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1. ÖZET 

REV-ERBα VE REV-ERBβ’NIN AKUT BEYİN HASARI SONRASI 

ROLÜNÜN İNCELENMESİ 

Dünyada ölüm nedenleri bakımından ikinci sırada yer alan inmenin insidansı 

sirkadiyen bir dağılım göstermektedir. Tüm fizyolojik durumlarımızı düzenleyen 

sirkadiyen ritmin hem inmenin tetiklenmesine hem de inme sonrasında gelişen 

patofizyolojik süreçlere önemli etkileri bulunmaktadır. Son yıllarda yapılan 

çalışmalar sirkadiyen ritmin düzenlemesinde ve devam ettirilmesinde görevli olduğu 

bilinen nükleer reseptörler RevErbα ve RevErbβ’nın (RevErbα/β) patofizyolojik 

süreçlerde önemli rollerinin olabileceğini göstermektedir. Bu tez kapsamında nükleer 

reseptörler olan RevErbα/β’nın (lentivirüs aracılığı ile) protein ifadelerinin 

artırılmasının veya baskılanmasının fare akut iskemi modelindeki etkileri 

araştırılmıştır. Beyin hasarı sonrası elde edilen beyin dokularından enfarktüs hacmi, 

beyin ödemi ve kan beyin bariyeri geçirgenliği araştırılmıştır. Ayrıca geniş ölçekli 

sıvı kromatografisi/kütle spektrometresi aracılı proteomik analizlerle RevErbα/β’nın 

etkilediği protein profili gösterilmiştir. Protein ifadesi artırılan grupta hasar hacmi, 

ödem hacmi ve kan beyin bariyeri geçirgenliğinin azaldığı görülmüştür. Tersine, 

protein ifadesi baskılanan grupta ise, hasar hacmi, ödem hacmi ve kan beyin bariyeri 

geçirgenliğinin arttığı gözlemlenmiştir. Yapılan proteom analizinde RevErbα/β 

protein ifadesi artırılan gruplarda 291, baskılanan gruplarda ise 50 farklı proteinin 

anlatımının istatistiksel olarak anlamlı ölçüde değiştiği gösterilmiştir. Elde edilen 

sonuçlar, RevErbα/β protein ifadelerinin artırılması veya baskılanmasının iskemik 

inmenin patofizyolojisi üzerine farklı etkileri olduğunu göstermektedir. 

Bu tez, TÜBİTAK tarafından 1001 proje kapsamında 219S913 nolu proje tarafından 

desteklenmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Akut iskemi, RevErbα, RevErbβ, Sirkadiyen ritim 
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2. ABSTRACT 

INVESTIGATION OF THE ROLE OF REV-ERBα AND REV-ERBβ AFTER 

ACUTE BRAIN INJURY 

The incidence of stroke, which ranks second in the world in terms of causes of death, 

shows a circadian distribution. The circadian rhythm, that regulates all our 

physiological states, has important effects on both the triggering of stroke and the 

pathophysiological processes that develop after stroke. Recent studies have shown 

that the nuclear receptors RevErbα and RevErbβ (RevErbα/β), which are known to 

be involved in the regulation and maintenance of circadian rhythm, may have 

important roles in pathophysiological processes of stroke. Within the scope of this 

thesis, the effects of increasing or suppressing the protein expressions of the nuclear 

receptors RevErbα/β (lentivirus-mediated) in the mouse acute ischemia model were 

investigated. Infarction volume, cerebral edema and blood brain barrier permeability 

were investigated from brain tissues obtained from mice after sacrification. In 

addition, large-scale liquid chromatography/mass spectrometry-mediated proteomic 

analyses have shown the protein profile affected by RevErbα/β. It was observed that 

the infarct volume, edema volume and blood brain barrier permeability decreased in 

the group with increased protein expression. Conversely, in the group with 

suppressed protein expression was observed that the infarct volume, cerebral edema 

and blood-brain barrier permeability increased. In the proteome analysis, it was 

shown that the expression of 291 different proteins changed in the groups whose 

RevErbα/β protein expression was increased, and in the suppressed groups, the 

expression of 50 different proteins changed. The results obtained show that 

increasing or suppressing RevErbα/β protein expressions have different effects on the 

pathophysiology of ischemic stroke. 

This thesis was supported by the TUBITAK project No: 219S913 within the scope of 

the 1001 project. 

Keywords: Acute Ischemia, Circadian rhythm, RevErbα, RevErbβ 
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

Serebral iskemi dünya genelinde ölüm nedenleri bakımından incelendiğinde 

ikinci sırada yer alan ciddi bir nöronal hastalıktır. Serebral iskeminin başlangıcından 

itibaren ilk 4.5 saat içerisinde uygulanması gereken doku plazminojen aktivatörü 

(tPA) haricinde bilinen bir tedavi yöntemi bulunmamaktadır [1, 2]. Dünya genelinde 

her yıl yaklaşık olarak 5.5-6 milyon insan serebral iskemiye maruz kalmaktadır [3, 

4]. Görülen her üç beyin felci vakasından biri ölüm ile sonuçlanırken hayatta kalanlar 

yaşamlarının geri kalanını ciddi nörolojik eksiklikler ile sürdürmek durumundadır. 

Serebral iskemi geçirmiş ve tedavi sürecinde olan yaklaşık 80 milyon kişinin sağlık 

giderleri ve evde bakım maliyetleri göz önüne alındığında ülke ekonomilerine 

milyarlarca dolarlık yük getirdiği görülmektedir [4-6].  

Sağlık, bilim ve teknoloji alanındaki gelişmeler sayesinde dünya genelinde 

doğumlarla birlikte, insanların yaşam süresi de her geçen yıl artmaktadır. Dünya 

Sağlık Örgütü’nün (World Health Organization; WHO) ve Birleşmiş Milletler 

Ekonomik ve Sosyal İşler Bölümü’nün (UN DESA) yaptığı araştırmalar 2030 yılında 

dünya nüfüsunun 7.3 milyardan 8.5 milyara ulaşacağı yönündedir. İstatistiksel veriler 

göz önüne alındığında dünya ile aynı paralellikte ülkemizde de yaşlı nüfusunun 

giderek artması beklenmektedir. Yaşlı nüfusunun artmasına bağlı olarak özellikle 

Alzheimer, Parkinson ve serebral iskemi gibi nörolojik hastalıkların görülme 

sıklığının arttığı ve giderek de artacağı öngörülmektedir. Bu bilgiler dahilinde, 

özellikle 65 yaş üstü insanlarda daha sık görülen bir hastalık olan serebral iskemi 

vakalarının da artacağı düşünülmektedir [7-9]. Bu nedenlerden dolayı serebral 

iskemiye yönelik yeni tedavi stratejilerinin geliştirilmesi ve yeni hedef moleküllerin 

bulunması önem arz etmektedir. 

Serebral iskemi vakalarının büyük bir kısmı kişi uykudayken meydana 

gelmekte ve erken müdahale için gerekli zaman aralığı daralmaktadır. Bu durumun 

meydana gelmesi gece gündüz döngüsünü kapsayan sirkadiyen ritmin serebral 

iskemi üzerine olan etkilerinin araştırılmasını gerekli kılmıştır. Sirkadiyen ritme 

bağlı olarak gün içerisinde değişen kalp ritmi, hormonal değişimler, pıhtılaşma gibi 
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faktörler serebrovasküler hastalıkların tetiklenmesine neden olmaktadır [10]. Ayrıca 

yayınlanan bir çalışmada sirkadiyen ritmin beyin felci sonrasında gelişen hasar 

mekanizmaları üzerine olan etkileri gösterilmiştir [11]. Sirkadiyen ritim, 

organizmaların iç fizyolojik süreçlerini dış ortamdan gelen uyarılara bağlı olarak 

hassas bir şekilde senkronize eden biyolojik bir saattir. Bu biyolojik saat gün 

içerisindeki aydınlık-karanlık döngüsü, mevsimsel değişiklikler ve beslenme gibi dış 

uyarılara bağlı olarak kendi ritmini düzenlemektedir [12, 13]. RevErb α/β sirkadiyen 

ritmin düzenlenmesinde önemli rolleri olan ve vücuttaki metabolik süreçleri 

etkileyen nuklear reseptör grubunda bulunan proteinlerdir. Yapılan çalışmalarda 

RevErb α/β proteinlerinin nöroinflamasyon üzerinde etkilerinin olduğu bulunmuştur 

[14]. Bu sebeple, Rev-Erbα/β’nın beyindeki inflamatuar süreçlerdeki etkileri göz 

önüne alındığında, akut inme gibi beyinde yüksek seviyede inflamatuar süreçlere 

neden olan patofizyolojik bir rahatsızlığa karşı etkili olabileceği düşünülmektedir. 

Bu proje kapsamında, RevErbα/β’nın protein ifadesinin artırılmasının veya 

baskılanmasının akut iskemik hasar üzerindeki etkilerinin araştırılması 

amaçlanmıştır. Bu amaçla, RevErbα/β’nın protein ifadesini hem artıran hem de 

azaltan lentivirüs partikülleri dizayn edilmiş ve bu partiküller C57BL6/J farelere 

beyin içi enjeksiyon yöntemiyle verildikten 7 gün sonra orta serebral arter oklüzyonu 

modeli uygulanmıştır. Ardından farelerdeki nörolojik durum, enfarktüs hacmi, beyin 

ödemi ve kan beyin bariyeri geçirgenliğinin araştırılmasının yanı sıra iskemik beyin 

dokusundan alınan örnekler ile proteomik analizlerin yapılması hedeflenmiştir. 
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4. GENEL BİLGİLER 

4.1. Serebral İskeminin Patofizyolojisi 

Beyin dokusu fizyolojik faaliyetlerini devam ettirebilmek ve canlılığını 

sürdürebilmek için yüksek miktarda oksijen ve glukoza ihtiyaç duymaktadır. 

Serebral iskemi sonucunda beyne giden kan akımının azalmasıyla beyin dokusu 

oksijen ve glukoz açlığına girerek bir takım hücresel ve moleküler mekanizmaları 

aktive eder ve bunun sonucunda nöronal ve glial fonksiyonları olumsuz olarak 

etkiler. Ek olarak vasküler bozukluklara ve inflamasyona neden olmaktadır [2]. 

Beynin beslenmesinde meydana gelen bu bozukluk sonucu nöronlar transmembran 

gradiyentlerini koruyamazlar ve bunun sonuncunda nöronal sinyalleşme bozulur. Bu 

sürecin devamında nöronlarda anoksik depolarizasyon meydana gelerek presinaptik 

uçtan nörotransmitter salınımını tetikler [15]. Eksisatör nörotransmitterlerin sinaptik 

yarıktan temizlenmesi aktif enerji gerektiren bir süreçtir. İskemi sonucu oluşan enerji 

eksikliği sebebiyle de ekstraselular alanda nörotransmitter konsantrasyonu artar. 

Glutamatın neden olduğu bu süreç eksitotoksisite olarak adlandırılır (Şekil 4.1.1.). 

Ek olarak N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptörü de meydana gelen bu 

eksitotoksisitenin hücre içerinde etkisini göstermesine aracılık eder. Dinlenme 

membran potansiyelinde kanal tarafı magnezyum ile kapalı olan NMDA reseptörü, 

membranın depolarize olması ile birlikte magnezyum blokajından kurtulur ve aktif 

hale gelerek iyon geçirgenliğini artırır [16]. Bunun sonucunda hücre içerisine yüksek 

miktarda kalsiyum ve sodyum iyonu akışı ile birlikte, intraselular depolardaki 

kalsiyum serbestlenmesi gerçekleşir [17, 18]. İntraselular kalsiyum 

konsantrasyonunun artması ile, nöronal nitrik oksit sentaz gibi kalsiyuma bağlı 

süreçler aktive olmaktadır. Bu sürecin sonunda da serbest radikallerin üretimiyle 

apoptosis, nekrosis, nekroptosis ve otofaji gibi hücre ölüm mekanizmaları aktive 

olmaktadır. Serebral iskemi sonucunda, santral sinir sistemi (SSS) boyunca, 

nöronların yanında, astrositler oligodendrositler ve perisitler de etkilenmektedir. 

Örneğin, ekstraselular glutamat seviyelerinin artmasıyla metatropik glutamat 

reseptörü 5'in aktivasyonu, hücre içi kalsiyum seviyelerinin artmasına, glial glutamat 
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taşıyıcılarının ekspresyonunun azalmasına [19] ve dolayısıyla hücre dışı glutamat 

seviyelerinin daha fazla artışına yol açar. Ek olarak, astrositler reaktif hale gelerek, 

koruyucu olan proinflamatuar (A1) veya zararlı olan immünomodülatör (A2) 

fenotiplerine dönüşebilmektedir [20, 21]. Reaktif astroglioz, iskemiden 48-96 saat 

sonra ortaya çıkar ve glial fibriller asidik proteini (bir astrosit belirteci) eksprese eden 

hücreler hipertrofik hale gelir böylece nöronal rejenerasyonu engelleyen bir glial skar 

oluşturur [22]. Merkezi sinir sisteminde nöronal aksonlar oligodendrositler tarafından 

oluşturulan miyelin kılıflarla çevrilidir. Serebral iskemi sonrası oligodendrositlerin 

durumu her ne kadar astrositler kadar çalışılmasada, iskemik kor bölgesinde 

oligodendrosit ve oligodendrosit progenitör hücrelerin miktarlarının azaldığı 

öngörülmektedir [23]. Literatürde hasar çevresinde oligodendrosit progenitor 

hücrelerin, hasardan 2 hafta sonra remiyelizasyonu artırmak için sayılarının arttığı 

görülmüştür [24]. Perisitler, kan beyin bariyerinin (KBB) iç tabakasında bulunan ve 

kontraktil yeteneğe sahip olan hücrelerdir. İskemiyi takiben aktive olan bu hücreler 

kapillerin kontraksiyonunu sağlamaktadır. Perisitlerin ölümü sonucu irreversibl 

kapiller kontraksiyonu ve KBB bozulması meydana gelmektedir [25]. Bu bariyerin 

bozulmasıyla periferal kanda bulunan inflamatuar hücreler beyin parankimine 

geçerek hasarı artırmaktadır. 

İskemiyi takiben, nöronal ubikuitin sistemi bozulur. Bu da daha sonra 

oksitlenmiş proteinlerin azalmasıyla birlikte, protein agregatlarının oluşumu ve 

endoplazmik retikulum stresine neden olabilir [26]. Mitokondriyal değişiklikler 

arasında artmış sisternal kalsiyum seviyeleri, proteaz aktivasyonu, proapoptotik 

faktörlerin ve serbest radikallerin salınması ve ATP üretiminin azalması yer alır [27]. 

Kemirgen iskemi modellerinde inflamasyon genellikle yerleşik mikrogliaların 

erken aktivasyonu, ardından makrofajların ve nötrofil polimorflarının ve lenfositlerin 

beyin parankimine akması olarak karakterize edilir [28]. İnsanlarda inflamatuar 

yanıtla ilgili daha az veri mevcuttur, ancak iskemik kor bölgesinde nötrofil 

birikiminin, penumbrada mikroglianın aktivasyonu ve proliferasyonu ile iskeminin 

erken evrelerinde (ilk 3 gün içinde) meydana geldiği öne sürülmüştür. Daha sonra 

hem beyin kökenli bu mikroglialar hem de kandan türetilen makrofajlar, bir 

amoeboid fagositik fenotipi benimser ve hücresel kalıntıları temizler [29]. 
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Makrofajlar, ağırlıklı olarak proinflamatuar veya anti-inflamatuar fenotiplerle 

kendilerini gösterebilir. İnsanda meydana gelen iskeminin erken evrelerinde, 

özellikle peri-enfarktüs bölgelerinde makrofajlar, majör histokompatibilite kompleksi 

sınıf I moleküllerini (antijen sunumuyla ilgili), NADPH oksidazı (serbest radikal 

üretimiyle ilgili) ve indüklenebilir nitrik oksit sentazı (iNOS) eksprese ederler [30] 

(artan fagositoz ile ilişkili fenotip) [31]. Daha sonraki aşamalarda fenotip, azalmış 

fagositoz ve interferon-γ ve IL-1 gibi inflamatuar sitokinlerin üretiminin azalması 

[31] ile ilişkili mannoz ve haptoglobulin reseptörlerinin (CD206 ve CD163) [30] 

ekspresyonu ile değişir. 

 

Şekil 4.1.1. İskemi patofizyolojisi. (Ischaemic stroke makelesinden 

yararlanılarak çizilmiştir [2]). 

 



 

8 

 

İskemik inmedeki inflamasyon yanıtı manipüle etmenin terapötik olarak 

potansiyeli açık değildir. IL-1 reseptör antagonisti ile tedavi hayvan modellerinde 

koruyucu görünmektedir [32], ancak natalizumab kullanılarak α4 integrin (CD49a) 

sinyallemesine müdahale etmek gibi diğer yaklaşımların, faz II klinik çalışmasında 

hiçbir etkisinin olmadığı görülmüştür [33]. 

4.1.1. Yayılan depolarizasyon 

Beyin iskemisinin hemen başlangıcında yayılan depolarizasyon (SD), yüksek 

beyin bölgelerinin gri maddesinde elektrokimyasal membran yetmezliğinin ve 

nöronal ödemin ana mekanizmasıdır [34-39]. Şiddetli iskemiden sonraki 1-2 dakika 

içinde, mevcut ATP havuzunun tükenmesi, Na+ / K+ pompasının çalışmasını 

engelleyerek iskemik doku boyunca ve çevredeki penumbral ve normal dokuya 1-9 

mm / dakikada yayılan bir hücresel depolarizasyona sebep olur [40-44]. İskemik kor 

bölgesinde nöronların, tipik olarak 20-30 dakika veya daha fazla süren bir 

depolarizasyon altında öldükleri görülmüştür [45-51]. Bununla birlikte, iskemik kor 

yaklaşık 15 dakika içinde reperfüze edilirse, nöronlar yaklaşık 15 dakika boyunca 

sürekli depolarize edilmiş olsa dahi iskemik korda bulunan tüm nöronların hayatta 

kaldığı görülmüştür [48, 52]. 

Yayılan depolarizasyon sonucu ortaya çıkan akut hasar, SD'nin yayıldığı 

dokudaki metabolik stres derecesi ile belirlenen bir “süreklilik” olarak karakterize 

edilmiştir [42, 53]. Bu kavram, ilk SD dalgasının kor bölgesinde devam ettiği, orta 

derecede uzadığı ancak penumbrada geri dönüşümlü olduğunu ifade etmektedir. 

Membran potansiyellerinin 1-2 dakika sonra iyileştiği çevredeki iyi perfüze edilmiş 

dokuda kısa süreli olduğu orta serebral arter oklüzyon modelinde gösterilmiştir [54, 

55]. Penumbral SD’nin gecikmiş doğası nedeniyle, inhibisyonlarının nörolojik 

iyileşme sunacak terapötik yaklaşımlar sunabilmektedir [56]. Bu SD'ler, enerji arz–

talep uyumsuzluğunun bir sonucu olarak ortaya çıkıyor gibi görünmektedir [57, 58]. 

Birçok sekonder SD'nin kümülatif etkisi, metabolik durumun ilerleyici bir şekilde 

bozulması ve lezyonun genişlemesidir. Bu sadece sitotoksik membran yetmezliği 

nedeniyle değil, aynı zamanda bozulmuş nörovasküler bağlantılı hasarlı dokuda 

mikrovasküler daralmaya neden olan SD nedeniyle de meydana gelir. “yayılan 
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iskemi” olarak bilinen [59], SD'ye verilen bu ters hemodinamik veya başlangıçta 

vazokonstriktif yanıt, hücresel depolarizasyonun uzamasını ve dolayısıyla hücre 

ölümünü desteklemektedir [37, 41, 58, 60-62]. 

Na+ / K+ ATPaz, transmembran katyonik gradyanlarını düzenleyen ana 

taşıyıcıdır. Bu pompanın bozulması SD'ye yol açmaktadır. Pompa, adenozin 

trifosfatın (ATP) hidrolizi yoluyla üç sitozolik Na+'yı iki hücre dışı K+ ile değiştirir 

[63]. Bu nedenle, bu taşınmanın kendisi elektrojeniktir ve membran potansiyeline 

birkaç hiperpolarize edici milivoltta katkıda bulunur. Memeli gri maddesinde, Na+ / 

K+ pompası ATP hidrolizinin yaklaşık %50 'sinden sorumludur [64]. Kandaki oksijen 

ve glukoz eksikliği sonucu ATP üretimi baskılanır ve Na+ / K+ pompasının 

çalışamamasından dolayı Na+ / K+ akışı bozularak SD’ye sebep olmaktadır [65, 66]. 

Canlı kesitler incelendiğinde nöronların, oksijen–glikoz deprivasyonuna (OGD) yanıt 

olarak SD'ye maruz kaldıkları görülmüştür [67-69]. Benzer şekilde, SD’nin iskemi 

koşullarında in vivo olarak görüntülendiği ve kaydedildiği çalışmalar da 

bulunmaktadır [70-72]. 

4.1.2. Eksitotoksisite 

Eksitotoksisite, eksisatör amino asit reseptörlerinin aşırı veya uzun süreli 

aktivasyonundan kaynaklanan toksik etkileri ifade etmektedir [73, 74]. 1969'da 

Olney ve meslektaşları tarafından yapılan kapsamlı çalışmalar, aşırı glutamatın 

uyarıcı reseptörlere etki ettiği ve hücre ölümüne neden olduğu durumlarda kullanılan 

eksitotoksisite terimini ortaya çıkarmıştır [50, 54]. Beyindeki en bol nörotransmitter 

olan glutamatın aşırı uyarımı, postsinaptik iyon kanallarını doğrudan açarak ve 

ikincil olarak kalsiyum homeostatik mekanizmalarını etkileyerek hücre içi kalsiyum 

seviyesini artırır [75]. Eksitotoksisitenin iskemi, travma, epilepsi gibi hastalıklarda 

ve Alzheimer, Huntington, Parkinson hastalığı gibi nörodejeneratif bozukluklarda 

önemli bir mekanizma olduğu düşünülmektedir [76-80]. Hücre içinde yüksek 

kalsiyum birikimi, eksitotoksisiteye yol açan bir dizi olayı tetiklemektedir [81]. 

Nöronal hasara neden olan glutamatın toksik kaskadını durdurmak, etkilemek veya 

geçici olarak durdurmak amacıyla bir dizi ilaç geliştirilmiş ve kullanılmıştır [82-87]. 

Eksitatör amino asit reseptörü aktivasyonunu modüle ederek bu hastalıkları hedef 
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alan terapötik stratejilerin geliştirilmesinde önemli ilerleme kaydedilmiştir [88]. 

Sinirbilimde glutamat, uzun süreli potensiyelizasyonda kilit rol oynayan ve öğrenme 

ve hafıza için önemli olan bir nörotransmiterdir [89]. Glutamat nörotransmiter olarak 

dört kritere de uygunluğundan dolayı nörotransmiter olarak kabul edilmiştir [90]. Bu 

kriterler; i) presinaptik lokalizasyon, ii) fizyolojik uyaranlarla salınım, iii) doğal 

olarak oluşan transmiter ile ani etki, iv) transmiter etkisinin hızlı bir şekilde sona 

ermesi için gerekli mekanizmadır [89]. 

Glutamik asit, esansiyel olmayan 20-22 proteinogenik amino asitlerden 

biridir [89]. Glutamik asitin, karboksilat anyonları ve tuzları glutamat olarak 

bilinmektedir [91]. Memelilerde glutamat, esas olarak merkezi sinir sisteminde 

(beyin ve omurilik) bulunur ve nöronal haberleşme ve nörotransmiter olarak rol 

oynamaktadır [92]. Aslına bakıldığında, hemen hemen tüm beyin hücreleri 

haberleşme için glutamatı kullanmaktadır. Ayrıca glutamat, glukoz yokluğunda 

beyin hücreleri için bir enerji kaynağı görevi görmektedir [93]. Beynin içindeki 

presinaptik nöronlar, postsinaptik nöronlar ve glial hücreler gibi üç farklı kısma etki 

etmektedir [90]. Bu terminallerden salınan glutamat, esas olarak astrositlere 

(astroglial hücreler) taşınır ve burada glutamin sentetaz yoluyla glutamine 

dönüştürülür. Glutamin daha sonra aktif olmayan bir formda glial hücrelerde 

depolanır, burada glutamat, bir mitokondriyal enzim olan fosfata bağımlı glutaminaz 

yoluyla rejenere edilir. Glutamat sadece iki uç (pre ve postsnaptik) arasındaki 

transmisyonu sağlamaz, aynı zamanda komşu sinapslardan salınan glutamat ekstra 

sinaptik sinyalizasyonla sinapslar arası haberleşmenin de gerçekleşmesini 

sağlamaktadır [93]. 

Glutamat, hızlı sinaptik transmisyona aracılık eden temel nörotransmiterdir 

[94] ve sinaptik plastisite, öğrenme ve hafıza ve diğer bilişsel işlevlerde önemli bir 

rol oynar. Bununla birlikte, beyin parankimine yüksek miktarlarda yayılması söz 

konusu olduğunda büyük hasara neden olabilir [93]. Diğer sinyal maddeleri gibi, 

glutamatın sinyal etkisi de glutamatın kimyasal yapısına değil, hücrelerin glutamata 

maruz kaldıklarında nasıl tepki verecek şekilde programlandığına bağlıdır [94]. 

Sadece yüzeylerinde glutamat reseptör proteinleri (glutamat alıcıları) bulunan 

hücreler glutamata duyarlıdır, böylece glutamat bu reseptör proteinlerine bağlanarak 
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ve reseptör proteinlerini aktive ederek sinyal işlevini yerine getirmektedir [91]. 

Hücrelerin içindeki glutamat konsantrasyonu dışarıdakinden 10.000 kat daha fazladır 

ve hücre içi olduğu sürece nispeten etkisizdir [95]. Glutamat reseptörleri, yalnızca 

dışarıdan glutamat bağlanarak aktive edilebilir. Bu nedenle, düşük ekstraselular 

glutamat konsantrasyonlarını koruyan mekanizmalar normal beyin fonksiyonu için 

gereklidir [94]. Bundan dolayı, glutamatın doğru konsantrasyonlarda doğru yerde 

bulunması gerektiği, hem çok fazla hem de çok az miktarlardaki glutamatın zararlı 

sonuçları olduğu çıkmaktadır. Bu, glutamatın aynı zamanda hem gerekli hem de 

oldukça toksik olduğu anlamına gelmektedir [96]. 

Glutamat reseptörleri, iyonotropik ve metatropik olmak üzere iki büyük sınıfa 

ayrılmıştır. İyonotropik reseptörler NMDA, AMPA ve Kainat olmak üzere alt 

birimlere ayrılmaktadır. 

Normal fizyolojik koşullar altında, glutamaterjik sinir terminallerinden 

salınan glutamat, postsinaptik reseptörlere etki eder ve depolarizasyona neden olur, 

bu da Ca+2'nin pordan geçmesine izin veren NMDA reseptör kanalından Mg+2 

katyonunun ayrılmasına neden olur [97]. AMPA reseptörleri genellikle sinapslarda 

NMDA reseptörü ile birlikte eksprese edilir ve burada öğrenme, hafıza, 

eksitotoksisite ve nöroproteksiyonda yer alan sinaptik plastisite süreçlerine ortaklaşa 

katkıda bulunurlar. Glutamaterjik uyarılma döneminde, NMDA reseptörlerinin 

aktivasyonu, AMPA reseptörünün yüzey varlığını modüle eden Ca+2'ye bağımlı 

hücre içi sinyal yollarını başlatmaktadır [98]. Postsinaptik membrandaki AMPA 

reseptöründeki modifikasyon, sinaptik mukavemette değişikliklere neden olur ve 

çeşitli sinaptik plastisite biçimlerinin düzenleyicisidir. Bu nedenle, korelasyonda 

çalışan tüm reseptörler glutamat salınımına neden olmaktadır [99]. 

Eksitotoksik hipotez, glutamat ve ilgili eksitatör amino asitler tarafından 

üretilen etkilerin, bir şekilde hasarlarına veya ölümlerine yol açan alıcı nöronların 

uzun süreli depolarizasyonundan kaynaklandığını göstermektedir [98]. Ayrıca, 

hücreler arasındaki boşluklarda (ekstraselular alan) glutamat seviyeleri çok 

yükseldiğinde, glutamatın uyarıcı etkisi nöronları öldüren bir toksin haline 

gelmektedir [99]. Ancak normal koşullar altında, nöronlar çevrede çok fazla glutamat 

varlığını algılar ve membran üzerindeki özel pompaları açarlar ve bu pompalar 
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sayesinde ortamda fazla bulunan glutamat hücre içine alınır [100]. Bu koruyucu 

pompalama işlemi, glutamat seviyeleri normal aralıkta kaldığı sürece titizlikle çalışır 

[101]. Bununla birlikte, hasarlı bir hücre glutamatını ekstraselular alana bırakırsa 

seviyeler keskin bir şekilde yükselebilir. Böyle bir durumda, hücre membranlarındaki 

pompalar artık bu durumla başa çıkamaz ve glutamatın toksik etkisi kendini 

göstermeye başlar [98]. Bu durum nöronu doğrudan öldürmez aksine, hücreyi aşırı 

derecede uyararak membranda bulunan kanalların aktivitesinin artmasına ve 

normalde yalnızca sınırlı miktarlarda girmesine izin verilen çok miktarda maddeye 

izin vermesine neden olur [102]. 

Glutamaterjik disfonksiyonla ilişkili nörodejeneratif hastalıklar [99], hücresel 

kalsiyum homeostazının bozulması, nitrik oksit sentezinin aktivasyonu, serbest 

radikal oluşumu ve progresif nörodejenerasyona yol açan programlanmış hücre 

ölümünü içeren ortak bir patogenez mekanizmasını paylaşmaktadırlar [103]. Bu 

mekanizmalar nükleik asitlere, proteinlere ve lipitlere zarar verir ve potansiyel olarak 

mitokondriyal permeabilitesini bozar. Bu da serbest oksijen radikallerinin (ROS) 

üretimini daha da uyararak, enerji yetersizliğini kötüleştirir ve sitokrom c gibi 

proapoptotik faktörleri sitoplazmaya salabilir [104]. Yüksek düzeyde ROS oluşumu 

ve antioksidan mekanizmaların aşağı regülasyonu, nörodejeneratif hastalıklarda 

nöronal hücre ölümüyle sonuçlanır [105]. Dejeneratif sinir hastalıklarının hafıza 

dengesi, hareket, konuşma, nefes alma ve kalp fonksiyonu dahil olmak üzere 

vücudumuzun birçok faaliyetinin kötüleşmesine neden olduğu varsayılmaktadır 

[103]. 

Eksitotoksisitede, glutamatın aşırı sinaptik salınımı, NMDA, AMPA, Kainat 

ve metatropik reseptörler gibi postsinaptik reseptörleri aktive ederek kalsiyum 

homeostazisinin bozulmasına neden olabilmektedir [105]. Aktivasyonları üzerine bu 

reseptörler, iyon kanallarını açarak Na+ ve  Ca+2 iyonlarınının intraselular alana 

girişlerine neden olmaktadır. Özellikle NMDA reseptörünün aşırı aktivasyonu 

yüksek miktarda hücre içine giren Ca+2 ile hücre içerisindeki depolardan Ca+2 

salınımını teiklemektedir. Özellikle epileptik nöbete, uyarının yayılmasına ve olası 

nöronal ölüme karşı savunmazsız olan Ca+2 mekanizmaları baskılayabilmektedir 

[106]. 
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Geçmişte yapılan çalışmalarda glutamatla indüklenen nörotoksisitede, 

ekstraselular sodyumun ortadan kaldırılmasının kortikal hücre kültürlerinde nöronal 

ödemi engellediği ancak dejeneratif değişikliklere etki etmediği görülmüştür. 

Bununla birlikte, ekstraselular kalsiyumun ortadan kaldırılmasının nöronal 

dejenerasyonu azalttığı görülmüştür [107, 108]. 

4.1.3. Oksidatif stres 

İskemi-reperfüzyon ve inme sonrası hasarla ilişkili moleküler paternlerin 

(DAMP) salınması, oksidatif ve nitratif stres, nöroinflamasyon, eksitotoksisite ve 

apoptoz dahil olmak üzere bir dizi patolojik değişikliği indüklemektedir [109]. 

Oksidatif stres, reaktif oksijen türlerinin sistemik performansı ile biyolojik 

sistemlerin aktif ortamı detoksifiye etme veya hasarı onarma yeteneği arasındaki 

dengesizlik durumunu tanımlar [110]. Aşırı ROS, yukarıda açıklanan patolojik 

mekanizmaların birçoğuyla etkileşime girer ve inme sonrası ikincil beyin hasarına 

toplu olarak aracılık eder [111-113]. 

Glial hücreler, SSS'nin ana destekleyici hücreleri olarak işlevlerini 

göstermektedirler. Son çalışmalar, SSS'de oksidatif stresin düzenlenmesinde rol 

oynadıklarını göstermektedir. Bir yandan, inme sonrası redoks durumunun 

dengesizliğinden astrositler ve mikroglialar sorumludur [114]. Glial hücreler, çeşitli 

yollardan büyük miktarlarda serbest radikal salma potansiyeline sahiptir [115, 116]. 

Üretilen ROS, astrositlerde [117] inflamatuar yolakların aktivasyonunu teşvik eder, 

glutamat taşınmalarına müdahale eder [118] ve hücre içi ve hücre dışı mikro ortamın 

homeostazını etkiler. Mikroglia, inme sonrası KBB’nin bozulmasına aracılık eder ve 

inme sonrası nöral onarım sürecini etkiler [119]. Tersine astrositler, inme sonrası 

oksidatif hasardan korunmak için yüksek hücre içi antioksidan konsantrasyonlarını 

korumaktadırlar [120]. Glutatyon, glial hücreler tarafından sentezlenen ana 

antioksidandır ve oksidatif hasarı önlemede önemli bir rol oynar [121]. Hücre içi 

Nrf2-ARE yolu, glial hücrelerin ve nöronların redoks durumunu sinerjistik olarak 

düzenleyen ana antioksidan yoldur [122]. 

Oksidanlar olarak, ROS’ların fizyolojik dozları, vücudun fonksiyonel 

aktivitelerinin çeşitli yönlerinde aktif bir rol oynamaktadır. Bir yandan ROS, 
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makrofaj fagositozunu arttırmak ve T hücrelerini aktive etmek gibi bağışıklık 

fonksiyonlarının desteklenmesine katkıda bulunur [123]. Diğer yndan ROS, vasküler 

hücre proliferasyonunun ve apoptozun düzenlenmesinde rol oynamaktadır. Nitrik 

oksit (NO), kan damarlarında kan akışı homeostazını koruyabilmektedir [124]. ROS, 

yara onarımı sırasında çeşitli germinal faktörlerin salınmasını teşvik eder ve onarım 

sürecini kolaylaştırır [125]. Nörogelişim sırasında ROS, sinaptik plastisite ve hafıza 

oluşumu için gereklidir [126]. Ek olarak, araştırmacılar ROS'un kas hücresi gelişimi 

ve kasın yeniden şekillenmesinde de gerekli olduğunu bulmuşlardır [127]. Sonuç 

olarak, ROS sinyal molekülleri olarak işlev görebilir ve in vivo homeostaz, 

metabolizma, büyüme ve farklılaşmanın sürdürülmesinde yaygın olarak rol 

oynamaktadır. 

 Glial hücrelerdeki mitokondriyal metabolizma, redoks durumunun ve 

biyometabolizmanın düzenlenmesinde önemli bir rol oynamaktadır [116]. Fizyolojik 

koşullar altında, elektron taşıma zincirinden (ETC) salınan elektronlar, süperoksit (O-

) üretmek için O2 ile reaksiyona girmektedir. Astrositlerdeki serbest kompleks I, 

mitokondriyal ROS (mROS) üretiminin ana bölgesidir [128]. Mitokondrinin 

metabolik durumu O- üretim hızını belirler. Solunumun inhibisyonu, iskemi veya 

hipoksiyi takiben mitokondriyal membran potansiyelindeki azalmanın her biri 

elektron sızıntısına neden olur ve bu da reaktif oksijen türlerinin çıkış hızını önemli 

ölçüde artırır [129]. Edward ve ark. [130] bir sıçan serebral iskemi modelinde 

süksinatın reperfüzyon sırasında kompleks I' den hızlı süperoksit salınımını 

tetiklediğini bulmuşlardır. Ayrıca, daha yüksek ROS konsantrasyonları, 

mitokondriyal geçirgenlik geçiş porlarının (MPTP) ve iç zar anyon kanalının 

(IMAC) uzun süreli aktivasyonuna neden olabilmektedir. Yukarıdaki kanalların 

açılması, mitokondrinin içi ve arasındaki redoks homeostazındaki değişiklikleri 

değiştirerek ROS'un artışına neden olmaktadır. Bu ROS kaynaklı ROS salınımı 

(RIRR) mekanizması, ROS üretiminin ana kaynağı olarak mitokondriyi işaret 

etmektedir [131]. Süperoksit dismutaz (SOD), glial hücrelerin mitokondrisinde 

büyük miktarlarda bulunur ve süperoksiti oksijen ve hidrojen peroksite ayırmaktadır 

[132]. Katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) da serbest radikallerin 

parçalanmasında rol oynamaktadır [133]. 
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 NADPH oksidaz, mitokondriden önemli ölçüde daha fazla ROS üretir ve 

ROS' u hücreden serbest bırakabilir [134]. Bu nedenle inme sonrası ROS' un anormal 

yükselmesinde anahtar faktör olarak kabul edilmektedir.  

Toll benzeri reseptörler (TLR), glial hücre yüzeyinde NOX aktivasyonunu 

destekleyen önemli reseptörlerdir. TLR'ler, NOX fonksiyonel alt birimlerinin 

fosforilasyonuna ve oksidaz aktivasyonuna esas olarak MyD88'e bağımlı ve IL-1 

reseptörüne bağlı kinaz 4 (IRAK4) bağımlı yollarla aracılık eder [135, 136]. 

Kompleman reseptörü 3, iyonotropik P2X ve metabotropik P2Y purinerjik 

reseptörleri dahil olmak üzere kalan yüzey reseptörleri, NOX'u esas olarak P38 

MAPK ve ERK yolakları üzerinden aktive etmektedir [137, 138]. Aktivasyonu 

üzerine NOX2, sitoplazmik elektronları hücre zarı boyunca taşır ve hücre dışı 

moleküler oksijeni süperoksite indirir. Salınan süperoksit, SOD3' ün katılımıyla hızla 

H2O2’ye dönüştürülür. H2O2 yüksek oranda lipidde çözünür ve demir varlığında 

Fenton reaksiyonu yoluyla OH- üretir ve bu da çoğu biyolojik bileşende oksidatif 

hasara neden olmaktadır [139]. 

Yukarıda tasvir edildiği gibi inmeden sonra oluşabilen oksijen radikallerine 

ve türevlerine ek olarak, biyolojik oksidasyon reaksiyonlarına reaktif nitrojen türleri 

(RNS) de dahil edilmektedir. İskeminin erken evrelerinde, endoteliyal NOS (eNOS) 

tarafından salınan NO’nun genellikle nöroprotektif bir etkiye sahip olduğu kabul 

edilmektedir. Araştırmacılar, düşük NO dozlarının vazodilatasyona neden 

olabileceğini ve penumbra bölgesine kan akışını iyileştirebileceğini bulmuşlardır 

[140]. 

Ek olarak, Irina ve ark. eNOS eksikliği olan farelerin, subaraknoid hemorajdan 

sonra meydana gelen mikro dolaşım yetmezliği ve ölüm olasılığının daha yüksek 

olduğunu bulmuşlardır [141]. Bununla birlikte çalışmalar, glial hücrelerin esas olarak 

indüklenebilir NO'lar yoluyla patolojik koşullar altında büyük miktarlarda NO 

saldığını göstermiştir [142, 143]. Bununla birlikte, çalışmalar glial hücrelerin 

patolojik koşullar altında esas olarak indüklenebilir NOS (iNOS) yoluyla yüksek 

miktarlarda NO saldığını göstermiştir [142, 143]. Lipopolisakkarit (LPS) ve demir 

iyonlarının astrositlerde iNOS ekspresyonunu indüklediği ve NO üretimini teşvik 
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ettiği bulunmuştur [144, 145]. Fazla NO, O- ile reaksiyona girerek kuvvetli 

oksitleyici bir peroksinitrit (ONOO-) oluşturur ve nitrozatif strese yol açar [146]. 

Geçici veya kalıcı serebral iskemiye maruz kalan farelerin, iNOS gen ekspresyonları 

düşürülerek veya NOS inhibitörlerini kullanılarak enfarktüs boyutlarının azalmış ve 

nörolojik işlevlerini daha fazla korudukları görülmüştür [147, 148]. 

SSS'nin ana nörotransmiteri olan glutamat; mesaj iletimi, aksonal yönlendirme, 

sinaptik plastisite ve nöronal büyüme ve gelişmede önemli bir rol oynamaktadır 

[149]. İskemiden sonra serbest radikaller, sinir hücrelerinden glutamatın hücre dışı 

salınımında rol oynamaktadır [150]. Hücre dışı boşlukta glutamat birikmesi 

eksitotoksisiteye neden olmaktadır [151]. Glutamat, hücre zarının ozmotik 

gradyanını değiştirerek hücreye aşırı su ve klor girişine neden olarak nöronal ödeme 

neden olmaktadır. Ek olarak glutamat, NMDA ve AMPA gibi reseptörleri aktive eder 

ve bozulmuş Na+ / K+ ATPaz fonksiyonu kalsiyum iyonlarının intraselular alana 

geçişini destekler [152]. Fazla kalsiyum mitokondriyal matrikste birikerek 

mitokondriyal elektron taşıma zincirini bozar ve ROS üretimini artırır [153]. 

4.1.4. İnflamasyon 

İskemik inme geliştikten sonra, doğuştan gelen karmaşık bir bağışıklık 

cevabını tetiklemektedir. Fokal beyin iskemisi, intraselular moleküllerin kontrolsüz 

salınımına yol açarak nekrotik hücre ölümüne neden olmaktadır. Ekstraselular alanda 

meydana gelen bu anormal madde birikimi steril inflamasyon denilen durumu uyarır 

[154]. Hasarla salınan anahtar intraselular moleküller, DAMP’ler gibi davranır ve 

örüntü tanıma reseptörleri (PRR) yoluyla inflamatuar tepkileri başlatırlar. İnme 

bağlamında, NLR'ler (nükleotid bağlayıcı oligomerizasyon domaini, lösin 

bakımından zengin yineleme içeren reseptörler) veya NOD (nükleotid 

oligomerizasyon domaini) benzeri reseptörler ve TLR'ler gibi farklı PRR'ler söz 

konusudur [155]. TLR4 ve TLR2, HMGB1 (yüksek hareketlilik grubu kutu 1), ısı 

şoku proteinleri (HSP), esas olarak Hsp70, peroksiredoksinler, pürinler ve 

fibronektin, defensin veya heparin sülfat proteoglikan gibi birkaç endojen TLR2 / 

TLR4 ligandı gibi inmeyle ilişkili DAMP'ler tarafından aktive edilmektedir [156]. 
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İnsanda meydan gelen inmeden sonra, DAMP’ler yükselir ve HMGB1 seviyeleri 

sonuçla ilişkilendirilmiştir [157, 158]. 

TLR'lerin uyarılması, proinflamatuar genleri, sitokinleri, adezyon 

moleküllerini ve adaptif bağışıklığın aktivasyonunu indükleyerek doğuştan gelen 

bağışıklık tepkilerini başlatır [159]. Ligand bağlanması ve inme ile ilgili olarak en 

fazla tanımlanmış TLR olan TLR4, dimerize olur ve MD2 ile bir kompleks oluşturur. 

Aşağı yönlü miyeloid farklılaşma birincil yanıtı 88’i (MyD88) - veya TIR domaini 

içeren adaptör indükleyici interferon-β (TRIF) - bağımlı sinyalleşmeyi başlatır, 

nükleer faktör kappa B (NF-κB) aktivasyonunun erken ve geç evrelerinde rol oynar. 

Her iki durumda da, inflamatuar sitokin üretimi için NF-κB aktivasyonu gereklidir 

[160]. TLR4 yokluğu, inmeden sonra beyin hasarını ve inflamasyonu azaltmaktadır 

[161]. Dolaşımdaki insan bağışıklık hücreleri üzerindeki TLR4 ekspresyonu, inme 

hastalarındaki inflamatuar yanıtla ilişkilidir [162]. İnmede doğal inflamasyonun 

başlaması için bir belirleyici olarak TLR4 aktivasyonunu gerekmektedir. İnmeden 

sonra, DAMP’ler sadece beyinde yerleşik bağışıklık hücrelerini (mikroglia) aktive 

etmekle kalmaz, aynı zamanda kan dolaşımına salındığında periferik bağışıklık 

hücrelerini de beyin içine alırlar. Dolaşımdaki bağışıklık hücreleri periferik olarak 

aktive edilirek beyne alınırlar ve burada inme sonrası inflamasyon ve rezolüsyona 

katkıda bulunurlar [156, 163]. 

Hasarlı beyinde inflamatuar tepkiler, yerleşik miyeloid bağışıklık hücreleri 

olan ve hasardan sonra ilk yanıt veren mikrogliaların erken aktivasyonunu 

içermektedir. Bu yerleşik hücrelerin yerini kemik iliği kaynaklı hücreler almadığı 

için, periferik miyeloid hücrelerin eksik olduğu beyinle ilgili kapsamlı bir dizi 

fonksiyona sahip olmaları muhtemeldir. Mikroglialar homeostazda beynin sağlıklı 

işlevini sürdürmeye katkıda bulunurken, komşu hücre hasarını algıladıktan sonra 

sitokinleri ve kemokinleri serbest bırakırlar. Mikroglialar hasar bölgesinde hızlı ve 

özerk bir şekilde birleşmekte ve morfolojileri dallanmış bir görünümden ameboid 

görünüme dönüşmektedir [164]. 

İnmede, birkaç reseptör bu mikroglial aktivasyona aracılık etmektedir. 

TLR4'ün, LPS [165] gibi patojenle ilişkili moleküler modellere maruz kaldıktan 

sonra mikrogliada bulunduğunu ve TLR4 inhibisyonunun, LPS kaynaklı mikroglia 
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aktivasyonunu ve ROS üretimini [166] azalttığını gösteren deneysel kanıtlar, inme 

sonrası insan beyninde M1 benzeri bir proinflamatuar fenotipe yol açan TLR'ye bağlı 

mikroglia aktivasyonunun meydana gelebileceği ve patolojiyi şiddetlendirebileceğini 

öne sürmektedir. 

Farelerde yapılan çalışmalar, mikroglia yanıtının oldukça dinamik olduğunu 

ve bunun sonucunda erken M2 benzeri fenotiplerin geçici olarak patolojik M1 alt 

kümelerine geçiş izlediğini göstermektedir [167]. Bununla birlikte, anti-inflamatuar 

M2 fenotipik ikilemine karşı basit proinflamatuar M1'den ziyade, in vivo mikroglia, 

dinamik zamansal özelliklere sahip çok daha büyük bir fonksiyonel ve fenotipik 

çeşitlilik göstermektedir [168]. Bu nedenle, bir dizi farklı transkripsiyonel program, 

bu hücrelerin beyin hasarına katılmasına izin verir, aynı zamanda örneğin ön-

çözümleme sitokinlerinin salınması [169], ölü hücrelerin fagositozu ve doku onarımı 

için trofik faktörlerin salgılanması yoluyla lokal inflamasyonun rezolüsyonunu 

desteklemektedir. Purinerjik reseptörlerin aracılık ettiği mikroglianın ek bir koruyucu 

rolü; uzantılarını hasarlı kan damarlarına doğru yönlendirerek lezyonu kontrol altına 

almak, rozet formasyonu oluşturmak, astrositik ATP salınımına atfedilen bir etki ve 

ardından P2RY12 mikroglia sinyallemesidir [170]. Mikrogliada P2RY12 

ekspresyonu, lezyon kenarındaki dallanmış mikroglianın aksine, yuvarlak miyeloid 

hücrelerin bulunduğu postmortem insan inme beyinlerinin lezyon çekirdeğinde 

azalır. [171]. Ek olarak, inme geçirmiş hastalarda mikroglia / makrofajlarda sinyal 

dönüştürücü ve transkripsiyon 6 aktivatörü (STAT6) aktivasyonunun, iskemik 

beyindeki inflamasyonun rezolüsyonunu destekleyen bir anti-inflamatuar fenotipi 

indüklediği tanımlanmıştır [172]. Anti-inflamatuar mikroglia [171] varlığını 

düşündüren inme [173, 174] geçirmiş hastaların hasar bölgesinde seçici radyo etiketli 

izleyiciler ve pozitron emisyon tomografisi (PET) ile mikroglial aktivasyon tespit 

edilmiştir. Mikroglial heterojenliğin önemini destekleyen farklı transkriptomik 

çalışmalar, mikroglianın yaşlanma, cinsiyet, farklı SSS bölgesi ve hastalığa bağlı 

fenotipik farklılıklarının da mevcut olduğunu göstermektedir [175, 176]. İnsan 

mikrogliasında transkripsiyonel heterojenlik tanımlandığından [177], bu farklı 

heterojenliğin insanda inme üzerinde bir etkisi olup olmadığını aydınlatmak için 

daha ileri çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır. 
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Makrofajlar gibi mikroglialar da polarizasyona uğramaktadırlar. Daha önce 

de belirtildiği gibi, aktive edilmiş mikroglia, patofizyolojik koşullar altında klasik 

(proinflamatuar; M1) veya alternatif (antienflamatuar veya koruyucu; M2) olarak 

tanımlanabilmektedir [178]. M1 ve M2 mikroglialarını ayırt etmenin temel yolu, 

salgılanan sitokinler ve kemokinlerin yanı sıra biyolojik işlevleridir. M1 mikroglia 

genellikle antijen sunan ve öldüren etkilere sahiptir ve güçlü bir inflamatuar yanıt 

uyandırmak için çeşitli inflamatuar faktörler salgılar. iNOS, M1 mikroglia için 

yaygın olarak kullanılan bir belirteçtir. Buna karşılık, M2 mikroglia, kalıntıları 

gidermek ve birçok anti-enflamatuar ve onarım faktörü üretmek için fagositik 

aktiviteyi artırmaktadır. Arginaz 1 enzimi, M2 mikrogliasını en iyi karakterize eden 

belirteçlerinden biridir [179]. İn vitro çalışmalar, mikroglianın polarizasyonunu 

düzenlemek ve incelemek için farklı indükleyicileri kullanmıştır; LPS ve interferon-γ 

(IFNγ) ile stimülasyon, M1 mikrogliasının farklılaşmasını teşvik ederken, IL-4 ve 

IL-10, M2 fenotipini indüklemektedir [167, 180-182]. İnterferon düzenleyici faktör 

(IRF) ailesinin yakın zamanda inme sonrası mikroglianın polarizasyonu ile önemli 

bir ilişkisi olduğu bulunmuştur [183-185]. Örneğin, IRF4 enflamasyonu negatif 

olarak düzenler ve makrofajın M2 [186] polarizasyonunu teşvik ederken, IRF5 M1 

polarizasyonunu [187] indüklemektedir. IRF3, IRF7 ve IRF8 gibi diğer IRF'lerin de 

mikroglial polarizasyon sürecine katıldığı gösterilmiştir. Bu bulgu inme tedavisi için 

yeni bir bakış açısı açmaktadır [183]. 

İnmenin akut fazında, lezyondaki hasarlı hücreler ve penumbra, transforme 

edici büyüme faktörü (TGF)-α, siliyer nörotrofik faktör, IL-1, IL-6 ve Kallikrein ile 

ilişkili peptidaz 6 [188] dahil olmak üzere sitokinleri serbest bırakır. Yanıt olarak, 

peri enfarktüs alanda reaktif astrogliozis oluşur ve SSS homeostazını korumak ve 

lezyonu sınırlamak için bir glial skar meydana gelir [22]. 

Reaktif astrogliozun ayırt edici özellikleri astrositik hipertrofi ve glial fibriller 

asidik proteinin (GFAP) aşırı ekspresyonudur [189]. Reaktif astroglioz geçirdikten 

sonra astrositler, IL-6, TNF-α, IL-1α, IL-1β ve IFNγ gibi proinflamatuar aracılar ve 

NO, süperoksit ve peroksinitrit gibi serbest radikaller üretir ve serbest bırakırlar 

[188]. Buna karşılık astrosit proliferasyonu ve glial skar oluşumu, 

nöroinflamasyonun difüzyonunu kısıtlar [190]. 
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Akut iskemik inmeden sonra birbiri ardına iskemik hemisfere çok sayıda 

periferik immün hücre geçisi gerçekleşmektedir. Dolaşımdaki nötrofil sayıları, 

semptom başlangıcından sonraki birkaç saat içinde üstel bir artış göstermekte ve bir 

hafta boyunca yüksek seviye kalmaktadır [191]. Deneysel çalışmalar, iskemik 

hemisferde nötrofil akümülasyonunun 3 saat sonra önemli ölçüde arttığını, 24 saat 

sonra maksimum seviyeye ulaştığını ve ardından 7 gün içinde sabit bir dağılma 

izlediğini göstermiştir [192]. Kemokin benzeri faktör 1 (CKLF-1), C-X-C motifli 

kemokin ligand 1 (CXCL1), C-X-C motifli kemokin ligand 2 (CXCL2), C-X-C 

motifli kemokin ligand 5 (CXCL5), monosit kemoatraktan protein-1/C-C kemokin 

ligand 2 (MCP-1/CCL2), C-C kemokin ligand 3 (CCL3) ve C-C kemokin ligand 5 

(CCL5), gibi güçlü nötrofil kemoatraktanlarının seviyelerinin hepsinin inmeden 

sonra önemli ölçüde arttığı görülmüştür. Bu kemoatraktanlar, nötrofillerin 

yüzeyindeki C-C kemokin reseptörü 5'e (CCR5) ve C-X-C kemokin reseptörü 1'e 

(CXCR1) bağlanarak hasarlı beyin dokusuna göç eden ilk kan yoluyla taşınan 

bağışıklık hücrelerinin nötrofiller olmasını sağlamaktadır [193]. CKLF-1, 

nötrofillerin yüzeyinde CCR5'e bağlanarak inme sonrası 3 saatte önemli ölçüde 

arttığı gözlemlenmiştir. CKLF-1’in CCR5'e bağlanması, Akt/GSK3β ve mitojenle 

aktive olan protein kinaz (MAPK) yolaklarıyla nötrofil göçüne aracılık etmektedir 

[194]. Akut iskemik inmeli hastaların kanında, başlangıçtan sonraki 16 gün boyunca 

genel monosit sayıları önemli ölçüde artmıştır. Ek olarak, ipsilateral hemisferdeki 

monosit sayıları 1 gün sonra sağlam bir şekilde artmış, 3 - 7 gün sonra zirveye 

ulaşmış ve 14 gün sonra başlangıç seviyelerine geri dönmüştür [195]. Monositlerin 

ortak uyarana verdiği aktivasyon yanıtı büyük ölçüde, ligandı CCL2 ile ligasyona 

uğrayan klasik monositlerin yüzeyindeki reseptör olan CCR2'ye bağlıdır. Akut 

iskemik inmeli hastaların kanındaki T lenfosit sayılarının 7 gün içinde katlanarak 

azaldığı ve en düşük sayımın 12 saat sonra olduğu gözlemlenmiştir [191]. 

Lenfositler, eski iki bağışıklık hücresine kıyasla daha küçük sayımlarda ve daha uzun 

kalıcılıkta hasarlı hemisfere ekstravazasyon yapmaktadır. İskemik yarımkürede T 

hücrelerinin birikimi, akut iskemik inmeden 24 saat sonra önemli ölçüde artmış, 3 

günde zirveye ulaşmış ve bir ay boyunca devam etmiştir [196]. Çift negatif T hücresi 

(DNT) ve CD8+T hücresi infiltrasyonu iskemik hasarın ardından 3-24 saat boyunca 

önemli ölçüde artarken [192], kalıcı orta serebral arter oklüzyonu (pMCAO) 
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modelinde CD4+T hücrelerinin infiltrasyonunda 24 saate kadar artış görülmemiştir. 

[197]. Düzenleyici CD4+T hücrelerinin (Treg) lezyon bölgesinde birkaç gün sonra 

gecikmeli olarak arttığı ve inmeden 30 gün sonra da kalıcılığını koruduğu 

bulunmuştur (32). Doğal öldürücü (NK) hücrelerin, inmeden 3 saat sonra iskemik 

bölgeye sızdığı, 12 saatte zirveye ulaştığı ve en az 4 gün boyunca seviyesini 

koruduğu görülmüştür [198]. Treg ve gamadelta T hücrelerinin (gd T hücresi) 

atraksiyonuna ayrı ayrı CCL5/CCR5 ve CCL6/CCR6 eksenleri aracılık etmektedir 

[199, 200]. NK hücreleri iskemik bölgeye IP-10/CXCR3 ve CX3CL1/CX3CR1 

eksenleri aracılığıyla alınmaktadır [201]. 

4.2. Terapi yöntemleri 

1995 yılında IV-Tpa'nın güvenliğini ve etkinliğini gösteren ilk önemli klinik 

çalışma, akut iskemik inme tedavisini tamamen semptomatik olmaktan çok zamana 

duyarlı bir konuya dönüştürdü. Semptom başlangıcından sonraki ilk 3 saat içinde IV-

tPA uygulanırsa, hastaların 90 günlük süreçte yalnızca minimum sakatlığa sahip 

olma veya hiç sakatlık yaşamama olasılığının en az % 30 daha fazla olduğunu 

göstermektedir. Tedavi grubunda semptomatik kanamalardaki artışa rağmen IV-tPA 

ile plasebo grubu arasındaki mortalite farkının anlamlı olmadığı görülmüştür [202]. 

Yakın zamana kadar IV-tPA tek akut iskemik inme tedavisi olmasına rağmen, IV-

tPA kullanımı Amerika Birleşik Devletleri'ndeki tüm akut iskemik inme hastalarının 

% 3.2–5.2' sinde kullanılabilmektedir [203]. Düşük tedavi oranının önemli bir nedeni 

de IV-tPA uygulaması için sınırlı zaman aralığıdır. Akut iskemik inmeden 3 ila 4,5 

Saat sonra Alteplaz ile yapılan Avrupa Tromboliz çalışmasına dayanarak, Amerikan 

Kalp Derneği / Amerikan İnme Derneği (AHA / ASA) IV-tPA uygulamasını 2009'da 

3 ila 4,5 saat arasında genişletti [203-205]. Bu uygulama ile IV-tPA kullanımını % 

20'ye kadar artırdı [206]. 

Antikoagülanların yerine kullanıldığı veya kanama riskleri nedeniyle 

kontrendike olduğu durumlar dışında, geçici iskemik atak (TIA) veya iskemik inme 

sonrası hemen hemen tüm hastalara sekonder inmenin önlenmesi için trombosit 

önleyici ajanlar verilmelidir. Düşük doz aspirin, bu tedavinin temelidir. Günde 81-

325 mg dozlar, tekrarlayan inme riskini yılda yaklaşık % 20 azaltmaktadır [207]. 

Dipiridamol ile birlikte klopidogrel ve aspirin, aspirine benzer şekilde riski 
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azaltmaktadır. Aspirine duyarlılığı olan hastalarda klopidogrel seçilebilmektedir. 

Uygun aspirin kullanımına rağmen şikayeti olan hastalar için her iki alternatif de 

seçilebilmektedir [208, 209]. Uzun süreli kullanım için çift antiplatelet tedavinin, tek 

ajan tedavisine göre uzun vadeli bir avantaj sağlamadığı bulunmuştur [210-212]. 

Kombine aspirin ve klopidogrel ile yapılan çift antiplatelet tedavinin, geçici iskemik 

inme veya düşük seviyeli inmeden sonraki ilk 3 hafta boyunca verildiğinde kalıcı 

fayda sağladığı yapılan çalışmalar sonucu bulunmuştur [213, 214]. 

Hiperbarik oksijen (HBO) reperfüzyon sırasında uygulandığında hasar 

hacminin şiddetini azaltma yeteneğini ortaya koyduğundan, HBO, inmeli hastalarda 

uygulanmasının olumlu bir potansiyel niteliği taşıdığı düşünülmektedir [215]. Öte 

yandan, literatürde yapılan bir çalışmada reperfüzyon sonrası uygulanan HBO’nun 

normobarik gruba kıyasla daha kötü sonuçlara yol açtığı görülmüştür [216]. 

HBO'nun inmede kullanımı, yetersiz çalışmalar nedeniyle insanlarda hala yeterince 

kanıta dayalı değildir. Bugüne kadar, HBO'nun dozu ve uygulama süresi için tek tip 

bir kriter bulunmamaktadır. Ayrıca, HBO'nun ilaçlar ve diğer tedavi stratejileri ile 

birlikte etkileri ancak son zamanlarda araştırılmıştır. Bu nedenle mekanizmaları daha 

net tanımlamak ve HBO'nun akut iskemik inme hastaları üzerindeki etkisini 

araştırmak için daha deneysel ve özellikle klinik çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır 

[217]. 

Bazen aşırı hiperbarik durum veya uzun tedavi süresi oksijen toksisitesine, 

özellikle merkezi sinir sistemi toksisitesine, pulmoner ve orta kulak barotravmalarına 

ve nadiren retinopati ve prematüriteye neden olabilmektedir [217, 218]. 5 ATM’nin 

üzerindeki basınçlar muhtemelen beyin dokusunda serbest radikallerin yukarı 

regülasyonu nedeniyle ajitasyona veya epileptik nöbete neden olabilmektedir [219]. 

Bu nedenle, HBO yönergeleri 3 ATM’den büyük olmayan maksimum basıncı 

önermektedir [217, 220]. 

Normobarik oksijenin (NBO), in vivo elektron paramanyetik rezonans 

oksimetresi (EPRO) ile ölçülen sıçanlarda penumbral bölgedeki PtO2’yi anlamlı 

derecede yükseltmiş olduğu görülmüştür [221]. Aynı araştırmacılar iskemi sırasında 

% 95 NBO’nun penumbral PtO2’yi iskemik öncesi değerlere yakın tutabildiğini 

göstermişlerdir [222]. Laser speckle photometry kullanılarak yapılan bir çalışmada 
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postiskemik NBO'nun oksihemoglobin konsantrasyonunu ve serebral kan akışını 

arttırdığı ve iskemik çekirdek ve penumbrada peri-enfarktüs depolarizasyonunun 

azalmasına neden olduğu bildirilmiştir [223]. Yine yapılan bir çalışmada NBO; hasar 

hacmini, nörolojik defisitleri ve ROS'u önemli ölçüde azalttığı ve ayrıca ATP 

üretimini artırdığı gösterilmiştir [224]. Ayrıca grubumuz tarafından yapılan bir 

çalışmada, NBO ve melatonin ikili uygulamasının 30 dakikalık MCAO modelinde 

nöronal hasarı azalttığı gösterilmiştir. Ek olarak akut iskemik inme modelinde de 

nöronal hasarı, nörolojik defisitleri, hasar hacmini ve kan beyin bariyeri 

geçirgenliğini azalttığı ve serebral kan akışını artırdığı gözlemlenmiştir [225]. Son 

olarak reperfüzyonun hemen başında verilen NBO'nun, iskemi sonrası beyin hasarı, 

apoptoz ve nörodavranışsal hasarları önemli ölçüde azalttığını literatürde yapılan bir 

çalışmada gösterilmiştir [226]. 

4.3. Sirkadiyen Ritim 

Genel olarak, sirkadiyen (Latince circa ‘yaklaşık’ anlamına gelen ve ‘gün’ 

anlamına gelen dies) saat olarak adlandırılan biyolojik zamanlayıcının, maksimum 

hayatta kalma ve rekabet avantajı için günlük jeofizik döngüye uyum sağlamak ve 

kullanmak için yakınsak bir süreçte bağımsız olarak geliştiğine inanılmaktadır. 

Endojen dönem uzunluğu, Dünya'nın dönüşü tarafından dikte edilen doğal çevresel 

döngülerle sınırlandırılmıştır ve kesin periyodikliği sağlamak, iç ve dış ritimleri 

birleştirmek için oldukça karmaşık düzenleyici mekanizmalar gelişmiştir [227]. 

Saatler, sirkadiyen ritmin fazını ya da periyodunu belirleyen veya yeniden ayarlayan 

çok çeşitli sürükleyici sinyallere veya sözde zeitgeberlere (Almanca ‘zaman verenler’ 

anlamına gelir) kolayca yanıt verir. Ek olarak ışık, diğer harici (beslenme ve egzersiz 

gibi) [228] ve hücre içi (sıcaklık) [229] uyaranları etkileyebilmektedir. Uygun 

sirkadiyen ritimler sayısız hücre büyümesi ve hayatta kalma avantajı sağlamaktadır. 

Laboratuvar hamsterlarında yapılan bir çalışmada, suprakiazmatik nükleusta (SCN) – 

hipotalamustaki ana pacemaker – meydana gelen bir lezyonun vahşi tip 

kemirgenlerde yaşam sürelerini kısalttığı gözlemlenmiştir [230, 231]. Sirkadiyen 

bozulmalar hayvan modellerinde veya insanlarda akut ölüme yol açmasa da zindelik 

ve sağlık üzerindeki kısa vadeli ve uzun vadeli olumsuz etkiler, sirkadiyen 

bozukluklardan kaynaklanabilmektedir [232]. 
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Sirkadiyen sistem üç bileşenden oluşur: girdiler, osilatör ve çıktılar [227]. Bu 

temel dizayn ilkesi, sistemik ve hücresel [227] olmak üzere iki düzeyde 

çalışmaktadır. Sistemik ölçekte, ışık sirkadiyen sistem için önemli bir giriş sinyalidir 

ve ana pacemaker olan SCN’yi sıfırlar [233]. SCN'nin tanımlayıcı bir özelliği, 

periferal dokulardakine kıyasla osilatör hücreleri arasında sağlam ağ oluşturmasıdır 

[234]. Örneğin, ex vivo SCN kültürü raportör ekspresyonunun ritmikliğini 1 yıldan 

fazla sürdürebilirken [235], SCN dışındaki beyin bölgeleri 120 saat içinde bir kayıp 

ya da azaltılmış ritmiklik gösterirler [236]. SCN'nin ana işlevi, vücuttaki diğer beyin 

bölgelerini ve periferal dokuları nöral ve hormonal sinyallerle koordine etmektir 

[237]. Dahası, SCN epifiz bezinden melatonin ve adrenal korteksten 

glukokortikoidler ve katekolaminler gibi yayılabilir endokrin sinyallerin sirkadiyen 

sekresyonunu hipotalamik–hipofiz–adrenal eksen yoluyla düzenlemektedir [238, 

239]. 

Hücresel düzeyde, hücre-otonom moleküler osilatörler birbirine bağlı negatif 

geri bildirim döngülerinden oluşur [227, 237, 240]. Memelilerde, transkripsiyon 

faktörleri sirkadiyen lokomotor çıkış döngüleri kaput (CLOCK) [241] ve nöronal 

PAS domaini içeren protein 2 (NPAS2), aril hidrokarbon reseptörü nükleer 

translokatör benzeri protein 1 (ARNTL; BMAL1 olarak da bilinir) ile heterodimerler 

oluşturur [242]. Period sirkadiyen protein homologları 1, 2 ve 3 (PER1, PER2 ve 

PER3) ve kriptokrom 1 ve 2'yi (CRY1 ve CRY2) kodlayan genlerin ekspresyonunu, 

gün içinde E-kutu arttırıcı elemana doğrudan bağlanma yoluyla gerçekleşmektedir 

[240]. Geç öğleden sonra veya akşam vakti, PER ve CRY proteinleri heterodimerize 

olur (ve ayrıca kazein kinaz 1δ (CK1δ) ve CK1ε ile etkileşime girer), çekirdekte yer 

değiştirir, sonrasında CLOCK ve BMAL1 ile etkileşime girerek transkripsiyonel 

aktivitelerini bastırırlar [240]. Bu arada, PER1, PER2, CRY1 ve CRY2'nin protein 

seviyeleri de spesifik E3 ligaz kompleksleri (sırasıyla β-TrCP ve FBXL3 [243-245] 

aracılığıyla poliubikitinasyon ve ardından degredasyonla azalmaktadır. Bu negatif 

geri bildirim baskısının kademeli olarak hafifletilmesiyle, CLOCK-BMAL1 

transkripsiyon aktivitesi restore olur ve ertesi sabah yeni bir döngüye devam edilir. 

Bu temel geri bildirim döngüsü yaklaşık 24 saat sürmektedir. 
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İki nükleer reseptör ailesi, çekirdek döngüyü stabilize etmek ve çıktı 

transkripsiyonunu ayrı bir fazda yönetmek için işlev görmektedir. Rev-Erbα ve Rev-

Erbβ [246] (sırasıyla NR1D1 ve NR1D2 genleri tarafından kodlanmaktadırlar) ve 

RAR ile ilişkili orfan reseptörleri α, β ve γ (RORa, RORβ ve RORγ) [247], aynı 

zamanda CLOCK-BMAL1'in doğrudan hedefleridir, ROR/REV-ERB-yanıt 

elementlerine (RORE) kompetitif bir şekilde bağlanarak BMAL1'i antagonistik 

olarak düzenler ve BMAL1 ile PER2 arasında bir antifaz salınımına neden olur. 

Üçüncü bir transkripsiyonel döngü, prolin ve asidik amino asit bakımından zengin 

bazik lösin fermuar (PAR-bZIP) proteinlerini (DBP, TEF ve HLF) ve baskılayıcı E4 

promotör bağlayıcı protein 4'ü (E4BP4; NFIL3 olarak da bilinir) [237] içermektedir. 

Bunlar kompetitif olarak D-kutularına bağlanır ve sırasıyla CLOCK–BMAL1 

döngüsü veya REVERB–ROR döngüsü tarafından kullanılır (Şekil 4.3.1.). 

 

Şekil 4.3.1. Sirkadiyen ritim döngüsü. 

Birlikte, bu üç birbirine bağlı geri bildirim döngüsü, promotörlerinde ve 

arttırıcı elementlerinde cis elementlerine (E-box, RORE ve D-box) bağlanarak çok 
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sayıda hedef genin ekspresyonunu yönlendirebilirler [237]. ‘Saat kontrollü genler' 

olarak adlandırılan bu genler, oldukça dokuya özgüdür ve iki farklı dokuda belirgin 

şekilde farklı sirkadiyen faz dağılımları sergilerler [248, 249]. Dahası, farelerde 12 

dokunun incelenmesi sonucu, tüm genlerin % 43'ünün en az bir dokuda salındığını 

ortaya koymuştur [250]. Dikkat çekici bir şekilde, erkek babunlarda 64 dokuya ve 

beyin bölgesine yapılan artmış profilleme sonucunda, en az bir dokudaki protein 

kodlayan salınımlı genlerin oranının % 80'den fazla olduğunu göstermiştir ve bu da 

gen ekspresyonunun sirkadiyen kontrolle ilişkisi olduğunu göstermektedir [251]. 

Dokuya özgü ritmik gen ekspresyonu, hem merkezi hem de yerel sirkadiyen saatler 

tarafından ortaklaşa kontrol edilmektedir. 

Sirkadiyen gen regülasyonu, yalnızca yukarıda belirtilen sirkadiyen faktörleri 

değil, aynı zamanda ikincil veya hücre tipine özgü transkripsiyon faktörlerinin, 

transkripsiyon eş düzenleyicilerinin ve epigenetik aktivitelerin büyüyen bir listesini 

de içeren karmaşık, zamansal olarak düzenlenmiş bir süreçtir [227]. Bu şekilde 

dokuya özgü sirkadiyen ekspresyonun mekanik temeli ortaya çıkmaktadır [252, 253]. 

Örneğin, hepatosit nükleer faktör 4α (HNF4A) transkripti, fare karaciğerinde ritmik 

olarak düzenlenir ve CLOCK–BMAL1 aktivitesinin bastırılması yoluyla sirkadiyen 

ritimleri modüle etmektedir [253]. Ayrıca, adacık hücrelerinin transkriptomik analizi, 

insülin salgılanmasında rol oynayan genlerin sirkadiyen ekspresyonunu ortaya 

çıkarmıştır [252]. Epigenetik düzenleme aynı zamanda aktif bir araştırma alanıdır ve 

histon modifikasyonları, kromatin yeniden biçimlendirmesi ve topolojik 

organizasyon, hem E-kutu hem de RORE elementlerinin düzenlenmesi üzerinde 

önemli bir etkiye sahiptir [227, 254]. Son kanıtlar, transkripsiyonel düzenlemenin 

yanı sıra, transkripsiyon sonrası ve translasyon sonrası mekanizmaların da tüm 

organizmalarda ritmik fizyolojide önemli düzenleyici rollere sahip olduğunu 

göstermiştir [245, 255, 256]. 

4.4. Sirkadiyen Ritim ve Serebral İskemi 

İnmedeki klinik mekanizmalar karmaşık olmasına rağmen, iskemik dokudaki 

ilk yanıt, oksijen ve glukoz arzını bozan bir kan akışı kaybından kaynaklanmaktadır. 

Mitokondriyal fonksiyon ve ATP regülasyonunun tümü sirkadiyen salınım 

göstermektedir. Hipoksiye birincil yanıt aracısı olan hipoksiye indüklenebilir faktör 1 
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(HIF1), ana sirkadiyen genlerle etkileşime girer [257]. Bu nedenle, doku düzeyinde 

beynin iskemiye yanıtı inme başlama zamanına bağlı olmaktadır. Hücresel düzeyde, 

ortaya çıkan literatür, sirkadiyen biyolojinin nörovasküler ünitedeki tüm hücre 

tiplerini etkileyebileceğini göstermektedir.  

Nöronlar, eksitotoksisite ve oksidatif / nitrozatif strese karşı savunmasızdır ve 

her iki yol da sirkadiyen biyolojiden etkilenmektedir. Kemirgen beyin travması 

modellerinde ekstraselular glutamat ve NMDA reseptör seviyelerinin günün saatine 

bağlı olduğu görülmüştür [258]. Bir fare kalp durması modelinde, hipokampal 

kalbindinin eksitotoksik azalmalarının, Zeitgeber zamanı ZT14'te maksimum olduğu 

gözlemlenmiştir [259]. Benzer şekilde, antioksidan genler için de günlük 

varyasyonlar mevcuttur [260]. Sirkadiyen kontrollü bir gece hormonu olan 

melatonin, güçlü bir antioksidan ve potansiyel nöroprotektandır [261] ancak etkileri 

glutamat ve GABA’da günlük ritimleri bozabilmesi nedeniyle karmaşık olabilir 

[262]. Sirkadiyen genler ile ROS’ları düzenleyen enzimler arasında önemli bir 

karışma vardır [263]. Per2 eksikliği olan hücreler ROS'a karşı daha savunmasızdır 

[264]. Oksijen-glukoz deprivasyonuna maruz kalan nöral kültürlerde, in vitro 

sirkadiyen benzeri döngülerin uyarılmasından glutamat ve ROS seviyeleri 

etkilenmiştir [265]. İn vivo olarak, fokal serebral iskemiden sonra p53 ve protein 

kinaz B (Akt) tarafından düzenlenen nöronal hasar, Zeitgeber zamanına göre 

değişmiştir [11]. Sirkadiyen Bmal1 geninin nakavt edilmesi redoks savunmasını 

aşağı yönlü regüle etmekte ve oksidatif hasarı artırmaktadır [266]. Bmal1 ve Per2 

ayrıca apoptosis ve otofajinin düzenlenmesine katkıda bulunabilir. 

Toplamda, eksitotoksisite, oksidatif stres ve hücre ölümü üzerindeki bu 

sirkadiyen etkiler, Per1 nakavt farelerin serebral iskemiye daha duyarlı olduğu 

gözlemiyle tutarlı olabilir [267]. Ayrıntılı moleküler mekanizmalar incelenmeye 

devam etse de, ortaya çıkan bu literatür sonucu, insanda inme üzerinde yapılmaya 

çalışılan nöroprotektan çalışmaların, gece hareketli fazda olan kemirgenler ile aynı 

aktif zaman diliminde yapılmasının gerekliliğini göstermektedir. 

Sirkadiyen sinyalleşme glial hücreleri de etkileyebilmektedir. Ekstraselular 

glutamat, astrositik kalsiyum ile koordineli olarak bir sirkadiyen ritim 
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sergilemektedir [268]. Astrositlerdeki ATP salınımı ve ROS tamponlama kapasiteleri 

Bmal1’e bağlıdır [269]. Astrosit fonksiyonu üzerindeki bu sirkadiyen etkilerle tutarlı 

olarak, Clock defisit astrositlerle birlikte kültüre edilen nöronların ROS’a karşı daha 

duyarlı hale geldikleri görülmüştür [270]. Sirkadiyen etkiler beyaz maddede de 

etkilidir. Fare oligodendrositlerinin ve oligodendrosit öncüllerinin mikrodizi analizi, 

fosfolipid sentezi, miyelinasyon ve proliferasyonda yer alan genlerin inaktif fazda 

yukarı yönlü regüle edildiğini, apoptoz, stres tepkisi ve farklılaşmada yer alan 

genlerin ise aktif fazda etkinliğinin arttığını göstermiştir [271]. 

İnme için vasküler kompartımanın sirkadiyen regülasyonu son derece önem 

teşkil etmektedir. Örneğin, serebral arterlerin dinlenme tonundaki salınımlar 24 

saatlik bir döngü gösterir [272] ve eNOS gibi vazoaktif genler sirkadiyen genlerle 

etkileşime girer [273]. Penumbrada, kan akışı aktif ve inaktif fazlar arasında farklılık 

gösterebilmektedir [265]. Sirkadiyen biyoloji, KBB’nin işlevini de etkilemektedir 

[274]. Drosophila modellerinde, uyku-uyanıklık döngüleri KBB’nin permeabilitesini 

etkilemektedir [275] ve Bmal1 nakavt farelerde, beyin mikrodamarlarının perisit 

örtme yaşı azalmış ve bu da sızdıran bariyerlere neden olmuştur [276]. Beyin 

omurilik sıvısı üretiminde inaktif fazda daha yüksek klirens oranları ile [277] belirgin 

bir günlük varyasyon bulunmaktadır [278]. Glimfatiklerin [34] ve bunların servikal 

lenf nodları [279] ile bağlantılarının farelerde inme sonrası ödem, inflamasyon ve 

ikincil hasara katkıda bulunabileceği öne sürülmüştür. Bu nedenle sirkadiyen 

biyolojisinin KBB patofizyolojisini ve reperfüzyon tedavilerinden sonra ödemi 

etkilemesi olası gözükmektedir. 

İskemi için tartışılan nörovasküler birim mekanizmaları hemoraj ile de ilgili 

olabilir. Farelerde subaraknoid kanamanın indüklenmesi, ZT12 sırasında Per1 ve 

Per2'de ZT2'ye kıyasla daha fazla yükselmelere neden olur ve bu, hem oksigenaz 1 

(HO-1) ekspresyonu ve nöronal apoptozda daha fazla azalma ile ilişkilidir [280]. 

Tersine, HO-1 nakavt farelerde, saat genlerinin ekspresyonu azalmış ve hasar 

artarken, HO-1 tarafından üretilen karbon monoksit ile tedavi sonucu, saat gen 

ekspresyonu geri kazanılmış ve nöronal apoptozun azaldığı gözlemlenmiştir. Ich'nin 

fare modellerinde uyku-uyanıklık düzenleri bozulduğu ve mikroglial aktivasyonun 

şiddetlendiği görülmüştür [281]. Sirkadiyen biyoloji ile kanama arasındaki bu 
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bağlantı insanlarda da belgelenmiştir. Beyin omurilik sıvısında Per2 ekspresyonu, 

yırtılmış anevrizması olan hastalarda, yırtılmamış anevrizması olan kontrollere 

kıyasla daha yüksek olduğu görülmüştür [280]. 

Sirkadiyen biyoloji inmeden sonraki iyileşmeyi de etkileyebilir. Nöral kök 

hücrelerde farklılaşma için saat genleri gereklidir [282] ve farelerde sirkadiyen 

döngülerin bozulması hipokampal nörogenezde değişikliklere yol açmaktadır [283]. 

Zebra balığı modellerinin geliştirilmesinde, anjiyogenez Bmal1 ve Per2 tarafından 

modüle edilmiştir [284]. Tümör kan damarlarının hipoksik regülasyonu sirkadiyen 

ritim gösterir [285]. Bu nedenle, sirkadiyen biyolojinin yeniden şekillenen 

nörovasküler birimi nasıl etkilediğine dair daha derin bir anlayış, inme iyileşmesi ve 

rehabilitasyonu için tedavilerin optimizasyonunu iyileştirmeye yardımcı olabilir. 

Sirkadiyen gen ekspresyon paternleri, yaş ve cinsiyete bağlı olarak farklı 

beyin bölgelerinde çeşitlilik gösterebilmektedir [236, 286]. Bu nedenle inmedeki 

sirkadiyen etkilerin lezyonun konumuna ve hastanın geçmişine bağlı olması mümkün 

gözükmektedir. 

4.5. Rev-Erbα ve Rev-Erbβ 

Rev-Erbα, 17. kromozomda bulunan Nr1D1 geni tarafından kodlanırken, 

Rev-Erbβ 3. kromozomda bulunan Nr1D2 geni tarafından kodlanmaktadır. Rev-

Erbα, kanonik domain yapısı ve dizisine bakılarak nükleer hormon reseptör ailesinin 

orfan bir üyesi olarak tanımlandı [287]. Rev-Erbβ daha sonraları diğer nükleer 

hormon reseptör aileleriyle olan homolojisi ve Rev-Erbα ile büyük ölçüde örtüşen 

ekspresyon paterni ile tanımlandı. Her iki reseptör de sirkadiyen döngüye bağlı 

olarak [288-290] karaciğer, adipoz doku, iskelet kası ve beyinde [287] yüksek 

ekspresyona sahiptir. Rev-Erb’ler, koaktivatör tanıma için gerekli olan karboksi 

terminal kuyruktan (helix 12) yoksun olmaları sebebiyle nükleer hormon reseptör 

ailesinde benzersizdirler. Her iki reseptör de transkripsiyonun konstitütif 

baskılayıcısı olarak işlev görür ve RORE denilen DNA yanıt elementlerine 

bağlanırlar [291]. Rev-Erbα’nın işlevi hakkında Rev-Erbβ’nınkinden çok daha fazla 

şey bilinmesine rağmen, ekspresyon modellerindeki ve DNA bağlanma ve 
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transkripsiyonel aktivitelerindeki benzerlikler, işlevlerinde önemli ölçüde örtüşme 

olasılıklarının yüksek olduğunu göstermektedir. 

Rev-Erbα ve Rev-Erbβ sirkadiyen ritmin oluşumunda [292, 293] ve birçok 

dokunun normal işlevinde çalışmasında önemli rolleri bulunmaktadır [294-298]. 

Rev-Erbα’nın ilk olarak, Gram negatif bakteriler ile ilişkili lipopolisakkarite karşı 

doğal bağışıklık yanıtını uyaran Toll benzeri reseptör 4 (TLR4) genini baskılayarak 

makrofajlardaki proinflamatuar sinyallerin bloke edilmesinde rol oynadığı 

gösterilmiştir [299]. İnsan makrofajlarında, Rev-Erbα’nın farmakolojik olarak 

uyarılması sonucu proinflamatuar stokin olan IL-6’nın üretiminin azaldığı, Rev-Erbα 

yokluğunda ise IL-6 miktarının arttığı gözlemlenmiştir [300]. Rev-Erbα null farede 

hiperaktivite ve bozulmuş hafıza formasyonun da dahil olduğu davranışsal 

anomaliler gözlemlenmiştir [294]. Ayrıca bu tip farelerin orta beyin dopaminerjik 

nöronlarındaki işlev bozukluklarını gösteren artan saldırganlık, kaygı ve depresyonla 

ilişkili davranışlar sergiledikleri görülmüştür [301]. RevErbα’nın makrofajlardaki 

proinflamatuar sitokin olan IL-6 ekspresyonunun temporal salınımından sorumlu 

olduğu düşünülmektedir. Yapılan bir çalışmada RevErbα’nın, NLRP3’ü direkt olarak 

baskıladığı ve dekstran sülfat sodyum ile indüklenmiş kolite karşı koruma sağladığı 

görülmüştür [302]. RevErbα'nın SR9009 ve GSK4112 gibi küçük moleküllü 

agonistlerle farmakolojik hedeflemesi, akut veya kronik inflamasyonla ilişkili 

hastalıklara karşı potansiyel anti-inflamatuar terapötikler olarak düşünülmektedir 

[14, 303, 304]. Yapılan bir çalışmada RevErbα'nın SR9009 ile agonist olarak 

uyarılması sonucu, BMAL1 ekspresyonundan bağımsız olarak, pro-inflamatuar 

sitokin üretimini ve inflamatuar monosit inflitrasyonunu baskıladığı görülmüştür. 

Aynı zamanda bir çalışmada RevErbα agonisti, SR9009, uygulaması sonucu 

psoriatik dermatitiste (sedef hastalığı), IL-17’nin baskılanması üzerinden iyileşme 

olduğu görülmüştür [305]. Literatüre bakıldığında bir kemokin olan CCL2’nin ve 

onun reseptörü olan CCR2’nin, obezitenin indüklediği inflamasyonun 

başlatılmasında ve beyaz yağ dokusunda makrofajların toplanmasında önemli rolü 

olduğu görülmektedir [306]. Yapılan bir çalışmada RevErbα’nın insandaki 

immunitenin başlamasında görevli genlerden biri olan CCL2 ile ilişkili olduğunu 

göstermiştir [297, 307]. Bir diğer çalışmada da RevErbα’nın CCL2 genini direkt 
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olarak baskıladığı ve RevErbα’nın makrofajların inflamatuar fonksiyonlarını ve 

CCL2 ile aktive olan intraselular sinyalleri baskıladığı gösterilmiştir. Ayrıca 

farelerdeki RevErbα eksikliğinde de makrofajlardaki CCL2 gen aktivasyonunun 

arttığı belirtilmiştir [307]. 

Rev-Erbα ve Rev-Erbβ’nın ikili mutasyonu sonucu bronşiyal epitelde 

inflamatuar tepkilerin ve kemokin aktivasyonlarının arttığı bulunmuştur. Ancak tekli 

mutasyonlarda Rev-Erbβ’nın etkinliğinin Rev-Erbα kadar baskın olmadığı 

görülmüştür [308]. Bir çalışmada, Rev-Erbα ve Rev-Erbβ için global tekli nakavt 

fareler üretilmiş ve Rev-Erbα’nın homozigot delesyonunda gözlenen postnatal 

ölümler, Rev-Erbβ’da görülmemiştir. Ayrıca homozigot Rev-Erbα delesyonu sonucu 

yaşayabilen hem dişi hem de erkek farelerde azalmış fertilite gözlemlenmiştir [292]. 

Yapılan bir çalışmada Rev-Erbα delesyonunun spontan mikroglial ve astrosit 

aktivasyonuna, artmış mikroglial NF-κB sinyallemesine ve nöronal hasara neden 

olduğu gözlemlenmiştir. Bu doğrultuda, Rev-Erbα'nın farmakolojik aktivasyonu 

sonucu beyindeki inflamasyonun baskılandığı görülmüştür [14].  

Bu bağlamda Rev-Erbα ve Rev-Erbβ’nın beyindeki inflamatuar süreçlerdeki 

etkileri göz önüne alındığında, akut inme gibi beyinde yüksek seviyede inflamatuar 

süreçlere neden olan patofizyolojik bir rahatsızlığa karşı etkili olabileceği 

düşünülmektedir. Bu nedenle bu tez kapsamında Rev-Erbα ve Rev-Erbβ’nın akut 

iskemik inme üzerindeki etkileri araştırılmıştır. 
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5. MATERYAL METOT 

5.1. Deney Planı ve Deney Grupları 

Bu tez çalışmasındaki deney hayvanı çalışmalarının tamamı etik standartlara, 

Helsinki Deklarasyonu’na, ulusal ve uluslararası kurallara uygun bir şekilde 

yapılmıştır. Bu çalışmanın gerçekleştirilebilmesi için İstanbul Medipol Üniversitesi 

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan (Karar no: 17/2020) sayılı etik kurul 

onayı alınmıştır. Bu tez çalışması için toplam 80 adet 8-12 haftalık erkek C57BL6/J 

faresi kullanılmıştır. Hayvanlar 12 saat gündüz/gece periyoduna uygun şekilde 

bakılmıştır. Beslenmeleri ad libitum ile sağlanmıştır. Deney hayvanlarının temini ve 

bakımı İstanbul Medipol Üniversitesi REMER tarafından karşılanmıştır.  

Proje kapsamında Rev-Erbα ve Rev-Erbβ’nın akut beyin hasarındaki rolünün 

araştırılabilmesi için, dünya genelinde serebral iskemi vakalarının yaklaşık %85 gibi 

büyük bir bölümünü kapsayan orta serebral arter oklüzyonu (MCAO) modeli 

kullanılmıştır [309, 310]. Projede belirlenen hedeflere ulaşılabilmesi için aşağıda 

bulunan deney grupları oluşturulmuştur. 

Lv-GFP: Moleküler klonlamaların yapıldığı Lenti-Ef1α-GFP-2A-Puro 

vektörünün fare beyninde herhangi bir etkisinin olup olmadığının araştırılabilmesi 

için oluşturulmuş deney grubudur (n=10). 

Lv-RevErbα: Lenti-Ef1α-GFP-2A-Puro vektörünün içerisine klonlanmış Rev-

Erbα’nın protein kodlama bölgesi sayesinde Rev-Erbα aktivasyonunun etkilerini 

incelemek için oluşturulmuş deney grubudur (n=10). 

Lv-RevErbβ: Lenti-Ef1α-GFP-2A-Puro vektörünün içerisine klonlanmış Rev-

Erbβ’nın protein kodlama bölgesi sayesinde Rev-Erbβ aktivasyonunun etkilerini 

incelemek için oluşturulmuş deney grubudur (n=10). 

Lv-RevErbα + Lv-RevErbβ: Hem Lv-RevErbα ile Rev-Erbα aktivasyonunun, 

hem de Lv-RevErbβ ile Rev-Erbβ aktivasyonun beraber göstermiş olduğu etkilerin 

incelenebilmesi için oluşturulmuş deney grubudur (n=10). 
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ScRNA: Lentiviral pLVTHM plazmidinin fare beyninde herhangi bir etkisinin 

olup olmadığının analizi için içerisine fare genomunda herhangi bir geni hedef 

almayan gen dizisi yerleştirilmiş kontrol grubudur (n=10). 

Sh-RevErbα: Nr1d1 gen dizisini hedef alarak Rev-Erbα protein seviyesinin 

azaltılmasının hedeflendiği deney grubudur (n=10). 

Sh-RevErbαβ: Nr1d2 gen dizisini hedef alarak Rev-Erbβ protein seviyesinin 

azaltılmasının hedeflendiği deney grubudur (n=10). 

Sh-RevErbα + Sh-RevErbαβ: Sh-RevErbα aracılığıyla Rev-Erbα’nın ve Sh-

RevErbαβ aracılığıyla Rev-Erbβ’nın beraber inhibe edilmesinin hedeflendiği deney 

grubudur (n=10). 

Proje kapsamında Rev-Erbα ve Rev-Erbβ’nın serebral iskemi sonrasında 

farelerin nörolojik durumu, enfarktüs hacmi, beyin ödemi ve KBB geçirgenliği 

üzerine etkilerinin araştırılması hedeflenmiştir. Ürettiğimiz lentiviral vektörlerin 

hedef dokuya uygulanmasından sonra enfekte olması yaklaşık 5-7 gün arası 

sürmektedir. Bu nedenle, ilgili virüs enjeksiyonları (Lv-GFP, Lv-Rev-Erbα, Lv-Rev-

Erbβ, Lv-Rev-Erbα + Lv-Rev-Erbβ, scRNA, sh-Rev-Erbα, sh-Rev-Erbβ, sh-Rev-

Erbα + sh-Rev-Erbβ) MCAO operasyonlarından 7 gün önce yapılmıştır. Planlanan 

deney düzeninde 90 dakikalık MCAO’yu takiben 24 saat reperfüzyon modeli 

kullanılmıştır (Şekil 5.1.1.). Bu modelin özellikle serebral iskemi sonrası beyin 

ödemi, hasar alanı, kan beyin bariyeri geçirgenliği ve nörolojik hasarın 

gözlemlenebilmesi ve değerlendirilebilmesi için uygun bir metot olduğu 

bilinmektedir [311, 312]. 
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Şekil 5.1.1. Deney dizaynı. 

5.2. Moleküler Klonlama Çalışmaları 

Moleküler klonlama çalışmaları ve virüs üretimi, İstanbul Medipol Üniversitesi 

REMER bünyesinde yapılmıştır. Yaptığımız bu proje kapsamında farelerde Rev-

Erbα ve Rev-Erbβ protein seviyelerini arttırabilmek veya azaltabilmek için yüksek 

miktarda virüs partikülü elde edilmesi gerekmektedir. Bu amaçla REMER 

bünyesinde bulunan Kılıç Laboratuvarı’nda rutin olarak hem in vivo hem de in vitro 

ile uyumlu olan ikinci jenerasyon lentiviral vektörlerin bu projede kullanılması 

hedeflenmiştir. 

Rev-Erbα/β protein seviyesi artırabilmek için GFP protein anlatımı içeren 

bisistronik vektör (Lenti-EF-1α-GFP-2A-Puro Vector, ABM) kullanılmıştır (Şekil 

5.2.1.). Rev-Erbα/β protein ifadesini baskılamak için ise GFP içeren pLVTHM 

(https://www.addgene.org/12247/) kullanılmıştır (Şekil 5.2.2.). Ayrıca, virüs üretimi 

için paketleme plazmidi olarak psPAX (https://www.addgene.org/12260/) ve zarf 

plazmidi olarak pMD2.G (https://www.addgene.org/12259/) kullanılmıştır. 
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Şekil 5.2.1. Lenti-EF-1α-GFP-2A-Puro vektörü, ABM. 

(https://www.abmgood.com/vectormap/index/index/?name=pLenti-EF1a-GFP-2A-

Puro) 

 

 

 

Şekil 5.2.2. pLVTHM vektörü, Addgene. (https://www.addgene.org/12247/) 
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5.2.1. Rev-Erbα (Nr1d1) ve Rev-Erbβ (Nr1d2) primer dizaynı 

Rev Erb-α protein seviyesini arttırmak amacıyla bu proteinin gen kodlama 

bölgesi (Homo sapiens nuclear receptor subfamily 1 group D member 1 (Nr1d1), 

mRNA; NCBI Referans numarası: NM_021724.5) kullanılmıştır (Şekil 5.2.1.1.). 

 

Şekil 5.2.1.1. Homo sapiens nuclear receptor subfamily 1 group D member 1 

(Nr1d1), mRNA; NCBI Referans numarası: NM_021724.5. 
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Nr1d1 geni içerisinde protein kodlama bölgesine göre (Şekil 5.2.1.1.’de arka 

planı renkli olarak gösterilen gen dizisi) aşağıda belirtilen ileri ve geri primerler 

sentezletilmiş ve proje kapsamında moleküler klonlama çalışmalarında 

kullanılmıştır. 

Nr1d1 İleri primer: 5’- AgTCA gTCgAC ATg ACg ACC CTg gAC TCC AAC -3’ 

Kullanılan kesim enzimi: SalI (gTCgAC) 

Nr1d1 Geri primer: 5’- AgTCA ggATCC TCA CTg ggC gTC CAC CCg -3’ 

Kullanılan kesim enzimi: BamHI (ggATCC) 
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Rev Erb-β protein seviyesini arttırmak amacıyla bu proteinin gen kodlama 

bölgesi (Homo sapiens nuclear receptor subfamily 1 group D member 2 (Nr1d2), 

transcript variant 1, mRNA; NCBI Referans numarası: NM_005126.5) kullanılmıştır 

(Şekil 5.2.1.2.). 

 

Şekil 5.2.1.2. Homo sapiens nuclear receptor subfamily 1 group D member 2 

(Nr1d2), transcript variant 1, mRNA; NCBI Referans numarası: NM_005126.5. 

Nr1d2 İleri primer: 5’- AgTCA gTCgAC ATg gAg gTg AAT gCA ggA gg -3’ 

Kullanılan kesim enzimi: SalI (gTCgAC) 

Nr1d2Geri primer: 5’- AgTCA TCTAgA TTA Agg gTg AAC TTT AAA ggC CA -

3’ 
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Kullanılan kesim enzimi: XbaI (TCTAgA) 

5.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu vasıtasıyla Nr1d1 ve Nr1d2 genlerinin 

çoğaltılması 

Nr1d1 ve Nr1d2 genlerinin protein kodlayan bölgelerini insan DNA’sından 

kopyalamak için aşağıda belirtilen polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) hem Nr1d1 

hem de Nr1d2 için hazırlanmıştır. Aşağıdaki tablolara bakıldığında PCR 

hesaplamaları Tablo 5.2.2.1.’de gösterilirken, termal döngü Tablo 5.2.2.2.’ de 

gösterilmiştir. 

Tablo 5.2.2.1. Nr1d1/ Nr1d2 genleri için polimeraz zincir reaksiyonu 

hesaplamaları. 

Nr1d1/ Nr1d2 Miktar 

cDNA 1.0 µl 

DNA polimeraz 0.2 µl 

5x Buffer 4.0 µl 

İleri Primer 0.4 µl 

Geri Primer 0.4 µl 

dNTP 0.4 µl 

ACddH2O 13.6 µl 

Toplam 20.0 µl 

PCR reaksiyonları hazırlandıktan sonra aşağıda belirtildiği gibi termal döngü 

cihazında reaksiyonlar gerçekleştirilmiştir. 
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Tablo 5.2.2.2. Nr1d1/ Nr1d2 genleri için polimeraz zincir reaksiyonu termal 

döngüsü. 

Termal Döngü   Miktar 

•98ºC  

(Başlangıç Denatürasyonu) 

30 sn 

98ºC 

(Denatürasyon) 
10 sn 

68-70ºC 

(Bağlanma) 

10 sn          x34 

               Döngü 

72ºC 

(Uzama) 
1 dk 

72ºC 

(Son Uzama) 
2 dk 

4ºC ∞ 

PCR reaksiyonu sonrasında elde edilen örnekler %1’lik agaroz jelde (%1 

oranında RedSafe (21141, Intron)) 120W’da yürütülmüştür. PCR reaksiyonu 

sonrasında jel Chemidoc MP görüntüleme sistemi (1708280, Biorad) yardımıyla 

görüntülenmiştir. Görüntüleme sonucunda beklenildiği gibi, Nr1d1 1845 bandında 

(Şekil 5.2.2.1.) gözlenirken, Nr1d2 de 1740 bandında (Şekil 5.2.2.2.) 

gözlemlenmiştir. 
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Şekil 5.2.2.1. Nr1d1 geninin PCR reaksiyonu sonrası jel görüntüsü. 

 

Şekil 5.2.2.2. Nr1d2 geninin PCR reaksiyonu sonrası jel görüntüsü. 

5.2.3. ShRev Erb-α ve ShRev Erb-β inhibisyon plasmidlerinin klonlanması 

Proje kapsamında kullanılacak olan ShRev Erb-α ve ShRev Erb-β inhibisyon 

plazmidleri Dharmacon firmasından ticari olarak alınmıştır. İlgili plazmidler aşağıda 

verilmiştir. 

Set of 3 SMARTvector Lentiviral Mouse Nr1d1 mEF1a-TurboRFP shRNA, 

glycerol set. Catalog ID: V3SM11244-10EG217166. 
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Kit Components: 

• V3SM11241-234273745, Clone ID: V3SVMM10_14211404,  

TGCCTAACTTGTCATGGGC 

• V3SM11241-234939357, Clone ID: V3SVMM10_14877014 

TTGCGATTGATGCGAACGA 

• V3SM11241-236584144, Clone ID: V3SVMM10_16521800 

TTCAGACACCGTTTGTACT 

Set of 3 SMARTvector Lentiviral Mouse Nr1d2 mEF1a-TurboRFP shRNA, 

glycerol set. Catalog ID: V3SM11244-10EG353187. 

Kit Components:  

• V3SM11241-237715912, Clone ID: V3SVMM10_17653568 

TTCAGAACACCATCGATGC 

• V3SM11241-234624373, Clone ID: V3SVMM10_14562029 

AAAGCCTCCACTGAGTTGA 

• V3SM11241-235996939, Clone ID: V3SVMM10_15934598 

TAGGCAATCACACCTCCTG 

Proje kapsamında Rev Erb-α ve Rev Erb-β’nın inhibisyonu için yukarıda 

belirtilen plazmidler kullanılmıştır. Bu nedenle proje kapsamında inhibisyon deney 

gruplarının kontrolü olarak SMARTvector non-targeting mEF1a-TurboRFP 

(Dharmacon) kullanılmıştır. 

5.2.4. Nr1d1 ve Nr1d2 genleri için agaroz jelden DNA izolasyonu 

Jellerin görüntüleme işlemi sonrasında Nr1d1 için 1845 baz çiftine, Nr1d2 için 

1740 baz çiftine denk gelen bantlar UV lambası yardımıyla jelden kesilip kit (Zymo 

Clean & Gel DNA Recovery Kit, D4007, ABD) yardımıyla agaroz jelden DNA 
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izolasyon işlemi gerçekleştirilmiştir. Kısaca, kesilen jel parçası ependorf içine 

alınarak hassas terazide tartımı yapılmıştır. Ardından jelin ağırlığının üç katı agaroz 

çözücü tampon solüsyonu eklenerek 55 ºC’de inkübasyonu gerçekleştirildi. Erimiş 

jel kitin içerisinde gelen zymo-spin kolon içerisine aktarılarak santrifüj işlemine 

maruz bırakıldı. Santrifüj aralarında DNA yıkama tamponu eklemeleri yapılarak 

jelden izole edilmiştir. En son otoklavlanmış distile su (ACddH2O) kullanılarak 

elüsyon işlemi gerçekleştirilmiştir. 

5.2.5. Nr1d1 ve Nr1d2 genlerinin restriksiyon enzimleri ile kesimi 

Nr1d1 geni için elde edilen DNA örneği ve klonlamanın yapılacağı Lenti-EF-

1α-GFP-2A-Puro Vector SalI ve BamHI kesim enzimleriyle, Nr1d2 geni için elde 

edilen DNA örneği ve klonlamanın yapılacağı Lenti-EF-1α-GFP-2A-Puro Vector 

SalI ve XbaI kesim enzimleriyle 37°C’de kesilmiştir. Restriksiyon enzimleri ile 

kesim işlemi için yapılan hesaplamalar Tablo 5.2.5.1.’de gösterilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.6. Nr1d1 ve Nr1d2 ürünlerini saflaştırma ve konsantre hale getirme işlemi 

Kesim işlemleri gerçekleştirilen örneklere kit yardımıyla DNA temizleme 

metodu uygulanarak kesim işleminin artıklarından uzaklaştırma ve DNA’yı 

Tablo 5.2.5.1. Nr1d1 ve Nr1d2 genleri ile p-lenti EF1α vektörünün 

restriksiyon enzimleri ile kesim hesaplamaları. 
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saflaştırma protokolü uygulanmıştır. Bu amaçla Zymo DNA Clean and Concentrator 

kiti (D4003T, Zymo Research) kullanılmıştır. İşlem basamakları kısaca şu şekilde 

gerçekleşmiştir; vektör için iki kat, PCR örnekleri için ise beş kat bağlayıcı buffer 

konularak kitin içeriğindeki kolonlara bu karışım aktarıldı ve santrifüjle kolondaki 

filtreye bağlanması sağlandı. Ardından yıkama solüsyonu ile artıklardan tamamen 

arındırıldı. Son olarak elüsyon işlemi gerçekleştirilerek, IMPLEN (IMPLEN, P330, 

Germany) cihazında ölçümü yapıldı. 

5.2.7. Nr1d1 ve Nr1d2 ürünleri için ligasyon işleminin gerçekleştirilmesi 

Konsantrasyonu belirlenen örnekler T4 DNA ligaz (EL0014, Thermo Fisher) 

enzimi vasıtasıyla PCR ürünlerinin uygun kesim enzimleri ile kesilmiş olan lentiviral 

vektöre ligasyonu sağlanmıştır. Ligasyon işlemi için gereken hesaplamalar 

Nebiocalculator version 1.15.0 (New England Bio Labs) sisteminden yararlanılarak 

yapılmıştır. Aşağıdaki şekillerde sistem üzerinde Nr1d1 ve Nr1d2 için yapılan 

hesaplamalar gösterilmiştir (Şekil 5.2.7.1., Şekil 5.2.7.2.). 

 

Şekil 5.2.7.1. Nr1d1 için ligasyon hesaplaması. 

(https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation). 
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Şekil 5.2.7.2. Nr1d2 için ligasyon hesaplaması.  

(https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation) 

Ligasyon işleminden sonra, bu ürünlerin kompetent hale getirilmiş bakterilerin 

içerisine girmesi sağlanmıştır. 

5.2.8. Transformasyon işlemi için kompetent bakteri hazırlanması 

Bu proje kapsamında kompetent hale getirilecek bakteriler Stbl3 suşu 

kullanılarak yapılmıştır. Kısaca, antibiyotiksiz LB agar üzerine Stbl3 suşu ekilerek 

gece boyu 37ºC’ de karıştırıcı inkübatörde inkübe edilmiştir. Sonraki gün çoğalan 

bakteri kolonilerinden bir koloni seçilerek 5 ml LB broth içerisinde gece boyu 37ºC’ 

de inkübasyonu sağlanmıştır. Son güne gelindiğinde, 100 ml LB broth içerisine, 1 ml 

bakteri solüsyonundan eklenerek 3 saat boyunca 37ºC’ de karıştırıcı inkübatörde 

inkübe edilmiştir. Ardından bu LB broth önceden soğutulmuş falkon tüplere 

bölünmüş ve 5 dk buz üstünde inkübasyonun ardından, 4ºC’ de santrifüj işlemi 

gerçekleştirilmiştir. Santrifüj sonrası süpernatant atılmış ve pellet 500 μl 100mM 

CaCl2 ile çözdürülerek kompetent bakteriler elde edilmiştir.  

5.2.9. Ligasyon ürünlerinin kompetent bakterilere transformasyonlarının 

gerçekleştirilmesi 

Ligasyon işlemi gerçekleştirilen Nr1d1 ve Nr1d2 ürünlerinden 1 μl alınarak, 50 

µl kompetent bakteri solüsyonuna eklenip buz üzerinde inkübasyona bırakılmıştır. 

Ardından önceden ısıtılmış 42ºC su banyosuna alınarak ısı-şok yöntemiyle ligasyon 
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ürünlerinin bakterilere transformasyon işlemi gerçekleştirilmiştir. Son olarak 250 µl 

LB broth içerisine alınarak 1 saat 37ºC karıştırıcı inkübatörde çoğalmaya 

bırakılmıştır. Son olarak kanamisinli LB agar üzerine ekimleri gerçekleştirilerek 

37ºC inkübatörde gece boyu inkübasyona bırakılmıştır. Bu aşamadan sonra koloni 

çoğalan plakalardan koloni PCR işlemi gerçekleştirilmiştir. 

5.2.10. Transformasyon sonrası doğrulama için koloni PCR yapılması 

Bu aşamada transformasyon sonrası kanamisinli plaka üzerinde çoğalan bakteri 

suşlarının ligasyon ürünleri olan Nr1d1 ve Nr1d2 plazmidlerini aldıklarını 

doğrulamak için yapılmıştır. Kısaca, plaka üzerinden 1 adet bakteri kolonisi seçilerek 

50 μl AcddH2O içerisine pipetleme yapılarak aktarılmıştır. Koloni PCR hesaplaması 

Tablo 5.2.10.1.’de gösterilmiştir. 

Tablo 5.2.10.1. Koloni PCR hesaplaması. 

Koloni PCR μl 

cDNA 

(Bakteri Kolonisi) 
2,5 

Q5 Polymerase 0,1 

5x Buffer 2 

İleri Primer 0,2 

Geri Primer 0,2 

dNTP 0,2 

ACddH2O 4,8 

Toplam 10 µl 
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Koloni PCR sonrası jel görüntüleri Şekil 5.2.10.1. ve Şekil 5.2.10.2.’de 

gösterilmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 5.2.10.2. Koloni PCR sonrası Nr1d2 plazmidi için jel görüntüsü. 

5.2.11. Transformasyon yapılan kolonilerin düşük miktarda çoğaltılması 

Koloni PCR sonucu jel görüntüsü çıkan örneklerin bakteri dilüsyonları 

kanamisinli LB broth içerisine alınarak gece boyu 37ºC’de karıştırıcı inkübatörde 

inkübasyona bırakılmıştır. Az miktarda üretim işlemi kit (ZymoPURE Plasmid 

Miniprep Kit, D4210) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Sonraki güne gelindiğinde, 

Şekil 5.2.10.1. Koloni PCR sonrası Nr1d1 plazmidi için jel görüntüsü. 
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bakteri solüsyonu ependorflara alınarak 4ºC’de santrifüj edilip, süpernatant 

uzaklaştırılmıştır. Ardından kitin içeriğinde bulunan P1 solüsyonu ile bakteri pelleti 

kaldırılmıştır. Bakteri solüsyonuna lizat hale getirmek için P2 solüsyonu eklenmiş, 

ardından reaksiyonu durdurmak için P3 solüsyonu ilave edilmiştir. Buz üzerinde 

inkübasyonun ardından santrifüj edilerek süpernatant temiz bir ependorfa alınmıştır. 

Bunun üzerine bağlayıcı tampon eklenerek karıştırılmış ve vakum cihazına alınarak, 

plazmidlerin kolon içerisindeki filtreye tutunması sağlanmıştır. Kolona sabitlenen 

plazmidler son olarak elüsyon işlemiyle birlikte filtreden ayrılmaları sağlanarak 

üretim işlemi tamamlanmıştır. 

5.2.12. Üretilen Nr1d1 ve Nr1d2 plazmidlerinin restriksiyon enzimleriyle 

kesilerek kontrol edilmesi 

Üretilen plazmidlerin içerisindeki çoklu klonlama alanında proje dahilinde 

yerleştirilmek istenen gen sekanslarının olup olmadığı kontrol edebilmek için, 

üretilen plazmidler restriksiyon enzimleri ile kesilmiştir. Kesim sonucunda eğer 

istenilen bölgeler vektör içerisinde ise, yapılacak agaroz (%1) jel elektroforezinde 

birisi vektöre diğeri ise ekspresyonu artırılmak istenen gen bölgesine ait olacaktır. 

Kesim işlemi, Nr1d1 için BamHI ve SalI enzimleriyle yapılırken, Nr1d2 için XbaI ve 

SalI enzimleriyle gerçekleştirilmiştir. Kontrol olarak da p-lenti-Ef1α-2A-Puro boş 

vektörü kullanılmıştır. Aşağıdaki Tablo 5.2.12.1. ve Tablo 5.2.12.2. ‘de deney 

hesaplamaları gösterilirken, Şekil 5.2.12.1.’de Nr1d1 ve Nr1d2 plazmidlerinin 

agaroz jel elektroforezi sonrası, jel görüntüleri gösterilmiştir. 
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Tablo 5.2.12.1. EF1α plazmidi için restriksiyon enzimleriyle kesim hesaplamaları. 

1- Ef1α için (100ng/ µl)  

P-Lenti  Ef1α 5 µl 

10x Fast Digest Buffer 

(Green Buffer) 
2 µl 

BamHI/XbaI 0,5 µl 

SalI 0,5 µl 

AcddH2O 12 µl 

Total 20 µl 

 

Tablo 5.2.12.2. Nr1d1 ve Nr1d2 plazmidleri için restriksiyon enzimleriyle kesim 

hesaplamaları. 

2- Nr1d1/d2 için  

Nr1d1/d2 10 µl 

10x Fast Digest Buffer 

(Green Buffer) 
2 µl 

BamHI/XbaI 0,5 µl 

SalI 0,5 µl 

AcddH2O 7 µl 

Total 20 µl 
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Şekil 5.2.12.1. Nr1d1 (A) ve Nr1d2 (B) için restriksiyon enzimleriyle doğrulama 

aşamasındaki jel görüntüleri. 

5.2.13. Kontrolü yapılan Nr1d1 ve Nr1d2 plazmidlerinin kompetent bakterilere 

transformasyonu ve yüksek miktarda üretilmesi 

Rev-Erbα ve Rev-Erbβ protein seviyesini hem artırmak hem de azaltmak için 

yüksek miktarda virüs partikülüne ihtiyaç duyulmaktadır. Bu nedenle uygun gen 

dizilimine sahip plazmidler (Rev-Erbα için, Nr1d1 gen dizisi ve Rev-Erbβ için Nr1d2 

gen dizisi) bakterilere transformasyon ile aktarılmıştır. Bu aşamadan sonra sadece 

istenilen plazmidleri içeren bakterilerin çoğalabilmesi için Lenti-Ef1α-2A-Puro 

vectörü içerisine klonlanan örnekler (Lv-Rev Erbα, LV-Rev Erbβ ve Lv-GFP) için 

kanamisin, Lentiviral pLVTHM vektörüne klonlanan Sh-Rev Erbα, Sh-Rev Erbβ ve 

virüs paketleme proteinleri olan psPAX ve pMD2.G için ise ampisilin antibiyotiği 

kullanılmıştır. Sırasıyla, Lv-Rev Erbα, LV-Rev Erbβ ve Lv-GFP (boş vektör) 

grupları için restriksiyon enzimleriyle kontrolü yapılan Nr1d1 ve Nr1d2 plazmidleri, 

Sh-Rev Erbα, Sh-Rev Erbβ, ScRNA (boş vektör) grupları için sipariş edilen ShRNA 

plazmidleri ve virüs paketleme plazmidleri (psPAX ve pMD2.G) kompetent 

bakterilere ısı-şok yöntemiyle aktarılmıştır. Kısaca plazmidler ile kompetent 

bakteriler karıştırılarak buz üzerine inkübasyona alındı ve ardından 42ºC su 

banyosuna aniden geçirilerek bakterilerin plazmidleri almaları sağlandı. Plazmid 

bakteri karışımı üzerine LB broth eklenerek bir saat 37ºC inkübasyona bırakıldı. 
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İnkübasyondan sonra kanamisinli LB agar üzerine ekimleri gerçekleştirilmiştir. 

Ertesi gün kanamisinli LB agar üzerinde çoğalan kolonilerden bir tanesi seçilip gece 

boyu kanamisinli LB broth içerisinde 37ºC’de karıştırıcı inkübatörde çoğalmaya 

bırakılmıştır. Yüksek miktarda plazmid izolasyonu için kit (ZymoPURE II Plasmid 

Maxiprep Kit, D4203) kullanılmıştır. Kısaca, yüksek miktarda üretilen bakteriler 

falkon tüplere alınarak, 4ºC’de santrifüj edildi. Süpernatant atıldı ve bakteri pelleti 

kitin içeriğinde bulunan P1 solüsyonu ile çözdürüldü. Ardından P2 solüsyonu 

eklenerek bakteri lizatı oluşturuldu. P3 solüsyonu ile reaksiyon durduruldu. Temiz 

bir falkon içerisine bakteri lizatından arındırma işlemi gerçekleştirilecek, bağlayıcı 

tamponla karıştırılıp vakum cihazına yerleştirilerek plazmidlerin süzülme esnasında 

kolondaki filtreye bağlanması sağlandı. Ardından yıkama işlemleri ile artıklar 

uzaklaştırıldı. Son olarak elüsyon işlemi ile filtrede bulunan plazmidler toplanarak 

yüksek miktarda plazmid elde etme işlemi tamamlandı. 

5.2.14. Yüksek miktarda lentivirüs üretimi 

Virüs paketlemesi için HEK293T hücre hattı kullanılmıştır. Hücrelerin kültür 

ortamı (DMEM, P04-01158, Pan Biotech) %10 fetal sığır serumu (FBS; P30-1985, 

Pan Biotech), esansiyel olmayan amino asitler (P08-32100, Pan Biotech) ve %1 

oranında stabil glutamin (Glutamax-I;35050, Gibco) içermektedir. Hücreler %5 CO2 

içeren 37°C inkübatörde (Heracell 150i, Thermo Fisher) çoğaltılmaktadır ve yaklaşık 

olarak 3 gün aralıklarla alt kültürler yapılmaktadır. Yüklü miktarda virüs üretebilmek 

için, yeterli sayıda T75 flaska hücre pasajı yapılarak yüksek miktarda hücre eldesi 

sağlanmıştır. İşlem başında hücrelerin besiyerleri atılırak, dPBS ile yıkanmış ve 

tripsin ile kaldırma işlemi gerçekleştirilmiştir. Bu hücreler toplanmış ve 4ºC’de 

santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası süpernatant atılarak, DMEM ile çözdürülen bu 

hücre solüsyonundan 10 μl alınarak hemositometrede sayım işlemi yapılmıştır. 

Ardından 10 cm’lik petrilere, petri başına 5,5 milyon hücre gelecek şekilde DMEM 

üzerine damlatma yöntemi ile ekilerek 37ºC %5 CO2 inkübatöre kaldırılmıştır. 

Sonraki gün, plazmidlerin hücrelere transfekte edilmesi kit (Lipofectamine 

3000, L30000115, Thermo Fisher Scientific) protokolü kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Kısaca, A ve B olmak üzere iki solüsyon hazırlanmıştır. Virüs 
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üretimi için gerekli moleküllerin miktarları Tablo 5.2.14.1.’de gösterilirken, 

solüsyonların içerikleri ve hesaplamaları Tablo 5.2.14.2. ve Tablo 5.2.14.3.’de 

gösterilmiştir.  

Tablo 5.2.14.1. Lentivirüs üretimi için gerekli olan moleküllerin miktarları. 

 Gereken 

miktar 

(ng) 

 

Stock 

Sol. 

(ng/μl) 

pMD2.G 3,5 0,5 

psPAX 7 1 

P-Lenti 

(Ef1α) 
7 1 

Klonlanan 

Plazmidler 
7 1 

 

Tablo 5.2.14.2. "A" solüsyonunun hazırlanması. 

A Solüsyonu μl 

L3000 Reagent 41 

Optimem 1459 

Total 1500 
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Tablo 5.2.14.3. p-Lenti Ef1α ve klonlanan plazmidler için "B" solüsyonlarının 

hazırlanması. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Transfeksiyon işlemi başında bu solüsyonlar birbirine karıştırılmış ve 

petrilerden aynı miktarda besiyeri çekilerek petrilerin üzerine damlatma yöntemiyle 

eklenmiştir. Ardından petriler 6 saat 37ºC %5 CO2 ortamına sahip inkübatörde 

inkübasyona bırakılmışlardır. İnkübasyonun sonunda petrideki besiyeri çekilip 

atılarak 10 mM HEPES içeren DMEM eklemesi yapılmıştır. Ardından 24. ve 52. 

saatlerde besiyeri toplama işlemi gerçekleştirilmiştir. Toplanan bu besiyerleri, sükroz 

gradiyentli tüplere aktarılarak ultrasantrifüjde yardımıyla toplanmıştır. Santrifüj 

sonrası süpernatant atılmış ve pellet dPBS ile çözdülerek virüsler elde edilmiştir. 

5.3. Deney Hayvanı Çalışmaları 

5.3.1. Beyin içi enjeksiyon yöntemiyle virüslerin verilmesi 

Proje kapsamında Rev-Erbα ve Rev-Erbβ’nın serebral iskemi sonrasında 

farelerin nörolojik durumu, enfarktüs hacmi, beyin ödemi ve kan beyin bariyeri 

geçirgenliği üzerine etkilerinin araştırılması hedeflenmiştir. Bu amaçla üretilen 

lentivirüsler (Lv-GFP, Lv-Rev-Erbα, Lv-Rev-Erbβ, Lv-Rev-Erbα + Lv-Rev-Erbβ, 

B Solüsyonu 

Klonlanan Plazmidler 
(μl) 

pMD2.G 7 

psPAX 7 

P-Lenti- Ef1α 

NR1D1/NR1D2 Plazmidi 
7 

P3000 35 

Optimem 1444 

Toplam 1500 
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scRNA, sh-Rev-Erbα, sh-Rev-Erbβ, sh-Rev-Erbα + sh-Rev-Erbβ) serebral iskemi 

modelinin uygulanacağı sol hemisferde Bregma 0, lateral 2.5 mm’ye denk gelen 

korteks yüzey alanından 2.5 mm içeri girilerek 1.6 x 107 virüs partikülü (2 µl 0.1 M 

PBS içinde) enjekte edilmiştir. Beyin içi enjeksiyonu kısaca şu şekilde yapılmıştır, 

fare kloral hidrat ile anesteziye alınıp sterotaksik tabla (502300, WPI, USA) üzerine 

yerleştirilmiştir (Şekil 5.3.1.1.A). Kafatasının orta hattından kesi atılarak bregma 

ortaya çıkarılmıştır. Striatum koordinatlarına (bregma:0, lateral:-2.5 mm, derinlik:2.5 

mm) hamilton (Hamilton, Microliter, #701) enjektörü (Şekil 5.3.1.1.B) ve mikro 

pompa (Micro4, WPI, USA) yardımıyla (Şekil 5.3.1.1.C) virüsler enjekte edilmiştir. 

Enjeksiyon 0.5 μl/dk olacak şekilde yapılmıştır. Enjeksiyon tamamlandıktan sonra 

hamilton iğnesi beyinden çıkarılıp 5/0 ipek dikiş ipiyle (S2165, Doğsan) dikim işlemi 

gerçekleştirilmiştir. Son olarak fare kendi kafesinde istirahate alınmıştır.  

 

Şekil 5.3.1.1. Beyin içi enjeksiyon düzeneği. 

5.3.2. Serebral iskemi modelinin uygulanması 

Serebral iskemi modeli olarak, dünya genelinde en sık karşılaşılan ve deney 

hayvanı çalışmalarında kabul görmüş bir metot olan MCAO seçilmiştir. Gruplarına 



 

55 

 

göre (Lv-GFP, Lv-Rev-Erbα, Lv-Rev-Erbβ, Lv-Rev-Erbα + Lv-Rev-Erbβ, scRNA, 

sh-Rev-Erbα, sh-Rev-Erbβ, sh-Rev-Erbα + sh-Rev-Erbβ) beyin içi enjeksiyon 

yapılan farelere, enjeksiyondan 7 gün sonra MCAO modeli uygulanmıştır. Kısaca, 8-

12 haftalık erkek 20-25 gr ağırlığındaki C57BL6/J fareler gaz anestezi sistemiyle 

(%1,5 izofluran (N0015A09, Adeka) (%30 O2, kalanı N2O)) anesteziye alınmıştır. 

Anlık kan akımının takibi için, kafatasında orta serebral arterin beslediği bölgenin 

üzerine (bregma noktası referans kabul edilerek, -2 mm posterior; 6 mm lateral) 

fiberoptik kablo (Şekil 5.3.2.1.A) yerleştirerek lazer doppler cihazıyla (LDF) 

(Periflux System 5000) izlenmiştir. Operasyon süresince farelerin vücut sıcaklıklarını 

36.5-37ºC’de korumak için, geri bildirimli ısıtıcı sistemler kullanılmıştır (69020, 

ThermoStar Homeothermic Monitoring System, RWD). Operasyon, boyun bölgesine 

orta hattan bir kesi atılarak başlatılmış ve karotis kommunis ile karotis eksterna 6/0 

ipek iple (S1165, Doğsan) bağlanmıştır. Ardından karotis kommunis üzerine atılan 

bir kesi ile ucu 180-190 μm kalınlığında silikon ile kaplı filament arterin içine 

sokulmuş ve bifurkasyondan itibaren direnç hissedilinceye kadar yaklaşık 9 mm orta 

serebral arterin girişine kadar itilmiştir (Şekil 5.3.2.1.B). Ardından LDF üzerinden 

kan akımının %80-85 oranında düştüğü gözlemlendikten sonra orta serebral arterin 

tıkalı kalacağı süre olan 90 dk boyunca orada kalmıştır. Sonrasında filament geri 

çekilerek reperfüzyonun gerçekleşmesine izin verilmiştir. Son olarak filament 

çıkarılmış, farenin hem boyun hem de kafa derisi 5/0 ipek iple (S2165, Doğsan) 

dikilerek kafesine alınmıştır. Farelerin sakrifikasyonu, operasyonu takiben 24 saat 

reperfüzyon sonrasında nörolojik skorlamaları alınmasının hemen ardından izofluran 

ile derin anestezi altında dekapitasyon yöntemiyle gerçekleştirilmiştir. Ardından 

beyin disekte edilerek kuru buz üzerinde dondurulmuş ve soğuk alan mikrotomunda 

(cryostat, CM1950, Leica) kesim işlemi gerçekleştirilmiştir. 
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Şekil 5.3.2.1. Fiber optik kablonun takılması (A) ve MCAO operasyonunun 

gerçekleştirilmesi (B). 

5.3.3. Nörolojik skorlama 

Serebral iskemi modeli uygulanan fareler 24 saat reperfüzyonun ardından 

sakrifiye edilmeden hemen önce nörolojik skorları alınmıştır. Nörolojik skorlama 

aşağıda verilen yönergeler doğrultusunda alınmıştır [313]. 

0= Herhangi bir nörolojik kısıtlama görülmüyorsa 

1= Ön ayağını çekiyorsa 

2= Ön ayağını çekiyorsa ve harekette direnç gösteriyorsa 

3= Daire çizerek hareket ediyorsa 

4= Sürekli daireler çizip kranial-kaudal aks doğrultusunda dönmesi 

5= Herhangi bir hareket gözlemlenmiyorsa 
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5.4. Cryostat Cihazı Kullanılarak Beyinlerin Kesilmesi 

Kuru buz üzerinde dondurulan beyinlerin kesimi cryostat cihazı (CM1950, 

Leica) yardımıyla gerçekleştirilmiştir. Kesitler, beynin ön tarafından başlayarak 2 

mm aralıklarla, her kesit 20 µm olacak şekilde alınmıştır (Şekil 5.4.1.). Pozitif yüklü 

camlar üzerine alınan bu kesitler sıcaklığı 40ºC olan ısıtıcı tabla üzerinde 30 dk 

bekletilerek dokuların cama iyice sabitlenmesi sağlanmıştır. Fare beyinlerinin kesimi 

esnasında striatum seviyesinden doku örnekleri alınarak moleküler analiz yöntemleri 

için ayrılmıştır. 

 

 

 

 

 

Şekil 5.4.1. Beyinden alınan koronal kesitlerin bölgeleri. 

5.5. Enfarktüs Hacmi ve Beyin Ödemi Analizi 

Cryostat cihazı kullanılarak 2 mm aralıklarla alınan kesitlere cresyl violet 

(C5042, Cresyl Violet Acetate, Sigma) boyaması yapılmıştır [314, 315]. Bu 

protokolde endoplazmik retikulum üzerinde bulunan nissl cisimcikleri mavi-mor 

şekilde boyanmaktadır. Ölü olan doku bölgelerinde ise herhangi bir renk değişimi 

görülmemektedir. Bu farktan yola çıkarak enfarktüs hacmi ve beyin ödemi Image J 

programı (National Institute of Health) kullanılarak enfarktüs hacmi ve beyin ödemi 

hesaplanmıştır [11, 315]. 

5.6. Kan Beyin Bariyeri Geçirgenliğinin Analizi 

KBB geçirgenliğinin analizi için immunglobulin G (IgG) boyaması yapılmıştır. 

Bu projede kullanılan 90 dakikalık MCAO modeli beyinde ağır bir hasara sebep 

olduğundan KBB’ye hasar vermektedir [316]. Bu amaçla, IgG boyaması için 

Vectostain Elite ABC HRP Reagent, R.T.U.(pk-7100, Vector Laboratories) kiti 
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kullanılmıştır. Üretici firmanın talimatları ve literatürde yer alan makalelerimizdeki 

protokoller uygulanarak boyama işlemleri yapılmıştır [314, 315]. Boyama sonunda 

elde edilen örnekler tarayıcıda taratılmış ve KBB geçirgenliği Image J programı 

(National Institute of Health) ile analiz edilerek KBB geçirgenliğindeki bozulma 

oranı hesaplanmıştır [315]. 

5.7. Proteomik Analizler 

Proteomik analizler, her gruptaki hayvanların iskemik hemisferlerinden 

örnekler alınarak, İstanbul Medipol Üniversitesi Rejeneratif ve Restoratif Tıp 

Araştırmaları Merkezi (REMER) bünyesinde bulunan proteomiks laboratuvarındaki 

SYNAPTG2-Si yüksek çözünürlüklü kütle spektrometresi ile birleştirilmiş 

ACQUITY UPLC M sınıfı cihazı (Waters) kullanılarak yapılmıştır. Proteomiks 

cihazı ile alakalı Beker ve ark. ve Yalçın ve ark.’nın yaptığı çalışmalardan 

yararlanılmıştır [11, 315]. Kısaca, yapılacak işlem proteomiks hücre pelletleri veya 

dokudan elde edilmiş toplam protein karışımının ön ayırım yapılmaksızın tripsin 

enzimi ile parçalanarak peptit yapısında incelenmesine dayanmaktadır. Protein 

tanımlaması işlemi; tanımlanan peptitlerden bütün olan protein yönünde olduğu için 

tüme-varımsal (bottom-up) proteomiks olarak tarif edilmektedir. Bu yöntem 

vasıtasıyla kısmi sekanslar üzerinden protein tanımlama işlemi 

gerçekleştirilmektedir. 

5.8. İstatistiksel Analizler 

Gruplar arasındaki (Lv-GFP, Lv-RevErbα, Lv-RevErbβ, Lv-RevErbα/β, 

scRNA, sh-RevErbα, sh-RevErbβ, sh-RevErbα/β) farklılıkların belirlenmesi ve LC-

MS/MS verileri için istatistiksel analizler SPSS programı (Ibm) kullanılarak 

yapılmıştır. Gruplar arasındaki farklar SPSS programındaki tek yönlü (one-way) 

varyans analizi (Analysis of varitaion, ANOVA) kullanılarak, post-hoc testinde en 

düşük anlamlı farklılık testiyle (least significant difference, LSD test) analiz 

edilmiştir. Bütün değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiş, *p<0,05 ve 

**p<0,01 istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir [314, 317]. 
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6. BULGULAR 

6.1. Lentivirüslerle Hücrelerin Enfekte Edilmesi 

Elde edilen virüslerin hücreleri enfekte ettiklerini gösterebilmek için fare 

N2A hücre hattı kullanılmıştır. Lentiviral uygulama sonrasında, fare N2A hücre 

hatlarının başarılı bir şekilde enfekte olduğu görülmüştür (Şekil 6.1.1.). 

 

Şekil 6.1.1. Lentivirüs enfeksiyon verimliliği. Yeşil floresan proteine (Green 

Fluorescent Protein; GFP) sahip olan Lv-GFP, Lv-RevErbα, Lv-RevErbβ ve Lv-

RevErbα/β (A, B, C) başarılı bir şekilde fare N2A hücrelerini enfekte etmiştir. 

Ayrıca kırmızı floresan proteine (Red Fluorescent Protein; RFP) sahip olan scRNA 

ShRevErbα, ShRevErbβ ve ShRevErbα/β’nın (D, E, F) da etkili bir şekilde fare N2A 

hücrelerini enfekte ettiği görülmüştür. 

Moleküler klonlamalar neticesinde elde edilen Lv-RevErbα ve Lv-RevErbβ 

plazmidlerinin RevErbα ve RevErbβ protein seviyelerini arttırıp arttırmadığını 

belirlemek amacıyla hücrelerden elde edilen protein örneklerinden RevErbα ve 

RevErbβ protein seviyeleri Western blot yöntemiyle analiz edilmiştir (Şekil 6.1.2., 

Şekil 6.1.3.). 
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Şekil 6.1.2. Lv-Rev Erb-α plazmidinin Rev-Erb-α protein seviyesi üzerine 

etkisi. Veriler ortalama ± standart sapma olarak gösterilmiştir. **p<0.01 Lv-GFP 

grubuna göre istatistiksel anlamlılığı (independent samples t test) göstermektedir. 

 

Şekil 6.1.3. Lv-Rev Erb-β plazmidinin Rev-Erb-β protein seviyesi üzerine 

etkisi. Veriler ortalama ± standart sapma olarak gösterilmiştir. **p<0.01 Lv-GFP 

grubuna göre istatistiksel anlamlılığı (independent samples t test) göstermektedir. 

Lv-RevErbα plazmidinin RevErbα protein seviyesini 2.2 kat, Lv-RevErbβ 

plazmidinin ise RevErbβ protein seviyesini yaklaşık 1.7 kat artırdığı 

gözlemlenmiştir. Gruplar arasında yapılan istatistiksel analizler bu artışların 

istatistiksel olarak anlamlı olduğunu göstermiştir (p<0.01). 
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RevErbα ve RevErbβ protein ifadelerini baskılamak amacıyla satın alınan 

ticari kitte her bir gen için üç farklı plazmid bulunmaktadır. Bu plazmidlerden 

hangisinin istatistiksel olarak anlamlı ölçüde RevErbα veya RevErbβ protein 

seviyesini baskıladığı araştırılmıştır. En yüksek verimliliğe sahip plazmidleri seçmek 

amacıyla N2A hücrelerine transfeksiyon işlemi sonrasında bu hücreler toplanmış ve 

Western blot tekniği kullanılarak bu hücrelerden RevErbα ve RevErbβ protein 

seviyeleri analiz edilmiştir (Şekil 6.1.4., Şekil 6.1.5.). 

 

Şekil 6.1.4. Rev-Erbα inhibisyon plazmidlerinin Rev-Erbα protein seviyesi 

üzerine etkisi. Veriler ortalama ± standart sapma olarak gösterilmiştir. **p<0.01 

scRNA grubuna göre istatistiksel anlamlılığı göstermektedir. 

Üçlü gliserol stok içerisinde gelen RevErbα’ya spesifik shRNA plazmidleri 

RevErbα-1, RevErbα-2 ve RevErbα-3 olarak isimlendirilmiştir. Bu plazmidlerden 

elde edilen virüsler fare N2A hücresine uygulandıktan sonra enfekte olan 

hücrelerden RevErbα protein seviyesi Western blot tekniğiyle hesaplanmıştır. 

Gruplar arasında yapılan istatistiksel analizlerde üç plazmidinde istatistiksel olarak 

anlamlı seviyede (p<0.01) RevErbα seviyesini baskıladığı gözlemlenmiştir. Fakat en 

fazla düşüş RevErbα-1 plazmid grubunda olduğu gözlemlenmiştir. Bu bilgiler 

dahilinde projenin geri kalan tüm kısımlarında RevErbα-1 plazmidi RevErbα 

inhibisyonu için kullanılmıştır. 
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Şekil 6.1.5. Rev-Erbβ inhibisyon plazmidlerinin Rev-Erbβ protein seviyesi 

üzerine etkisi. Veriler ortalama ± standart sapma olarak gösterilmiştir. **p<0.01/ 

*p<0.05 scRNA grubuna göre istatistiksel anlamlılığı göstermektedir. 

Üçlü gliserol stok içerisinde gelen Rev-Erb-β’ya spesifik shRNA plazmidleri 

RevErbβ-1, RevErbβ-2 ve RevErbβ-3 olarak isimlendirilmiştir. Bu plazmidlerden 

elde edilen virüsler fare N2A hücresine uygulandıktan sonra enfekte olan 

hücrelerden RevErbβ protein seviyesi Western blot tekniğiyle hesaplanmıştır. Her üç 

plazmidin de istatistiksel olarak anlamlı ölçüde (p<0.01/ p<0.05) azalttığı 

gözlemlenmiştir. Fakat RevErbβ-1 olarak isimlendirilen plazmidin diğer plazmidlere 

göre daha fazla RevErbβ protein seviyesini baskıladığı görülmüştür. Bu bilgiler 

dahilinde projenin geri kalan tüm kısımlarında RevErbβ-1 plazmidi RevErbβ 

inhibisyonu için kullanılmıştır. 
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6.2. Laser Doppler Akışmetre 

Akut iskemi modelinin istenilen süreler içerisinde olduğunu ve operasyon 

sonrasında reperfüzyon aşamasını göstermek amacıyla farelerin kafasına yerleştirilen 

fiberoptik kablo ile laser doppler akışmetre sistemi kullanılarak beyin akımı anlık 

olarak izlenmiştir.  

 

Şekil 6.2.1. Lazer doppler akışmetre. (A) RevErb α/β protein ifadesi artırılmış 

deney seti, (B) RevErbα/β protein ifadesi baskılanmış deney setinin laser doppler 

akışmetre sonuçlarını göstermektedir. Veriler ortalama ± standart sapma olarak 

gösterilmiştir. 
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Farelerin beyin kan akımları analiz edildiğinde, hem RevErbα/β protein ifadesi 

artırılmış (Şekil 6.2.1.A) hem de baskılanmış (Şekil 6.2.1.B) gruplarda, MCA’nın 

girişinin monofilament ile kapatılmasının ardından, beyin kan akımının normal 

değerinden ~%80 oranında düştüğü ve iskemi modelinin indüklendiği görülmektedir. 

Ayrıca her iki grupta da monofilament 90 dakikanın sonunda geri çekildiğinde beyin 

kan akımının arttığı izlenmektedir. Hem RevErb α/β protein ifadesi artırılmış (Şekil 

6.2.1.A) hem de baskılanmış (Şekil 6.2.1.B) gruplarda reperfüzyon değerlerine 

bakıldığında istatistiksel olarak anlamlı ölçüde bir değişim görülmemiştir. 

6.3. Nörolojik Skorlama 

Doksan dakika MCAO modeli uygulanan fareler 24 saat reperfüzyonun 

ardından sakrifiye edilmeden hemen önce nörolojik skorları alınmıştır. Nörolojik 

skorlama Bederson testine göre değerlendirilmiştir. Bu testte hayvanların nörolojik 

durumlarına göre sıfırdan beşe kadar değişen puanlamalar bulunmaktadır [313]. 

0= Herhangi bir nörolojik kısıtlama görülmüyorsa 

1= Ön ayağını çekiyorsa 

2= Ön ayağını çekiyorsa ve harekette direnç gösteriyorsa 

3= Daire çizerek hareket ediyorsa 

4= Sürekli daireler çizip kranial-kaudal aks doğrultusunda dönmesi 

5= Herhangi bir hareket gözlemlenmiyorsa 
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Şekil 6.3.1. Nörolojik skorlama testi. (A) Rev Erb α/β protein ifadesi arttırılmış 

deney seti, (B) Rev Erb α/β protein ifadesi baskılanmış deney setinin nörolojik 

skorlama sonuçlarını göstermektedir. Veriler ortalama ± standart sapma olarak 

gösterilmiştir. **p<0.01/ *p<0.05 Lv-GFP grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamlılığı göstermektedir. 

Serebral iskemi modelinden 24 saat sonra alınan skorlamalar neticesinde Lv-

RevErbα, Lv-RevErbβ veya Lv-RevErbα/β uygulanan gruplardaki farelerin nörolojik 

durumlarının Lv-GFP uygulanan farelerin nörolojik durumlarına kıyasla istatistiksel 

olarak anlamlı ölçüde (p<0.01 veya p<0.05) daha iyi olduğu tespit edilmiştir (Şekil 

6.3.1.A). Protein ifadesinin baskılandığı gruplarda yapılan nörolojik skorlamalarda 

ise farelerin nörolojik durumlarının birbirine çok yakın olduğu ve istatistiksel olarak 

herhangi bir farklılığın olmadığı görülmüştür (Şekil 6.3.1.B). 
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6.4. Hasar Hacmi ve Beyin Ödemi Analizi 

Serebral iskemi modeli sonrasında sakrifiye edilen farelerin beyinleri kur buz 

üzerinde dondurulmuştur. Ardından cryostat cihazı kullanılarak 2 mm aralıklarla 

alınan kesitlere cresyl violet boyaması yapılmıştır [314, 315]. Bu protokolde 

endoplazmik retikulum üzerinde bulunan nissl cisimcikleri mavi-mor şekilde 

boyanmaktadır. Ölü olan doku bölgelerinde ise herhangi bir renk değişimi 

görülmemektedir. Bu farktan yola çıkarak hasar hacmi ve beyin ödemi Image J 

programı (National Institute of Health) kullanılarak enfarktüs hacmi ve beyin ödemi 

hesaplanmıştır [11, 315].  
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Şekil 6.4.1. Beyin hasar hacmi analizi. (A) Rev Erbα/β protein ifadesi artırılmış 

deney setinin, (B) Rev Erbα/β protein ifadesi baskılanmış deney setinin hasar 

hacmini göstermektedir. Veriler ortalama ± standart sapma olarak gösterilmiştir. (A) 

için *p<0.05 Lv-GFP grubuna göre istatistiksel anlamlılığı göstermektedir. (B) için 

*p<0.05 scRNA grubuna göre istatistiksel olarak anlamlılığı göstermektedir. 

RevErbα/β’nın protein ifadesinin artırımı amacıyla oluşturulan gruplar analiz 

edildiğinde (Şekil 6.4.1.A) hem Lv-RevErbα’nın hem de Lv-RevErbβ’nın Lv-GFP 

grubuna kıyasla hasar hacmini istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05) seviyede azalttığı 

gözlemlenmiştir. Ayrıca, her iki virüsün uygulanarak elde edildiği Lv-RevErb α/β 

grubundaki hasar hacmi de Lv-GFP grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 
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(p<0.05) seviyede azalmış olduğu görülmüştür. RevErbα/β protein ifadesini 

baskılamak amacıyla oluşturulan gruplar analiz edildiğinde (Şekil 6.4.1.B) Sh-

RevErb α ve Sh-RevErb β uygulanan gruplardaki hasar hacminin arttığı fakat bu 

artışın istatistiksel olarak anlamlı seviyede olmadığı (p>0.05) görülmüştür. Son 

olarak ise hem RevErbα hem de RevErbβ’nın inhibe edildiği grup analiz edildiğinde 

ise hasar hacminin scRNA grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde 

(p<0.05) artmış olduğu gözlemlenmiştir. 

Şekil 6.4.2. Beyin ödem analizi. (A) RevErb α/β protein ifadesi artırılmış deney 

setinin, (B) RevErb α/β protein ifadesi baskılanmış deney setinin beyin ödemini 

göstermektedir. Veriler ortalama ± standart sapma olarak gösterilmiştir. (A) için 

**p<0.01/ *p<0.05 Lv-GFP grubuna göre istatistiksel olarak anlamlılığı 
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göstermektedir. (B) için *p<0.05 scRNA grubuna göre istatistiksel olarak anlamlılığı 

göstermektedir. 

RevErbα/β’nın protein ifadesinin artırımı amacıyla oluşturulan gruplarındaki 

beyin ödemi analiz edildiğinde (Şekil 6.4.2.A) Lv-RevErb α ve Lv-RevErb α/β 

gruplarındaki beyin ödemi p<0.05 olacak şekilde, Lv-RevErb β grubunda ise p<0.01 

olacak şekilde azaldığı gözlemlenmiştir. RevErbα/β’nın protein ifadesini baskılamak 

amacıyla oluşturulan gruplar analiz edildiğinde (Şekil 6.4.2.B) Sh-RevErb β ve Sh-

RevErb α/β gruplarındaki beyin ödeminin scRNA grubuna kıyasla artmış bir bir 

trende girdiği ancak bu artışın istatistiksel olarak anlamlı seviyede (p<0.05) olmadığı 

görülmüştür. 

6.5. Kan Beyin Bariyeri Gerçigenliğinin Analizi 

Kan beyin bariyeri (KBB) geçirgenliğinin analizi için immunglobulin G (IgG) 

boyaması yapılmıştır. Bu projede kullanılan 90 dakikalık MCAO modeli beyinde 

ağır bir hasara sebep olduğundan kan beyin bariyerine hasar vermektedir [316]. Bu 

amaçla, IgG boyaması için Vectostain Elite ABC HRP Reagent, R.T.U. (pk-7100, 

Vector Laboratories) kiti kullanılmıştır. Üretici firmanın talimatları ve literatürde yer 

alan makalelerimizdeki protokoller uygulanarak boyama işlemleri yapılmıştır [314, 

315]. Boyama sonunda elde edilen örnekler tarayıcıda taratılmış ve KBB geçirgenliği 

Image J programı (National Institute of Health) ile analiz edilerek KBB 

geçirgenliğindeki bozulma oranı hesaplanmıştır [315]. 
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Şekil 6.5.1. Kan beyin bariyeri geçirgenliğinin analizi. (A) RevErb α/β protein 

ifadesi artırılmış deney setinin, (B) RevErb α/β protein ifadesi baskılanmış deney 

setinin kan-beyin bariyerindeki ortalama bozulmayı göstermektedir. Veriler ortalama 

± standart sapma olarak gösterilmiştir. (A) için **p<0.01/ *p<0.05 Lv-GFP grubuna 

göre istatistiksel olarak anlamlılığı göstermektedir. (B) için *p<0.05 scRNA grubuna 

göre istatistiksel olarak anlamlılığı göstermektedir. 

RevErb α/β’nın protein ifadesinin artırımı için dizayn edilmiş gruplar 

incelendiğinde Lv-RevErb α, Lv-RevErb β veya Lv-RevErb α/β uygulanan 

gruplardaki farelerin KBB bütünlüğü Lv-GFP uygulanan farelerin KBB bütünlüğüne 
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kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde (p<0.01 veya p<0.05) daha iyi olduğu 

tespit edilmiştir (Şekil 6.5.1.A). RevErb α/β’nın protein ifadesinin baskılanması 

amacıyla oluşturulan deney seti incelendiğinde Sh-RevErb β ve Sh-RevErb α/β 

gruplarına bakıldığında scRNA grubu ile kıyaslandığında KBB geçirgenliğinin 

istatistiksel olarak anlamlı ölçüde (p<0.05) arttığı tespit edilmiştir. Ek olarak, Sh-

RevErb α grubunda da KBB geçirgenliğin arttığını fakat bu artışın istatistiksel olarak 

anlamlı seviyede olmadığı (p>0.05) görülmüştür (Şekil 6.5.1.B). 

6.6. Proteomik Analizler 

Proteomik analizler, her gruptaki hayvanların iskemik hemisferlerinden 

örnekler alınarak, İstanbul Medipol Üniversitesi Rejeneratif ve Restoratif Tıp 

Araştırmaları Merkezi (REMER) bünyesinde bulunan proteomiks laboratuvarındaki 

SYNAPTG2-Si yüksek çözünürlüklü kütle spektrometresi ile birleştirilmiş 

ACQUITY UPLC M sınıfı cihazı (Waters) kullanılarak yapılmıştır. Proteomiks 

cihazı ile alakalı Beker ve ark. ve Yalçın ve ark.’nın yaptığı çalışmalardan 

yararlanılmıştır [11, 318]. Uygulanan proteomiks yöntemi, hücre pelletleri veya 

dokudan elde edilmiş toplam protein karışımının ön ayırım yapılmaksızın tripsin 

enzimi ile parçalanarak peptit yapısında incelenmesine dayanmaktadır. Protein 

tanımlaması işlemi; tanımlanan peptitlerden bütün olan protein yönünde olduğu için 

tüme-varımsal (bottom-up) proteomiks olarak tarif edilmektedir. Bu yöntem 

vasıtasıyla kısmi sekanslar üzerinden protein tanımlama işlemi gerçekleştirilmiştir. 

RevErbα/β’nın protein ifadesinin artırıldığı gruplar (Lv-RevErbα, Lv-RevErbβ, 

Lv-RevErbα/β) ve vektör olan Lv-GFP grubunun analizi aşağıdaki tabloda 

verilmiştir. Toplamda 2170 protein tanımlanmıştır ve tabloda, 2 kat değişim ve 0,5 

kat ve altına inen proteinler gösterilmiştir. Bu şekilde 291 tane protein tanımlanmıştır 

(Tablo 6.6.1.-8). 
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Tablo 6.6.1. Protein ifadesi artırılan RevErbα/β 'nin proteom tablosu-1. 
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Tablo 6.6.2. Protein ifadesi artırılan RevErbα/β 'nin proteom tablosu-2. 
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Tablo 6.6.3. Protein ifadesi artırılan RevErbα/β 'nin proteom tablosu-3. 
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Tablo 6.6.4. Protein ifadesi artırılan RevErbα/β 'nin proteom tablosu-4. 
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Tablo 6.6.5. Protein ifadesi artırılan RevErbα/β 'nin proteom tablosu-5. 
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Tablo 6.6.6. Protein ifadesi artırılan RevErbα/β 'nin proteom tablosu-6. 
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Tablo 6.6.7. Protein ifadesi artırılan RevErbα/β 'nin proteom tablosu-7. 
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Tablo 6.6.8. Protein ifadesi artırılan RevErbα/β 'nin proteom tablosu-8. 

 

Yukarıdaki tablolarda yer alan proteinlerin etkilediği sinyal iletim yolakları 

PANTHER (Protein ANalysis Through Evolutionary Relationships; 

http://www.pantherdb.org) programı aralığıyla analiz edilmiştir (Şekil 6.6.1.).  

 

Şekil 6.6.1. RevErbα/β protein ifadesi artırılmış grubun yolak analizi.  

Yapılan biyoinformatik analizlerde en baskın olarak integrin sinyal iletim 

yolağının etkilendiği tespit edilmiştir. Ardından T hücre aktivasyon yolağı, nikotin 

farmakodinamik yolağı, dopamin reseptörü aracılı sinyal yolağı ve kan koagülasyon 
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yolaklarının ikincil derecede etkilendiği görülmüştür. Son olarak, sinaptik vezikül 

trafiği yolağı, RAS yolağı, plasminojen aktivasyon yolağı, Parkinson Hastalığı, 

metabotropik glutamat reseptör yolağı, de novo pürin biyosentezi, CCKR sinyal 

yolağı ve anjiyogenez yolaklarında görevli olan proteinlerin etkilendiği görülmüştür. 

Protein ifade artırımı yapılan gruplardaki proteinler detaylı bir şekilde analiz 

edildiğinde özellikle Lv-RevErbα/β grubunda, nöronal morfoloji ve fonksiyon ile 

yakından ilişkili olduğu bilinen, sinaptik aparatus organelinin önemli bir komponenti 

olan sinaptopodin, Ras/Rap GTPaz aktive edici protein SynGAP, postsinaptik densite 

iskele proteinleri SAP-102 ve PSD95, presinaptik eksositoz için kalsiyum sensörü 

olarak görev yapan sinaptotagmin-2, mikrotübül ilişkili protein (MAP) 4 ve 6, 

moleküler motorlar KIF21 ve KIF28’in istatistiksel olarak anlamlı seviyelerde kat 

değişimleri tespit edilmiştir. İstatistiksel analizler SPSS programındaki tek yönlü 

(one-way) varyans analizi (Analysis of varitaion, ANOVA) kullanılarak, post-hoc 

testinde en düşük anlamlı farklılık testiyle (least significant difference, LSD test) 

analiz edilmiştir. **p≤0,01 değeri anlamlı olarak kabul edilmiştir. 
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RevErb α/β’nın protein ifadesinin baskılandığı gruplar (Sh- RevErb α, Sh- 

RevErb β, Sh- RevErb α/β) ve vektör olan ScRNA grubunun analizi aşağıdaki 

tabloda verilmiştir. Toplamda 2164 protein tanımlanmıştır ve tabloda, 2 kat değişim 

ve 0,5 kat ve altına inen proteinler gösterilmiştir. Bu şekilde 50 tane protein 

tanımlanmıştır (Tablo 6.6.9.-10). 

Tablo 6.6.9. Protein ifadesi baskılanan RevErbα/β 'nin proteom tablosu-1. 
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Tablo 6.6.10. Protein ifadesi baskılanan RevErbα/β 'nin proteom tablosu-2. 

 

Protein ifadesi baskılanan gruplardan elde edilen proteinlerin biyoistatistiksel 

olarak değerlendirilmesi PANTHER (Protein ANalysis Through Evolutionary 

Relationships; http://www.pantherdb.org) programı aralığıyla yapılmıştır 

 

Şekil 6.6.2. RevErbα/β protein ifadesi baskılanmış grubun yolak analizi. 

Yapılan analizde, üç farklı proteinin kan kogülasyonunda, iki farklı proteinin 

ise anjiyogenezde rolünün olduğu tespit edilmiştir. 
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7. TARTIŞMA 

Dünyada ölüm nedenleri bakımından ikinci sırada yer alan inme vakalarının 

%85’lik bir kısmı beyni besleyen orta serebral arterin tıkanmasıyla meydana gelirken 

%15’lik bir kısmı ise beyin damarlarının hemorajı sonrasında oluşmaktadır [319]. Bu 

tez kapsamında kompleks bir patofizyolojiye sahip olan iskemik inme modeli için 

orta serebral arter oklüzyonu metodu seçilmiştir. Bu amaç için farelere 90 dk’lık orta 

serebral arter modeli uygulanmıştır. Literatürde yer alan çalışmalar bu metodun 

özellikle Bederson testi, beyin enfarktüs hacmi, beyin ödemi kan beyin bariyeri 

geçirgenliği analizi için uygun bir metot olduğunu göstermektedir [11, 315]. Bu 

bilgiler dahilinde yaptığımız çalışmada 90 dakikalık MCAO, akut iskemi modeli 

olarak seçilmiştir. Operasyon sırasında LDF kullanılarak beyindeki kan akımı anlık 

olarak izlenmiş, oklüzyon ve reperfüzyon aşamaları net bir şekilde görülerek 

iskeminin 90 dakika ile sınırlı kaldığı teyit edilmiştir. RevErbα/β’nın hem ifadesinin 

artırıldığı hem de azaltıldığı gruplarda beyin kan akımlarında istatistiksel olarak 

anlamlı bir değişim gözlemlenmemiştir. 

Farelerde indüklenen akut serebral iskemi modelinden 24 saat sonra, 

sakrifikasyon gerçekleştirmeden hemen önce fareler Bederson testine göre 

değerlendirilmişlerdir [313]. Bu değerlendirme sonucunda protein ifadesi artırılan 

grupta (Lv-GFP, Lv-RevErbα, Lv-RevErbβ veya Lv-RevErbα/β), Lv-RevErbα 

(*p<0.05), Lv-RevErbβ (**p<0.01) ve Lv-RevErbα/β (*p<0.05) gruplarında Lv-GFP 

grubu ile kıyaslandığında Bederson skorlarının daha düşük olduğu gözlemlenmiştir. 

Protein ifadesi azaltılmış gruba bakıldığında ise (ScRNA, Sh-RevErbα, Sh-RevErbβ, 

ShRevErbα/β), gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı ölçüde bir farkın olmadığı 

gözlemlenmiştir. Sirkadiyen ritimdeki değişikliklerin canlıların davranışları üzerinde 

etkileri olduğu bilinmektedir. Literatürde yapılan bir çalışmada Bmal1 delesyonunun 

sosyal etkileşimde, aşırı tekrarlayan davranışlarda ve stereotipide önemli eksikliklere 

yol açtığını ve bunların hepsinin otizm spektrum bozukluğunun temel davranışsal 

özelliklere benzediğini göstermektedir [320]. Ek olarak SCN’de üzerinden yapılan 

Bmal1 knock down (KD) farelerin kuyruktan asma testinde depresyon göstergesi 

olan daha fazla hareketsiz kalma davranışı sergiledikleri, aydınlık/karanlık (Light-
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Dark) testinde, anksiyetif davranış göstergesi olan açık alanda daha az vakit geçirdiği 

ancak open field testinde toplam aktivite ve uzaysal düzemle alan tercihi konusunda 

bir değişiklik olmadığı görülmüştür [321]. Ayrıca yapılan bir çalışmada Per2 KO 

hayvanların, open field testinde normal lokomotor aktivitenin yanında, merkez 

alanda WT hayvanlara oranla daha fazla vakit geçirdikleri görülmüştür. Per2 

genindeki değişikliklerin insanda depresyon hassasiyetine etki ettiği düşünülmektedir 

[322]. Buna bağlı olarak zorlu yüzme testi yapılan farelerin hareketlilik sürelerinin 

kontrol grubuna oranla anlamlı derecede azaldığı görülmüştür [323]. Ayrıca akut 

iskemi sonucunda hasarın motor kortekse çıkması sonucu hayvanların motor 

işlevlerinde bozukluklar meydana gelmekte ve bozukluklar Bederson testinde 

gözlemlenebilmektedir [313]. Protein ifadesi artılan grupta istatistiksel olarak 

nörolojik iyileşmenin olması, protein ifadesi baskılanan grupta ise istatistiksel olarak 

bir farklılığın bulunmaması sebebiyle, var olan anlamlı değişimin sirkadiyen ritmin 

kontrolünden ziyade hasar alanlarının büyüklüğü ile ilişkili olduğu düşünülmektedir.  

Nörolojik skorlamadan sonra hayvanlar sakrifiye edilmiş ve beyinleri disekte 

edilerek kurubuz üzerinde dondurulmuştur. Dondurulan beyinler cryostat cihazı 

kullanılarak beynin önünden 2 mm aralıklarla, 20 μm kalınlıkta olacak şekil kesitler 

alınmıştır. Beynin 4 bölgesinden alınan kesitlere beyindeki hasar hacmi ve ödem 

hacminin hesaplanabilmesi için cresyl violet boyaması yapılmıştır [11]. Bu boyama 

sonucunda, protein ifadesi artırılan grupta (Lv-GFP, Lv-RevErbα, Lv-RevErbβ veya 

Lv-RevErbα/β), Lv-RevErbα (*p<0.05), Lv-RevErbβ (*p<0.05) ve Lv-RevErbα/β 

(*p<0.05) gruplarında Lv-GFP grubu ile kıyaslandığında hasar hacimlerinde 

istatistiksel olarak anlamlı ölçüde bir azalma görülmüştür. Protein ifadesi azaltılmış 

gruba bakıldığında ise (ScRNA, Sh-RevErbα, Sh-RevErbβ, ShRevErbα/β), sadece 

ShRevErbα/β (*p<0.05) grubunda ScRNA grubu ile kıyaslandığında istatiksel olarak 

anlamlı ölçüde hasarın arttığı, diğer gruplarda ile ScRNA grubu ile kıyaslandığında 

anlamlı bir değişimin olmadığı gözlemlenmiştir. Literatürde sirkadiyen ritim ve hasar 

ile ilişki çalışmalara bakıldığında, sirkadiyen ritimde meydana gelen bozulmaların 

hasar alanını etkilediği görülmüştür. Yapılan bir çalışmada, günün 6 saatlik 

dilimlerinde MCAO indüklenen farelerdeki beyinde hasar hacmi, ödem hacmi ve 

nörolojik skorlama değerlendirilmiş ve ZT18 periyodunda ZT0 ile kıyaslandığında 
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anlamlı derece beyindeki hasar ve ödem hacminin azaldığı, nörolojik skorlamanın da 

daha düşük çıktığı gözlemlenmiştir [11]. Aynı zamanda RevErbα’nın 

makrofajlardaki proinflamatuar sitokin olan IL-6 ekspresyonunun temporal 

salınımından sorumlu olduğu düşünülmektedir. Yapılan bir çalışmada RevErbα’nın, 

NLRP3’ü direkt olarak baskıladığı ve dekstran sülfat sodyum ile indüklenmiş kolite 

karşı koruma sağladığı görülmüştür [302]. RevErbα'nın SR9009 ve GSK4112 gibi 

küçük moleküllü agonistlerle farmakolojik hedeflemesi, akut veya kronik 

inflamasyonla ilişkili hastalıklara karşı potansiyel anti-inflamatuar terapötikler olarak 

düşünülmektedir [14, 304, 324]. Yapılan bir çalışmada RevErbα'nın SR9009 ile 

agonist olarak uyarılması sonucu, BMAL1 ekspresyonundan bağımsız olarak, pro-

inflamatuar sitokin üretimini ve inflamatuar monosit inflitrasyonunu baskıladığı 

görülmüştür. Aynı zamanda bir çalışmada RevErbα agonisti, SR9009, uygulaması 

sonucu psoriatik dermatitiste (sedef hastalığı), IL-17’nin baskılanması üzerinden 

iyileşme olduğu görülmüştür [305]. Literatüre bakıldığında bir kemokin olan 

CCL2’nin ve onun reseptörü olan CCR2’nin, obezitenin indüklediği inflamasyonun 

başlatılmasında ve beyaz yağ dokusunda makrofajların toplanmasında önemli rolü 

olduğu görülmektedir [306]. Yapılan bir çalışmada RevErbα’nın insandaki 

immunitenin başlamasında görevli genlerden biri olan CCL2 ile ilişkili olduğunu 

göstermiştir [297, 307]. Bir diğer çalışmada da RevErbα’nın CCL2 genini direkt 

olarak baskıladığı ve RevErbα’nın makrofajların inflamatuar fonksiyonlarını ve 

CCL2 ile aktive olan intraselular sinyalleri baskıladığı gösterilmiştir. Ayrıca 

farelerdeki RevErbα eksikliğinde de makrofajlardaki CCL2 gen aktivasyonunun 

arttığı belirtilmiştir [307]. 

Akut iskemik inme sonucu, KBB hasar görmekte ve beyindeki inflamasyon 

cevabı artmaktadır. RevErbα/β’nın protein ifadesinin artırıldığı grupta hasarın 

kontrol grubuna kıyasla daha düşük çıkmasının sebebi, baskılanan inflamasyon 

cevabından ötürü olabileceği düşünülmektedir. Ancak bu baskılanmanın spesifik 

olarak hangi yolaklar üzerinden olduğunun araştırılması gerekmektedir. CCL2 

üzerinden ERK yolağının aktivasyonu bilinmektedir. RevErbα’nın da CCL2 

üzerinden inhibisyonuna binaen bu hasarın azalması bu yolak üzerinden olabileceği 

düşünülmektedir. RevErbα/β’nın protein ifadesinin baskılandığı grupta ise, 
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ShRevErbα/β grubunda hasarın artması, protein ifadesi artırılan grupta immun 

sistemdeki baskılanmanın, bu grupta olmamasından kaynaklı olabileceği 

düşünülmektedir.  

Beyindeki ödem analizi, hasar hacmi analizi için kullanılan beyinler 

üzerinden eş zamanlı olarak ImageJ programı kullanılarak yapılmıştır. 

RevErbα/β’nın protein ifadesi artırılan gruba bakıldığında (Lv-GFP, Lv-RevErbα, 

Lv-RevErbβ veya Lv-RevErbα/β), Lv-RevErbα (*p<0.05), Lv-RevErbβ (*p<0.01) ve 

Lv-RevErbα/β (*p<0.05) gruplarında Lv-GFP grubu ile kıyaslandığında ödem 

hacimlerinde istatistiksel olarak anlamlı ölçüde bir azalma görülmüştür. Protein 

ifadesi azaltılmış gruba bakıldığında ise (ScRNA, Sh-RevErbα, Sh-RevErbβ, 

ShRevErbα/β), ScRNA grubu ile kıyaslandığında grupların ödem hacmi bakımından 

artmış bir trendi görülmekte ancak bu artışın istatiksel olarak anlamlı seviyede 

olmadığı görülmüştür. Beyin, vücudun dinlenim metabolizmasının yaklaşık olarak 

%20’ sini kullanmaktadır ve sodyum pompaları iyonik gradiyentin homeostazisini 

sağlamak için bu %20’ lik dilimin yarısını kapsamaktadır. Bu sebeple beyin, diğer 

organlarla kıyaslandığında iskemik strese karşı daha hassas olmaktadır. Yayılan 

depolarizasyon iyon gradiyentinin neredeyse tamamen bozulması ile karakterizedir, 

bunun sonucunda, nöronlarda devamlı bir depolarizasyon, elektriksel aktivite kaybı, 

dendritik uçlarda bozulma ve nöronal şişme meydana gelmektedir [37]. Ayrıca hasar 

mekanizmasını etkileyebileceği düşünülen faktörler, ödem mekanizmasına da 

etkileyebilmektedir. Yayılan depolarizasyonun yanında beyin parankimine giren 

makrofajların etkisi ile artan hasar sonucu, ekstraselular iyon gradiyentini 

düzenleyen hücrelerin ortadan kaldırılması ya da iskemi sonucu ölmesinden dolayı 

ekstraselular iyon gradiyetinin bozulması, ek olarak da hasar modelinden ötürü 

KBB’in bozulmasından kaynaklı iyonik dengenin korunaması dokudaki ödem 

miktarını artırabilmektedir. RevErbα/β protein ifadesinin artırıldığı grupta, daha 

öncede belirtildiği üzere hasar hacimlerinin azalması, daha az doku hasarının 

karakterizasyonunu ve aynı zamanda da hafiflemiş patolojik koşulları gösterdiği 

düşünülmektedir. Bundan dolayı, ödemin de hasar hacimleri ile aynı korelasyonda 

çıkması olası görülmektedir.  
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KBB geçirgenliğinin analiz edilebilmesi için striatum seviyesinden alınan 

kesitlere IgG boyaması [315] yapılmıştır. Model olarak seçtiğimiz 90 dakika MCAO 

sonucu hasar kortekse taşmakta ve KBB bozulması görülmektedir [315]. KBB 

analizi için ölçümler imageJ programı kullanılarak yapılmıştır. RevErbα/β’ nın 

protein ifadesi artırılan grupta (Lv-GFP, Lv-RevErbα, Lv-RevErbβ veya Lv-

RevErbα/β), Lv-RevErbα (*p<0.05), Lv-RevErbβ (**p<0.01) ve Lv-RevErbα/β 

(*p<0.05) gruplarında Lv-GFP grubu ile kıyaslandığında istatistiksel olarak anlamlı 

ölçüde beyin parankimine IgG girişinin azaldığı görülmüştür. Protein ifadesi 

azaltılmış gruba bakıldığında ise (ScRNA, Sh-RevErbα, Sh-RevErbβ, ShRevErbα/β), 

Sh-RevErbβ (*p<0.05) ve Sh-RevErbα/β (**p<0.01) gruplarında ScRNA grubu ile 

kıyaslandığında anlamlı ölçüde beyin parankimine IgG girişi görülmüştür.  

Akut iskemik inmenin ayırt edici patofizyolojik özelliklerinden biri de 

KBB’nin bozulmasıdır. Sıkı bağlantıların bozulmasıyla meydana gelen permeabilite 

artışı sonucu dolaşımdaki hücreler, makromoleküller kontrolsüz bir şekilde beyin 

parankimine girmekte ve beyinde sitotoksik ve vazogenik ödeme neden 

olmaktadırlar [325-327]. Akut iskemi sonucunda sayısız periferal immun hücresi 

iskemik hemisfere geçiş yapmaktadır [191]. Deneysel çalışmalarda, nötrofil 

akümülasyonunun iskemik hemisferde 3 saat sonra anlamlı seviyede arttığını, 24 

saatte ise maksimum seviyeye çıktığı görülmüştür [192]. Ek olarak, akut iskemi 

sonucunda ipsilateral hemisferdeki monosit sayısı, bir gün sonra artmış, 3-7 gün 

arasında maksimum seviyeye ulaşmış ve ardından 14 gün sonra normal seviyesine 

geri döndüğü gözlemlenmiştir [195]. Akut iskemi geçiren hastaların kanlarındaki T 

lenfositlerin sayısının 7 gün içinde katlanarak azaldığı görülmüştür [191]. İpsilateral 

hemisferdeki T hücre birikiminin akut iskemiyi takiben 24 saatte arttığı, 3 günde 

maksimum seviyesine ulaştığı ve bir ay boyunca beyin parakiminde kaldığı 

gözlemlenmiştir [196]. Deneysel inme çalışmalarında  CCR2’nin bloklanması ya da 

azaltılmasıyla monosit birikiminin inhibisyonu sonucu beyin ödeminde koruma 

görülmesine rağmen uzun dönem tedavi sürecinde bozulma gözlemlenmiştir [328, 

329]. Yaptığımız analiz sonucunda, RevErbα/β’nın protein ifadesinin artırıldığı 

grupta beyin parenkimine giren IgG miktarının azaldığı, RevErbα/β’nın protein 
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ifadesinin baskılandığı grupta ise beyin parenkimine giren IgG miktarının arttığı 

gözlemlenmiştir.  

Gerçekleştirilen proteomik analizler sonucu RevErbα/β’nın protein ifadesinin 

artırıldığı gruplarda (Lv-RevErbα, Lv-RevErbβ, Lv-RevErbα/β) iskemik hemisferde 

toplamda 2170 protein tanımlanmıştır ve 291 tane 2 kat değişim ve 0,5 kat ve altına 

inen proteinler tanımlanmıştır. Özellikle Lv-RevErbα/β grubunda, nöronal morfoloji 

ve fonksiyon ile yakından ilişkili olduğu bilinen, sinaptik aparatus organelinin 

önemli bir komponenti olan sinaptopodin, Ras/Rap GTPaz aktive edici protein 

SynGAP, postsinaptik densite iskele proteinleri SAP-102 ve PSD95, presinaptik 

eksositoz için kalsiyum sensörü olarak görev yapan sinaptotagmin-2, mikrotübül 

ilişkili protein (MAP) 4 ve 6, moleküler motorlar KIF21 ve KIF28’in istatistiksel 

olarak anlamlı seviyelerde kat değişimleri tespit edilmiştir. 

Glutamat toksisitesi, iskemik inmenin merkezinde yer alan patolojik 

olaylardan biridir. Eksitatör nörotransmisyonun büyük kısmının dendritik spine 

yapıları üzerinden gerçekleşiyor olması [330], bu küçük aktin sitoskeletonu içeren 

yapıları iskemik inmede eksitotoksisite ve ödemden ilk zarar gören yapılardan biri 

konumuna getirmektedir [37]. Fototrombus ile kortikal iskemi yapılan bir 

araştırmada peri-enfarktüs bölgede iskemi sonrası 24 saat içinde dendritik spine 

sayısının %38 azaldığı gösterilmiştir [331]. Ayrıca, bu yapıların tekrar oluşmasının 

sağlanması fonksiyonel toparlanma ile ilişkilidir [332-334]. Sinaptopodin, görece 

büyük hacimli dendritik spine yapılarında bulunan aktin bağlayıcı bir proteindir 

[335]. Sinaptopodinin, aktin polimerizasyonunu teşvik ettiği ve latrunculin gibi 

toksinler ile depolimerizasyonuna karşı koruma sağladığı gösterilmiştir [336, 337]. 

SynGAP, postsinaptik densite bölgelerinde sinaptik aktiviteye cevap olarak nöronal 

uyarılabilirliği ve aktin polimerizasyonunu kontrol eder [338, 339]. SynGAP 

seviyelerinin azalması iskemi sonrası enfarktüs alanını artırırken, seviyelerinin 

artırılması nöroprotektif etki göstermektedir [340, 341]. SynGAP’in bu etkilerinden 

olasılıkla inme sonrası Ras-ERK ve RhoA-ROCK yolaklarının toksik seviyede aktive 

olmasını engellemesi ve böylece nöronların eksitotoksisiteye duyarlılığını azaltması 

sorumludur. Nörotransmitter reseptörleri ve çok sayıda enzimin postsinaptik bölgede 

lokalizasyonu için iskele görevi gören MAGUK ailesinin üyeleri SAP-102 ve PSD95 
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protein seviyeleri inme ve nörodejeneratif hastalıklarda sinaps eliminasyonu ile 

birlikte azalmaktadır [342, 343]. PSD95 merkezli tedavi girişimleri iskemi ve diğer 

nörolojik hastalıklarda yakın zamanda yapılan deneysel çalışmalar başarılı sonuçlar 

vermektedir [344, 345]. Proteomiks analizlerimizin sonuçları toplu olarak 

değerlendirildiğinde, RevErb α/β’nın protein ifadesinin artırılmasının sinaptik 

mikromimari ve nöronal fonksiyonu koruyucu etkisini göstermektedir. Ancak, 

RevErbα/β’nın nöroprotektif etkilerini doğrudan sinaptik proteinleri hedef alarak 

gösterip göstermediği henüz belirlenmeyi beklemektedir. 

Bu bağlamda RevErbα/β’nın protein ifadesinin artırılması sonucu hasar ve 

ödem hacminde meydana gelen azalmanın ve baskılanması sonucu hem hasar hem de 

ödem hacminde görülen artışın, IgG ekstravazasyonu ile eşleştirildiğinde, 

RevErbα/β’nın protein ifadesinin artırılması veya baskılanması sonucu meydana 

gelen etkilerin birkaç nedenden dolayı olabileceği düşünülmektedir. Bunlardan ilki 

KBB geçirgenliğinin etkilenmesi, KBB’nin geçirgenliğinin bozulması akut iskemik 

inmede hasarı artırıcı bir etki göstermekte ve patofizyolojik koşulları 

ağırlaştırmaktadır. Bir diğeri ise, inflamasyon üzerinden gerçekleşen etkiyi 

içermektedir. İnflamasyon KBB bariyerinin bozulması ile eş zamanlı olarak beyin 

parenkiminde hasarı artırıcı bir etki göstermektedir. Ancak sadece KBB ile değil akut 

dönemde microglial aktivasyon ile başlayan infilamasyonun kontrolü hasarı azaltıcı 

bir etki gösterebilmektedir. Proteomik analizlere de bakıldığında RevErbα/β protein 

ifadesi artırılan grupta ipsilateral hemisferde hücre iskeleti proteinleri ve sinapsı 

intakt durumda tutan proteinlerin anlamlı seviye yüksek miktarlarda bulunması 

penumbral alanın korunduğunu bizlere düşündürmektedir. Bu da bizlere RevErbα/β 

proteinlerinin hücresel sinyalleşme üzerinden de hasar mekanizmaları üzerine bir etki 

gösterme olasılığını düşündürmektedir. İleride yapılacak olan çalışmalar 

RevErbα/β’nın hem sirkadiyen ritim dışındaki görevlerinin aydınlatılmasında hem de 

yaptığımız çalışmada görüldüğü üzere hasar hacmi, ödem hacmi ve KBB 

geçirgenliğine etkilerinin yanında immum sistem ve hücresel sinyalleşme ile 

olabilecek ilişkileri gelecekte kişilerin sirkadiyen ritimleri bozulmadan, iskemi ile 

karşılaşmadan ya da karşılaştıktan sonraki süreçteki tedavi yolunda etkili birer hedef 

molekülü olabileceklerini düşündürmektedir. 
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8. SONUÇ 

Bu proje kapsamında RevErbα/β’nın protein ifadesinin artırılmasının ya da 

baskılanmasının akut iskemik hasar üzerindeki etkilerinin araştırılması 

amaçlanmıştır. Bu amaçla, RevErbα/β’nın protein ifadesini hem artıran hem de 

azaltan virüs partikülleri dizayn edilmiş ve bu partiküller farelere beyin içi 

enjeksiyon yöntemiyle verilip, serebral iskemi modeli uygulanmıştır. Ardından 

farelerdeki, nörolojik durum, enfarktüs hacmi, beyin ödemi ve kan beyin bariyeri 

geçirgenliğinin yanında beyin dokusundan alınan örnekler ile proteomik analizler 

yapılmıştır. 

Sonuç olarak, RevErbα/β’nın protein ifadesinin artması akut serebral iskemide 

hasar hacmini, ödem hacmini ve beyin parankimine giren IgG miktarını azaltarak 

akut iskeminin getirdiği patolojik etkileri azaltmıştır. RevErbα/β’nın protein 

ifadesinin baskılanması sonucu ise, hasar hacmi, ödem hacmi ve beyin parankimine 

giren IgG miktarı artmıştır. Bu bağlamda, RevErb α/β’nın protein ifadesinin artması, 

akut serebral iskemide koruyucu etkisi olduğu, protein ifadesinin baskılanmasının ise 

patolojik etkileri artırdığı gözlemlenmiştir. Ek olarak, geniş ölçekli proteomik 

analizlerle iskemik beyin dokusundan tanımlanan proteinlerin hem beyin felciyle 

hem de RevErbα/β ile direkt veya dolaylı yollardan ilişkili olduğu düşünülmektedir. 
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