugramis hayvanlarda hasarli bélgenin kenarindan 3 mm genisliginde sirkiiler
bir alan ¢izilerek peri-kontiizyonel korteks toplanmistir. Bu bolgelere lipidomik analiz i¢in
stv1 nitrojenle aniden dondurma islemi uygulanip, drnekler kullanilana kadar -80°C’de

saklanmuistir.
Lipit ekstraksiyonu ve lipit kromatografisi/kiitle spektrometresi analizi

flgili korteks bdlgesinden, tiim lipitler Folch yontemi kullanilarak ekstrakte edilmistir.
Ekstrakte edilen lipitlerin toplam fosfat igerigi, daha 6nce bildirilen bir yontem kullanilarak

Ol¢iilmiistiir (Anthonymuthu vd., 2019). Fosfolipit analizi i¢in, yaklagik 20 nanomol toplam
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fosfata karsilik gelen 6rneklere, uygun dahili standartlar (son konsantrasyonu 1 uM olmak
iizere; fosfatidilkolin (PC) (17: 0/17: 0), fosfatidilgliserol (PG) (17: 0/17: 0),
fosfatidilinositol (PI) (16: 0/16: 0), CL (14: 0/14: 0/14: 0/14: 0), fosfatidilserin (PS) (17:
0/17: 0), fosfatidik asit (PA) (17: 0/17: 0), fosfatidiletanolamin (PE) (17: 0/17: 0), MLCL
(14:0/14:0/14:0), lyso-fosfatidilkolin (LPC) (17: 1/-), lyso-fosfatidilgliserol (LPG) (17: 1/-),
lyso-fosfatidilinositol (LPI) (17: 1/-), lyso-fosfatidilserin (PS) (17: 1/-), lyso-fosfatidik asit
(LPA) (17: 0/-), lyso-fosfatidiletanolamin (LPE) (17: 1/-) dogrudan eklenip (Avanti Polar
Lipids), LC-MS/MS (Thermo Scientific™ Orbitrap Fusion™ Lumos™ Tribrid™ kiitle
spektrometresine bagli Thermo HPLC sistemi) kullanilarak analiz edilmistir. Fosfolipitler,
35 °C’de bir normal faz kolonunda (Luna 3 um Silika (2) 100 A, 150 x 1.0 mm,
(Phenomenex)), daha once tarif edildigi gibi 10 mM amonyum format i¢ceren gradyan
¢oziiciiler (A ve B) kullanilarak ayristirilmistir. (Sun ve ark., 2021). Coziicii A,
izopropanol/heksan/su (285:215:5, v/v/v), ¢oziicii B ise izopropanol/heksan/su (285:215:40,
v/v/v) igermektedir. Gradyanlar su sekildedir: 0-3 dk, %10-37 B; 3—15 dk, %37 B’de sabit;
15-23 dk, %37-100 B; 23-75 dk, %100 B’de sabit; 75-76 dk, %100-10 B; 76-90 dk, %10
B’de dengeleme. Analiz, negative iyon modunda; kapiller voltaj, 3500; kilif, yardime1 ve
stiptirme gazlari (sirastyla 35, 17, 0); iyon transfer tiipii sicakligi, 300 °C; orbitrap
¢Oziinlirligi, 120,000; tarama araligi 4001800 m/z; Rf lens, 40; enjeksiyon siiresi, 100 ms;
yogunluk esigi 4e2 olacak sekilde uygulanmistir. Veri bagimli MS2 i¢in 1.2 m/z izolasyon
penceresi kullanilmistir. Carpisma enerjisi (HCD) 24 olarak sabit olup, orbitrap ¢oziiniirligi

15,000 ve enjeksiyon siiresi 22 ms olarak ayarlanmgtir.

KKH ¢alismasinda, fosfolipitlerin serbest yag asitleriyle beraber degerlendirilebilmesi i¢in,
ayrigma 35 °C’de C30 ters faz kolonu (Accucore 2.6 um, 2.1 mm x 25 ¢cm, Thermo
Scientific) iizerinde, 100 pl/dak akis hizinda A ve B ¢oziiciileri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Negatif iyon modunda, gradyan metodu su sekilde uygulanmistir: 0—40
dk, %15-50 B (dogrusal, 5); 40-130 dk, %50-100 B (dogrusal, 5); 130-135 dk, %100 B’de
sabit; 135-140 dk, %15 B (dogrusal, 5); 140-150 dk, %15 B’de dengeleme. Diger
parametreler su sekildedir: kapiler voltaj, 3900; orbitrap ¢oziiniirliigii, 120,000; kilif,
yardimci ve siipiirme gazlar (sirasiyla 30, 23, 1); iyon transfer tiipii sicakligi, 300 °C; tarama
aralig1 150-1800 m/z; Rf lens, 40; enjeksiyon siiresi, 100 ms; yogunluk esigi 4e2. Veri
bagimli MS2 i¢in 1.2 m/z izolasyon penceresi kullanilmistir. Carpigsma enerjisi 24, orbitrap
¢Ozliniirligi 15,000 ve enjeksiyon siiresi 22 ms’dir. Spektrum, normal faz i¢in 400 ila 1800
m/z ve ters faz icin 150 ile 1800 m/z araliginda kaydedilmistir. Iyonlar +1 m/z izolasyon

penceresinde izole edilmistir.
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Lipit tiirlerinin tamimlanmasi ve miktariin belirlenmesi

Lipit tlirlerinin tanimlanmas1 ve miktar tayini, Compound Discoverer v.2.0 yazilim1
(ThermoFisher Scientific, San Jose, CA) kullanilarak, redoks lipidomu i¢in gelistirilen
optimize bir calisma akis1 ile gerceklestirilmistir. Onceki calismalarda belirtildigi gibi,
sinyal/giiriiltii oran1 (S/N) 3'ten biiyiik ve minimum iyon yogunlugu 5000 olan pik noktalar1
belirlenmis ve fosfolipitlerin tiim olas1 a¢il zincir kombinasyonlari i¢in olusturulan fosfolipit
hedefli m/z listesine gore arastirilmistir (Anthonymuthu vd., 2019). Hesaplanan kiitlelerin 7
ppm iginde ve CL dahili standart (IS) tiirlerinin 5 dakika i¢inde eliie edilen tiim iyonlar
tanimlanmus, liste ayrica her bir lipit sinifi i¢in tutma siiresine (RT) gore filtrelenmistir.
Tanimlanan lipitler, ayn1 siiftaki temsili lipitlerin fragmantasyon modelinin MS2'de
taninmastyla manuel olarak dogrulanmustir. Elde edilen degerler, dahili standarda normalize

edilip, kalibrasyon egrisi kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

CL tiirleri gosterilirken CL(x:y) seklinde ifade edilmis olup, x agil zincirlerdeki toplam
karbon sayisini, y ise toplam ¢ift bag sayisini gdstermektedir. CL(a:b/ c:d/ e:f/ g:h)
seklindeki gosterim ise 4 agil zinciri “/” isaretiyle ayirarak her bir agil zincirdeki karbon

sayisini ve ¢ift bag1 gostermek i¢in kullanilmigtir.
Mitokondrial respirasyonun degerlendirilmesi

Sadece naiv hayvanlarin taze olarak izole edilmis sag korteksi, buz soguklugunda buffer (0.2
M mannitol, 50 mM sukroz, 10 mM KCI, 1 mM EDTA, 2.5 mM sigir serum albiimini, 10
mM Hepes, pH 7.4) icerisinde ultrasonik homojenizatdr ile homojenize edilmis ve 600xg'de
santrifiijleme yoluyla temizlenmistir. Siipernatan daha sonra 10.000 xg'de santrifiij edilerek
mitokondri pellet haline getirilmis, bunlar daha sonra MiR05 mitokondriyal solunum
bufferinda dagitilip yliksek rezoliisyonlu respirometre’de (Oroboros Oxygraph-2 K)
degerlendirilmistir. Substrat ilaveleri olarak 6nce sitokrom C (10 uM) ve malat (2 mM), ve
ardindan durum 3 solunumunu uyarmak i¢in 5 mM ADP verilmistir. Daha sonra, Kompleks
I'i uyarmak i¢in 5 mM piruvat ve 10 mM glutamat ve Kompleks I + [I'nin birlesik
aktivitesini uyarmak i¢in 10 mM siiksinat ilave edilmistir. Ayirici karbonil siyaniir m-
klorofenilhidrazon (1 pM) ile maksimum solunum uyarilmis ve son olarak izole maksimum
kompleks II solunumunun belirlenmesini saglamak i¢in Kompleks I inhibitdrii rotenon

uygulanmigtir. Oksijen tiiketim oranlar protein igerigine gore normallestirilmistir.
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Davranis testleri:

Fareler, hayvan barinagimiza ilk ulagma giiniindne itibaren 5-7 giin boyunca barinakta
miidehale edilmeksizin adaptasyon i¢in tutulmus, sonra davranis testleri uygulanmaya

baglanmustir.

Nesting Yuva yapma testi

Kendine bakabilme -iyilik hali, nesting testiyle ol¢iilmiistiir. Nesting testinin 1.giinii tiim
hayvanlar kafeslerde tekli konaklamaya gecilerek, her bir kafese 1 adet pamuk nestlet
(Ancare, Bellmore, ABD) konulmustur. 24 saat sonra, daha 6nceki ¢aligmalarda belirtildigi
gibi, yuva yapma durumuna 0-5 aras1 puanlama yapilmistir (Daecon RMJ, 2006). Buna gore,
hi¢ dokunulmayan neslete 0, neslet ile yapilan kubbeye 5 puan verilmistir. Nesting testi
KKH oncesi ilk test, KKH sonrasi ise 28. giinde son test olarak tiim hayvanlara
uygulanmigtir. Tiim puanlama islemi hayvan gruplarina kor 2 arastirmaci tarafindan

yapilmustir.

Sosyal etkilesim testi

Fareler, 71 cm x 51 cm x 51 cm boyutlarinda, iistii agik dortgen sekilli, ortasinda 30 cm
uzunlugunda bu sekili ayiran opak duvar olan, her bir dig kdsesine yerlestirilmis bos bir
kafesin bulundugu iki secenekli bir alana yerlestirilmistir (Lee EH vd., 2018). Habitasyon
giiniinde farenin serbestge U seklindeki iki segenekli alanda 5 dakika boyunca kesif
yapmasina izin verilmigtir. Ayn1 giin, 4 dk sonrasinda yapilan sosyal etkilesim testi i¢in ise
denek fare, bir tarafta bir sosyal hedef olan yeni tanigtirilan bir farenin oldugu ve diger
tarafta bos bir kafesin bulundugu alanda 5 dakika boyunca kesif yapmasina izin verilmis
olup, tiim siirecler video ile kayit altina alinmistir. EthoVision Takip Sistemi kullanilarak
sosyal hedefli ve bos kafes ile gecirilen toplam siire degerlendirilmistir. Habitasyonda bir
tarafta giiclii bir tercih gosteren fareler (ylizde 65'in lizerinde) protokol geregi deneyden
¢ikarilmstir. Sosyal etkilesim; farenin, sosyal hedefin oldugu kafesin ¢evresinde gecirdigi
stire ve bu kafese burnunun ucunu sokarak sosyal hedefle koklastig: siire ile

degerlendirilmistir.

Morris su labirenti testi

Uzaysal 6grenme ve hafiza, Morris Su Labirenti kullanilarak daha 6nce rapor edilen
yontemle degerlendirilmistir (Dixon CE vd., 1999). Farelerin uzak ipuglari arasindaki

mekansal iligkileri 6grenme yeteneklerini degerlendirmek i¢in suyun yiizeyinin 1 cm altina
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yerlestirilen 60 cm yiiksekligindeki bir platform ile 90 cm ¢apinda bir havuz kullanilmistir.
Naiv hayvanlar (her grup i¢in n=10) 5 giinliik gizli platform testi ile 6grenme siirecine
sokulmus olup, sonrasinda prob ve goriiniir platform testlerine tabi tutulmustur. Prob testinde
platform tamamiyla havuzdan ¢ikarilmis olup, goriiniir platform testinte platform su
yiizeyinin 1 cm yukarisina ¢ikarilmustir. Gizli platform ve goriiniir platform testinde, her giin
hayvan havuzun dogu, bati, kuzey ve giliney yonlerinden birakilarak maksimum 90 saniye
olacak sekilde yiizdiiriilmiistiir. Prob testinde ise, hayvan énceden platformun oldugu
bdlgenin karsi noktasindan havuza birakilip 60 saniye boyunca gozlenmistir. KKH
sonrasinda, fareler (her grup i¢in n=10) gizli platformu bulma testi i¢in 10-14. giinlerde
testlere tabi tutulmus olup, post-KKH testinde platformun yeri pre-KKH testine gore
degistirilmistir. Prob ve goriiniir platform denemeleri 15-16. giinlerde gerceklestirilmistir.
Deney boyunca 2.5 x 2.5 m boyutundaki sessiz bir odada yer alan havuzda gorsel ipuglari ve
aydinlatma sabit tutulmustur. Kontrol grubuna da ayni islemler ayn1 giinler iginde

uygulanmstir.

Yeni obje tamima testi

71 cm x 51 cm x 51 cm boyutlarinda, iistii agik, opak bir dikdortgen plastik konteyner
kullanilmistir. Test sirasinda her bir fareye farkli renk ve sekilde iki nesne verilmistir.
Aligtirma asamasinda (habitasyon, agik alan testi) her bir fare, serbestge kesfetmesi ve
aligmasi i¢in nesne bulunmayan konteynere tek bagina yerlestirilmis ve toplamda 5 dakika
stireyle kayit yapilmistir. Alistirma siirecinden 24 saat sonra, fare 10 dakika boyunca ayni
konteynerde, iki ayni karakterde alistirma nesnesiyle birlikte tutulmustur. Fare, daha sonra
konteynerden alinarak koloniye geri konulmus ve 24 saat sonra, 10 dakikalik bir siirede yeni
ve eski objeyle test tekrarlanmistir. Tiim siiregler video kaydi ile belgelenmistir. EthoVision
Takip Sistemi kullanilarak, yeni ve eski objeyle gecirilen toplam siire degerlendirilmistir. 2.
giindeki cisim bagina kesif siiresi 20 saniyenin altinda olan fareler ¢alisma dig1 birakilmigtir.

Tercih indeksi hesaplanarak rapor edilmistir.

Tercih indeksi= A/(B + A) x 100 (%)

A: Yeni cisimde gegirilen siire, B: Bilinen cisimde gegirilen siire

Beam denge testi

Motor fonksiyon, daha dnce tarif edildigi gibi, bir denge kirisi kullanilarak
degerlendirilmistir (Dixon CE vd., 1999). Fareler (her grup i¢in n = 10), {i¢ ardigik
denemede 60 saniye boyunca 1.5 cm genisliginde ve 90 cm yiiksekligindeki yuvarlak ahsap
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bir kiriste durmak i¢in 0. glinde egitime tabi tutulmuglardir. Fareler daha sonra 1-7. giinler
arasinda deneysel gruptan habersiz bir gozlemci tarafindan test edilmis ve her giin {i¢
denemeden gegirilek kiris lizerinde dengede kaldiklar1 ortalama siire kaydedilmistir. 1.giin
sonuclari temel degerler olarak alinmig olup, 2. giinde farelere KKH uygulanmis ve 3-7.

giinlerde KKH sonrasi 6l¢limler yapilmistir.
Kaspaz 3/7 ol¢ciimii

Kaspaz 3/7 aktivitesi, onceden tanimlandig1 sekilde Caspase-Glo 3/7 deney kiti (Promega,
Madison, WI, ABD) kullanilarak dl¢tilmiistiir (Ji J et al.,2012). Beyin dokusu sonikasyonla
parcalanarak homojenize edilmis, protein miktar1 Bio-Rad protein 6l¢iim kiti (Bio-Rad
Laboratories, ABD) ile iiretici firmanin belirttigi gibi 6lgiilerek ve 50 pL 6rnekte 20 pg
protein bulunacak sekilde seyreltilmistir. Seyreltilmis 6rnekler, 1 saat boyunca Caspase Glo
deney kiti reaktifiyle (1:1 oraminda) inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresinin sonunda,
luminesans sinyali mikro plaka (Danatech ML 1000, Dynatech Labs, ABD) plaka okuyucu

kullanilarak 6l¢iilmiis ve mg protein basina ortalama luminesans hesaplanmistir.
Lezyon biiyiikliigiiniin 6l¢iilmesi

Lezyon 6l¢iimii, KKH sonrasi1 30. glinde yapilmistir. Davranis testlerinin tamamlanmasinin
ardindan farelere yeniden anestezi uygulanmis ve yukarida belirtildigi gibi perfiize
edilmistir. Beyin, siikroz ¢ozeltisinde kriyo-korumaya tabi tutulmus ve sivi nitrojende
dondurulmustur. Bir kriyotom kullanilarak beyinden her 500 mikronda bir, 10 mikron
kalinliginda seri koronal kesitler alinmis ve lam iizerine alindiktan sonra hematoksilen ve
eosin (H&E) ile boyanmigtir. Lezyon hacmi, daha 6nce tarif edildigi gibi fare gruplarina kor
bir degerlendirici tarafindan analiz edilmek {izere goriintii analiz yazilim1 (MCID; Imaging
Research, Saint Catherines, Ontario, Kanada) kullanilarak degerlendirilmistir (Whalen vd.,
1999). Kisaca, alinan kesitteki ipsilateral hemisfer alani, kontralateral hemisfer alanindan
¢ikarilmis, sonra bu alana bdoliinerek hemisferik doku kaybi hesaplanmis ve kesitlerin alan
ortalamalar1 alinarak, kesit toplam uzunlugu ile ¢carpilmistir. Bu islem sonucunda elde edilen

deger hacim olarak rapor edilmistir.
Istatiksel analiz

Istatistiksel analizler, GraphPad Prism 10, OriginPro 2023b (OriginLab) ve SIMCA 18
(UMETRICS) yazilimlar1 kullanilarak yapilmistir. Tiim veriler, ortalama + standart sapma

ile sunulmus olup, sadece Morris su testinin gizli platform alt testi ortalama =+ standart hata
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olarak verilmigtir. Tiim ¢alismalarda, gruplara 6nce Grubbs’in outlier testi, ardindan Shapiro-
Wilk normalite testi uygulanmistir. Gruplar arasindaki lipid miktar degisimi ve diger
iligkiler, dagilim normalse parametrik testler (1 yonliit ANOVA veya Student t testleri)
kullanilarak, dagilim normal degilse non-parametrik testlerle (Kruskal-Wallis veya Mann-
Whitney U testleri) karsilastirilmstir. Lipid tiirlerinin bireysel olarak gruplar arasi degisimini
gostermek icin heatmap segilmis olup, Average Linkage-Pearson analizi ve Z skoru
kullanilmistir (heatmapper.ca). Ayni grubun farkli zamanlarda yapilan davranig
calismalarmin analizlerinde ise parametrik bir test olan Tekrarli Olgiimler igin ANOVA
kullanilmigtir. ANOVA testleri sonrasinda ¢oklu karsilastirma analizi olarak Bonferroni testi
secilmis olup, diizeltilmis p degeri rapor edilmistir. Normal dagilima sahip olmayan tekrarl
6l¢timlii gruplarn ikili analizlerinde, bagimli gruplarda ¢oklu Wilcoxon testi, bagimsiz
gruplarda ise ¢oklu Mann-Whitney U testi kullanilmig ve diizeltilmis p degeri rapor
edilmistir. Gruplar arasindaki farki saglayan lipid ¢esitlerini tanimlayabilmek i¢in Ortogonal
Kismi En Kii¢iik Kareler Diskriminant Analizi (OPLS-DA) uygulanmis ve Prediktif
Degisken Onem Noktasi (VIPpred) analizi yapilmstir. p degeri 0.05'ten kiigiik ise anlamli

olarak kabul edilmistir.
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BULGULAR

Beyinde noronal Tafazzin eksikliginde gozlenen fosfolipidom degisikliklerinin

incelenmesi
1. Kardiyolipidomun Degerlendirilmesi

Lipidomiks ¢aligmalarina naiv normal (WT), naiv Cre tastyici ve naiv nTAZ-KO olan fareler

alinmis olup sonuglar asagida belirtilmistir:

WT naiv fare korteksinde toplamda 46 adet farkli ana CL tiirii tanimladik. Tiim tiirlere
bakildiginda bunlarin sadece 4 tanesi yiizde yiliz oraninda PUFA igermeyen CL’den

olustugunu gordiik.

Lipidomiks analizinde, farelerden alinan korteksteki toplam kardiyolipin miktarinda WT,
Cre tagtyic1 ve n"TAZ-KO hayvanlar arasinda istatistiksel bir farklilik gozlenmemekle (Sekil
3a) birlikte, spektrumda daha yiiksek kiitleli ve ¢oklu doymamis yag asidi (PUFA) igeren
kardiyolipin ¢esitleri KO grupta azalmistir (Sekil 3b). Spektrumla uyumlu olarak, nTAZ-KO

grubunda dzellikle 9 ve iizerinde ¢ift bag tasiyan kardiyolipinlerde istatiksel olarak belirgin
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azalma gozlemledik (Sekil 3¢, 3d). Tlim bu analizlerde, normal genom tasiyan farelerle Cre

tastyici fareler arasinda bir fark tespit etmedik.
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3b. 1478.0061 1523.9900

1454.007.
1547.9888
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Sekil 3. Naiv hayvan gruplarinda kardiyolipin miktari. a. WT, Cre-Car ve nTAZ-KO farelerin
korteksindeki kardiyolipin miktarinin karsilastirilmas: (pmol/nmol fosfolipit). b. Kardiyolipin
dagilimmim kiitle spektrumunda gosterilmesi. Spektrumdaki kardiyolipinom, iki &rnek
karsilastirilmasi yapilabilmesi i¢in internal standart maksimum yogunluga sahip olacak sekilde
standardize edilmistir. Kardiyolipinom goriiniimiinii géstermek i¢in temsilen 3 gruptan 1’er 6rnek
rastgele olarak secilmistir. c. Tiim kardiyolipin ¢esitlerinin nTAZ-KO farelerde Cre-Car farelere
gore degisimi. Total ¢ift bag ve total karbon sayisi1 verilmis olup kat degisimi renk ile ifade
edilmistir. d. Dokuz ve lizerinde ¢ift baga sahip olan kardiyolipin miktarlarinin gruplar arasi
karsilagtirilmas1 (pmol/nmol fosfolipit). (*p<0.05, ANOVA, Bonferroni’nin ¢oklu karsilagtirma
testi, ortalamaztstandart sapma, n=3-4/grup)
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Tespit edilen tiim kardiyolipinler Sekil 4a’da gruplar arasindaki miktarlarinin degigimi
gosterildi. Bu CL’lerden her biri kendi iginde farkli kompozisyonlara sahip ¢esitli
izomerlerden olusabilirler. Uzun zincirli PUFA igeren CL’lerin kesin olarak etkilendigini

gosterebilmek i¢cin MS2 analizlerine bakildi ve tiim agil zincir kompozisyonlar1 incelendi.

MS2 analizlerinde piir veya piire yakin kardiyolipinler, baska bir deyisle, sadece tek tip yag
asidi kompozisyonu olan kardiyolipinler tespit edildi. Bunlarin 6ncelikle kompozisyonlari
analiz edilerek CL(68:2) nin CL(16:0/ 18:1/ 16:0/ 18:1); CL(72:4)’iin CL( 18:1/ 18:1/ 18:1/
18:1); CL(80:16) ‘nin (16:0/ 22:6/ 20:4/ 22:6) ve CL(72:10)’un (16:1/ 20:4/ 16:1/ 20:4)
kompozisyonunda oldugu gosterildi (Sekil 4b). Bu CL ¢esitlerinin analizleri yapildiginda
kontrol gruplarma goére CL(68:2) ve CL(72:4)’iin nTAZ-KO hayvanlarda artt1g1; buna
karsilik CL(72:10) ve CL(80:16) ¢esitlerinin belirgin olarak azaldigi bulundu (Sekil 4c).
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Sekil 4. Naiv hayvan gruplarinda kardiyolipin tiirleri ve ve temsili CL’lerin MS2’daki
fragmentasyonlart a. MLCL ve CL tiirlerinin miktarlarinin (pmol/nmol fosfolipit) gruplar arasi
degisimlerinin Z skoru heatmap’te gosterimi (Avarage linkage-Pearson testi). b. CL(68:2),
CL(72:4), CL(80:16) ve CL(72:10)’un MS2 fragmentasyonunun gosterilmesi. c¢. CL(68:2),
CL(72:4), CL(80:16) ve CL(72:10)’un gruplardaki miktarlarinin gosterilmesi (*p<0.05, ANOVA,
Bonferroni’nin ¢oklu karsilagtima testi, ortalamatstandart sapma, n=3-4/grup)
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2. CL Disindaki Diger Gliserofosfolipit Cesitlerinin Degerlendirilmesi

Tiim nétral fosfolipit gruplar ele alindiginda, yapilan OPLS-DA analizinde VIPpred degeri
en yiiksek 25 fosfolipitin 14’ii PUFA-CL tiirlerinden, 6’s1t MLCL tiirlerinden olmustur (Sekil

5).
VIPpred
0 04 08 12 16
CL(76:13) - ['] Diger Gliserofosfolipidler
CL(80:16) - Bc
CL(82:16) . MLCL
CL(78:12) |
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PCp(32:0) 15 |CL(80:14) 1.56
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LPE(22:4) | 18 |CL(76:11) 1.54
PEp(44:0) | 19 |mCL(52:4) 1.53
PS(42:9) - 20 [mCL(56:5) 1.53
PEp(42:8) e 21 |CL(74:10) 1.53
PG(38:1) | 22 |mCL(58:9) 1.52
BMP(44:7)] 23 |PG(36:4) 1.52
BMP(44:8) 24 |mCL(58:8) 1.52
PCp(36:0) 7 25 |cL(78:12) 1.52
PE(36:6) |
PI(36:2) |
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Sekil 5. Naiv hayvan gruplarinda tiim fosfolipitlerin OPLS-DA analizi ve VIPped degerlerinin
gosterilmesi (R2X:0.961, R2Y:1, Q2:0.697). Grafige LC/MS’te tiim tespit edilen notral
gliserofosfolipitler dahil edilmis olup, tabloda en yiiksek 25 VIPyea degerine sahip olan

fosfolipitler siralanmustir.
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nTAZ-KO fare beyinlerinde, kontrol gruplarina gére PG, PA, BMP ve MLCL artarken PE,

PC, PE plasmalojen (PEp) ve PC plasmalojen (PCp) tiirlerinde istatiksel bir degisim
gozlenmemistir (Sekil 4a, 6).
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Sekil 6. Naiv hayvan gruplarinda matiir kardiolipin disindaki MLCL ile diger fosfolipitlerin
miktar1 ve karsilagtirilmasi. WT, Cre-Car ve nTAZ-KO farelerin kortekslerindeki PG, PA,
BMP, MLCL, PE, PC, PEp ve PCp miktar1 karsilagtirilmistir. HeatMap’te fosfolipid miktar1
renk ile kodlanmustir (pmol/nmol fosfolipit, *p<0.05, ANOVA, Bonferroni’nin ¢oklu
kargilagtima testi, ortalama+standart sapma, n=3-4/grup).

Gliserofosfolipidlerden PE, PEp, PC, PCp tiirlerinin bazi iiyelerine bakildiginda 6zellikle

FFA(22:6) gibi PUFA tasiyan PC ve PCp tiirlerinde artis oldugu goriilmiistiir (Sekil 7).
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Sekil 7. Naiv hayvan gruplarinda fosfolipit tiirlerine ait bazi iiyelerin miktar1 ve karsilagtiriimast.
Cre-Car ve nTAZ-KO farelerin korteksindeki PEp(38:1), PEp(36:4), PEp(38:4), PEp(38:6),
PEp(40:6), PE(38:1), PE(36:4), PE(38:4), PE(38:6), PE(40:6), PCp(38:1), PCp(36:4), PCp(38:4),
PCp(38:6), PCp(40:6), PC(38:1), PC(36:4), PC(38:4), PC(38:6) ve PC(40:6) miktarlar
karsilagtirilmistir. (pmol/nmol fosfolipit, *p<0.05, t test, ortalama+standart sapma, n=3-4/grup).
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3. Mitokondriyal Respirasyonun ve Apoptozisin Degerlendirilmesi

Cre tagiyic1 ve nTAZ-KO farelerde kardiyolipinomda bir farklilik gériilmemesi sebebiyle
analiz WT ve nTAZ-KO gruplarinda yapilmistir. n"TAZ-KO hayvan beyinlerinde kompleks I
aktivitesinde artig goriilmiis olup; bazal veya maksimum respirasyon ile kompleks I1

aktivitesinde degisiklik tespit edilmemistir (Sekil 8a).

Apoptozisin degerlendirilmesinde normal, Cre tasiyici ve nTAZ-KO olan fareler alinmis

olup gruplar arasinda kaspaz 3/7 aktivitesi agisindan farklilik bulunmamustir (Sekil 8b).
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Sekil 8. Naiv hayvanlarin serebral korteksinde mitokondriyal respirasyonun ve apoptozisin
Ol¢iimii. a. Sag serebral kortekste mitokondriyal respirasyonun O2 akisi ile normal grup farelere
gore dlglimii. (CL: kompleks 1, CII: kompleks 2) (*p<0.05, t-test, Ortalama+standart sapma,
n=5/grup). b. Kaspaz 3/7 aktivitesinin kortekte gosterilmesi (*p<0.05, ortalama+tstandart sapma,
ANOVA, Bonferroni’nin ¢oklu karsilagtima testi, n=4/grup).

4. Farelerde Davramsgsal ve Kognitif Siirecin Degerlendirilmesi

Davranig ¢aligmalarina naiv normal, naiv Cre tasiyict ve nTAZ-KO olan fareler alinmis olup,
tiim farelere asagidaki testler gruplara-kor ii¢ ¢alismaci tarafindan uygulanmistir: nesting,
sosyal etkilesim, Morris su testi, yeni obje tanima ve beam denge testleridir. Bu testlerin
tiimiine her ii¢ gruptan da 10 fare dahil edilmistir. Davranigsal ¢alismalarin zamansal olarak

nasil uygulandigi sekilde gosterilmistir (Sekil 9a). Sonuglar asagidaki sekilde bulunmustur:

Davranigsal caligsmalara baglamadan 6nce hayvanlarin genel durum degerlendirmesinde,
gruplar arasinda farelerin kilosu ve yas1 agisindan farklilik bulunmamistir (Sekil 9b,c).
Gruplar arasinda nesting skorlamasinda farklilik tespit edilmemistir (Sekil 9d). Beam denge

testinde gruplar arasinda kiris tizerinde durma siirelerinde farklilik goriillmemistir (Sekil 9e).
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Sekil 9. Kognitif c¢aligmalarinin sematik gosterimi ile Nesting ve Beam denge testinin
degerlendirilmesi. a. Tiim kognitif ¢aligmalarin zamansal planlanmasi. Kognitif ¢aligmalar KKH
oncesi ve sonrasi olarak gosterilmis olup KKH giinii, giin 0 olarak alinmistir. b. Farelerin kognitif
calisma oOncesi viicut agirliklarinin karsilastirilmasi (gram). c. Farelerin yaglarinin kognitif
caligmalar Oncesi karsilastirilmasi (hafta-yas). d. WT, Cre-Car ve nTAZ-KO farelerde nesting
skorlamasinin degerlendirilmesi. e. WT, Cre-Car ve nTAZ-KO farelerin Beam denge testinde kiris
iistlinde dengede durma siirelerinin karsilastirilmasi (*p<0.05, ortalama+tstandart sapma, ANOVA,
Bonferroni’nin ¢oklu karsilagtima testi, n=10/grup).
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Sosyal etkilesim testinde 3 gruba ait hayvanlarda da habitasyon testinde farenin bir alan1
diger alana gore sectigi goriildiiyse, bu hayvanlar bu ¢aligmanin ileri degerlendirilmesine
almmamistir (Sekil 10a). Habitasyon siiresince farelerin aldigi yol esit olarak gorilmiistiir
(Sekil 10b). Bununla birlikte, sosyal etkilesim testinde tiim gruplarda hedef farenin oldugu
kafesin ¢evresinde bos kafese gore daha ¢ok vakit gegirdigi gozlenmistir (Sekil 10c). Fakat
bu hayvanlarin birbiriyle koklagma siiresine bakildiginda nTAZ-KO hayvanlarda belirgin
azalma saptanmistir (Sekil 10d).
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Sekil 10. Sosyal etkilesim testinin naiv hayvanlarda degerlendirilmesi. a. Yabanci farelerin
konacaklari kafes ile bos kafes etrafinda gegirilen siire b. Habitasyon testinde farelerin yliriidiikleri
toplam siire c. Yabanci farenin ¢evresinde gegirilen siire ile bos kafesin ¢evresinde gegirilen siire.
d. Yabanci fare ile etkilesim siiresi (*p<0.05, ortalamatstandart sapma, ANOVA ve ¢oklu
eslestirilmis t testi, diizeltilmis p degeri rapor edilmistir, ortalama+standart sapma, n=8/grup
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Morris su labirenti testinin sakl1 platform testinde 3 grup arasinda 6grenme agisindan
istatistiksel agidan farklilik gbzlemlenmemistir (Sekil 11a,b). Prob testinde ise hafiza
Olciilmiis olup, nTAZ-KO grubunda sakl platform testinde platformun oldugu bélgede
gegirilen siire daha az goriilmistiir (Sekil 11c¢). Goriiniir platform testinde ise farelerin gérme
ve kas aktiviteleri degerlendirilmis olup platforma ulagma siirelerinde farklilik
bulunmamistir (Sekil 11d). Farelerin ylizme hiz1 degerlendirildiginde gruplar arasinda yine

farklilik olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 11e).
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Sekil 11. Morris su labirenti testinin naiv hayvanlarda degerlendirilmesi. a,b. Sakli platform
testinde farelerin havuza birakildiktan sonra platforma ulagma siiresi ve egri altinda kalan alanin
karsilagtirmasi(Ortalamazstandart hata, n=10/grup). c. Prob testinde hedef bolgede gegirilen siire.
d. Goriiniir platform testinde farelerin platformu bulma siiresi. e. Prob testinde farelerin yiizme
hizlan (¥p<0.05, ortalama+standart sapma, ANOV A-Bonferroni’nin ¢oklu karsilastima testi veya
Kruskal Wallis- Dunn’in ¢oklu karsilastirma testi, n=10/grup).
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Yeni obje tanima testinde, her ii¢ gruptaki hayvanlar da yeni objeyle ilgilenmeye daha fazla
egilim gostermesine ragmen istatistiksel agidan gruplar arasi obje se¢iminde farklilik
gozlemlenmemistir (Sekil 12a). Ayrica agik alan testinde, farelerin hareket mesafesi ve

merkez alanda zaman gecirme agisindan da gruplar benzer sonuglar vermektedir (Sekil 12b).
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Sekil 12. Yeni obje tanima testinin naiv hayvanlarda degerlendirilmesi. a. Yeni obje tanima
testinde yeni obje tercih indeksinin ve kesif siiresinin dagiliminin incelenmesi. b. Ag¢ik alan
testinde farelerin aldig1 mesafe ile merkez bolgede gegirilen siirenin degerlendirilmesi. (¥p<0.05,
ortalama+standart sapma, ANOVA-Bonferroni’nin ¢oklu karsilastima testi veya Kruskal Wallis-
Dunn’in ¢oklu kargilagtirma testi, n=8-9/grup).

Noronal Tafazzin eksikliginin travmatik beyin hasar1 sonrasindaki siirece

etkisinin incelenmesi
1. Kardiyolipidomun Degerlendirilmesi

Lipidomiks ¢aligmalarina KKH’ye maruz kalmig Cre (Cre-KKH) ve KKH’ye maruz kalmis
nTAZ-KO (KO-KKH) olan fareler alinmis olup sonuglar agagida belirtilmistir:

Lipidomiks analizinde, KKH sonras1 KO grubunda Cre grubuna gére %25 civarinda
kardiyolipin miktarinda bir azalma tespit edilse de bu azalma istatiksel olarak anlamli

bulunmamistir (Sekil 13a).
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Sekil 13. Kontrollii kortikal hasara ugramis hayvan gruplarinda kardiyolipin miktar1. a. Cre-Car
ve nTAZ-KO farelerin KKH sonrasi perikontiizyonel korteksteki kardiyolipin miktarinin
kargilastirilmasi (pmol/nmol fosfolipit) (*p<0.05, ortalamatstandart sapma, t test, n=3-4/grup).

Ayrica naiv hayvanlarda da tespit edildigi gibi, KO-KKH farelerde Cre-KKH farelere gore,
PUFA-CL’lerde azalma gozlenmektedir (Sekil 14a).

PUFA-CL’lerdeki azalmanin dogrulugunu teyit etmek i¢in MS2 analizleri yapilmigtir. MS2
analizlerinde ise piir veya piire yakin kardiyolipinler tespit edilmis, bu CL ¢esitlerinin
analizleri yapildiginda CL(68:2) ve CL(72:4)’iin KKH’ye ugramis nTAZ-KO hayvanlarda
artt1g1; buna karsilik CL(72:10) ve CL(80:16) ¢esitlerinin Cre-KKH grubuna gore belirgin
azaldig1 saptanmistir (Sekil 14 b-e).
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Sekil 14. Kontrollii kortikal hasara ugramis hayvan gruplarinda bazi kardiyolipin tiirlerinin
MS2’daki miktari. CL(68:2), CL(72:4), CL(80:16) ve CL(72:10)’un gruplardaki miktarlarinin

gosterilmesi (*p<0.05, ortalama+tstandart sapma, t test, n=4/grup).
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2. MLCL ve Perokside CL Tiirlerinin Degerlendirilmesi

nTAZ-KO fare beyinlerinde, KKH sonrasi Cre farelere gore MLCL de (Sekil 15a) ve
perokside CL’de (Sekil 15b) artis gozlenmistir.
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Sekil 15. Kontrollii kortikal hasara ugramis hayvan gruplarinda MLCL ile perokside CL’lerin
kargilastirilmast. a. Cre-Car ve nTAZ-KO farelerin perikontiizyonel korteksindeki MLCL miktar1
KKH oncesi ve sonrasi karsilastirilmistir (pmol/nmol fosfolipit). b. Cre-Car ve nTAZ-KO
farelerin pariyetal korteksindeki perokside CL’nin ana iyona oran1 KKH 0Oncesi ve sonrasi
kargilastirilmistir. (¥*p<0.05, ortalamatstandart sapma, t test, n=4/grup).

Serbest yag asit miktarinda KO farelerde KKH sonras1 yiikselme goriiliirken, bunun temel
olarak AA ve DHA kaynakli oldugu saptanmigtir (Sekil 16a,b). KO-KKH’li hayvanlarda
Cre-KKH’li hayvanlara gére AA oraninda istatistiksel olarak anlamli artig tespit edilmistir.
Okside olmus yag asitlerinde KKH sonrasi iki genetik grup arasinda istatiksel olarak anlaml

bir fark goriillmemistir (Sekil 16¢,d).
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Sekil 16. Kontrollii kortikal hasara ugramis hayvan gruplarinda serbest yag asidi ve okside yag
asitlerinin karsilagtirilmasi. a,b. Cre-Car ve nTAZ-KO farelerin korteksindeki total FFA miktar
ve bireysel FFA miktarlart KKH 6ncesi ve sonrasi karsilagtirilmistir. ¢,d. Cre-Car ve nTAZ-KO
farelerin kortekslerindeki FFAox’lar karsilagtirilmistir.  (pmol/nmol fosfolipit, *p<0.05,
ortalamatstandart sapma, t test, n=3-4/grup).
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3. Apoptozis ve Lezyon Hacminin Degerlendirilmesi

Apoptozis ve lezyon hacminin degerlendirme ¢aligmalarina Cre-KKH ve KO-KKH fareler
alimmustir. Kaspaz 3/7 aktivitesi KKH sonrasi 24.saatte yapilan incelemede KO grupta
kontrol gruba gore daha fazla oldugu goriilmustiir (Sekil 17a).

KKH sonrasin 31. giinde yapilan lezyon voliimii incelemesinde, hemisferik lezyon kaybinin
KOr’larda kontrol fare beyinlerine gore yaklasik olarak %25 daha fazla oldugu goriilmiistiir
(Sekil 17b).
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Sekil 17. Kontrollii kortikal hasara ugramus hayvanlarda apoptozisin ve lezyon hacminin
degerlendirilmesi. a. Perikontiizyonel kortekste KKH sonrasi 24. saatteki farelerde kaspaz3/7
aktivitesinin naiv gruplarina gore artist. b. Kontiizyonel hemisferdeki doku kaybinin KKH sonrasi
30.gilinde karsilastirilmasi (*p<0.05, t test, ortalamatstandart sapma, n=4-5/grup).

4. Hayvanlarda Davramssal ve Kognitif Siirecin Degerlendirilmesi

Davranis ¢alismalarinda yer alan naiv Cre-Car ve nTAZ-KO olan farelere KKH uygulanmig
olup, uygulama sonrasi testler yeniden tekrarlanmistir. Bu ¢calismalar nesting, sosyal
etkilesim, Morris Su Labirenti testi, yeni obje tanima ve beam denge testleridir. Bu testlerin

tiimiine her iki gruptan da 10 fare dahil edilmistir. Sonuglar asagidaki sekilde bulunmustur:

Beam denge testinde KKH sonrasi gruplar arasinda beam iizerinde durma siirelerinde

farklilik goriilmemistir (Sekil 18).
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Sekil 18. Kontrollii kortikal hasara ugramis hayvanlarda beam denge testinin degerlendirilmesi. a.
Cre-Car ve nTAZ-KO farelerin Beam denge testinde kiris listiinde dengede durma siireleri
(*p<0.05, tekrarlayan Ol¢iimlii ANOVA, Bonferroni’nin c¢oklu karsilagtima  testi,
ortalamazstandart sapma, n=10/grup).

Morris su labirenti testinin sakli platform testinde 2 grup arasinda 6grenme agisindan
istatistiksel agidan farklilik gozlemlenmemistir (Sekil 19a). Prob testinde ise yeni 6grenilen
bilginin hatirlanmasi 6l¢lilmiis olup, KKH sonrasinda Cre ve KO grubunda platformun
oldugu alanda gegirilen siirede ve yiizme hizlarinda farklilik gériillmemistir (Sekil 19b,c)
Gorliniir platform testinde, farelerin gérme ve kas aktiviteleri degerlendirilmis olup

platforma ulagma siirelerinde farklilik bulunmamigtir (Sekil 19d).
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Sekil 19. Kontrollii kortikal hasara ugramis hayvanlarda Morris su labirenti testinin
degerlendirilmesi. a. Sakli platform testinde farelerin havuza birakildiktan sonra platforma ulagma
stiresi (Ortalamazstandart hata, n=10/grup). b. Prob testinde hedef bolgede gegirilen siire. C. Prob
testinde farelerin ortalama yiizme hizlar1 d. Goriiniir platform testinde farelerin platformu bulma
stiresi. (¥*p<0.05, t test, Ortalama+standart sapma, n=10/grup).

Sosyal etkilesim testinde KKH sonrasi her iki grupta da 6-7 farede 1. bolgenin 2. bolgeden
daha ¢ok tercih edildigi goriilmiistiir. Bu nedenle sosyal etkilesim testinin post-KKH

stirecinde degerlendirilemeyecegi sonucuna varilmastir.

Yeni obje tanima testinde, gruplar arasi obje seciminde ve kat edilen yiiriime mesafesinde
farklilik gozlemlenmemistir (Sekil 20a,b). Gruplar arasinda nesting testi degerlendirildiginde
ise KKH’ye maruz kalmig KO farelerin 6z-bakim puanlarinin kontrol grubuna gore diistiigii

gortilmistiir (Sekil 20c).
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Sekil 20. Kontrollii kortikal hasara ugramis hayvanlarda yeni obje tanima ve nesting testlerinin
degerlendirilmesi. a. Yeni obje tanima testinde yeni obje tercih indeksi. b. Ac¢ik alan testinde
farelerin aldig1 mesafe. c. Cre-Car ve nTAZ-KO farelerde KKH sonrasi nesting skorlari (*p<0.05,
t testi, Ortalamaz+standart sapma, n=8-10/grup).
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TARTISMA

Tafazzin, mitokondriyon i¢ membraninda bulunan CL’lerin olgunlagma siirecinde,
dolayisiyla CL agil zincir kompozisyonunda énemli bir rol oynar. Mitokondriyondaki
proteinlerin stabilizasyonu ve normal fonksiyonu i¢in gerekli olan CL’lerin, mitokondriyanin
bolca bulundugu néronlarda da dnemli bir yere sahip oldugu 6n goriilmektedir. TAZ
eksikligi ile karakterize Barth Sendromlu hastalarda biligsel ve davranigsal semptomlar
gbzlemlenmesi bu 6n goriiyli desteklemektedir. Noronal TAZ'm beyin kardiyolipinomundaki
ve fonksiyonundaki 6nemini ortaya koymak amaciyla yaptigimiz bu ¢alismada, ilk olarak
ndron spesifik TAZ knock-out fareler geligtirilmistir. Daha sonra normal genetikli ve
CaMKIIa-Cre rekombinaz tasiyan fareler caligmaya dahil edilerek Cre’nin lipidomiks ve
kognitif fonksiyon acisindan bir fark yaratmadigi ortaya konmustur. Noronal TAZ eksikligi
sonucu beyindeki PUFA, 6zellikle DHA tasryan CL’lerin azaldig1 ve bu azalmaya MLCL,
PG, PA tiirleriyle birlikte DHA tasiyan PC ve PCp tiirlerinde artisin eslik ettigi tespit
edilmistir. Lipidomideki bu degisiklikler Kompleks I’de artmis mitokondriyal respirasyon,
farelerde azalmis sosyal etkilesim ve uzaysal hafizada hasarla sonuclanmistir. Bu verilere ek
olarak, santral sinir sistemine verilen KKH gibi ek bir stresle beraber, PUFA tagiyanlar
agirlikli olmak tizere, CL degerlerinde belirgin azalma oldugu ve MLCL miktar1 ve
perokside CL olusumunda artis oldugu saptanmistir. Bu artisa yiikselmis arasidonik asit
seviyesi, artmig apoptotik aktivite ve daha biiyiik doku kaybi eslik etmistir. Ayrica KKH
sonrasinda, nKO hayvanlarda daha diisiik iyilik hali skoru goriilmiistiir. Tiim bu veriler,
noronal TAZ’1n beyinde kardiyolipinom ¢esitliliginde ve beyin fonksiyonlarinda 6nemli bir

yere sahip oldugunu gostermektedir.

Bu ¢alismanin birincil amaci néronal TAZ’1n beyin kardiyolipinom ¢esitliligindeki 6nemini
gostermektir. Kardiyolipinin yeniden sekillenmesinde tafazzinin belirli yag acil zincirlerine
enzimatik 6zgiilliigl halen tartigmali bir konu olsa da, ¢esitli ¢aligmalarda TAZ’ 1n
eksikliginde CL4’de ciddi azalma oldugu bu nedenle TAZ’1in LA’e 6zgiil oldugu ifade
edilmistir (Xu vd., 2003). Ancak bu ¢alismalarin CL4’iin agirlikli tiir oldugu kalp ve
karaciger gibi dokularda gosterilmis olmasi ve beyinde TAZ KO edildiginde tiim PUFA
tagtyan CL’lerin azalmasi, bu tezin dogru olmadigini géstermektedir (Cole vd., 2018).
Ayrica Abe vd., lipozomal membranlarda tafazzin aracili transacilasyonun, PC'lerdeki 18:2
gruplarda 16:1 gruplara ve 16:0 gruplara gére daha hizli meydana geldigini gostermistir
(Abe vd., 2016). Calismamiz da gostermistir ki, nTAZ’1n silinmesi beyinde PUFA tasiyan
CL’lerde belirgin eksiklige kisa zincirli SFA tasiyan CL’lerde ise ciddi artisa neden
olmaktadir. Burada akla gelen ilk soru nTAZ 1 bu degisiklige nasil yol a¢tigidir. Caligmanin
ana ilgisi n"TAZ eksikligi oldugundan ALCAT1 ve MLCLAT] gibi diger transagilasyon
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enzimleri burada degerlendirilmemistir. ALCAT1, MLCLAT]1 ve a-TFP, MLCL'nin yeniden
acillenmesinde agil zincir donorii olarak a¢il-KoA'y1 kullanan transferaz enzimleridir ve
fosfolipitleri substrat olarak kullanmazlar (Cao vd., 2004; Taylor vd., 2004). Bu
transagilazlarin, MLCL'leri linoleoil-KoA, oleil-KoA ve palmitoil-KoA ile agillestirdigi,
PUFA igeren agil-KoA kullansa da bunlarin asil tercihleri olmadig: bildirilmistir (Robinson,
1993; Klingenberg, 2009; Li vd., 2010; Cao vd., 2004). Dolayistyla ¢aligmamizda
korteksteki uzun zincirli PUFA tasiyan CL’lerin azalmasinin, diger enzimlerdeki
degisikliklerden bagimsiz olarak nTAZ ve noronlardaki mevcut ag¢il kompozisyonu ile
iligkili oldugunu diigiindiirmektedir. Buna gére nTAZ’in sadece PUFA’ya spesifik oldugu
sOylenememekle beraber, noronlarda olgun CL’ye PUFA taginmasindan sorumlu oldugu
calismamiz verileriyle gosterilmistir. Ayrica calismamizda, nTAZ’daki kardiyolipinom
degisikliklerine sadece DHA tasiyan PC ve PCp’lerde artis eslik etse de, tek bagina bu
sonucla nTAZ’m DHA’y1 PC’den aldigini sdylemek zordur. Literatiirde, PE’nin de TAZ
icin substrat oldugu, fakat noéronal TAZ’1n ana substrat olarak PC tiirlerini kullanmaya

yoneldigi gosterilmistir (Xu vd., 20006).

Calismamizda beyindeki CL’lerin %95’ inden fazlasinin PUFA tasidig tespit edilmistir.
Beyin CL'lerinin yapilarinda AA ve DHA gibi daha yiiksek miktarlarda PUFA'lar bulunmasi,
onu kalp, karaciger, bobrek gibi diger dokulardan farkli kilmaktadir (Amoscato vd., 2014).
Beynin daha yiiksek radikal temizleme kapasitesinin, elektron transport zinciri
komplekslerinin yakininda bulunan CL'lerdeki yiiksek PUFA konsantrasyonlarindan
kaynaklanabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Starkov vd., 2014; Cole vd., 2018). nTAZ-KO
durumunda uzun zincirli PUFA tastyan CL’lerde %50’ye varan azalmanin, hiicrelerinin
%25-35’1 néronlardan olugan kortekste goriilmesi ndronlardaki PUFA-CL nin ileri derecede
azaldigina isaret etmektedir. TAZ 1n 6zellikle noronlarda daha aktif bir gérev aldigin
disiindiirmektedir (Tyurina vd., 2014). Yapilan ¢alismalarda PUFA-CL’lerin, 6zellikle
yliiksek seviyelerde DHA igeren CL’lerin, mitokondriyal membran akiskanliginin artmasina
bagli olarak protein-lipit etkilesimlerinin bozulmasina ve elektron transport zincirindeki
kompleks aktivitesinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Cortie vd., 2012, Sullivan vd.,
2017; Sullivan vd., 2018). Ayrica baska bir ¢alismada, artmig CL agil zincir saturasyonunun
hasarlanmis oksidatif fosforilasyon ve bozulmus membran krista yapisina neden oldugu
gosterilmistir (Harner vd., 2014). Biz de ¢alisgmamizda literatiirle uyumlu olarak, DHA
tastyanlar daha belirgin olmak iizere, ndronlarda PUFA-CL’lerin azalmasiyla kompleks I
aktivitesinin arttigin1 gdstermis bulunmaktayiz. CL'nin dokuya 6zgii agil zincir bilesimi,
ETC’deki Kompleks I’in, dolayisiyla néronal mitokondriyonun uygun islevinin

saglanmasinda 6nemlidir.
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Noral kardiyolipinom kompozisyonunun biligsel fenotip lizerindeki potansiyel
mekanizmalarini degerlendirmek amaciyla farelere iyilik hali, uzaysal hafiza/6grenme, yeni
obje tanima, denge ve sosyal etkilesimi degerlendiren testleri uyguladik. Literatiirde Barth
sendromlu bireylerde okumayla ilgili becerilerin tiim 6lgiimlerinde yasa uygun performansa
sahip olmalarina ragmen, matematik ve gorsel uzaysal gorevlerdeki performanslarmin
onemli dlcilide daha diisiik oldugu rapor edilmistir. Hatta matematikte zorlanan Barth
Sendrom’lu (BTHS) erkek ¢ocuklarin, matematik performansinin altinda yiiriitiicii islevdeki
bozuklugun yatabilecegi one siiriilmiis, BTHS'deki diisiik performansin matematik 6grenme
giicliigii ile degil de matematigin kullaniminda zorlukla iligkili olabilecegi ileri siiriilmiistiir
(Raches vd., 2012). Ayrica, saglikli yasitlarina kiyasla BTHS'li cocuklarin daha fazla
icsellestirici semptomlar ve sosyal sorunlar yasadiklari, yasam kalitelerinin daha diisiik
oldugu ve yalnizlik ile distress skorlarinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. (Jacob vd.,
2017; Storch vd., 2009). Fakat bu bulgu ve semptomlarin primer olarak néronlardan mi1
kaynaklandig1 yoksa tekrarlayan kardiyak sorunlara ya da hastalik psikolojisine sekonder mi
oldugu bilinmemekteydi. Biz, néronal TAZ’1 silinmis farelerin uzaysal hafizasinin ve
yabanci farelerle olan sosyal etkilesiminin etkilendigi fakat yasam kalitesini 6lgen nesting
aktivitesinin etkilenmedigi gézlemledik. Bu sonug, BTHS’li ¢ocuklarin sosyal ve
matematiksel alanda 6zel bir destege ihtiyaci oldugunu vurgulamaktadir. Ayrica, Cole ve
ark., TAZ KD farelerde motor fonksiyon normal kalirken, yeni nesne tanima testlerinde
onemli hafiza eksikligi oldugunu gdstermistir (Cole vd., 2018). Biz ¢alismamizda motor
fonksiyonu normal olarak degerlendirip yeni obje tanima testinde gruplar arasi bir farklilik
saptamadik. Literatiirde de, Barth sendromlu hastalarda matematiksel alan disinda
ogrenmede bir zorluk rapor edilmemistir. TAZ KD ve nTAZ KO ¢alismalarindaki bu farkin
altta yatan iki nedeni olabilir. Birinci olarak, prenatal donemde KO edilen TAZ geni sonrasi,
farede kompensatuvar mekanizmalar gelismis olabilir. Tkinci olarak, TAZ KD edildiginde

tiim hiicreler etkilenirken, bizim ¢alismamizda sadece noronal TAZ etkilenmistir.

Noronal apoptoz; nérogelisim, ndrodejenerasyon ve néronal hasarda hayati rol oynayan, siki
bir sekilde kontrol edilen bir siirectir. CL gibi MLCL nin de cyt ¢ ile kompleks yaparak cyt
c’ye peroksidaz aktivitesi kazandirarak apoptozisi tetikledigi bilinmektedir (Kagan vd.,
2023; Gonzalvez ve Gottlieb, 2007). Caligmamizda nTAZ-KO grupta CL’lerin miktar1
azalmasina ragmen MLCL nin artistyla orantili olarak peroksidaz aktivitesinin arttig1
gorlilmektedir. Bu da MLCL-cyt ¢ kompleksinin néronlarda da goriildiigiinii destekler
niteliktedir. Kaspaz 3/7 aktivitesi ise naiv hayvanlarda bir degisiklik gostermezken, KKH
sonrasinda nTAZ-KO grubunda bu artigin daha fazla oldugu ve bu artisa daha biiyiik
lezyonun eslik ettigi goriilmiistiir. Naiv hayvanlardaki degismeyen apoptotik aktivite,

MLCL-cytc kompleksinin peroksidaz aktivitesinin goriilebilmesi i¢in ortamda H>O, gibi
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radikallerin olmasi gerektigine isaret etmektedir. Nitekim, Kagan vd. nin yaptig1 hiicresel
deneylerde de MLCL-cytc peroksidaz aktivitesinin ortamda H,O» varliginda arttig1
gosterilmistir (Kagan vd., 2023). Bununla birlikte nKO-KKH grubunda DHA iceren CL
miktarlarinda daha ileri bir diisiis gdzlenmistir. Yapilan biomimetik model ¢alismalarinda,
CL/cytc kompkesinin CL4 ve MLCL ile olustugu fakat (22:6)4CL’in bu yapinin olusmasini
inhibe ettigi gosterilmistir. Bu nedenler nKO hayvanlarda KKH sonrasi DHA igeren
CL’lerin azalmasinin MLCL veya CL-cytc kompleklerinin engellenmesini zorlastirdig
sOylenebilir. Tlim bu verilerle birlikte, aragtirmamizda KKH 6ncesi donemde 6zbakim
degerleri benzer bulunan iki gruptan, KKH sonrasinda nTAZ-KO hayvanlarda nesting
skorunda gerileme oldugunu gosterdik. KKH sonrasindaki bu sonug, KO hayvanlarin
normalde iyilik halini koruyabildigini fakat santral sinir sistemini ek strese sokan bir olayda
bu iyilik halini devam ettiremedigini gostermektedir. Datamiz tiim bulgulariyla, TAZ
eksikliginin KKH’nin sonuglarini kotiilestirdiginin gostermekte ve nTAZ’1n KKH’de koyucu
bir rol alabilecegine isaret etmektedir. Bu sonugla uyumlu olarak, Chao vd. da HT22
hiicrelerde yaptiklari hiicre germe modeli deneyinde TAZ-KO’unun hiicre sitotoksisitesini
arttirdigini, TAZ’m overeksprese edilmesininse bunu azalttigini gostermislerdir (Chao vd.,
2018). Cesitli nedenlerle Barth sendromlu ¢cocuklarda artan oksidatif stresin, kronik siirecte
bu peroksidaz komplekslerini arttirarak beyin fonksiyonlarinda deformasyona yol

acabilecegi sdylenebilmekle beraber bu alanda ek ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bunun yanisira AA ile 4-HNE onciisii olan perokside AA, nKO-KKH grubunda
yiikselmigtir. KKH’daki iPLA; artigina ragmen TAZ’1n olmayis1i, KKH’daki PUFA
salmimini arttirabilecegini diisiindiirmektedir (Chao vd., 2018). PUFA ve PUFAox’lar KKH
sonrasi pro-inflamatuvar mediatorleri olusturmakta ve hiicre hasarina yol agmaktadirlar
(Lamade vd., 2020). Ozellikle 4-HNE birgok ndrodejeneratif hastalikla iliskili olarak
bulunmustur (Zarkovic, 2003). Calismamizda plan déneminde temel odagimiz CL
olmasindan dolay1, buna gore diizenledigimiz LCMS methodumuzla, 4-HNE gibi PUFAox
alt Griinleri tespit edilememis olsa da redoks tepkimeleri vesilesiyle bu yapilarin olugmasi

kagmilmazdir. Bu durum tekrar nTAZ’in KKH’deki koruyucu roliine dikkat ¢cekmektedir.
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SONUC VE ONERILER

Calismamiz, nTAZ eksikliginin, beyin lipit kompozisyonunda énemli degisikliklere yol
actigini ve bu degisikliklerin biligsel ve davranigsal fonksiyonlar ile mitokondriyal
fonksiyonlar tizerindeki etkilerini ortaya koymaktadir. Bu degisiklikler, beyinde uzun zincirli
PUFA-CL'lerde belirgin azalma, mitokondriyal respirasyonda artma, sosyal etkilesim ve
uzaysal hafizada zayiflama olarak ortaya konmustur. Calismamiz, bildigimiz kadariyla,
noronal tafazzinin beyin kardiyolipinomu, kognitif ve davranigsal fonksiyonlar ile travmatik
beyin hasar iizerindeki etkisini inceleyen ilk ve tek ¢calismadir. TAZ eksikligi ile karakterize
Barth Sendromlu bireylerde gézlemlenen biligsel ve davranigsal semptomlarin, néronal TAZ
kaybiyla iligkisinin 6nerilmesi, bu alandaki literatiire 6nemli bir katki saglamaktadir. Ayrica,
KKH sonrast nTAZ-KO grubunda PUFA-CL’deki azalma ve MLCL’de, apoptotik aktivede
ve lezyon hacminde artis ile iyilik halinde bozulma tespit edilmistir. Bu durum, oksidatif
kosullarda nTAZ eksikliginin merkezi sinir sisteminde noronal hasari arttirabilecegini

gostermektedir.

Aragtirmamizda, TAZ';m astrosit gibi glial hiicrelerdeki eksikliginin etkileri incelenmemistir.
Barth sendromu ya da travmatik beyin hasar1 gibi durumlara bir ¢ok hiicre ¢esidinin dahil
olmasi nedeniyle; 6zellikle, glial hiicrelerdeki TAZ kaybinin, beyin kardiyolipinom ve
fonksiyonunu nasil etkilediginin arastirilmas literatiire katki saglayabilir. Ayrica,
kardiyolipidom iizerinde diger transasilasyon enzimlerinin etkisini anlamak, TAZ’1n
biyolojik islevini daha derinlemesine kavramamiza yardime1 olabilir. Calismamizda, Barth
sendromlu hastalarda gézlemlenen bilissel ve davranigsal bulgularin, 6zellikle nTAZ
eksikliginden kaynaklanabilecegini ve bu semptomlarin kardiyovaskiiler etkilerden bagimsiz
olabilecegini gosterdik. Ancak bu bulgular, kesin bir sonuca varabilmek i¢in daha kapsamli
klinik caligmalara ihtiya¢ duymaktadir. Bu ¢alismalardan elde edilen veriler, bu hastalarin

egitimsel ve sosyal destek gereksinimlerinin belirlenmesini saglayabilir.

Sonug olarak, néronal TAZ’1n beyin kardiyolipinomundaki rolii, bu alandaki bilgimizi
derinlestirmekte ve ndronlardaki lipit metabolizmasinin fizyolojik ve patolojik siireglerindeki

6nemini vurgulamaktadir.
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