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KISALTMALAR VE SIMGELER LiSTESI

ABD Amerika Birlesik Devletleri

AMPA a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit
ATP Adenozin trifosfat

Bmall Aryl hidrokarbon reseptor niiklear translokatdr-benzeri proteinl
bHLH/PAS Temel heliks- dongii- heliks/ Per-ARNT-SIM
CaCl Kalsiyum kloriir

cDNA Komplementer deoksiriboniikleik asit

CKle Kazein kinaz1 epsilon

CK1o Kazein kinaz 1 delta

Clock Sirkadiyen lokomotor ¢ikt1 dongii kaput protein
CO; Karbondioksit

Cry Kriptom sirkadiyen regiilator

DAI Difiiz aksonal yaralanma

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole

DBP Albumin geni D-bélgesine baglanan protein
dH20O Distile su

ddH20 Cift distele edilmis su

DMEM Dulbecco's modifiye besiyeri

DNA Deoksiribo niikleik asit

DPBS Dulbecco fosfat-tamponlu salin

eNOS Endotelyal nitrik oksit sentaz

Erk Ekstraseliilar sinyal diizenleyici kinaz

FDA Amerikan Fedaral Gida ve Ilag idaresi
HEK?293T Insan embriyonik bébrek 293 T hiicre hatti
HRP Yaban turbu peroksidaz

Gap43 Biiytime ile ilgili protein 43

GC icerigi Guanin sitozin igerigi

GFP Yesil floresan protein
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iIGIuR
JAK/STAT
kb

LB

LH
MAPK
MGIuR
MHC 11
MRNA
N2A
NCBI
NFil3
NeuN
NGS
NMDA
NO
NOS
N20

O2

PBS
PFA
PDVF
Rev-Erb a/p
RFP
ROR
RORE

rpm

Guanozin-5'-trifosfat baglayici proteinler

Interlokin

Iyonotropik glutamat reseptorleri

Janus kinaz/sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatori
Kilobaz

Luria-Bertani besiyeri

Luteinize edici hormon

Mitojenle aktive olan protein kinazlar

Metabotropik glutamat reseptorleri

Major histouyumluluk kompleksi 11

Haberci riboniikleik asit

Neuro2A fare ndroblastoma hiicre hatti

Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi

Niiklear faktor interlokin-3-diizenleyici protein
Noronal niikleus

Normal ke¢i serumu

N-methil-D-aspartat

Nitrik oksit

Nitrik oksit sentaz

Diazot monoksit

Oksijen

Fosfat tamponlu salin

Paraformaldehit

Polivinilidin floriir

Retinoik asitle iligkili 6ksiiz niikleer reseptor alfa/ beta
Kirmiz: floresan protein

RAR iligkili 6ksiiz reseptor

Retinoik asit ile iligkili 6ksiiz reseptdr yanit elemanlari

Dakikadaki devir sayist



RTH Retino-hipotalamik yol

REM Hizli gz hareketleri

RNA Riboniikleik asit

SIRNA Kiigiik interferans RNA

TBS-T Tris-tamponlu salin-Tween 20

™ Erime sicakligi

TNFa Tiimor nekroz faktorii a

TUNEL T(?rminal de_:oksinﬁkleotidil transferaz aracilt dUTP nick ug
etiketlemesi
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1. OZET

BMALI’IN AKUT VE SUBAKUT DONEM TRAVMATIK BEYIN
HASARINDA ROLUNUN iNCELENMESI

Travmatik beyin hasari, her yil diinya ¢apinda 50 milyondan fazla bireyi etkilemekle
beraber bireylerde kalic1 ve gegici fiziksel etkilerin, ndrolojik ve psikolojik sorunlarin
da baslica nedenlerinden biridir. Insidans1 yiiksek olmasina ragmen su anda Amerikan
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) onayli bir tedavi metodu bulunmamaktadir. Bmall,
sirkadiyen ritmin diizenlemesinde merkezi rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir.
Parkinson, beyin felci gibi norodejeneratif hastaliklarda etkili olan Bmall’in, beyin
hasar1 ile meydana gelen mekanizmalarin olugsmasini1 engellemeye yardimer oldugu
diistiniilmektir. Bmall’in travma sonrasi meydana gelen molekiiler mekanizmalar
tizerine etkisi heniiz tam aydimnlatilamamistir. Bu tezde Bmall’in travmatik beyin
hasar1 patofizyolojisindeki roliiniin gosterilmesi amaclanmistir. Bu amacla
lentiviriislerle Bmall ifadesi arttirilan veya azaltilan farelere soguk ile indiiklenen
travmatik beyin hasar1 uygulanmistir. Bmall ifadesinin arttilmasmin noronal
sagkalimi arttirdigi, apoptotik hiicre Oliimiinii, hasar hacmini ve beyin 0demini
azalttigi; Bmall ifadesinin azaltilmasinin ise néronal sagkalimi azalttigi, apoptotik
hiicre o6liimiinii, hasar hacmini ve beyin 6demini arttirdigi gosterilmistir. Bmall'in
travmatik beyin hasar1 sonrasi p-Akt, p-Erk 1/2, p-SAPK/INK 1/2, Bax, Bcl-XL,
eNOS gibi hiicresel sagkalimda, stres yanitlarinda, apoptotik mekanizmalarda gérev
alan ve Gap43, Brevican, Versican gibi aksonal biiyiime ile ilgili proteinlere istatiksel
anlaml1 bir etkisinin oldugu, depresyon, lokomotor aktivite ve motor koordinasyon
tizerine ise herhangi istatiksel anlamli bir etkisi olmadig1 gosterilmistir. Elde edilen
sonuglarin literatiirde lentiviral vektorler aracilifiyla protein ifadesi arttirilmis ve
azaltilmis olan Bmall’in hem akut dénem hem de subakut donem travmatik beyin
hasar1 sonrasi etkisinin aydinlatilmasina katki saglamasi beklenilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bmall, lentiviral vektorler, sirkadiyen ritim, travmatik beyin
hasar1

Bu tez TUBITAK 1002 Hizli Destek Programi 1215013 nolu proje kapsaminda
yapilmugtir.



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ROLE OF BMAL1 IN ACUTE AND SUBACUTE
PERIOD TRAUMATIC BRAIN INJURY

Traumatic brain injury affects more than 50 million individuals worldwide each year,
and is one of the main causes of permanent and temporary physical effects,
neurological and psychological problems in individuals. Despite the incidence is high,
there is currently no specific treatment method approved by the US Food and Drug
Administration (FDA). Bmall is a transcription factor that plays a central role in the
regulation of the circadian rhythm. Bmall is known to play a role in neurodegenerative
diseases such as Parkinson's and stroke, it is thought to help prevent the formation of
mechanisms that occur with brain damage. The effect of Bmall on the molecular
mechanisms that occur after trauma has not yet been fully elucidated. In this thesis, it
is aimed to show the role of Bmall in the pathophysiology of traumatic brain injury.
For this purpose, cold-induced traumatic brain injury was applied to mice which have
increasing or decreasing Bmall expression induced by lentiviruses. According to the
results, increased Bmall expression increased neuronal survival, decreased apoptotic
cell death, injury volume, and brain edema; it has been observed that decreasing Bmall
expression decreases neuronal survival, increases apoptotic cell death, injury volume
and brain edema. A statistically significant effect of Bmall on proteins that play a role
in cellular survival, stress responses and apoptotic mechanisms such as p-Akt, p-Erk
1/2, p-SAPK/INK 1/2, Bax, Bcl-XL, eNOS after traumatic brain injury. It has been
shown that it has a statistically significant effect on axonal growth-related proteins
such as Gap43, Brevican, Versican, but has no statistically significant effect on
depression, locomotor activity and motor coordination. It is expected that the results
obtained will contribute to the elucidation of the effect of Bmall, whose protein
expression is increased and decreased by lentiviral vectors in the literature, after both
acute and subacute traumatic brain injury.

Keywords: Bmall, circadian rhythm, lentiviral vectors, traumatic brain injury
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3. GIRIS VE AMAC

Morbidite, mortalite, kalici ve gecici fiziksel etkilerin ©onde gelen
nedenlerinden biri olan “travmatik beyin hasar1” her y1l diinya ¢apinda 50 milyondan
fazla kisiyi etkilemektedir (1-3). 2018 yil1 itibariyle global travmatik beyin hasari
insidansinin 100.000 kiside 939 vaka oldugu tahmin edilmekte ve bu nedenle de diinya
capinda gelecek yillarda tahmini 69 milyon insanin travmatik beyin hasarina maruz
kalacag1 6n goriilmektedir (2). insidans: yiiksek olmasina ragmen su anda Amerikan
Gida ve Ilag Dairesi onayl1 herhangi spesifik bir tedavi metodu bulunmamaktadir (4).
Travmatik beyin hasar1 geciren kisilerde hasar sonrasi nérolojik, psikososyal sorunlar
ve aymi zamanda uzun vadeli sakathiga kadar degisen travma sonrast farkl
komplikasyonlar goriilebilmektedir (5, 6). Ayrica travmatik beyin hasari gegiren
hastalarin klinik semptomlar1 i¢in yapilan harcamalar ve buna bagli sosyoekonomik

sorunlar, saglik sistemi ve toplum iizerinde de agir bir yiik olusturmaktadir (7).

Sirkadiyen ritim, giinliik fizyolojik fonksiyonlarimizin yaninda patofizyolojik
stireclerde de 6nemli bir rol oynayan biyolojik bir saattir. Sirkadiyen genler beyinde
ritmik olarak ifade edilmektedir ve dendritik regiilasyon, reseptor trafigi, noronal
aktivite, hiicre tipine 0zgii davraniglar1 belirleme gibi beyin mekanizmalarinin
diizenlenmesinde gorevlidir. Sirkadiyen sistemin depresyon, sizofreni, anksiyete, stres
regiilasyonu, yeme bozukluklari, alkolizm gibi ¢esitli bozukluklarda ve Alzheimer gibi
norodejeneratif hastaliklarda kritik bir rol oynadigi goriilmiistiir (8). Aryl hidrokarbon
reseptor niiklear translokator-benzeri proteinl (Bmall), sirkadiyen ritmin
diizenlemesinde merkezi rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidir (9). Sirkadiyen
Lokomotor Cikt1 Déngii Kaput Protein (Clock) ve Bmall protein kompleksi, Kriptom
(Kriptom Sirkadiyen Regiilator) (Cryl, Cry2) ve Period (Perl, Per2, Per3) sirkadiyen
ritim kontrol genlerinin promotorii olan E-kutusu bdlgesine baglanarak sirkadiyen
mekanizmanin diizenlenmesini saglamaktadir (10). Sirkadiyen ritimde, dokuya 6zgii
Bmall ifadesinin diizenlenmesi olduk¢a dnemlidir. Bmall eksikliginde (Bmall/") kilo
kaybi, infertilizasyon, kisa yasam siiresi gibi degisiklerin goriilmesinin yani sira
periferal ritim kaybinin da oldugu yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir(11-13). Farelerde
veya sirke sineginde (Drosophila melanogaster) Bmall’in silinmesi, davranissal

aktivite kaybina ve yaslanma siirecine dahil olan reaktif oksijen tiirlerinin artmasina



sebep olmustur. Ek olarak, Bmall protein polimorfizminin Parkinson hastalig riskini
artirdig1 da diisiiniilmektedir. Ozellikle, birincil hiicre kiiltiiriinde oksidatif hasar ve
striatal norodejenerasyonun kimyasal bir indiikleyicisi ile tedavi edilen farelerde
Bmall protein seviyelerinin azalmasinin, artan néron 6liimiine yol agtig1 gosterilmistir
(14-17). Ayrica 6nemli bir nérodejenaratif hastalik olan beyin felci vakalarinin ortaya
¢ikmasinin giiniin zaman dilimlerine gore farklilik gosterdigi, gece yarist (00.00)
iskemi / reperflizyon hasarinin artmis ndronal sagkalim orani1 ve azalmig apoptotik
hiicre 6liimiine neden oldugu, bununla birlikte Bmall protein ifadesinde de artis

meydana geldigi gézlemlenmistir (18).

Bu bilgiler kapsaminda bu doktora tez ¢calismasinda hem in vitro hem de in vivo
ortamda noronlar, néronal kok hiicreler, astrositler, oligodendrositler ve glialar gibi
merkezi sinir sisteminde bulunan bir¢ok hiicreyi basarili ve etkili bir sekilde enfekte
edebilen, etkili bir gen transferine aracilik eden lentiviral vektorler araciligiyla Bmall
protein seviyesi arttirllmis veya azaltilmis farelerde gergeklestiren soguk ile
indiiklenen travmatik beyin hasar1 modeli sonrasinda Bmall proteininin akut donem
sonrasi gelisen apoptotik hiicre 6liimiine, ndronal sagkalima, hasar hacmine ve beyin
O0demine, hiicre i¢i sinyal yolaklarina etkilerinin karsilastirilmasi amaglanmustir.
Ayrica subakut donemde gerceklestirilen davranis deneyleri vasitasiyla motor
koordinasyon, depresyon, lokomotor aktivite iizerine olan etkileri ve aksonal biiyiime
ile ilgili yapilan protein analizleri yardimiyla Bmall’e bagh olarak gruplar arasinda

degisen protein profilinin belirlenmesi hedeflenmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Travmatik Beyin Hasar1

Her yasta morbidite, mortalite, kalic1 ve gecici fiziksel etkilerin 6nde gelen
nedenlerinden biri olan “travmatik beyin hasar1” her yil diinya ¢apinda 50 milyondan
fazla kisiyi etkilemektedir (1-3). 2018 yili itibariyle global travmatik beyin hasari
insidansinin 100.000 kiside 939 vaka oldugu tahmin edilmekte ve bu nedenle de diinya
capinda gelecek yillarda tahmini 69 milyon insanin travmatik beyin hasarina maruz
kalacagi 6n goriilmektedir (2). Travmatik beyin hasar1 gegiren kisilerde hasar sonrasi
norolojik, psikososyal sorunlar ve ayni zamanda uzun vadeli sakatlhiga kadar degisen
travma sonrasi farkli komplikasyonlar goriilebilmektedir (5, 6). Travmatik beyin
hasariin klinik 6zellikleri arasinda uzun siireli koma, bas agrisi, afazi, ndbetler,
amnezi ve hasardan saniyeler ile dakikalar sonra ortaya ¢ikan saldirganlik ve anksiyete
gibi davranis anormallikleri sayilabilir ve bu belirtilerin bazilar1 aylarca hatta yillarca
da devam edebilmektedir (1, 19). Ayrica travmatik beyin hasar1 gegiren hastalarin
Klinik semptomlari i¢in yapilan harcamalar ve buna bagl sosyoekonomik sorunlar,

saglik sistemi ve toplum {izerinde de agir bir yiik olusturmaktadir (7).
4.1.1. Travmatik beyin hasan cesitleri

Fiziksel hakaret mekanizmalarina gore, travmatik beyin hasari ii¢ kategoriye
ayrilabilir. Bunlar kapali kafa travmasi, acik kafa travmasi ve penetran kafa
travmasidir. Kapali kafa travmasi, genellikle motorlu ara¢ kazalari, diismeler ve spor
faaliyetlerinden kaynaklanan kafaya kiint bir cisimin ¢arpmasinin etkisiyle meydana
gelir. Kiint cismin temas kuvveti, ¢carpma sirasinda olusan titresimler ve soklar
nedeniyle carpma bolgesinin altindaki beyin dokularinin sikismasina ve beyin kan
akimmin azalmasina neden olur. Travmatik beyin hasari insidans orani toplum
arasinda en yiiksek olan travmatik beyin hasar1 cesididir. Ac¢ik kafa travmasi ise
duranin agildig1 yaralanmalar1 tanimlar (7). Penetran kafa travmasi yabanci bir cismin
kafatasina girip duradan gecip beyin parakimine girmesiyle ortaya ¢ikar. Beyin
dokulariin yirtilmasiyla fokal hasar, intrakraniyal kanama, serebral 6dem ve iskemi
meydana gelir. Penetran kafa travmasi solunum yetmezIligi, pnémoni, hipotoni gibi

akut tibbi komplikasyonlarla iliskilidir (20).



4.1.2. Travmatik beyin hasar1 patofizyolojisi

Travmatik beyin hasar1 patofizyolojisi ile iliskili ndronal doku hasarlar1 iki
kategoriye ayrilmaktadir. Akut fiziksel hasar1 ve geri doniisii olmayan nekrotik hiicre
Oliimiinii iceren birincil hasar, tramvatik beyin hasar1 sonrasi karakterize edilen iki
fazdan ilkidir. Birincil beyin hasari, beyaz madde yollarinin tahribati, aksonal
yaralanma, kontiizyon ve hematom ile sonuglanir (21). Birincil hasar ilk yirtilma,
kesme veya kanamay1 igermesine ragmen, ikincil hasar mekanizmalari ilk yaralanmay1
dramatik bir sekilde siddetlendirebilir (22). iki tiir birincil hasar mevcuttur. Bunlar
fokal ve diftiz birincil beyin hasaridir. Caligsmalar, orta ile siddetli hasara sahip
travmatik beyin hasar1 hastalarinda her iki tip yaralanmanin bir arada bulunmasinin
yaygin oldugunu gostermekle birlikte difiiz aksonal yaralanma (DAI) travmatik beyin

hasar1 vakalariin yaklasik %70'ini olusturur (23).

Birincil hasari eksitotoksisite, mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres, lipid
peroksidasyonu, néroinflamasyon, akson dejenerasyonu ve apoptotik hiicre 6liimii gibi
ikincil hasar mekanizmalar1 izlemektedir (24). Ikincil hasar, birincil hasarin neden
oldugu coklu, paralel, etkilesimli ve birbirine bagli biyolojik reaksiyonlar dizisidir

(22).
4.1.2.1. Eksitotoksisite

Travmatik beyin hasarinda kan beyin bariyerinin hasar gérmesi ve birincil
noronal hiicre Oliimiliniin meydana gelmesiyle, presinaptik sinir terminallerinden
glutamat ve aspartat gibi uyarict amino asitlerin asir1 salinimi gergeklesir (25, 26).
Asir1 glutamatin varligi, glutamat tasiyicilarinda olusan islev bozukluguna bagli olarak
glutamat geri alinimimin basarisiz olmasindan kaynaklanmaktadir (7). Bu uyarici
amino asitler, hem iyonotropik glutamat reseptorlerini (iGluR) hem de metabotropik
glutamat reseptorlerini (mGluR) aktive ederek iyonotropik glutamat reseptorlerine
glutamat baglandiginda sodyum, potasyum, kalsiyum iyonik akisina izin vererek
noronlarda membran depolarizasyonuna neden olur (27). AMPA ve NMDA
reseptorlerinin asir1 glutamat tarafindan hiperaktivasyonu, hiicre digi kalsiyum ve
sodyum iyonlarinin akigina izin vererek postsinaptik noronlarda iyon homeostazini

degistirir. Hiicre i¢i kalsiyumdaki NMDA kaynakl1 artis kalsiyum/ kalmodulin bagiml



protein kinaz Il, mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK), protein fosfotaz gibi
hiicre sinyal molekiillerinin aktivasyonunu baslatir (28, 29). NMDA reseptorlerinin
glutamat ile aktivasyonu, reaktif oksijen tiirlerinin ve nitrik oksit tiretimini tesvik eder
bu da sekonder hiicre hasarin1 daha da siddetlendirir (30, 31). Iyonotropik glutamat
reseptorlerinden (iGIuR) farkli olarak, metabotropik glutamat reseptorleri (mGIuR)
kalsiyum ve asag1 akis sinyallemesini Guanozin-5'-trifosfat (GTP) baglayici proteinler
araciligiyla diizenlerler. mGIluR’ lerin stimiilasyonu fosfolipaz C/ inositol-1,4,5-
trifosfatin aktivasyonuyla hiicre i¢i kalsiyum depolarindan sitozole kalsiyum
salimimini baslatir. Boylece hasarli merkezi sinir sisteminde sinyal kaskatlari tetiklenir
(32). Eksitator norotransmiterlerin biiyiik 6l¢iide salinmasina bagh olarak glutamat
reseptorlerinin asir1 uyarilmasi, post travmatik oksidatif strese ve uzun bir siire
boyunca eksitotoksik hiicre oliimiine yol acar, artan mortalite orani ve kotiilesen 6
aylik norolojik sonug ile iliskilidir (25, 33). Ayrica sitozolde bulanan asir1 kalsiyum
kalsineurin, kalpain ve kasapazlar gibi apoptotik hiicre 6liimiine neden olan bir dizi
proteini de aktive eder. Kalsiyum ve reaktif oksijen tiirlerinin birikimi mitokondriyal
fonksiyonun bozulmasma yol acarak kalsiyum ve reaktif oksijen tiirlerinin

homeostazinin diizenlenemesini etkiler (7).
4.1.2.2. Mitokondriyal disfonksiyon

Mitokondriyal disfonksiyon, hiicre oOliimiine neden olan metabolik ve
fizyolojik diizensizliklere yol agar. Hiicre i¢i kalsiyum ve bazi iyonlarin agir1 miktarda
mitokondriye akisi, reaktif oksijen tiirlerinin iiretime, mitokondriyal membranin
depolarizasyonuna ve ATP ( Adenozin trifosfat) sentezinin inhibisyona neden olur (34,
35). Bu durum elektron tasima zimcirinin bozulmasina ve oksidatif fosforilasyon
stireclerinin bozulmasina sebep olur. Boylece hiicrenin hayatta kalmasi ve kalsiyum
dongiisliniin diizenlenmesi i¢in gerekli olan metabolik reaksiyonlar bozulmus olur.
Travmatik beyin hasar1 sonrasi mitokondrinin elektron mikroskobu analizinde,
mitokondri krista membranin bozuldugu ve membran potansiyeli kayb1 gibi 6nemli
yapisal hasarlarin meydana geldigi goriiliirken apoptotik hiicre 6liimiinde ¢ok dnemli
rol oynayan sitokrom c ve apoptoz indiikleyici faktor gibi mitokondriyal proteinlerinde

sitozole salindig1 belirlenmistir (35, 36).



4.1.2.3. Reaktif oksijen tiirlerinin salinmasi, oksidatif stres ve lipid peroksidasyonu

Enzimatik stirecler, aktif notrofiller, eksitotoksik yollar ve islevsiz mitokondri
gibi gesitli siireglerle birlikte travmatik beyin hasarini takiben endojen reaktif oksijen
tiirlerinin ve serbest radikallerin tiretimi de siirekli devam etmektedir (37). Reaktif
oksijen tiirlerinin asir1 iiretimi ve endojen antioksidan mekanizmalarin bozulmasi
oksidatif stresle sonuglanir (4). Bununla birlikte travmatik beyin hasarindan sonra
kalsiyum birikimi, nitrik oksit (NO) tiretiminde gorev alan nitrik oksit sentazlarin
(NOS) aktivitesini de arttirir. Asirt nitrik oksit ve oksijenden tiirevlenen serbest
sliperoksit anyonlar1 arasinda gergeklesen reaksiyon sonucunda stabil olmayan
peroksinitrit (PN) olusarak oksidatif hasara neden olur (38, 39). Oksidatif stres ayni
zamanda hasar gormiis korteks ve hipokampiiste bozulmus sinaptik plastisite ile de
iligkili olmakla beraber travmatik beyin hasarindan 24 — 48 saat sonra es zamanh
olarak sinaptik proteinlerlerde de kayip s6z konusudur (40). Reaktif oksijen tiirleri
sadece proteinler ve DNA ile de§il membran fosfolipidlerinde bulunan ¢oklu
doymamis yag asitleri ile de reaksiyona girerek lipoperoksil radikalleri olusturarak

hiicre membranina daha da fazla zarar verir (41).
4.1.2.4. Noroinflamasyon

Travmatik beyin hasari1 sonrasi glia ve astrosit hiicreleri ile etkilesime giren
endotel hiicrelerinden olusan, kanla tasinan patojenlerin ve bagisiklik hiicrelerinin
beyne girisini 6nleyen kan beyin bariyerinin fonksiyonunda meydan gelen bozulmalar,
dolasimdaki nétrofillerin, monositlerin ve lenfositlerin hasarli beyin parankimene
sizmasina izin verir (42, 43). Noroinflamasyon, endojen onarim mekanizmalarina
miidahale ederek noral hiicre 6liimiinii arttirir ve bagisiklik hiicreleri, mikroglialar,
sitokinler, kemokinler ve diger enflamatuar molekiiller aracilifiyla etki eder (44). ik
olarak hasarli hiicreleri onarmak ve beyni patojenlerin isgalinden korumak i¢in bir
inflamatuar yamit aktive edilir (45). Inflamatuar yanitin aktivasyonunu takiben
inflamatuar hiicreler, monositler, notrofiller, lenfositler kan beyin bariyerini gegerek
prostaglandinleri, proinflamatuar sitokinleri, diger inflamasyon diizenleyicileri serbest
birakirlar. Ayrica bu diizenleyiciler kemokinleri ve hiicre adezyon molekiillerinin
ekspresyonlarmni arttirarak mikroglialart ve bagigik hiicrelerini beyne yonlendirir (46,

47). Makrofaj tiirevli olan mikroglia hiicreleri, travmatik beyin hasar1 baslangicinda



hasarin yayilmasini sinirlamak i¢in saglikli ve yarali dokular1 ayirarak avantaj saglar
(48). Bununla birlikte, mikroglial aktivasyon asir1 hale gelmesi proinflamatuar
sitokinlerin salinmasina ve diizenlenmesine, norotoksik molekiillerin ve serbest
radikallerin tiretiminin artmasina ve major histouyumluluk kompleksi sinif II'nin
(MHCII+) artmis ekspresyonuna neden olur (45, 49, 50). Proinflamatuar sitokinler,
timor nekroz faktorii alfa (TNFa), interlokin (IL1B, IL6, IL12 ve interferond)
salgilayarak kan beyin bariyerini zayiflatir ve boylece enflamatuar yaniti artirir (42,
45, 49, 51). Norotoksik molekiillerin ve serbest radikallerin tiretimi, ek hiicre 6liim
mekanizmalarint baglatir. MHCII+'nin asir1 ekspresyonu nérodejenerasyona katkida
bulunur. Glial hiicreler, adhezyon molekiillerini yukar1 akis sinyallemesinde regiile
eden kemokinleri eksprese ederek inflamatuar yanita da ayrica katkida bulunur (49,
50, 52). Astrositler ise aksonal onarimda yardimci olan, hiicre proliferasyonunu
artiran, ndronal hayatta kalmaya yardimci olan ve programlanmis hiicre 6liimiinii
inhibe eden norotrofik faktorleri yukari akis sinyallemesinde regiile etmek icin
travmatik beyin hasar1 sonrasi hasar bolgelerinde rol oynarlar, hiicre dig1 glutamat

seviyelerini diizenleyerek glutamat eksitoksisitesini azaltirlar (48, 53, 54).
4.1.2.5. Apoptotik hiicre oliimii

Noronlarin ve oligodendrositlerin apoptotik hiicre 6liimii, sekonder beyin
hasarmin ayirt edici 6zelliklerinden biridir (55-57). Apoptotik hiicre 6liimii kaspaz ve
kalpain adi verilen sistein proteazlarin aktivasyonu ile baslar. Ayrica apoptotik
stirecler ekstraseliilar sinyal diizenleyici kinaz (ERK), p38 MAPK, janus kinaz/sinyal
dontstiiriicti ve transkripsiyon aktivatorii (JAK/STAT) gibi ¢esitli nérokimyasal,

Hiicresel ve molekiiler yollarin etkilesimi ile de tetiklenebilir (58-61).
4.2. Biyolojik Ritimler

Canli organizmalarin ¢ogu ritmik olarak olusan dis uyaranlardan etkilenir.
Biyolojik ritimler, basit tek hiicreli hiicrelerde, karmasik ¢ok hiicreli organizmalarda
(bitkilerde, hayvanlarda ve insanda) hatta organizmanin sadece tiimiinde degil ayni
zamanda organizmanin organlarinda, dokularinda, tek bir hiicresinde de bulunur (62).
Canli organizmalarda mevcut olan bu biyolojik ritimler gece-giindiiz dongiisiine (151k

dongiisii), mevsimsel degisikliklere, sicakliga, canlilarin besin ihtiyacina ve gevresel



kosullara gore degisiklik gdstermektedir. Ayni1 zamanda bu biyolojik ritimler canlilara
avantajlar saglamakla birlikte hayatta kalim siirelerini de arttirmaktadir (63). Biyolojik
ritimler, saniyede bir veya birka¢ dongiiden (ndronal aktivite, kalp atis hizi gibi)
meydana gelen ritimlerden yilda bir olusan dongiilerden meydana gelen ritimlere
(mevsimsel ritimler gibi kadar genis bir frekans araligin1 kapsar. Biyolojik ritimler
periyod uzunluguna gore ultradiyen (24 saatten az), sirkadiyen (24 saat), infradiyen
(24 saatten fazla) sirkaannual yani mevsimsel veya yillik ritimler (1 yil) olarak
siniflandirilir (62).

4.2.1. Ultradiyen ritim

Ultradiyen ritimler, 24 saatten daha kisa genellikle 1 ile 12 saat arasinda
degisen biyolojik ritimleri ifade eder (64). Insanlarda uyku sirasinda hizli goz
hareketlerinin (REM) her 90 dakika bir tekrarlanmasi, luteinize edici hormon (LH)
(her 0,5-3 saatte), biiytime hormonu (her 3 saatte) ve kortikosteron gibi ¢esitli
hormonlarin epizodik salgilama yapmasi, bazi1 kiiciik memelilerin gida aliminda kisa
stireli davranmigsal ritimler sergilemesi ultradiyen ritimlere ornektir (62). Bir¢ok
ultradiyen ritim gida alimi, hormon salgilanmasi, idrar atilim1 gibi metabolik siireclerle
iliski olmakla birlikte ultradiyen ritim ¢esitliligi fonksiyonel diizeyde de belirgindir.
Insanlarda ve primatlarda normal {ireme islevinin, hipotalamus tarafindan
gonadotropin salgilayan hormonun ve hipofiz tarafindan luteinize edici hormonun
salgilanmasinin belirli bir ultradiyen zamanlamasina bagli olmasi ultradiyen ritmin

fonksiyonel diizeyde etkisine bir 6rnektir (62).
4.2.2. infradiyen ritim

Infradiyen ritimler, bir giinden uzun ancak bir yildan daha kisa siireye sahip
biyolojik ritimlerdir (65). Disi memelilerde infradiyen ritim yumurtalilardaki
fonksiyonel degisiklikler ile iliskilidir. Bir infradiyen ritim 6rnegi olan 6strus, luteinize
edici hormonun (LH) ve folikiil uyarici hormonun (66) seviyelerindeki degisikliklerle
indiiklenir ve her memeli tiirii icin karakteristik olan diizenli araliklarla (farelerde ve

siganlarda 4-5 giinde bir, koyunlarda 13-20 giinde bir) olusur (67).

10



4.2.3. Sirkaannual ritim

Birgok biyolojik aktivite ve lireme islevi, sicaklik, giin uzunlugu veya gida
bulunabilirligi gibi ¢evresel kosullarla, basarili olma ihtimalinin en yiiksek oldugu
yilin bir zamaniyla sinirlidir. Ek olarak, bircok davranigsal, fizyolojik ve morfolojik
stireg, ¢cevredeki mevsimsel degisimlerle dogrudan veya dolayli olarak iligkili olan
yillik dalgalanmalara maruz kalir. Sirkaannual ritimler, mevsimsel ve yillik
gerceklesen ritimlerdir. Boceklerde goriilen pupa ritmi, kuslarin gog etmesi, kis
uykusu dongiileri, toynakli hayvanlarda iireme aktivitesi ve tily dokme dongiileri

sirkaannual ritmin drnekleridir (68-71).
4.2.4. Sirkadiyen ritim

Tek hiicreli organizmalardan bitkilere, bitkilerden hayvanlara ve insanlara
kadar ¢ok sayida organizma fizyolojisini ve davraniglarini giin icerisinde giines ile en
uygun sekilde senkronize edebilen Latince yaklasik bir giin anlamina gelen “circa diem ™’
ad1 verilen icsel bir zamanlama sistemine sahiptir. Insanlarda ve diger memeli
tirlerinde, periyodik olarak tekrar eden gevresel degisikliklere adaptasyonda gelisen
ve ritmik biyolojik islevlerin yam sira yaklasik 24 saatlik bir siire ile davranissal
ciktilar1 yonlendiren bu endojen sirkadiyen saat sisteminin iki temel karakteristilik
ozelligi vardir. Bu 6zelliklerden ilki aydinlik/karanlik dongiisii gibi dis etkenlerdeki
salinimlardan bagimsiz olarak devam eden yaklasik 24 saatlik endojen ritmikliktir.

Ikincisi ise 151k ve besin alinimi gibi dis etkenler tarafindan degistirilebilmesidir (72-
76).

4.2.4.1. Memelilerde sirkadiyen ritim ve siiprakiazmatik niikleus

Memelilerde sirkadiyen sistem hiyerarsik olarak diizenlenmistir (72). Bu
hiyerarsinin en basinda 6n hipotalamusta optik kiazmanin {istiinde bulunan ve binlerce
norona sahip olan (insanlarda ~50.000 ve siganlarda ~20.000 néron) “ana sirkadyen
saat” olarak adlandirilan siiprakiazmatik niikleus gelmektedir (76-81). Siiprakiazmatik
niikleus sirkadiyen ritimi diizenler. Memeli sirkadiyen saat sistemi {i¢ temel bilesenden
olusur: giris sinyalleri (¢evresel zamanlama isareti), sirkadiyen bir osilatér (ritim
iireteci) ve ¢ikis sinyalleri (acik ritim). Memeliler de dahil olmak iizere hayvanlarda,

151k sinyali esas olarak gozler tarafindan algilanir (74). Isik, sirkadiyen osilator igin en
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giiclii Zeitgeber (Almanca: "zaman veren") veya zaman isaretidir. Isik, retinal ganglion
hiicreleri (fotopigment melanopsin iceren), cubuk ve koni hiicreleri tarafindan tespit
edilir ve bu sinyal, retino-hipotalamik yol (RHT) yoluyla siiprakiazmatik ¢ekirdege
iletilir (82-86). Siiprakiazmatik niikleusta iiretilen sirkadiyen ritim hayvanlarin
davranisini, fizyolojisini ve metabolik siire¢lerini etkileyen noronal veya hormonal
sinyallere dontistiiriiliir (87) (Sekil 4.2.4.1.1). Ana sirkadiyen saat olan siiprakiazmatik
niikleus diginda sinir dokularinda ve viicuttaki periferal dokularda (karaciger, kalp,
akciger ve kas gibi) sirkadiyen ritim genleri eksprese edilir ve ¢ogu bir sirkadiyen
ekpresyon salinimi sergiler (74, 88). Bu periferal sirkadiyen saatin sirkadiyen ritimleri
kontrol etmede dokuya ve organa 6zgli rolleri vardir. Siiprakiazmatik niikleusun
aksine, bu periferik osilatorler dogrudan 1sik tarafindan uyarilmazlar. Bunun yerine
stiprakiazmatik niikleustan veya beslenme gibi diger uyarilardan gelen ¢ikis

sinyalleriyle periferal sirkadiyen ritmi kontrol ederler (74) (Sekil 4.2.4.1.1).

Siiprakiazmatik niikleus

Periferal
Ciktilar

Periferal Sirkadyen

Saiit | Diger Uyaranlar I
aa

af
g
LAY

u‘ji:'ﬂi C;:;”—v—.— _V‘F‘i
W) ’;’%) i
Sekil 4.2.4.1.1. Memeli sirkadiyen saat sisteminin bilesenleri

4.2.4.2. Sirkadiyen ritmin molekiiler mekanizmast

Molekiiler diizeyde sirkadiyen salimimlar, genler ve kendi protein {riinleri
arasinda i¢ i¢e gegmis transkripsiyonel — translasyonel negatif geri bildirim dongiileri
tarafindan Uretilir ve siirdiiriiliir. Bu nedenle hiicresel osilatdrler hem kendi kendine
devam eder hem de siireklidir (89). Temel dongii gen promoterlerindeki E-kutusu
DNA dizilerine baglanarak Period (Perl, Per2, Per3) ve Kriptom (Cryl, Cry2)
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genlerinin ifadesini yonlendiren heterodimer Bmall ve Clock proteinlerinden olusur.
Yaklasik 24 saatlik salinimlari olusturmak i¢in gerekli belirli bir zamanin ardindan,
biiylik makromolekiiler protein komplekslerinin bir pargasi olan Per ve Cry proteinleri
niikleusa geri doner ve kendi aktivatdrleri Bmall’in ve Clock’un aktivitesini baskilar.
Boylece negatif geri bildirim mekanizmasini tamamlanmis olur (72, 90, 91). Kazein
kinaz 1 epsilon ve Kazein kinaz 1 delta (CK1¢/3), memelilerde sirkadiyen ritim protein
dontigiimiinii diizenleyen kritik faktorlerdir (92-95). Per ve Cry proteinlerinin CK1¢/d
ile etkilesimi, Per proteinlerinin miktarini, lokalizasyonunu ve yar1 dmriinii diizenler.
CK1¢/6 mutasyonlar1 degisen sirkadiyen ritim ve uyku bozuklari ile iligkilidir (96, 97)
(Sekil 4.2.4.2.1). Temel dongiiye ek olarak, retinoik asitle iliskili Oksiiz niikleer
reseptorlerden (Ror ve Rev-Erb o/ (NR1D1-2)), DBP ve Nfil3'den (E4BP4) olusan
aksesuar dongiileri mevcuttur. Clock ve Bmall heterodimerleri Ror ve Rev-Erb o/
genlerinin transkripsiyonunu aktive ederek bu aksesuar dongiiyii indiikler. Ayrica Ror
ve Rev-Erb o/p proteinleri Bmall promotériinde bulunan retinoik asit ile iliskili 6ksiiz
reseptor yanit elemanlar1 (RORE's) aracilifiyla da Bmall protein ifadesini diizenler
(98-102). Ror genleri Bmall'in transkripsiyonunu aktive ederken Rev-Erb o/p genleri
transkripsiyonunu baskilar. Bu nedenle, Bmall'in sirkadiyen salinimi, Ror ve Rev-Erb
proteinleri tarafindan hem olumlu hem de olumsuz olarak diizenlenir (98-101). Ek
olarak, DBP ve Nfil3 proteinleri de,Rev-Erb, Ror ve Per genlerinin D-kutusu bagiml
gen ekspresyonunu rekabet¢i bir sekilde diizenler (103, 104) (Sekil 4.2.4.2.1).
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Sekil 4.2.4.2.1. Sirkadiyen ritmin molekiiler mekanizmasi (72).
4.2.4.3. Bmall proteini ve hastaliklarla iliskisi

ARNTL, MOP3 olarak da adlandirilan Bmall, Clock proteini ile heterodimerik
bir kompleks olusturan temel sarmal-dongii-sarmal (bHLH)/PAS ailesi transkripsiyon
faktorii liyesidir. Clock proteini ile birlikte hedef genlerin yukar1 akis diizenleyici
bolgesinde bulunan E-kutusu elemanlarina baglanarak Perl ve Per2 gibi sirkadiyen
ritim genlerinin transkripsiyonunu diizenler (105). Bu protein ailesi sinyalleme
stirecindeki gorevlerine gore iki alt gruba ayrilir: Sinif I proteinler, ¢evresel sinyallerin
sensorleri olarak islev goriirken; Smif II proteinleri, Siif I proteinleri ile dimerize
olurlar. Bu iki grup arasindaki heterodimerizasyon, sadece fonksiyonel aktivasyon i¢in
degil, ayn1 zamanda transkripsiyonel ¢iktinin belirlenmesi icin de 6nemli bir adimdir.
Filogenetik analizlerle Bmall’in temel sarmal-dongii-sarmal (bHLH)/PAS ailesi Sinif
II tiyesi oldugu gosterilmistir (106, 107). Genom ¢apinda yapilan profillemelere gore
insan genomunda Bmall’in metabolizmay1 etkileyen proteinleri kodlayan tiim
sirkadiyen ritim genleri ve diger genler dahil olmak {izere 150°den fazla bolgeyi
hedefledigi tahmin edilmektedir (108). Bmall eksikligi olan (Bmal /) fareler,
sirkadiyen ritim kaybi, azalmig viicut agirligi, kisirlik, ilerleyici artropati ve kisalmig

yasam siiresi dahil olmak tizere ¢esitli fenotipler sergiler (9, 11-13). Ayrica bu fareler,
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24 saatlik periyot boyunca zayif bir uyku-uyaniklik ritmi gosterir (109). Bmall protein
ifadesinin yoklugu, ¢cok geng yasta yiiksek glikoz seviyeleri, bozulmus glikoz toleransi
ve azalmig insiilin sekresyonuna neden olurken; karaciger hedefli Bmall geninin
silinmesi glukozla iliskili genlerin aritmik gen ekspresyonuna, artmis glukoz
klirensine ve aglik faziyla sinirli hipoglisemiye yol agar (110-112). Bmall yoklugunda
anormal kardiyak elektrofizyolojiyle birlikte kan basinci ve kalp hizinda 6nemli
Olgiide bozukluklar gorilmektedir (113-115). Genellikle yasamin sonraki
asamalarinda ortaya ¢ikan Alzheimer ve Parkinson hastaligi, Bmall genindeki tek
niikleotid polimorfizmi ile iliskilendirilmektedir (116). Parkinson hastalar1 16kositleri
sabah, aksam ve gece Bmall protein seviyeleri dnemli 6l¢lide azalma gostermektedir.
Ayrica, Bmall seviyeleri ve Parkinson hastaligi siddeti arasinda da pozitif bir
korelasyon mevcuttur (117). Bagisiklik yanitinda hayati rol oynayan reaktif oksijen
tirleri birden fazla doku tipinde Bmall tarafindan diizenlenir ve Bmall’in silinmesi,
oksidatif stresin artmasina neden olan ve p hiicrelerinin oksidatif stres kaynakli 6limii
nedeniyle pankreasta diyabetik bir fenotip olusturan ileri yaslanma fenotipini tesvik

eder (118-120).
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Deney Gruplari, Deney Plani ve Deneyin Sonlandirilmasi

Bu tez kapsaminda Bmal1’in akut ve subakut donem travmatik beyin hasarinda
roliiniin incelenebilmesi i¢in farelere sogukla indiiklenen beyin hasart modeli
uygulanmistir. Calismanin belirlenen hedeflerine ulasabilmesi i¢in 5 deney grubu
olusturulmustur. Deney gruplari olusturulurken molekiiler klonlama teknikleri
kullanilarak hedeflenen Bmall protein ifadesinin artilip azaltilmistir. Bunun i¢in fare
Bmall’in geninin kodlama bolgesi (NCBI referans numaras:: NM_007489.4)

lentiviral vektorlere klonlanmistir. Olusturulan bu 5 deney grubu soyledir:

e Lv-GFP: pLenti-EF1-GFP-2A-Puro vektorii (LV067, ABM) Bmall protein
ifadesinin arttirilmas: i¢in kullanilan molekiiler klonlamanin yapildig:
vektordiir. Bu vektoriin fare beyninde bir etkisinin olup olmadiginin
arastirtlabilmesi igin olusturulan Lv-Bmall deney grubunun kontrol deney
grubudur.

e Lv-Bmall: Bmall aktivasyonunun etkilerini incelemek i¢in olusturulan deney
grubudur.  pLenti-EF1-GFP-2A-Puro  vektoriiniin =~ igerisine ~ Bmall
klonlanlanarak Bmall proteini agir1 miktarda ifade ettirilmistir.

e SCrRNA: Lentiviral Smartvector non-targeting mCMV-TurboRFP plazmitinin
fare beyninde herhangi bir etkisinin olup olmadiginin analizi i¢in igerisine fare
genomunda herhangi bir geni hedef almayan gen dizisi yerlestirilmis sh-Bmall
i¢in kontrol grubudur.

e sh-Bmall: Bmall gen dizisini hedef alarak Bmall protein seviyesi azaltilan
deney grubudur.

e Kontrol: Kullanilan lentiviriislerin (pLenti-EF1-GFP-2A-Puro ve Smartvector
non-targeting mMCMV-TurboRFP) herhangi bir etkisinin olup olmadiginin
arastirilmasi igin viris partikiillerinin ¢oziiciisii olan DPBS (Dulbecco's Fosfat-

Buffer Salin) uygulanmasi i¢in olusturulmus deney grubudur.

Deney hayvanlar1 ¢alismalarmin tamami etik standartlara, Helsinki
Deklarasyonu’na, ulusal ve uluslararasi kurallara uygun bir sekilde yapilmistir. Bu

calismanin gerceklestirilmesi icin Istanbul Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri
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Yerel Etik Kurulu’ndan 20.08.2020 tarihli ve 38828770-772.02-E.40129 say1ili etik
kurul onay:r almmmustir. Deney hayvanlarinin temini ve bakimi Istanbul Medipol
Universitesi MEDITAM tarafindan gerceklestirilmistir. Yapilan calisma kapsaminda
Bmall’in akut ve subakut donem travmatik beyin hasarinda roliiniin incelenebilmesi
icin akut donemi ifade eden Set-I ve subakut donemi ifade eden Set-Il olmak iizere iki
deney seti tasarlanmistir. Calismada Set-1 Grup/n=8, Set-Il grup/n=12 olacak sekilde
toplamda 100 adet Balb/c fare kullanilmistir. Fareler, travmatik beyin hasarinin
indiiklenmesinden 7 giin Once viriis enjeksiyonuna tabi tutulmustur. Virls
enjeksiyonlariin 7 giin sonrasinda sogukla indiiklenen travmatik beyin hasar1t modeli
olusturulan gruplardaki tiim farelere uygulanmistir. Set-I deney setinde Bmall’in,
sogukla indiiklenen travmatik beyin hasar1 akut doneminde etkisi incelenmistir.
Travmatik beyin hasarinin indiiklenmesinden 7 giin 6nce beyin i¢i enjeksiyon ile
korteks bolgesine Lv-Bmall, Lv-GFP, scrRNA, sh-Bmall veya DPBS enjeksiyonlari
yapilmistir. 7 giin sonra travmatik beyin hasar1 operasyonlar1 gergeklestirilmistir. Akut
donem olarak ifade edilen Set-I deney gruplar1 hasardan 24 saat sonra %4 izofloran
(%30 O, geri kalan N20) ile derin anestezi uygulanarak sakrifiye edilmistir (Sekil
5.1). Cikarilan beyinler, kuru buz iizerinde dondurulmustur. Ornekler analiz igin -
80°C'de saklanmustir. Set-II deney seti subakut donemi ifade etmektedir. Bu deney
setinde kullanilacak farelerin normal kosullar altindaki davranislarinin gdzlenebilmesi
icin fareler travmatik beyin hasarinin indiiklenmesinden 3 giin 6nce davranis testlerine
tabi tutulmustur. Hasardan sonra 3., 14., 28. ve 35. giinlerde davranis testleri
tekrarlanmustir. Set-11 deney grubu fareleri ise 35. giin davranis deneyleri yapildiktan
sonra %4 izofloran (%30 O, geri kalan N20O) ile derin anestezi uygulanarak sakrifiye
edilmistir (Sekil 5.1). Cikarilan beyinler, kuru buz iizerinde dondurulmustur. Ornekler

ileri analiz i¢in -80 °C' de saklanmustir.
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Sekil 5.1. Deney planm
5.2 Molekiiler Klonlama ve Lentiviriis Uretimi
5.2.1. Lentiviral vektorler

In vitro ve in vivo kosullarla uyumlu Bmall protein seviyesini arttirabilecek ve
azaltabilecek iki lentiviral vektor kullanilmistir. pLenti-EF1-GFP-2A-Puro lentiviral
vektori (LV067, ABM) (Sekil 5.2.1.1), Bmall protein seviyesi arttirabilmek igin ayni
zamanda GFP protein anlatimi igeren bisistronik vektordiir. Bmall protein seviyesi
azaltabilmek i¢in ise Dharmacon firmasindan RFP (Kirmiz1 Floresan Protein) protein
anlatimini da igeren Smartvector Lentiviral Mouse Arntl mCMV-TurboRFP plazmiti
satin alinmistir. Bmal1l’in ilgili vektorlerin i¢cine klonlanmasi haricinde bir lentiviriisiin
uretilebilmesi ig¢in paketleme ve zarf plazmitleri de gereklidir. psPAX (12260,
Addgene) paketleme plazmiti ve pMD2.G (12259, Addgene) ise zarf plazmiti olarak

viriis partikiillerinin iiretiminde kullanilmastir.
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Bmall protein seviyesi azaltabilmek icin ise Dharmacon firmasindan
Smartvector Lentiviral Mouse Arntl mCMV-TurboRFP (sh-Bmall) ve SMARTvector
non-targeting mMCMV-TurboRFP (scrRNA) plazmiti satin alinmistir. Smartvector
Lentiviral Mouse Arntl mCMV-TurboRFP (sh-Bmall) i¢gin belirlenen ti¢ hedef dizi
Tablo 5.2.1.1° de gosterilmistir.

Tablo 5.2.1.1. Dharmacon Firmasi Smartvector Lentiviral Mouse Arntl mCMV-
TurboRFP hedef dizileri

1. Hedef Dizi 5'-AGCCATTGCTGCCTCATCG-3'
2. Hedef Dizi 5'-GACATGAAGTCGCTGATGG-3'
3. Hedef Dizi 5'-CAAATTTCCCATCTATTGC-3'
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5.2.2. Lentiviral vektorlerin iiretimi

Hiicre hattindan toplam RNA izolasyonu, Neuro2A (N2A) fare néroblastoma
hiicre hattindan RNA izolasyon kiti (11828665001; High pure RNA isolation kit,
Roche) kullanilarak yapilmustir. Yaklasik 10° hiicre izolasyon igin kullanilmistir.
Hiicre besi yerinden uzaklagtirilan hiicreler 200 pl PBS igerinde ¢oziildiikten sonra
kitin igerisinde mevcut olan lizis soliisyonu kullanilarak hiicreler vortex (Resim
5.2.2.1) yardimiyla parcalanmistir. Sonrasinda kitte mevcut olan filtreli deney tiipleri
sayesinde kitin protokoliinde yer alana yikama, santrifiij (Resim 5.2.2.2) gibi
basamaklar sirasiyla takip edilerek en son ‘‘Elution’’ soliisyonu igerisinde toplam

RNA elde edilmistir. Izole edilen toplam RNA konsantrasyonu nanofotometre (P300,

Implen, Almanya) ile 6l¢tilmiistiir.

Resim 5.2.2.2. Santrifiij cihaz1 (MicroCL 21, Thermo Scientific)
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cDNA, komplementer DNA’dir. izole edilen toplam RNA’ dan cDNA sentezi
icin Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (04896866001, Roche) ve termal
dongii cihazi (T100TM; Bio-Rad) (Resim 5.2.2.3) kullanilmistir. Kitin protokolii takip
edilerek reaksiyonlar RNA konsantrasyonu 1 pg/ pl ve toplam hacim 20 ul olacak
sekilde hazirlanmigtir.  Primerlerin  denatiirasyonu 10  dakika 65°C’de
gerceklestirilmistir. Ters transkriptaz enzimi 5 dakika 85 °C’de inaktive edilmistir.
Tablo 5.2.2.1 ve Tablo 5.2.2.2° de reaksiyonda kullanilan reaktifler, hacimleri ve

termal dongii cihaz1 basamaklar1 gosterilmistir.

Resim 5.2.2.3 Termal dongii cihaz1 (T100 Thermal Cycler, Bio Rad)

Tablo 5.2.2.1. cDNA reaktifleri ve hacimleri

Reaktifler Hacim (ul)
Toplam RNA (1pg/ul) degisken
dNTP Karigimi 2 ul
RNase Inhibitorii 0,5 pul
5X Ters Transkriptaz Soliisyonu 4 ul
Ters Transkriptaz Enzimi 0,5 ul
Anchored Oligo dT Primerleri 1 ul
Random Primerleri 2 ul
ddH.0 degisken
Toplam 20 ul
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Tablo 5.2.2.2. cDNA termal dongii cihazi basamaklari

Sicaklik (°C) Zaman (dakika)
65 10 dk
50 60 dk
85 5 dk
4 0

ileri ve geri primer dizisi Fare Bmal1 geninin kodlama bdlgesi (NCBI referans
dizisi: NM_007489.4) olan Mus musculus aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator-like (Amntl), transcript variant 1, mRNA dizisi kullanilarak dizayn edilmigtir.
Restriksiyon enzimleri kullanilan pLenti-EF1-GFP-2A-Puro vektdrin ¢oklu klonlama
bdlgesinden secilmigtir. Kesim igin uygun olan Sall (GTCGAC) ve BamHI (GGATCC)
restriksiyon enzim dizileri ileri ve geri primer dizilerinin basina eklenmistir. Kullanilan
ileri primer ve geri primer icerikleri Tablo 5.2.2.3 ve Tablo 5.2.2.4’ te verilmistir.
Primerler igin uygun olan Tm (Erime Sicakhdi) degeri NEB Biolabs Tm Calculator
programi kullanilarak hesap edilmistir. 200 nm primer konsantrasyonu icin 64 °C

uygun Tm degerleri olarak belirlenmigtir.

Tablo 5.2.2.3 Molekiiler klonma isleminde kullanilan ileri primer

fleri Primer
5
Dizi AGTCAGTCGACAATGGCGG
ACCAGAGAATGG-3
Restriksiyon Enzimi Sall (GTCGAC)
Toplam Uzunlugu 31 niikleotid
% GC Icerigi %55
Tm Degeri (°C) 64 °C

Tablo 5.2.2.4 Molekiiler klonma igleminde kullanilan geri primer

Geri Primer
Digi 5'AGTCAGGATCCAACAGC
GGCCATGGCAAGT-3’
Restriksiyon Enzimi BamHI (GGATCC)
Toplam Uzunlugu 30 niikleotid
% GC lgerigi %58
Tm Degeri (°C) 64 °C
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Fare Bmall geninin kodlama bdlgesi (NCBI referans dizisi: NM_007489.4)
N2A c¢cDNA’s1 sablon olarak kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi
ile cogaltilmistir. PZR reaksiyonu iProof High-Fidelity PCR Kit (172-5330, Bio-Rad
Life Sciences Research) kullanilarak hazirlanmigtir. 0,2 mM primer konsantrasyonu
PZR reaksiyonu i¢in kullanmilmistir. Tablo 5.2.2.5°de PZR reaksiyon bilesenleri
verilmistir. PZR reaksiyonlart Thermal cycler (T100TM; Bio-Rad Life Sciences
Research) cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir. PZR reaksiyon basamaklari Tablo
5.2.2.6’da gosterilmistir. PZR sonrast PZR iriinleri 6X yiikleme boyasi (R0631;
Thermo Fisher Scientific) kullanilarak %0,8 Agaroz jelde 120 V’ta 20 dakika
yirtltilmistir. DNA belirleyicisi olarak 1 kb (O’GeneRuller-ready to use, Thermo
Scientific) kullanilmistir. Agaroz jel Biorad Chemidoc goriintiileme sistemi (1708280;
Biorad Life Sciences Research) kullanilarak goriintiilenmis ve 1881 baz ¢iftine denk
gelen Bmall DNA bant1 belirlenmistir. Sekil 5.2.2.1.” de Bmall DNA bantinin agaroz

jel goriintiisii verilmistir.

Tablo 5.2.2.5. PZR reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Hacim (ul)
cDNA 1,0
[leri Primer (0,2 mM) 0,4
Geri Primer (0,2 mM) 0,4
iProof Polimeraz Enzimi 0,2

5X High Fidelity

Sol?isyonu +0
dNTP karisimi 0,4
dH20 13,6
Toplam 20,0
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Tablo 5.2.2.6. PZR reaksiyon basamaklar1 (Toplam 35 dongii)

Basamak Zaman Sicaklik
Baslangic 98°C
60 s

Denatiirasyonu
Denatiirasyon 10s 98°C
Baglanma 30s 64 °C
Uzama 90s 72°C
Son Uzama 5 dk 72°C
Bitis 00 4°C

O’GeneRuler

DNA Markiri (10000bp)

2000 bp
1500 bp
1000 bp

700 bp

1881 bp Bmal1

Sekil 5.2.2.1. Bmall agaroz jel goriintiisii

Agaroz jelde tespit edilen Bmall PZR {irtinleri Pure Link Quick Gel Extraction
Kit (K2100-12, Invitrogen) yardimiyla agaroz jelden izole edilmistir. Agaroz jelden
Bmall DNA bantlar1 kesilip ¢ikartilarak bantin kiitlesine uygun olarak kitin iginde
bulanan L3 jel ¢oziicii soliisyonu eklenmistir. 50 °C’de 10 dk inkiibe edilen karisim
her 3 dakikada bir ters-diiz yapilarak karistirilmistir. Inkiibasyonun ardindan iizerine
izopronal eklendikten sonra kitin igerisinde mevcut olan kolonlu tiipler iizerine karisim
eklenerek oda sicakliginda 14.000 g’de 1 dk santrifiij edilmistir. Sonrasinda kitte

bulanan W1 yikama soliisyonu ve protokole uygun santrifiij islemleri
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gerceklestirilmistir. Son olarak E5 eliisyon soliisyonu kullanilarak kolonda mevcut

olan DNA 14.000 g’de 2 dk santrifiij sonrasinda izole edilmistir.

Elde edilen Bmall DNA {irinii ve bisistronik vektor Sall (FD0644 Thermo
Fisher) ve BamHI (FD0054 Thermo Fisher) kesim enzimleri kullanilarak kesilmistir.
10X Fast Digestion Soliisyonu (B64, Thermo Scientific) kesim reaksiyonlari i¢in
kullanilmistir. Reaksiyon bilesenleri Tablo 5.2.2.7°de gosterilmistir. Hazirlanan
reaksiyon karisimlart 37°C’de 45 dk inkiibe edilmistir. Sall restriksiyon enziminin
aktivitesinin bloke edilmesi 65°C’de 10 dakikada gergeklesirken BamHI restriksiyon
enziminin aktivitesinin bloke edilmesi 80°C” de 5 dk’ da gerceklestirmektedir. Iki
restriksiyon enziminin birlikte kullanilmasiyla enzimlerin aktivasyonun bloke
edilmesi 80°C’de 10 dk inkiibasyon sonucunda gergeklestirilmis, reaksiyon

durdurulmustur.

Tablo 5.2.2.7. Restriksiyon enzimleri ile yapilan kesim reaksiyonu bilesenleri

Lentiviral Bmall DNA

Vektor (ul) (1)

Uriin 5,0 (1 pg/ul) 13,0
10X Fast

Digestion 2,0 2,0
Soliisyonu

Sall 0,5 0,4

BamHI 0,5 0,4

dH.0 12,0 4,2

Toplam 20,0 20,0

Zymo DNA Clean and Concantrate-5 Kiti (D4013, Zymo Research)
kullanilarak kesilen DNA {iriiniiniin ve vektoriin restriksiyon enzimlerinden
temizlenmis ve kesilen lriinler geri kazanilmistir. Kesim reaksiyonu sonrasi elde
edilen Bmall DNA kesim ve p-lentiviral kesim {iriinii iizerine 5:1 orani olacak sekilde
kitin igerisinde bulunan DNA Binding Soliisyonu eklenmistir. Ardindan Kkitin

protokoliine uygun olarak kitin igerisinde mevcut bulunan kolonlu deney tiiplerine
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aktarilmistir. Oda sicakliginda 12.000 g’de 30 s santrifiij edilmistir. Sonrasinda 200 pl
DNA Wash Soliisyonu eklenip 12.000 g’de 30 s santrifiij edilerek yikama islemi
gerceklestirilmistir. Santrifiij sonrasinda yeni 1,5 ml eppendorff deney tiiplere
aktarilan kolonlar tizerine 6nceden 50°C’de 1sitilmis eliisyon soliisyonu eklenerek oda
sicakliginda 1 dk boyunca bu soliisyonla inkiibe edilmistir. Ardindan 12.000 g’de 30
s sanrtifiij islemi yapilarak kesilen Bmall DNA iiriiniiniin ve lentiviral vektoriin geri
kazanimi gergeklestirilmistir. Uriinlerin konsantrasyonlar: NanoPhotometer cihazi

(P300, Implen) kullanilarak o6l¢iilmiistiir.

Sall ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesilen Bmall DNA iriinii ve p-lenti
vektorii T4 DNA ligaz enzimi iceren Rapid DNA Ligation kit (K1422, NEB Biolab)
kullanilarak birlestirilmistir. Birlesme reaksiyonunda 12 ng vektor kiitlesi i¢in gerekli
olan vektor i¢ine klonlanacak Bmall DNA parcasinin miktar1 ve birlesme oranlar
NEBio Calculator Ligation Calculator (Version 1.9.0, NEB Biolabs programi
kullanilarak Sekil 3.2.2.2.” te gosterilen formiil ile hesaplanmuistir. 1:1, 3:1, 5:1, 7:1
(Bmall / pLenti vektor birlesme oranlari icerisinden klonlama islemlerinde en ¢ok
tercih edilen 3:1 ve 5:1 (Bmall/ pLenti vektor) birlesme oran miktarlarina gore
birlesme reaksiyonu hazirlanmistir. Hazirlanan reaksiyon karisimi 22 °C’de 5 dk
inkiibe edilmistir. Tablo 5.2.2.8’da birlesme reaksiyonu bilesenleri ve hacimleri

gosterilmistir.

Tablo 5.2.2.8. Birlesme reaksiyonu bilesenleri ve miktarlari

3:1 Birlesme Orani 5:1 Birlesme Orani
((11)) (ub)
Lentiviral Vektor 0,5 0,5
Bmall DNA pargasi 1,37 2.29
T4 Ligaz Enzimi 0,5 0,5

5X Birlesme

Reaksiyonu Soliisyonu 2,0 2,0
ddH20 5,63 4,71
Toplam 10,0 10,0
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Gerekliolan o Bmall uzunlugu
Bmall = 3 X Vektor kiitlest (g) X

Kiitles1 (g)

pLenti vektor uzunlugu

Sekil 5.2.2.2. Hesaplanan konsantrasyonlara gore gerekli hacimleri belirleyen formiil

Kompetent bakteri hazirlamak igin Escherichia coli bakterileri stbl3 susu,
herhangi bir antibiyotik icermeyen kat1 LB agar (A8523, Biomatik) besiyeri plakasina
yayilmistir. Inkiibasyon igin 37 °C inkiibatér igerisine yerlestirilmistir. Ertesi giin, agar
ylizeyinden bir koloni alinmis ve 5 ml LB sivi besiyerine (A8523, Biomatik)
konulmustur. Hiicreler bir gece boyunca 37 °© C'de 150 rpm'de ¢alkalayicida inkiibe
edilmistir. Bu hiicre slispansiyonundan, 100 ml LB s1v1 besiyerine 1 ml alinarak ilave
edilmistir. 37 °C'de yaklasik 3 saat 150 rpm c¢alkalayict inkiibatorde inkiibasyona
birakilmis sonra 600 nm'de optik yogunluk 6l¢iilmiis ve uygun bir deger olan 0,3
olarak bulunmustur. Bakteri slispansiyonu, buz iizerinde sogutulmus 50 ml deney
tiiplerine boliinmiistiir. Hiicreler 5 dakika buz iizerinde bekletilmistir. Daha sonra
deney tiipleri 5.000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilmistir. LB siv1 besiyeri atildiktan
sonra bakteri peleti buzla sogutulmus CaCl, (100 mM) igerisinde ¢oziindiiriilerek yeni
deney tilipline aktarilmistir. Bakteri siispansiyon, 20 ml' ye kadar CaCl, (100 mM) ile
doldurulmustur ve gece boyunca 4 °C' de inkiibe edilmistir. Ertesi giin, 3000 g'de 5
dakika boyunca santrifiij edilmistir. Deney tiipiliniin dibine ¢oken bakteriler 2 ml taze

hazirlanmis buzla sogutulmus CaClz (100 mM) igerisinde ¢oziindiirtilmiistiir.

Hazirlanan kompetent bakteri ¢ozeltisinden 50 ul yeni eppendorf tiip igerisine
alarak tizerine 1 pl vektor ile birlesmis Bmall karisimi eklenmistir. Buz tizerinde 30
dk inkiibe edildikten sonra 42°C su banyosunda 60 saniye 1s1 soku uygulanarak
transformasyon iglemi gerceklestirilmistir. Sonrasinda tiip tizerine 200 pul LB s1v1 besi
yeri ilave edilerek ¢alkalayici inkiibatorde 37°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Daha
sonra kanamisin antibiyotigi (14100; Pan Biotech) iceren LB agar plakalarina
bakteriyel siispansiyonlar eklenmis ve gece boyunca 37 °C'de inkiibe edilmistir. Ertesi
giin pozitif olan kolonlerden 2 tanesi segilerek kanamisin antibiyotigi iceren 5 ml LB
sivi  besiyeri igerisine eklenmis ve plazmitlerin konfirme edilebilmesi igin

cogaltilmistir. Bakteri siispansiyonun kopya sayisinin arttirilmasi i¢in gece boyu 37
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°C'de inkiibe edilmistir. Kopya sayisi1 artan bakterilerden ertesi giin plazmit izolasyonu

yapilmuigtir.

Plazmit izolasyonu i¢in Zymo Plasmid Mini Prep kiti (D4015, Zymo Research)
kullanilmistir. Plazmit izolasyonu i¢in kopya sayist artmis bakteri siispansiyonu
izolasyondan once 4.000 g 5 dk 4 °C’de santrifiij edilmistir. Deney tiipilinlin iist
kisminda bulunan LB sivi besi yeri atilarak dibe ¢oken bakteriler kitin igerisinde
buluna 200 pul P1 soliisyonu ile ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan 200 pl P2 soliisyonu
eklenerek oda sicakliginda 1-2 dk inkiibe edilmistir. Sonrasinda 400 pl P3 soliisyonu
eklenerek 1-2 dk inkiibe edilmis ve notralizasyon islemi tamamlanmistir. 11.000 g’de
2 dk santrifiij edildikten sonra Zymo- SpinTM II-N kolonlar1 bulunan deney tiiplerine
stipernatantlar transfer edilmistir. 13.000 g’de 30 s santrifiij edildikten sonra kolonlar
iizerine 200 pul Endo- Yikama soliisyonu eklenerek tekrar 11.000 g’de 30 s santrifiij
islemine tabi tutulmustur. Ardindan 400 pl Plazmit Yikama soliisyonu eklenmistir ve
11.000 g’de 60 s santrifiij edilmistir. Kolonlar yeni 1,5 mL mikrosantrifiij tiiplerine
transfer edildikten sonra kolonlar iizerine 30 ul DNA Eliisyon soliisyonu eklenmistir.
1 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra son olarak 13.000 g’de 30 s santrifiij

islemi gergeklestirilerek plazmit izolasyonu yapilmistir.

p-Lenti vektorii igerisine Mus musculus Bmall trankriptinin klonlamasinin
kontrolii igin Zymo Plasmid Mini Prep plazmit izolasyon kiti ile izole edilen
plazmitler Sall ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. 10X Fast Digestion
Soliisyonu (B64, Thermo Scientific) kesim reaksiyonlar1 i¢in kullanilmistir.
Reaksiyon bilesenleri Tablo 5.2.2.9’da gosterilmistir. Hazirlanan reaksiyon karisimlari
37°C’de 45 dk inkiibe edildikten sonra enzimlerin aktivasyonun bloke edilmesi
80°C’de 10 dk inkiibasyon sonucunda reaksiyonun durdurulmustur. Agoroz jele
yiikleme yapilmadan 6nce kesim yapilan plazmitler buz iistiinde bekletilmistir. Kesimi
yapilan plazmitler 6X yiikleme boyas1 kullanilarak %0,8 Agaroz jelde 120 V’ta 20 dk
yuriltiilmiistiir. Agaroz jel Biorad Chemidoc goriintiileme sistemi ile
goriintiilenmistir. 1881 baz ¢iftine denk gelen Bmall DNA banti ve 9078 baz ¢iftine
denk gelen pLenti-EF-1a-GFP-2A-Puro vektor bandi tespit edilerek plazmit igerisine
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yapilan klonlamanin dogrulugu konfirme edilmistir. Sekil 5.2.2.3’te restriksiyon

enzimleri ile kesilen plazmitlerin konfirmasyonu gosterilmistir.

Tablo 5.2.2.9. Restriksiyon reaksiyonu bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri Hacim (ul)
Plazmit 5,0
Sall 0,5
BamHI 0,5
10X Fast Digestion
. 2,0
Soliisyonu
ddH:0 12,0
Toplam 20,0
O’GeneRuler
DNA Markir: (10000 bp)

l

10000 b - i o
3000 bll)) 9078 bp p-Lenti vektor
6000 bp

2000 bp 1881 bp Bmall

1500 bp

1000 bp
700 bp

3:1 Oranu ile Ya;
Sonucu Transfor
Elde Edile
5:1 Oram ile Ya
Sonucu Transfor
Elde Edile

Sekil 5.2.2.3. Transforme bakteri kolonilerden elde edilen plazmitlerin konfirmasyonu
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5.2.3. Lentiviral vektorlerin yiiksek miktarda iiretilmesi, paketlenmesi ve

titrasyonun belirlenmesi

Lentiviriis paketleme isleminden 6nce konfirme edilmis plazmitin yiiksek
miktarda ¢ogaltilmasi gerekmektedir. Konfirme edilmis plazmitler ve Bmall protein
seviyesini azaltan Dharmacon firmasindan satin alinan plazmitler transformasyonla
tekrar kompetant bakteri igerisine verilerek bakteri kopya sayist yliksek miktarda
arttiritlmistir.  ZymoPURE  Plasmid Midiprep kiti (D4200, Zymo Research)
kullanilarak kitin protokol basamaklar: takip edilerek gibi yiiksek miktarda plazmit
izolasyonu yapilmistir. Plazmit konsantrasyonu NanoPhotometer cihazi (P300,

Implen) kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Lentiviriislerin paketlenmesi i¢in Lipofectamine 3000 (L3000001, invitrogen)
kullanilmstir. Besiyerinde %90-95 doygunluga ulasan 293T hiicreleri 1,5 ml Tripsin
(25200-056, Gibco Thermo Fisher Scientific) kullanilarak besiyerinden kaldirilmustir.
10 santimetrelik hiicre plakalarina her plakada 4 x 108 293T hiicre olacak sekilde 12
ml Dulbecco’s modified medium (Dulbecco's modifiye besiyeri) (DMEM; P04-01158,
Pan Biotech) igerisinde ekilmistir. Ekimi yapilan 293T hiicreleri bir gece boyunca 37
°C’de %5 CO2 igeren Heracell™ 1501 hiicre inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Ertesi
giin Lipofectamine 3000 ve Opti-MEM hiicre kiiltiirii besiyeri (31985062, Thermo
Fisher Scientific) kullanilarak reaksiyon karisimi hazirlanmistir. A tiipii reaksiyon
bilesenleri Tablo 5.2.3.1’de, B tiipli reaksiyon bilesenleri Tablo 5.2.3.2°de
gosterilmistir. A tilipii, B tilipii icerisine eklenerek karistirilmistir. Karisim 15 dk oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 10 cm’lik plakalara 12 ml
besiyeri icerinde ekimi yapilan HEK293T hiicreleri inkiibatorden ¢ikartilmistir. DNA-
lipid kompeksi eklenmeden 6nce plakadan 6 ml besiyeri g¢ekilmistir. DNA-lipid
kompleksi damla damla plakalara eklenmistir. Plakalar 6 saat boyunca 37 °C’de %5
CO: iceren Heracell™ 150i hiicre inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. 6 saatin sonunda
besiyerinin tamami plakalardan ¢ekilmis ve plakalara yeni 12 ml DMEM besiyeri
eklenmistir. Plakalar gece boyunca hiicre kiiltiirii inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. 24
saat sonra hiicre transfeksiyon besiyeri toplanarak 4 °C’de muhafaza edilmistir.
Plakalara yeni 12 ml DMEM besiyeri eklenmistir. Yaklagik 52 saat sonra tekrar hiicre

transfeksiyon besiyeri toplanmistir. Toplanan tiim hiicre transfeksiyon besiyerleri

30



2000 rpm’de 4 °C’de 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiijiin ardindan transfeksiyon
hiicre besiyerleri 0,45 pm low binding filtreden (SLHP033RS, Merck Millipore)
gecirilerek hiicre artiklarindan uzaklastirilmistir.  Filtreden gegirilen besiyeri
ultrasantrifiij tiipleri (344058, Beckman Coulter) igerisine aktarilmistir. 100.000 g’de
2 saat ultrasantrifiijiin sonunda ultrasantrifiij tiipleri dibinde pellet halinde bulunan

viriis partikiilleri kalsiyum ve magnezyum i¢ermeyen DPBS (P04-3650, Pan Biotech)

icerisinde ¢ozdiirilmiistiir.

Tablo 5.2.3.1. A tiipii reaksiyon bilesenleri

A Tiipii Reaksiyon Bilesenleri

Hacim (ul)

Lipofectamin 3000 (L3000) 41,0 ul
Opti- MEM Besiyeri 1.459,0 ul
Toplam 1,5l
Tablo 5.2.3.2. B tiipii reaksiyon bilesenleri
B Tiipii Reaksiyon Bilesenleri Hacim (ul)

pMD2.G plazmit

7,0 ul (0.5 pg/ ul)

psPAX plazmit

7,0 ul (1.0 pg/ ul)

Lv-GFP veya Lv-Bmall veya scRNA

veya sh-Bmall plazmitleri

7,0 ul (1.0 pg/ ul)

P3000 bileseni 35,0 ul
Opti-MEM Besiyeri 1,444,0 ul
Toplam 1,5ul

Akis Sitometrisi yontemi ile yiiksek miktarda iiretilen viriislerin titrasyonu

belirlenmistir. HCT116 hiicrelerinin iizerine DPBS kullanilarak seri diliisyonla

hazirlanan virlis ¢ozeltileri (1:10, 1:100, 1:1000 diliisyon) eklenmistir. Viriis

eklendikten 24 saat sonra hiicre kiiltiirii ortami taze ortamla degistirilmistir, 72 saat
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sonra ise hiicrelerde titrasyon ¢aligsmast yapilmistir. Akis sitometrisi cihazi (BD Influx
Cell sorter Bioprotect IV giivenli kabin, BD Bioscience) kullanilarak GFP ve RFP
pozitif hiicreler analiz edilmistir ve viriis titrasyonu hesaplanmistir. Sekil 5.2.3.1° de
lentivirus tiretimi sonrast HEK293T hiicre petrilerinin konfokal mikroskop goriintiisii

verilmigtir.

4)

&)

Sekil 5.2.3.1. Lentiviriis iiretimi yapilirken HEK293T hiicre mediumlar1 toplandiktan
sonra hiicre petrilerin goriintiisii. A) HEK293T hiicrelerinde Lv-GFP konfokal
mikroskop goriintiisi. B) HEK293T hiicrelerinde Lv-Bmall konfokal mikroskop
goriintiisii. C) HEK293T hiicrelerinde ScrRNA konfokal mikroskop goriintiisii. D)
HEK?293T hiicrelerinde sh-Bmall konfokal mikroskop goriintiisii.

5.3. Beyin I¢i Enjeksiyon Yontemiyle Viriislerin Verilmesi

Uygulanan viral transfeksiyonlarin hedef dokuyu enfekte etmesi yaklasik olarak 7-10
giin siirmektedir. Bu nedenle akut donem ve subakut donem deney seti fareleri,
travmatik beyin hasarindan 7 giin 6nce virlis enjeksiyonuna tabi tutulmustur. Biitiin
gruplara 1.6 x 10 viriis partikiilii 2 p1 0.1 M PBS icinde beyin igi enjeksiyon ile korteks
seviyesine verilmigtir (121). 8-12 haftalik ve 25-30 gram agirhigindaki erkek Balb/c
fareleri gaz anestezi sistemi ile (%1 Izofluran (NO015A09, Adeka) (%30 O, kalam
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N20) anesteziye alinmstir. Fareler stereotaktik cergeveye (50260, World Precision
Instruments) yerlestirildikten sonra bregmanin 2,5 mm lateraline ve 2,5 mm arkasina
denk gelen nokta tur aleti (H37L1, Marathon vasitasiyla delinmistir ve dura yiizeyinin
0,5 mm altindaki korteks bolgesine Lv-GFP, Lv-Bmall, scrRNA, sh-Bmall virisleri
olusturulan fare gruplarina uygun olacak sekilde Hamilton enjektorii (Hamilton
Mikrolitre Siringa Serisi, Hamilton) ile mikrosiringa pompasi kontrol cihazi
vasitastyla (Microsyring Pump Controller, World Precision Instruments) beyin igi
enjeksiyon yontemi ile verilmistir (122-124). Kontrol gruplarina ise sadece viriis
partikiillerinin ¢oziiclisii olan DPBS verilmistir. Enjeksiyon hizi1 dakikada 0,5 pl
olacak sekilde uygulanmistir. Enjeksiyon sonra enjektor 3 dk igerisinde yavasga
cikartilmigtir (Sekil 5.3.1). Viriis enjeksiyonlari sonrasinda agilan yara 5,0 ipek dikis
ipligi (S1165, Dogsan) kullanilarak kapatilmistir. Enjeksiyondan 7 giin sonra

hayvanlar travmatik beyin hasarina tabi tutulmustur.

Sekil 5.3.1. Beyin i¢i enjeksiyon yontemiyle viriislerin verilmesi A) Farelerin
stereotaktik cerceveye yerlestirilmesi. B) Mikrosiringa pompasi kontrol cihazi ve

Hamilton enjektorii kullanirak beyin ici viriis enjeksiyonlarinin yapilmasi.
5.4. Travmatik Beyin Hasarimn Indiiklenmesi

Beyin hasar1 i¢in hayvanlar, sogukla indiiklenen travmatik beyin hasari
modeline maruz birakilmistir. Bu modelde, klinikte goriilen travmatik beyin hasari

deney hayvaninda sogukla indiiklenerek olusturulmaktadir. Sivi perkiisyon (fluid
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percussion) ve kontrollii kortikal etki deneysel travmatik beyin hasar1 modellerine gore
bu model hasarin boyutunu ve konumunu iyi bir sekilde sinirlandirabilmekte, kortikal
hasar1 yiiksek oranda yeniden indiikleyebilmektedir (125, 126). Hayvanlara %1,5
izofluran (%30 O, kalan N-O) ile anestezi uygulanmistir. Deney boyunca rektal
sicaklik homeotermik ortii ile 36.5-37°C arasinda tutulurken, fareler stereotaktik
cerceveye sabitlenmistir. Nokta tur aleti kullanilarak pariyetal kraniotomi yapilmistir
(2,5 mm bregmanin lateralinde ve bregmanin 2,5 mm arkasinda). Travmatik hasar, 60
saniye siireyle dogrudan dura iizerine yerlestirilen ve ¢ikartilan siv1 nitrojen sogutmali
bakir prob kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 5.4.1). Daha sonra kafa derisi ipek
dikis ipligi kullanilarak kapatilmistir (127). Daha sonra hayvanlar, sirasiyla birinci
deney seti 24 saat veya ikinci deney seti 35 giin boyunca travma sonrasi iyilesme igin

dinlenme odasinda tutulmustur.

Hasar Alani

Enjeksiyon
Boélgesi

Sekil 5.4.1. Travmatik beyin hasarimin indiiklenmesi A) Farelerin sogukla indiiklenen
travmatik beyin hasar1 modeline maruz birakilmasi. B) Travmatik beyin hasar1 sonra

olusan akut donem hasar alanin gosterilmesi.
5.5. Davramis Deneyleri

Davranis deneyleri uygun sicaklik, 15tk ve ses yalittmi yapilnug Istanbul
Medipol Universitesi Tibbi Arastirmalar Merkezi’nde (MEDITAM bulunan 6zel
davranis odalarinda gerceklestirilmistir. Fareler davranis testlerine alinmadan 6nce
yaklasik 30 dk oncesinde davranis testlerinin yapildig1 odaya aligtirilmistir. Davranis
testleri travmatik beyin hasarindan 3 giin 6nce, hasardan sonra da 3., 14., 28., 35.

giinlerde yapilmustir.
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5.5.1. Rotarod motor koordinasyon davranis testi

Motor koordinasyonun belirlenmesinde rotarod test kullanilmistir. Rotarod
cihazinda (Ugo Basile) ortada giderek hizlanan (4’den 40 rpm’e 245 saniyede) bir mil
bulunmaktadir. Hizlanan mil {izerine birakilan farelerin bu mil iizerindeki durma
stireleri hesaplanmustir. Bir fare en fazla bes dakika siiresince bu cihaz iizerinde
durmustur. Test bes kez tekrarlanmistir. Bes tekrar sonunda ortalama bir deger elde
edilmistir (129). Elde edilen bu ortalama degerler travmatik beyin hasar1 dncesinde

elde edilen ortalama degerler ile kiyaslanmistir.
5.5.2. Kuyruktan asma davranis testi

Depresyon davraniglarinin  degerlendirilmesinde kuyruktan asma testi
kullanilmigtir. Test siiresi toplam 5 dakikadir. Test i¢in yerden 50 cm yiikseklikte
bulunan bir demir aparat kullanilmistir. Fareler kuyruklarinin ticte birlik boliimiinden
bu aparata asilmistir. Bu aparatta hareketli kaldiklar1 zaman ve hareketsiz kaldiklar
zaman belirlenmistir. Elde edilen degerler travmatik beyin hasar1 6ncesinde elde edilen

degerlere gore degerlendirilmistir (123).
5.5.3. Acik alan testi

Lokomotor aktivite ve anksiyete ile ilgili bir¢ok verinin elde edilebilecegi
onemli bir testtir. 150 cm ¢apinda ve 35 cm yiiksekliginde olan bir ucu kapatilmis
silindir seklinde olan davranis linitesi agik alan testi i¢in kullanilmustir. Silindir tepeden
bir kamera yardimiyla izlenmistir. Her bir fare agik alan testinde 10 dakika siiresince
kalmis ve operasyon oOncesinde ve sonrasinda alinan degerler kiyaslanarak

degerlendirilmistir.
5.6. Kroyostat Cihaz ile Beyin Kesimi

Beyin i¢i enjeksiyonla viriis verilip travmatik beyin hasarina maruz birakilan
farelerin beyinlerinden kryostat cihazi (CM1950, Leica) kullanilarak 18 pm
kalinliginda koronal kesitler pozitif yiiklii camlar (Objekttrager; Isotherm) iizerine
alinmistir. Alinan doku kesitleri 30 dakika siiresince 40 °C’ye ayarlanmig olan 1sitici

tabla Wise Term, Wisd Laboratory Instruments) iizerinde fikse edilmistir. Fiksasyon
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sonunda pozitif yliklii camlar immiin boyamalar yapilincaya kadar -80°C dolaplarda

saklanmustir.
5.7. Immiin Boyamalar
5.7.1. Beyin 6demi ve hasar hacminin analizi

Beyin hasar hacmi ve 6dem analizi i¢in akut donem koronal kesitlere cresyl
violet (C5042, Sigma Aldrich) boyamasi yapilmistir. Cresyl violet boyamasi sayesinde
noronlarin nissyl cisimcikleri boyanarak hasarin indiiklenmesinden sonra hayatta
kalan hiicreler boyanmis ve hasar alani tespit edilmistir. Boyama islemi i¢in ilk olarak
37°C’de 30 dk kesitler kurutulmustur. Ornek kesitleri %4 PFA ile 7 dk oda
sicakliginda fikse edilmistir. Kesitler fiksasyondan sonra PBS ile 5 dakika yikanmustir.
Yikama isleminin ardindan kesitler ¢alkalayici iizerinde 15 dakika hazirlanan cresyl
violet soliisyonu igerisinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun hemen ardindan kesitler
dH0 ile yikandiktan sonra %70, %90, %95 ve %100 etanol (24102, Sigma Aldrich)
icerisinde 10 saniye bekletilmistir. Etanol serilerinin ardindan kesitler 3 dakika
boyunca ksilen (108684, Merck) soliisyonuna alinmistir. Son olarak kesitler entellan
(M1289, Sigma-Aldrich) kullanilarak lamel ile kapatilmistir. Boyama sonrasinda
beyin 6rnekleri Image J programi (National Institute of Health) kullanilarak ipsilateral
ve kontralateral hemisferlerin alanlari, hasarm hacmi (mm?®) ve beyin 6demi (mm?®)

hesaplanmustir (4).
5.7.2. Noronal sagkalim analizi

Noronal sagkalimin belirlenebilmesi i¢in kroyostat cihazi ile alinan 18 pm
kalinligindaki koronal kesitlere NeuN immiinofloresan boyamasi yapilmistir. Her
gruptaki hayvanlardan alinan ve -80°C’de muhafaza edilen kesitler -80°C’den
cikartilip 30 dakika boyunca oda sicakliginda kurutulmustur. ilk asamada &rnek
kesitleri %4 PFA ile 15 dk oda sicakliginda fikse edilmistir. Fiksasyondan sonra PFA
artiklarindan uzaklagmak i¢in 0,1M PBS ile ii¢ kez 5’er dakika yikanmistir. 0,1M PBS
igerisine, %0,3 Triton-X100 ve %10 normal ke¢i serumu eklenerek bloklama
solisyonu hazirlanmistir. Beyinler 1 saat siiresince oda sicakliginda bloklama
soliisyonu ile inkiibe edildikten sonra tekrar 0,1M PBS ile yikama islemi yapilmigtir.

Sonra bir gece siiresince konjuge NeuN antikoru (1:200 diliisyon) ile inkiibe edilmistir.
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DAPI (D9542, Sigma Aldrich,) ile ¢ekirdek boyamasi yapilarak floresan i1simanin
solmasini engelleyici kapatma sivist (F4680, Sigma Aldrich,) kullanilarak lamel ile
kesitler kapatilmistir. Korteksten bolgesinden rastgele secilen 62.500 um?’ lik dokuz
farkl1 bolgelerden ¢ekirdek boyamasi ile iist iiste denk gelen NeuN pozitif hiicre sayimi
yapilmistir (128) (Sekil 5.7.2.1).

Kontralateral - ipsilateral

Sekil 5.7.2.1. Noronalsagkalim sayim semasi
5.7.3. Apoptotik hiicre tayini

Apoptozun gosterilmesi i¢in 18 um kalinligindaki koronal kesitlere DNA
kiriklarinin in situ olarak tanimlayan TUNEL (terminal deoksiniikleotidil transferaz
aracili dUTP nick u¢ etiketlemesi) boyamasi yapilmistir. Her bir gruptaki
hayvanlardan alinan kesitler -80°C’den ¢ikartilip 30 dakika boyunca oda sicakliginda
kurutulmus ve PBS igerisinde hazirlanan % 4 PFA (158127, Sigma-Aldrich) ile 10 dk
boyunca kesitler fiksasyon islemine tabi tutulmustur. Fiksasyon isleminin ardindan
PFA artiklarinin uzaklagmasi i¢in PBS yikamasimin yapilmistir. Ardindan kesitler,
Triton-X-100 (X100, Sigma Aldrich) deterjam1 ve trisodyumsitratdihidrat
(1.064.481.000, Merck,) iceren soliisyona alinmis ve kaynatilarak membran por
gecirgenligi ve antijen geri kazanimi arttirilmistir. Sonrasinda 5 dk PBS yikamasi
yapilarak oda sicakliginda normal keci serumu (NGS, G9023, Sigma Aldrich,) iceren
PBS-Triton X soliisyonu ile ile 1 saat bloklama islemine tabi tutulmustur. TUNEL kiti
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icinde bulanan enzim ve substrat karistirilarak (1:11 oraninda) elde edilen karigim
ornekler Ttzerine eklenip 37°C’de 70 dk boyunca reaksiyonun gergeklesmesi
saglanmistir. Reaksiyon PBS ile sonlandirilmistir. Hiicrelerin c¢ekirdekleri 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) (D9542, Sigma Aldrich) ile isaretlendikten sonra
ornekler floresan 1simanin solmasii engelleyici kapatma sivist (F4680, Sigma
Aldrich) kullanilarak lamel ile kapatilmistir. Ornekler konfokal mikroskopu (LSM
780, Zeiss) kullamilarak goriintiilenmistir. Ipsilateral korteks seviyesinden belirlenen
62.500 pum?’lik rastgele yedi farkli alandan TUNEL ve DAPI pozitif hiicreler
sayllmistir. Korteks bolgesinden belirlenen alanlardaki hiicreler sayilarak gruplarin

ortalamasi alinarak analiz edilmistir (127) (Sekil 5.7.3.1).

Kontralateral ~ Ipsilateral

Sekil 5.7.3.1. Apoptotik hiicre sayim semasi
5.8. Protein Calismalari
5.8.1. Protein izolasyonu

Ipsilateral (hasarli) korteks bdlgesinden alinan doku 6rneklerinden protein
izolasyonu yapilmistir. Ayni gruba ait doku Ornekleri bir araya getirilip protein
izolasyonu yapilmistir. Dokular, proteaz ve fosfotaz inhibitor kokteyl karisimi (5782,
Cell Signaling) ilave edilmis lizis soliisyonu (1M Tris-HCI, 5M NaCl, Triton-X-100,
0,5M EDTA) igerisinde manyetik boncuklar yardimiyla homojenizatoér cihazinda
(BeadBug™ microtube homogenizer, Benchmark Scientific) (Resim 5.8.1.1)

homojenize edilmistir. Homojenizasyonun ardindan doku 6rnekleri 15 dk buz tistiinde
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bekletilmistir. Sonra 4°C’de 15 dakika 13.000 rpm’de santrifiij islemi yapilarak

proteinlerin doku artiklarindan ayrigmasi saglanmistir.

Resim 5.8.1.1. Protein homojenizator cihazi (BeadBugTM microtube homogenizer,

Benchmark Scientific)
5.8.2. Protein konsantrasyonun belirlenmesi

Dokular iyice homojenize edildikten sonra Qubit protein konsantrasyon analiz
kiti (Q33211, Invitrogen) kullanilarak Qubit 3.0 Fluorometer cihazi (Q33216,
Invitrogen) (Resim 5.8.2.1) ile protein karisimlarinin konsantrasyonlar1 6lgtiilmiistiir.
Analiz kiti i¢erisinde mevcut olan Qubit protein reaktifi (Komponent A) ve Qubit
soliisyonu (Komponent B) karistirilarak Qubit protein soliisyonu elde edilmistir. Qubit
3.0 Fluorometer cihazinin kalibrasyonu i¢in Qubit analiz kiti igcerisinde mevcut olan 3
farkli konsantrasyonu bilenen kalibrasyon standartlari kullanilmistir. Toplam protein

miktar1 pg/pl olarak hesaplanmaistir.
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Resim 5.8.2.1. Qubit 3.0 Fluorometer cihazi
5.8.3. Western blot

Konsantrasyon o0l¢iimii sonrasinda protein Ornekleri Western blot igin
hazirlanmigstir. Herbir Protein 6rnegi i¢in 20 pg konsantrasyonunda protein karigimi,
10 pl 2X Laemmli tampon soliisyonu (161-0747, Biorad) ve geri kalan1 ddH20 olacak
sekilde 10 pl hacimde hazirlanmistir. Proteinler birincil yapilarina doniistiiriillmek i¢in
5 dk 95 °C’de inkiibe edildikten sonra buz iizerine alinmistir. Esit miktar ve hacimde
hazirlanan protein karigimlart Mini-Protean TGX Precast protein jeli (4569033,
Biorad) igerisine yiliklenmistir. Dikey jel elekroforez sistemi (Mini-Protean® Tetra
Vertical Electrophoresis Cell, Bio-Rad) (Resim 5.8.3.1) kullanilarak 100 V’de
yaklagik 2 saat kadar yiiriitiilen proteinler elektroforezle molekiiler agirliklarina gore
ayrismistir. Elektroforez isleminin ardindan proteinlerin jelden membrana transfer
islemi gergeklestirilmistir. Bio-Rad Transblot Turbo sistemi (1704150 Trans-Blot®
Turbo™ Transfer System Bio-Rad) (Resim 5.8.3.2) ve RTA Mini PVDF Transfer Kiti
kullanilarak (170-4272; Bio-Rad) yar1 kuru blotlama yontemi ile jeller Polivinilidin
Floriir (PVDF) membranlara transfer edilmistir. Membranlar 50 mM TBS-T (%0,1
Tween-20 (P1379, Sigma Aldrich) i¢eren tamponlanmig Tris salin (T1503, Sigma
Aldrich) ile hazirlanan %5°1ik yagsiz siit tozunda (sc-2325, Blotto, Ultracruz) 1 saat
calkalayici tizerinde bloklanmistir. Bloklamadan sonra PDVF membranlar TBS-T ile
5 dk yikanmustir. Bloklama sonrast membranlar TBS-T igerisinde hazirlanan %5’lik
yagsiz siit tozu ¢ozeltisinde ¢ozeltisinde Bmall (14020, Cell Signalling, 1:1000
diliisyon), p-Akt (Thr 308) (9275, Cell Signalling, 1:1000 diliisyon), p-Erk (9101, Cell
Signalling, 1:1000 diliisyon), p-SAPK/JNK (9255, Cell Signaling,1:1000 diliisyon),
Bcl-XL (2764, Cell Signalling,1:1000 diliisyon), Bax (2772, Cell Signalling,1:1000
diliisyon), eNOS (sc-376751, Santa Cruz, 1:500 diliisyon), Gap43 (5303, Cell
Signalling, 1:1000 diliisyon), Brevican (610895, BD Bioscience, 1:500 diliisyon),
Versican (ab19345, Abcam, 1:500 diliisyon) birincil antikorlar1 ile bir gece boyunca
muamele edilmistir. Ertesi giin TBS-T yikamasi yapilarak membranlar primer antikor
kalintilarindan uzaklastirilmistir.  Yikama isleminin ardindan TBS-T igerisinde
hazirlanan %5°1ik yagsiz siit tozu ¢6zeltisinde yaban turbu peroksidaz (HRP) konjuge

tavsan antijenine karsi kegide iiretilmis sekonder antikor (31460, Thermo Scientific,
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1:5000 diliisyon) ve HRP konjuge fare antijenine karsi kecide iretilmis sekonder
antikor (R-05071-500, Advansta, 1:5000 diliisyon) membranlarin tizerine eklenmis ve
90 dakika oda sicakliginda karistirici iizerinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
membranlar tekrar 3 kez 5’er dakika TBS-T ile yikandiktan sonra 5 dakika ECL
Western Goriintiileme Soliisyonuna (1705060, Clarity Western ECL Substrate, Bio-
Rad) tabi tutularak kemiliiminesans olarak Chemidoc MP goériintiileme sisteminde
(1708280, Biorad) goriintiilenmistir. Goriintiileme islemi biten membranlara
Restore™ Western Blot Stripping Buffer (21059, Thermo Scientific) soliisyonu
yardimiyla stripleme yapilmistir. Stripleme sayesinde membranlara baglanan birincil
ve ikincil antikorlar sokiilmiistiir. Stripleme isleminin ardindan membranlar TBS-T ile
bes kez bes dakika boyunca yikanmis ardindan yeniden oda sicakliginda bir saat
stiresince %35 yagsiz siit tozu ile bloklama islemi uygulanmistir. Sonrasinda,
membranlar 2 saat siiresince oda sicakliginda monoklonal B-Aktin (4970, Cell
Signaling, 1:1000 diliisyon) antikoru ile inkiibe edilmistir. Western Blot sonunda elde
edilen membran goriintiileri bilgisayar programi (Image J; National Institute of Health)

yardimiyla yogunluk farkina gore ve B-Aktin protein seviyesine oranlanarak analiz

edilmistir. Her protein igin en az ii¢ tekrar olacak sekilde Western Blot yapilmistir

(18).

Resim 5.8.3.1. Dikey jel elekroforez sistemi (Mini-Protean® Tetra Vertical
Electrophoresis Cell, Bio-Rad)
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Resim 5.8.3.2. Yar1 kuru (Semi-dry) transfer sistemi. (Trans-Blot® Turbo™ Transfer
System Bio-Rad)

5.9. istatistiksel Analizler

Lv-GFP, Lv-Bmall, scrRNA, sh-Bmall, kontrol gruplar1 arasindaki
farkliliklarin istatistiksel analizler SPSS programi (IBM) kullanilarak belirlenmistir.
Gruplarin  kendi iclerindeki istatistiksel analizler bagimsiz Orneklem t testi
(independent samples t test) kullanilarak hesaplanmistir. Degerler ortalama + standart
sapma olarak verilmistir, *p<0,05 ve **p<0,01 istatistiksel anlamli olarak kabul

edilmistir. Davranis deneyleri degerleri ortalama + SEM olarak verilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Beyin i¢ci enjeksiyonla kortekse verilen Bmall lentiviriislerin Bmall ifadesini

arttirmasi ve azaltmasi

Beyin i¢i enjeksiyonla kortekse verilen Lv-GFP, Lv-Bmall, scrRNA, sh-
Bmall lentiviriislerinden Lv-Bmall lentiviriisiiniin Bmall ifadesini arttirmasi ve sh-
Bmall lentiviriisiiniin Bmall ifadesini azaltmasi Western blot yontemi ile protein

diizeyinde gosterilmistir.

Bmall (78kDa)

) - = — B) -_—
B-AKtin (43kDa) s  S— A
150 A % % 120 A
T
-9 < - R
= 100 A 80
S Z
2 g
X 50 A X 40 1
0 0
Lv-GFP Lv-Bmall scrRNA sh-Bmall

Sekil 6.1.1. Beyin i¢i enjeksiyonla kortekse verilen Bmall lentiviriis ifadelerinin
Western blot yontemi ile protein diizeyinde gosterilmesi. A) Lentiviriisler araciligiyla
Bmall ifadesinin korteks bolgesinde arttrilmasi. B) Lentiviriisler araciligiyla Bmall
ifadesinin korteks bolgesinde azaltilmasi. Veriler ortalama + standart sapma olarak

verilmistir. **p<0,01 GFP grubuna ve scrRNA grubuna gore istatistiksel olarak

anlamlilig1 gostermektedir.

Beyin igi enjeksiyonla kortekse verilen Bmall lentiviriisleri Bmall protein
seviyesini Lv-GFP gruba gore Lv-Bmall grubunda istatiksel olarak anlamli derecede
(p<0,01) arttirirken; scrRNA grubuna goére sh-Bmall grubunda istatiksel olarak
anlamli bir sekilde (p<0,01) azaltmstir.
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6.2 Davrams Deneyleri

Davranis deneyleri istanbul Medipol Universitesi Rejeneratif ve Restoratif Tip
Arastirmalart Merkezi biinyesinde bulunan davranis laboratuvarlarinda uygun
sicaklik, nem, 151k ve cevre sartlar1 altinda yapilmistir. Fareler davranis testlerine
alinmadan oOnce yaklasitk 30 dk Oncesinde davranis testlerinin yapildigi odaya
alistirilmigtir. Davranig testleri travmatik beyin hasarindan 3 giin 6nce, hasardan sonra

da 3., 14., 28., 35. glinlerde yapilmistir.
6.2.1 Rotarod motor koordinasyon testi

Bmall’in travmatik beyin hasar1 sonrast motor koordinasyona etkisinin
belirlenmesinde Rotarod testi kullanilmistir Farelere bu test; travma 6ncesi, 3., 14., 28.
ve 35. giinlerde uygulanmigtir. Belirtilen giinlerde her bir fare toplam bes kere bu teste
girmis olup ilgili giin almman bes verinin ortalamasi alinmistir. Elde edilen veriler

neticesinde asagida belirtilen grafikler hazirlanmistir.

Rotarod Motor Koordinasyon

350 1
300 A
T 250 1
< 200 1 O Lv-GFP
£ 150 —8— Lv-Bmall
N 100
50 1
0 T T T T ¥ giin
Travma 3 14 23 35

incesi

Sekil 6.2.1.1 Bmall’in travmatik beyin hasar1 sonrast motor koordinasyon iizerine
olan etkisi. Veriler ortalama = SEM olarak verilmistir. Travma Oncesi: Operasyon
oncesi 3. giinii, 3: Operasyon sonrast 3. giinii, 14: operasyon sonras1 14. giinii, 28:
operasyon sonrasi 28. giinii ve 35: operasyon sonrasi 35. giinii gostermektedir. Lv-

GFP grubu i¢in n=12, Lv-Bmall grubu i¢in n=10.
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Rotarod Motor Koordinasyon

350 -
300 4
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Travma 3 14 28 35

fincesi

Sekil 6.2.1.2 Bmall’in travmatik beyin hasar1 sonrast motor koordinasyon iizerine
olan etkisi. Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. Travma Oncesi: Operasyon
Oncesi 3. giinii, 3: Operasyon sonrasi 3. giinii, 14: operasyon sonrast 14. giinii, 28:
operasyon sonrasi 28. giinii Ve 35: operasyon sonrasi 35. giinii gostermektedir. SSCRNA

grubu icin n=12, sh-Bmall grubu i¢in n=11.

Normal fizyolojik kosullar altinda alinan 6l¢iimlerde farelerin yaklasik olarak
300 s siiresince rotarod platformu tizerinde kalabildigi gosterilmistir. Gruplar kendi
kontrolii ile karsilastirildiginda benzer egilim izledigi goriilmiistiir. Gruplar arasinda
istatiksel anlamli fark gézlenmemistir. Travmatik beyin hasarinin indiiklenmesinden
sonra, 3. Giinde yapilan testte ise tiim gruplarin travmaya bagli olarak motor
koordinasyonlarinda diisiis gézlemlenmistir. 3., 14., 28. Giin yapilan rotarod testinde
Bmall ifadesi arttirllan Lv-Bmall grubunun ve Bmall ifadesi azaltilan sh-Bmall
grubunun motor koordinasyonu kendi kontrol grubuna kiyasla biraz daha iyi oldugu
gozlemlenmesine ragmen iki grup arasinda yapilan istatistiksel analizde bir farklilik

goriilmemistir (Sekil 6.2.1.1 ve Sekil 6.2.1.2).
6.2.2 Kuyruktan asma davrams testi

Bmall’e bagli olarak travmatik beyin hasar1 sonrasi depresyonun
belirlenmesinde kuyruktan asma davranis testi kullanilmistir. Bu testte fareler
kuyruklarinin yaklasik iicte birlik boliimiinden yerden 50 cm yiikseklikte bulunan
demir bir gubuga asilmiglardir. Bes dakikalik test siiresi boyunca farelerin hareketsiz

kaldig: siireler degerlendirilmistir.
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Kuyruktan asma testi (hareketsizlik siiresi)
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Sekil 6.2.2.1. Bmall’in travmatik beyin hasari sonrasi depresyon iizerine olan

etkisinin kuyruktan asma testi araciligiyla degerlendirilmesi. Veriler ortalama + SEM

olarak verilmistir. Travma Oncesi: Operasyon oncesi 3. giinii, 3: Operasyon sonrast 3.

giinii, 14: operasyon sonrasi 14. giinii, 28: operasyon sonrasi 28. giinii ve 35: operasyon

sonrasi 35. giinii gostermektedir. Lv-GFP grubu i¢in n=12, Lv-Bmall grubu i¢in n=10.

Kuyruktan asma testi (hareketsizlik siiresi)
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Sekil 6.2.2.2. Bmall’in travmatik beyin hasar1 sonrasi depresyon {izerine olan

etkisinin kuyruktan asma testi araciliiyla degerlendirilmesi. Veriler ortalama + SEM

olarak verilmistir. Travma Oncesi: Operasyon oncesi 3. giinii, 3: Operasyon sonrast 3.

giinii, 14: operasyon sonrasi 14. giinii, 28: operasyon sonrasi 28. giinii ve 35: operasyon

sonras1 35. giinii géstermektedir. scrRNA grubu i¢in n=12, sh-Bmall grubu i¢in n=11.

46



Travmatik beyin hasarinin indiiklenmesinden sonra farelerin hareketli
olduklar siire travma oncesine gore azalmis olup daha fazla hareketsiz kalmislardir.
Gruplar karsilagtirildiginda benzer egilim izledigi goriilmiistir. Gruplar Kkendi
arasinda kiyaslandiginda istatiksel anlamli fark gozlenlenmemistir (Sekil 6.2.2.1 ve
Sekil 6.2.2.2).

6.2.3 Acik alan testi

Bmall’e baglh olarak travmatik beyin hasar1 sonrasi lokomotor aktivitenin

belirlenmesinde ag¢ik alan davranis testi kullanilmustir.

Acik alan testi (hareketsizlik siiresi)

450 1

360 @ @ 00— Lv-GFP
270 1 @ —— Lv-Bmall

180

zaman (sn)

=]
=
M

Travma 3 14 28 35
oncesi

Sekil 6.2.3.1. Bmall’in travmatik beyin hasar1 sonrasi lokomotor aktivite iizerine olan
etkisinin agik alan testi aracilifiyla hareketsizlik siiresinin degerlendirilmesi. Veriler
ortalama + SEM olarak verilmistir. Travma Oncesi: Operasyon oncesi 3. giinii, 3:
Operasyon sonrasi 3. giinii, 14: operasyon sonrasi 14. giinii, 28: operasyon sonrasi 28.
giinli ve 35: operasyon sonrasi 35. giinii gostermektedir. Lv-GFP grubu i¢in n=12, Lv-

Bmall grubu i¢in n=10.
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Acik alan testi (hareketsizlik siiresi)
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Sekil 6.2.3.2. Bmall’in travmatik beyin hasar1 sonrasi lokomotor aktivite iizerine olan
etkisinin agik alan testi ile hareketsizlik siiresinin degerlendirilmesi. Veriler ortalama
+ SEM olarak verilmistir. Travma 6ncesi: Operasyon oncesi 3. giinii, 3: Operasyon
sonrast 3. glinii, 14: operasyon sonrasi 14. giinii, 28: operasyon sonrasi 28. giinii ve 35:
operasyon sonrasi 35. giinii gostermektedir. scrRNA grubu i¢in n=12, sh-Bmall grubu

icin n=11.

Acik alan testi (hareketlilik siiresi)
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Sekil 6.2.3.3. Bmall’in travmatik beyin hasar1 sonrasi lokomotor aktivite iizerine olan
etkisinin acik alan testi aracihigiyla hareketlilik siiresinin degerlendirilmesi. Veriler
ortalama + SEM olarak verilmistir. Travma Oncesi: Operasyon dncesi 3. giinii, 3:
Operasyon sonrast 3. giinii, 14: operasyon sonrasi 14. giinii, 28: operasyon sonrasi 28.
giinii ve 35: operasyon sonrasi 35. gilinii gostermektedir. Lv-GFP grubu i¢in n=12, Lv-

Bmall grubu i¢in n=10.
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Acik alan testi (hareketlilik siiresi)
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Sekil 6.2.3.4. Bmall’in travmatik beyin hasari sonrasi lokomotor aktivite iizerine olan
etkisinin agik alan testi ile hareketlilik siiresinin degerlendirilmesi. Veriler ortalama +
SEM olarak verilmistir. Travma 6ncesi: Operasyon Oncesi 3. giinii, 3: Operasyon
sonrast 3. glinii, 14: operasyon sonrasi 14. giinii, 28: operasyon sonrasi 28. giinii ve 35:
operasyon sonrasi 35. giinii gostermektedir. scrRNA grubu i¢in n=12, sh-Bmall grubu

icin n=11.

Travmatik beyin hasarinin indiiklenmesinden sonra farelerin hareketsiz
kaldiklar1 siire travma oncesine gore artmustir. 35. giinde Lv-Bmall grubu farelerinin
Lv-GFP grubuna gore hareketsiz kaldiklar siire azalirken (Sekil 6.2.3.1); sh-Bmall
grubu farelerinin scrRNA grubu fareleri ile karsilagtirildiginda hareketsiz kaldiklari
stire artmustir (Sekil 6.2.3.2). 35. giinde Lv-Bmall grubu farelerinin Lv-GFP grubuna
gore hareketli kaldiklar1 siire artarken (Sekil 6.2.3.3); sh-Bmall grubu farelerinin
scrRNA grubu fareleri ile karsilastirildiginda hareketli kaldiklari siire azalmistir (Sekil
6.2.3.4). Gruplar kendi kontrol gruplariyla karsilastirildiginda gruplar arasinda benzer
egilim oldugu oldugu ve gruplar arasinda istatiksel anlamli fark olmadigi

gozlemlenmistir.
6.3. Beyin Odemi ve Hasar Hacminin Analizi

Bmall’in travmatik beyin hasari sonrasi etkilerinin incelenebilmesi i¢in proje
kapsaminda akut deney seti olarak tanimlanan Set-I deney gruplarindaki farelerin
beyinlerinden kroyostat cihazi araciligiyla alinan kesitlere cresyl violet boyamast

yapilmustir. Cresyl violet boyamasi sayesinde noronlarin nissyl cisimcikleri boyanarak
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hasarin indiiklenmesinden sonra hayatta kalan hiicreler boyanmis ve hasar alani tespit
edilmistir. Hasar hacmi ve 6dem, bilgisayar programi (Image J) yardimiyla korteks

hasarli ve hasarsiz hemisfer alanlar1 6l¢iilerek mm?3 cinsinden hesaplanmistir.

Lv-Bmall

Hasar Hacmi
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6 4 T *
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0
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Beyin Odemi
B) .
T .
4 -
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=
2
0

Lv-GFP Lv-Bmall

Sekil 6.3.1. Travmatik beyin hasar1 sonrasi akut donem deney seti farelerden alinan
koronal kesitlerden Bmall ifadesinin arttirildig1 deney grubunun hasar hacmi ve beyin
odemi analizi. (A) Bmall ifadesinin arttirildigi deney grubunun hasar hacmi analizi.
(B) Bmall ifadesinin arttirildigi deney grubunun beyin 6dem analizi. Veriler ortalama
+ standart sapma olarak verilmistir. *p<0.05 Lv-GFP grubuna gore istatistiksel olarak

anlamlilig1 géstermektedir.
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Travmatik beyin hasar1 sonrasi korteks bolgesinde Lv-GFP ve Lv-Bmall
grubunda meydana gelen infarkt hacimleri sirasiyla; 5,57 mm?® ve 3,33 mm® olarak
hesaplanip Bmall ifadesinin arttirildigi Lv-Bmall grubunda istatistiksel olarak hasar
hacmi anlamli sekilde azalmistir (p<0,05). Travmatik beyin hasar1 sonrasi olusan
odemler sirastyla; Lv-GFP grubu 4,09 mm® Lv-Bmall 2,50 mm?® olarak
hesaplanmistir. Lv-Bmall grubunun, Lv-GFP grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
anlaml1 bir sekilde daha az 6deme sahip oldugu gosterilmistir (p<0,05) (Sekil 6.3.1).
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Sekil 6.3.2. Travmatik beyin hasar1 sonrasi akut donem deney seti farelerden alinan

koronal kesitlerden Bmall ifadesinin azaltildig1 deney grubunun hasar hacmi ve beyin
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6demi analizi. (A) Bmall ifadesinin azaltildig1 deney grubunun hasar hacmi analizi.
(B) Bmall ifadesinin azaltildigi deney grubunun beyin 6dem analizi. Veriler ortalama
+ standart sapma olarak verilmistir. *p<0.05 sSCcrRNA grubuna gore istatistiksel olarak

anlamlilig1 gostermektedir.

Travmatik beyin hasar1 sonrasi korteks bolgesinde meydana gelen hasar
hacimleri sirasiyla; scrRNA grubu 5,57 mm?®, sh-Bmall grubu 8,96 mm?3 olarak
hesaplanmistir. Bmall ifadesinin azaltildigi sh-Bmall grubunda istatistiksel olarak
hasar hacmi anlamli olarak artmistir (p<0,05). Travmatik beyin hasari sonrasi scrRNA
grubunda ve sh-Bmall grubunda meydana gelen beyin 6demi sirasiyla 4,36 mm?, 8,48
mm? olarak analiz edilmistir. Bmall ifadesinin azaltildig1 sh-Bmall grubu beyin

odeminde istatistiksel anlaml bir sekilde artis goriilmiistiir (p<0,05) (Sekil 6.3.2).

Tiim bu bilgiler dahilinde lentiviriisler araciligiyla ifadesi arttirilan Bmall’in
hasar hacmi ve beyin 6demini azalttigi, lentiviriisler araciligiyla ifadesi azaltilan

Bmall’in hasar hacmi ve beyin 6demini arttirdig1 goriilmektedir.

6.4. Noronal sagkalim Analizi

Noronal sagkalimin belirlenebilmesi igin akut donem deney seti fare
beyinlerinden alinan koronal kesitlere NeuN immiin boyamasi yapilmistir. Boyama
sonrasinda ipsilateral ve kontralateral korteks bolgesinden belirlenen 62.500 pm?’lik
dokuz farkli alandan NeuN pozitif hiicreler sayilmistir ve kontralateral hemisfere

oranlanarak verilmistir.
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Sekil 6.4.1. Travmatik beyin hasar1 sonrasi akut donem deney seti farelerden alinan
koronal kesitlerden Bmall ifadesinin arttirildigi deney grubunun néranal sagkalim

analizi. Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. *p<0.05 Lv-GFP grubuna

gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.
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Noronal sagkalim
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Sekil 6.4.2. Travmatik beyin hasar1 sonrasi akut donem deney seti farelerden alinan
koronal kesitlerden Bmall ifadesinin azaltildigi deney grubunun ndronal sagkalim

analizi. Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Korteks bolgesinde kontralaterale gére bulunan % NeuN (+) hiicre sayisi
travmatik beyin hasar1 sonrasi sirasiyla; Lv-GFP grubunda 26,7, Lv-Bmall grubunda
37,8, scrRNA grubunda 30,9, sh-Bmall grubunda 26,8 olarak hesaplanmistir. Lv-GFP
grubuna gore, Lv-Bmall grubunda kontralaterale gore % NeuN (+) hiicre sayisinda
artis gézlemlenirken istatiksel olarak anlamlilik tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 6.4.1).
sctrRNA grububa gore, sh-Bmall grubunda kontralaterale gére % NeuN (+) hiicre
sayisinda azalma gozlemlenmistir; fakat sh-Bmall grubu scrRNA grubu ile

kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamlilik tespit edilememistir (Sekil 6.4.2).

6.5 Apoptotik Hiicre Tayini

Bmall’in travmatik beyin hasar1 sonrasi etkilerinin incelenebilmesi i¢in proje
kapsaminda akut deney seti olarak tanimlanan Set-I deney gruplarindaki farelerin
beyinlerinden elde edilen ornekler kuru buz {iizerinde dondurulmus ve dokular
kroyostat cihaziyla koronal olarak kesilmistir. Bu kapsamda korteks bolgesinden

alinan koronal kesitlere DNA kiriklarinin in situ olarak tanimlayan TUNEL boyamasi
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yapilmistir. Boyama sonrasi elde edilen 6rnekler konfokal mikroskop (LSM 800, Carl
Zeiss) kullanilarak goriintiilenmistir. Ipsilateral korteks seviyesinden belirlenen
62.500 pum?’lik rastgele yedi farkli alandan TUNEL ve DAPI pozitif hiicreler
sayillmistir. Korteks bolgesinden belirlenen alanlardaki hiicreler sayilarak gruplarin

ortalamasi alinarak analiz edilmistir.
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Sekil 6.5.1. Travmatik beyin hasar1 sonrasi akut donem deney seti farelerden alinan
koronal kesitlerden Bmall ifadesinin arttirildigi deney grubunun DNA fragmantasyon
analizi ile apoptotik hiicre tayini. Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

**p<0.01 Lv-GFP grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.
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Sekil 6.5.2. Travmatik beyin hasar1 sonrasi akut donem deney seti farelerden alinan
koronal kesitlerden Bmall ifadesinin azaltildigi deney grubunun DNA fragmantasyon
analizi ile apoptotik hiicre tayini. Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

*p<0.05 scrRNA grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.

Korteks bolgesinde bulunan TUNEL (+) hiicre sayis1 travmatik beyin hasari
sonrasi sirasiyla; Lv-GFP grubunda 42,06 hiicre, Lv-Bmall grubunda 31,20 hiicre,
scrRNA grubunda 39,24 hiicre, sh-Bmall grubunda 55,45 hiicre olarak analiz
edilmistir. Bmall ifadesinin arttirildigi Lv-Bmall grubunda istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde apoptotik hiicre sayisinda azalma tespit edilirken (p<0,01) (Sekil 6.5.1),
Bmall ifadesinin azaltildig1 sh-Bmall grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

apoptotik hiicre sayisinda artis oldugu belirlenmistir (p<0,05) (Sekil 6.5.2).

Tiim bu veriler kapsaminda lentiviriisler araciligiyla ifadesi arttirilan Bmall’in
apoptotik hiicre sayisin1 azalttigi, lentiviriisler araciligiyla ifadesi azaltilan Bmall’in

ise apoptotik hiicre sayisini arttirdigi gériilmektedir.
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6.6. Akut Donem Western Blot ile Protein Analizleri

Travmatik beyin hasar1 sonrasi akut donem Set-l deney setini kapsayan
farelerin korteks seviyelerinden alinan doku orneklerinden Western blot yontemi
kullanilarak protein analizleri gergeklestirilmistir. Bu amagla ‘‘Materyal ve Metod’’
boliimii 5.8.1 ve 5.8.2 numarali alt baglikta belirtilen prosediirler izlenerek protein
izolasyonu ve protein konsantrasyon dlgtimii yapilmistir. 5.8.3 numarali alt baglikta

belirtilen prosediirler izlenerek protein analizleri gergeklestirilmistir.

6.6.1. B-Aktin protein analizi

Akut donem deney gruplarinin korteks seviyesinden alinan protein

orneklerinden Western blot yontemi ile B-Aktin protein seviyesi incelenmistir.

B-Aktin (43kDa)
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Sekil 6.6.1.1. Travmatik beyin hasar1 sonrasi ipsilateral korteks seviyesinden alinan
doku orneklerinden Western blot yontemi ile B-Aktin protein analizi. A) Bmall
ifadesinin arttirildigi deney grubunda (-Aktin protein seviyesi degisimi. B) Bmall

ifadesinin azaltig1 deney grubunda meydana gelen B-Aktin protein seviyesi degisimi.

Western Blot sonrasinda B-aktin protein 6l¢iimleri Lv-GFP grubuna gore ve
scrRNA grubuna gore % oranlanarak hesaplanmistir. Buna gére Lv-GFP grubu 100,0;
Lv-Bmall grubu 96,31 olarak hesaplanmigtir. scrRNA grubu 100,0; sh-Bmall grubu
99,58 olarak Ol¢iilmiistiir (Sekil 6.6.1.1).
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6.6.2. p-AKT protein analizi

Akut donem Set-I gruplarmmin korteks seviyesinden alinan protein
orneklerinden Western blot yontemi ile ndrodejeneratif bozukluklarin tedavisinde
hiicrelerin hayatta kalmasini tesvik eden sagkalim kinazi olarak bilinen p-Akt protein

seviyesine bakilmistir.

p-Akt (Thr308) (60kDa)
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Sekil 6.6.2.1. Travmatik beyin hasar1 sonrasi ipsilateral korteks seviyesinden alinan
doku orneklerinden Western blot yontemi ile p-Akt protein analizi. A) Bmall
ifadesinin arttirildigi deney grubdaki p-Akt protein seviyesi degisimi. B) Bmall
ifadesinin azaltig1 deney grubunda meydana gelen p-Akt protein seviyesi degisimi.
Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. *p<0.05 scrRNA grubuna gore

istatistiksel olarak anlamlilig1 géstermektedir.

Travmatik beyin hasar1 sonrasi fosforlanan Akt (p-Akt) protein seviyesi Bmall
ifadesi arttirilan grup ilizerine herhangi bir etki gostermemektedir; fakat Bmall
seviyesi azaltilan grupta kendi kontrol grubu olan scrRNA grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli (p<0,05) bir sekilde p-Akt protein seviyesi artmaktadir (Sekil 6.6.2.1).
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6.6.3. p-Erk1/2 protein analizi

Sag kalim kinazi olarak bilinen mitojenler, biiylime faktorleri, sitonkinler gibi
cok ¢esitli hiicre dis1 uyaranlara yanit olarak aktive edilebilen p-Erk1/2 protein

seviyesinin analizi akut donem deney gruplarinin korteks seviyesinden alinan doku

orneklerine uygulanmustir.

p-Erk1 (44kDa)
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Sekil 6.6.3.1. Travmatik beyin hasar1 sonrasi ipsilateral korteks seviyesinden alinan
doku o6rneklerinden Western blot yontemi ile p-Erk1/2 protein analizi. A) Bmall
ifadesinin arttirildigi deney grubdaki p-Erkl protein seviyesi degisimi. B) Bmall
ifadesinin azaltig1 deney grubunda meydana gelen p-Erkl protein seviyesi degisimi.
C) Bmall ifadesinin arttirildigi deney grubdaki p-Erk2 protein seviyesi degisimi. D)
Bmall ifadesinin azaltigi deney grubunda meydana gelen p-Erk2 protein seviyesi
degisimi. Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. *p<0,05 GFP grubuna

ve **p<0,01 scrRNA grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.
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Travmatik beyin hasari sonrasi kendi kontrolii olan Lv-GFP grubu ile
kiyasalandiginda Lv-Bmall grubunda p-Erkl/2 protein seviyesinde artis
gozlemlenirken, p-Erk2 protein seviyesinde istatiksel olarak anlamlilik tespit
edilmistir (p<0,05). sh-Bmall grubu kendi kontrol grubu olan scrRNA grubu ile
karsilastirildiginda p-Erk1/2 protein seviyeinde istatiksel olarak anlamli bir sekilde
artig oldugu gortlmiistir (p<0,01) (Sekil 6.6.3.1).

6.6.4. p-SAPK-JNK1/2 protein analizi

Akut donem Set-l gruplarinin korteks seviyesinden alinan protein
orneklerinden Western blot yontemi ile enflamatuvar sitokinler gibi ¢esitli ¢cevresel
stresler tarafindan aktive edilen stresle aktive olan bir protein kinaz olan p-SAPK-

JNK1/2 protein seviyesi incelenmistir.

p-JNK1 (54kDa)
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Sekil 6.6.4.1. Travmatik beyin hasar1 sonrasi ipsilateral korteks seviyesinden alinan
doku orneklerinden Western blot yontemi ile p-SAPK-JNK1/2 protein analizi. A)
Bmall ifadesinin arttirildigi deney grubdaki p-SAPK-JNK1 protein seviyesi degigimi.
B) Bmall ifadesinin azaltigi deney grubunda meydana gelen p-SAPK-JNK1 protein
seviyesi degisimi. C) Bmall ifadesinin arttirildigi deney grubdaki p-SAPK-JNK2
protein seviyesi degisimi. D) Bmall ifadesinin azaltig1 deney grubunda meydana gelen
p-SAPK-JNK?2 protein seviyesi degisimi. Veriler ortalama + standart sapma olarak
verilmistir. *p<0,05, **p<0,01 GFP grubuna ve scrRNA grubuna gore istatistiksel

olarak anlamlilig1 gostermektedir.

Hiicre stresine neden olan herhangi bir stres uyaran tarafindan aktive olabilen
kinaz grubu ailesi iiyelerinden p-SAPK-JNK1 protein seviyesi Bmall ifadesinin
arttirildign Lv-Bmall grubunda anlamlhi bir sekilde azalirken; Bmall ifadesinin
azaltildig1 sh-Bmall grubunda istatiksel olarak anlaml bir sekilde artmistir (p<0,01).
Yine aym sekilde Lv-Bmall grubunda p-SAPK-JNK2 protein seviyesi istatiksel
anlamli sekilde bir azalma goriiliirken; sh-Bmall grubunda p-SAPK-JNK2 protein
seviyesi istatiksel anlamli sekilde artis oldugu griilmiistiir (p<0,05) (Sekil 6.6.4.1).
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6.6.5 Bax protein analizi

Bcl-2 ailesinin  pro-apoptotik iiyesi olarak bilinen apoptoz sinyal
mekanizmasinda gorevli olan Bax protein seviyesi akut donem deney gruplari korteks

dokularindan analiz edilmistir.

Bax (20kDa)
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Sekil 6.6.5.1. Travmatik beyin hasar1 sonrasi ipsilateral korteks seviyesinden alinan
doku 6rneklerinden Western blot yontemi ile Bax protein analizi. A) Bmall ifadesinin
arttirilldigi deney grubdaki Bax protein seviyesi degisimi. B) Bmall ifadesinin azaltig
deney grubunda meydana gelen Bax protein seviyesi degisimi. Veriler ortalama +
standart sapma olarak verilmistir. *p<0.05 scrRNA grubuna gore istatistiksel olarak

anlamlilig1 gostermektedir.

Pro-apoptotik protein olarak bilinen Bax protein seviyesinde Lv-Bmall
grubunda kendi kontrolii olan Lv-GFP grubuna gore artis goriiliirken istatiksel
anlamlilik tespit edilememistir; sh-Bmall grubunda kendi kontrolii olan scrRNA
grubuna gore istatiksel anlamli bir sekilde artma oldugu goriilmiistiir (p<0,05) (Sekil
6.6.5.1).

6.6.6 Bcl-XL protein analizi

Bcl-2 ailesinin anti-apoptotik iiyesi olan ve apoptozu iki farkli mekanizma
iizerinden engelleyen Bcel-XL protein seviyesi akut donem Set-1 gruplarinin korteks

seviyesinden alinan protein 6rneklerinden Western blot yontemi ile belirlenmistir.
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Bcl-XL (30kDa)
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Sekil 6.6.6.1. Travmatik beyin hasar1 sonrasi ipsilateral korteks seviyesinden alinan
doku orneklerinden Western blot yontemi ile Bcl-XL protein analizi. A) Bmall
ifadesinin arttirildig1 deney grubdaki Bcl-XL protein seviyesi degisimi. B) Bmall
ifadesinin azaltig1 deney grubunda meydana gelen Bcel-XL protein seviyesi degisimi.
Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. *p<0.05 GFP grubuna gore,

**p<0,01 scrRNA grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.

TUNEL boyamasi vasitasiyla apoptotik hiicre sayisinin belirlenmesinden sonra
apoptoz sinyal yolaginda gorevli anti apoptotik bir protein olan Bcl-XL protein
seviyesi Western blot yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Bmall ifadesinin
arttirilldigr Lv-Bmall grubunda Bcl-XL protein seviyesinde istatiksel olarak anlamli
bir sekilde artis goriiliirken (p<0,05); Bmall ifadesinin azaltildigi sh-Bmall grubunda
Bcl-XL protein seviyesinde istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalma oldugu tespit
edilmistir (p<0,01) (Sekil 6.6.6.1).

6.6.7 Bcl-XL/ Bax protein analizi

Akut donem gruplarindan elde edilen korteks seviyelerinden % Bcl-XL protein
seviyesi, % Bax protein seviyesine boliinerek Bcl-XL/ Bax protein orani katsay1 olarak

analiz edilmistir.
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Sekil 6.6.7.1. Travmatik beyin hasar1 sonrasi ipsilateral korteks seviyesinden alinan
doku orneklerinden Western blot yontemi ile Bcl-XL/ Bax protein orani. A) Bmall
ifadesinin arttirildigi deney grubdaki Bcl-XL/ Bax protein oran degisimi. B) Bmall
ifadesinin azaltig1 deney grubunda meydana gelen Bel-XL/ Bax protein oran degisimi.
Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. **p<0,01 scrRNA grubuna gore

istatistiksel olarak anlamlili§1 gostermektedir.

Anti apoptotik bir protein olan Bcl-XL ile pro apoptotik bir protein olan Bax
protein orani incelenmistir. Bmall ifadesinin azaltildigi sh-Bmall grubunda Bcl-XL/
Bax proteinleri oraninda istatiksel olarak anlamli bir sekilde katsayida azalma oldugu

tespit edilmistir (p<0,01) (Sekil 6.6.7.1).
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6.6.8 eNOS protein analizi

Endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) protein analizi Set-l gruplarindan elde

edilen korteks seviyesinden alinan dokulardan bakilmuistir.

eNOS (140kDa)
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Sekil 6.6.8.1. Travmatik beyin hasari sonrasi ipsilateral korteks seviyesinden alianan
doku orneklerinden Western blot yontemi ile eNOS protein analizi. A) Bmall
ifadesinin arttirildigi deney grubdaki eNOS protein seviyesi degisimi. B) Bmall
ifadesinin azalti§1 deney grubunda meydana gelen eNOS protein seviyesi degisimi.
Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. **p<0,01 GFP grubuna gore

istatistiksel olarak anlamlilig1 géstermektedir.

Lentiviriisler aracilifiyla ifadesi arttirllan Bmall ’intravmatik beyin hasari
sonrast eNOS protein seviyesini arttirdigi ve bu degisimin istatiksel olarak anlamlilik
gosterdigi tespit edilmistir (p<0,01). Lentiviriisler araciligiyla ifadesi azaltilan Bmall’
i ifade eden sh-Bmall grubunda ise travmatik beyin hasari sonrast eNOS protein
seviyesinde artig oldugu; ancak bu artisin istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik

gostermedigi gorilmistiir (Sekil 6.6.8.1).
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6.7 Subakut Donem Western Blot ile Protein Analizleri
6.7.1 p-Aktin protein analizi

Subakut donem Set-Il gruplarimin korteks seviyesinden alinan protein

orneklerinden Western blot yontemi ile B-Aktin protein seviyesi incelenmistir.

B-Aktin (43kDa)
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Sekil 6.7.1.1. Travmatik beyin hasar1 sonrasi subakut donem ipsilateral korteks
seviyesinden alman doku orneklerinden Western blot yontemi ile B-Aktin protein
analizi. A) Bmall ifadesinin arttirildigi deney grubdaki B-Aktin protein seviyesi
degisimi. B) Bmall ifadesinin azaltigi deney grubunda meydana gelen B-Aktin protein

seviyesi degisimi.

Western Blot sonrasinda B-aktin protein 6l¢iimleri Lv-GFP grubuna goére ve
sctrRNA grubuna goére % oranlanarak hesaplanmistir. Buna gore Lv-GFP grubu 100,0;
Lv-Bmall grubu 91,49 olarak hesaplanmigtir. scrRNA grubu 100,0; sh-Bmall grubu
97,66 olarak Ol¢iilmiistiir (Sekil 6.7.1.1).

6.7.2 Gap43 protein analizi

Biiyiime iliskili protein 43 (Gap43), néronlara 6zgii bir protein olup akson
biiylimesinde, rejenerasyonda, plastisitesitede rol oynamaktadir. Subakut donem Set-
IT gruplarinin korteks seviyesinden alinan protein 6rneklerinden Western blot yontemi

ile Gap43 protein seviyesi belirlenmistir.
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Gap43 (43kDa)
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Sekil 6.7.2.1. Travmatik beyin hasar1 sonrasi suakut donem ipsilateral korteks
seviyesinden alinan doku orneklerinden Western blot yontemi ile Gap43 protein
analizi. A) Bmall ifadesinin arttirildig1 deney grubu Gap43 (43 kDa protein seviyesi
degisimi. B) Bmall ifadesinin azaltig1 deney grubunda meydana gelen Gap43 (43 kDa)
protein seviyesi degisimi. C) Bmall ifadesinin arttirildig1 deney grubu Gap43 (38 kDa)
protein seviyesi degisimi. D) Bmall ifadesinin azaltigi deney grubunda meydana gelen
Gap43 (38 kDa) protein seviyesi degisimi. Veriler ortalama + standart sapma olarak
verilmistir. **p<0,01 scrRNA grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig:

gostermektedir.

Ipsilateral korteks seviyesinden subakut donem doku 6rneklerinden yapilan
analizlerde Bmall ifadesi arttilan grupta Lv-GFP grubuna gore Gap43 (43kDa) protein
ifadesi istatiksel olarak anlamli olmasa da azalirken Gap43 (38kDa) protein ifadesi

artmaktadir; fakat bu degisim istatiksel olarak anlamli degildir. Bmall ifadesinin
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azaltildig1 sh-Bmall grubunda scrRNA grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
seviyede Gap43 protein ifadesi azalmaktadir (p<0,01); Gap43 (38kDa) protein ifadesi

ise anlamli olmasa da azalmaktadir (Sekil 6.7.2.1).
6.7.3 Brevican protein analizi

Subakut donem Set-II gruplarimin korteks seviyesinden alinan protein
orneklerinden aksonal biiylimeyi inhibe eden bir protein olarak bilinen Brevican

protein seviyesi analiz edilmistir.

Brevican (140kDa)
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Sekil 6.7.3.1. Travmatik beyin hasar1 sonrasi suakut donem ipsilateral korteks
seviyesinden alinan doku orneklerinden Western blot yontemi ile Brevican protein
analizi. A) Bmall ifadesinin arttirildigi deney grubdaki Brevican protein seviyesi
degisimi. B) Bmall ifadesinin azaltigi deney grubunda meydana gelen Brevican
protein seviyesi degisimi. Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

*p<0,05 scrRNA grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.

Travma sonrasi subakut donem ipsilateral korteks seviyesinden yapilan
Brevican protein analizeri sonucunda Lv-Bmall grubunda Lv-GFP grubuna gore
Brevican protein seviyesinde anlamli olmasa da bir azalmanin oldugu goriilmiistiir.
Bmall ifadesinin azaltildigi sh-Bmall grubunda scrRNA grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli seviyede Brevican protein ifadesi azalmaktadir (p<0,05) (Sekil 6.7.3.1).

68



6.7.4 Versican protein analizi

Normal fizyolojik siireglerde ve patofizyolojik durumlarda néronal gelismede
ve aksonal biiytimenin engellenmesinde rol oyanayan Versican protein analizi proje
kapsaminda ipsilateral korteks seviyelerinden alinan doku drneklerlerinden Western

blot yontemiyle analiz edilmistir.
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Sekil 6.7.4.1. Travmatik beyin hasar1 sonrasi suakut donem ipsilateral korteks
seviyesinden alinan doku orneklerinden Western blot yontemi ile Versican protein
analizi. A) Bmall ifadesinin arttirildigi deney grubdaki Brevican protein seviyesi
degisimi. B) Bmall ifadesinin azaltigi deney grubunda meydana gelen Brevican
protein seviyesi degisimi. Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

*p<0,05 Lv-GFP grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 géstermektedir.

Subakut donem doku orneklerinden ipsilateral korteks seviyesinden yapilan
Versican protein analizlerinde Bmall ifadesi arttilan grupta Lv-GFP grubuna gore
Versican protein ifadesi istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaktadir. Bmall
ifadesinin azaltildigi sh-Bmall grubunda scrRNA grubuna gore Versican protein

ifadesi ise anlamli olmasa da yine azalmaktadir (Sekil 6.7.4.1).
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7. TARTISMA

Hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde 6lim ve cesitli engelli
durumlarin 6nemli bir nedeni olarak kabul edilen travmatik beyin hasari, diinya
capinda 6nemli bir saglik ve sosyoekonomik sorun olarak kabul edilir (130-132). 2010
yilinda Avrupa’da travmatik beyin hasariin toplam yillik ekonomik maliyetinin 33
milyar Euro oldugu ve hasta basina 8,809 Euro’ ya tekabiil ettigi tahmin edilmektedir
(133). Travmatik beyin hasar1 ile iliskili hasta ve yaralanma heterojenligi, klinik
belirtilerinin genis yelpazesi ile birlikte, onlenmesi, teshisi ve tedavisinde 6nemli bir
zorluk olusturmaya devam etmektedir (134). Travmatik beyin hasarinin kaynagi;
yapisal, hiicresel ve vaskiiler hasarin bir karigimidir. Ik darbeden kaynaklanan yapisal
hasarin bir sonucu olarak karmasik bir molekiiler ve hiicresel kaskad ile reaksiyonlar
etkinlestirilir. Hasarini en aza indirmek i¢in terap6tik miidahaleler, ilk darbe hasarini
onlemek ve siirekli hiicre hasarinin molekiiler ve hiicresel kaskadini kisitlamak igin
yonlendirilir. Simdiye kadar, ilk darbe hasar1 i¢in etkili bir tedavi olmamakla birlikte
daha fazla noronal hasar1 6nlemek igin tedavi arayan, sinir aginin yeniden diizenleyen
ve fonksiyonel iyilesmeyi gelistirmeye c¢alisan ¢ok sayida calisma siirdiirtilmektedir
(135). Bu tez ¢alismasi1 kapsaminda sirkadiyen ritmin temel komponentlerinden biri
olan, giinliik fizyolojik fonksiyonlarimizin yaninda hastaliklarin patofizyolojik
stireclerinde de 6nemli bir rol oynayan Bmall proteinin travmatik beyin hasar1 sonrasi
rolii incelenmistir. Molekiiler incelemelerin yani sira yapilan davranis deneyleriyle
beraber travma sonrasi fonksiyonel geri kazanim ve davranis mekanizmalarina
etkisinin aydinlatilmasi hedeflenmistir. Hem in vivo hem de ex vivo gen terapisi
baglaminda gen aktarimi igin giiglii bir araci olan lentiviral vektorler araciligiyla
Bmall ifadesi arttirilip veya azaltilarak in vivo ortamda sogukla indiiklenen travmatik
beyin hasar1 sonrast Bmall’ini) hasar hacmi ve beyin 6demine, ii) apoptotik hiicre
oliimiine, iii) noranal sagkalim oranina, iv) sinyal iletim yolaklarina, v) motor

koordinasyona, depresyona, anksiyeteye olan etkisi degerlendirilmistir.

Travmatik beyin hasarina bagli olarak meydana gelen birincil yaralanmalar,
beyin dokusunun deformasyonuna ve normal beyin fonksiyonunun bozulmasina neden
olur (136). Beynin travmaya karsi enflamatuvar tepkisi ¢ok faktorliidir ve bu

enflamatuvar olaylarin bir sonucu olarak es zamanli ortaya ¢ikan beyin 6dem olusumu,
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ardindan artan kafa i¢i basinci travmatik beyin hasarinin olumsuz sonuglarina katkida
bulunur (137). Ayn1 zamanda homeostatik iyonik gradyanlarin kaybiyla meydana
gelen iyonik pompalarin bozulmasiyla ya da segili iyon kanllarinin aktivasyonuyla su,
hiicreler arast bosliktan hiicre i¢i bosluga hareket ederek hiicre igerisine yiiksek
miktarda su girisine izin vererek 6dem olusmasina sebep olur (138, 139). Bmall’in
travmatik beyin hasar1 sonrasi hasar hacmine ve beyin 6ddemine etkisi akut donem
deney seti Orneklerine cresyl violet boyamasi yapilarak incelenmistir. Bmall
ifadesinin arttirilmasiyla beraber hasar hacmi ve beyin 6deminde istatistiksel olarak
anlamli seviyede azalma goriilirken, Bmall ifadesinin azaltilmasiyla hasar hacmi ve
beyin 0deminde istatistiksel olarak anlamli seviyede artma oldugu gosterilmistir.
Litratiirde bu tez ¢alismamizda elde edilen sonucu destekleyen bir galismada,
norodejeneratif bir hastalik olan beyin felcinin sirkadyen ritme bagl olarak giiniin
zaman dilimlerine gore farklilik gdsterdigi, gece yarisi (00.00) iskemi / reperfiizyon
hasarinin Bmall, Perl ve Clock sirkadiyen proteinlerinin artan expresyonlari ile iliskili
olarak dnemli dlglide azalan hasar hacmi ve 6demle sonuglandig1 gosterilmistir (18).
Siganlarda serbest diisen darbe kaynakli olusturalan travmatik beyin hasar1t modelinde,
travmatik beyin hasarindan 24 saat 6nce rekombinant Bmall proteini ile Bmall
seviyeleri arttirtlan siganlarin beyin 6deminde azalma oldugu gosterilmistir (140).
Elde edilen bu ¢alismadaki sonuglara paralel olarak intraserebral hemoroji takiben
ikincil hasar mekanizmalarinda Bmall’in roliinii inceleyen bir ¢calismada, intraserebral
hemoroj modeli olusturulan sicanlarda, lentiviriisler araciligiyla Bmall ifadesi
arttirilan grubun vektér grubuna gore intraserebral hemoraj sonras1 6dem miktarinda
onemli derecede azalma oldugu belirtilmistir. Bmall'in intraserebral hemoraj kaynakli

beyin 6demi tizerindeki koruyucu etkisi vurgulanmistir (141).

Apoptotik hiicre 6liimii, 6zellikle mitokondrinin aracilik ettigi programlanmis
hiicre 6liimii olarak tanimlanir ve terminal deoksiniikleotidil transferaz aracili dUTP
nick ug etiketlemesi (TUNEL) kullanilarak in situ tespit edilebilen interniikleozomal
DNA fragmantasyonu ile sonuglanir (142). Travmatik hasara karsi fizyolojik ve
koruyucu bir yanit1 temsil eden apoptotik hiicre 6liimii, ikincil beyin hasarinin temel
ozelligidir ve insan hipokampiisiinde travmatik beyin hasarindan 1 y1l sonrasina kadar
belirgindir (56, 143). Bmall’in travmatik beyin hasar1 sonrasi apoptotik hiicre

oliimiine etkisi TUNEL yontemi kullanilarak in situ tespit edilmistir. Lentiviriisler
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aracilifiyla Bmall ifadesinin arttildig1 grupta apoptotik hiicre 6liimiinde istatistiksel
olarak anlamli sekilde azalma goriiliirken, lentiviriisler aracilifiyla Bmall ifadesi
azaltilan grupta istatistiksel olarak anlamli sekilde apoptotoik hiicre olimiinde artig
goriilmiistiir. Bmall’in TM3 Leyding hiicre hattinda apoptoz ve testosteron
salgilanmasindaki roliinii inceleyen bir ¢aligmada, siRNA kullanilarak inhibe edilen
Bmall’in, Leyding hiicrelerinde apoptoz seviyesini arttirdigi goriilmistiir (144). Yine
astrositlerde Bmall’in silinmesinin hipotalamik sirkadyen fonksiyonu bozdugu,
hipotalamik astrositlerin apoptozuna yol agtig1 gosterilmistir (145). Tez ¢calismamizda
elde edilen sonuglar Bmall’in travmatik beyin hasar1 sonrasi apoptoz

mekanizmalarinda rol oynadigi gostermektedir.

Travmatik beyin hasar1 sonrast Bmall’in travmatik beyin hasari sonrasi
noronalsagkalima etkisinin belirlenebilmesi akut donem deney seti kesitlerine
noronlarin igaretleyicisi olan NeuN immiin boyamas1 yapilmis, néronalsagkalim orani
degerlendirilmistir. Lentiviral viriiler aracilifiyla Bmall ifadesi arttirilan grupta
kontralaterale gore % NeuN (+) hiicre sayisinda istatiksel olarak anlamli bir artig
oldugu tespit edilmistir. Lentiviral viriiler araciligiyla Bmall ifadesi azaltilan grupta
kontralaterale gore % NeuN (+) hiicre sayisinda azalma goriiliirken istatiksel olarak
anlamlilik tespit edilememistir. N2A hiicrelerinde Bmall’in oksijen glikoz
yoksunlugunda (hipoksik kosullarda) hiicresel sagkalim oranina etkisi molekiiler
klonlama teknikleri ile Bmall ifadesi arttirilmasiyla anlamli bir seklide artmistir (128).
Onemli bir serebrovaskular hastalik olan intraserebral hemoroj1 takiben ikincil hasar
mekanizmalarinda Bmall’in roliinii inceleyen bir ¢alismada, intraserebral hemoroj
modeli olusturulan si¢anlarda korteks ve hipokampiis bolgelerinde hayatta kalan néron
sayisinin lentiviriislerle Bmall ifadesi arttirilan grupta onemli dlgiide arttigi Nissl

boyamasi yapilarak gosterilmistir (141).

Bmall’in travmatik beyin hasar1 sonrasi hiicre i¢i sinyal mekanizmalarina olan
etkisinin incelenmesi i¢in Western blot yontemi ile protein miktar analizleri
yapilmustir. Protein ekspresyon calismalari i¢in akut donem ve subakut donem deney
seti farelerinin ipsilateral korteks dokular1 kullanilmistir. Bmall protein seviyesine
bagli olarak “Akt, Erk, SAPK/JNK” gibi sagkalim ve stres kinaz ile “Bcl-xL ve Bax”

gibi apoptotik siirecglerle ilgili protein seviye degisimleri tespit edilerek Bmall’in
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noronal sagkalim ve apoptotik hiicre sinyal mekanizmalari ile etkilesimi incelenmistir.
Bmall’in travma sonrasi kan beyin bariyeri gecirgenligi degisimine ve vaskiiler

fonksiyona etkisi “eNOS” protein seviyelerine bakilarak degerlendirilmistir.

Akt sinyal yolunun, sinyal iletimi, hiicre proliferasyonu, apoptozun
baskilanmasi, ndronlarin hayatta kalmasina aracilik etmesi, hiicre dogiisiiniin
ilerlemesi, transkripsiyonu diizenlemesi ve metabolizma gibi biyolojik siire¢leri
diizenledigi bilinmektedir (146-148). Fosforkanan Akt, Bad, GSK-3, forkhead
transkripsiyon faktorleriveye kasapaz-9 gibi cesitli hedefler etkisiz hale getirerek
hiicresel ~ sagkalimi  destekler ve apoptozu oOnler (149-155). Yapilan
immiinohistokimyasal ve western blot caligmalarinda travmatik beyin hasarindan 1
saat sonra hasarli kortekste fosforlanan Akt miktarinin azaldigini; ancak 4 saatte
fosforlanan Akt miktarmin arttg1 gosterilmistir. Hipokampiisiin CA1 bolgesinde
travma sonrasi fosforlanan Akt miktarinda artis oldugu tespit edilmistir (156).
Lentiviral vektorler araciligiyla Bmall ifadesinin arttilip azaltilmasiyla, travmatik
beyin hasar1 sonrasi fosforlanan Akt (p-Akt) protein seviyesi Bmall ifadesi arttirilan
grup tizerine herhangi bir etki gdsterilmezken; Bmall seviyesi azaltilan grupta kendi
kontrol grubu olan scrRNA grubuna gore istatiksel anlamli bir sekilde p-Akt protein
seviyesi artmaktadir. Karacigerde hem in vitro hem de in vivo ortamda p-Akt
seviyelerindeki zamansal degisikleri inceleyen calismada 2 giin boyunca sabit
karanlikta tutulan Bmall”- mutant farelerin, Per1,2”- mutant farelerin aksine ne p-Akt
seviyelerinde ne de gen ifadesinde Onemli ritimler goézlemlenmemistir (157).
Rekombinant adenoviriis kullanilarak Clock- Bmall’in kardiyak L tipi kalsiyum
kanallarini nasil diizenledigini inceleyen bir ¢alismada ise, Clock- Bmall asir1
ifadesinin 6nemli derecede p-Akt (Thr308) seviyesini arttirdigi; ancak ayr1 ayr1 Clock
ve Bmall asir1 ifadesinin p-Akt (Thr308) seviyesini etkilemedigi gézlemlenirken, p-
Akt seviyesinde meydana gelen bu artisin Clock ve Bmall’in birlikte ifade
edilmesinden kaynaklandig diistiniillmektedir (158).

Erk 1/2 sinyal yolagi, hiicre dis1 sinyalleri hiicre i¢i hedeflere ileten MAPK
ailesi liyelerinden biridir. Hiicre cogalmasi, farklilagsmasi, ¢esitli digsal streslere hiicre
tepkisi gibi temel bir¢ok siirecin diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir (159).

Travmatik beyin hasari1 sonrast hem Bmall ifadesi arttilmasinin hem de Bmall ifadesi
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azaltilmasinin p-Erk 1/2 protein seviyesinde bir artasa neden oldugu bulunmustur.
Literatiirde yer alan kikirdak sirkadiyen geni Bmall’in temporomandibular eklem
osteoartritinde MAPK/ ERK sinyal yolu iligkisini arastiran bir ¢aligmada, Bmall
ifadesinin, ERK ifadesinin inhibe edilmesinden etkilenmedigi; ancak Bmall ifadesinin
siRNA yoluyla inhibisyonunun Erk fosforilasyonunun aktivasyonuna (p-Erk) yol
actig1 ve Bmall’in asir1 ifadesinin fosforlanmig Erk yukar1 regiilasyonunun 6nemli
derecede geciktirdigi sOylenmektedir (160). Oksijen glikoz ag¢higl sonrasi
Bmall’inhiicresel hayatta kalmay1, hiicre i¢i proteinlerle etkilesimini ve melatonin
ekspresyonunu nasil diizenledigini inceleyen diger bir calismada ise, Bmall asir1
ifadesinin  Erk fosforilasyonunu arttirdigi, Bmall inhibisyonun ise Erk

fosforilasyonunu azalttig1 gosterilmistir (128).

JNK sinyal yolu, hiicre stresine neden olan herhangi bir i¢ ve dis uyaran
tarafindan aktive edilebilen bir kinaz grubu olan stresle aktive olan protein kinaz
(SAPK) grubuna dahil olan mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) ailesi tiyesidir
(161). Merkezi sinir sisteminde fizyolojik ve patolojik kosullarda merkezi sinir sistemi
hiicrelerinin kritik diizenleyicisi olan SAPK/JNK sinyal yoludur. Merkezi sinir sistemi
hiicreleri, ndrodejeneratif hastaliklarda apoptoza yol agan JNK seviyelerini arttiran bir
stres tepkisini tetikler (161-163). MAPK ailesinin iiyelerinden JNK ve p38,
proenflamatuar uyanlar, hiicresel ve gevresel stresler tarafindan aktive edilmektedirler
(164). Li ve arkadaslarinin 2022’ de travma sonrasi Bmall etkisini inceleyen
caligmalarinda rekombinant Bmall proteini kullanilarak Bmall ifadesi arttiralan ve
siRNA yoluyla Bmall ifadesi azaltilan siganlarda Bmall'deki bir azalmanin, p38
MAPK  fosforilasyonunu aktive ederek in vivo patolojik semptomlari
siddetlendirilebilecegi tespit edilmistir (140). Tiim bu literatiir bilgileri altinda tez
calisgmamizda beklenildigi gibi Bmall ifadesinin arttirildig: grupta fosforlanan JNK
protein seviyesinde (p-JNK) anlamli bir derecede azalma goriiliirken Bmall ifadesinin

azaltildig1 grupta p-JNK seviyesinde anlamli derecede artig goriilmiistiir.

Apoptotik hiicre oliimii, travmatik beyin hasar1 sonrasi prognozu etkileyen
onemli bir faktordiir (165). Yapilan caligmalar travmatik beyin hasari sonrasi
apoptozun  transkripsiyonel seviyede ve transkripsiyon sonrasi seviyede
diizenlenebilecegini, pro-apopototik ve anti-apoptotik protein fosforilasyonundaki

degisiklerin apoptotik noéronal hiicre 6liim mekanizmasini aydinlatabilmek icin
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yardimci olabilecegini gostermistir (166, 167). Pro ve anti apoptotik protein faktorleri
arasindaki dengede, hiicre 6limiinii destekleyen proteinlerin ekspresyonuna dogru bir
kaymanin apoptotik hiicre 6liimiiniin altinda yatan mekanizmalardan biri oldugu kabul
edilmektedir (168). Apoptozun anahtar diizenleyicilerinden biri olan B-cell
lymphoma-extra large (Bcl-XL) mitokondride lokalize olan B-cell lymphoma-2 (Bcl-
2) ailesinin antiapoptotik proteinlerinden biridir. Noronalsagkalim i¢in gereklidir ve
beynin patolojik siiregleri sirasinda oksijen veya glikoz eksikliklerinin neden oldugu
noronal hasarlarda koruyucu rol oynamaktadir (169, 170). Sigan travmatik beyin
hasar1 modelinde néronal kok hiicre transplantasyonun travmatik beyin hasarinin
lyilesmesine etkisini inceleyen bir calismada, noral kok hiicre transplasyonun
operasyondan sonra 7. Glindeki Bcel-XL ekspresyonundaki artisa bagli olarak noronal
apoptozu onemli Olglide azalttigi gézlemlenmistir (171). Bax apoptotik uyaranlara
karst hiicresel duyarliligi arttirarak hiicre O6limiinii hizlandiran Bcl-2 ailesinin
proapoptotik proteinlerinden biridir (169, 172). Travmatik serebral kontiizyon sonrasi
apoptozun norolojik sonuca etkisi inceleyen klinik bir ¢alisamada, epilepsi hasta
orneklerinde perikontiizyonel dokuda Bax ekspresyonunun 18 kat daha fazla regiile
edildigi bulunmustur (173). Travmatik beyin hasar1 sonrasi Bmall ifadesinin
lentiviriisler araciligiyla arttirilmasiyla apoptotik hiicre 6liimiiniin azaldigi, Bmall
ifadesinin lentiviriisler ile azaltilmasiyla apoptotik hiicre o6liimiiniin arttigi DNA
fragmantasyon analizi ile gosterilmistir. Bu bilgiler 1s1ginda apoptotik sinyal
mekanizmalarinda gorev alan anti apoptotik Bcl-XL ve pro apoptotik Bax protein
seviyesi degerlendirilmistir. Bmall ifadesi arttirilmasiyla grupta Bcl-XL protein
seviyesi artarken, Bmall ifadesinin azaltilmasiyla Bcl-XI protein seviyesinde
azalmaktadir. Yine Bmall ifadesinin azaltilmasiyla Bax protein seviyesinde artma
goriilmiistiir. TM3 Leyding hiicre hattinda, siRNA yoluyla inhibe edilen Bmall’in
baskilanmasinin 6nemli derecede Bax ekpsresonunu arttirdigi, Bcl ailesinin anti

apoptotik tiyelerinden biri olan Bcl-2 ekspresyonunu ise azalttigi goriilmiistiir (144)

Beyindeki vazokonstriksiyon, vaskiiler okliizyon ve kan beyin bariyerinin
bozulmasi ile karakterize edilen mikrovaskiiler disfonksiyon, travmatik beyin hasarini
takiben gerceklesen mekanizmalar1 olumsuz etkilemektedir. Vazodilator o6zelligi
nedeniyle endotel nitrik oksit sentaz (eNOS) tarafindan iiretilen nitrik oksit vaskiiler

homeostazin anahtar diizenleyicisidir (174). Travmatik beyin hasarma bagli olarak
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artan beyin kan akiminin eNOS ile iligkisine bakildiginda Bmall ifadesinin arttirilmasi
eNOS protein seviyesini anlamli bir sekilde arttirken Bmall protein seviyesinin

azaltilmas1 eNOS protein seviyesini istatiksel olarak anlamli olmasada arttirmistir.

Subakut donem deney seti ipsilateral korteks dokularindan elde edilen verileri
protein seviyesinde desteklemek icin Brevican, Versican, Gap43 protein analizleri

Western blot yontemiyle incelenmistir.

Presinaptik terminallerde, biliylime konilerinde ve yetiskin beyninde plastisitesi
yiiksek alanlarda bulunan Biiyiime ile iliskili protein 43 (Gap43), omurgalilarda
islevsel bir serebral korteksin gelisimi i¢in gereklidir. Gap43’iin yoklugu, serebellar
graniil hiicrelerinin proliferasyonunda, farklilagmasinda ve polarizasyonunda
kusurlara neden olmakla birlikte Purkinje hiicrelerinin hem olgunlasmasin1 hem de
mediolateral desenlenmesi inhibe etmektedir (175, 176). Ipsilateral korteks
seviyesinden yapilan analizlerde Bmall ifadesi arttilmasiyala Gap43 (43kDa) protein
ifadesi istatiksel olarak anlamli olmasa da azalirken Gap43 (38kDa) protein ifadesi
artmaktadir. Bmall ifadesinin azaltilmasiyla Gap43 (43kDa ve 38kDa) protein ifadesi

azalmaktadir.

Brevican, beyindeki ¢ok sayida fizyolojik ve patofizyolojik plastisite siirecinde
yer alan bir noral proteoglikandir (177). Brevican, beyin hasarmin denyesel
modellerinde, korteks lezyonlar1 gibi ¢esitli yaralanmalarda artan bir ekspresyon
sergilemektedir (178, 179). Travma sonrasi subakut donemde hem Bmall ifadesinin
arttiritlmasiyla Brevican protein ifadesinde bir azalma gozlelenmistir. Bunun yani1 sira
Bmall protein ifadesi baskilanmis gruplarda da Brevican protein ifadesinin azaldigi

tespit edilmistir.

Akson yaralanmasi, travmatik beyin hasarinin 6énemli bir 6zelligidir. Akson
onarimini giiclendirmeye yonelik tedavilerin potansiyel olarak fonksiyonel sonuglar
iyilestirebilecegi ongoriilmektedir. Potansiyel bir hedef olarak merkezi sinir sistemi
hasarlarindan sonra genellikle yukar: regiile olan kondroitin siilfat proteoglianlardir
(180). Kondroitin siilfat/dermatan siilfat proteoglikan ailesi iiyelerinden biri olan
Versican, beyinin ve bilylik kan damarlarindaki hiicre disi1 matriksin yapisal makro

molekiilii olarak hizmet eder. Versican patolojik kosullar altinda yliksek seviyelerde
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gegici olarak ifade edilmektedir (181). Travmatik beyin hasarindan 4 ve 14 giin sonra
Versican mRNA’ sinda 6nemli artis oldugu bilinmektedir (180). Tez ¢aligmasinda
beklendildigi gibi Bmall ifadesi arttirilmasiyla Versican protein seviyesi anlamli bir
sekilde azalmaktadir. Tlging olarak Bmall ifadesinin azaltilmastyla anlamli olmasa da

Versican protein seviyesinde az da olsa azalma oldugu goriilmdstiir.

Literatiirde yapilan arastirmalar, travmatik beyin hasar1 patofizyolojisinin
coklu noroanatomik aglarda, ndrotransmitter sistemlerinde fonksiyonel veya yapisal
hasar1 igeren oldukca kapsamli bir mekanizmaya sahip oldugunu sdylemektedir.
Fizyolojik yaralanma igin bu genis kapsamli potansiyel, travmatik beyin hasarini
takiben norodavranigsal ve norobilissel semptomlarin ¢esitliligine yansimaktadir
(182). Norodavranigsal semptomlar ve bozukluklar, travma sonrasi ilk yil ortaya
cikmaktadir. Travmatik yaralanma nedeniyle bagvuran bireylerin %31 ’inde
yaralanmadan sonraki ilk y1l i¢inde psikiyatrik hastalik teshisi konulmustur (183, 184).
Travma sonrasi depresyonun, lokomotor aktivitenin, motor koordinasyonun
belirlenebilmesi i¢in subakut donemde 3.,14., 28., 35. giinlerde rotarod motor
koordinasyon testi, agik alan testi, kuyruktan asma testi yapilmstir. Ilk davranis testleri
travmatik beyin hasarindan 3 giin 6nce taban ¢izgi (baseline) olusturmasi amaciyla
yapilmistir. Travma sonrast fonksiyonel iyilesmenin ve motor koordinasyonun
Olciilebilmesi icin rotarod testi yapilmistir ve zamana bagli olarak gruplardaki
degisimler degerlendirilmistir. Normal fizyolojik kosullar altinda alinan Slgiimlerde
farelerin yaklasik olarak 300 s siiresince rotarod platformu iizerinde kalabildigi
gosterilmistir. Beyin felci operasyonlarindan sonra 3. giinde yapilan testte ise tiim
gruplarin travmadan dolayr motor koordinasyonlarinda diisiis gozlemlenmistir.
Kuyruktan asma testi, potansiyel antidepresan ilaglarin taranmasinda ve depresyonla
ilgili davranislari etkilmesi beklenen diger arastirma konularinin degerlendirilmesinde
kullanilan bir fare davranig testidir. Travmatik beyin hasarindan sonra depresyon
yaygindir ve ilk alt1 ay icerisinde her bes hastadan en az biri major depresif epizod
kriterlerini tagir (184-186). Bmall’in travmatik beyin hasari sonrasi depresyon iizerine
olan etkisi kuyruktan asma testi kullanilarak degerlendirilmistir. Travmatik beyin
hasarinin indiiklenmesinden sonra farelerin hareketli olduklar siire travma oncesine
gore azalmis olup daha fazla hareketsiz kalmiglardir. Gruplar karsilastirildiginda

gruplarin benze egilim izledigi ve aralarinda istatiksel bir anlamliligin olmadig: tespit
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edilmistir. Yapilan bir ¢alismada 6n beyin bolgesinde Bmall’den yoksun farelerde,
Bmall kaybmin kuyruktan asma testindeki performansin1 degistirmedigini
gosterilmistir (187). Acik alan testi, farelerde lokomotor aktivite, hareket, anksiyete
gibi davranislar1 analiz etmek i¢in; yeni ilag hedeflerin ndrobiyolojik temeline iligkin
calismalarda kullanilmaktadir (188, 189). Bmall’in lokomotor aktivite iizerine olan
etkisi agik alan testi ile degerlendirilmis ve travma sonra farelerin hareketsiz kaldiklar
slirenin travma oncesine gore arttigi gozlemlenmistir. 35. giinde Lv-GFP grubuna goére
Lv-Bmall grubuna gore hareketlillik stiresinde artis gozlemlenirken scrRNA grubuna
gore sh-Bmall grubu hareketlilik siiresinde azalma oldugu bu azalmanin istatiksel

olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir.
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8. SONUC

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda elde edilen veriler bir biitiin olarak incelendiginde
lentiviriisler aracililifiyla Bmall ifadesinin arttirilmis ve azaltilmistir. Bmall
ifadesinin arttirilmasiyla akut donem travmatik beyin hasar1 sonrasi hasar hacmi, beyin
O0demi ve apoptotik hiicre sayisi azaltmaktadir; noronal sagkalim artmaktadir.
Bmall’in lentiviral vektorler araciligiyla ifadesinin azaltilmasi akut donem travma
sonrast hasar hacmini, beyin 6demini ve DNA fragmantasyonunu arttirmakta; noronal
sagkalimi ise azaltmaktadir. Subakut donem davranis ¢alismalariyla Bmall’in, motor
koordinasyon ve depresyon flizerine herhangi bir etkisinin olmadigi, lokomotor
aktiviteyi 35. giinde hareketlilik siiresini arttirdigr gosterilmistir. Akut ve subakut
donemlerde yapilan genis Olgekli protein analizleri ile travma sonrast Bmall’e baglh
olarak hiicresel sinyal yolaklarinda meydana gelen protein ifade degisimleri detayli

olarak arastirilmistir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda Bmall’inakut ve subakut donem travmatik
beyin hasarinda roliiniin incelenmesi hedeflenmistir. Akut ve subakut doneme bagl
olarak travmaya bagl olarak hasara etki eden mekanizmalarin arastirilmasiyla birlikte
caligmada elde edilen bilgilerle Bmall ’intravma sonrasi mekanizmalarda gorev aldig,
Bmall, travmatik beyin hasarini takiben ikincil hasar mekanizmalar i¢in umut verici

terapotik bir hedef olabilecegi diisiiniilmektedir.
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