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1. OZET

BMAL1’in BEYIN HASARI SONRASI ROLUNUN PROTEOMIK ACIDAN
INCELENMESI

Sirkadiyen ritim, i¢ ve dis uyaranlara bagl olarak hemen hemen tiim fizyolojik
durumlarimiz1 kontrol eden 6nemli bir biyolojik saattir. Bunun yani sira, sirkadiyen
ritmin ozellikle beyin felci gibi ndrodejeneratif hastaliklarin goriilmesinde ve bu
hastaliklar sonrasinda gelisen patofizyolojik siire¢lerde onemli bir roliiniin oldugu
diisiiniilmektedir. Beyin felci diinyada 6liim nedenleri bakimindan ikinci sirada yer
alan ve kisith bir tedavi imkanmi1 bulunan bir hastaliktir. Bu nedenle beyin felci
patofizyolojisini  etkileyen faktorler ve uygulanabilir tedavi yOntemlerinin
arastirilmasi, giiniimiiziin arastirma konular1 arasinda yer almaktadir. Bu tez
kapsaminda; sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde 6nemli bir rolii bulunan BMAL1
proteininin beyin hasar1 sonrasi hiicre i¢i sinyal yolaklar1 iizerine olan etkisinin
proteomik araglarla arastirilmasi hedeflenmistir. Bu amacgla BMALI protein seviyesini
arttirmak veya azaltmak i¢in dizayn edilen lentiviral vektorler beyin i¢i enjeksiyon
yontemiyle 8-12 haftalik erkek C57BL/6 farelerine uygulanmistir. Enjeksiyondan 7
giin sonra farelere 30 dakikalik orta serebral arter tikanmasini takiben 72 saat
reperfiizyon uygulanmistir. Striatum seviyesinden alinan koronal beyin kesitlerden
noronal sagkalim ve DNA fragmantasyonu degerlendirilmistir. Ayrica, striatumdan
alinan doku 6rneklerinden sivi kromatografisi- kiitle spektrometresi aracili proteomik
analizler gergeklestirilmistir. Elde edilen bulgulara gore, BMAL1 protein seviyesinin
artmastyla noronal sagkalimin degismedigi fakat apoptotik hiicre Olimiiniin
baskilandigi;; BMALL protein seviyesinin baskilanmasiyla noronal sagkalimin
azaldig1 ve apoptotik hiicre sayisinin arttigi gosterilmistir. Ek olarak, BMALI1
proteinin direkt veya dolayli olarak etkilesimde bulunan 178 protein belirlenmistir.
Ayrica BMALL protein seviyesinin artmasiyla 19, baskilanmasiyla 32 proteinin
istatistiksel olarak anlamli degistigi gosterilmistir. Elde edilen bulgularin sirkadiyen
ritim ve beyin felci patofizyolojisi arasindaki iliskinin ve sinyal yolaklarinin

aydinlatilmasina katki saglamasi beklenmektedir.
Anahtar Sozciikler: Beyin Felci, Bmall, Kiitle Spektrometresi, Proteomik, Sirkadiyen Ritim

Bu tez TUBITAK 118S306 numarali proje kapsaminda yapilmistir.



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ROLE OF BMAL1 FOLLOWING BRAIN
INJURY USING PROTEOMIC APPROACHES

Circadian rhythm is an essential biological clock that regulates almost all our
physiological conditions depending on internal and external stimuli. Also, it may play
a critical role in both the triggering of neurodegenerative diseases and the
pathophysiological processes that develop after these diseases. Stroke is the second
leading cause of death worldwide and has limited treatment options. For this reason,
studies on the treatment of cerebral ischemia gain importance. Within this thesis's
scope, it aims to investigate the effect of BMALL protein, which has a significant role
in the regulation of circadian rhythm, on intracellular signaling pathways after brain
injury with a proteomic approach. For that purpose, lentiviral vectors were designed
and injected intrastriatally to 8-12 weeks male C57BL/6 mice to increase or suppress
the expression of Bmall. Seven days after injection, mice were submitted to 30 min of
middle cerebral artery occlusion, followed by 72 hours reperfusion. Neuronal survival
and DNA fragmentation were evaluated from coronal brain sections taken from the
striatum level. In addition, liquid chromatography-mass spectrometry based proteomic
analyzes were performed. According to the results, neuronal survival did not change
with the increase of BMALL protein level, but apoptotic cell death was decreased.
Additionally, the inhibition of Bmall expression induces apoptotic cell death and
reduces neuronal survival. Moreover, 178 proteins were identified, which directly or
indirectly interact with BMALZL. Nineteen proteins were significantly altered by
Bmall overexpression, and 32 proteins were significantly changed by BMALL
inhibition. It is expected that the data obtained from this thesis will contribute to
elucidating the relationship between circadian rhythm signaling and the

pathophysiology of cerebral ischemia.

Keywords: Bmall, Circadian Rhythm, Mass Spectrometry, Proteomics, Stroke

This thesis is funded by TUBITAK 118S306 project.



3. GIRIS VE AMAC

Sirkadiyen ritim; mevsimsel degisiklikler, aydinlik-karanlik dongiisii gibi dig
etkenlerden etkilenebilen ve viicudun uyku-uyaniklik dongiisii, viicut sicakligi,
hormon salinimlar1 gibi bir¢ok fizyolojik durumumuzu etkileyen endojen ve biyolojik
bir saattir (1). Bmall ve CLOCK transkripsiyon faktorleri bu biyolojik ritmin
diizenlenmesinde rol oynayan baslica iki 6nemli faktordiir (1, 2). Literatiirde yer alan
caligmalarda beyin felci vakalarinin goriilme sikliginin sirkadiyen ritme bagli olarak
degisim gosterdigi bilinmektedir. 24 saatlik dongii icerisinde beyin felci en ¢ok sabah
en az ise gece saatlerinde goriilmektedir. Bu gozlemler beyin felcinin tetiklenmesinde
hangi faktorlerin gorevinin oldugunu arastirmaya yonelik klinik gozleme dayali
yapilan calismalardir. Sirkadiyen ritmin beyin felcinin tetiklenmesindeki rolii
bilinmeye bagladiktan sonra biyolojik ritme bagl olarak iskemi sonrasi gelisen beyin
hasarinin biiytikliigline ve noronal hasara yonelik calismalarda ciddi eksiklikler
bulunmaktaydi. Buna bagli olarak sirkadiyen ritmin beyin felci sonrasi gelisen hasar

mekanizmalar iizerine etkileri ise 2018 yilinda yapilan bir ¢alismayla gosterilmistir
(3).

Sirkadiyen ritmin hem belirlenmesinde hem de devam ettirilmesinde énemli
bir gorevi bulunan Bmall proteinin beyin felci patofizyolojisinde de onemli bir
roliiniin olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu amagla yapmak istedigim yiiksek lisans
tezimde Bmall ifadesi arttirilmasi veya azaltilmasi amaciyla hazirlanmis lentiviral
vektorlerin beyin i¢i enjeksiyon yontemi ile farelere verilmesi ve sonrasinda OSAO
(orta serebral arter okliizyonu) modeli ile gergeklestirilecek beyin hasari sonrasi
yapilacak olan proteomik analizler ile hiicre i¢i sinyal yolaklari tizerine olan etkilerinin
arastirilmas1 amaclanmgtir. Iskemik dokuda Bmall protein artisina veya azalisina
bagli olarak degisen protein profili sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC-

MS/MS) analizi ile gergeklestirilmistir.

Bu tez kapsaminda elde edilen sonuglarin sirkadiyen ritim ve beyin felci
patofizyolojisi arasindaki iliskinin aydinlatilmasinin yolunu agmak ic¢in hedef

proteinlerin belirlenmesi amaglanmistir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Sirkadiyen Ritim

Sirkadiyen ritim organizmalarin i¢ fizyolojik siireglerini dis ortamdan gelen
uyarilara bagli olarak hassas bir sekilde senkronize eden biyolojik bir saattir. Bu
biyolojik saat giin igerisindeki aydinlik-karanlik dongiisii, mevsimsel degisiklikler ve
beslenme gibi dis uyarilara bagli olarak kendi ritmini diizenlemektedir (4, 5).
Sirkadiyen ritme bagli olarak giin igerisinde degisen kalp ritmi, hormonal degisim,
pihtilasma gibi faktorler serebrovaskiiler hastaliklarin tetiklenmesine neden
olmaktadir (6). Sirkadiyen ritmin senkronizasyonu; ¢ok sayida molekiiler, fizyolojik,
hormonal ve davranissal siireci i¢inde barindirir ve bu siireglerin diizenlenmesi ile
ilgilidir. Sirkadiyen ritmin diizenlenmesi, aydinlik ve karanlik dongiisii ile baglantili
olarak hipotalamusta bulunan supra kiazmatik niikleus (SKN) ve pineal bezin de i¢inde

bulundugu retinohipotalamik pineal yolak aracilig1 ile ger¢ceklesmektedir (7).

4.1.1. Sirkadiyen ritmin molekiiler mekanizmasi

Sirkadiyen ritim molekiiler olarak saat genlerinin aktivasyonu ile kontrol edilen
biyolojik bir dongilidiir. Sirkadiyen ritmin diizenlenmesinden ve devam ettirilmesinden

sorumlu birgok gen ve transkripsiyon faktorii tanimlanmistir (8).

Sirkadiyen ritmin diizenlenmesi transkripsiyon faktorlerinin geri besleme
dongiisii (feedback) ile birbirlerinin seviyelerini etkilemesine dayanmaktadir.
Transkripsiyon faktérii BMAL1 (Brain and muscle ARNT-like protein 1) ve
heterodimer partneri olarak gérev alan CLOCK (Circadian locomotor output cycles
kaput) veya NPAS2 (Neuronal PAS domain containing protein 2) molekiiler seviyede
Period (Perl, Per2, Per3) ve Cryptochrome (Cryl and Cry2) genlerinin
transkripsiyonlarint kontrol etmektedir. PER ve CRY proteinleri negatif feedback
dongiisiine bagli olarak BMALI/CLOCK protein seviyesini baskilamaktadir. Bu
sayede sirkadiyen ritim proteinlerinin ifadeleri ritmik olarak artis ve azalig

gostermektedir (9, 10).



4.1.2. Sirkadiyen ritim ve norodejeneratif hastaliklar ile iliskisi

Norodejeneratif hastaliklar sirkadiyen ritmin bozulmasina sebep olmaktadir.
Bu bilgi dogrultusunda sirkadiyen ritmin diizenlenmesi ile nérodejeneratif hastaliklar
arasinda gii¢lii bir bag oldugu diistiniilmektedir (11). Literatiirde, uyku ve uyaniklik
durumunun sirkadiyen ritim diizenlenmesi iizerinden; norotransmiter salinimlarini ve
hiicre i¢i sinyal yolaklarii etkileyerek Alzheimer, Parkinson, Huntington, Multipl

skleroz gibi nérodejeneratif hastaliklara neden olabilecegi ile ilgili ¢alisma mevcuttur

(12).

4.1.3. Bmall’in sirkadiyen ritimde ve norodejeneratif siireclerdeki rolii

Bmall proteininin molekiiler teknikler kullanilarak baskilanmasiyla beyinde
cogu transkripsiyon paterni degiserek; néropatoloji, davranigsal anomaliler ve sinaptik
dejenerasyonlar gibi sonuglara neden olmustur (13). Ayrica, oksidatif stres ve redoks
savunma genlerinin diizenlenme mekanizmalarimin islevini yitirdigi gosterilmistir

(14).

Bmall protein polimorfizminin Parkinson hastalik riskine katki sagladigi veya
eslik ettigi disiiniilmektedir (15). Bunun yaninda sirkadiyen ritim genlerinin
depresyon ve Alzheimer gibi noérokognitif hastaliklarda rol oynadigi diisiiniilen
genlerin regiilasyonuna da katildig1 disiiniilmektedir (16, 17). Ek olarak; beyin felci,
Alzheimer, Parkinson ve Huntington gibi nodrodejeneratif hastaliklarin

patofizyolojisinde rol oynamaktadir.

4.1.4. Sirkadiyen ritim ve beyin felci

Sirkadiyen ritme bagli olarak degisen kan basinci, kalp atim hizi, viicut
sicaklig1 ve trombosit birikimi gibi faktorlerin beyin felcinin tetiklenmesinde 6nemli
bir rolii oldugu bilinmektedir (18). Buna bagl olarak beyin felci vakalarinin %44’
gibi biiyiik bir boliimii sabah saatlerinde goriilmektedir. Ayrica literatiirde yapilmis
olan bir ¢aligmada beyin felci sonrasi gelisen hasarin sirkadiyen ritim ile baglantili
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olarak degistigi gosterilmistir (3). Yapilan bu ¢alismada gece (00:00) beyin felci



geciren farelerde sabah beyin felci geciren (06:00) farelere gore ndronal sagkalimin
artt1g1, apoptotik hiicre 6liimiiniin ise azaldig1r gézlemlenmistir. Ayrica sabah beyin
felci gecirenlere gore gece beyin felci geciren farelerde sirkadiyen ritim proteinleri
Bmall, Perl ve CLOCK proteinlerinin seviyeleri arttig1 ve bunlarla beraber néronal

sagkalimin arttig1, apoptotik hiicre sayisinin ise azaldigi gosterilmistir (3).

4.2. Beyin Felci

Diinya Saglik Orgiitii (WHO; World Health Organization) son 10 y1l verilerine
gore; beyin felci, 6liim oran1 bakimindan 2. sirada yer almaktadir. WHO ve Amerikan
Kalp Vakfi’nin (American Heart Association, AHA) verilerine gore her yil yaklasik
olarak 6 milyon insan beyin felci ile karsilasmaktadir (19). TUIK (Tiirkiye Istatistik
Kurumu) 2018 verilerine gore iilkemizde her 14 dakikada 1 kisi beyin felcinden dolay1
hayatin1 kaybetmektedir. Yiiksek 6liim orani ile birlikte, yiiksek orandaki hastalik ve
engellilik durumlari, beyin felcinin insan sagligini baslica tehdit eden ciddi bir hastalik
oldugunu gostermektedir (20). Diinya popiilasyonunda yaslanmadaki artis ile beyin
felci vakalarinin artis1 beklenilen bir sonugtur. Ayrica, modern diinyada degisen yasam
kosullar ile birlikte daha geng yaslarda goriilmekle birlikte, yetiskinlerde erken 6lim
ve maluliyete neden olmaktadir (21). Ug¢ beyin felci vakasmnm 1’1 6liim ile
sonuglanirken; hayatta kalanlar ciddi saglik problemleri ile yasamini devam ettirmek
zorunda kalmaktadir (22). Beyin felci gegiren hastalarin 6nemli bir kismi, yagamlarini
bagimsiz olarak siirdiirememekte; tedavi giderleri ve iyilesme caligsmalari ile hem

ekonomik hem de toplumsal olarak yiik olusturmaktadirlar.

Iskemik beyin felci, beyinde ilgili arterin etkiledigi bolgede serebral kan
akisinin gegici veya kalict olarak azalmasi sonucu olusur. Kan akisindaki diisiis
genellikle serebral arterin kan pihtisi ile tikanmasi (emboli) ya da kan damarlarinin
bolgesel olarak daralmasi (tromboz) nedeniyle meydana gelir. Tikaniklik sonucu
olusan ve iskemik inme olarak adlandirilan vakalar, toplam vakalarin %80’ini
olustururken; geri kalan %20’lik kisim beyinde kanama seklinde (hemorojik felg)

meydana gelmektedir (23).



4.2.1. Beyin felci patofizyolojisi

Insan beyninin, metabolik aktivitelerini yerine getirebilmesi igin kesintisiz bir
enerji kaynagina ihtiyaci vardir. Bu enerjinin neredeyse tamami glikoz formunda
saglanir. Beyindeki enerji, iyon hareketliligini saglayarak; sinaptik ve aksiyon
potansiyeller olusturmak ve devam ettirilmesini saglamak amactyla kullanilir. Bu
enerji kullanimi ise, viicudun bazal metabolizmas1 goz 6niine alindiginda ytlizde 20
seviyesindedir. Viicut agirhiginin %2’lik kismini olusturdugu halde en ¢ok enerji
ihtiyact olan ve en ¢ok enerji tiiketen organ konumundadir (24-26). Beyin, viicudun
sagladig1 glikozun yaklasik %80’ini kullanmaktadir. Enerji tiretimi tamamen piriivatin
oksidatif fosforilasyonu ile saglanir. Buradan yola ¢ikilarak, beyin fizyolojisinde en
onemli diger bir faktor oksijendir. Oksijen yoklugu veya azligi, beyinde normal
isleyisin sekteye ugramasina neden olur. Iskemi durumunda meydana gelen oksijen ve

glikoz yoksunlugu hasarin ana sebebidir (27-29).

Ischemic core

Penumbra

N\

Sekil 4.2.1.1. Iskemik beyin felci sonrasi kor ve penumbra bolgeleri (34).

Iskemi, hiicre membrani yapisinin bozulmasiyla ve ndronal hiicre dliimii ile
sona eren; iskemik kaskad adi verilen karmasik ve art arda meydana gelen hasar
mekanizmalarinin tetiklenmesine neden olur. Reperfiizyon, diger bir deyisle bolgeye
kan akisinin tekrar saglanmasi, hasar onarim ve iyilesme yoOniindeki siirecler i¢in

Oonemli bir yere sahiptir. Diger yandan; iskemi/reperfiizyon (I/R) hasar1 olarak



adlandirilan ikincil bir hasara neden olur. Hasar sonrasi bolge, patofizyolojik olarak
iki ana kisma ayrilir: kor bolge ve penumbra (30). Kor bolge; hiicrelere oksijen ve
glikoz taginmasinin tamamen durdugu ve hasardan birincil olarak etkilenen bolgedir.
Bundan dolay1 nekrotik hiicre 6liimii (infarkt) cogunlukla bu bdlgede olusur. infarkt
alan ¢evresi penumbra olarak adlandirilir ve kor bolgenin periferinde yer alir. Bu alan,
kollateral kan damarlar1 tarafindan desteklendigi i¢in ani hiicre Oliimiine karsi
korunmaktadir. Penumbra'daki hiicreler iskemi sonrasi hemen 6lmemis fakat hasar
almis hiicreler oldugundan; burada nekrotik hiicre 6liimiine nazaran apoptotik hiicre
olimii gozlemlenmektedir. Bu nedenle, beyin felci tedavileri i¢in gergeklestirilen
calismalarda penumbra bolgesindeki hiicrelerin kurtarilmasi amaglanmaktadir (31-

33).
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Sekil 4.2.1.2 iskemi patofizyolojisi kaskad mekanizmalar1. Dirnagl ve ark. 1999 yilindaki
calismasindan uyarlanmistir (27).



Ilgili bolgenin kan damarlar ile beslenmesi azaldiginda kan-beyin bariyeri
bozulmasi, mikrovaskiiler hasar ve inflamasyon ile sonuglanan eksitatér ve oksidatif
hasar meydana gelir. Hasarin siddeti; iskeminin siiresine ve beynin kendini onarma

yeterliligine gore farklilik gosterir (34).

4.2.1.1. Enerji yetersizligi ve eksitotoksisite

Iskemik bdlgeye oksijen ve glikoz azalmasi ile hiicreler, enerji yetersizliginden
dolay1 iyon konsantrasyon dengesini ve iyon hareketliligini saglayamaz duruma gelir
ve hiicre membran potansiyelleri kaybedilir. Bunun sonucunda glia ve noron hiicreleri
depolarize olurlar (35). Presinaptik voltaj kapili kalsiyum (Ca*?) kanallar1 aktive olur
ve ekstraseliiler bosluga eksitator amino asitlerin salinimi1 gerceklesir. Bolgeye enerji
saglanamamasindan dolay1 eksitatdr amino asitlerin presinaptik geri alim1 gibi enerji
gerektiren siireglerde aksama meydana gelir ve eksitator amino asit olan glutamatin
ekstraseliiler boslukta birikimi zamanla artar. Bu durum, glutamat eksitotoksisitesi
olarak adlandirilir (36, 37).

Asirt miktarda Ca*? yiliklenmesine bagli olarak NMDA (N-metil- D-aspartat)
ve metabotropik glutamat reseptorleri aktive olur. Glutamat kaynakli asir1 faaliyet
sonucu, tek degerlikli iyon kanali olan AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metilisoksazol-
4 propionik asit) reseptorleri de uyarilarak néronlarin i¢ine sodyum (Na*) ve klor (C1)
iyonlarmin akis1 gergeklesir. Hiicre igine Na* ve CI~ akisi, NaCl tuzunun olusumuna
sebebiyet vererek suyun da hiicre i¢ine ¢ekilmesine ve sitotoksik 6dem olusumuna yol
acar. Odem, beyin felci patofizyolojisinde en erken belirteg olup, intrakraniyal basing

artisina neden olur (27).

Kalsiyum iyonunda ve buna bagli olarak ikincil haberci molekiillerinde olan
artig, aktin ve spektrin gibi hiicre iskeleti proteinlerinin ve laminin gibi ekstraseliiler
matriks proteinlerinin degredasyonuna neden olan proteolitik enzimleri aktive eder; bu
durum, hiicre membraninin hasarlanmasi ile sonuglanir. Hiicre i¢i artan Ca* miktari
aym1 zamanda fosfolipaz A: ve siklooksigenaz enzimlerinin aktiflesmesine neden

olarak serbest radikallerin artisina neden olur (38).



Ilerleyen siireclerde inflamasyonun gergeklesmesiyle birlikte kan kaynakli
inflamatér hiicre istilas1 (I6kosit infiltrasyonu) ve mikroglia aktivasyonu
gerceklesmektedir. Aktiflesen mikroglia hiicreleri interleukin-1f (IL-1PB) tireterek
beyin hasarinin artisina yol agar (39). Hiicre i¢i Ca*? artisinin diger bir sonucu olarak
Ca™ bagimli enzim olan nitrik oksit sentaz enzimi aktiflesir ve nitrik oksit (NO)
tiretilerek mitokondri ve DNA hasarina yol acar. Tiim bu ilerleyen siirecler, kaspaz

aracili programli hiicre 6liimii (apoptoz) ile sonuglanmaktadir (37).

4.2.1.2. Oksidatif hasar

Mitokondride, elektron tasinmasindan sorumlu proteinlerin oksidasyonu ve
serbest radikallerden dolay1 mitokondri i¢ zarinin bozulmasi ile H* iyon hareketi ve
ATP (Adenozin Trifosfat) iiretiminde bozulmalar meydana gelir ve mitokondri,
onemli bir reaktif oksijen tiirleri kaynagi haline gelir. Mitokondri membrani sizdiran
bir yapiya sahip olur; mitokondri sismesi sonucu SOR (serbest oksijen radikalleri) (40)

ve apoptozu tetikleyen Sitokrom C (CytC) ortama yayilir (41).

4.2.1.3. Peri-infarkt depolarizasyonu

Enerji yetersizligi sonucu iskemik noron ve glia hiicreleri depolarize olur;
sonrasinda hiicre digina K* ve glutamat salimimi gergeklesir. Kor bélgede bulunan ve
etkilenen hiicreler, tekrar repolarize olmamak iizere anoksik depolarizasyona ugrar.
Kan akiminin kismen saglanabildigi penumbra bolgesinde hiicreler tekrar repolarize
olabilirler fakat bu, daha fazla enerji tliiketimini gerektirir. Penumbra bolgesindeki
hiicrelerde, ekstraseliiler kisimda K* ve glutamat artis1 ya da birikimine bagl olarak
depolarizasyon gerceklesebilir. Bu alanda tekrarlayan depolarizasyonlara, peri-infarkt

depolarizasyonu adi verilir (42).

4.2.1.4. inflamasyon

Hiicre i¢cinde SOR artis1, hipoksi ve Ca*? kaynakli hiicre i¢i ikincil haberci
molekiillerin aktiflesmesi ile niiklear faktor kappa B (NF-kB), hipoksi ile
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indiiklenebilir faktor-1 (HIF-1), interferon regiilator faktor 1 ve STAT3 gibi
transkripsiyon faktorlerin sentezine neden olarak proinflamatdér genlerin anlatimini
tetikler. Boylelikle hasara maruz kalan beyin hiicreleri tarafindan tiimor nekroz faktor
a (TNFa) ve IL-1B gibi yangi aracilari tretilir (43). Bunun sonucunda adezyon
molekiilleri iiretilir ve bu molekiiller ndtrofil reseptorlerine tutunarak beyine dogru
noétrofil infiltrasyonu gergeklesir. Notrofilleri monositler ve makrofajlar takip ederek
beyine dogru go¢ ederler; iskemiden sonraki bes ila yedi giin i¢inde alandaki en baskin

hiicreler haline gelirler (44).

Patofizyolojik siiregte diger bir sonug¢ ise mikroglia aktivasyonu ve lokosit
infiltrasyonu sonrasi yanginin ateslenmesidir. Hasarli bolgeye oncelikle mikroglia
cagrilir. Iskemi sonras1 mikroglia artis1 48-72 saatler arasi en yiiksek seviyeye ulagir
ve haftalar boyunca devam eder. Buna karsilik 16kositlerin hasarli bolgeye ulagsmasi
giinler siirebilir (34, 45). Iskemi sonras: astrositler de mikroglialar gibi aktifleserek
hasarl alana dogru go¢ ederler. Aktiflesen glia hiicrelerinde bir takim fonksiyonel ve
morfolojik degisiklikler gézlemlenir. Yapisal destek amaciyla uzantilar olusturularak
intermediate filament ve glial fibriller asidik protein (GFAP) anlatimlarini uyarir.
Mikroglia ve astrosit hiicreleri; hiicre koruyucu faktorler, sitotoksinler ve norotrofik
faktorler gibi ¢cok sayida ve tiirde maddeler salarak daha sonraki sinyalleri baslatici
etki gosterirler. Iskemiden sonraki ilk giinden itibaren astrositler hasarli bdlgenin
etrafin1 sarar “glial yara” olusturur. Glial yara, hasar alaninin genislemesini 6nlemek
i¢cin sinir olusturur; ayrica iskemi sonrasi aksonal uzamay1 6nleyerek rejenarasyonu

sinirlandirir (46).

4.2.1.5. Penumbra’da apoptoz

Beyin hiicrelerinde, glutamat reseptorlerinin asir1 aktivasyonu ve Ca'?
iyonlarinin fazlaligi nedeniyle; hiicre i¢i apoptoz sinyal yolagi da dahil olmak {izere
bircok sinyal yolaginin aktivasyonunun gerceklestigi bilinmektedir (47, 48). Hiicre
icinde Ca*? miktarindaki artisin sonucu olarak kalpainler aktive olur; Bid proteini tBid
formuna doniisiir. tBid formu, mitokondri membraninda bulunan Bad ve Bax
apoptotik proteinleri ile etkileserek mitokondride bulunan porlarin agilarak CytC ve

apoptoz tetikleyici faktor (AIF) salinimina neden olur. CytC, hiicre i¢inde sitozole
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yayilarak prokaspaz-9 ve apoptotik protein aktive edici faktor-1 (Apaf-1) ile birleserek
apoptozom yapisini olusturur. Apoptozom, kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonuna yol
acar. Kaspaz-3, DNA tamir enzimi olan adenozin difosfat (ADP)-riboz polimeraz
(PARP) enzimini hedef alarak kirpilmasina neden olur ve DNA hasar1 ve apoptoza yol
acar (48-50). Apoptoza yatkin hiicrelerin tayini, terminal transferase biotinylated-
dUTP nick end labeling (TUNEL) analizi ile belirlenebilmektedir. TUNEL pozitif
hiicreler; hiicrede kaspaz yolaginin aktiflesmis, apoptotik hiicreler olarak

tanmimlanabilir (51, 52).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Deney Dizayni ve Deney Gruplari

Fareler iizerinde yapilan tiim deneysel miidahaleler, Istanbul Medipol
Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul onayr (10/06/2020) almarak
gerceklestirilmistir.

Bmall protein seviyesinin artmasina veya azalmasina bagli olarak farelerde
gerceklestirilen deneysel beyin felci metodu sonrasinda néronal sagkalim, apoptotik
hiicre 6liimii ve hiicre i¢i sinyal iletim yolaklar1 {izerine olan etkilerini arastirabilmek
ve proteomik acidan inceleyebilmek i¢in asagida belirtilen 4 deney grubu

olusturulmustur.

5.1.1. Deney gruplari

Lv-Bmall: Aril Hidrokarbon Reseptor Tasiyicisi-1 (Bmal-1) protein seviyesini
arttirmak i¢in molekiiler klonlama teknikleri kullanilarak fare Bmall geninin kodlama
bolgesi (NCBI referans numarasi: NM_007489.4) lentiviral vektore klonlanmistir.
Beyin felci operasyonlarindan 7 giin 6nce iskeminin indiiklenecegi striatum seviyesine
beyin i¢in enjeksiyon ile lentiviriis verilmis, bu sayede iskemi sirasinda Bmall protein

seviyesinin arttirtlmasi saglanmigtir (n=8).

Lv-GFP: Lv-Bmall grubunun kontrolii amaciyla beyin felci operasyonlarindan 7 giin
once farelerin striatum seviyesine klonlama bdlgesinde herhangi bir gen dizisi
icermeyen lentiviriis enjeksiyonu yapilmistir. Bu sayede lentiviral vektoriin veya

lentiviriis enjeksiyonunun herhangi bir etkisinin olup olmadig1 arastirilmistir. (n=8).

shBmall: Bmall genini hedef alan lentiviral shRNA beyin felci operasyonlarindan 7
giin Once iskeminin indiiklenecegi striatum seviyesine beyin i¢i enjeksiyon ile
verilmis, bu sayede beyin felci sirasinda Bmall protein ifadesi engellenerek azalmasi

saglanmistir (n=8).

SCRNA: Bmall shRNA grubunun kontrolii amaciyla; fare genomunda herhangi bir
geni hedef almayan oligoniikleoid dizisi igeren lentiviral shRNA beyin felci

operasyonlarindan 7 giin 6nce beyin i¢i enjeksiyon teknigi kullanilarak striatum
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seviyesine uygulanmistir. Bu grup ile gen susturma i¢in kullanilan lentiviral vektoriin

etkisinin olup olmadig1 gézlemlenmistir (n=8).

5.1.2. Deney dizayni

Bmall protein seviyesini arttirmak veya azaltmak amaciyla molekiiler

klonlama c¢alismalart yapilmigtir. Bu caligmalar sonrasinda lentiviriis partikiilleri

tiretilmis olup viral partikiiller farelere beyin ici enjeksiyon yontemi ile verilmistir.

Molekiiler klonlama ve lentiviriis iiretiminin agsamalar1 Sekil 5.1.2.1°de gdsterilmistir.
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Sekil 5.1.2.1 Molekiiler klonlama ve lentiviriis {iretimi.

Gruplara uygun olarak tretilen lentiviriisler; en yliksek verimliligin saglandig,
beyin felci operasyonundan 7 giin dnce farelere beyin i¢i enjeksiyon yOntemiyle
verilmistir. OSAO metodu ile gerceklestirilen 30 dakikalik beyin felci operasyonu
sonucunda reperfiizyon baglatilmistir. Reperflizyon baslangicindan 72 saat sonra

deney sonlandirilmistir (Sekil 5.1.2.2).

Virlis Beyin Deney
enjeksiyonu felci  Reperfiizyon sonlandirma
Bmall 4 l wll 30 dk wll l
— T
Bmall ‘I’ -7 0 72. saat

Sekil 5.1.2.2. Deney dizayni
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5.2. Lentiviriis Uretimi
5.2.1. Hiicre hattindan total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu icin (11828665001; High pure RNA isolation kit,
Roche, Isvigre) fare noroblastoma hiicre hattt Neuro2A kullanilmistir. Yaklasik 10°
hiicre i¢eren hiicre stispansiyonu, 500 pl TRIzol reaksiyon ajan1 (15596026; Thermo
Fisher Scientific, ABD) ile karistirildiktan sonra hiicreler pipetleme yontemi ile
pargalandi. Homojenatin {izerine 500 ul Kloroform (288306; Sigma Aldrich, ABD)
eklenmistir. Soliisyon, giiclii bir sekilde karistirildiktan sonra 14.000 rpm ve 4°C
sicaklikta 15 dk siiresince santrifiij edilmistir. Coziinmiis sekilde olan iist faz, yeni bir
tiipe aktarilmistir ve sonrasinda bu tiipiin igerisine 600 pl %100 oraninda etanol
eklenmistir. Bu karisim, DNA uzaklastirma kolonlarina yiiklenmis ve 14.000 rpm ve

oda sicakliginda 3 dk boyunca santrifiij edilmistir.

Yikama ve santrifiij adimlarindan sonra RNA, 100 pl niikleaz igermeyen su ile
yikama yoluyla ayrigtirilmigtir. Elde edilen RNA konsantrasyonu, spektrofotometre
(51119200; Multiskan™ go microplate reader, Thermo Fisher Scientific, ABD)
cihaziyla belirlenmistir ve sonrasinda ¢cDNA sentez reaksiyonu i¢in 1 ug RNA

kullanilmistir.

5.2.2. cDNA sentezi

[k cDNA zincirini elde etmek amaciyla termal dongii cihazinda (T100™; Bio-
Rad, ABD) RNA o&rnekleri uygulandi. (04896866001; Roche, Isvicre) Tablo
5.2.2.1°de verildigi lizere reaksiyon karisimi hazirlandi ve Tablo 5.2.2.2°de verilen

sartlar altinda uygulanda.
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Tablo 5.2.2.1. cDNA sentez tepkimesinde kullanilan igeriklerin miktarlari

Bilesen Miktar
ddH20 10,5 ul
5X Ters transkriptaz tamponu 4,0 ul
RNaz inhibit6r 0,5 ul
dNTP karisimi 2,0 ul
Oligo dT primerleri 0,5 ul
Random primerler 1,0 ul
Ters transkriptaz 0,5 pl
RNA (1 pg/ pl) 1,0 ul
Toplam hacim 20,0 pl

Tablo 5.2.2.2. cDNA sentez tepkimesi i¢in saglanan kosullar

Sicaklik (°C) Zaman (dk)
50 °C 60 dk

85°C 5dk

4°C 00

5.2.3. Primer dizayni

Mus musculus (fare) Aril Hidrokarbon Reseptor Tasiyicisi olan Bmall geninin
kodlama bolgesini (NCBI referans dizisi: NM_007489.4) fare néroblastoma hiicresi
cDNA’sindan kopyalamak amaciyla ileri primer (5’- AGT CAG TCG ACT TCCTTC
CAATGG CGG AC -3°) ve geri primer (AGT CAG GAT CCC TAC AGC GGC CAT
GGC A -3) dizayn edilmistir.
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Ekspresyon plazmidi olan ve GFP iceren bisistronik vektor (Lenti-CMV-GFP-
2A-Puro Vector, ABM) ¢oklu klonlama bolgesine gore kesim enzimleri olarak Sall

(FD0644 Thermo Fisher) ve BamHI (FD0054 Thermo Fisher) se¢ilmistir.

Nhel Xmal Clal Mfel Scal
5’-- GCT AGC CCC GGG ATC GAT CAA TTG AGT ACT
Sna8l! Kpnl
TAC GTA GGT ACC CCA GTG TGG TGG CCT GCA GGT
Ecorl Spel Agel Sall EcoRV
GAA TTC ACT AGT ACC GGT AGG CCT GTC GAC GAT
Not! BamHI Xbal
ATC GGG CCC GCG GCC GCT GGA TCC TCT AGA --3’

CMV prom.

't  pLenti-CMV-GFP-2A-Puro
X 8950bp

3LTR

Sekil 5.2.3.1. pLenti-CMV-GFP-2A-Puro vektor bilesenlerinin sematik diyagrami

‘wo.id opAS

Puro'| 2A [GFP

5.2.4. Bmall i¢in polimeraz zincir reaksiyonu

PZR karisimi, iProof High-Fidelity PCR Kit (172-5330, Bio-Rad, ABD)
kullanilarak hazirlanmistir. Tepkime bilesenleri ve sartlar1 Tablo 5.2.4.1°de

belirtilmistir. PZR gergeklestirmek igin termal dongii cihazi (T100TM; Bio-Rad,
ABD) kullanilmistir.
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Tablo 5.2.4.1. PZR reaksiyon bilesenleri

Bilesen Hacim (ul)
cDNA 2,0

lleri primer 0,4
Geri primer 0,4
iProof DNA Polimeraz 0,2

5X Tampon Soliisyonu 4,0
dNTP karigimi 0,4
H20 12,6
Total 20,0

Dizayn edilen primerlerin uygun ¢alisma sicakliklarini belirlemek amaciyla iki

farkli primer baglanma sicakligini kullanilarak PZR denemesi yapilmistir. Bu amagla,

primerlerin baglanma sicakliklar1 64°C ve 66°C olmak tiizere iki reaksiyon hazirlanmis

ve Tablo 5.2.4.2 ve Tablo 5.2.4.3’te gosterilen kosullarda PZR gerceklestirilmistir.

Tablo 5.2.4.2. Primer baglanma sicakligi 66°C olarak belirlenen PZR reaksiyon kosullari

Asama Zaman Sicakhik
Baslangic denatiirasyon 30 sn 98°C
Denatiirasyon 15 sn 98°C
Primer baglanma sicakligi 30 sn 66°C
Polimerizasyon 2 dk 72°C
Bitis Polimerizasyon 5dk 72°C
Final w 4°C
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Tablo 5.2.4.3. Primer baglanma sicakligi 64°C olarak belirlenen PZR reaksiyon kosullari

Asama Zaman Sicakhik
Baslangic denatiirasyon 30 sn 98°C
Denatiirasyon L5 sn 98°C
Primer baglanma sicaklii 30 sn 64°C
Polimerizasyon 2 dk 72°C
Bitis Polimerizasyon 5dk 72°C
Final 0o 4°C

PZR sonrasinda elde edilen karisima 6X yiikleme boyasi (Orange Dye; R0631,
Thermo Fisher Scientific) eklenmis ve 30 dk siiresince 120V ’da jel elektroforez islemi
yapilmustir. Elektroforez sonrasinda jel Biorad Chemidoc analiz sistemi (1708280;

Biorad Life Sciences Research, ABD) cihazi araciligiyla goriintiilenmistir.

66°C 64°C

3000 kb- ;

2000 kb-

1500 kb-

1000 kb- BN

(1881 bp)

—
- ——

Sekil 5.2.4.1. Yiiksek miktarda Bmall gen dizisi eldesi i¢in optimum primer baglanma
sicakligr belirlenmesi amaciyla 64°C ve 66°C’de gergeklestirilen PZR sonrasi jel elektroforez
goriintiisii.
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Sicaklik optimizasyonu i¢in kullanilan sicakliklardan 66°C’de primerlerin
daha iyi ¢alistig1 gézlemlenmistir. Bu nedenle tez kapsaminda gergeklestirilen Bmall

genine yonelik tiim PZR’da 66°C kullanilmistir.

Molekiiler klonlama c¢aligmalari i¢in yiiksek miktarda Bmall gen dizisine
ihtiyag¢ oldugu i¢in Tablo 5.2.4.1°de gosterilen reaksiyonlar hazirlanmis olup Tablo
5.2.4.2’de belirtilen kosullar altinda PZR gergeklestirilmistir. Reaksiyon sonunda
cogaltilan Bmall gen dizisi, 6X loading dye (R0631; Thermo Fisher Scientific, ABD)
ile karigtirilarak %1 oranindaki agaroz jele yiiklenmistir. Bmall’e referans olarak
DNA marker (1 kb) (SM1173; O’GeneRuller-ready to use, Thermo Fisher Scientific,
ABD) kullanilmistir. Jel, 120V ayarinda, boyali kisim yiizde 70-75 oraninda asagi
inene kadar yiiriitiilmiis ve sonrasinda Biorad Chemidoc analiz sistemi (1708280;
Biorad Life Sciences Research, ABD) ile goriintiilenmistir. 1881 baz ¢iftine denk
gelen kissm BMALL olarak tanimlanmistir (Sekil 5.2.4.2).

L moa L San R R -"."".‘

3000 kb-

2000 kb-
1500 kb-

1000 kb-

Sekil 5.2.4.2. Cogaltilmis iiriinlerin agaroz jel elektroforez goriintiisii.
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5.2.5. Jelden Bmall izolasyonu

Sekil 5.2.4.2°de Bmall olarak belirlenen bantlar kesilerek jelden DNA
izolasyonu kiti (PureLink™ Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit,

Invitrogen) protokoliine uygun olarak izole edilmistir.

Jel parcalan tartilmis ve agirhiga gore jel ¢ozdiirme tamponu (K2100-12;
Thermo Fisher, ABD) eklenmistir. 50°C sicakligindaki su banyosu inkiibasyonundan
sonra karigim ara sira ters ¢evrilmis ve ayni hacimde izopropanol eklemesi yapilmistir.
Soliisyon, toplama tiiplerinde bulunan kolonlara yiliklenmis ve 14.000 g de 1 dk
boyunca santrifiij yapilmigtir. Sonrasinda kolonlar yikama tamponu ile yikanmis ve
14.000 g de 1 dk boyunca iki defa santrifiij yapilmistir. Son olarak kolona eliisyon
tampon eklenerek 14.000 g de 2 dk santrifiij edilmis, DNA’nin kolondan ayrilmasi

saglanmis ve izolasyon tamamlanmistir.

5.2.6. Lentviral vektor ve Bmall PZR iiriinu ikili kesimi

Elde edilen BMAL1 PZR firiinii ve pLenti-CMV-GFP-2A-Puro vektori,
sonradan ligasyona hazirlanmak amaciyla Sall (FD0644 Thermo Fisher) ve BamHI
(FD0054 Thermo Fisher) enzimleri kullanilarak ikili kesim uygulanmistir. Reaksiyon
bilesenleri Tablo 5.2.6.1°de verilmistir. Reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra 1 saat
siiresince 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi1 80°C’de 5 dk boyunca 1s1

inaktivasyonu gerceklestirilmistir.
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Tablo 5.2.6.1. Ikili kesim reaksiyonu bilesenleri

Uritn pLenti (ul) BMAL1 (ul)
5,0 (1pg/ul) 12,0
10X tampon 2,0 2,0
Sall 1,0 10
BamHI 1,0 1,0
dH-2O 11,0 4,0
Toplam 20,0 20,0

5.2.7. Bmall ve plazmid DNA saflagtirilmasi

Onceki adimlarda kullanilan endoniikleaz kesim enzimleri ve reaksiyon
tamponlarinin uzaklastirilmasi saglandi (K310001; Thermo Fischer, ABD). PZR
izerine, baslangi¢c hacminin dortte biri miktarda vektor lirtinii ve baglanma tamponu
eklendi. Oda sicakliginda 1 dk inkiibasyon sonrasi, soliisyon filtreli tiiplere eklenerek
14.000 g’de bir dk boyunca santrifiij edildi. Kolonlarin sartlanmasi i¢in yikama
tamponu ile sirasiyla bir ve iki dk santrifiij edilerek yikama islemleri gerceklestirildi.
Son olarak, iirtinlerin eliisyonu i¢in distile su eklenerek 14.000 g’de bir dk boyunca
santrifiij uygulandi. Sonraki asamalar i¢in saflastirilmis iirlinlerin konsantrasyonlari
NanoPhotometer (P300, Implen, Almanya) cihaz ile 6l¢iilmiistiir. Vektor ve Bmall

konsantrasyonlar1 Tablo 5.2.7.1° de yer almaktadir.

Tablo 5.2.7.1. Bmall ve vektor konsantrasyonlari

BMAL1 pLenti

Konsantrasyon 80 ng/ul 120 ng/ul

23



5.2.8. Ligasyon reaksiyonu

PZR sonrasinda elde edilen Bmall gen dizisi ve pLenti-CMV-GFP-2A-Puro
vektori restriksiiyon enzimleri vasitasiyla kesildikten sonra T4 DNA ligaz (M0202S;
New England Biolabs, ingiltere) aracilifiyla oda sicakliginda 1 saat siiresince

baglanma reaksiyonu gerceklestirilmistir.

pLenti-CMV-GFP-2A-Puro  vektoriine yerlestirilecek DNA  miktari,
Nebiocalculator (Version 1.12.0; New England Biolabs, Ingiltere) (Sekil 5.2.8.1 ve
Sekil 5.2.8.2) ile hesaplanmustir.

Required insert DNA mass

Insert DNA length
a [1051 ng (11)

1881 [ bp J
Vector DNA length [21 02 ng (2:1) \
8950 [ bp v| [31 53 ng (3:1) ]
Vector DNA mass | [ 5254 ng (5:1) ]
= Lng ] | 73.56 ng (7:1) ]

Sekil 5.2.8.1. Ligasyon reaksiyonu i¢in gereken Bmall DNA miktar1 hesaplamasi

) Insert length
Required Mass of Insert (g) = 3 x Mass of Vector (g) x

Vector length

Sekil 5.2.8.2. Ligasyon reaksiyonu igin gereken DNA miktar1 hesaplama formiilii

NeBiocalculator’e gore, ligasyon i¢in kullanilan bilesenler Tablo 5.2.8.1°de

belirtildigi gibi hazirlanmis ve 22°C sicaklikta 5 dk siiresince inkiibe edilmistir.
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Tablo 5.2.8.1. Ekspresyon plazmidi yapim reaksiyonu i¢in gereken bilesenler

1:1 2:1 3:1 5:1
pLenti 0,42 ul 0,42 ul 0,42 ul 0,42 ul
Bmall 0,13 ul 0,26 ul 0,39 ul 0,66 ul
T4 DNA ligaz 0,50 pl 0,50 ul 0,50 ul 0,50 ul
5X tampon 2,00 pl 2,00 pl 2,00 pl 2,00 ul
ddH20 6,95 ul 6,82 ul 6,69 ul 6,42 pul
Toplam 10,00 pl 10,00 pl 10,00 ul 10,00 pl

5.2.9. Kompetent bakteri hazirlama

Molekiiler klonlama ¢aligmalar1 sonrasinda elde edilen plazmidlerin
cogaltilmasi amaciyla Stbl3 bakteri susu kullanilmigtir. Bakterilerin ilgili plazmidleri

icine alabilmesi amaciyla asagida belirtilen islemler sirasiyla gerceklestirilmistir.

-80 °C’den ¢ikarilan Stbl3 bakterilerinin erimesi saglandiktan sonra antibiyotik
icermeyen kat1 LB agar (A8523, Biomatik, ABD) {izerine yayilmalar1 saglanmistir.
Oda sicakliginda 5 dk inkiibasyondan sonra, petri kabi 37 °C’ye ayarlanmis
inkiibatorde bir gece boyunca inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin, agar yiizeyi
tizerinde olusan bir koloni se¢ilmis ve 5 ml LB broth (A8523, Biomatik, ABD) icine
eklenmistir. Hiicreler, 150 rpm hizina ayarli ¢alkalayici tizerinde 37 °C’de bir gece
boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi giin, bu hiicre siispansiyonundan 1 ml hacimde
almarak 100 ml taze LB broth i¢ine eklenmistir ve150 rpm hizina ayarl ¢alkalayici
tizerinde 37 °C’de 150 dk boyunca inkiibe edilmistir. 600 nm optik yogunlukta, kabul
edilebilir bir deger olan 0.3 degerde olgiilmistiir. Bakteri silispansiyonu, buzda
bekletilmis 50 ml hacmindeki falkon tiiplere paylastirilmis ve buz tizerinde 5 dk inkiibe
edilmistir. Tiipler, 5.000 rpm ayarda 5 dk santrifiij edilmis ve sonrasinda iist faz
uzaklastirilmistir. Pellet buzda sogutulmus CaClz (100 mM) ile pipetleme yapilarak
tekrar ¢Oziinmiis hale getirilmistir, ardindan yeni falkon tlipe aktarilmistir.
Stispansiyon, CaClz (100 mM) ilave edilerek 20 ml’e tamamlanmistir. Sonrasinda

bakteri soliisyonu, +4 °C’de bir saat siiresince inkiibe edilmistir. Bir saatlik buz
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tizerindeki inkiibasyon sonrasinda bakteri hiicre soliisyonu 3000 g’de 5 dk siiresince
santrifiij edilmistir. Sonrasinda {iist faz atilarak hiicre pelleti buzda bekletilen taze

hazirlanmis 2 ml CaClz (100 mM) ile ¢ozllmiistiir.

5.2.10. Transformasyon

50 ul kompetent bakteri soliisyonu ve 1 pul Bmall ligasyon karisimi, 1.5 ml
hacmindeki eppendorf tiiplere eklenmis ve buz lizerinde 30 dk inkiibe edilmistir.
Hiicreler, 42 °C sicakligindaki su banyosunda 60 saniye siiresince 1s1 sokuna maruz
birakilmis; ardindan hemen buz iizerine konularak 2 dk boyunca sogumasi
saglanmistir. Siispansiyon tizerine 250 ul LB broth eklenerek 37 °C inkiibatorde bir
saat siiresince calkalayici lizerinde karistirilmasi saglanmistir. Sonrasinda, bakteri
siispansiyonu kanamycin (14100; Pan Biotech, Almanya) iceren LB agar ilizerine

eklenmis ve 37 °C’de bir gece boyunca inkiibasyon gerceklestirilmistir.

Ertesi giin, 5 pozitif koloni secilmis ve kanamycin iceren 5 ml LB broth i¢ine
eklenmistir. Siispansiyon, bakteri sayisini arttirmak amaciyla bir gece boyunca inkiibe
edilmistir. Sonraki giin, plazmid izolasyon kiti (#11754777001; High pure plasmid

isolation kit, Roche, Isvicre) ile bakteriden plazmid izolasyonu gergeklestirilmistir.

5.2.11. Bakteriden diisiik 6l¢ekli plazmid izolasyonu

Bakterilerden plazmid eldesi i¢in plazmid izolasyon Kiti (#11754777001; High
pure plasmid isolation kit, Roche, Isvicre) kullanilmistir. Bakteriler, 5.000 rpm ayarda
+4°C°de 5 dk santrifiij edilmistir. Ust faz atilmis ve pellet 250 pl siispansiyon ¢ozeltisi
(suspension buffer) ile tekrar ¢6ziinmiistiir. Hiicre siispansiyonu {izerine lizis tamponu
(lysis buffer) eklenmis ve soliisyon 1,5 ml Eppendorf tiiplere aktarilmistir. Soliisyonun
karigmasini saglamak amaciyla tiiplere birkag¢ defa ters ¢cevirme islemi uygulanmis ve
oda sicakliginda 5 dk inkiibasyona birakilmistir. Ardindan, hiicre soliisyonunun igine
350 ul baglanma tamponu (binding buffer) eklenerek tiip yavasca ¢alkalanmis ve buz
tizerinde 5 dk inkiibe edilmistir. Soliisyon, 14.000 g ve oda sicakliginda 10 dk santrifiij
edilmistir. Elde edilen {ist faz, toplama tiipleri icinde yer alan kolonlara yiiklenmistir.

1 dk inkiibasyondan sonra, 14.000 g’de 1 dk santrifiij edilmistir. Tiipte biriken siiziintii
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atildiktan sonra tiipe 500 pl yikama tamponu 1 (wash 1 buffer) eklenmistir. Bir dk
santrifiijiin ardindan toplama tiipii tekrar temizlenmis ve yikama islemi 700 pl yikama
tamponu 2 (wash 2 buffer) ile tekrar edilmistir. 14.000 rpm 1 dakikalik ilk
santrifiijleme adiminin ardindan toplama tiipii temizlenerek tekrar 14.000 rpm’de 2 dk
santrifiij uygulanmistir. Plazmid DNA bulunan kolonlar yeni temiz Eppendorf tiiplere
yerlestirilmis ve 50 ul eliisyon tamponu (elution buffer) kolona eklenmistir. 1
dakikalik inkiibasyon sonrasi, kolon 14.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Toplama
tiipiindeki soliisyon kolona tekrar yiiklenerek 14.000 rpm’de 2 dakika siiresince
santrifiij edilmistir. Toplama tiipiinde elde edilen soliisyon plazmid DNA i¢ermektedir.

5.2.12. Kesim enzimleri ile DNA konfirmasyonu

pLenti-CMV-GFP-2A-Puro plazmidi iginde yer alan Bmall (Mus musculus,
transcript variant 1) klonlamasini dogrulamak igin, ikili kesim gergeklestirildi. Tablo

5.2.12.1°de belirtilen 5 6rnek i¢in reaksiyon hazirlandi:

Tablo 5.2.12.1. Kesim enzimleri kullanilarak gerceklestirilen konfirmasyon reaksiyonu
bilesenleri

Bilesen Hacim (ul)
Plazmid 6.0 ul
Sall 0,5 ul
BamHI 0,5 ul
10X Tampon 2.0 ul
ddH20 11,0 pul
Toplam 20 ul

Bir saat siiren inkiibasyon sonrasinda drnekler 6X yiikleme boyasi (loading dye
R0631; Thermo Fisher Scientific) ile %]1°lik agaroz jele yiiklenmistir. Agaroz jel
tizerinde ¢ift sarmal Bmall (transcript variant 1) ve pLenti-CMV-GFP-2A-Puro
vektoriine referans olarak DNA ladder (1 kb) (Thermo Scientific O’GeneRuller-

kullanima hazir) kullanilmistir. Jel, boyanmis kisimlar %70-75 oraninda asagi inene
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kadar 120V’ta yiiriitiilmiistiir. Ardindan, Biorad Chemidoc analyzing system cihazi

(1708280; Biorad Life Sciences Research, ABD) ile jel goriintiilemesi yapilmistir.

5.2.13. Lentiviral vektorlerin ¢ogaltilmasi

Molekiiler klonlama asamalar1 sonrasinda yapilan dizileme analizini
sonucunda dogrulugu konfirme edilen plazmidlerin viriis iiretiminde kullanilmalar1
icin yiiksek miktarda {iretilmeleri gerekmektedir. Bu amagla boliim 5.2.10°da
anlatildig1 iizere, plazmidler Stbl3 susu kompetent bakterilere transformasyon ile
verilmis ve bakteriler uygun antibiyotik (GFP ve Bmall ekspresyon plazmidi i¢in
kanamycin; shRNA, psPAX ve pMD2.G i¢in ampisilin) igeren siv1 besi yeri i¢erisinde
bir gece siiresince cogaltilmistir. Ertesi giin bakterilerden yiiksek 6l¢ekli ve endotoksin
icermeyen plazmid izolasyonu saglayan bir kit kullanilarak (D4203, MaxiPrep Zymo

Research) plazmidlerin izolasyonu yapilmuistir.

5.2.14. Bakteriden yiiksek olcekli plazmid izolasyonu

150 ml bakteri karigimi 3 farkli 50 mI’lik falkon tiiplere boliindiikten sonra oda
sicakliginda 10 dk siiresince 4.000 g’ de santrifiij edilmistir. Elde edilen pelletin
tizerine kit icerisinden ¢ikan 14 ml P1 soliisyonu eklenmis ve pellet soliisyon i¢inde
¢coziilmustiir. Karigimin tizerine 14 ml P2 soliisyonu eklenip, tiipler 6 defa ters
cevrildikten sonra 2 dk siiresince oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Bu asamadan
sonra 14 ml P3 soliisyonu eklenip ¢okeltinin rengi sarimtirak olana kadar tiipler birkag
defa ters cevrilerek karistirilmistir. Sonrasinda elde edilen ¢okelti kit icerisinden ¢ikan
filtreli siringalardan gegirilmis ve elde edilen siviya 14 ml baglanma tampon soliisyonu
(binding buffer) eklenmistir. Soliisyon, kit i¢eriginde bulunan Zymo-Spin V-P Column
Assembly’e aktarildiktan sonra vakum aparatina baglanmistir. Vakum araciligiyla
karisimda bulunan sivi kismin kolondan gecirilmesi saglanmis ve iizerine sirasiyla 5
ml yikama tamponu-1 (2 defa) ve 5 ml yikama tamponu-2 (2 defa) eklenmistir. Kolon
igerisinde bulunan plazmidleri elde edebilmek amaciyla kolona 400 ul ddH20 ilave

edilmis ve sonrasinda 10.000 g’de 1 dk siiresince santrifiij edilmistir.
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5.2.15. Viriis iiretimi ve paketlenmesi

Viriis paketlemesi icin HEK293T hiicre hatt1 kullanilmaktadir. Bu hiicre hatti
viriis liretimi i¢in rutin olarak kullanilan bir hiicre hattidir. Hiicre kiiltiirii i¢in besi yeri
(DMEM, P04-01158, Pan Biotech) %10 Fetal sigir serumu (FBS; P30-1985, Pan
Biotech), esansiyel olmayan amino asitler (P08-32100, Pan Biotech) ve %1 oraninda
stabil glutamin (Glutamax-1;35050, Gibco) i¢ermektedir. Hiicreler %5 CO2 ve
37°C’ye ayarli inkiibatérde (Heracell 150i, Thermo Fisher) cogaltilmaktadir ve
yaklasik olarak 3 giin araliklarla alt kiiltiirler yapilmaktadir.

Virtiis tiretimi i¢in 10 cm’lik petri kaplarina 7 milyon HEK293T hiicresi ekimi
yapilmustir. Ertesi giin 7 pg ekspresyon plazmidi (Bmall veya GFP) veya shRNA
plazmidi (shBmall veya scRNA), 7 pug psPAX (paketleme plazmidi) ve 3.5 ug
pMD2.G (zarf plazmidi); Lipofectamin 3000 (L3000015, Thermo Fisher)
transfeksiyon kiti kullanilarak hiicrelere verilmistir. Lipofectamine 3000 ile
olusturulan DNA-lipid kompleksi hiicrelerin iizerine damla damla eklenerek %5 CO2
37°C inkiibatorde (Heracell 1501, Thermo Fisher) 6 saat siiresince inkiibe edilmistir. 6
saat sonunda hiicrelerin kiiltlir ortami taze kiltir ortami ile degistirilmistir.
Transfeksiyondan 24 ve 52 saat sonra kiiltiir ortamlar1 toplanarak 2000 rpm’de +4 °C’
de 10 dk siiresince santrifiij edilmistir. Sonrasinda 6rnekler 0,45 um’lik filtrelerden
gecirilerek ultrasantrifiij tiiplerine (344058, Beckman Coulter) alinmistir. +4 °C,
100,000 g’de 120 dk siiresince santrifiij edilen 6rneklerden elde edilen pellet dPBS

kullanarak ¢ozdiiriilmiis ve alikotlar halinde -80 °C’de saklanmustir.
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Sacl (5660) Nhol (4287) M13_reverse_primer

HIV_Rev_NES

ORF frame 1

RRE

Sekil 5.2.15.1. psPAX2 paketleme plazmidi (#12260, Addgene)

AmpR_promoter Apal (18)
ORF frame 1 SV40pro_F_primer
Ampicillin CAG_enhancer
Fspl (5124) CMV_immearly_promoter

CMV_fwd_primer

CMV_promoter
pCEP_fwd_primer
LNCX_primer
CMV2_promoter
HindIll (835)
bGlob_int

Pmll (1405)

Clal (1429)

pBR322_origin
Eagl (3881)
Noll (3881)
Mscl (3726)

VSVG Tag

| vsv-G
ORF frame 1
Pstl (2238)
Agel (2431)
Bell (2534)
BstBl (2711)

Sekil 5.2.15.2. pMD2.G zarf plazmidi (#12259, Addgene)

30



5.2.16. Titrasyonun belirlenmesi

Uretilen viriislerin titrasyonu, akis sitometrisi yontemi kullanilarak yapilmistir.
Bu amagla 6- kuyucuklu hiicre plakasina HCT116 hiicre hatti ekimi yapilmis ve
hiicrelerin plaka yiizeyine tutunabilmeleri i¢in %5 CO2 ve 37°C’ye ayarli inkiibatdrde
bir gece boyunca bekletilmistir. Ertesi giin dPBS ile virlislere seri diliisyonlar
uygulanarak hiicrelerin lizerine eklenmistir. Viriis eklendikten 24 saat sonra hiicrelerin
bulundugu si1v1 besi yeri, taze besi yeri ile degistirilmistir. Viriislerin eklenmesinden
72 saat sonra titrasyon belirleme calismalari yapilmistir. Bunun igin &ncelikle
hiicrelerin besi yerleri ¢ekilmis, sonrasinda 750 ul dPBS ile yikanmig ve 200 pl %0,25
tripsin/  EDTA (25200056, Gibco) kullanilarak hiicrelerin plakadan ayrilmasi
saglanmigtir. Enzimatik aktiviteyi durdurmak amaciyla hiicrelerin iizerine 750 pl
hiicre kiiltiirii besi yeri eklenmistir. Sonrasinda 500 g’de 5 dk santrifiij yapilarak
hiicreler ¢oktiiriilmistiir. Coken hiicreler %1 PFA iceren dPBS i¢inde fikse edilip
tekrar ¢oktiiriilerek dPBS i¢inde silispansiyon haline getirilmistir. Daha sonra, Akis
sitometrisi cihaz1 (Cell Sorter, BD Influx, ABD) kullanilarak GFP pozitif hiicreler
belirlenmis ve viriis titrasyonu hesaplanmistir. Biitiin gruplara 1.6 x 107 kadar viriis
partikiilii 2 pul 0.1 M PBS i¢inde beyin i¢i enjeksiyon yontemi ile striatum seviyesine

verilmistir.

5.3. Beyin ici enjeksiyon yontemiyle lentiviriis verilmesi

Farelere, beyin i¢i enjeksiyon yontemi ile Lv-GFP, Lv-Bmall, scRNA ve
shBmall gruplarina uygun lentiviriisler verilmistir. Bu amagla deney hayvanlar gaz
anestezi sistemi ((%1 Izofluran (NOO15A09, Adeka) (%30 O, kalani N,0))
kullanilarak anesteziye alinmis ve stereotaktik cerceveye (frame) (50260, World
Precision Instruments) sabitlenmistir. Kafatas1 derisine yapilan kiiclik bir kesinin
ardindan, sonradan iskemi yapilmasi planlanan bdlge olan sol hemisferin striatum
seviyesine (Bregma 0, lateral 2,5 mm) tur aleti (H37L1, Marathon, Kore) kullanilarak
bir delik a¢ilmistir. Buradan Hamilton enjektorii ile korteks seviyesinden 2,5 mm igeri
girilerek lentiviriis enjeksiyonlar1 yapilmistir. Enjeksiyon sonunda Hamilton
enjektoriiniin ignesi yavas bir sekilde, beyne zarar vermeyerek cikartilmistir. Son

olarak, kesilen deri 5,0 ipek dikis ipligi (S1165, Dogsan) ile cerrahi olarak dikilmistir.
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5.4. Beyin felci metodu

Deney gruplarinda kullanilan fareler gaz anestezi sistemi ((%1 Izofluran
(NOO015A09, Adeka) (%30 Oz, kalan1 N20)) kullanilarak anesteziye alinmustir.
Operasyon siiresince hayvanlarin viicut sicakliklari homeotermik 1sitma sistemiyle
(55-7020, Harvard Apparatus) 36,5-37,0 °C arasinda tutulmustur. OSA’nin besledigi
beyin bolgesindeki kan akimi, Laser Doppler akismetre (LDF) cihazinin (Perimed)
kafatas1 kemigi tizerine yerlestirilen (Bregma -2 mm posterior; 6 mm lateral) fiber
optik probu sayesinde anlik olarak izlenmistir. Beyin felci metodu filament teknigi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Kisaca; farelerin boyun bdlgesine yapilan kiigiik bir
kesi sonrasinda karotid arterler izole edilmistir. Kommon karotid arter ve eksternal
karotid artere 6,0 ipek (S1165, Dogsan) iple diiglim atildiktan sonra internal karotid
arter bir mikrovaskiiler klips (FE691, Aesculap) yardimiyla gegici olarak kapatilmistir.
Kommon karotid arter iizerine damar makas1 vasitasiyla yapilan ufak bir kesi sonrasi
7,0 kalinligindaki monofilament (701934PK5Re, Doccol) OSA’in girisine kadar
ilerletilmigtir. Direng¢ hissedilinceye kadar internal karotid arter icerisinde yaklasik
olarak 9 mm distal yonde ilerletilmistir. 30 dakikalik beyin felci operasyonundan sonra
monofilament geri cekilerek reperflizyon baslatilmistir. Reperfiizyonun kontrolii

amactyla LDF kayitlar1 reperfiizyon baglangicindan itibaren 20 dk daha takip

edilmistir.
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Sekil 5.4.1 OSAO metodu kullanilarak gerceklestirilen beyin felci modeli
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5.5. Beyinlerin cryostat cihaz ile kesimi ve islenmesi

Beyin felci operasyonlarindan 72 saat sonra fareler yiiksek doz anestezik
kullanilarak sakrifiye edilmistir. Farelerin beyinleri hizli bir sekilde ¢ikartilarak kuru
buz lizerinde dondurulmustur. Sonrasinda, 30 dk OSAO metodu 6zellikle striatum
seviyesinde hasar olusturdugu i¢in striatum bolgesinden cryostat cihazi (CM1950,
Leica) kullanilarak 18 pum kalinliginda koronal kesitler alinmistir. Ayrica protein
calismalar1 i¢in (Western blot ve co-IP Proteomik) yine striatum seviyesinden doku
ornekleri alinmistir. Kesitler 1sitict tabla kullanilarak 40 °C’de fikse edildikten sonra

protein ornekleri ile beraber -80 °C dondurucuda muhafaza edilmistir.

5.6. NeuN Boyamasi ile Noronal Sagkalim Analizi

Striatum seviyesinden alinan beyin kesitleri, oda sicakliginda %4 PFA ile fikse
edildikten sonra PFA artiklarindan uzaklastirmak icin 0,1 M PBS ile yikanmustir.
Bloklama asamasi igin 0,1 M PBS igerisinde %0,3 Triton X-100 ve %10 normal kegi
serumu (NGS; G9023, Sigma Aldrich) kullanilmistir. Bloklama soliisyonu beyinlerin
tizerine eklendikten sonra drnekler 1 saat siiresince oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Bu asamadan sonra 6rnekler tekrardan 0,1 M PBS ile yikanmis ve bir gece boyunca
+4 °C’de Alexa Fluor 488 konjuge monoklonal anti-NeuN (Mab377X, Chemicon) ile
inkiibe edilmistir. Bir gecelik inkiibasyon sonrasinda ornekler oda sicakliginda
yikanmig ve 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; D9542, Sigma Aldrich) ile
cekirdek boyamasi yapilarak floresan 1simanin solmasini engelleyici kapatma sivisi
(F4680, Sigma Aldrich) kullanilarak lamel ile kapatilmistir. Ornekler Zeiss LSM 780
(Carl Zeiss, Almanya) mikroskobu kullanilarak gériintiilenmistir. Ipsilateral (iskemik)
ve kontralateral (iskemik olmayan) striatumdan belirlenen 62.500 um2’lik 9’ar farklh

alandan NeuN ve DAPI pozitif hiicreler sayilmistir.

5.7. TUNEL boyamasi ile Apoptoz Tayini

Iskemik striatum seviyesinden DNA kiriklarinin analizi igin terminal
transferase biotinylated-dUTP Nick End Labeling (TUNEL; 11684795910, Roche)
kiti kullanilmistir. Kesitler %4 PFA ile fikse edildikten sonra PBS ile yikanmistir. Oda
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sicakliginda normal keci serumu (NGS; G9023, Sigma Aldrich) kullanilarak 6rneklere
bloklama islemi yapilmistir. Inkiibasyon sonunda TUNEL karisiminin enzim ve
substrat1 karistirilarak Orneklerin {izerine eklenmistir. 37 °C’de 70 dk siiresince
reaksiyon gergeklestirildikten sonra 0.1 M PBS ile reaksiyon durdurulmustur. Son
olarak hiicrelerin ¢ekirdekleri DAPI (D9542, Sigma Aldrich) ile isaretlendikten sonra
ornekler floresan 1simanin solmasini engelleyici kapatma sivist (F4680, Sigma
Aldrich) kullanilarak lamel ile kapatilmistir. Ornekler LSM 780 (Carl Zeiss, Almanya)
konfokal mikroskopu kullanilarak goriintiilenmistir. Bu amagla iskemik striatum
seviyesinden belirlenen 62.500 pm?’lik 9’ar farkli alandan TUNEL ve DAPI pozitif

hiicreler analiz edilmistir.

5.8. Western blot

Protein izolasyonu i¢in Lv-GFP, Lv-Bmall, scRNA ve shBmall uygulanan
hiicreler kullamlmistir. Ornekler proteaz ve fosfataz inhibitor karisimi (5782, Cell
Signaling) ilave edilmis RIPA tampon ¢ozeltisi (R0278-50ML, Sigma Aldrich)
eklenerek homojenize edilmistir. Protein konsantrasyonlari Qubit protein analiz Kiti
(Q33211, Invitrogen Life Technologies) kullanilarak Qubit 3.0 Fluorometer cihazinda
(Invitrogen Life Technologies) hesaplanmistir. Her bir 6rnek i¢in 20 pg total protein
lizat1, 10 pl 2X Laemmli tampon soliisyonu (161-0747, Biorad) ve geri kalan1t ddH20
olacak sekilde 20 pl hacimde numuneler hazirlanmis ve 95°C’de 5 dk kaynatildiktan

sonra buz tizerine alinmustir.

Ornekler ve protein marker (Protein-All-Blue 163-0393, Biorad) hazir Mini-
Protean TGX Precast protein jeline (4569033, Biorad) yiiklenmis, PVDF (Poli-
viniliden florlir) membrana (162-0174, Biorad) Trans-blot turbo transfer cihazi
(1704155, Biorad) ile proteinlerin transferi yapilmistir. PVDF membranlar %0,1
Tween-20 igeren Tris tamponlu salin (TBS-T) ile hazirlanan %5 yagsiz siit tozu (sc-
2325, Santa Cruz) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. TBS-T ile yikanan
membranlar bir gece Bmall (14020, Cell Signaling) antikoru ile inkiibe edilmistir.
Ertesi giin membranlar TBS-T ile {i¢ kere yikandiktan sonra %35 yagsiz siit tozu
igerisinde Horseradish Peroksidaz konjuge ikincil antikor (31460, Thermo Scientific)

eklenerek oda sicakliginda bir saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan ECL
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Western goriintiileme soliisyonu (1705060, Biorad) ile 5 dakika muamele edilmis ve

Chemidoc MP goriintiileme sistemi (1708280, Biorad) kullanilarak goriintiilenmistir.

Proteinlerin  normalizasyonu, = metodun  kontroli ve  antikorlarin
degerlendirilebilmesi i¢in goriintiileme islemi tamamlanan membranlar strip
sollisyonuna alinarak, birincil ve ikincil antikorlarin membranlardan sdkiilmesi
saglanmistir. Bu amagla strip soliisyonu ile 50 °C sicakliktaki su banyosunda 20 dk
boyunca inkiibasyona birakilan membranlar, inkiibasyon sonunda 5 defa 10 dk
stiresince TBS-T ile yikanmigtir. Bu agamadan sonra tekrardan bloklama agamasi
yapilmis ve membranlar 2 saat siiresince oda sicakliginda monoklonal 3-Aktin (4970,
Cell Signaling) antikoru ile inkiibe edilmistir. Uygun ikincil antikor eklenmesinin
ardindan goriintiileme cihazi ile B-Aktin goriintiileri alinmistir. Western Blot sonunda
elde edilen membran goriintiileri, bilgisayar programi (Image J; National Institute of
Health) yardimiyla yogunluk farkina gore analiz edilmistir. Her protein icin en az ii¢

tekrar olacak sekilde Western blot yapilmustir.

5.9. Es-immiinpresipitasyon (co-1P) Yontemi

Bmall ile etkilesime giren proteinlerin proteomik analizini gerceklestirmek
i¢in co-IP (es-immiinpresipitasyon) yontemi kullanilmistir. Bmall anlatimi arttirilan
ve anlatimi susturulan 6rneklerden total protein izolasyonu Yontem 5.8’de belirtildigi
gibi yapilmustir. Orneklerin, manyetik boncuklara spesifik olmayan baglanma
thtimalini ortadan kaldirmak amaciyla protein orneklerine 6n temizleme yapilmstir.
Antikor baglanmamis manyetik boncuklarla (Millipore) 20 dk oda sicakliginda inkiibe
edilen hiicre lizatlari, kullanilana kadar +4 °C’de saklanmistir. Antikorlarin (Bmall,
1:50 oraninda) manyetik boncuklara kovalent ¢apraz baglantilar olusturmasi igin 0,2
M Trietanolamin ¢ozeltisi ile yikamanin ardindan dimetil pimelimidat dihidrokloriir
(DMP, D8388, Sigma) ¢ozeltisi ile inkiibasyonu saglanmustir. Inkiibasyonlarmn
ardindan PBS ile yikanan antikor-manyetik boncuk bilesimine 6nceden temizlenen ve
+4 °C’de saklanmuis hiicre lizat1 eklenmis ve +4 °C’de gece boyunca inkiibe edilmistir.
Manyetik boncuklardan diisik pH’li 0,1 M glisin ¢ozeltisi kullanilarak eliisyon
yapilmis Orneklerin konsantrasyonu Qubit yontemiyle saptanmis ve oOrneklerden

alinan 50 pg numune, takip eden FASP protokoliinde kullanilmistir.
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Sekil 5.9.1. Es-immiinpresipitasyon (co-IP) analizi yontem akis semasi

5.10. FASP Protokolii

Homojenizasyon sonunda orneklerin protein konsantrasyonlart Qubit 3.0
Fluorometer cihazi ile belirlenmistir. S1vi kromatografisi kiitle spektrometresi (LC-
MS/MS) analizi i¢in filtre yardimli 6rnek hazirlama (FASP, Expedeon) hazir kiti
icinde bulunan protokol takip edilmistir. Her bir 6rnek i¢in 50 ug protein alinarak;
gerekirse LC-MS kalitesindeki su kullanilarak toplam 6rnek hacminin 30 pl olmasi
saglanmistir. Kit icinde bulunan filtreli tiiplerdeki filtrelerin tizerine 200 pl tre
cozeltisi (100mM Tris-HCI igerisinde ¢ozdiiriilmiis) eklendikten sonra 50 pg/30 pl
konsantrasyondaki protein 6rnegi filtreye eklenmistir. 14,000 g’de 15 dk siiresince
santrifiij edilmis ve yeniden 200 pl iire eklenerek santrifiij islemi tekrar edilmistir.
Toplama tiipiinde biriken s1vi kisim atildiktan sonra alkalizasyon islemi i¢in 10X |AA
(iyot asetamid) soliisyonu hazirlanmistir: Kit igerisindeki tiipte liyofilize halde
bulunan 1AA, 100 pl iire ¢ozeltisi ile ¢oziilmiistiir. Her bir 6rnek tiipii filtresi {izerine
10 ul 1AA soliisyonu ve 90 pl iire ¢ozeltisi eklendikten sonra tiiplere 1 dk vorteks
yapilip 20 dakika karanlikta oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
tiipler 14.000 g’de 10 dk santifiij edilmistir. Tiiplere 100 ul iire ¢ozeltisi ilave edilerek
14.000 g’de 15 dk santrifiij edilmistir; bu islem toplamda 3 defa olacak sekilde tekrar

edilmistir. Toplama tiipline siiziilen sivi kisim atilmistir. Filtrelere 100 pl 50 mM
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amonyum bikarbonat eklenmis ve sonrasinda tiipler 14,000 g’de 10 dk santrifiij
edilmistir; bu islem toplamda 3 defa olacak sekilde tekrar edilmistir. Filtreye 75 pl
(enzim-protein oran1 1:100 olacak sekilde hesaplanarak amonyum bikarbonat ¢ozeltisi
icinde hazirlanan) tripsin enzim soliisyonu eklenmistir. Buharlasmanin 6niine gegip
filtrenin kurumasini engellemek amaciyla etrafi parafilm kaplanan 6rnek tiipleri 1 dk
stiresince diisiik ayarda vorteks yapilmistir. Sonrasinda tripsin enziminin proteinleri
peptitlere parcalamasi i¢in gerekli optimum sicaklik olan 37°C’de bir gece boyunca
inkiibe edilmistir. Ertesi giin filtre yeni bir tiipe alinarak tizerine 40 pl 50 mM
amonyum bikarbonat eklenmis ve sonrasinda 14,000 g’de 10 dk santrifiij edilmistir;
bu islem toplamda iki defa olacak sekilde tekrar edilmistir. Bu islemi takiben filtreye
50 ul1 0.5 mM sodyum klortir soliisyonu ilave edilerek filtre 14,000 g’de 10 dk santrifiij
edilmistir. Filtre atilarak, tiipte elde edilen siiziintii liyofilizatér (Labconco FreeZone,
ABD) ile liyofilize hale getirildikten sonra ACQUITY UPLC M Class- SYNAPTG2-
Si cihazina enjeksiyonu yapilana kadar -80°C’de saklanmistir. Ornekler cihaza
verilecegi zaman liyofilize haldeki peptitler 20 pl mobil faz A (90,1 Formik asit (FA)
iceren LC-MS smufi su) i¢inde ¢oziiliip, peptit konsantrasyonlart 100 ng/ul olacak

sekilde ol¢iildiikten sonra cihaza enjeksiyonlar1 yapilmastir.

5.11. Sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) analizi

Triptik peptitler SYNAPTG2-Si yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrometresi ile
birlestirilmis ACQUITY UPLC M simifina yiiklenerek analiz edilmistir. HDMSE
metodu ile etiketsiz relatif kantifikasyon yontemi se¢ilmistir. Kolonlar %97 mobil faz
A (%0,1 FA igeren LC-MS sinift su) olacak sekilde dnceden sartlanmis ve kolon
sicakligl 55°C” ye ayarlanmistir. Peptitlerin ayrimi, enjekte edilen 6rnegin ilk olarak
trap kolondan, ardindan da analitik kolondan gegcirilmesiyle saglanmistir. Bu
ayristirma islemi %0,1 FA igeren, gradienti %4’ten %40’a olan ACN ile dakikada
0,400 pl akis hiziyla yapilmasi saglanmistir. MS ve MS/ MS taramalarinin pozitif iyon
modu ile 0,7 saniyelik dongiilerle taramalar yapilarak on volt diisiik ¢carpigsma enerjisi
ve 30V yiiksek carpisma enerjisi olarak ayarlanmistir. Iyonlar, iyon hareketlilik ayrimi
ile aynistirllmigtir. Dalga hizi, tam IMS dongilisii boyunca 1000'den 55 m/s' ye
yukseltilmistir. Hareket kabiliyeti i¢in serbest birakma siiresi 500 ps, trap yiiksekligi
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15 V olarak ayarlanmistir. IMS dalga gecikmesi, kapanin serbest birakilmasindan
sonra hareketlilik ayrimi i¢in 1000 ps idi. Prekiirsor iyon 6n se¢imi olmaksizin, 50-
1900 m/z (kiitle/yiik) araligindaki tiim iyonlarin ¢6ziiniirlik (resolution) modunda
pargalanmasi ve DIA modunda analizi saglanmistir. Buna ek olarak, 100 fmol/ plGlu-
1-fibrino peptit B, 60 saniyede bir aralikla kilit kiitle (lock mass reference) referansi
olarak verilmistir. Organizma spesifik (Mus musculus) protein databazi (UniProt ID:
UP000000589) kullanilmistir. Peptitleri tanimlamak ve teshis etmek amaciyla PLGS
(ProteinLynx Global Server 3.0.1. Waters®, ABD) yazilimi ile yine tanimlama ve
grup kiyaslamasi i¢in Progenesis for Proteomics (Progenesis QI-P 2.0.5556.29015
Nonlinear, Waters®) yazilimi kullanilmustir (3, 53, 54).

5.12. istatistiksel analizler

Tez kapsaminda gercgeklestirilen tiim istatistiksel analizler programi (Ibm)
kullanilarak yapilmistir. Gruplar (Lv-GFP/ Lv-Bmall veya scRNA/ shBmall) arasindaki
istatistiksel degerlendirmeler i¢in bagimsiz 6rneklem t testi (independent samples t test)
kullanildi. Biitiin bulgular ortalama + standart sapma seklinde sunuldu. P degeri

0.05’ten kiiciik olanlar veriler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Lenti-viral Bmall Etkilesimi

Molekiiler klonlama c¢alismalarini takiben {iretilen lentiviriislerin fare
noroblastoma hiicrelerini (N2a) basarili bir sekilde enfekte edip etmediklerini
ogrenmek amaciyla Lv-GFP, Lv-Bmall, scRNA, shBmall-1, shBmall-2 ve shBmall-
3 N2a hiicrelerine uygulanmistir. Viriis uygulamasindan 48 saat sonra floresan

mikroskop altinda alinan goriintiilerden transfeksiyon verimliligi analiz edilmistir.

Lv-Bmall

shBmall

Resim 6.1.1. Bmall protein anlatiminin artigin1 belirten yesil renkli, GFP (Green Fluorescent
Protein) ile isaretli p-Lenti-CMV-GFP-2A-Puro plazmidine sahip hiicreler ile Bmall
baskilamasin belirten kirmizi renkli, RFP (Red fluorescent protein) ile igaretli shBmal
plazmidini bulunduran hiicrelerin goriintiilenmesi.

Yapilan ¢aligmalarda; Bmall protein anlatimini arttirmak amaciyla kullanilan
p-Lenti-CMV-GFP-2A-Puro plazmidinde bulunan GFP sayesinde enfekte olan
hiicrelerin takibi kolay bir sekilde yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda Lv-GFP
ve Lv-Bmall gruplarinda {iretilen viriislerin yaklagik olarak %90 oraninda hiicreleri
enfekte ettigi gozlemlenmistir. Bunun yan1 sira Bmall protein seviyesini baskilama
amaciyla kullanilan shBmall-1, shBmall-2 shBmall-3 plazmidlerinin takibi icin
kirmiz1 floresan protein (RFP; Red fluorescent protein) kullanilmistir. RFP proteinine
sahip shBmall-1, shBmall-2 shBmall-3 ve inhibisyon deney setinin kontrol grubu

olan scRNA uygulanan hiicrelerden 48 saat sonra yapilan analizler neticesinde ilgili
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viriislerin N2a hiicrelerini enfekte etme oraninin yaklasik olarak %90 seviyesinde

oldugu tespit edilmistir.

6.2. Bmall Protein Analizi

Molekiiler klonlama ¢aligmalarini takiben firetilen lentiviriislerin Bmall
protein seviyesini basarili (istatistiksel olarak anlamli) bir sekilde arttirip
arttrmadigini - dogrulamak amaciyla Lv-GFP ve Lv-Bmall uygulanan N2a
hiicrelerinden elde edilen protein drneklerinden Western blot yontemi araciligiyla

Bmall protein seviyesi analizi gergeklestirilmistir.

Bmall protein seviyesi

Bmall 78 kDa- -

B-Actin-43 kDa- - -

40 sk

30

20

% kontrol

10

0 —=— .
Lv-GFP Lv-Bmall

Sekil 6.2.1. Lentiviris transfeksiyonu sonrasi Bmall protein ifadesi degisimi. Veriler ortalama
+ standart sapma olarak gosterilmistir. **p<0.01 Lv-GFP grubu ile kiyaslandiginda.

Elde edilen bulgulara gore; Lv-Bmall grubunda, kontrol grubuna (Lv-GFP)
kiyaslaistatiksel olarak anlamli bir sekilde (p<0.01, bagimsiz o6rneklem t testi

(independent samples t-test)) Bmall protein seviyesinin arttigi goriilmistiir (Sekil..2).
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Bu veri dogrultusunda, elde edilen viriis partikiillerinin in vivo deneylerde de basarili

bir sekilde kullanilabilecegini géstermektedir.

Bmall protein seviyesini azaltmak amaciyla ticari olarak satilan shRNA kiti
kullanilmistir (SMARTvector Lentiviral Mouse Arntl shRNA, Dharmacon). Bmall
gen dizisini (NCBI referans dizisi: NM_007489.4) farkli bolgelerden hedef alan iig
farkli sShARNA kullanilmistir. Bu amagla, shBmall-1, shBmall-2 ve shBmall-3 olarak
adlandirilan plazmidlerin viriisleri Yontem 5.2°de belirtildigi gibi iiretilmis olup fare

noroblastoma hiicre hattinda denenmistir (Sekil 6.2.2).

Bmall 78 kDa- - " - -
— — — —

B-actin 43 kDa-

120

100

801

601
407

% kontrol (scRNA)

scRNA shBmall-1 shBmall-2 shBmall-3

Sekil 6.2.2. Bmall protein seviyesini azaltmak amaciyla kullanilan lentiviral vektorlerin
Bmall protein seviyesi lizerine olan etkileri. Veriler ortalama + standart sapma olarak
gosterilmistir. **<p0.01 scRNA grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir.

Elde edilen verilere gore, shBmal-1 uygulanan hiicrelerde yaklasik olarak %55
oraninda (p<0.01), shBmall-3 uygulanan hiicrelerde %20 oraninda (p<0.01) Bmall
protein seviyesinin baskilandigi gozlemlenmistir. Ayrica shBmall-2 ile muamele
edilen hiicrelerde Bmall protein seviyesinde herhangi bir degisikligin olmadig:

goriilmiistiir.

Bu verilerden yola ¢ikarak bu tez kapsaminda Bmall protein seviyesini
baskilamak amaciyla yapilan tim deneylerde shBmall-1 plazmidi ile elde edilen

viriisler kullanilmastir.

41



6.3. OSAO Boyunca Lazer Doppler Akis Takibi

Bmall’in beyin felcindeki roliinii anlayabilmek amaciyla, hazirlanan viriisler
farelere beyin i¢i enjeksiyon yontemi ile verilmis ve enjeksiyondan 7 giin sonra beyin
felci operasyonu uygulanmistir. OSAO siiresince serebral kan akisi LDF ile kontrol
edilmis ve kayit altina alinmigtir. Deneysel siirecin basarili olup olmadigim
anlayabilmek ve 30 dakikalik OSAO modelinin tekrar edilebilirligini dogrulamak i¢in
gercek zamanli kan akis takibinin yapilmasi 6nemlidir. Orta serebral arterin besledigi
striatum (Bregma; -2 mm posterior, 6 mm lateral) seviyesinden beyin felci
operasyonlart siiresince ve reperfiizyonun ilk 20 dakikalik kisminda alinan beyin kan

akimi Sekil 6.3.1°de gosterilmistir.

Lazer Doppler akismetresi

—~—Lv-GFP
=~Lv-Bmall

% kontrol
=)
(=]

Operasyon 0 10 20 30 31 35 45 45 50 (dakika)
onecesi
Lazer Doppler akKismetresi

1001

. T

60 ——scRINA
—{~shBtnall

40

% kontrol

T T T T T 1
Operasyon 0 10 20 30 31 35 45 45 50 (dakika)
oncesi

Sekil 6.3.1. Fokal serebral iskemi siiresince ve reperfiizyon baslangicinda serebral kan
akimmmin Lazer Doppler araciligiyla takibi. Veriler ortalama + standart sapma olarak
verilmistir.
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Normal kan akis1 %100 olarak baz alindiginda, OSA girisinin filament teknigi
kullanilarak tikandigi andan itibaren beyin kan akimimin %20 seviyelerine diistiigii
gosterilmistir. Otuz dakikalik iskemi siiresince beyin kan akiminin sabit kaldigi, 30
dakika sonrasinda filamentin geri ¢ekilmesiyle baslatilan reperfiizyon ile beraber beyin

kan akiminin tekrardan arttig1 gosterilmistir (Sekil 6.3.1).

6.4. Noronal Sagkalim Analizi

Beyin felci operasyonlarindan 72 saat sonra sakrifiye edilen farelerin striatum
seviyesinden alinan koronal kesitlerden noron spesifik niiklear antijen olarak

nitelendirilen NeuN boyamasiyla hiicresel sagkalim degerlendirilmistir.

s =

% kontralateral
N - (= [* ]
S O

(=

Lv-GFP Lv-Bmall

Sekil 6.4.1. NeuN boyamasi ile iskemik striatumda noronal sagkalim analizi. Lv-Bmall
grubunda lentiviriis transfeksiyonu ile arttirilmig Bmall protein anlatimmin Lv-GFP kontrol
grubu ile kiyaslandiginda serebral iskemi sonrasi noronal sagkalima etkisi. Veriler ortalama +

standart sapma olarak verilmistir.

Ipsilateral (hasarl1) hemisferden sayilan NeuN pozitif hiicrelerin kontralateral

(hasarsiz) hemisfere oranlanmasiyla elde edilen noéronal sagkalim verilerine
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bakildiginda Lv-Bmall grubundaki ndronal sagkalimin Lv-GFP grubuna kiyasla az
bir miktarda arttig1 goriilmektedir. Fakat bu degisim istatistiksel olarak bir anlamlilik

(p>0.05) gostermemektedir.

5

] £ (= 0
s 2
—
*

e

% kontralateral

et

scRNA shBmall

Sekil 6.4.2. NeuN boyamasi ile iskemik striatumda ndronal sagkalim analizi. shBmall
grubunda lentiviriis transfeksiyonu ile azaltilmis Bmall protein anlatimimin scRNA kontrol
grubu ile kiyaslandiginda serebral iskemi sonrasi noronal sagkalima etkisi. Veriler ortalama +
standart sapma olarak verilmistir.

Ipsilateral hemisferden sayilan NeuN pozitif hiicrelerin kontralateral hemisfere
oranlanmasiyla scRNA ve shBmall gruplar1 arasindaki ndronal sagkalim oranlar
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara bakildiginda shBmall enjeksiyonu yapilmis
farelerdeki yasayan noron sayisinin kontrol grubuna kiyasla (scRNA) istatistiksel

olarak anlamli (p<0.05) bir sekilde azalttig1 goriilmistiir.
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6.5. DNA Fragmantasyon Analizi

Iskemi sonrasi iyilesme mekanizmalarinda en 6nemli parametrelerden biri,
hasarl1 bolgede azalan hiicre 6liim oranidir. Apoptotik hiicre 6liimiiniin belirteci olan
DNA fragmantasyonu ile ilgili bilgi sahibi olabilmek adma TUNEL analizi
gerceklestirilir. TUNEL ile boyanmis hiicreler TUNEL (+) olarak nitelendirilir ve
DNA fragmantasyonu ger¢eklesmis 3’OH uglar1 isaretlenmis apoptotik hiicrelerdir.

Bmall protein seviyesinin artmasina veya azalmasina bagli olarak beyin felci
sonrasindaki DNA fragmantasyon analizi i¢in 30 dakika OSAO operasyonu sonrasi 72
saat reperflizyon yapilan farelerden cryostat cihazi ile alinan 18 pm kalinligindaki
koronal beyin kesitlerine TUNEL boyamasi yapilmis olup konfokal mikroskop (LSM
780, Carl Zeiss, Jena, Almanya) araciligryla iskemiden etkilenen striatum seviyesinin
goriintiileri ¢cekilmistir. Sonrasinda elde edilen beyin goriintiilerinden belirlenen ve her

biri 62500 pm? olan 9 farkli alandan TUNEL pozitif hiicreler sayilmistir (Sekil 6.5.1).

TUNEL + hiicre sayisi

Lv-GFP Lv-Bmall

Sekil 6.5.1. TUNEL boyamasi ile iskemik striatum bolgesinden apoptotik hiicre dliimii
analizi. Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. *p<0.05 Lv-GFP grubuna
gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.
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Lv-GFP veya Lv-Bmall gruplarinda bulunan koronal kesitler TUNEL
boyamasi ile analiz edildiginde Bmall protein seviyesinin lentiviral vektorler
araciligiyla arttirllmasit beyin felci sonrasinda olusan apoptotik hiicre sayisini
istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide (p<0.05, bagimsiz orneklem t testi (independent

samples t-test)) azalttig1 gosterilmistir.

Bmall protein seviyesini azaltmak amaciyla kullanilan shBmall ve kontrol

grubu (scRNA) farelerinden elde edilen koronal kesitlere TUNEL boyamasi
yapilmustir (Sekil 6.5.2).

80 1
60 1

40 - T

20 1

TUNEL + hiicre sayis1

scRNA shBmal1l

Sekil 6.5.2. TUNEL boyamasi ile iskemik striatum bolgesinden scRNA-shBmall apoptotik
hiicre 6liimii karsilastirmasi. Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. *p<0.05
SCRNA grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.

Lv-GFP ve Lv-Bmall gruplarinda yapilan analizin aynisit sScRNA ve shBmall
gruplarina da uygulanmis olup Bmall protein seviyesinin azaltilmasina bagli olarak
beyin felci sonrasinda olusan apoptotik hiicre sayisi istatistiksel olarak anlamli
(p<0.05, bagimsiz orneklem t testi (independent samples t-test)) olgiide arttig

gosterilmistir.
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6.6. Es-immiinpresipitasyon (co-1P) Analizi

Bmall proteini ile direkt veya dolayl yollarla etkilesimde olan proteinler es

immiinpresipitasyon ydntemi sonrasinda yapilan LC-MS/MS yontemi vasitasiyla

belirlenmistir.

Ratio Accession Symbol Description

QSVDM#
P62196
QIUHX2
QOONG6
P62281
P62301
P62264

I Pen4s
P14131
P62270
QUCZX8
P25444
P62267
P62849
P62852
P62908
POT351
P62702
P62754
P62082
P§2242
QBZWNS

[0 p1axos
P63038
P14869
Po9027
Q6ZWV3
P53026
P47963
P19253
P35980
P62717
QUCRS7
QM2
QOCPR4
000167
P62830
62751
P61255
P61338
P41105
P47915
P27659
P62880
P62900

PSMD2 265 proteasome non-ATPase regulatory subunit 2
PRS8 265 protezsome regulatory subunit §
HAP28 28 kDa heat- and acid-stable phosphoprotein
RMO01 39S ribosomal protem L1
RS11 408 ribosomal protein S11
RS13 405 ribosomal protein $13
RS14 408 ribosomal protein S14
RS15A 408 ribosomal protein $152
RS16 408 ribosomal protein 516
RS18 405 ribosomal proten S18
RS19 408 ribosomal protemn §19
RS2 405 ribosomal protein S2
RS23 408 ribosomal protein 5§23
RS2 40S ribosomal proten S24
RS25 408 ribosomal protem $25
408 ribosomal protein 83
40S ribosomal protein S3a
408 ribosomal protein $4
408 ribosomal protein S6
405 ribosomal protein S7
408 ribosomal protein S8
405 ribosomal protein S9
405 ribosomal protemn SA
60 kDa heat shock protein
608 acidic ribosomal protein PO
60S acidic ribosomal protein P2
60S ribosomal protem L10
60S ribosomal proten L10a
60S ribosomal protein L13
60S ribosomal protein L13a
60S ribosomal protein L18
60 ribosomal protein L18a
605 ribosomal protein L14
605 ribosomal protein L15
605 ribosomal protein L17
60S ribosomal proten L21
60S ribosomal protein L23
60S ribosomal protem L23a
60S ribosomal protein L26
60S ribosomal protein L27
60S ribosomal proten L28
60S ribosomal protein L29
60S ribosomal protein L3
605 ribosomal protein L30
60S ribosomal proten L31

RL23A

Ratio Accession Symbol

P08113
P60843
P23116

Q8IZQS

070310
P62827
P63017
Q61699
QCQN1
PO7901
P11499
Q8BGO
035737
P61979
QODIE!
QITMKY
088569
P63158
P30681
P10922
P43275
P43276
COHKE!
P10853
P03975
Q8BU30
Q92208
QRBMT2
P32067
Q99MNI
Q6SFLG
QIQXZ0
P14873
QODES0
P31230
QTTPV4
035685
QIIKS
POS405
Q61037
ADAAT9

ENPL
IF4A1
EIF3A
EIF3B
EIF3l
EI3JA
IF4G!1
G3P
NMT1
RAN
HSPIC
HS103
TRAP1
HS90A
HS00B
ROA3
HNRH!
HNRPK

Description

Endoplasmin

Eukaryotic initiation factor 4A-1

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit B
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit I
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit J-A
Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Glycylpeptide N-tetradecanoyltransferase 1
GTP-binding nuclear protein Ran

Heat shock cognate 71 kDa protein

Heat shock protein 105 kDa

Heat shock protein 75 kDa

Heat shock protein HSP 90-alpha

Heat shock protein HSP 90-beta

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K

HNRPM3 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M

HNRPQ
ROA2
HMGB1
HMGB2
H10
HIl
Hi3
H2AIB
HIBIF
IGEB
SYIC
LRC59
SYLC
LA
SYK
SYMC
MACF1
MAPIB
TIM50
ADMP1
MBBlA
NUDC
DDX21
NUCL
NFM
0OBSCN

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2B1
High mobility group protein B1

High mobility group protein B2

Histone H1.0

Histone H1.1

Histone H1.5

Histone H2A type 1-B

Histone H2B type 1-F/JL

IgE-binding protein

Isoleucine—-tRNA ligase

Leucine-rich repeat-containing protein 59
Leucine—-tRNA ligase

Lupus La protein homolog

Lysine—tRNA ligase

Methionine--tRNA ligase

Microtubule-actin cross-linking factor 1
Microtubule-associated protein 1B
Mitochondrial import inner membrane translocase subunit
Multisynthase complex auxiliary component p43
Myb-binding protein 1A

Nuclear migration protein nudC

Nucleolar RNA helicase 2

Nucleolin

Nucleophosmin

Obscurin
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P62911
Q9DIR?
[ qszwvt
055142
QIDSES
P4T962
47911
P14148
P12970
P62918
P20020
Q8QZT1
P60710
P43962
P51881
PI7IS2
Q9DOI9
Q92282
Q03265
QoCQQ7
B 556450
QoDCX2
QOIVR2
Q9DB20
QoI
QUIVRS
Q62167
QIYN9
Q8CGCT
| QowTLS
033887
P18760
Q9DB77
QIDIM3
QOTHU4
Q61753
Q62188
Q8BWO4
QOIZUS
PI0126
Ps7776
QODENO
P33232
QSBFRS

Sekil 6.6.1. Es-immiinpresipitasyon (co-IP) analizi ile belirlenmis Bmall ile etkilesimli olan

ATPSH
ATPG
ATPO
ATAD3
DDX1

60S ribosomal protein L32

605 ribosomal protein L34

60S ribosomal protein L35

60S ribosomal protein L35a

60S ribosomal protein L4

605 ribosomal protemn L5

60S ribosomal protein L6

60S ribosomal protem L7

605 ribosomal protein L7a

60S ribosomal protein L8

78 kDa glucose-regulated protein
Acetyl-CoA acetyltransferase
Actin_ cytoplasmuic 1

ADP/ATP translocase 1
ADP/ATP translocase 2
Alpha-enolase

Arginine--tRNA ligase
Aspartate—-tRNA ligase

ATP synthase subunit alpha
ATP synthase subunit b

ATP synthase subunit beta

ATP synthase subunit d

ATP synthase subunit gamma
ATP synthase subunit O

ATPase family AAA domain-containing protein 3
ATP-dependent RNA helicase DDX1

DDX3X ATP-dependent RNA helicase DDX3X
BAG2 BAG family molecular chaperone regulator 2
SYEP  Bifunctional glutamate/proline--tRNA ligase

BMAL1
CALU
COF1
QCR2
CY1
DYHC1
SERA
DPYL3
DYH3
DYST
EFlAl
EFID
EFIG
EFR2
EFTU

protein listesi

Brain and muscle ARNT-like 1
Calumenin

Cofilin-1

Cytochrome b-c1 complex subunit 2
Cytochrome c1_ heme protein
Cytoplasmic dynein 1 heavy chain |
D-3-phosphoglycerate dehydrogenase
Dihydropyrimidinase-related protein 3
Dynein heavy cham 3_ axonema
Dystonin

Elongation factor 1-alpha
Elongation factor 1-delta

Elongation factor 1-gamma
Elongation factor 2

Elongation factor Tu

24369
Q62446
P15331
35700
QSVEMS
QOCY58
Q90XS!
260335
20341
Q61656
P67778
035120
250580
252480
PG540
Q91YQ3
Q8BVY0
QV9PLS
284099
Q8BP67
Q9DL3
42208
Q80UGS
Q8BX10
26638
P47758
QSVDN?
P16546
Q62261
Q8VII6
PIS647
QICUB2
P11983
P80314
P80315
P80316
P80318
280317
Q61029

Q62318
QISLF4

POS213
QUZ1Q9
B 0152

TCPZ
LAP?B
TIFIB
RICB
TBAIB
SYVC
VIME

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP3
Peripherin

Peroxiredoxin- 1

Phosphate carrier protein

Plasminogen activator mhibitor 1 RNA-binding protein
Plectin

Poly(rC)-binding protein |
Polyadenylate-binding protein |

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5
Prohibitin

Prohibitin-2

Proliferation-associated proten 2G4

Pyruvate kinase PKM

Receptor of activated protein C kinase 1
Ribophorin I

Ribosomal L1 domain-containing protein 1
Ribosome-binding protein 1

RL19_MOUSE 608 ribosomal protein L19
RL24_MOUSE 605 ribosomal protemn L24
SAP domain-containing ribonucleoprotein
Septin-1

Septin-9

Serine/threonine-protein phosphatase PGAMS
Serine—tRNA ligase_ cytoplasmic

Signal recognition particle receptor subunit beta
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1
Spectrin alpha chain _ non-ervthrocytic 1
Spectrin beta chain_ non-erythrocytic 1
Splicing factor _ proline- and glutamine-rich
Stress-70 protein

Structural maintenance of chromosomes protein 1A
T-complex protein 1 subunit alpha

T-complex protein 1 subunit beta

T-complex protein 1 subunit delta

T-complex protein 1 subunit epsilon
T-complex protein 1 subunit gamma
T-complex protein 1 subunit zeta

TP beta/delta/epsilon/gamma

Transcription infermed:ary factor 1-beta
tRINA-splicing ligase RtcB homolog

Tubulin alpha-1B chain

Valine--tRNA ligase

Vitentin

Sekil 6.6.1°de belirtilen proteinler Protein ANalysis THrough Evolutionary

Relationships (PANTHER) programi kullanilarak cesitli kategorilere ayrilmustir.

Yapilan analizlere goére proteinler; protein tiirii, molekiiler aktivite, biyolojik

siireclerdeki rolii ve sinyal yolaklar1 olmak iizere ayrilmig olup Sekil 6.6.2.°de

gosterilmistir.
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(A) Protein tiirii
Niikleik asit baglanma
Hidroliz
Hiicre iskeleti proteini
Saperon

Enzim diizenleyici

Ligaz
Transkripsiyon faktorii
Oksidorediiktaz
Transferaz
Tasiyic1
0 5 10 15 20 50 60 70
Protein say1s1
(B) Molekiiler aktivite

Baglanma
Yapisal molekiiler aktivite
Katalitik aktivite
Translasyon regiilator aktivitesi
0

Tastyiciaktivitesi

10 20 30 40 50 60
Protein sayis1

(OC) Biyolojik siirecteki rolii

Hiicresel siirecler
Metabolik siirecler

Biyogenez
Uyarana tepki :I
Lokalizasyon

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Protein say1s1

(D) Sinyal Yolaklan

Huntington hastalig1
Parkinson hastaligt
ATP sentezi
Glikoliz
Apoptoz sinyal yolagi :l
CCKRsinyal [ 7]
Hiicre iskeleti :I
Ubiquitin proteozom :I

0 1 2 3 4 5 6
Protein say1s1

Sekil 6.6.2. Bmall ile etkilesimli proteinlerin; protein tiirii (A), molekiiler aktivite (B),
biyolojik siiregteki rolii (C) ve sinyal yolaklar1 (D) olarak siniflandirilmasi.
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6.7. Proteomik Analizler

Sirkadiyen ritmin 6nemli bir pargasi olan Bmall proteininin OSAO metodu ile
gergeklestirilen beyin felci operasyonu sonrasi iskemik striatum bolgesinde lentiviral
vektorler araciligiyla Bmall ifadesi arttirnmina bagli ve Bmall ifadesi baskilanmasina
bagl olarak degisen protein profillerini arastirmak amaciyla ultra performansli sivi
kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) cihazi (ACQUITY UPLC M Class
- SYNAPT G2-Si Mass Spectrometry, Waters, ABD) ile analizi yapilmistir.

UNIPROT Anova Kat Maksimum .
erisim numarasi (1)) degisimi oldugu grup Protein

QICXY6 0,008 143 Lv-GFP Interleukin enhancer-binding factor 2
QIDBCT 0,020 142 Lv-Bmall cAMP-dependent protein kinase tvpe I-alpha regulatory subumnit
Q35006 0,021 152 Lv-GFP Leucine-rich repeat serine/threonine-protein kinase 2
QSZ2H5 0.024 254 Lv-GFP Band 4.1-like protein 1
QIDRS0 0.027 226 Lv-Bmall Mitochondrial import mner membrane translocase subunit TIM30
Q61941 0,032 224 Lv-GFP NAD(P) transhydrogenase
Q91XL9 0,032 240 Lv-GFP Oxysterol-binding protein-related protein 1
PO1837 0.032 141 Lv-Bmall Immunoglobulin kappa constant
E9Q1U1 0,036 1.94 Lv-Bmall Coiled-coil domain-containing protein 171
ESQIMI1 0.037 1.83 Lv-GFP PDZ domain-containing 2

AQDAOR4TITL 0.040 432 Lv-GFP Rho GTPase-activating protein 7
Q8BHZO 0.040 3.07 Lv-GFP Protein FAM494
P22599 0,041 1.48 Lv-Bmall  Alpha-l-antitrypsin 1-2
QIDBBES 0.043 1.58 Lv-Bmall Trans-1,2-dihvdrobenzene-1,2-diol dehvdrogenase
Q99L.04 0,043 1.46 Lv-Bmall Dehydrogenase/reductase SDR family member 1
QBK3Il 0,043 148 Lv-Bmall NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 8
QB8VEK3 0,044 1.86 Lv-Bmall Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U
QOR0X4 0,046 1.55 Lv-Bmall Acyl-coenzyme A thioesterase 9
Q9JKR6 0,047 148 Lv-Bmall Hypoxia up-regulated protein 1

Sekil 6.7.1. Lv-Bmall ve kontrol grubu (Lv-GFP) arasinda p<0.05 ve en az 1.4 kat degisen
proteinlerin listesi.

LC-MS/MS sonrasinda elde edilen proteinler Lv-Bmall ve kontrol grubu olan
Lv-GFP arasinda Bmall protein ifadesinin artirimina bagli olarak en az 1.4 kat degisen

ve istatistiksel olarak anlaml1 (p<0.05) 6l¢iide degisen 19 protein oldugu gosterilmistir.
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UNIPROT
erisim numarasi

P26040
Q91VRS
Q3LAC4
P28474
P97929
QIEQO6
P61027
Q9CQI6
P02089
QYCR16
QIROYS
P35505
Q91ZR1
Q62433
GSES93
Q60829
Q91VK4
Q6PSH2
Q80T
054941
ESQIZ2
QOJHUY
P09041
QSBGB7
Q9DIX0
P02088
P60335
P61759
Q61532
QIIXY4
QSBMI2
QUES00

Anova
®
0,001
0,013
0,025
0.048
0.000
0,001
0,001
0,002
0,025
0.000
0.006
0.010
0,011
0.015
0,025
0,033
0,001
0,003
0,003
0,009
0.012
0,015
0,017
0,023
0,025
0,025
0.026
0,033
0,037
0,041
0.045
0.046

Kat
degisimi
145
1.50
1.56
294
1.87
175
141
204
1.55
287
1.60
1.87
1.54
145
207
1.58
1.88
1.63
144
383
3.84
1.50
173
1.56
1.69
1.51
147
1.63
141
1.63
1.76
1.46

Maksimum
oldugu grup
shBmall
shBmall
shBmall
shBmall
shBmall
shBmall
shBmall
shBmall
shBmall
shBmall
shBmall
shBmall
scRNA
shBmall
shBmall
scRNA
shBmall
scRINA
scRINA
shBmall
shBmall
shBmall
shBmall
shBmall
shBmall
shBmall
shBmall
shBmall
shBmall
shBmall
shBmall
scRINA

Protein

Ezrin

ATP-dependent RNA helicase DDX1
Phosphatidylinositol 3.4,5-trisphosphate-dependent Rac exchanger 2 protein
Alcohol dehydrogenase class-3

Breast cancer type 2 susceptibility protein homolog
Estradiol 17-beta-dehydrogenase 11
Ras-related protein Rab-10

Coactosin-like protein

Hemoglobin subunit beta-2

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase D
Adenylate kinase isoenzyme 1
Fumarylacetoacetase

Ras-related protein Rab-4B

Protein NDRG1

Ankyrin repeat domain 12

Protein phosphatase 1 regulatory subunit 1B
Integral membrane protein 2C

Nestin

Calcium-dependent secretion activator 1
SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator
ENTH domain-containing 1
Inositol-3-phosphate synthase 1
Phosphoglycerate kinase 2
Enolase-phosphatase E1

Nucleolar protein 3

Hemoglobin subunit beta-1
Poly(rC)-binding protein 1

Prefoldin subunit 3

Mitogen-activated protein kinase 6
Protocadherin gamma-A4

Leucine--tRINA ligase

Ubiquitin conjugation factor E4

Sekil 6.7.2. shBmall ve kontrol grubu scRNA arasinda p<0.05 ve en az 1.4 kat degisen
proteinlerin listesi.

shBmall ve kontrol grubu scRNA arasinda Bmall protein ifadesinin

baskilanmasina bagl olarak en az 1.4 kat degisen ve istatistiksel olarak anlamli

(p<0.05) ol¢iide degisen 32 proteinin oldugu gosterilmistir.
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7. TARTISMA

Sirkadiyen ritme bagli olarak giin igerisinde degisen kalp ritmi, hormonal
degisim, pithtilasma gibi faktorler serebrovaskiiler hastaliklarin tetiklenmesine neden
olmaktadir (6). Sirkadiyen ritim, organizmalarin i¢ fizyolojik siire¢lerini dis ortamdan
gelen uyarilara bagl olarak hassas bir sekilde senkronize eden biyolojik bir saattir. Bu
biyolojik saat giin igerisindeki aydinlik-karanlik dongiisii, mevsimsel degisiklikler ve
beslenme gibi dis uyarilara bagl olarak kendi ritmini diizenlemektedir (4, 5). Bunun
yani sira sirkadiyen ritmin, nérodejeneratif hastaliklarin mekanizmalarinda da aktif bir
sekilde rol aldig1 diisiiniilmektedir. Buna bagli olarak, 2018 yilinda yayinlanan bir
caligmada sirkadiyen ritmin beyin felci sonrasinda gelisen hasar mekanizmalar
tizerine olan etkileri gosterilmistir (3). Ayrica yine ayni ¢alisma, sirkadiyen ritmin
belirlenmesinde Onemli bir rolii bulunan Bmall’in beyin felci patofizyolojisinde

onemli bir roliiniin olabilecegine dair kuvvetli bulgular icermektedir.

Bu tez kapsaminda lentiviriis araciligryla Bmall protein seviyesi arttirilmig
veya Bmall protein seviyesi baskilanmig farelerde OSAO ile gergeklestirilen beyin
felci sonrasinda Bmall’in DNA fragmantasyonu, néronal sagkalim ve hiicre i¢i sinyal

yolaklar lizerine olan etkileri arastirilmistir.

Son yillarda lentiviral vektorler araciligiyla gen transferi yontemi gesitli
hastaliklarin tedavisinde etkin bir sekilde kullanilabilmektedir (55). Lentiviral
vektorler, merkezi sinir sistemi (MSS) hiicrelerini kolay bir sekilde enfekte ederek
istikrarli ve wuzun siireli transgen ekspresyonu sagladigindan dolayr MSS
hastaliklarinda 6nemli ve giivenli bir tedavi stratejisi olarak degerlendirilmektedir
(56). Bu bilgiler dahilinde, bu c¢alisma kapsaminda Bmall proteinin anlatimini
arttirmak veya azaltmak icin lentiviral vektorler tercih edilmistir. Yapilan molekiiler
klonlama deneylerini takiben iiretilen viriis partikiilleri (Lv-GFP, Lv-Bmall, sScCRNA,
shBmall) fare noroblastoma hiicre hattina uygulanmis ve hiicrelerin  %90’dan
fazlasinin enfekte oldugu gosterilmistir (Sekil 6.1.1). Uretilen viriislerin basarili bir
sekilde hiicreleri enfekte etmesinden sonra yapilan Western blot aracili protein
analiziyle Bmall protein seviyesindeki degisimler gézlemlenmistir. Bu baglamda Lv-

Bmall (Bmall protein seviyesini arttirmak amaciyla dizayn edilen lentiviriis)
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uygulanan hiicre hattinda Bmall protein seviyesinin Lv-GFP (pLenti-CMV-GFP-2A-
Puro) grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli seviyede arttirdig1 gézlemlenmistir
(Sekil 6.2.1). Ayrica, scBmall uygulanan hiicrelerden yapilan Western blot
deneyleriyle shBmall’in, scRNA grubuna kiyasla Bmall protein seviyesini
istatistiksel olarak anlamli olgiide azalttigi goriilmistir (Sekil 6.2.2). Bu bilgiler
dahilinde, yapilan molekiiler klonlama ¢aligmalarinin basarili bir sekilde gerceklestigi

ve Bmall protein seviyesini etkili ve hedeflenen dogrultuda degistirdigi gosterilmistir.

Bmall protein seviyesini arttirmak veya azaltmak igin iretilen viriislerin
etkinlikleri ve giivenilirlikleri gosterildikten sonra viriisler (Lv-GFP, Lv-Bmall,
ScCRNA, shBmall) fare beyinlerinde, beyin felcinden birinci derecede etkilenmesi
beklenen striatum seviyesine beyin i¢i enjeksiyon yontemiyle verilmistir. Viriis
enjeksiyonundan sonra lentiviriislerin istenilen alan1 enfekte edebilmesi ve en yiiksek
verimliligin saglanabilmesi i¢in yaklasik 7 giin beklenmesi gerekmektedir (57). Viriis

enjeksiyonundan 7 giin sonra farelere 30 dakikalik OSAO uygulanmistir.

Beyin felci vakalarinin %80°1 OSA tikanmasi sonucu gerceklesir. Klinigi en
iyi sekilde taklit edebilmek amaciyla farelerde OSAO modeli uygulanmaktadir. Bu
kapsamda, farelere 30 dakikalik OSAO operasyonu gergeklestirilmistir. Daha uzun ve
dolayistyla daha biiyiik capli hasar vermek yerine, geri dondiiriilebilir bir hasar i¢in 30
dakikalik beyin felci metodu uygulanmistir. Genis ¢capli hasar, ¢calismanin amaci olan
Bmall’in beyin felci sonrasi etkilerini gecersiz kilabilecegi ya da goriilmesini
engelleyebilecegi i¢cin, Bmall’in etkilerini gozlemleyebilmek amaciyla biiyiik ¢apli bir

hasardan kagiilmistir.

Filament teknigi ile gercgeklestirilen OSAQO modelinin basarili bir sekilde
yapildigin1 gostermek ve ayni zamanda beyin felci operasyonlarinin tekrar
edilebilirligini ve giivenilirligini géstermek amaciyla orta serebral arterin besledigi
striatum (Bregma; -2 mm posterior, 6 mm lateral) seviyesinden beyin felci
operasyonlar1 siiresince ve reperfiizyon sirasinda LDF ile beyin kan akimi takibi
yapilmistir. Filamentin orta serebral arter girisini tikamasiyla beraber beyin kan

akiminin %80 oraninda diistiigii, 30 dakika boyunca sabit kaldig: ve filamentin geri
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cekilmesiyle birlikte iskemik alana tekrardan kanlanmanin saglandigi gosterilmistir
(Sekil 6.3.1). Bu veriler, beyin felci operasyonlarinin basarili bir sekilde
gerceklestigini  gostermektedir (58). Bmall protein seviyesinin artmasina veya
azalmasina bagli olarak beyin felci sirasinda veya beyin felci sonrasinda
gerceklestirilen reperfiizyon asamasinda beyin kan akimi iizerine herhangi bir etkisinin

olmadig1 gosterilmistir.

Beyin felci hasar1 gergeklestikten sonra, etkilenen bolgenin merkezi olarak
adlandirilan kor bolgede hiicreler nekrotik hiicre 6limii ile kisa zaman icinde
kaybedilirken; ¢evre dokular kor bolgesine kiyasla daha az etkilenmektedir (59). Buna
ragmen, bliylikk miktarda enerji gerekliliginin karsilanamamasindan dolay1 enerji
yetersizligine, yiiksek Ca** oranina ve glutamat eksitotoksisitesine maruz kalan bu
dokularda, bu faktoérlere bagli olarak gesitli hiicre i¢i sinyal yolaklari aktiflesmektedir.
Penumbra bolgesinde bulunan hiicreler iskemi sonrast hemen 6lmemis fakat hasar
almis hiicreler oldugundan; burada nekrotik hiicre 6liimiine nazaran apoptotik hiicre
olimii gozlemlenmektedir. Bu nedenle, beyin felci tedavileri i¢in gerceklestirilen
calismalarda penumbra bolgesindeki hiicrelerin kurtarilmasi amaglanmaktadir (31-
33). Noronlarin sag kalimi ya da apoptoz ile hiicre 6liimiiniin gergeklesmesi, ¢esitli i¢
ve dis etkenlere baglidir (34). Bu tez kapsaminda, Bmall ifadesini artirmanin ya da
baskilamanin néronal sagkalima etkisini aragtirmak adina; beyin felci operasyonundan
72 saat sonra sakrifiye edilen farelerden alinan beyin kesitlerine NeuN analizi
yapilmistir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, Lv-Bmall grubunun, kontrol
grubu olan Lv-GFP grubuna kiyasla anlamli bir farklilik gostermedigi (Sekil 6.4.1);
buna karsilik Bmall ifade baskilamasi gerceklestirilen shBmall grubunda, kontrol
grubu olan scRNA grubuna kiyasla ndronal sagkalimin istatistiksel olarak anlaml1 bir

sekilde azaldig1 gosterilmistir (Sekil 6.4.2).

Beyin felci intrinsik ve ekstrinsik apoptoz sinyal yolaklarini aktive etmektedir.
Intrinsik  yolakta mitokondriden CytC salmimi gercekleserek kaspaz-3’iin
uyarilmasina neden olur. Ekstrinsik yolakta ise hiicre ylizeyi Oliim reseptdrleri
aktifleserek, kaspaz-8’in uyarilmasina yol acar (48). Apoptoz siirecindeki hiicrelerde

DNA hasart sonucu DNA kiriklar1 bulundugu icin, bu hiicreleri belirlemek amaciyla
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TUNEL analizi ger¢eklestirilir. TUNEL pozitif hiicreler, apoptotik hiicreler olarak
tanimlanabilir (51, 52). Tez kapsaminda yaptigimiz ¢alismada, Lv-Bmall grubunda,
kontrol grubu olan Lv-GFP grubuna kiyasla apoptotik hiicre sayisinda anlamli olarak
azalma gozlenmistir (Sekil 6.5.1). shBmall grubunda ise, kontrol grubu olan scCRNA
grubuna kiyasla apoptotik hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli ve 6nemli 6lglide
artig gosterilmistir (Sekil 6.5.2). Bu bulgular neticesinde yapilan degerlendirmede,
Bmall protein artisinin apoptotik hiicre 6liimiiniin 6niine gectigi sdylenebilir; diger
grupta da Bmall ifade baskilanmasi sonucu artan apoptotik hiicre 6liimii, bu bilgiyi

destekler niteliktedir.

Yaptigimiz c¢alismada, Bmall ile etkilesimi olan proteinleri belirlemek
amaciyla es-immiinpresipitasyon analizi ger¢eklestirildi. Bmall ile direkt ya da dolayl
olarak baglantili olan proteinler belirlendi (Sekil 6.6.1). Belirlenen proteinlerin analizi
icin PANTHER program: kullanilarak smiflandirilmigtir. Protein sinifi olarak
kategorilendirildiginde, bu proteinlerin biiylik bir kisminin niikleik asit baglanma
proteini oldugu belirlenmistir. Molekiiler aktivite siniflandirmasinda ise baglanma,
yapisal molekiiler aktivite ve katalitik aktiviteye sahip proteinlerin cogunlukta oldugu
goriilmiistiir. Ayrica biyogenezde, hiicresel ve metabolik siireclerde gorev alan
proteinler oldugu saptanmistir. Bmall ile etkilesimli proteinlerin glikoliz, ATP
liretimi, apoptoz sinyal yolagi gibi siireclerde rol aldigi; ayrica Huntington ve

Parkinson hastaliklari ile iligkili proteinler oldugu gozlemlenmistir.

Kiitle spektrometresi bazli proteomik analizler, Western blot gibi antikor ile
gerceklestirilen protein analizlerine iyi bir alternatiftir. Gilinlimiizde modern kiitle
spektrometresi cihazlari, diisiik miktarda bulunan ve biyobelirte¢ aday1 olabilecek
molekiilleri tespit etme konusunda giiglii araglardir. Veri-bagimsiz tanimlama (DIA-
data independent acquisition), en son gelistirilen hedefsiz proteomik teknolojisidir.
DIA modunda, prekiirsor iyonlar dizisel kiigiik kiitle araliklarina (5-25 Da) ayrilarak;
her kiitle araligindaki prekiirsor iyon, iiriinii tanimlamak amaciyla iyon spektrumuna
tanimlanir. DIA, cesitli teknolojilerin kombinasyonu olup; 6zgiinliik, hassaslik ve
proteom kapsamlilik o6zelliklerini bir araya getirir. Bu teknik ile biyobelirteg

arastirmalarinda en umut verici aragtir. Bu tez kapsaminda yapilan s1vi kromatografisi-
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kiitle spektrometresi analizleri, ¢oziiniirlik (Resolution) HDMSE ve DIA modunda;
etiketsiz relatif kantifikasyon yontemi ile yapilmistir. Boylece ilgili dokuda tiim
proteom goriilmek istenmistir. Organizma spesifik (Mus musculus) protein databazi
(UniProt ID: UP000000589) kullanilarak biyoinformatik araglarla protein tanimlamasi
ve kantifikasyon gergeklestirilmistir. PLGS (ProteinLynx Global Server 3.0.1.
Waters®, ABD) yazilimi ile her grup i¢in yaklasik 1400 protein tanimlanmistir.
Progenesis for Proteomics (Progenesis QI-P 2.0.5556.29015 Nonlinear, Waters®)
yazilimi ile Lv-Bmall grubu, Lv-GFP grubu ile; shBmall grubu scRNA grubu ile
kiyaslanmistir. Lv-Bmall ve Lv-GFP karsilastirmasinda, istatiksel olarak anlamli
(p<0.05) ve en az 1.4 kat fark goriilen 19 protein segilmistir (Sekil 6.7.1). shBmall ve
scRNA karsilastirmasinda ise istatiksel olarak anlamli (p<<0.05) ve en az 1.4 kat fark
goriilen 32 protein secilmistir (Sekil 6.7.2). Belirlenen bu proteinler, Bmall’in
etkiledigi hiicre i¢i sinyal yolaklar1 ve beyin felci patofizyolojisindeki roliinii

aydinlatmada yolumuza 151k tutabilecek proteinlerdir.
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8. SONUC

Norodejeneratif hastaliklarin, spesifik olarak beyin felci patofizyolojisinde
hasarin ve sonrasinda gergeklesen iyilesme mekanizmalarinin sirkadiyen ritme baglh
olarak degistigi bilinmektedir. Bu tez kapsaminda, sirkadiyen ritimde rol oynayan en
Oonemli proteinlerden biri olan Bmall'in; hasar sonrasi etkileri arastirilmig ve
protecomik agidan incelenmesi hedeflenmistir. Farelerde Bmall protein ifadesini
arttirmak ya da baskilamak amaciyla, gen ifadesini degistirmede etkili ve uygun gen
dizilerine sahip lentiviral vektorler Yontem 5.2'de belirtilen sekilde dizayn edilmistir
(Sekil 5.1.2.1). Hazirlanan lentiviral vektorlerin  hiicrelerdeki transfeksiyon
verimliligini kontrol etmek amaciyla lentiviral vektorler N2a hiicrelerine verilmis ve
transfeksiyonun %90 enfeksiyon orami ile yiiksek verimlilige sahip oldugu
onaylanmistir (Resim 6.1.1). Lentiviral vektorlerle enfekte edilmis N2a hiicrelerinden
izole edilen proteinlere, Bmall protein seviyelerindeki degisikligi gozlemlemek
amactyla Western blot analizi yapilmistir. Bmall anlatiminin artirilmasi amaciyla Lv-
Bmall plazmidine sahip lentiviral vektorlerle transfekte edilen hiicrelerde, kontrol
grubuna kiyasla Bmall protein seviyesinin istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig
gosterilmistir (Sekil 6.2.1). Bmall anlatiminin baskilanmasi amaciyla shBmall-1
vektorleri ile transfekte edilen hiicrelerde yaklasik olarak %355 oraninda Bmall
baskilanmasi gerceklestigi gosterilmistir. Etkinligi onaylanan lentiviral vektorler,
beyin hasarindan 7 giin once farelere Yontem 5.3'te belirtilen sekilde beyin ici
enjeksiyon yontemi ile verilmistir. Beyin felci operasyonu, 30 dakikalik orta serebral
arter tikamasi1 metodu ile gerceklestirilmis (Yontem 5.4) ve operasyonun dogrulugu
Lazer Doppler akigmetresi ile metot boyunca ve reperfiizyon sonrast 20 dakika
siiresince takip edilmistir (Sekil 6.3.1). Operasyondan 72 saat sonra deney
sonlandirilmis ve farelerden alinan koronal beyin kesitlerine noronal sagkalim ve
apoptotik hiicre 6liimii analizi yapilmistir. Bmall ifade artiriminin ndronal sag kalima
etkisi goriilmemekle birlikte (Sekil 6.4.1), Bmall ifade baskilamasiin néronlardaki
sagkalim oranin istatistiksel olarak anlamli 6lgiide azalttigr gézlemlenmistir (Sekil
6.4.2). Apoptotik hiicre 6liimii belirteci olan DNA fragmantasyonu, koronal beyin
kesitlerine TUNEL boyamas1 yapilarak incelenmis; Bmall anlatimimin artirildigi
grupta apoptotik hiicre Oliimiiniin istatistiksel olarak anlamli Olgiide azaldig:

gozlemlenmistir (Sekil 6.5.1). Yapilan TUNEL analizi sonucu, Bmall anlatiminin
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baskilandig1 grupta apoptotik hiicre 6liimiiniin istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide arttig1
gosterilmigtir (Sekil 6.5.2). Bmall ile dogrudan ya da dolayli olarak etkilesimde
bulunan proteinler es-immiinpresipitasyon (co-IP) analizi ile belirlenmis (Sekil 6.6.1)
ve bu proteinlerin yer aldig1 sinyal yolaklari, protein tiirii ve molekiiler aktiviteleri,
biyolojik siireglerdeki rolleri Sekil 6.6.2'de siniflandirilmistir. Bmall artiriminin ya da
baskilamasinin beyin hasari sonrast hangi proteinleri etkiledigini ve seviyelerini
degistirdigini belirlemek amaciyla kiitle spektrometresi kullanilarak proteomik
analizleri gergeklestirilmistir. Bmall ifade artirimi (Sekil 6.7.1) ve Bmall ifade
baskilamasi (Sekil 6.7.2) gerceklestirilen gruplarda beyin hasari sonrasi, Bmall
protein seviyesi degisimlerinden en az 1.4 kat degisen ve istatistiksel olarak anlamli
olgiide (p<0.05) etkilenen proteinler listelendi. Elde edilen bu proteinlerin, beyin felci
ve sirkadiyen ritim arasindaki iliskiyi aydinlatmasi; beyin felci patofizyolojisinde
sirkadiyen ritme bagli olarak degisen molekiiler mekanizmalarin ve sinyal yolaklarinin

netlestirilmesinde katki saglamasi beklenmektedir.
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