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1. OZET

REV-ERBo. VE REV-ERBH’NIN AKUT BEYIN HASARI SONRASI
ROLUNUN INCELENMESI

Diinyada o6lim nedenleri bakimindan ikinci sirada yer alan inmenin insidansi
sitkadiyen bir dagilim gostermektedir. Tiim fizyolojik durumlarimizi diizenleyen
sirkadiyen ritmin hem inmenin tetiklenmesine hem de inme sonrasinda gelisen
patofizyolojik siireclere ©nemli etkileri bulunmaktadir. Son yillarda yapilan
calismalar sirkadiyen ritmin diizenlemesinde ve devam ettirilmesinde gorevli oldugu
bilinen niikleer reseptorler RevErba ve RevErbp’nin (RevErba/f) patofizyolojik
siireclerde onemli rollerinin olabilecegini gostermektedir. Bu tez kapsaminda niikleer
reseptorler olan RevErbo/B’nin (lentiviriis araciligir ile) protein ifadelerinin
artirtlmasinin - veya baskilanmasinin  fare akut iskemi modelindeki etkileri
arastirtlmistir. Beyin hasari sonrasi elde edilen beyin dokularindan enfarktiis hacmi,
beyin 6demi ve kan beyin bariyeri gecirgenligi arastirilmistir. Ayrica genis Olgekli
s1vi kromatografisi/kiitle spektrometresi aracili proteomik analizlerle RevErbo/p’nin
etkiledigi protein profili gdsterilmistir. Protein ifadesi artirilan grupta hasar hacmi,
O6dem hacmi ve kan beyin bariyeri gecirgenliginin azaldigi goriilmiistiir. Tersine,
protein ifadesi baskilanan grupta ise, hasar hacmi, 6dem hacmi ve kan beyin bariyeri
gecirgenliginin arttigr gozlemlenmistir. Yapilan proteom analizinde RevErbo/p
protein ifadesi artirilan gruplarda 291, baskilanan gruplarda ise 50 farkli proteinin
anlatiminin istatistiksel olarak anlamli dlglide degistigi gosterilmistir. Elde edilen
sonuglar, RevErba/pB protein ifadelerinin artirilmasi veya baskilanmasinin iskemik

inmenin patofizyolojisi tizerine farkli etkileri oldugunu gostermektedir.

Bu tez, TUBITAK tarafindan 1001 proje kapsaminda 2195913 nolu proje tarafindan

desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Akut iskemi, RevErba, RevErbp, Sirkadiyen ritim



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ROLE OF REV-ERBa AND REV-ERBp 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 RevErba and RevErbp (RevErba/p), 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 RevErbo/B (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 RevErbo/f. 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
RevErba/pB protein expression was increased, and in the suppressed groups, the
expression of 50 different proteins changed. The results obtained show that
increasing or suppressing RevErba/p protein expressions have different effects on the

pathophysiology of ischemic stroke.

This thesis was supported by the TUBITAK project No: 2195913 within the scope of
the 1001 project.

Keywords: Acute Ischemia, Circadian rhythm, RevErba, RevErbf



3. GIRIS VE AMAC

Serebral iskemi diinya genelinde 6liim nedenleri bakimindan incelendiginde
ikinci sirada yer alan ciddi bir néronal hastaliktir. Serebral iskeminin baslangicindan
itibaren ilk 4.5 saat igerisinde uygulanmasi1 gereken doku plazminojen aktivatorii
(tPA) haricinde bilinen bir tedavi yontemi bulunmamaktadir [1, 2]. Diinya genelinde
her yil yaklagik olarak 5.5-6 milyon insan serebral iskemiye maruz kalmaktadir [3,
4]. Goriilen her ii¢ beyin felci vakasindan biri 6liim ile sonuglanirken hayatta kalanlar
yasamlarinin geri kalanini ciddi norolojik eksiklikler ile siirdiirmek durumundadir.
Serebral iskemi geg¢irmis ve tedavi siirecinde olan yaklasik 80 milyon kisinin saglik
giderleri ve evde bakim maliyetleri goz Oniine alindiginda iilke ekonomilerine

milyarlarca dolarlik yiik getirdigi goriilmektedir [4-6].

Saglik, bilim ve teknoloji alanindaki gelismeler sayesinde diinya genelinde
dogumlarla birlikte, insanlarin yasam stiresi de her gecen yil artmaktadir. Diinya
Saglik Orgiitii’niin (World Health Organization; WHO) ve Birlesmis Milletler
Ekonomik ve Sosyal Isler Boliimii’niin (UN DESA) yaptig1 arastirmalar 2030 yilinda
diinya niifiisunun 7.3 milyardan 8.5 milyara ulasacag yoniindedir. Istatistiksel veriler
gdz Oniline alindiginda diinya ile ayni1 paralellikte lilkemizde de yasli niifusunun
giderek artmasi beklenmektedir. Yagl niifusunun artmasina bagli olarak ozellikle
Alzheimer, Parkinson ve serebral iskemi gibi noérolojik hastaliklarin goriilme
sikligmin arttigt ve giderek de artacagi ongoriilmektedir. Bu bilgiler dahilinde,
ozellikle 65 yas Ustli insanlarda daha sik goriilen bir hastalik olan serebral iskemi
vakalarinin da artacagi diisiiniilmektedir [7-9]. Bu nedenlerden dolay1 serebral
iskemiye yonelik yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi ve yeni hedef molekiillerin

bulunmast 6nem arz etmektedir.

Serebral iskemi vakalarinin biiylik bir kismi kisi uykudayken meydana
gelmekte ve erken miidahale i¢in gerekli zaman aralig1 daralmaktadir. Bu durumun
meydana gelmesi gece giindiiz dongiisiinii kapsayan sirkadiyen ritmin serebral
iskemi {lizerine olan etkilerinin arastirtlmasini gerekli kilmigtir. Sirkadiyen ritme

bagli olarak giin igerisinde degisen kalp ritmi, hormonal degisimler, pthtilasma gibi
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faktorler serebrovaskiiler hastaliklarin tetiklenmesine neden olmaktadir [10]. Ayrica
yaymlanan bir ¢alismada sirkadiyen ritmin beyin felci sonrasinda gelisen hasar
mekanizmalar1 {izerine olan etkileri gosterilmistir [11]. Sirkadiyen ritim,
organizmalarin i¢ fizyolojik siireglerini dig ortamdan gelen uyarilara bagli olarak
hassas bir sekilde senkronize eden biyolojik bir saattir. Bu biyolojik saat giin
icerisindeki aydinlik-karanlik dongiisii, mevsimsel degisiklikler ve beslenme gibi dis
uyarilara bagli olarak kendi ritmini diizenlemektedir [12, 13]. RevErb o/p sirkadiyen
ritmin diizenlenmesinde 6nemli rolleri olan ve viicuttaki metabolik siirecleri
etkileyen nuklear reseptér grubunda bulunan proteinlerdir. Yapilan g¢aligmalarda
RevErb o/f proteinlerinin ndroinflamasyon tizerinde etkilerinin oldugu bulunmustur
[14]. Bu sebeple, Rev-Erbo/f’nin beyindeki inflamatuar siireglerdeki etkileri goz
Oniine alindiginda, akut inme gibi beyinde yiiksek seviyede inflamatuar siireclere

neden olan patofizyolojik bir rahatsizliga kars1 etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu proje kapsaminda, RevErbo/f’nin protein ifadesinin artirilmasinin veya
baskilanmasinin  akut iskemik hasar iizerindeki etkilerinin  arastirilmasi
amaclanmistir. Bu amagla, RevErba/B’nin protein ifadesini hem artiran hem de
azaltan lentiviriis partikiilleri dizayn edilmis ve bu partikiiller C57BL6/J farelere
beyin i¢i enjeksiyon yontemiyle verildikten 7 giin sonra orta serebral arter okliizyonu
modeli uygulanmistir. Ardindan farelerdeki norolojik durum, enfarktiis hacmi, beyin
0demi ve kan beyin bariyeri gegirgenliginin arastirilmasinin yani sira iskemik beyin

dokusundan alinan 6rnekler ile proteomik analizlerin yapilmasi hedeflenmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Serebral Iskeminin Patofizyolojisi

Beyin dokusu fizyolojik faaliyetlerini devam ettirebilmek ve canliligini
stirdiirebilmek i¢in yiliksek miktarda oksijen ve glukoza ihtiya¢ duymaktadir.
Serebral iskemi sonucunda beyne giden kan akiminin azalmasiyla beyin dokusu
oksijen ve glukoz acligina girerek bir takim hiicresel ve molekiiler mekanizmalari
aktive eder ve bunun sonucunda noronal ve glial fonksiyonlar1 olumsuz olarak
etkiler. Ek olarak vaskiiler bozukluklara ve inflamasyona neden olmaktadir [2].
Beynin beslenmesinde meydana gelen bu bozukluk sonucu néronlar transmembran
gradiyentlerini koruyamazlar ve bunun sonuncunda noronal sinyallesme bozulur. Bu
siirecin devaminda noronlarda anoksik depolarizasyon meydana gelerek presinaptik
uctan ndrotransmitter salinimini tetikler [15]. Eksisator norotransmitterlerin sinaptik
yariktan temizlenmesi aktif enerji gerektiren bir siirectir. Iskemi sonucu olusan enerji
eksikligi sebebiyle de ekstraselular alanda ndérotransmitter konsantrasyonu artar.

Glutamatin neden oldugu bu siire¢ eksitotoksisite olarak adlandirilir (Sekil 4.1.1.).

Ek olarak N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorii de meydana gelen bu
eksitotoksisitenin hiicre igerinde etkisini gdstermesine aracilik eder. Dinlenme
membran potansiyelinde kanal tarafi magnezyum ile kapali olan NMDA reseptori,
membranin depolarize olmasi ile birlikte magnezyum blokajindan kurtulur ve aktif
hale gelerek iyon gegirgenligini artirir [16]. Bunun sonucunda hiicre igerisine yiiksek
miktarda kalsiyum ve sodyum iyonu akist ile birlikte, intraselular depolardaki
kalsiyum  serbestlenmesi  gerceklesir [17, 18]. Intraselular kalsiyum
konsantrasyonunun artmasi ile, noronal nitrik oksit sentaz gibi kalsiyuma baglh
siirecler aktive olmaktadir. Bu siirecin sonunda da serbest radikallerin {iretimiyle
apoptosis, nekrosis, nekroptosis ve otofaji gibi hiicre 6liim mekanizmalar1 aktive
olmaktadir. Serebral iskemi sonucunda, santral sinir sistemi (SSS) boyunca,
ndronlarin yaninda, astrositler oligodendrositler ve perisitler de etkilenmektedir.
Ornegin, ekstraselular glutamat seviyelerinin artmasiyla metatropik glutamat

reseptOrii 5'in aktivasyonu, hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinin artmasina, glial glutamat
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tastyicilarinin ekspresyonunun azalmasia [19] ve dolayisiyla hiicre disi glutamat
seviyelerinin daha fazla artisina yol acar. Ek olarak, astrositler reaktif hale gelerek,
koruyucu olan proinflamatuar (Al) veya zararli olan immiinomodiilatér (A2)
fenotiplerine doniisebilmektedir [20, 21]. Reaktif astroglioz, iskemiden 48-96 saat
sonra ortaya ¢ikar ve glial fibriller asidik proteini (bir astrosit belirteci) eksprese eden
hiicreler hipertrofik hale gelir bdylece noronal rejenerasyonu engelleyen bir glial skar
olusturur [22]. Merkezi sinir sisteminde noronal aksonlar oligodendrositler tarafindan
olusturulan miyelin kiliflarla ¢evrilidir. Serebral iskemi sonrasi oligodendrositlerin
durumu her ne kadar astrositler kadar calisilmasada, iskemik kor bolgesinde
oligodendrosit ve oligodendrosit progenitor hiicrelerin miktarlarinin  azaldig
ongoriilmektedir [23]. Literatiirde hasar g¢evresinde oligodendrosit progenitor
hiicrelerin, hasardan 2 hafta sonra remiyelizasyonu artirmak i¢in sayilarinin arttigi
goriilmiistiir [24]. Perisitler, kan beyin bariyerinin (KBB) i¢ tabakasinda bulunan ve
kontraktil yetenege sahip olan hiicrelerdir. Iskemiyi takiben aktive olan bu hiicreler
kapillerin kontraksiyonunu saglamaktadir. Perisitlerin 6liimii sonucu irreversibl
kapiller kontraksiyonu ve KBB bozulmasi meydana gelmektedir [25]. Bu bariyerin
bozulmasiyla periferal kanda bulunan inflamatuar hiicreler beyin parankimine

gecerek hasari artirmaktadir.

Iskemiyi takiben, ndronal ubikuitin sistemi bozulur. Bu da daha sonra
oksitlenmis proteinlerin azalmasiyla birlikte, protein agregatlarinin olusumu ve
endoplazmik retikulum stresine neden olabilir [26]. Mitokondriyal degisiklikler
arasinda artmig sisternal kalsiyum seviyeleri, proteaz aktivasyonu, proapoptotik

faktorlerin ve serbest radikallerin salinmasi ve ATP iiretiminin azalmasi yer alir [27].

Kemirgen iskemi modellerinde inflamasyon genellikle yerlesik mikroglialarin
erken aktivasyonu, ardindan makrofajlarin ve nétrofil polimorflarinin ve lenfositlerin
beyin parankimine akmasi olarak karakterize edilir [28]. Insanlarda inflamatuar
yanitla ilgili daha az veri mevcuttur, ancak iskemik kor bdlgesinde nétrofil
birikiminin, penumbrada mikroglianin aktivasyonu ve proliferasyonu ile iskeminin
erken evrelerinde (ilk 3 giin i¢inde) meydana geldigi one siiriilmiistiir. Daha sonra
hem beyin kokenli bu mikroglialar hem de kandan tiiretilen makrofajlar, bir

amoeboid fagositik fenotipi benimser ve hiicresel kalintilar1 temizler [29].
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Makrofajlar, agirlikli olarak proinflamatuar veya anti-inflamatuar fenotiplerle
kendilerini gosterebilir. Insanda meydana gelen iskeminin erken evrelerinde,
ozellikle peri-enfarktiis bolgelerinde makrofajlar, major histokompatibilite kompleksi
siif I molekiillerini (antijen sunumuyla ilgili), NADPH oksidaz1 (serbest radikal
tiretimiyle ilgili) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentazi (iNOS) eksprese ederler [30]
(artan fagositoz ile iligkili fenotip) [31]. Daha sonraki asamalarda fenotip, azalmis
fagositoz ve interferon-y ve IL-1 gibi inflamatuar sitokinlerin iiretiminin azalmasi
[31] ile iligskili mannoz ve haptoglobulin reseptorlerinin (CD206 ve CD163) [30]

ekspresyonu ile degisir.
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Iskemik inmedeki inflamasyon yaniti manipiile etmenin terapdtik olarak
potansiyeli acik degildir. IL-1 reseptor antagonisti ile tedavi hayvan modellerinde
koruyucu goriinmektedir [32], ancak natalizumab kullanilarak o4 integrin (CD49a)
sinyallemesine miidahale etmek gibi diger yaklasimlarin, faz II klinik ¢alismasinda

hicbir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir [33].

4.1.1. Yayilan depolarizasyon

Beyin iskemisinin hemen baglangicinda yayilan depolarizasyon (SD), yiiksek
beyin bolgelerinin gri maddesinde elektrokimyasal membran yetmezliginin ve
noronal 6demin ana mekanizmasidir [34-39]. Siddetli iskemiden sonraki 1-2 dakika
icinde, mevcut ATP havuzunun tiikenmesi, Na" / K" pompasinin ¢aligmasini
engelleyerek iskemik doku boyunca ve ¢evredeki penumbral ve normal dokuya 1-9
mm / dakikada yayilan bir hiicresel depolarizasyona sebep olur [40-44]. Iskemik kor
bolgesinde noronlarin, tipik olarak 20-30 dakika veya daha fazla siiren bir
depolarizasyon altinda oldiikleri goriilmiistiir [45-51]. Bununla birlikte, iskemik kor
yaklasik 15 dakika i¢inde reperfiize edilirse, noronlar yaklasik 15 dakika boyunca
siirekli depolarize edilmis olsa dahi iskemik korda bulunan tiim néronlarin hayatta

kaldig1 goriilmiistiir [48, 52].

Yayilan depolarizasyon sonucu ortaya ¢ikan akut hasar, SD'nin yayildigi
dokudaki metabolik stres derecesi ile belirlenen bir “siireklilik” olarak karakterize
edilmistir [42, 53]. Bu kavram, ilk SD dalgasinin kor bolgesinde devam ettigi, orta
derecede uzadigr ancak penumbrada geri doniisiimlii oldugunu ifade etmektedir.
Membran potansiyellerinin 1-2 dakika sonra iyilestigi ¢evredeki iyi perflize edilmis
dokuda kisa siireli oldugu orta serebral arter okliizyon modelinde gdsterilmistir [54,
55]. Penumbral SD’nin gecikmis dogasi nedeniyle, inhibisyonlarinin noérolojik
tyilesme sunacak terapotik yaklasimlar sunabilmektedir [56]. Bu SD'ler, enerji arz—
talep uyumsuzlugunun bir sonucu olarak ortaya ¢ikiyor gibi gériinmektedir [57, 58].
Bir¢ok sekonder SD'nin kiimiilatif etkisi, metabolik durumun ilerleyici bir sekilde
bozulmasi ve lezyonun geniglemesidir. Bu sadece sitotoksik membran yetmezligi
nedeniyle degil, ayn1 zamanda bozulmus norovaskiiler baglantili hasarli dokuda

mikrovaskiiler daralmaya neden olan SD nedeniyle de meydana gelir. “yayilan



iskemi” olarak bilinen [59], SD'ye verilen bu ters hemodinamik veya baslangicta
vazokonstriktif yanit, hiicresel depolarizasyonun uzamasini ve dolayisiyla hiicre

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

Na" / K" ATPaz, transmembran katyonik gradyanlarini diizenleyen ana
tagtyicidir. Bu pompanin bozulmasi SD'ye yol agmaktadir. Pompa, adenozin
trifosfatin (ATP) hidrolizi yoluyla ii¢ sitozolik Na''y1 iki hiicre dis1 K ile degistirir
[63]. Bu nedenle, bu tasinmanin kendisi elektrojeniktir ve membran potansiyeline
birkag hiperpolarize edici milivoltta katkida bulunur. Memeli gri maddesinde, Na* /
K" pompasi ATP hidrolizinin yaklasik %50 'sinden sorumludur [64]. Kandaki oksijen
ve glukoz eksikligi sonucu ATP iiretimi baskilanir ve Na" / K" pompasinin
calisamamasindan dolay1 Na' / K' akis1 bozularak SD’ye sebep olmaktadir [65, 66].
Canli kesitler incelendiginde noronlarin, oksijen—glikoz deprivasyonuna (OGD) yanit
olarak SD'ye maruz kaldiklar1 goriilmiistiir [67-69]. Benzer sekilde, SD’nin iskemi
kosullarinda in vivo olarak goriintilendigi ve kaydedildigi c¢alismalar da

bulunmaktadir [70-72].

4.1.2. Eksitotoksisite

Eksitotoksisite, eksisatdr amino asit reseptorlerinin asir1 veya uzun siireli
aktivasyonundan kaynaklanan toksik etkileri ifade etmektedir [73, 74]. 1969'da
Olney ve meslektaglar1 tarafindan yapilan kapsamli caligmalar, asir1 glutamatin
uyarici reseptorlere etki ettigi ve hiicre 6liimiine neden oldugu durumlarda kullanilan
eksitotoksisite terimini ortaya ¢ikarmistir [5S0, 54]. Beyindeki en bol norotransmitter
olan glutamatin asir1 uyarimi, postsinaptik iyon kanallarin1 dogrudan agarak ve
ikincil olarak kalsiyum homeostatik mekanizmalarin1 etkileyerek hiicre i¢i kalsiyum
seviyesini artirir [75]. Eksitotoksisitenin iskemi, travma, epilepsi gibi hastaliklarda
ve Alzheimer, Huntington, Parkinson hastaligi gibi ndrodejeneratif bozukluklarda
onemli bir mekanizma oldugu diisiiniilmektedir [76-80]. Hiicre icinde yiiksek
kalsiyum birikimi, eksitotoksisiteye yol acan bir dizi olay1 tetiklemektedir [81].
Noronal hasara neden olan glutamatin toksik kaskadini durdurmak, etkilemek veya
gecici olarak durdurmak amaciyla bir dizi ilag gelistirilmis ve kullanilmistir [82-87].

Eksitatér amino asit reseptorii aktivasyonunu modiile ederek bu hastaliklar1 hedef



alan terapotik stratejilerin gelistirilmesinde onemli ilerleme kaydedilmistir [88].
Sinirbilimde glutamat, uzun siireli potensiyelizasyonda kilit rol oynayan ve 6grenme
ve hafiza i¢in 6nemli olan bir norotransmiterdir [89]. Glutamat ndérotransmiter olarak
dort kritere de uygunlugundan dolay1 norotransmiter olarak kabul edilmistir [90]. Bu
kriterler; 1) presinaptik lokalizasyon, ii) fizyolojik uyaranlarla salimim, iii) dogal
olarak olusan transmiter ile ani etki, iv) transmiter etkisinin hizli bir sekilde sona

ermesi i¢in gerekli mekanizmadir [89].

Glutamik asit, esansiyel olmayan 20-22 proteinogenik amino asitlerden
biridir [89]. Glutamik asitin, karboksilat anyonlar1 ve tuzlar1 glutamat olarak
bilinmektedir [91]. Memelilerde glutamat, esas olarak merkezi sinir sisteminde
(beyin ve omurilik) bulunur ve ndronal haberlesme ve norotransmiter olarak rol
oynamaktadir [92]. Ashina bakildiginda, hemen hemen tim beyin hiicreleri
haberlesme i¢in glutamati kullanmaktadir. Ayrica glutamat, glukoz yoklugunda
beyin hiicreleri i¢in bir enerji kaynagi gorevi goérmektedir [93]. Beynin i¢indeki
presinaptik noronlar, postsinaptik néronlar ve glial hiicreler gibi ii¢ farkli kisma etki
etmektedir [90]. Bu terminallerden salinan glutamat, esas olarak astrositlere
(astroglial hiicreler) tasinir ve burada glutamin sentetaz yoluyla glutamine
doniistiiriilir. Glutamin daha sonra aktif olmayan bir formda glial hiicrelerde
depolanir, burada glutamat, bir mitokondriyal enzim olan fosfata bagimli glutaminaz
yoluyla rejenere edilir. Glutamat sadece iki u¢ (pre ve postsnaptik) arasindaki
transmisyonu saglamaz, ayni zamanda komsu sinapslardan salinan glutamat ekstra
sinaptik  sinyalizasyonla sinapslar aras1 haberlesmenin de ger¢eklesmesini

saglamaktadir [93].

Glutamat, hizli sinaptik transmisyona aracilik eden temel ndrotransmiterdir
[94] ve sinaptik plastisite, 6grenme ve hafiza ve diger biligsel islevlerde 6nemli bir
rol oynar. Bununla birlikte, beyin parankimine yiiksek miktarlarda yayilmasi séz
konusu oldugunda biiyiik hasara neden olabilir [93]. Diger sinyal maddeleri gibi,
glutamatin sinyal etkisi de glutamatin kimyasal yapisina degil, hiicrelerin glutamata
maruz kaldiklarinda nasil tepki verecek sekilde programlandigina baghdir [94].
Sadece yiizeylerinde glutamat reseptor proteinleri (glutamat alicilari) bulunan

hiicreler glutamata duyarlidir, bdylece glutamat bu reseptdr proteinlerine baglanarak
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ve reseptOr proteinlerini aktive ederek sinyal islevini yerine getirmektedir [91].
Hiicrelerin i¢indeki glutamat konsantrasyonu disaridakinden 10.000 kat daha fazladir
ve hiicre i¢i oldugu silirece nispeten etkisizdir [95]. Glutamat reseptorleri, yalnizca
disaridan glutamat baglanarak aktive edilebilir. Bu nedenle, diisiik ekstraselular
glutamat konsantrasyonlarin1 koruyan mekanizmalar normal beyin fonksiyonu igin
gereklidir [94]. Bundan dolayi, glutamatin dogru konsantrasyonlarda dogru yerde
bulunmasi gerektigi, hem ¢ok fazla hem de ¢ok az miktarlardaki glutamatin zararh
sonuglart oldugu c¢ikmaktadir. Bu, glutamatin ayni zamanda hem gerekli hem de

oldukca toksik oldugu anlamina gelmektedir [96].

Glutamat reseptorleri, iyonotropik ve metatropik olmak tizere iki biiyiik sinifa
ayrilmistir. Iyonotropik reseptdrler NMDA, AMPA ve Kainat olmak {izere alt

birimlere ayrilmaktadir.

Normal fizyolojik kosullar altinda, glutamaterjik sinir terminallerinden
salinan glutamat, postsinaptik reseptorlere etki eder ve depolarizasyona neden olur,
bu da Ca™nin pordan ge¢mesine izin veren NMDA reseptdr kanalindan Mg*?
katyonunun ayrilmasina neden olur [97]. AMPA reseptorleri genellikle sinapslarda
NMDA reseptorii ile birlikte eksprese edilir ve burada Ogrenme, hafiza,
eksitotoksisite ve ndroproteksiyonda yer alan sinaptik plastisite siireclerine ortaklaga
katkida bulunurlar. Glutamaterjik uyarilma doneminde, NMDA reseptorlerinin

aktivasyonu, AMPA reseptdriiniin yiizey varligmi modiile eden Ca™'

ye bagimli
hiicre i¢i sinyal yollarmi baslatmaktadir [98]. Postsinaptik membrandaki AMPA
reseptoriindeki modifikasyon, sinaptik mukavemette degisikliklere neden olur ve
cesitli sinaptik plastisite bi¢imlerinin diizenleyicisidir. Bu nedenle, korelasyonda

calisan tiim reseptorler glutamat salinimina neden olmaktadir [99].

Eksitotoksik hipotez, glutamat ve ilgili eksitator amino asitler tarafindan
tiretilen etkilerin, bir sekilde hasarlarina veya 6liimlerine yol agan alici néronlarin
uzun siireli depolarizasyonundan kaynaklandigini goéstermektedir [98]. Ayrica,
hiicreler arasindaki bosluklarda (ekstraselular alan) glutamat seviyeleri ¢ok
yukseldiginde, glutamatin uyarici etkisi ndronlar1 Oldiiren bir toksin haline
gelmektedir [99]. Ancak normal kosullar altinda, néronlar ¢cevrede ¢ok fazla glutamat
varligint algilar ve membran iizerindeki 6zel pompalar1 agarlar ve bu pompalar
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sayesinde ortamda fazla bulunan glutamat hiicre icine alinir [100]. Bu koruyucu
pompalama islemi, glutamat seviyeleri normal aralikta kaldig: siirece titizlikle ¢alisir
[101]. Bununla birlikte, hasarli bir hiicre glutamatin1 ekstraselular alana birakirsa
seviyeler keskin bir sekilde yiikselebilir. Boyle bir durumda, hiicre membranlarindaki
pompalar arttk bu durumla basa c¢ikamaz ve glutamatin toksik etkisi kendini
gostermeye baslar [98]. Bu durum néronu dogrudan 6ldiirmez aksine, hiicreyi asiri
derecede uyararak membranda bulunan kanallarin aktivitesinin artmasina ve
normalde yalnizca sinirli miktarlarda girmesine izin verilen ¢ok miktarda maddeye

izin vermesine neden olur [102].

Glutamaterjik disfonksiyonla iligkili ndrodejeneratif hastaliklar [99], hiicresel
kalsiyum homeostazinin bozulmasi, nitrik oksit sentezinin aktivasyonu, serbest
radikal olusumu ve progresif noérodejenerasyona yol acan programlanmis hiicre
Oliimiinii iceren ortak bir patogenez mekanizmasini paylagsmaktadirlar [103]. Bu
mekanizmalar niikleik asitlere, proteinlere ve lipitlere zarar verir ve potansiyel olarak
mitokondriyal permeabilitesini bozar. Bu da serbest oksijen radikallerinin (ROS)
iretimini daha da uyararak, enerji yetersizligini kotiilestirir ve sitokrom c gibi
proapoptotik faktorleri sitoplazmaya salabilir [104]. Yiiksek diizeyde ROS olusumu
ve antioksidan mekanizmalarin asag1 regiilasyonu, norodejeneratif hastaliklarda
noronal hiicre Oliimiiyle sonuglanir [105]. Dejeneratif sinir hastaliklarinin hafiza
dengesi, hareket, konusma, nefes alma ve kalp fonksiyonu dahil olmak iizere
viicudumuzun birgok faaliyetinin kotiilesmesine neden oldugu varsayilmaktadir

[103].

Eksitotoksisitede, glutamatin asir1 sinaptik salinimi, NMDA, AMPA, Kainat
ve metatropik reseptorler gibi postsinaptik reseptorleri aktive ederek kalsiyum
homeostazisinin bozulmasina neden olabilmektedir [105]. Aktivasyonlar1 lizerine bu
reseptorler, iyon kanallarmi agarak Na' ve Ca' iyonlarinmin intraselular alana
girislerine neden olmaktadir. Ozellikle NMDA reseptdriiniin asir1 aktivasyonu
yiiksek miktarda hiicre igine giren Ca' ile hiicre igerisindeki depolardan Ca'?
salimimim teiklemektedir. Ozellikle epileptik ndbete, uyarmin yayilmasina ve olasi
noronal dliime karsi savunmazsiz olan Ca'> mekanizmalari baskilayabilmektedir

[106].
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Gecmiste yapilan c¢alismalarda glutamatla indiiklenen noérotoksisitede,
ekstraselular sodyumun ortadan kaldirilmasiin kortikal hiicre kiiltiirlerinde néronal
0demi engelledigi ancak dejeneratif degisikliklere etki etmedigi goriilmiistiir.
Bununla birlikte, ekstraselular kalsiyumun ortadan kaldirilmasinin ndronal

dejenerasyonu azalttig1 goriilmiistiir [107, 108].

4.1.3. Oksidatif stres

Iskemi-reperfiizyon ve inme sonrasi hasarla iliskili molekiiler paternlerin
(DAMP) salinmasi, oksidatif ve nitratif stres, néroinflamasyon, eksitotoksisite ve
apoptoz dahil olmak {izere bir dizi patolojik degisikligi indiiklemektedir [109].
Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin sistemik performansi ile biyolojik
sistemlerin aktif ortami detoksifiye etme veya hasari onarma yetenegi arasindaki
dengesizlik durumunu tanmimlar [110]. Asirt ROS, yukarida agiklanan patolojik
mekanizmalarin bircoguyla etkilesime girer ve inme sonrasi ikincil beyin hasarina

toplu olarak aracilik eder [111-113].

Glial hiicreler, SSS'nin ana destekleyici hiicreleri olarak islevlerini
gostermektedirler. Son c¢alismalar, SSS'de oksidatif stresin diizenlenmesinde rol
oynadiklarint gostermektedir. Bir yandan, inme sonrast redoks durumunun
dengesizliginden astrositler ve mikroglialar sorumludur [114]. Glial hiicreler, cesitli
yollardan biiyiik miktarlarda serbest radikal salma potansiyeline sahiptir [115, 116].
Uretilen ROS, astrositlerde [117] inflamatuar yolaklarin aktivasyonunu tesvik eder,
glutamat tasinmalarina miidahale eder [118] ve hiicre i¢i ve hiicre dis1t mikro ortamin
homeostazini etkiler. Mikroglia, inme sonras1 KBB’nin bozulmasina aracilik eder ve
inme sonrasi noral onarim siirecini etkiler [119]. Tersine astrositler, inme sonrasi
oksidatif hasardan korunmak i¢in yliksek hiicre i¢i antioksidan konsantrasyonlarini
korumaktadirlar [120]. Glutatyon, glial hiicreler tarafindan sentezlenen ana
antioksidandir ve oksidatif hasari dnlemede 6nemli bir rol oynar [121]. Hiicre i¢i
Nrf2-ARE yolu, glial hiicrelerin ve néronlarin redoks durumunu sinerjistik olarak

diizenleyen ana antioksidan yoldur [122].

Oksidanlar olarak, ROS’larin fizyolojik dozlari, viicudun fonksiyonel

aktivitelerinin ¢esitli yonlerinde aktif bir rol oynamaktadir. Bir yandan ROS,
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makrofaj fagositozunu arttirmak ve T hiicrelerini aktive etmek gibi bagisiklik
fonksiyonlarinin desteklenmesine katkida bulunur [123]. Diger yndan ROS, vaskiiler
hiicre proliferasyonunun ve apoptozun diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Nitrik
oksit (NO), kan damarlarinda kan akis1 homeostazini koruyabilmektedir [124]. ROS,
yara onarimi sirasinda ¢esitli germinal faktorlerin salinmasini tesvik eder ve onarim
stirecini kolaylastirir [125]. Norogelisim sirasinda ROS, sinaptik plastisite ve hafiza
olusumu i¢in gereklidir [126]. Ek olarak, arastirmacilar ROS'un kas hiicresi gelisimi
ve kasm yeniden sekillenmesinde de gerekli oldugunu bulmuslardir [127]. Sonug
olarak, ROS sinyal molekiilleri olarak islev gorebilir ve in vivo homeostaz,
metabolizma, biliylime ve farklilasmanin siirdiiriilmesinde yaygin olarak rol

oynamaktadir.

Glial hiicrelerdeki mitokondriyal metabolizma, redoks durumunun ve
biyometabolizmanin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir [116]. Fizyolojik
kosullar altinda, elektron tagima zincirinden (ETC) salinan elektronlar, siiperoksit (O
) tretmek i¢in O ile reaksiyona girmektedir. Astrositlerdeki serbest kompleks I,
mitokondriyal ROS (mROS) iiretiminin ana bdlgesidir [128]. Mitokondrinin
metabolik durumu O iiretim hizint belirler. Solunumun inhibisyonu, iskemi veya
hipoksiyi takiben mitokondriyal membran potansiyelindeki azalmanin her biri
elektron sizintisina neden olur ve bu da reaktif oksijen tiirlerinin ¢ikis hizin1 6nemli
Olgiide artirir [129]. Edward ve ark. [130] bir sican serebral iskemi modelinde
siiksinatin reperfiizyon sirasinda kompleks I' den hizli siiperoksit salinimin
tetikledigini  bulmuglardir. Ayrica, daha yiiksek ROS konsantrasyonlari,
mitokondriyal gegirgenlik ge¢is porlarinin (MPTP) ve i¢ zar anyon kanalinin
(IMAC) uzun siireli aktivasyonuna neden olabilmektedir. Yukaridaki kanallarin
acilmasi, mitokondrinin i¢i ve arasindaki redoks homeostazindaki degisiklikleri
degistirerek ROS'un artisina neden olmaktadir. Bu ROS kaynakli ROS salinimi
(RIRR) mekanizmasi, ROS iiretiminin ana kaynagi olarak mitokondriyi isaret
etmektedir [131]. Siiperoksit dismutaz (SOD), glial hiicrelerin mitokondrisinde
bliyiik miktarlarda bulunur ve siiperoksiti oksijen ve hidrojen peroksite ayirmaktadir
[132]. Katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) da serbest radikallerin

par¢alanmasinda rol oynamaktadir [133].
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NADPH oksidaz, mitokondriden 6nemli 6l¢iide daha fazla ROS firetir ve
ROS' u hiicreden serbest birakabilir [134]. Bu nedenle inme sonras1t ROS' un anormal

ylkselmesinde anahtar faktor olarak kabul edilmektedir.

Toll benzeri reseptorler (TLR), glial hiicre yiizeyinde NOX aktivasyonunu
destekleyen onemli reseptorlerdir. TLR'ler, NOX fonksiyonel alt birimlerinin
fosforilasyonuna ve oksidaz aktivasyonuna esas olarak MyD88'e bagimli ve IL-1
reseptoriine bagli kinaz 4 (IRAK4) bagimli yollarla aracilik eder [135, 136].
Kompleman reseptorii 3, iyonotropik P2X ve metabotropik P2Y purinerjik
reseptorleri dahil olmak lizere kalan ylizey reseptorleri, NOX'u esas olarak P38
MAPK ve ERK yolaklar iizerinden aktive etmektedir [137, 138]. Aktivasyonu
tizerine NOX2, sitoplazmik elektronlar1 hiicre zar1t boyunca tasir ve hiicre disi
molekiiler oksijeni siiperoksite indirir. Salinan siiperoksit, SOD3' iin katilimiyla hizla
H>07’ye doniistiiriiliir. HoO» yiiksek oranda lipidde ¢oziiniir ve demir varliginda
Fenton reaksiyonu yoluyla OH" iiretir ve bu da ¢ogu biyolojik bilesende oksidatif

hasara neden olmaktadir [139].

Yukarida tasvir edildigi gibi inmeden sonra olugabilen oksijen radikallerine
ve tlirevlerine ek olarak, biyolojik oksidasyon reaksiyonlarina reaktif nitrojen tiirleri
(RNS) de dahil edilmektedir. Iskeminin erken evrelerinde, endoteliyal NOS (eNOS)
tarafindan salinan NO’nun genellikle noroprotektif bir etkiye sahip oldugu kabul
edilmektedir. Arastirmacilar, diisik NO dozlarmin vazodilatasyona neden
olabilecegini ve penumbra bolgesine kan akisini iyilestirebilecegini bulmuslardir

[140].

Ek olarak, Irina ve ark. eNOS eksikligi olan farelerin, subaraknoid hemorajdan
sonra meydana gelen mikro dolasim yetmezligi ve 6liim olasilifinin daha ytiksek
oldugunu bulmuslardir [141]. Bununla birlikte ¢calismalar, glial hiicrelerin esas olarak
indiiklenebilir NO'lar yoluyla patolojik kosullar altinda biiyiik miktarlarda NO
saldigint gostermistir [142, 143]. Bununla birlikte, caligmalar glial hiicrelerin
patolojik kosullar altinda esas olarak indiiklenebilir NOS (iNOS) yoluyla yiiksek
miktarlarda NO saldigin1 gostermistir [142, 143]. Lipopolisakkarit (LPS) ve demir

iyonlarinin astrositlerde iNOS ekspresyonunu indiikledigi ve NO iiretimini tesvik
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ettigi bulunmustur [144, 145]. Fazla NO, O ile reaksiyona girerek kuvvetli
oksitleyici bir peroksinitrit (ONOQ") olusturur ve nitrozatif strese yol agar [146].
Gegici veya kalic1 serebral iskemiye maruz kalan farelerin, iNOS gen ekspresyonlari
disiiriilerek veya NOS inhibitorlerini kullanilarak enfarktiis boyutlarinin azalmis ve

norolojik islevlerini daha fazla koruduklar1 goriilmistiir [147, 148].

SSS'nin ana nérotransmiteri olan glutamat; mesaj iletimi, aksonal yonlendirme,
sinaptik plastisite ve ndronal biiylime ve gelismede O6nemli bir rol oynamaktadir
[149]. Iskemiden sonra serbest radikaller, sinir hiicrelerinden glutamatin hiicre dist
saliniminda rol oynamaktadir [150]. Hiicre dis1 boslukta glutamat birikmesi
eksitotoksisiteye neden olmaktadir [151]. Glutamat, hiicre zarmin ozmotik
gradyanini degistirerek hiicreye asir1 su ve klor girisine neden olarak néronal 6deme
neden olmaktadir. Ek olarak glutamat, NMDA ve AMPA gibi reseptorleri aktive eder
ve bozulmus Na* / K* ATPaz fonksiyonu kalsiyum iyonlarinin intraselular alana
gecisini  destekler [152]. Fazla kalsiyum mitokondriyal matrikste birikerek

mitokondriyal elektron tagima zincirini bozar ve ROS {iretimini artirir [153].

4.1.4. inflamasyon

Iskemik inme gelistikten sonra, dogustan gelen karmasik bir bagisiklik
cevabini tetiklemektedir. Fokal beyin iskemisi, intraselular molekiillerin kontrolsiiz
salimimina yol acarak nekrotik hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Ekstraselular alanda
meydana gelen bu anormal madde birikimi steril inflamasyon denilen durumu uyarir
[154]. Hasarla salinan anahtar intraselular molekiiller, DAMP’ler gibi davranir ve
oriintii tamima reseptdrleri (PRR) yoluyla inflamatuar tepkileri baslatirlar. Inme
baglaminda, NLR'ler (niikleotid baglayici oligomerizasyon domaini, 16sin
bakimindan zengin yineleme igeren reseptorler) veya NOD (niikleotid
oligomerizasyon domaini) benzeri reseptorler ve TLR'ler gibi farkli PRR'ler s6z
konusudur [155]. TLR4 ve TLR2, HMGBI (yiiksek hareketlilik grubu kutu 1), 1s1
soku proteinleri (HSP), esas olarak Hsp70, peroksiredoksinler, piirinler ve
fibronektin, defensin veya heparin siilfat proteoglikan gibi birka¢ endojen TLR2 /
TLR4 ligand1 gibi inmeyle iliskili DAMP'ler tarafindan aktive edilmektedir [156].
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Insanda meydan gelen inmeden sonra, DAMP’ler yiikselir ve HMGBI1 seviyeleri

sonugcla iliskilendirilmistir [157, 158].

TLR'lerin uyarilmasi, proinflamatuar genleri, sitokinleri, adezyon
molekiillerini ve adaptif bagisikligin aktivasyonunu indiikleyerek dogustan gelen
bagisiklik tepkilerini baglatir [159]. Ligand baglanmas1 ve inme ile ilgili olarak en
fazla tanimlanmis TLR olan TLR4, dimerize olur ve MD2 ile bir kompleks olusturur.
Asag1 yonlii miyeloid farklilagsma birincil yanit1 88’1 (MyD88) - veya TIR domaini
iceren adaptor indiikleyici interferon-f (TRIF) - bagimli sinyallesmeyi baslatir,
niikleer faktor kappa B (NF-kB) aktivasyonunun erken ve geg¢ evrelerinde rol oynar.
Her iki durumda da, inflamatuar sitokin iiretimi i¢cin NF-kB aktivasyonu gereklidir
[160]. TLR4 yoklugu, inmeden sonra beyin hasarim1 ve inflamasyonu azaltmaktadir
[161]. Dolagimdaki insan bagisiklik hiicreleri iizerindeki TLR4 ekspresyonu, inme
hastalarindaki inflamatuar yamitla iliskilidir [162]. inmede dogal inflamasyonun
baslamast igin bir belirleyici olarak TLR4 aktivasyonunu gerekmektedir. inmeden
sonra, DAMP’ler sadece beyinde yerlesik bagisiklik hiicrelerini (mikroglia) aktive
etmekle kalmaz, ayn1 zamanda kan dolagimina salindiginda periferik bagisiklik
hiicrelerini de beyin igine alirlar. Dolagimdaki bagisiklik hiicreleri periferik olarak
aktive edilirek beyne alinirlar ve burada inme sonrasi inflamasyon ve rezoliisyona

katkida bulunurlar [156, 163].

Hasarl1 beyinde inflamatuar tepkiler, yerlesik miyeloid bagisiklik hiicreleri
olan ve hasardan sonra ilk yanit veren mikroglialarin erken aktivasyonunu
icermektedir. Bu yerlesik hiicrelerin yerini kemik iligi kaynakli hiicreler almadigi
icin, periferik miyeloid hiicrelerin eksik oldugu beyinle ilgili kapsamli bir dizi
fonksiyona sahip olmalari muhtemeldir. Mikroglialar homeostazda beynin saglikli
islevini siirdiirmeye katkida bulunurken, komsu hiicre hasarini algiladiktan sonra
sitokinleri ve kemokinleri serbest birakirlar. Mikroglialar hasar bdlgesinde hizli ve
ozerk bir sekilde birlesmekte ve morfolojileri dallanmig bir goriinimden ameboid

goriiniime dontismektedir [164].

Inmede, birka¢ reseptor bu mikroglial aktivasyona aracilik etmektedir.
TLR4'in, LPS [165] gibi patojenle iligkili molekiiler modellere maruz kaldiktan
sonra mikrogliada bulundugunu ve TLR4 inhibisyonunun, LPS kaynakli mikroglia
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aktivasyonunu ve ROS {iretimini [166] azalttigin1 gosteren deneysel kanitlar, inme
sonrasi insan beyninde M1 benzeri bir proinflamatuar fenotipe yol acan TLR'ye bagh
mikroglia aktivasyonunun meydana gelebilecegi ve patolojiyi siddetlendirebilecegini

One surmektedir.

Farelerde yapilan ¢aligmalar, mikroglia yanitinin olduk¢a dinamik oldugunu
ve bunun sonucunda erken M2 benzeri fenotiplerin gegici olarak patolojik M1 alt
kiimelerine gecis izledigini gostermektedir [167]. Bununla birlikte, anti-inflamatuar
M2 fenotipik ikilemine karsi basit proinflamatuar M1'den ziyade, in vivo mikroglia,
dinamik zamansal 6zelliklere sahip ¢ok daha biiylik bir fonksiyonel ve fenotipik
cesitlilik gostermektedir [168]. Bu nedenle, bir dizi farkli transkripsiyonel program,
bu hiicrelerin beyin hasarina katilmasina izin verir, aym1 zamanda Orne8in On-
¢Oziimleme sitokinlerinin salinmasi [169], 6lii hiicrelerin fagositozu ve doku onarimi
icin trofik faktorlerin salgilanmasi yoluyla lokal inflamasyonun rezoliisyonunu
desteklemektedir. Purinerjik reseptdrlerin aracilik ettigi mikroglianin ek bir koruyucu
rolii; uzantilarin1 hasarli kan damarlarina dogru yonlendirerek lezyonu kontrol altina
almak, rozet formasyonu olusturmak, astrositik ATP salinimina atfedilen bir etki ve
ardindan P2RY12 mikroglia sinyallemesidir [170]. Mikrogliada P2RY12
ekspresyonu, lezyon kenarindaki dallanmis mikroglianin aksine, yuvarlak miyeloid
hiicrelerin bulundugu postmortem insan inme beyinlerinin lezyon c¢ekirdeginde
azalir. [171]. Ek olarak, inme gecirmis hastalarda mikroglia / makrofajlarda sinyal
dontistiiriici ve transkripsiyon 6 aktivatorii (STAT6) aktivasyonunun, iskemik
beyindeki inflamasyonun rezoliisyonunu destekleyen bir anti-inflamatuar fenotipi
indiikledigi tanimlanmistir [172]. Anti-inflamatuar mikroglia [171] varligin
diisiindiiren inme [173, 174] gecirmis hastalarin hasar bolgesinde segici radyo etiketli
izleyiciler ve pozitron emisyon tomografisi (PET) ile mikroglial aktivasyon tespit
edilmistir. Mikroglial heterojenligin 6nemini destekleyen farkli transkriptomik
caligmalar, mikroglianin yaglanma, cinsiyet, farklt SSS bolgesi ve hastaliga baglh
fenotipik farkliliklarinin da mevcut oldugunu gdstermektedir [175, 176]. Insan
mikrogliasinda transkripsiyonel heterojenlik tanimlandigindan [177], bu farkh
heterojenligin insanda inme {iizerinde bir etkisi olup olmadigini aydinlatmak igin

daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Makrofajlar gibi mikroglialar da polarizasyona ugramaktadirlar. Daha 6nce
de belirtildigi gibi, aktive edilmis mikroglia, patofizyolojik kosullar altinda klasik
(proinflamatuar; M1) veya alternatif (antienflamatuar veya koruyucu; M2) olarak
tanimlanabilmektedir [178]. M1 ve M2 mikroglialarin1 ayirt etmenin temel yolu,
salgilanan sitokinler ve kemokinlerin yan1 sira biyolojik islevleridir. M1 mikroglia
genellikle antijen sunan ve Oldiiren etkilere sahiptir ve giiclii bir inflamatuar yanit
uyandirmak icin c¢esitli inflamatuar faktorler salgilar. iINOS, M1 mikroglia ig¢in
yaygin olarak kullanilan bir belirtegtir. Buna karsilik, M2 mikroglia, kalintilari
gidermek ve bir¢ok anti-enflamatuar ve onarim faktorii liretmek igin fagositik
aktiviteyi artirmaktadir. Arginaz 1 enzimi, M2 mikrogliasini en iyi karakterize eden
belirteclerinden biridir [179]. In vitro galismalar, mikroglianin polarizasyonunu
diizenlemek ve incelemek icin farkli indiikleyicileri kullanmistir; LPS ve interferon-y
(IFNy) ile stimiilasyon, M1 mikrogliasinin farklilagmasini tesvik ederken, IL-4 ve
IL-10, M2 fenotipini indiiklemektedir [167, 180-182]. Interferon diizenleyici faktor
(IRF) ailesinin yakin zamanda inme sonrasi mikroglianin polarizasyonu ile 6nemli
bir iliskisi oldugu bulunmustur [183-185]. Ornegin, IRF4 enflamasyonu negatif
olarak diizenler ve makrofajin M2 [186] polarizasyonunu tesvik ederken, IRF5 M1
polarizasyonunu [187] indiiklemektedir. IRF3, IRF7 ve IRF8 gibi diger IRF'lerin de
mikroglial polarizasyon siirecine katildig1 gdsterilmistir. Bu bulgu inme tedavisi i¢in

yeni bir bakis acis1 agmaktadir [183].

Inmenin akut fazinda, lezyondaki hasarli hiicreler ve penumbra, transforme
edici biiyltime faktorii (TGF)-a, siliyer norotrofik faktor, IL-1, IL-6 ve Kallikrein ile
iligkili peptidaz 6 [188] dahil olmak iizere sitokinleri serbest birakir. Yanit olarak,
peri enfarktiis alanda reaktif astrogliozis olusur ve SSS homeostazini korumak ve

lezyonu siirlamak i¢in bir glial skar meydana gelir [22].

Reaktif astrogliozun ayirt edici 6zellikleri astrositik hipertrofi ve glial fibriller
asidik proteinin (GFAP) asir1 ekspresyonudur [189]. Reaktif astroglioz gecirdikten
sonra astrositler, IL-6, TNF-a, IL-1a, IL-1B ve IFNy gibi proinflamatuar aracilar ve
NO, siiperoksit ve peroksinitrit gibi serbest radikaller {iretir ve serbest birakirlar
[188]. Buna karsilik astrosit proliferasyonu ve glial skar olusumu,

ndroinflamasyonun diflizyonunu kisitlar [190].
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Akut iskemik inmeden sonra birbiri ardina iskemik hemisfere cok sayida
periferik immiin hiicre gecisi gerceklesmektedir. Dolasimdaki ndtrofil sayilari,
semptom baslangicindan sonraki birkag¢ saat i¢inde iistel bir artig gdstermekte ve bir
hafta boyunca yiliksek seviye kalmaktadir [191]. Deneysel c¢aligsmalar, iskemik
hemisferde notrofil akiimiilasyonunun 3 saat sonra énemli 6l¢iide arttigini, 24 saat
sonra maksimum seviyeye ulastigin1 ve ardindan 7 giin icinde sabit bir dagilma
izledigini gostermistir [192]. Kemokin benzeri faktér 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 (CXCLS5), 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 giiclii notrofil kemoatraktanlarinin seviyelerinin hepsinin inmeden
sonra Onemli Olgiide arttifn goriilmistiir. Bu kemoatraktanlar, ndtrofillerin
yilizeyindeki C-C kemokin reseptorii S'e (CCRS) ve C-X-C kemokin reseptorii 1'e
(CXCRI) baglanarak hasarli beyin dokusuna go¢ eden ilk kan yoluyla tasinan
bagisiklik hiicrelerinin  nétrofiller olmasmi saglamaktadir [193]. CKLF-1,
notrofillerin yiizeyinde CCRS'e baglanarak inme sonrasi 3 saatte 6nemli Olclide
arttigr gézlemlenmistir. CKLF-1’in CCRS5'e baglanmasi, Akt/GSK3p ve mitojenle
aktive olan protein kinaz (MAPK) yolaklartyla ndtrofil gdciine aracilik etmektedir
[194]. Akut iskemik inmeli hastalarin kaninda, baslangigtan sonraki 16 giin boyunca
genel monosit sayilart 6nemli 6l¢iide artmistir. Ek olarak, ipsilateral hemisferdeki
monosit sayilart 1 giin sonra saglam bir sekilde artmis, 3 - 7 giin sonra zirveye
ulagsmis ve 14 giin sonra baslangi¢ seviyelerine geri donmiistiir [195]. Monositlerin
ortak uyarana verdigi aktivasyon yanit1 biiyiik 6l¢iide, ligandi CCL2 ile ligasyona
ugrayan klasik monositlerin ylizeyindeki reseptér olan CCR2'ye baghdir. Akut
iskemik inmeli hastalarin kanindaki T lenfosit sayilarinin 7 giin i¢inde katlanarak
azaldig1t ve en diisik saymmin 12 saat sonra oldugu gozlemlenmistir [191].
Lenfositler, eski iki bagisiklik hiicresine kiyasla daha kii¢iik sayimlarda ve daha uzun
kalicilikta hasarli hemisfere ekstravazasyon yapmaktadir. Iskemik yarimkiirede T
hiicrelerinin birikimi, akut iskemik inmeden 24 saat sonra onemli 6l¢iide artmis, 3
giinde zirveye ulagmig ve bir ay boyunca devam etmistir [196]. Cift negatif T hiicresi
(DNT) ve CD8'T hiicresi infiltrasyonu iskemik hasarin ardindan 3-24 saat boyunca

onemli Olclide artarken [192], kalici orta serebral arter okliizyonu (pMCAO)
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modelinde CD4'T hiicrelerinin infiltrasyonunda 24 saate kadar artis goriilmemistir.
[197]. Diizenleyici CD4'T hiicrelerinin (Treg) lezyon bolgesinde birkag giin sonra
gecikmeli olarak arttigt ve inmeden 30 giin sonra da kaliciligini korudugu
bulunmustur (32). Dogal 6ldiiriicii (NK) hiicrelerin, inmeden 3 saat sonra iskemik
bolgeye sizdigi, 12 saatte zirveye ulastift ve en az 4 giin boyunca seviyesini
korudugu goriilmiistiir [198]. Treg ve gamadelta T hiicrelerinin (gd T hiicresi)
atraksiyonuna ayr1 ayr1 CCL5/CCRS5 ve CCL6/CCR6 eksenleri aracilik etmektedir
[199, 200]. NK hiicreleri iskemik bolgeye IP-10/CXCR3 ve CX3CL1/CX3CR1

eksenleri araciligiyla alinmaktadir [201].

4.2. Terapi yontemleri

1995 yilinda IV-Tpa'nin giivenligini ve etkinligini gosteren ilk énemli klinik
calisma, akut iskemik inme tedavisini tamamen semptomatik olmaktan ¢ok zamana
duyarli bir konuya doniistiirdii. Semptom baslangicindan sonraki ilk 3 saat i¢inde IV-
tPA uygulanirsa, hastalarin 90 giinliik siirecte yalnizca minimum sakatliga sahip
olma veya hi¢ sakatlik yasamama olasiliginin en az % 30 daha fazla oldugunu
gostermektedir. Tedavi grubunda semptomatik kanamalardaki artisa ragmen IV-tPA
ile plasebo grubu arasindaki mortalite farkinin anlamli olmadig1 gortilmiistiir [202].
Yakin zamana kadar IV-tPA tek akut iskemik inme tedavisi olmasina ragmen, IV-
tPA kullanimi1 Amerika Birlesik Devletleri'ndeki tiim akut iskemik inme hastalarinin
% 3.2-5.2' sinde kullanilabilmektedir [203]. Diisiik tedavi oraninin énemli bir nedeni
de IV-tPA uygulamasi i¢in siirli zaman araligidir. Akut iskemik inmeden 3 ila 4,5
Saat sonra Alteplaz ile yapilan Avrupa Tromboliz ¢alismasina dayanarak, Amerikan
Kalp Dernegi / Amerikan inme Dernegi (AHA / ASA) IV-tPA uygulamasini 2009'da
3 ila 4,5 saat arasinda genisletti [203-205]. Bu uygulama ile IV-tPA kullanimint %
20'ye kadar artird1 [206].

Antikoagiilanlarin  yerine kullanildigi veya kanama riskleri nedeniyle
kontrendike oldugu durumlar disinda, gecici iskemik atak (TIA) veya iskemik inme
sonrasi hemen hemen tiim hastalara sekonder inmenin Onlenmesi i¢in trombosit
Onleyici ajanlar verilmelidir. Diisiik doz aspirin, bu tedavinin temelidir. Giinde 81-
325 mg dozlar, tekrarlayan inme riskini yilda yaklasik % 20 azaltmaktadir [207].

Dipiridamol ile birlikte klopidogrel ve aspirin, aspirine benzer sekilde riski
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azaltmaktadir. Aspirine duyarlilifi olan hastalarda klopidogrel secilebilmektedir.
Uygun aspirin kullanimina ragmen sikayeti olan hastalar i¢in her iki alternatif de
secilebilmektedir [208, 209]. Uzun siireli kullanim ig¢in ¢ift antiplatelet tedavinin, tek
ajan tedavisine gore uzun vadeli bir avantaj saglamadigi bulunmustur [210-212].
Kombine aspirin ve klopidogrel ile yapilan ¢ift antiplatelet tedavinin, gegici iskemik
inme veya disiik seviyeli inmeden sonraki ilk 3 hafta boyunca verildiginde kalici

fayda sagladigi yapilan ¢aligmalar sonucu bulunmustur [213, 214].

Hiperbarik oksijen (HBO) reperflizyon sirasinda uygulandiginda hasar
hacminin siddetini azaltma yetenegini ortaya koydugundan, HBO, inmeli hastalarda
uygulanmasinin olumlu bir potansiyel niteligi tasidig1 diisiiniilmektedir [215]. Ote
yandan, literatiirde yapilan bir ¢alismada reperflizyon sonrasi uygulanan HBO’nun
normobarik gruba kiyasla daha kotli sonuglara yol actigi goriilmiistir [216].
HBO'nun inmede kullanimi, yetersiz caligmalar nedeniyle insanlarda hala yeterince
kanita dayali degildir. Bugiine kadar, HBO'mun dozu ve uygulama siiresi i¢in tek tip
bir kriter bulunmamaktadir. Ayrica, HBO'nun ilaglar ve diger tedavi stratejileri ile
birlikte etkileri ancak son zamanlarda arastirilmistir. Bu nedenle mekanizmalar1 daha
net tanimlamak ve HBO'nun akut iskemik inme hastalar1 iizerindeki etkisini
arastirmak icin daha deneysel ve ozellikle klinik ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir

[217].

Bazen asir1 hiperbarik durum veya uzun tedavi siiresi oksijen toksisitesine,
Ozellikle merkezi sinir sistemi toksisitesine, pulmoner ve orta kulak barotravmalarina
ve nadiren retinopati ve prematiiriteye neden olabilmektedir [217, 218]. 5 ATM’nin
tizerindeki basinglar muhtemelen beyin dokusunda serbest radikallerin yukari
regiilasyonu nedeniyle ajitasyona veya epileptik nobete neden olabilmektedir [219].
Bu nedenle, HBO yonergeleri 3 ATM’den biiylik olmayan maksimum basinci
onermektedir [217, 220].

Normobarik oksijenin (NBO), in vivo elektron paramanyetik rezonans
oksimetresi (EPRO) ile ol¢giilen sicanlarda penumbral boélgedeki PtO>’yi anlaml
derecede yiikseltmis oldugu goriilmiistiir [221]. Ayn1 arastirmacilar iskemi sirasinda
% 95 NBO’nun penumbral PtO’yi iskemik oOncesi degerlere yakin tutabildigini
gostermislerdir [222]. Laser speckle photometry kullanilarak yapilan bir ¢alismada
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postiskemik NBO'nun oksihemoglobin konsantrasyonunu ve serebral kan akisini
arttirdign ve iskemik cekirdek ve penumbrada peri-enfarktiis depolarizasyonunun
azalmasina neden oldugu bildirilmistir [223]. Yine yapilan bir ¢calismada NBO; hasar
hacmini, norolojik defisitleri ve ROS'u 6nemli Ol¢iide azalttigi ve ayrica ATP
tiretimini artirdigl gosterilmistir [224]. Ayrica grubumuz tarafindan yapilan bir
calismada, NBO ve melatonin ikili uygulamasinin 30 dakikalik MCAO modelinde
noronal hasar1 azalttig1r gosterilmistir. Ek olarak akut iskemik inme modelinde de
noronal hasari, norolojik defisitleri, hasar hacmini ve kan beyin bariyeri
gecirgenligini azalttigi ve serebral kan akisimni artirdigi goézlemlenmistir [225]. Son
olarak reperflizyonun hemen baginda verilen NBO'nun, iskemi sonrast beyin hasari,
apoptoz ve norodavranigsal hasarlar1 6nemli 6l¢lide azalttigini literatiirde yapilan bir

calismada gosterilmistir [226].

4.3. Sirkadiyen Ritim

Genel olarak, sirkadiyen (Latince circa ‘yaklagik’ anlamina gelen ve ‘giin’
anlamina gelen dies) saat olarak adlandirilan biyolojik zamanlayicinin, maksimum
hayatta kalma ve rekabet avantaj1 i¢in giinliik jeofizik dongiiye uyum saglamak ve
kullanmak i¢in yakinsak bir siirecte bagimsiz olarak gelistigine inanilmaktadir.
Endojen donem uzunlugu, Diinya'nin doniisii tarafindan dikte edilen dogal cevresel
dongiilerle sinirlandirilmistir ve kesin periyodikligi saglamak, i¢ ve dis ritimleri
birlestirmek icin olduk¢a karmasik diizenleyici mekanizmalar gelismistir [227].
Saatler, sirkadiyen ritmin fazin1 ya da periyodunu belirleyen veya yeniden ayarlayan
cok ¢esitli siiriikleyici sinyallere veya s6zde zeitgeberlere (Almanca ‘zaman verenler’
anlamina gelir) kolayca yanit verir. Ek olarak 151k, diger harici (beslenme ve egzersiz
gibi) [228] ve hiicre i¢i (sicaklik) [229] uyaranlar1 etkileyebilmektedir. Uygun
sirkadiyen ritimler sayisiz hiicre biiyiimesi ve hayatta kalma avantaji saglamaktadir.
Laboratuvar hamsterlarinda yapilan bir ¢alismada, suprakiazmatik niikleusta (SCN) —
hipotalamustaki ana pacemaker — meydana gelen bir lezyonun vahsi tip
kemirgenlerde yasam siirelerini kisalttigi gozlemlenmistir [230, 231]. Sirkadiyen
bozulmalar hayvan modellerinde veya insanlarda akut 6liime yol agmasa da zindelik
ve saglik {lizerindeki kisa vadeli ve uzun vadeli olumsuz etkiler, sirkadiyen
bozukluklardan kaynaklanabilmektedir [232].
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Sirkadiyen sistem ii¢ bilesenden olusur: girdiler, osilator ve ¢iktilar [227]. Bu
temel dizayn ilkesi, sistemik ve hiicresel [227] olmak {izere iki diizeyde
caligmaktadir. Sistemik Olcekte, 151k sirkadiyen sistem i¢in dnemli bir giris sinyalidir
ve ana pacemaker olan SCN’yi sifirlar [233]. SCN'nin tanimlayict bir 6zelligi,
periferal dokulardakine kiyasla osilator hiicreleri arasinda saglam ag olusturmasidir
[234]. Ornegin, ex vivo SCN Kkiiltiirii raportdr ekspresyonunun ritmikligini 1 yildan
fazla stirdiirebilirken [235], SCN disindaki beyin bolgeleri 120 saat i¢cinde bir kayip
ya da azaltilmis ritmiklik gosterirler [236]. SCN'nin ana islevi, viicuttaki diger beyin
bolgelerini ve periferal dokulari noral ve hormonal sinyallerle koordine etmektir
[237]. Dahasi, SCN epifiz bezinden melatonin ve adrenal korteksten
glukokortikoidler ve katekolaminler gibi yayilabilir endokrin sinyallerin sirkadiyen
sekresyonunu hipotalamik—hipofiz—adrenal eksen yoluyla diizenlemektedir [238,

239].

Hiicresel diizeyde, hiicre-otonom molekiiler osilatdrler birbirine bagl negatif
geri bildirim dongiilerinden olusur [227, 237, 240]. Memelilerde, transkripsiyon
faktorleri sirkadiyen lokomotor ¢ikis dongiileri kaput (CLOCK) [241] ve noronal
PAS domaini igeren protein 2 (NPAS2), aril hidrokarbon reseptorii niikleer
translokator benzeri protein 1 (ARNTL; BMALI olarak da bilinir) ile heterodimerler
olusturur [242]. Period sirkadiyen protein homologlar1 1, 2 ve 3 (PER1, PER2 ve
PER3) ve kriptokrom 1 ve 2'yi (CRY1 ve CRY2) kodlayan genlerin ekspresyonunu,
giin icinde E-kutu arttirici elemana dogrudan baglanma yoluyla gergeklesmektedir
[240]. Geg 6gleden sonra veya aksam vakti, PER ve CRY proteinleri heterodimerize
olur (ve ayrica kazein kinaz 16 (CK10) ve CKlzg ile etkilesime girer), ¢cekirdekte yer
degistirir, sonrasinda CLOCK ve BMALI ile etkilesime girerek transkripsiyonel
aktivitelerini bastirirlar [240]. Bu arada, PER1, PER2, CRY1 ve CRY2'in protein
seviyeleri de spesifik E3 ligaz kompleksleri (sirasiyla B-TrCP ve FBXL3 [243-245]
aracilifiyla poliubikitinasyon ve ardindan degredasyonla azalmaktadir. Bu negatif
geri bildirim baskisinin kademeli olarak hafifletilmesiyle, CLOCK-BMALI
transkripsiyon aktivitesi restore olur ve ertesi sabah yeni bir dongliye devam edilir.

Bu temel geri bildirim dongiisii yaklasik 24 saat siirmektedir.
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Iki niikleer reseptor ailesi, cekirdek dongiiyii stabilize etmek ve c¢ikti
transkripsiyonunu ayr1 bir fazda yonetmek i¢in iglev gormektedir. Rev-Erba ve Rev-
Erbp [246] (sirasiyla NR1D1 ve NR1D2 genleri tarafindan kodlanmaktadirlar) ve
RAR ile iliskili orfan reseptorleri a, B ve y (RORa, RORB ve RORY) [247], aym
zamanda CLOCK-BMALIl'in dogrudan hedefleridi, ROR/REV-ERB-yanit
elementlerine (RORE) kompetitif bir sekilde baglanarak BMALI1'i antagonistik
olarak diizenler ve BMALLI ile PER2 arasinda bir antifaz salinimina neden olur.
Ucgiincii bir transkripsiyonel déngii, prolin ve asidik amino asit bakimindan zengin
bazik 16sin fermuar (PAR-bZIP) proteinlerini (DBP, TEF ve HLF) ve baskilayici E4
promotdr baglayici protein 4'ii (E4BP4; NFIL3 olarak da bilinir) [237] igermektedir.
Bunlar kompetitif olarak D-kutularina baglanir ve sirasiyla CLOCK-BMALI
dongiisii veya REVERB-ROR doéngiisii tarafindan kullanilir (Sekil 4.3.1.).
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Sekil 4.3.1. Sirkadiyen ritim dongiisii.

Birlikte, bu ii¢ birbirine bagli geri bildirim dongiisli, promotorlerinde ve

arttirict elementlerinde cis elementlerine (E-box, RORE ve D-box) baglanarak ¢ok
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sayida hedef genin ekspresyonunu yonlendirebilirler [237]. ‘Saat kontrollii genler'
olarak adlandirilan bu genler, olduk¢a dokuya 6zgiidiir ve iki farkli dokuda belirgin
sekilde farkli sirkadiyen faz dagilimlar sergilerler [248, 249]. Dahasi, farelerde 12
dokunun incelenmesi sonucu, tiim genlerin % 43"iniin en az bir dokuda salindigim
ortaya koymustur [250]. Dikkat ¢ekici bir sekilde, erkek babunlarda 64 dokuya ve
beyin bdlgesine yapilan artmis profilleme sonucunda, en az bir dokudaki protein
kodlayan salinimli genlerin oraninin % 80'den fazla oldugunu gdstermistir ve bu da
gen ekspresyonunun sirkadiyen kontrolle iligkisi oldugunu gostermektedir [251].
Dokuya 6zgii ritmik gen ekspresyonu, hem merkezi hem de yerel sirkadiyen saatler

tarafindan ortaklasa kontrol edilmektedir.

Sirkadiyen gen regiilasyonu, yalnizca yukarida belirtilen sirkadiyen faktorleri
degil, aynm1 zamanda ikincil veya hiicre tipine 6zgii transkripsiyon faktorlerinin,
transkripsiyon es diizenleyicilerinin ve epigenetik aktivitelerin biiyliyen bir listesini
de igeren karmasik, zamansal olarak diizenlenmis bir siiregtir [227]. Bu sekilde
dokuya 6zgii sirkadiyen ekspresyonun mekanik temeli ortaya ¢ikmaktadir [252, 253].
Ornegin, hepatosit niikleer faktor 4o (HNF4A) transkripti, fare karacigerinde ritmik
olarak diizenlenir ve CLOCK-BMALI1 aktivitesinin bastirilmasi yoluyla sirkadiyen
ritimleri modiile etmektedir [253]. Ayrica, adacik hiicrelerinin transkriptomik analizi,
insiilin salgilanmasinda rol oynayan genlerin sirkadiyen ekspresyonunu ortaya
cikarmustir [252]. Epigenetik diizenleme ayni zamanda aktif bir arastirma alanidir ve
histon modifikasyonlari, kromatin yeniden bi¢imlendirmesi ve topolojik
organizasyon, hem E-kutu hem de RORE elementlerinin diizenlenmesi {izerinde
onemli bir etkiye sahiptir [227, 254]. Son kanitlar, transkripsiyonel diizenlemenin
yani sira, transkripsiyon sonrasi ve translasyon sonrasi mekanizmalarin da tiim
organizmalarda ritmik fizyolojide Onemli diizenleyici rollere sahip oldugunu

gostermistir [245, 255, 256].

4.4. Sirkadiyen Ritim ve Serebral iskemi

Inmedeki klinik mekanizmalar karmasik olmasina ragmen, iskemik dokudaki
ilk yanit, oksijen ve glukoz arzini bozan bir kan akis1 kaybindan kaynaklanmaktadir.
Mitokondriyal fonksiyon ve ATP regiilasyonunun tiimii sirkadiyen salinim

gostermektedir. Hipoksiye birincil yanit aracisi olan hipoksiye indiiklenebilir faktor 1
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(HIF1), ana sirkadiyen genlerle etkilesime girer [257]. Bu nedenle, doku diizeyinde
beynin iskemiye yanit1 inme baslama zamanina bagl olmaktadir. Hiicresel diizeyde,
ortaya cikan literatiir, sirkadiyen biyolojinin norovaskiiler linitedeki tiim hiicre

tiplerini etkileyebilecegini gostermektedir.

Noronlar, eksitotoksisite ve oksidatif / nitrozatif strese karsi savunmasizdir ve
her iki yol da sirkadiyen biyolojiden etkilenmektedir. Kemirgen beyin travmasi
modellerinde ekstraselular glutamat ve NMDA reseptor seviyelerinin giinlin saatine
bagli oldugu goriilmiistiir [258]. Bir fare kalp durmasi modelinde, hipokampal
kalbindinin eksitotoksik azalmalarinin, Zeitgeber zamani ZT14'te maksimum oldugu
gozlemlenmistir [259]. Benzer sekilde, antioksidan genler icin de giinlik
varyasyonlar mevcuttur [260]. Sirkadiyen kontrollii bir gece hormonu olan
melatonin, gii¢lii bir antioksidan ve potansiyel ndroprotektandir [261] ancak etkileri
glutamat ve GABA’da giinliik ritimleri bozabilmesi nedeniyle karmasik olabilir
[262]. Sirkadiyen genler ile ROS’lan diizenleyen enzimler arasinda onemli bir
karisma vardir [263]. Per2 eksikligi olan hiicreler ROS'a kars1 daha savunmasizdir
[264]. Oksijen-glukoz deprivasyonuna maruz kalan ndral kiiltiirlerde, in vitro
sirkadiyen benzeri dongiilerin uyarilmasindan glutamat ve ROS seviyeleri
etkilenmistir [265]. In vivo olarak, fokal serebral iskemiden sonra p53 ve protein
kinaz B (Akt) tarafindan diizenlenen ndronal hasar, Zeitgeber zamanina gore
degismistir [11]. Sirkadiyen Bmall geninin nakavt edilmesi redoks savunmasini
asagl yonlii regiile etmekte ve oksidatif hasar1 artirmaktadir [266]. Bmall ve Per2

ayrica apoptosis ve otofajinin diizenlenmesine katkida bulunabilir.

Toplamda, eksitotoksisite, oksidatif stres ve hiicre Oliimii {izerindeki bu
sirkadiyen etkiler, Per/ nakavt farelerin serebral iskemiye daha duyarli oldugu
gozlemiyle tutarli olabilir [267]. Ayrintili molekiiler mekanizmalar incelenmeye
devam etse de, ortaya c¢ikan bu literatiir sonucu, insanda inme iizerinde yapilmaya
caligilan noroprotektan caligmalarin, gece hareketli fazda olan kemirgenler ile ayn

aktif zaman diliminde yapilmasinin gerekliligini gostermektedir.

Sirkadiyen sinyallesme glial hiicreleri de etkileyebilmektedir. Ekstraselular

glutamat, astrositik kalsiyum ile koordineli olarak bir sirkadiyen ritim
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sergilemektedir [268]. Astrositlerdeki ATP salinimi ve ROS tamponlama kapasiteleri
Bmall’e baglidir [269]. Astrosit fonksiyonu tizerindeki bu sirkadiyen etkilerle tutarl
olarak, Clock defisit astrositlerle birlikte kiiltiire edilen noronlarin ROS’a kars1 daha
duyarli hale geldikleri goriilmiistiir [270]. Sirkadiyen etkiler beyaz maddede de
etkilidir. Fare oligodendrositlerinin ve oligodendrosit dnciillerinin mikrodizi analizi,
fosfolipid sentezi, miyelinasyon ve proliferasyonda yer alan genlerin inaktif fazda
yukar1 yonli regiile edildigini, apoptoz, stres tepkisi ve farklilasmada yer alan

genlerin ise aktif fazda etkinliginin arttigin1 gostermistir [271].

Inme igin vaskiiler kompartimanin sirkadiyen regiilasyonu son derece dnem
teskil etmektedir. Ornegin, serebral arterlerin dinlenme tonundaki saliimlar 24
saatlik bir dongli gosterir [272] ve eNOS gibi vazoaktif genler sirkadiyen genlerle
etkilesime girer [273]. Penumbrada, kan akis1 aktif ve inaktif fazlar arasinda farklilik
gosterebilmektedir [265]. Sirkadiyen biyoloji, KBB’nin islevini de etkilemektedir
[274]. Drosophila modellerinde, uyku-uyaniklik dongiileri KBB’nin permeabilitesini
etkilemektedir [275] ve Bmall nakavt farelerde, beyin mikrodamarlarinin perisit
Ortme yasi azalmis ve bu da sizdiran bariyerlere neden olmustur [276]. Beyin
omurilik s1visi iliretiminde inaktif fazda daha yiiksek klirens oranlar1 ile [277] belirgin
bir giinliik varyasyon bulunmaktadir [278]. Glimfatiklerin [34] ve bunlarin servikal
lenf nodlart [279] ile baglantilarinin farelerde inme sonrasi 6dem, inflamasyon ve
ikincil hasara katkida bulunabilecegi One siirlilmiistiir. Bu nedenle sirkadiyen
biyolojisinin KBB patofizyolojisini ve reperfiizyon tedavilerinden sonra 6demi

etkilemesi olas1 goziikmektedir.

Iskemi igin tartisilan ndrovaskiiler birim mekanizmalar1 hemoraj ile de ilgili
olabilir. Farelerde subaraknoid kanamanin indiiklenmesi, ZT12 sirasinda Perl ve
Per2'de ZT2'ye kiyasla daha fazla yilikselmelere neden olur ve bu, hem oksigenaz 1
(HO-1) ekspresyonu ve noronal apoptozda daha fazla azalma ile iliskilidir [280].
Tersine, HO-1 nakavt farelerde, saat genlerinin ekspresyonu azalmis ve hasar
artarken, HO-1 tarafindan {iiretilen karbon monoksit ile tedavi sonucu, saat gen
ekspresyonu geri kazanilmis ve noronal apoptozun azaldig1 gézlemlenmistir. Ich'nin
fare modellerinde uyku-uyaniklik diizenleri bozuldugu ve mikroglial aktivasyonun

siddetlendigi goriilmiistiir [281]. Sirkadiyen biyoloji ile kanama arasindaki bu
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baglant1 insanlarda da belgelenmistir. Beyin omurilik sivisinda Per2 ekspresyonu,
yirtilmis anevrizmasi olan hastalarda, yirtilmamis anevrizmasi olan kontrollere

kiyasla daha ytiksek oldugu goriilmiistiir [280].

Sirkadiyen biyoloji inmeden sonraki iyilesmeyi de etkileyebilir. Noral kok
hiicrelerde farklilasma igin saat genleri gereklidir [282] ve farelerde sirkadiyen
dongiilerin bozulmas1 hipokampal noérogenezde degisikliklere yol agmaktadir [283].
Zebra balig1 modellerinin gelistirilmesinde, anjiyogenez Bmall ve Per2 tarafindan
modiile edilmistir [284]. Tiimo6r kan damarlarinin hipoksik regiilasyonu sirkadiyen
ritim gosterir [285]. Bu nedenle, sirkadiyen biyolojinin yeniden sekillenen
norovaskiiler birimi nasil etkiledigine dair daha derin bir anlayis, inme iyilesmesi ve

rehabilitasyonu i¢in tedavilerin optimizasyonunu iyilestirmeye yardimci olabilir.

Sirkadiyen gen ekspresyon paternleri, yas ve cinsiyete bagli olarak farkli
beyin bolgelerinde ¢esitlilik gosterebilmektedir [236, 286]. Bu nedenle inmedeki
sirkadiyen etkilerin lezyonun konumuna ve hastanin gecmisine bagli olmasi miimkiin

goziikkmektedir.

4.5. Rev-Erba ve Rev-Erbf

Rev-Erba, 17. kromozomda bulunan Nrl1DI1 geni tarafindan kodlanirken,
Rev-Erbp 3. kromozomda bulunan Nr1D2 geni tarafindan kodlanmaktadir. Rev-
Erba, kanonik domain yapisi ve dizisine bakilarak niikleer hormon reseptor ailesinin
orfan bir iiyesi olarak tanimlandi [287]. Rev-Erbf daha sonralari diger niikleer
hormon reseptor aileleriyle olan homolojisi ve Rev-Erba ile biiyiik 6l¢lide ortiisen
ekspresyon paterni ile tanimlandi. Her iki reseptor de sirkadiyen dongiiye bagl
olarak [288-290] karaciger, adipoz doku, iskelet kasi ve beyinde [287] yiiksek
ekspresyona sahiptir. Rev-Erb’ler, koaktivatér tanima igin gerekli olan karboksi
terminal kuyruktan (helix 12) yoksun olmalar1 sebebiyle niikleer hormon reseptor
ailesinde benzersizdirler. Her iki reseptdr de transkripsiyonun konstitiitif
baskilayicisi olarak islev goriir ve RORE denilen DNA yanit elementlerine
baglanirlar [291]. Rev-Erba’nin islevi hakkinda Rev-ErbB’ninkinden ¢ok daha fazla

sey bilinmesine ragmen, ekspresyon modellerindeki ve DNA baglanma ve
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transkripsiyonel aktivitelerindeki benzerlikler, islevlerinde onemli Olclide Ortligme

olasiliklarinin yiiksek oldugunu gostermektedir.

Rev-Erba ve Rev-Erbp sirkadiyen ritmin olusumunda [292, 293] ve bir¢ok
dokunun normal islevinde calismasinda onemli rolleri bulunmaktadir [294-298].
Rev-Erba’nin ilk olarak, Gram negatif bakteriler ile iligkili lipopolisakkarite karsi
dogal bagisiklik yanitint uyaran Toll benzeri reseptdr 4 (TLR4) genini baskilayarak
makrofajlardaki proinflamatuar sinyallerin bloke edilmesinde rol oynadigi
gosterilmistir [299]. Insan makrofajlarinda, Rev-Erba’nin farmakolojik olarak
uyarilmasi sonucu proinflamatuar stokin olan IL-6’nin iiretiminin azaldig1, Rev-Erba
yoklugunda ise IL-6 miktarinin arttig1 gozlemlenmistir [300]. Rev-Erba null farede
hiperaktivite ve bozulmus hafiza formasyonun da dahil oldugu davranissal
anomaliler gozlemlenmistir [294]. Ayrica bu tip farelerin orta beyin dopaminerjik
ndronlarindaki islev bozukluklarini gésteren artan saldirganlik, kaygi ve depresyonla
iligkili davranmiglar sergiledikleri goriilmiistiir [301]. RevErbo’nin makrofajlardaki
proinflamatuar sitokin olan IL-6 ekspresyonunun temporal salinimindan sorumlu
oldugu diistiniilmektedir. Yapilan bir ¢calismada RevErba’nin, NLRP3’ii direkt olarak
baskiladig1 ve dekstran siilfat sodyum ile indiiklenmis kolite kars1 koruma sagladigi
goriilmiistiir [302]. RevErba'min SR9009 ve GSK4112 gibi kiiciik molekiillii
agonistlerle farmakolojik hedeflemesi, akut veya kronik inflamasyonla iligkili
hastaliklara kars1 potansiyel anti-inflamatuar terapdtikler olarak diisiintilmektedir
[14, 303, 304]. Yapilan bir ¢alismada RevErba'nin SR9009 ile agonist olarak
uyarilmas: sonucu, BMAL1 ekspresyonundan bagimsiz olarak, pro-inflamatuar
sitokin iiretimini ve inflamatuar monosit inflitrasyonunu baskiladigi goriilmiistiir.
Ayn1 zamanda bir calismada RevErba agonisti, SR9009, uygulamasi sonucu
psoriatik dermatitiste (sedef hastaligil), IL-17’nin baskilanmasi {lizerinden iyilesme
oldugu goriilmiistiir [305]. Literatiire bakildiginda bir kemokin olan CCL2’nin ve
onun reseptorii olan CCR2’nin, obezitenin indiikledigi inflamasyonun
baslatilmasinda ve beyaz yag dokusunda makrofajlarin toplanmasinda 6nemli rolii
oldugu goriilmektedir [306]. Yapilan bir c¢alismada RevErboa’nin insandaki
immunitenin baslamasinda gorevli genlerden biri olan CCL2 ile iligkili oldugunu

gostermistir [297, 307]. Bir diger calismada da RevErba’nin CCL2 genini direkt
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olarak baskiladigi ve RevErba’nin makrofajlarin inflamatuar fonksiyonlarini ve
CCL2 ile aktive olan intraselular sinyalleri baskiladigi gosterilmistir. Ayrica
farelerdeki RevErba eksikliginde de makrofajlardaki CCL2 gen aktivasyonunun
arttig belirtilmistir [307].

Rev-Erba ve Rev-Erbp’nin ikili mutasyonu sonucu brongiyal epitelde
inflamatuar tepkilerin ve kemokin aktivasyonlarinin arttig1 bulunmustur. Ancak tekli
mutasyonlarda Rev-Erbf’nin etkinliginin Rev-Erba  kadar baskin olmadigi
goriilmiistiir [308]. Bir ¢alismada, Rev-Erba ve Rev-Erbf icin global tekli nakavt
fareler tretilmis ve Rev-Erbo’nin homozigot delesyonunda goézlenen postnatal
Oliimler, Rev-Erbp’da goriilmemistir. Ayrica homozigot Rev-Erba delesyonu sonucu
yasayabilen hem disi hem de erkek farelerde azalmis fertilite gézlemlenmistir [292].
Yapilan bir caligmada Rev-Erba delesyonunun spontan mikroglial ve astrosit
aktivasyonuna, artmis mikroglial NF-xB sinyallemesine ve noronal hasara neden
oldugu goézlemlenmistir. Bu dogrultuda, Rev-Erba'nin farmakolojik aktivasyonu

sonucu beyindeki inflamasyonun baskilandig1 goriilmiistiir [14].

Bu baglamda Rev-Erba ve Rev-ErbB’ nin beyindeki inflamatuar siireclerdeki
etkileri goz oniline alindiginda, akut inme gibi beyinde yiiksek seviyede inflamatuar
siireclere neden olan patofizyolojik bir rahatsizhifa karst etkili olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle bu tez kapsaminda Rev-Erba ve Rev-Erbf’nin akut

iskemik inme tlizerindeki etkileri arastirilmistir.
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5. MATERYAL METOT

5.1. Deney Plan1 ve Deney Gruplan

Bu tez caligmasindaki deney hayvani ¢aligmalarinin tamami etik standartlara,
Helsinki Deklarasyonu’na, ulusal ve uluslararasi kurallara uygun bir sekilde
yapilmustir. Bu calismanin gergeklestirilebilmesi igin Istanbul Medipol Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan (Karar no: 17/2020) sayili etik kurul
onay1 alinmistir. Bu tez calismasi i¢in toplam 80 adet 8-12 haftalik erkek C57BL6/J
faresi kullanilmigtir. Hayvanlar 12 saat giindiiz/gece periyoduna uygun sekilde
bakilmistir. Beslenmeleri ad libitum ile saglanmistir. Deney hayvanlarinin temini ve

bakimu Istanbul Medipol Universitesi REMER tarafindan karsilanmistir.

Proje kapsaminda Rev-Erba ve Rev-ErbB’nin akut beyin hasarindaki roliiniin
arastirilabilmesi icin, diinya genelinde serebral iskemi vakalarinin yaklasik %85 gibi
biiylik bir boliimiinii kapsayan orta serebral arter okliizyonu (MCAQO) modeli
kullanilmistir [309, 310]. Projede belirlenen hedeflere ulasilabilmesi i¢in asagida

bulunan deney gruplar1 olusturulmustur.

Lv-GFP: Molekiiler klonlamalarin yapildigi Lenti-Efl a-GFP-2A-Puro
vektoriiniin fare beyninde herhangi bir etkisinin olup olmadiginin arastirilabilmesi

i¢in olusturulmus deney grubudur (n=10).

Lv-RevErba: Lenti-Efl1a-GFP-2A-Puro vektoriiniin i¢erisine klonlanmis Rev-
Erba’nin protein kodlama bdlgesi sayesinde Rev-Erba aktivasyonunun etkilerini

incelemek i¢in olusturulmus deney grubudur (n=10).

Lv-RevErbf: Lenti-Ef1a-GFP-2A-Puro vektdriiniin icerisine klonlanmig Rev-
Erbpf’nin protein kodlama bdlgesi sayesinde Rev-Erbf aktivasyonunun etkilerini

incelemek i¢in olusturulmus deney grubudur (n=10).

Lv-RevErba + Lv-RevErbf: Hem Lv-RevErba ile Rev-Erba aktivasyonunun,
hem de Lv-RevErbp ile Rev-Erbp aktivasyonun beraber gostermis oldugu etkilerin

incelenebilmesi i¢in olusturulmus deney grubudur (n=10).
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ScRNA: Lentiviral pLVTHM plazmidinin fare beyninde herhangi bir etkisinin
olup olmadigmin analizi icin igerisine fare genomunda herhangi bir geni hedef

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

Sh-RevErba: Nrldl gen dizisini hedef alarak Rev-Erba protein seviyesinin

azaltilmasinin hedeflendigi deney grubudur (n=10).

Sh-RevErbaf: Nrid2 gen dizisini hedef alarak Rev-Erbf protein seviyesinin

azaltilmasinin hedeflendigi deney grubudur (n=10).

Sh-RevErba + Sh-RevErbaf: Sh-RevErba araciligiyla Rev-Erba’nin ve Sh-
RevErbaf aracilifiyla Rev-ErbB’nin beraber inhibe edilmesinin hedeflendigi deney
grubudur (n=10).

Proje kapsaminda Rev-Erba ve Rev-ErbB’nin serebral iskemi sonrasinda
farelerin norolojik durumu, enfarktiis hacmi, beyin 6demi ve KBB gecirgenligi
lizerine etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Urettigimiz lentiviral vektorlerin
hedef dokuya uygulanmasindan sonra enfekte olmasi yaklasik 5-7 giin arasi
stirmektedir. Bu nedenle, ilgili viriis enjeksiyonlar1 (Lv-GFP, Lv-Rev-Erba, Lv-Rev-
ErbB, Lv-Rev-Erba + Lv-Rev-Erbp, scRNA, sh-Rev-Erba, sh-Rev-Erbf, sh-Rev-
Erba + sh-Rev-Erbf) MCAO operasyonlarindan 7 giin 6nce yapilmistir. Planlanan
deney diizeninde 90 dakikalik MCAO’yu takiben 24 saat reperfiizyon modeli
kullanilmistir (Sekil 5.1.1.). Bu modelin 6zellikle serebral iskemi sonrasit beyin
O0demi, hasar alani, kan beyin bariyeri gegirgenligi ve ndrolojik hasarin
gozlemlenebilmesi ve degerlendirilebilmesi i¢cin uygun bir metot oldugu

bilinmektedir [311, 312].
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Sekil 5.1.1. Deney dizayni.

5.2. Molekiiler Klonlama Calismalari

Molekiiler klonlama calismalar1 ve viriis {iretimi, Istanbul Medipol Universitesi
REMER biinyesinde yapilmistir. Yaptigimiz bu proje kapsaminda farelerde Rev-
Erba ve Rev-Erbp protein seviyelerini arttirabilmek veya azaltabilmek i¢in yiiksek
miktarda viriis partikiilii elde edilmesi gerekmektedir. Bu amagla REMER
biinyesinde bulunan Kili¢ Laboratuvari’nda rutin olarak hem in vivo hem de in vitro
ile uyumlu olan ikinci jenerasyon lentiviral vektorlerin bu projede kullanilmasi

hedeflenmistir.

Rev-Erba/pB protein seviyesi artirabilmek igcin GFP protein anlatimi igeren
bisistronik vektor (Lenti-EF-10-GFP-2A-Puro Vector, ABM) kullanilmistir (Sekil
5.2.1.). Rev-Erbo/p protein ifadesini baskilamak i¢in ise GFP igeren pLVTHM
(https://www.addgene.org/12247/) kullanilmistir (Sekil 5.2.2.). Ayrica, virlis iiretimi
icin paketleme plazmidi olarak psPAX (https://www.addgene.org/12260/) ve zarf
plazmidi olarak pMD2.G (https://www.addgene.org/12259/) kullanilmistir.
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Sekil 5.2.2. pPLVTHM vektorii, Addgene. (https://www.addgene.org/12247/)
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5.2.1. Rev-Erba (Nr1d1) ve Rev-Erbfp (Nr1d2) primer dizayn

Rev Erb-a protein seviyesini arttirmak amaciyla bu proteinin gen kodlama
bolgesi (Homo sapiens nuclear receptor subfamily 1 group D member 1 (Nrldl),

mRNA; NCBI Referans numarasi: NM_021724.5) kullanilmistir (Sekil 5.2.1.1.).

1 agagtgaaat attactgccg agggaacgta gragggcaca cgtctogeoct ctttgeogact

61 cggtgccccg tttctcccca tcacctactt acttcctggt tgcaacctct cttoctcotgg
121 gacttttgca ccgggagctc cagattcgocc accccgcage gotgcggago cggcaggoag
181 aggcaccccg tacactgcag agacccgacc ctocttgeota ccttctageoc agaactactg
241 caggctgatt ccccctacac actctctetg ctottcccat gocaaagcaga actccgttge
301 ctcaacgtcc aacccttctg cagggctgoa gtcoccggocac cccaagacct tgctgcaggg
361 tgcttcggat cctgatcgtg agtcgegggeg tocactccco goccttageoo agtgoccagg
421 gggcaacagc ggcgatcgea acctctagtt tgagtcaagg tccagtttga atgaccgcotc
LA ot (ol EEleatgac gaccctggac toccaacaaca acacaggtgg cgtcatcacd
BN tacattgpct ccagtgsctc ctoccccaage cgcaccagec ctgaatccct ctatagtgad
S:kWaactccaatg gcagcttcoca gtoccctgacce caaggcotgtc ccacctactt cccaccatod
F¥Mcccactggct ccctcaccca agacccgget cgctcctttg ggagcattcc acccagoctg
Fpillactpatgacg gectcccctte ttectcatct tectecgtegt catocctocte ctocttctaty
fiiNaatgppagcc ccoctgggag tctacaagtpg gocatggagg acagcagecg agtgtcoccod
hNWaocaagagca ccagcaacat caccaagctg aatggcatgg tgttactgtg taaagtgte
liiMlcoocoacgttg cctcggectt ccactacggt gtgcacgoct gogaggectpg caagggctty
YW ttccgtcgga gecatccagca gaacatccag tacaaaagpgt gtctgaagaa tgagaattgd
il:rk @t ccatcgtcc gcatcaatcg caaccgetge cagcaatgtc gettcaagaa gtgtctcotcy
jliialoctoppcatgt ctcgagacge tgtgcgtttt gggcgeatcc ccasacgaga gaagcagcgg)
iNEAN At octtgcteg agatgcagag tgccatgaac ctggccaaca accagttgag cagccagtgd
ilsiBlccoctggaga cttcacccac ccagcacccc accccaggee ccatgggece ctcgocaccd
iviaBlcctgctccgeg toccctcacc coctggtgege tictcccagt ttccacaaca gotgacgoch
iEyAllcccagatccc caagccctga poccacagtg gaggatgtga tatcccaggt ggocccggecd
JELYBcatcgagaga tcttcaccta cgocccatgac aagctgggeca goetcacctgg caacttcaat
jt:LNWoccaaccatg catcaggtag cocctccagec accaccoccac atcgotggpa aaatcagggd
151
RN laatpptctge gocaggetoe ctoctoctac cctcccacct ggectoctgg coctgeacad
1621
ilsisMlocccccagaag gcaaggcacc tgccaacagt ccccggcagg goaactcaaa gaatgttcig)
iWLsWctppcatgtc ctatgaacat pgtacccgcat ggacgcagtg gecpgaacggt pgcaggagatd
181
it Mlcacatcccgeg gottocgiga cctttctcag catgaccaag tcaccctgot taaggctggd
ierhBlacctttpgage tgctpatept pcpctttpct topgttgttca acpgtgaapgga ccagacagtg)
i llatottcctaa gocgecaccac ctacagoctg caggagcettg gtgccatgpge catgggagad
plN@lctoctcagtg ccatgttcga cttcagcgag aagctcaact ccctggeget taccgaggag
pAlcscaoctpppcc tocttcaccge gptggtpoett gtctctgeag accgotcggp catggagaat
PAYtccgcttcgg tggagcaget ccaggagacg ctgctgogpgg ctottcgppe toctggtectg
rrriWaacaaccgge ccttggagac ttocccgettc accaagetge tgctcaaget goccggaccig
prlisllccoaccctga acaacatgca ttccgagaag ctgctgtoct tccggptgga cgocccagtga
2341 cccgcccgge cggocttcotg cegotgocce cttgtacaga atcgaactct goacttctet
2481 ctcctttacg agacgaaaag gaaaagcaaa ccagaatctt atttatattg ttataaasta
2481 ttccaagatg agcctctggc cocctgagocc ttcttgtaaa tacctgoctc cctcoccccat
2521 caccgaactt cccctcctecc cctatttaaa ccactctgtc tcccccacaa coctococtg
2581 gccctectgat ttgttctgtt coctgtctcaa atccaatagt tcacagctga
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Sekil 5.2.1.1. Homo sapiens nuclear receptor subfamily 1 group D member 1

(Nr1d1), mRNA; NCBI Referans numarasi: NM_021724.5.
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Nrldl geni igerisinde protein kodlama bolgesine gore (Sekil 5.2.1.1.’de arka
plani renkli olarak gosterilen gen dizisi) asagida belirtilen ileri ve geri primerler
sentezletilmis ve proje kapsaminda molekiiler klonlama ¢alismalarinda

kullanilmustir.

Nr1d1 ileri primer: 5’- AgTCA gTCgAC ATg ACg ACC CTg gAC TCC AAC -3’
Kullanilan kesim enzimi: Sall (gTCgAC)

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

Kullanilan kesim enzimi: BamHI (ggATCC)
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Rev Erb-f protein seviyesini arttirmak amaciyla bu proteinin gen kodlama
bolgesi (Homo sapiens nuclear receptor subfamily 1 group D member 2 (Nrld2),
transcript variant 1, mRNA; NCBI Referans numarasi: NM_005126.5) kullanilmistir
(Sekil 5.2.1.2.).

1 gtcagccgoc ctocgocgocg cggtgogotg gotgoaggas gocgocgoge cgocgotitt
6l gttgtcaggg scccagogag gagcgocgot cgocggocge cgocaccocte totocgotgca
121 gcctgoctgte cgotgcacgs cotggggoce gggagocccg cocgototge cocatgagges
181 gccccgogac caccgotgot tocagccocgg ggoggcEcgs cgctigaggcg ECSSCEECES
241 cgctgeccoc totgogggaa gcgggcggcc ccggcocgect ccgcgagggc accm
3Gl = o i gotote o = o o
361
421
481
541
6@l [t
661 [
721
781
841
2@l
961
1@zl
1as81l
1141 [:
1z@1
1261
1321 [;
1381
1441
15@1
1561
1621
1681
1741
1lzal
1861 gtee
o ccatccaaa g g = g
i -tttaaacaa catgcactct g p=Glogccttt
2841 gtttatttas scatgeactg atggtaactg tacattttgt gctaaasatge atatttatat
2101 gtgtatacca tatgtggaga tagaaasgac ctttaagaca ataaaagatt gtaggctatc
2161 tctgtaatce tgcastagct gtitcggsttg agsactcttc agccatgatt agacgttgac
2221 tgcatctcoc tgatagacca atcagotgtg tcgcacttaa actggagaag ttacactgaa
2281 gtetaatcac actgsatgtt agactttttc atctgccaaa accaaasacc attttgatct
2341 ccctgtggtt atcastataa cgcacastca caagtgtatg aggacttaga aattaatcct
2481 ttgtggtagg agttctgttg satgatgges atcttattac taccacaaga ctatttgatc
2481 tggtaattgg agacttcggg atttaggsgs toctocatgtc tgtatitact ctaccactge
2521 tasagtgtgt ggtcctgget agtttacttg cttgocggaas atgagasttg atggtgtocc
2581 castgcccca cctcacagag ttactaszasaas atgtctgtas agcatattta cctcttggga
2641 gataggcact atgtaaataa ggtaaasttt ctgttattac sattattcat aataatattc

Sekil 5.2.1.2. Homo sapiens nuclear receptor subfamily 1 group D member 2
(Nr1d2), transcript variant 1, mRNA; NCBI Referans numarasi: NM_005126.5.

Nr1d2 ileri primer: 5’- AgTCA gTCgAC ATg gAg gTg AAT gCA ggA gg -3’
Kullamlan kesim enzimi: Sall (gTCgAC)

Nr1d2Geri primer: 5’- AgTCA TCTAgA TTA Agg gTg AAC TTT AAA ggC CA -
3 b
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Kullanmilan kesim enzimi: Xbal (TCTAgA)

5.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu vasitasiyla Nrldl ve Nrld2 genlerinin

cogaltilmasi

Nrldl ve Nrld2 genlerinin protein kodlayan bolgelerini insan DNA’sindan
kopyalamak i¢in asagida belirtilen polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) hem Nrldl
hem de Nrld2 i¢in hazirlanmistir. Asagidaki tablolara bakildiginda PCR
hesaplamalar1 Tablo 5.2.2.1.°de gosterilirken, termal dongii Tablo 5.2.2.2.° de

gosterilmistir.

Tablo 5.2.2.1. Nrldl/ Nrld2 genleri i¢in polimeraz zincir reaksiyonu

hesaplamalari.
Nr1d1/ Nr1d2 Miktar
cDNA 1.0 pl
DNA polimeraz 0.2 ul
5x Buffer 4.0 ul
fleri Primer 0.4 ul
Geri Primer 0.4 nl
dNTP 0.4 ul
ACddH20 13.6 ul
Toplam 20.0 pl

PCR reaksiyonlar1 hazirlandiktan sonra agagida belirtildigi gibi termal dongii

cihazinda reaksiyonlar gerceklestirilmistir.
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Tablo 5.2.2.2. Nrld1l/ Nrld2 genleri i¢in polimeraz zincir reaksiyonu termal

dongiisti.
Termal Dongii Miktar
*98°C 30 sn
(Baslangi¢ Denatiirasyonu)
e 10 sn \
(Denatiirasyon)
68-70°C 10 sn x34
(Baglanma) > Dongii
¢ 1 dk
(Uzama) )
72°C 2 dk
(Son Uzama)
4°C 0

PCR reaksiyonu sonrasinda elde edilen ornekler %1°lik agaroz jelde (%l
oraninda RedSafe (21141, Intron)) 120W’da yiiritilmistiir. PCR reaksiyonu
sonrasinda jel Chemidoc MP goriintiileme sistemi (1708280, Biorad) yardimiyla
goriintiilenmistir. Goriintiileme sonucunda beklenildigi gibi, Nrld1l 1845 bandinda
(Sekil 5.2.2.1.) gozlenirken, Nrld2 de 1740 bandinda (Sekil 5.2.2.2.)

gbzlemlenmistir.
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NR1D1 PCR

10000 bp-

3000 bp- NR1D1
(Rev-Erb a)

2000 bp-
1500 bp-

1000 bp-

Sekil 5.2.2.1. Nrldl geninin PCR reaksiyonu sonrasi jel goriintiisii.

NR1D2 PCR
10000 bp-
3000 bp- _,
2000 bp
1500 bp- |
1000 bp-

Sekil 5.2.2.2. Nr1d2 geninin PCR reaksiyonu sonrasi jel goriintiisii.

5.2.3. ShRev Erb-a ve ShRev Erb-f inhibisyon plasmidlerinin klonlanmasi

Proje kapsaminda kullanilacak olan ShRev Erb-a ve ShRev Erb-f inhibisyon
plazmidleri Dharmacon firmasindan ticari olarak alimuistir. Ilgili plazmidler asagida

verilmistir.

Set of 3 SMARTvector Lentiviral Mouse Nrldl mEF1a-TurboRFP shRNA,
glycerol set. Catalog ID: V3SM11244-10EG217166.
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Kit Components:
e V3SM11241-234273745, Clone ID: V3SVMMI10 14211404,
TGCCTAACTTGTCATGGGC
e V3SM11241-234939357, Clone ID: V3SVMM10 14877014
TTGCGATTGATGCGAACGA
e 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:
e V3SM11241-237715912, Clone ID: V3SVMMI10 17653568
TTCAGAACACCATCGATGC
e V3SM11241-234624373, Clone ID: V3SVMMI10 14562029
AAAGCCTCCACTGAGTTGA
e V3SM11241-235996939, Clone ID: V3SVMMI10 15934598
TAGGCAATCACACCTCCTG

Proje kapsaminda Rev Erb-o ve Rev Erb-B’nin inhibisyonu i¢in yukarida
belirtilen plazmidler kullanilmigtir. Bu nedenle proje kapsaminda inhibisyon deney
gruplarinin  kontrolii olarak SMARTvector non-targeting mEFla-TurboRFP

(Dharmacon) kullanilmistir.

5.2.4. Nr1d1 ve Nr1d2 genleri icin agaroz jelden DNA izolasyonu

Jellerin goriintiileme iglemi sonrasinda Nrldl icin 1845 baz ¢iftine, Nr1d2 i¢in
1740 baz ¢iftine denk gelen bantlar UV lambas1 yardimiyla jelden kesilip kit (Zymo

Clean & Gel DNA Recovery Kit, D4007, ABD) yardimiyla agaroz jelden DNA
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izolasyon islemi gerceklestirilmistir. Kisaca, kesilen jel pargasi ependorf igine
alinarak hassas terazide tartimi yapilmistir. Ardindan jelin agirhiginin ti¢ kat1 agaroz
¢Oziicii tampon soliisyonu eklenerek 55 °C’de inkiibasyonu gerceklestirildi. Erimis
jel kitin igerisinde gelen zymo-spin kolon igerisine aktarilarak santrifiij islemine
maruz birakildi. Santrifiij aralarinda DNA yikama tamponu eklemeleri yapilarak
jelden izole edilmistir. En son otoklavlanmis distile su (ACddH20) kullanilarak

eliisyon islemi gergeklestirilmistir.

5.2.5. Nr1d1 ve Nr1d2 genlerinin restriksiyon enzimleri ile kesimi

Nrldl geni i¢in elde edilen DNA 6rnegi ve klonlamanin yapilacagi Lenti-EF-
la-GFP-2A-Puro Vector Sall ve BamHI kesim enzimleriyle, Nr1d2 geni i¢in elde
edilen DNA o6rnegi ve klonlamanin yapilacagi Lenti-EF-1a-GFP-2A-Puro Vector
Sall ve Xbal kesim enzimleriyle 37°C’de kesilmistir. Restriksiyon enzimleri ile

kesim islemi i¢in yapilan hesaplamalar Tablo 5.2.5.1.’de gdsterilmistir.

Tablo 5.2.5.1. Nrldl ve Nrld2 genleri ile p-lenti EFla vektoriiniin

restriksiyon enzimleri ile kesim hesaplamalari.

1- PCR 2- Plazmid icin
iiriinleri icin _
Nrldl/Nrld2 p-lenti EFla Sul
26 pl
DNA 10x Fast Digest Buffer 2l
10x Fast
_ 3ul BamHI/ Xbal 0,5 ul
Digest Buffer
BamHI/ Xbal 0,5l sl 0.5ul
dH,0 12 pl
Sall 0,5 ul
Total 30 ul Total 20 nl

5.2.6. Nr1d1 ve Nr1d2 iiriinlerini saflastirma ve konsantre hale getirme islemi

Kesim islemleri gercgeklestirilen Orneklere kit yardimiyla DNA temizleme

metodu uygulanarak kesim isleminin artiklarindan uzaklastirma ve DNA’y1
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saflastirma protokolii uygulanmistir. Bu amagla Zymo DNA Clean and Concentrator
kiti (D4003T, Zymo Research) kullanilmustir. islem basamaklar1 kisaca su sekilde
gergeklesmistir; vektor icin iki kat, PCR ornekleri i¢in ise bes kat baglayici buffer
konularak kitin igerigindeki kolonlara bu karisim aktarildi ve santrifiijle kolondaki
filtreye baglanmasi saglandi. Ardindan yikama soliisyonu ile artiklardan tamamen
arindirildi. Son olarak eliisyon islemi gergeklestirilerek, IMPLEN (IMPLEN, P330,

Germany) cihazinda 6l¢timii yapildi.

5.2.7. Nr1d1 ve Nr1d2 iiriinleri icin ligasyon isleminin gerceklestirilmesi

Konsantrasyonu belirlenen 6rnekler T4 DNA ligaz (EL0014, Thermo Fisher)
enzimi vasitastyla PCR {irlinlerinin uygun kesim enzimleri ile kesilmis olan lentiviral
vektore ligasyonu saglanmistir. Ligasyon islemi icin gereken hesaplamalar
Nebiocalculator version 1.15.0 (New England Bio Labs) sisteminden yararlanilarak
yapilmistir. Asagidaki sekillerde sistem iizerinde Nrldl ve Nrld2 igin yapilan
hesaplamalar gosterilmistir (Sekil 5.2.7.1., Sekil 5.2.7.2.).

R %%rwmvp seieo
NEBioCalculator Labs..
version 1.15.0 FEEDBACK 7 HELP

- Ligation Calculator
This tool will calculate the mass of insert required at several molar insert:vector ratios in the range needed for typical ligation reactions.
5:Mass & Moles Ligation  Tutorials
EED=EED Insert DNA length Required insert DNA mass
Vector DNA length 12.79 ng (2:1)
ss: Mass 2 Moles 9517 B >
s 3 o
r
Vector DNA mass
33 ng v
ene 44.78 ng (7:1)
Formula @
st mss s o) - desedinsetecor ot o ma o vt ) o et o e s
e Editi
SgRNA Designer

Sekil 5.2.7.1. Nr1d1 i¢in ligasyon hesaplamasi.

(https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation).
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NEBioCalculator BioLabs.. | ="

FEEDBACK

Ligation Calculator

Ligation
O | ...t coce e et rmpin v vt mt  h ang esdac o g racices.
CEUESRINEE Ligation  Tutorials
e Insert DNA length Required insert DNA mass
ey 1740 bp v 6.033 ng (1:1)
N Vector DNA length 12.07 ng (2:1)
ss: Mass 2 Moles 9517 B o _—T-
[ 3 o
Vector DNA mass
33 ng v
42.23ng (7:1)
e
“ Formula @
RS S
SgRNA Designer

Sekil 5.2.7.2. Nr1d2 i¢in ligasyon hesaplamasi.
(https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation)

Ligasyon isleminden sonra, bu iirlinlerin kompetent hale getirilmis bakterilerin

igerisine girmesi saglanmistir.

5.2.8. Transformasyon islemi icin kompetent bakteri hazirlanmasi

Bu proje kapsaminda kompetent hale getirilecek bakteriler Stbl3 susu
kullanilarak yapilmistir. Kisaca, antibiyotiksiz LB agar tizerine Stbl3 susu ekilerek
gece boyu 37°C’ de karistirict inkiibatorde inkiibe edilmistir. Sonraki giin ¢ogalan
bakteri kolonilerinden bir koloni segilerek 5 ml LB broth igerisinde gece boyu 37°C’
de inkiibasyonu saglanmistir. Son giine gelindiginde, 100 ml LB broth icerisine, 1 ml
bakteri soliisyonundan eklenerek 3 saat boyunca 37°C’ de karigtirict inkiibatorde
inkiibe edilmistir. Ardindan bu LB broth Onceden sogutulmus falkon tiiplere
boliinmiis ve 5 dk buz istiinde inkiibasyonun ardindan, 4°C’ de santrifiij islemi
gergeklestirilmistir. Santrifiij sonrasi slipernatant atilmis ve pellet 500 pl 100mM

CaClyile ¢ozdiiriilerek kompetent bakteriler elde edilmistir.

5.2.9. Ligasyon iiriinlerinin kompetent bakterilere transformasyonlarinin

gerceklestirilmesi

Ligasyon islemi gergeklestirilen Nr1d1 ve Nr1d2 tiriinlerinden 1 pl alinarak, 50
ul kompetent bakteri soliisyonuna eklenip buz iizerinde inkiibasyona birakilmistir.

Ardindan 6nceden 1sitilmis 42°C su banyosuna alinarak 1s1-sok yontemiyle ligasyon
45
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tiriinlerinin bakterilere transformasyon islemi gergeklestirilmistir. Son olarak 250 pl
LB broth igerisine alinarak 1 saat 37°C karistirici inkiibatérde ¢ogalmaya
birakilmistir. Son olarak kanamisinli LB agar iizerine ekimleri gerceklestirilerek
37°C inkiibatorde gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Bu asamadan sonra koloni

cogalan plakalardan koloni PCR islemi gerceklestirilmistir.

5.2.10. Transformasyon sonrasi dogrulama i¢in koloni PCR yapilmasi

Bu asamada transformasyon sonrasi kanamisinli plaka iizerinde ¢cogalan bakteri
suslarmin ligasyon {riinleri olan Nrldl ve Nrld2 plazmidlerini aldiklarim
dogrulamak i¢in yapilmistir. Kisaca, plaka tizerinden 1 adet bakteri kolonisi secilerek
50 ul AcddH>O igerisine pipetleme yapilarak aktarilmistir. Koloni PCR hesaplamasi
Tablo 5.2.10.1.°de gosterilmistir.

Tablo 5.2.10.1. Koloni PCR hesaplamasi.

Koloni PCR il
cDNA
2,5
(Bakteri Kolonisi)
Q5 Polymerase 0,1
5x Buffer 2
ileri Primer 0,2
Geri Primer 0,2
dNTP 0,2
ACddH,0 4,8
Toplam 10 pl
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Koloni PCR sonrasi jel goriintiileri Sekil 5.2.10.1. ve Sekil 5.2.10.2.°de

gosterilmektedir.

Rt

Marker 10:1 10:1 7:1 7:1 7:1

3000 —»
2000 —»

Sekil 5.2.10.1. Koloni PCR sonrasi Nrld1 plazmidi i¢in jel goriintiisii.

Marker 1:1

Sekil 5.2.10.2. Koloni PCR sonras1 Nr1d2 plazmidi i¢in jel goriintiisii.

5.2.11. Transformasyon yapilan kolonilerin diisiik miktarda ¢ogaltilmasi

Koloni PCR sonucu jel goriintiisii ¢ikan Orneklerin bakteri diliisyonlar
kanamisinli LB broth igerisine alinarak gece boyu 37°C’de karistirict inkiibatorde
inkiibasyona birakilmistir. Az miktarda iiretim islemi kit (ZymoPURE Plasmid
Miniprep Kit, D4210) kullanilarak gerceklestirilmistir. Sonraki giine gelindiginde,

47



bakteri soliisyonu ependorflara alinarak 4°C’de santrifiij edilip, siipernatant
uzaklastirilmistir. Ardindan kitin i¢eriginde bulunan P1 soliisyonu ile bakteri pelleti
kaldirilmistir. Bakteri soliisyonuna lizat hale getirmek i¢in P2 soliisyonu eklenmis,
ardindan reaksiyonu durdurmak i¢in P3 soliisyonu ilave edilmistir. Buz iizerinde
inkiibasyonun ardindan santrifiij edilerek siipernatant temiz bir ependorfa alinmistir.
Bunun iizerine baglayici tampon eklenerek karistirilmis ve vakum cihazina alinarak,
plazmidlerin kolon igerisindeki filtreye tutunmasi saglanmistir. Kolona sabitlenen
plazmidler son olarak eliisyon iglemiyle birlikte filtreden ayrilmalar1 saglanarak

tiretim islemi tamamlanmastir.

5.2.12. Uretilen Nr1d1 ve Nr1d2 plazmidlerinin restriksiyon enzimleriyle

kesilerek kontrol edilmesi

Uretilen plazmidlerin icerisindeki ¢oklu klonlama alaninda proje dahilinde
yerlestirilmek istenen gen sekanslarinin olup olmadigi kontrol edebilmek igin,
tiretilen plazmidler restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. Kesim sonucunda eger
istenilen bolgeler vektdr igerisinde ise, yapilacak agaroz (%]l) jel elektroforezinde
birisi vektore digeri ise ekspresyonu artirilmak istenen gen bolgesine ait olacaktir.
Kesim igslemi, Nr1dl i¢in BamHI ve Sall enzimleriyle yapilirken, Nr1d2 i¢in Xbal ve
Sall enzimleriyle gerceklestirilmistir. Kontrol olarak da p-lenti-Efla-2A-Puro bos
vektorii kullanilmistir. Asagidaki Tablo 5.2.12.1. ve Tablo 5.2.12.2. ‘de deney
hesaplamalar1 gosterilirken, Sekil 5.2.12.1.°de Nrldl ve Nrld2 plazmidlerinin

agaroz jel elektroforezi sonrasi, jel goriintiileri gdsterilmistir.
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Tablo 5.2.12.1. EFla plazmidi i¢in restriksiyon enzimleriyle kesim hesaplamalari.

1- Efla icin (100ng/ pl)

P-Lenti Efla Snl
10x Fast Digest Buffer

2 nl
(Green Buffer)
BamHI/Xbal 0,5 ul
Sall 0,5 nl
AcddH,O 12 pl
Total 20 pl

Tablo 5.2.12.2. Nr1d1 ve Nr1d2 plazmidleri i¢in restriksiyon enzimleriyle kesim

hesaplamalari.

2- Nr1d1/d2 i¢in

Nr1d1/d2 10 pl
10x Fast Digest Buffer
2l

(Green Buffer)

BamHI/Xbal 0,5 nl
Sall 0,5 ul
AcddH,O 7 ul
Total 20 pl
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. 3000 bp - - -
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]

Sekil 5.2.12.1. Nr1dl (A) ve Nrld2 (B) i¢in restriksiyon enzimleriyle dogrulama

asamasindaki jel goriintiileri.

5.2.13. Kontrolii yapilan Nr1d1 ve Nr1d2 plazmidlerinin kompetent bakterilere

transformasyonu ve yiiksek miktarda iiretilmesi

Rev-Erba ve Rev-Erbf protein seviyesini hem artirmak hem de azaltmak i¢in
yiiksek miktarda viriis partikiiliine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle uygun gen
dizilimine sahip plazmidler (Rev-Erba i¢in, Nr1d1 gen dizisi ve Rev-Erbf i¢in Nr1d2
gen dizisi) bakterilere transformasyon ile aktarilmistir. Bu asamadan sonra sadece
istenilen plazmidleri igeren bakterilerin c¢ogalabilmesi i¢in Lenti-Efla-2A-Puro
vectorli icerisine klonlanan 6rnekler (Lv-Rev Erba, LV-Rev Erbp ve Lv-GFP) i¢in
kanamisin, Lentiviral pPLVTHM vektoriine klonlanan Sh-Rev Erba, Sh-Rev Erbf ve
virlis paketleme proteinleri olan psPAX ve pMD2.G igin ise ampisilin antibiyotigi
kullanilmistir. Sirasiyla, Lv-Rev Erba, LV-Rev Erbp ve Lv-GFP (bos vektor)
gruplari i¢in restriksiyon enzimleriyle kontrolii yapilan Nr1d1 ve Nr1d2 plazmidleri,
Sh-Rev Erba, Sh-Rev Erbp, SCRNA (bos vektor) gruplart i¢in siparis edilen ShRNA
plazmidleri ve viriis paketleme plazmidleri (psPAX ve pMD2.G) kompetent
bakterilere 1s1-sok yoOntemiyle aktarilmistir. Kisaca plazmidler ile kompetent
bakteriler karigtirilarak buz {lizerine inkiibasyona alindi ve ardindan 42°C su
banyosuna aniden gecirilerek bakterilerin plazmidleri almalar1 saglandi. Plazmid

bakteri karigimi tizerine LB broth eklenerek bir saat 37°C inkiibasyona birakildi.
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Inkiibasyondan sonra kanamisinli LB agar iizerine ekimleri gerceklestirilmistir.
Ertesi giin kanamisinli LB agar iizerinde ¢ogalan kolonilerden bir tanesi segilip gece
boyu kanamisinli LB broth igerisinde 37°C’de karistirici inkiibatorde ¢ogalmaya
birakilmigtir. Yiiksek miktarda plazmid izolasyonu i¢in kit (ZymoPURE II Plasmid
Maxiprep Kit, D4203) kullanilmistir. Kisaca, yiiksek miktarda iiretilen bakteriler
falkon tiiplere alinarak, 4°C’de santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve bakteri pelleti
kitin igeriginde bulunan P1 soliisyonu ile ¢ozdiiriildii. Ardindan P2 soliisyonu
eklenerek bakteri lizat1 olusturuldu. P3 soliisyonu ile reaksiyon durduruldu. Temiz
bir falkon icerisine bakteri lizatindan arindirma islemi gerceklestirilecek, baglayici
tamponla karistiritlip vakum cihazina yerlestirilerek plazmidlerin siiziilme esnasinda
kolondaki filtreye baglanmasi saglandi. Ardindan yikama islemleri ile artiklar
uzaklastirildi. Son olarak eliisyon islemi ile filtrede bulunan plazmidler toplanarak

yiiksek miktarda plazmid elde etme islemi tamamlandi.

5.2.14. Yiiksek miktarda lentiviriis iiretimi

Viriis paketlemesi icin HEK293T hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicrelerin kiiltiir
ortam1 (DMEM, P04-01158, Pan Biotech) %10 fetal sigir serumu (FBS; P30-1985,
Pan Biotech), esansiyel olmayan amino asitler (P08-32100, Pan Biotech) ve %]l
oraninda stabil glutamin (Glutamax-I;35050, Gibco) icermektedir. Hiicreler %5 CO-
igeren 37°C inkiibatorde (Heracell 1501, Thermo Fisher) ¢ogaltilmaktadir ve yaklasik
olarak 3 giin araliklarla alt kiiltiirler yapilmaktadir. Yiiklii miktarda viriis tiretebilmek
icin, yeterli sayida T75 flaska hiicre pasaji yapilarak yiiksek miktarda hiicre eldesi
saglanmustir. Islem basinda hiicrelerin besiyerleri atilirak, dPBS ile yikanmis ve
tripsin ile kaldirma islemi gercgeklestirilmistir. Bu hiicreler toplanmis ve 4°C’de
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 siipernatant atilarak, DMEM ile ¢ozdiiriilen bu
hiicre soliisyonundan 10 pl alinarak hemositometrede sayim islemi yapilmistir.
Ardindan 10 cm’lik petrilere, petri basia 5,5 milyon hiicre gelecek sekilde DMEM

tizerine damlatma yontemi ile ekilerek 37°C %5 CO; inkiibatore kaldirilmustir.

Sonraki giin, plazmidlerin hiicrelere transfekte edilmesi kit (Lipofectamine
3000, L30000115, Thermo Fisher Scientific) protokolii  kullanilarak

gerceklestirilmistir. Kisaca, A ve B olmak {izere iki soliisyon hazirlanmistir. Viriis
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tiretimi i¢in gerekli molekiillerin miktarlar1 Tablo 5.2.14.1.°de gosterilirken,
soliisyonlarin igerikleri ve hesaplamalart Tablo 5.2.14.2. ve Tablo 5.2.14.3.’de

gosterilmistir.
Tablo 5.2.14.1. Lentiviriis tiretimi i¢in gerekli olan molekiillerin miktarlari.

Gereken Stock

miktar Sol.

(ng) (ng/pl)

pMD2.G 3.5 0,5
psPAX 7 1
P-Lenti

7 1
(Efla)
Klonlanan
7 1
Plazmidler

Tablo 5.2.14.2. "A" soliisyonunun hazirlanmasi.
A Soliisyonu pl
L3000 Reagent 41
Optimem 1459

Total 1500
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Tablo 5.2.14.3. p-Lenti Efla ve klonlanan plazmidler i¢in "B" soliisyonlarinin

hazirlanmasi.

B Soliisyonu

(uD)
Klonlanan Plazmidler
pMD2.G 7
psPAX 7
P-Lenti- Efla .
NR1D1/NR1D2 Plazmidi
P3000 35
Optimem 1444
Toplam 1500

Transfeksiyon islemi basinda bu soliisyonlar birbirine karistirilmis ve
petrilerden ayn1 miktarda besiyeri ¢ekilerek petrilerin iizerine damlatma yontemiyle
eklenmistir. Ardindan petriler 6 saat 37°C %5 CO: ortamina sahip inkiibatorde
inkiibasyona birakilmiglardir. Inkiibasyonun sonunda petrideki besiyeri cekilip
atilarak 10 mM HEPES i¢eren DMEM eklemesi yapilmistir. Ardindan 24. ve 52.
saatlerde besiyeri toplama islemi gergeklestirilmistir. Toplanan bu besiyerleri, siikroz
gradiyentli tiiplere aktarilarak ultrasantrifiijde yardimiyla toplanmistir. Santrifiij

sonrast siipernatant atilmis ve pellet dPBS ile ¢cozdiilerek viriisler elde edilmistir.
5.3. Deney Hayvani Calismalari

5.3.1. Beyin ici enjeksiyon yontemiyle viriislerin verilmesi

Proje kapsaminda Rev-Erba ve Rev-Erbp’nin serebral iskemi sonrasinda
farelerin norolojik durumu, enfarktiis hacmi, beyin 6demi ve kan beyin bariyeri
gecirgenligi lizerine etkilerinin arastirtlmast hedeflenmistir. Bu amagla iiretilen
lentiviriisler (Lv-GFP, Lv-Rev-Erba, Lv-Rev-Erbp, Lv-Rev-Erba + Lv-Rev-Erbp,
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scRNA, sh-Rev-Erba, sh-Rev-Erbp, sh-Rev-Erba + sh-Rev-Erbp) serebral iskemi
modelinin uygulanacagi sol hemisferde Bregma 0, lateral 2.5 mm’ye denk gelen
korteks yiizey alanindan 2.5 mm iceri girilerek 1.6 x 107 viriis partikiilii (2 pl 0.1 M
PBS icinde) enjekte edilmistir. Beyin i¢i enjeksiyonu kisaca su sekilde yapilmistir,
fare kloral hidrat ile anesteziye alinip sterotaksik tabla (502300, WPI, USA) iizerine
yerlestirilmistir (Sekil 5.3.1.1.A). Kafatasinin orta hattindan kesi atilarak bregma
ortaya ¢ikarilmistir. Striatum koordinatlarina (bregma:0, lateral:-2.5 mm, derinlik:2.5
mm) hamilton (Hamilton, Microliter, #701) enjektorii (Sekil 5.3.1.1.B) ve mikro
pompa (Micro4, WPI, USA) yardimiyla (Sekil 5.3.1.1.C) viriisler enjekte edilmistir.
Enjeksiyon 0.5 pl/dk olacak sekilde yapilmistir. Enjeksiyon tamamlandiktan sonra
hamilton ignesi beyinden ¢ikarilip 5/0 ipek dikis ipiyle (S2165, Dogsan) dikim islemi

gergeklestirilmistir. Son olarak fare kendi kafesinde istirahate alinmustir.

Sekil 5.3.1.1. Beyin i¢i enjeksiyon diizenegi.

5.3.2. Serebral iskemi modelinin uygulanmasi

Serebral iskemi modeli olarak, diinya genelinde en sik karsilagilan ve deney

hayvani caligmalarinda kabul gormiis bir metot olan MCAO seg¢ilmistir. Gruplarina
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gore (Lv-GFP, Lv-Rev-Erba, Lv-Rev-Erbp, Lv-Rev-Erba + Lv-Rev-Erbf}, scRNA,
sh-Rev-Erba, sh-Rev-Erbp, sh-Rev-Erba + sh-Rev-Erbf) beyin i¢i enjeksiyon
yapilan farelere, enjeksiyondan 7 giin sonra MCAO modeli uygulanmistir. Kisaca, 8-
12 haftalik erkek 20-25 gr agirhgindaki C57BL6/J fareler gaz anestezi sistemiyle
(%1,5 izofluran (NOO15A09, Adeka) (%30 O, kalan1 N>O)) anesteziye alinmustir.
Anlik kan akiminin takibi icin, kafatasinda orta serebral arterin besledigi bdlgenin
lizerine (bregma noktasi referans kabul edilerek, -2 mm posterior; 6 mm lateral)
fiberoptik kablo (Sekil 5.3.2.1.A) yerlestirerek lazer doppler cihaziyla (LDF)
(Periflux System 5000) izlenmistir. Operasyon siiresince farelerin viicut sicakliklarini
36.5-37°C’de korumak igin, geri bildirimli 1sitic1 sistemler kullanilmistir (69020,
ThermoStar Homeothermic Monitoring System, RWD). Operasyon, boyun bolgesine
orta hattan bir kesi atilarak baglatilmis ve karotis kommunis ile karotis eksterna 6/0
ipek iple (S1165, Dogsan) baglanmistir. Ardindan karotis kommunis {izerine atilan
bir kesi ile ucu 180-190 pm kalinliginda silikon ile kapli filament arterin igine
sokulmus ve bifurkasyondan itibaren direng hissedilinceye kadar yaklasik 9 mm orta
serebral arterin girisine kadar itilmistir (Sekil 5.3.2.1.B). Ardindan LDF {izerinden
kan akiminin %80-85 oraninda diistiigii gézlemlendikten sonra orta serebral arterin
tikali kalacag: siire olan 90 dk boyunca orada kalmistir. Sonrasinda filament geri
cekilerek reperfiizyonun gerceklesmesine izin verilmistir. Son olarak filament
cikarilmis, farenin hem boyun hem de kafa derisi 5/0 ipek iple (S2165, Dogsan)
dikilerek kafesine alinmigtir. Farelerin sakrifikasyonu, operasyonu takiben 24 saat
reperfiizyon sonrasinda ndrolojik skorlamalar1 alinmasinin hemen ardindan izofluran
ile derin anestezi altinda dekapitasyon yontemiyle gerceklestirilmistir. Ardindan
beyin disekte edilerek kuru buz iizerinde dondurulmus ve soguk alan mikrotomunda

(cryostat, CM 1950, Leica) kesim islemi gerceklestirilmistir.
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Sekil 5.3.2.1. Fiber optik kablonun takilmasi (A) ve MCAO operasyonunun
gerceklestirilmesi (B).

5.3.3. Norolojik skorlama

Serebral iskemi modeli uygulanan fareler 24 saat reperfiizyonun ardindan
sakrifiye edilmeden hemen 6nce ndrolojik skorlari alinmistir. Norolojik skorlama

asagida verilen yonergeler dogrultusunda alinmigstir [313].

0= Herhangi bir norolojik kisitlama goriilmiiyorsa

1= On ayagm ¢ekiyorsa

2= On ayagini ¢ekiyorsa ve harekette direng gosteriyorsa

3= Daire ¢izerek hareket ediyorsa

4= Siirekli daireler ¢izip kranial-kaudal aks dogrultusunda donmesi

5= Herhangi bir hareket gozlemlenmiyorsa
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5.4. Cryostat Cihaz1 Kullanilarak Beyinlerin Kesilmesi

Kuru buz iizerinde dondurulan beyinlerin kesimi cryostat cihazi (CM1950,
Leica) yardimiyla gerceklestirilmistir. Kesitler, beynin 6n tarafindan baslayarak 2
mm araliklarla, her kesit 20 um olacak sekilde alinmistir (Sekil 5.4.1.). Pozitif yiikli
camlar iizerine alinan bu kesitler sicakligi 40°C olan 1sitic1 tabla tizerinde 30 dk
bekletilerek dokularin cama iyice sabitlenmesi saglanmistir. Fare beyinlerinin kesimi
esnasinda striatum seviyesinden doku 6rnekleri alinarak molekiiler analiz yontemleri

icin ayrilmstir.

A o @b -CP
J& K¢

Koronal kesitler

Sekil 5.4.1. Beyinden alian koronal kesitlerin bolgeleri.

5.5. Enfarktiis Hacmi ve Beyin Odemi Analizi

Cryostat cihazi kullanilarak 2 mm araliklarla alinan kesitlere cresyl violet
(C5042, Cresyl Violet Acetate, Sigma) boyamasi yapilmistir [314, 315]. Bu
protokolde endoplazmik retikulum {izerinde bulunan nissl cisimcikleri mavi-mor
sekilde boyanmaktadir. Olii olan doku bolgelerinde ise herhangi bir renk degisimi
goriilmemektedir. Bu farktan yola c¢ikarak enfarktiis hacmi ve beyin 6demi Image J
programi1 (National Institute of Health) kullanilarak enfarktiis hacmi ve beyin 6demi

hesaplanmistir [11, 315].

5.6. Kan Beyin Bariyeri Gecirgenliginin Analizi

KBB gecirgenliginin analizi i¢in immunglobulin G (IgG) boyamas1 yapilmustir.

Bu projede kullanilan 90 dakikalik MCAO modeli beyinde agir bir hasara sebep
oldugundan KBB’ye hasar vermektedir [316]. Bu amagla, IgG boyamas1 igin
Vectostain Elite ABC HRP Reagent, R.T.U.(pk-7100, Vector Laboratories) kiti
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kullanilmustir. Uretici firmanin talimatlar1 ve literatiirde yer alan makalelerimizdeki
protokoller uygulanarak boyama islemleri yapilmistir [314, 315]. Boyama sonunda
elde edilen ornekler tarayicida taratilmis ve KBB gecirgenligi Image J programi
(National Institute of Health) ile analiz edilerek KBB gecirgenligindeki bozulma

orani hesaplanmistir [315].

5.7. Proteomik Analizler

Proteomik analizler, her gruptaki hayvanlarin iskemik hemisferlerinden
ornekler almarak, Istanbul Medipol Universitesi Rejeneratif ve Restoratif Tip
Arastirmalart Merkezi (REMER) biinyesinde bulunan proteomiks laboratuvarindaki
SYNAPTG2-Si vyiiksek ¢oziniirliikklii  kiitle spektrometresi ile birlestirilmis
ACQUITY UPLC M smifi cihazi (Waters) kullanilarak yapilmistir. Proteomiks
cihaz1 ile alakali Beker ve ark. ve Yalgin ve ark.’min yaptigi caligmalardan
yararlanilmastir [11, 315]. Kisaca, yapilacak islem proteomiks hiicre pelletleri veya
dokudan elde edilmis toplam protein karisiminin 6n ayirim yapilmaksizin tripsin
enzimi ile pargalanarak peptit yapisinda incelenmesine dayanmaktadir. Protein
tanimlamasi islemi; tanimlanan peptitlerden biitiin olan protein yoniinde oldugu i¢in
tiime-varimsal (bottom-up) proteomiks olarak tarif edilmektedir. Bu yontem
vasitasiyla  kismi sekanslar  {izerinden  protein  tanimlama  islemi

gerceklestirilmektedir.

5.8. Istatistiksel Analizler

Gruplar arasindaki (Lv-GFP, Lv-RevErba, Lv-RevErbp, Lv-RevErbo/p,
scRNA, sh-RevErba, sh-RevErbp, sh-RevErba/p) farkliliklarin belirlenmesi ve LC-
MS/MS verileri igin istatistiksel analizler SPSS programi (Ibm) kullanilarak
yapilmistir. Gruplar arasindaki farklar SPSS programindaki tek yonlii (one-way)
varyans analizi (Analysis of varitaion, ANOVA) kullanilarak, post-hoc testinde en
diistik anlamli farklilik testiyle (least significant difference, LSD test) analiz
edilmistir. Biitiin degerler ortalama + standart sapma olarak verilmis, *p<0,05 ve

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

6.1. Lentiviriislerle Hiicrelerin Enfekte Edilmesi

Elde edilen virlislerin hiicreleri enfekte ettiklerini gosterebilmek i¢in fare
N2A hiicre hatt1 kullanilmistir. Lentiviral uygulama sonrasinda, fare N2A hiicre

hatlarinin basarili bir sekilde enfekte oldugu goriilmiistiir (Sekil 6.1.1.).

Lentivirliis enfeksiyonu

Sekil 6.1.1. Lentiviriis enfeksiyon verimliligi. Yesil floresan proteine (Green
Fluorescent Protein; GFP) sahip olan Lv-GFP, Lv-RevErba, Lv-RevErbp ve Lv-
RevErba/B (A, B, C) basarili bir sekilde fare N2A hiicrelerini enfekte etmistir.
Ayrica kirmizi floresan proteine (Red Fluorescent Protein; RFP) sahip olan scRNA
ShRevErba, ShRevErbp ve ShRevErbo/p’nin (D, E, F) da etkili bir sekilde fare N2A

hiicrelerini enfekte ettigi goriilmiistiir.

Molekiiler klonlamalar neticesinde elde edilen Lv-RevErba ve Lv-RevErbf
plazmidlerinin RevErba ve RevErbf protein seviyelerini arttirip arttirmadigini
belirlemek amaciyla hiicrelerden elde edilen protein orneklerinden RevErba ve
RevErbp protein seviyeleri Western blot yontemiyle analiz edilmistir (Sekil 6.1.2.,
Sekil 6.1.3.).
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Sekil 6.1.2. Lv-Rev Erb-a plazmidinin Rev-Erb-a protein seviyesi iizerine
etkisi. Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. **p<0.01 Lv-GFP

grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 (independent samples t test) gostermektedir.
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Sekil 6.1.3. Lv-Rev Erb-B plazmidinin Rev-Erb-B protein seviyesi lizerine
etkisi. Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. **p<0.01 Lv-GFP

grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 (independent samples t test) gostermektedir.

Lv-RevErba plazmidinin RevErba protein seviyesini 2.2 kat, Lv-RevErbf
plazmidinin ise RevErbp protein seviyesini yaklastk 1.7 kat artirdigt
gozlemlenmistir. Gruplar arasinda yapilan istatistiksel analizler bu artislarin

istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermistir (p<<0.01).
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RevErba ve RevErbp protein ifadelerini baskilamak amaciyla satin alinan
ticari kitte her bir gen icin ii¢ farkli plazmid bulunmaktadir. Bu plazmidlerden
hangisinin istatistiksel olarak anlamli Ol¢lide RevErba veya RevErbf protein
seviyesini baskiladigi arastirilmistir. En yiiksek verimlilige sahip plazmidleri segmek
amaciyla N2A hiicrelerine transfeksiyon islemi sonrasinda bu hiicreler toplanmis ve
Western blot teknigi kullanilarak bu hiicrelerden RevErba ve RevErbf protein
seviyeleri analiz edilmistir (Sekil 6.1.4., Sekil 6.1.5.).
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Sekil 6.1.4. Rev-Erba inhibisyon plazmidlerinin Rev-Erba protein seviyesi
tizerine etkisi. Veriler ortalama =+ standart sapma olarak gdosterilmigtir. **p<0.01

scRNA grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 gdstermektedir.

Uclii gliserol stok igerisinde gelen RevErba’ya spesifik shRNA plazmidleri
RevErba-1, RevErba-2 ve RevErba-3 olarak isimlendirilmistir. Bu plazmidlerden
elde edilen viriisler fare N2A hiicresine uygulandiktan sonra enfekte olan
hiicrelerden RevErba protein seviyesi Western blot teknigiyle hesaplanmistir.
Gruplar arasinda yapilan istatistiksel analizlerde ii¢ plazmidinde istatistiksel olarak
anlaml seviyede (p<0.01) RevErba seviyesini baskiladigi gézlemlenmistir. Fakat en
fazla diisiis RevErba-1 plazmid grubunda oldugu gozlemlenmistir. Bu bilgiler
dahilinde projenin geri kalan tiim kisimlarinda RevErba-1 plazmidi RevErba

inhibisyonu i¢in kullanilmstir.
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Sekil 6.1.5. Rev-Erbp inhibisyon plazmidlerinin Rev-Erbp protein seviyesi
lizerine etkisi. Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. **p<0.01/

*p<0.05 scRNA grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir.

Uclii gliserol stok igerisinde gelen Rev-Erb-B’ya spesifik shRNA plazmidleri
RevErbB-1, RevErbp-2 ve RevErbp-3 olarak isimlendirilmistir. Bu plazmidlerden
elde edilen viriisler fare N2A hiicresine uygulandiktan sonra enfekte olan
hiicrelerden RevErbp protein seviyesi Western blot teknigiyle hesaplanmistir. Her ti¢
plazmidin de istatistiksel olarak anlamli o6l¢iide (p<0.01/ p<0.05) azalttig
gozlemlenmistir. Fakat RevErbp-1 olarak isimlendirilen plazmidin diger plazmidlere
gore daha fazla RevErbp protein seviyesini baskiladigi goriilmistiir. Bu bilgiler
dahilinde projenin geri kalan tiim kisimlarinda RevErbB-1 plazmidi RevErbf

inhibisyonu i¢in kullanilmastir.
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6.2. Laser Doppler Akismetre

Akut iskemi modelinin istenilen siireler igerisinde oldugunu ve operasyon
sonrasinda reperfiizyon agamasini géstermek amaciyla farelerin kafasina yerlestirilen
fiberoptik kablo ile laser doppler akigsmetre sistemi kullanilarak beyin akimi anlik

olarak izlenmistir.

Laser Doppler Akismetre
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Laser Doppler Akismetre
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Sekil 6.2.1. Lazer doppler akismetre. (A) RevErb o/f protein ifadesi artirilmig
deney seti, (B) RevErba/B protein ifadesi baskilanmis deney setinin laser doppler
akismetre sonuclarimi gostermektedir. Veriler ortalama + standart sapma olarak

gosterilmistir.
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Farelerin beyin kan akimlar1 analiz edildiginde, hem RevErbo/p protein ifadesi
artirlmig (Sekil 6.2.1.A) hem de baskilanmig (Sekil 6.2.1.B) gruplarda, MCA’nin
girisinin monofilament ile kapatilmasinin ardindan, beyin kan akiminin normal
degerinden ~%80 oraninda diistiigli ve iskemi modelinin indiiklendigi goriilmektedir.
Ayrica her iki grupta da monofilament 90 dakikanin sonunda geri ¢ekildiginde beyin
kan akiminin arttig1 izlenmektedir. Hem RevErb o/p protein ifadesi artirilmis (Sekil
6.2.1.A) hem de baskilanmis (Sekil 6.2.1.B) gruplarda reperfiizyon degerlerine

bakildiginda istatistiksel olarak anlamli dl¢iide bir degisim goriilmemistir.

6.3. Norolojik Skorlama

Doksan dakika MCAO modeli uygulanan fareler 24 saat reperfiizyonun
ardindan sakrifiye edilmeden hemen Once norolojik skorlari alinmistir. Norolojik
skorlama Bederson testine gore degerlendirilmistir. Bu testte hayvanlarin norolojik

durumlarina gore sifirdan bese kadar degisen puanlamalar bulunmaktadir [313].
0= Herhangi bir norolojik kisitlama goriilmiiyorsa

1= On ayagini ¢ekiyorsa

2= On ayagini ¢ekiyorsa ve harekette direng gosteriyorsa

3= Daire ¢izerek hareket ediyorsa

4= Siirekli daireler ¢izip kranial-kaudal aks dogrultusunda donmesi

5= Herhangi bir hareket gézlemlenmiyorsa
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Norolojik skorlama
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Sekil 6.3.1. Norolojik skorlama testi. (A) Rev Erb o/p protein ifadesi arttirilmig
deney seti, (B) Rev Erb a/B protein ifadesi baskilanmis deney setinin nérolojik
skorlama sonuclarmi gostermektedir. Veriler ortalama + standart sapma olarak
gosterilmistir.  **p<0.01/ *p<0.05 Lv-GFP grubuna gore istatistiksel olarak

anlamlilig1 gostermektedir.

Serebral iskemi modelinden 24 saat sonra alinan skorlamalar neticesinde Lv-
RevErba, Lv-RevErbp veya Lv-RevErba/p uygulanan gruplardaki farelerin nérolojik
durumlarinin Lv-GFP uygulanan farelerin ndrolojik durumlarina kiyasla istatistiksel
olarak anlamli dl¢iide (p<0.01 veya p<0.05) daha iyi oldugu tespit edilmistir (Sekil
6.3.1.A). Protein ifadesinin baskilandig1 gruplarda yapilan norolojik skorlamalarda
ise farelerin norolojik durumlarinin birbirine ¢ok yakin oldugu ve istatistiksel olarak

herhangi bir farkliligin olmadig1 goriilmiustiir (Sekil 6.3.1.B).
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6.4. Hasar Hacmi ve Beyin Odemi Analizi

Serebral iskemi modeli sonrasinda sakrifiye edilen farelerin beyinleri kur buz
tizerinde dondurulmustur. Ardindan cryostat cihazi kullanilarak 2 mm araliklarla
alman kesitlere cresyl violet boyamasi yapilmistir [314, 315]. Bu protokolde
endoplazmik retikulum {izerinde bulunan nissl cisimcikleri mavi-mor sekilde
boyanmaktadir. Olii olan doku bélgelerinde ise herhangi bir renk degisimi
goriilmemektedir. Bu farktan yola ¢ikarak hasar hacmi ve beyin 6demi Image J
programi (National Institute of Health) kullanilarak enfarktiis hacmi ve beyin 6demi

hesaplanmistir [11, 315].
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Sekil 6.4.1. Beyin hasar hacmi analizi. (A) Rev Erba/p protein ifadesi artirilmig
deney setinin, (B) Rev Erboa/B protein ifadesi baskilanmis deney setinin hasar
hacmini gostermektedir. Veriler ortalama =+ standart sapma olarak gosterilmistir. (A)
icin *p<0.05 Lv-GFP grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir. (B) igin

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

RevErbo/B’nin protein ifadesinin artirnmi amaciyla olusturulan gruplar analiz
edildiginde (Sekil 6.4.1.A) hem Lv-RevErbo’nin hem de Lv-RevErbf’nin Lv-GFP
grubuna kiyasla hasar hacmini istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) seviyede azalttig1
gozlemlenmistir. Ayrica, her iki viriisiin uygulanarak elde edildigi Lv-RevErb o/f

grubundaki hasar hacmi de Lv-GFP grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
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(p<0.05) seviyede azalmis oldugu goriilmiistiir. RevErbo/f protein ifadesini
baskilamak amaciyla olusturulan gruplar analiz edildiginde (Sekil 6.4.1.B) Sh-
RevErb a ve Sh-RevErb B uygulanan gruplardaki hasar hacminin arttig1 fakat bu
artisin istatistiksel olarak anlamli seviyede olmadigi (p>0.05) goriilmiistiir. Son
olarak ise hem RevErba hem de RevErbf’nin inhibe edildigi grup analiz edildiginde
ise hasar hacminin scRNA grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olgiide

(p<0.05) artmis oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 6.4.2. Beyin 6dem analizi. (A) RevErb o/f protein ifadesi artirilmis deney
setinin, (B) RevErb o/B protein ifadesi baskilanmig deney setinin beyin 6demini
gostermektedir. Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. (A) icin

**p<0.01/ *p<0.05 Lv-GFP grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig
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gostermektedir. (B) icin *p<0.05 scRNA grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1

gostermektedir.

RevErbo/B’nin protein ifadesinin artirnmi amaciyla olusturulan gruplarindaki
beyin 6demi analiz edildiginde (Sekil 6.4.2.A) Lv-RevErb a ve Lv-RevErb o/p
gruplarindaki beyin 6demi p<0.05 olacak sekilde, Lv-RevErb B grubunda ise p<0.01
olacak sekilde azaldig1 gozlemlenmistir. RevErba/pB’nin protein ifadesini baskilamak
amaciyla olusturulan gruplar analiz edildiginde (Sekil 6.4.2.B) Sh-RevErb B ve Sh-
RevErb o/f gruplarindaki beyin 6deminin scRNA grubuna kiyasla artmis bir bir
trende girdigi ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli seviyede (p<0.05) olmadig1

goriilmiistiir.

6.5. Kan Beyin Bariyeri Gercigenliginin Analizi

Kan beyin bariyeri (KBB) gegirgenliginin analizi i¢in immunglobulin G (IgG)
boyamas1 yapilmigtir. Bu projede kullanilan 90 dakikalik MCAO modeli beyinde
agir bir hasara sebep oldugundan kan beyin bariyerine hasar vermektedir [316]. Bu
amacla, IgG boyamasi i¢in Vectostain Elite ABC HRP Reagent, R.T.U. (pk-7100,
Vector Laboratories) kiti kullanilmustir. Uretici firmanm talimatlar1 ve literatiirde yer
alan makalelerimizdeki protokoller uygulanarak boyama islemleri yapilmistir [314,
315]. Boyama sonunda elde edilen 6rnekler tarayicida taratilmis ve KBB gegirgenligi
Image J programi (National Institute of Health) ile analiz edilerek KBB

gecirgenligindeki bozulma orani hesaplanmistir [315].
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Sekil 6.5.1. Kan beyin bariyeri gecirgenliginin analizi. (A) RevErb o/p protein
ifadesi artirilmis deney setinin, (B) RevErb o/p protein ifadesi baskilanmis deney
setinin kan-beyin bariyerindeki ortalama bozulmay1 gostermektedir. Veriler ortalama
+ standart sapma olarak gosterilmistir. (A) i¢in **p<0.01/ *p<0.05 Lv-GFP grubuna
gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir. (B) i¢in *p<0.05 scRNA grubuna

gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.

RevErb o/f’nin protein ifadesinin artirimi i¢in dizayn edilmis gruplar
incelendiginde Lv-RevErb a, Lv-RevErb [ veya Lv-RevErb o/f uygulanan
gruplardaki farelerin KBB biitlinliigi Lv-GFP uygulanan farelerin KBB biitiinliigiine
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kiyasla istatistiksel olarak anlamli Slgiide (p<0.01 veya p<0.05) daha iyi oldugu
tespit edilmistir (Sekil 6.5.1.A). RevErb o/f’nin protein ifadesinin baskilanmasi
amaciyla olusturulan deney seti incelendiginde Sh-RevErb B ve Sh-RevErb o/f
gruplarina bakildiginda scRNA grubu ile kiyaslandiginda KBB gecirgenliginin
istatistiksel olarak anlamli 6l¢giide (p<0.05) arttig1 tespit edilmistir. Ek olarak, Sh-
RevErb a grubunda da KBB gegirgenligin arttigini fakat bu artisin istatistiksel olarak
anlaml seviyede olmadig1 (p>0.05) goriilmiistiir (Sekil 6.5.1.B).

6.6. Proteomik Analizler

Proteomik analizler, her gruptaki hayvanlarin iskemik hemisferlerinden
ornekler alarak, Istanbul Medipol Universitesi Rejeneratif ve Restoratif Tip
Aragtirmalar1 Merkezi (REMER) biinyesinde bulunan proteomiks laboratuvarindaki
SYNAPTG2-Si yiiksek c¢oziintrlikli kiitle spektrometresi ile birlestirilmis
ACQUITY UPLC M sinifi cihazi (Waters) kullanilarak yapilmistir. Proteomiks
cihaz1 ile alakali Beker ve ark. ve Yal¢in ve ark.’min yaptig1 caligsmalardan
yararlanilmistir [11, 318]. Uygulanan proteomiks ydntemi, hiicre pelletleri veya
dokudan elde edilmis toplam protein karisiminin 6n ayirim yapilmaksizin tripsin
enzimi ile pargalanarak peptit yapisinda incelenmesine dayanmaktadir. Protein
tanimlamasi islemi; tanimlanan peptitlerden biitiin olan protein yoniinde oldugu i¢in
tiime-varimsal (bottom-up) proteomiks olarak tarif edilmektedir. Bu yontem

vasitastyla kismi sekanslar lizerinden protein tanimlama islemi gerceklestirilmistir.

RevErbo/B’nin protein ifadesinin artirildigr gruplar (Lv-RevErba, Lv-RevErbp,
Lv-RevErba/B) ve vektor olan Lv-GFP grubunun analizi asagidaki tabloda
verilmigtir. Toplamda 2170 protein tanimlanmistir ve tabloda, 2 kat degisim ve 0,5
kat ve altina inen proteinler gosterilmistir. Bu sekilde 291 tane protein tanimlanmigtir

(Tablo 6.6.1.-8).

71



Tablo 6.6.1. Protein ifadesi artirilan RevErbo/p 'nin proteom tablosu-1.

Kod

Q6ZPI3
QoCQVs
P58871
P16330
P62334
Q99L13
P62301
Q9CZX8
P61922
P27659
P62918
Q8CBW3
QB8QZT1
035381
Q9CVB6
QOIM76
Q99IY9
QOROY5
P48962
P51881
P61205
Q8CGT6
QIWTQ5
E9Q394
Q8BGQ7
P07724
Q91VB8
Q60590
P22599
Q00898
Q61247
088990
P57780
Q9CQXS
Q9DBO05
Q9QXIT1
AOA2I3BPTI
QIWVHS
GS5E893

Lv- Lv- Lv-
Reverbo Reverbp Reverba/p

isim

(E3-independent) E2 ubiquitin-conjugating enzyme UBE20
14-3-3 protein beta/alpha
182 kDa tankyrase-1-binding protein
2'3'-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase
268 proteasome regulatory subunit 10B
3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase, mitochondrial
408 ribosomal protein 13
408 ribosomal protein S19
4-aminobutyrate aminotransferase, mitochondrial
608 ribosomal proteinL3
608 ribosomal protein L8
Abl interactor 1
Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial
Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member A
Actin-related protein 2/3 complex subunit 2
Actin-related protein 2/3 complex subunit 3
Actin-related protein 3
Adenylate kinase isoenzyme 1
ADP/ATP translocase 1
ADP/ATP translocase 2
ADP-ribosylation factor 3
Aflatoxin B1 aldehyde reductase member 2
A-kinase anchor protein 12
A-kinase anchor protein 13
Alanine--tRNA ligase, cytoplasmic
Albumin
Alpha globin 1
Alpha-1-acid glycoprotein 1
Alpha-1-antitrypsin 1-2
Alpha-1-antitrypsin 1-5
Alpha-2-antiplasmin
Alpha-actinin-3
Alpha-actinin-4
Alpha-ketoglutarate dehydrogenase component 4
Alpha-soluble NSF attachment protein
Amyloid beta precursor protein binding family B member 1
Amyloid-beta A4 protein
Angiopoietin-4
Ankyrin repeat domain 12
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Tablo 6.6.2. Protein ifadesi artirilan RevErbo/p 'nin proteom tablosu-2.

Kod

Q99NHO
P62743
Q00623
Q9Z0X1
Q68FF6
Q8VHHS5
Q8BP47
P05202
Q9Z2W0
Q9Z2H5
P21550
Q9CWI9
B2RQCS

QIWTRS
A2ALL9
Q9D6P8
Q9EPL2
Q9DBC7

AOAIBOGRGS
089001
Q6P9K 3B
P26231

Q5MBND
Q8BLQ9
A2AL36
Q80UA49
E9Q309
A3KGI7
F6XLV1
Q6AWE9
Q68FD5
QS8BRTI
QOVGS5
AOAIL1ST15
Q63ZW6
P28481
QoILI2
B8IIND
Q8IZN5
Q61330

Lv- Lv- Lv-
Reverbo Reverbp Reverba/p

ismi

Ankyrin repeat domain-containing protein 17
AP-2 complex subunit sigma
Apolipoprotein A-I
Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial
ARF GTPase-activating protein GIT1
CRAM-associated GTPase (CRAG)
Asparagine--tRNA ligase, cytoplasmic
Aspartate aminotransferase, mitochondrial
Aspartyl aminopeptidase
Band 4.1-like protein 1
Beta-enolase
Bifunctional purine biosynthesis protein ATIC
CAD protein
Cadherin-13
Calcium-transporting ATPase
Calmodulin-like protein 3
Calsyntenin-1
cAMP-dependent protein kinase type I-alpha regulatory subunit
Carbonyl reductase (NADPH)
Carboxypeptidase D
Caskin-1
Catenin alpha-1
CB1 cannabinoid receptor-interacting protein 1
Cell adhesion molecule 2
Centriolin
Centrosomal protein of 170 kDa protein B
Centrosome-associated protein 350
Centrosome-associated protein CEP250
Ciliary rootlet coiled-coil protein 2
Cingulin-like protein 1
Clathrin heavy chain 1
CLIP-associating protein 2
Coiled-coil domain-containing protein 162
Coiled-coil domain-containing protein 162
Col4a5 protein
Collagen alpha-1(1I) chain
Collagen type V alpha 3 chain
Complement factor B
Complex I assembly factor ACADS, mitochondrial
Contactin-2
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Tablo 6.6.3. Protein ifadesi artirilan RevErbo/p 'nin proteom tablosu-3.

Kod

054991
QSBLR2
QIRLL3
P49615
Q9DB77
Q9CQ69
088485
QSBMK4
QIWV69
P97427
B2RQ71
Q97218
QOR1V6
QORIV7
P70175
Q62108
P31938
Q8BL66

QOQXX4
Q921G7

P57776
Q3UIB9
Q8BH95
Q91W69
Q6NZI6
QIWUK2
P56564
P43006
P29391
Q8KOE8
Q8VCM7
QSBTMS
Q61572
F8VQO5
Q8VDC1
P22723
P60521
088741
008795
P48318

Lv- Lv- Lv-
Reverbo Reverbp Reverbo/p

ismi

Contactin-associated protein 1
Copine-4
Copine-9
Cyclin-dependent kinase 5
Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial
Cytochrome b-c1 complex subunit 8
Cytoplasmic dynein 1 intermediate chain 1
Cytoskeleton-associated protein 4
Dematin
Dihydropyrimidinase-related protein 1
Dip2c protein
Dipeptidyl aminopeptidase-like protein 6
Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 22
Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 23
Disks large homolog 3
Disks large homolog 4
Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1
Early endosome antigen 1

Electrogenic aspartate/glutamate antiporter SLC25A13,
mitochondrial
Electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase,
mitochondrial

Elongation factor 1-delta
Enhancer of mRNA-decapping protein4
Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial
Epsin-3
Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1
Eukaryotic translation initiation factor 4H
Excitatory amino acid transporter 1
Excitatory amino acid transporter 2
Ferritin light chain 1
Fibrinogen beta chain
Fibrinogen gamma chain
Filamin-A
Forkhead box protein C1
FRY-like transcription coactivator
FYVE and coiled-coil domain-containing protein 1
Gamma-aminobutyric acid receptor subunit gamma-2
Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein-like 2
Ganglioside-induced differentiation-associated protein 1
Glucosidase 2 subunit beta
Glutamate decarboxylase 1
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Tablo 6.6.4. Protein ifadesi artirilan RevErbo/p 'nin proteom tablosu-4.

Kod

Q99IP7
P48774
Q3ULIO0
Q8BGN3
Q8CI94
Q3THK7?

Q91VWS5
P16627
Q9CQN1
P07901
Q91X72
P49312
Q972X1
008528
Q8BGZ1
Q6PG16
035085
P00493
P01868

F6TQW?2

QENXK7
P49442
Q61703

Q3TW14
088844

Q9QXL2

D3YXS5
Q9CPUO
Q91XL1

AQAZI3BQAS

Q8BLK3
P60469
Q91WC3
Q99PU5
A2ATIO
Q6T264
Q8KA4L6
Q9EQ20
Q91VN4
P27546

Lv- Lv- Lv-
Reverbo Reverbp Reverbo/p

ismi

Glutathione hydrolase 7
Glutathione S-transferase Mu 5
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1-like protein
Glycerophosphocholine cholinephosphodiesterase ENPP6
Glycogen phosphorylase, brain form
GMP synthase [glutamine-hydrolyzing]
Golgin subfamily A member 4
Heat shock 70 kDa protein 1-like
Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial
Heat shock protein HSP 90-alpha
Hemopexin
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F
Hexokinase-2
Hippocalcin-like protein 4
Holliday junction recognition protein
Homeobox protein ARX
Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase
Ig gamma-1 chain C region secreted form
Immunoglobulin heavy constant gamma 2C (Fragment)
Inactive dipeptidyl peptidase 10
Inositol polyphosphate 1-phosphatase
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2
Interferon regulatory factor 7
Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic
Kinesin-like protein KIF21A
Kinesin-like protein KIF28
Lactoylglutathione lyase
Leucine-rich HEV glycoprotein

Leucine-rich repeat and guanylate kinase domain-containing
protein

Limbic system-associated membrane protein
Liprin-alpha-3
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 6
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase ACSBG1
MAP7 domain-containing protein 1
Mastermind-like protein 1
Matrix extracellular phosphoglycoprotein
Aldehyde dehydrogenase family 6 member Al
MIC
Microtubule-associated protein 4
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Tablo 6.6.5. Protein ifadesi artirilan RevErbo/p 'nin proteom tablosu-5.

Kod

Q7TSI2
QS8R001
QOIM52
Q9CR62
Q9CQ92
Q9CXT4
P28665
P60202
Q3UIZ8
17HPWS

Q9SLC3

Q7TMF3
Q9CQ75
Q9Z1P6
Q9D6I6
Q3U422
Q8BMF3
P28660
Q6NZK2
P11627
QoCs84
P55066
QSBHN3
Q9CZ44
Q61937
FEWIP8
QOESF1
B2RXT3
Q8R326
070589
Q61171

AOAIBOGRI9
Q8R574
GS5E829
P63005
P29341
POCG49
Q61838
Q61656
P62962

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 2
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 7
NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 2. mitochondrial
NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 3, mitochondrial

Lv- Lv- Lv-
Reverbo Reverbp Reverbo/p

isim

Microtubule-associated protein 6
Microtubule-associated protein RP/EB family member 2
Misshapen-like kinase 1
Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein
Mitochondrial fission 1 protein
Mitochondrial potassium channel ATP-binding subunit
Murinoglobulin-1
Mpyelin proteolipid protein
Myosin light chain kinase 3
Myosin XVB
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit
10, mitochondrial

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit
12

NADP-dependent malic enzyme, mitochondrial
Nck-associated protein 1
NCK-associated protein 5
Neural cell adhesion molecule L1
Neurexin-1
Neurocan core protein
Neutral alpha-glucosidase AB
NSFL1 cofactor p47
Nucleophosmin
Osteopontin
Otoferlin
Oxoglutarate dehydrogenase (succinyl-transferring)
Paraspeckle component 1
Peripheral plasma membrane protein CASK
Peroxiredoxin-2
Phosphodiesterase
Phosphoribosyl pyrophosphate synthase-associated protein 2
Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1
Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit beta
Polyadenylate-binding protein 1
Polyubiquitin-B
Pregnancy zone protein
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5
Profilin-1
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Tablo 6.6.6. Protein ifadesi artirilan RevErbo/p 'nin proteom tablosu-6.

Kod Isim Lv- Lv- Lv-
Reverbo Reverbf Reverba/p

Q91ZA3 Propionyl-CoA carboxylase alpha chain, mitochondrial
Q99MN9 Propionyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial
QOQXV0 ProSAAS

Q9R1P4 Proteasome subunit alpha type-1

009061 Proteasome subunit beta type-1

P99026 Proteasome subunit beta type-4

055234 Proteasome subunit beta type-5

VIGX98 Protein bassoon (Fragment)

Q8BUKS6 Protein Hook homolog 3

Q60829 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 1B
P49443 Protein phosphatase 1A

D3Z3A0 Protein phosphatase inhibitor 2

QoQX47 Protein SON

ESPVE7 Protein TALPID3

Q68FL4 Putative adenosylhomocysteinase 3

QBOTZ3 Putative tyrosine-protein phosphatase auxilin
P50396 Rab GDP dissociation inhibitor alpha

Q61598 Rab GDP dissociation inhibitor beta

P26043 Radixin

P34022 Ran-specific GTPase-activating protein
F6SEU4 Ras/Rap GTPase-activating protein SynGAP

P63001 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

P53994 Ras-related protein Rab-2A

Q9ESK9 RB1-inducible coiled-coil protein 1

P68040 Receptor of activated protein C kinase 1
A2ABLS Receptor-type tyrosine-protein phosphatase F
B9EKR1 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase zeta
Q3UIU9 Regulator of microtubule dynamics protein 3
QBK4Q0 Regulatory-associated protein of mTOR
Q8BPS2 Reticulocalbin-2
A3IQME9 Reticulon (Fragment)

Q9CPN9 RIKEN cDNA 2210010C04 gene

Q99PL5 Ribosome-binding protein 1

AQA5T1BDQ7 Riken cDNA 1810020005 gene

Q91VMS5 RNA binding motif protein, X-linked-like-1
Q9CQES RINA transcription, translation and transport factor protein
ATXUYS Selection and upkeep of intraepithelial T-cells protein 5

Q64105 Sepiapterin reductase

AQASFEMP96 Septin-4

AOAOR4IOI1 Serine protease inhibitor A3K



Tablo 6.6.7. Protein ifadesi artirilan RevErbo/p 'nin proteom tablosu-7.

Kod

Q03734
Q8CIN4
P58389
P62137
Q92111

Q4ACUS
Q925ND
G3X9M2
P14094
Qo1Vi14
P17809

AOASFSMPI2
P15508
Q3UIBO
Q60598
Q78PY7
Q99IB2

QS8BWEFD
P09671
Q64332
Q8IZP2
Q62209
Q62277
Q8CC35
Q8R570
P46097
P80315
P42932

AOAGIBMWZ2
P42669
035295

QIWVA4
P63028

Q9D1D4

Q8BMS1
Q99IY0
Q64514
E9Q453
A4Q9E5
P43404

Lv- Lv- Lv-
Reverbo Reverbp Reverba/p

Isim
Serine protease inhibitor A3M
Serine/threonine-protein kinase PAK 2
Serine/threcnine-protein phosphatase 2A activator
Serine/threcnine-protein phosphatase PP1-alpha catalytic subunit
Serotransferrin
SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 3
Sideroflexin-5
SKI'DACH domain-containing protein 1
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1
Solute carrier family 12 member 5
Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 1
Sorbin and SH3 domain-containing protein 1
Spectrin beta chain, erythrocytic
Splicing factor 3b, subunit 2
Src substrate cortactin
Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1
Stomatin-like protein 2, mitochondrial
Succinate-semialdehyde dehydrogenase, mitochondrial
Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial
Synapsin-2
Synapsin-3
Synaptonemal complex protein 1
Synaptophysin
Synaptopodin
Synaptosomal-associated protein 47
Synaptotagmin-2
T-complex protein 1 subunit delta
T-complex protein 1 subunit theta
Tensin 1
Transcriptional activator protein Pur-alpha
Transcriptional activator protein Pur-beta
Transgelin-2
Translationally-controlled tumor protein
Transmembrane emp24 domain-containing protein 10
Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial
Trifunctional enzyme subunit beta, mitochondrial
Tripeptidyl-peptidase 2
Tropomyosin alpha-1 chain
Tubulin monoglycylase TTLL3
Tyrosine-protein kinase ZAP-70
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Tablo 6.6.8. Protein ifadesi artirilan RevErbo/p 'nin proteom tablosu-8.

Kod Isim Lv- Lv- Lv-
Reverbo Reverbf Reverba/f
P54830 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 5
E0CX65 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type substrate 1
P97797 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type substrate 1
Q9QZMO Ubiquilin-2
Q99104 Unconventional myosin-Va
Q62059 Versican core protein
Q64727 Vinculin
P21614 Vitamin D-binding protein
P62482 Voltage-gated potassium channel subunit beta-2
Q9JHB4 WD repeat-containing protein 31
P56695 Wolframin
Q03172 Zinc finger protein 40

Yukaridaki tablolarda yer alan proteinlerin etkiledigi sinyal iletim yolaklar1
PANTHER  (Protein =~ ANalysis = Through  Evolutionary = Relationships;
http://www.pantherdb.org) programi araligiyla analiz edilmistir (Sekil 6.6.1.).

Sinyal iletim yolaklari

T hiicre aktivasyonu

Sinaptik vezikil trafigi

RAS sinyal iletimi

Plazminojen aktivasyonu
Parkinson Hastahgi

Nikotin farmakodinamigi
Metabotropik glutamat reseptér
Kan koagiilasyonu

integrin sinyal iletimi

Dopamin reseptor aracili sinyallesme
De novo purin biyosentezi

CCKR sinyal iletimi

Anjiyogenez

0 1 2 3 4 5 6 7
iligkili protein sayisi

Sekil 6.6.1. RevErba/p protein ifadesi artirilmig grubun yolak analizi.

Yapilan biyoinformatik analizlerde en baskin olarak integrin sinyal iletim
yolaginin etkilendigi tespit edilmistir. Ardindan T hiicre aktivasyon yolagi, nikotin
farmakodinamik yolagi, dopamin reseptorii aracili sinyal yolagi ve kan koagiilasyon
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yolaklariin ikincil derecede etkilendigi goriilmiistiir. Son olarak, sinaptik vezikiil
trafigi yolagi, RAS yolagi, plasminojen aktivasyon yolagi, Parkinson Hastaligi,
metabotropik glutamat reseptér yolagi, de novo piirin biyosentezi, CCKR sinyal

yolag1 ve anjiyogenez yolaklarinda gdrevli olan proteinlerin etkilendigi goriilmiistiir.

Protein ifade artirimi yapilan gruplardaki proteinler detayli bir sekilde analiz
edildiginde o6zellikle Lv-RevErba/pf grubunda, ndronal morfoloji ve fonksiyon ile
yakindan iligkili oldugu bilinen, sinaptik aparatus organelinin 6énemli bir komponenti
olan sinaptopodin, Ras/Rap GTPaz aktive edici protein SynGAP, postsinaptik densite
iskele proteinleri SAP-102 ve PSD95, presinaptik eksositoz i¢in kalsiyum sensorii
olarak goOrev yapan sinaptotagmin-2, mikrotiiblil iliskili protein (MAP) 4 ve 6,
molekiiler motorlar KIF21 ve KIF28’in istatistiksel olarak anlamli seviyelerde kat
degisimleri tespit edilmistir. Istatistiksel analizler SPSS programindaki tek yonlii
(one-way) varyans analizi (Analysis of varitaion, ANOVA) kullanilarak, post-hoc
testinde en diisiik anlamli farklilik testiyle (least significant difference, LSD test)

analiz edilmigtir. **p<0,01 degeri anlamli olarak kabul edilmistir.
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RevErb o/f’nin protein ifadesinin baskilandigi gruplar (Sh- RevErb a, Sh-
RevErb B, Sh- RevErb o/f) ve vektdr olan SCRNA grubunun analizi asagidaki
tabloda verilmistir. Toplamda 2164 protein tanimlanmistir ve tabloda, 2 kat degisim
ve 0,5 kat ve altina inen proteinler gosterilmistir. Bu sekilde 50 tane protein

tanimlanmistir (Tablo 6.6.9.-10).

Tablo 6.6.9. Protein ifadesi baskilanan RevErba/p 'nin proteom tablosu-1.

Kod Isim Sh- Sh- Sh-
Reverbo Reverbf Reverbo/p
ADAON4SVKSE [Protein ADP-ribosylarginine] hydrolase-like protein 1
Q9Z0s1 3'(2").5'-bisphosphate nucleotidase 1
P70349 Adenosine 5'-monophosphoramidase HINT1
P22599 Alpha-1-antitrypsin 1-2
P29699 Alpha-2-HS-glycoprotein
Q9DBF1 Alpha-aminoadipic semialdehyde dehydrogenase
Q9Z0HS CAP-Gly domain-containing linker protein 2
P23953 Carboxylesterase 1C
Q02105 Complement C1q subcomponent subunit C
E9QNN1 DEAH box protein 9
Q08509 Epidermal growth factor receptor kinase substrate 8
QSEBI4 Ermin
AOAOUIRNI1 Fatty acid synthase
E9PV24 Fibrinogen alpha chain
Q64516 Glycerol kinase
Q61646 Haptoglobin
P53564 Homeobox protein cut-like 1
P01868 Ig gamma-1 chain C region secreted form
P01872 Immunoglobulin heavy constant mu
P01837 Immunoglobulin kappa constant
008677 Kininogen-1
Q91XL1 Leucine-rich HEV glycoprotein
Q8BSS9 Liprin-alpha-2
088910 MAGUK p55 subfamily member 3
Q9EQ20 Aldehyde dehydrogenase family 6 member Al
Q9IMS52 Misshapen-like kinase 1
Q9D023 Mitochondrial pyruvate carrier 2
P10923 Osteopontin
Q08807 Peroxiredoxin-4
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Tablo 6.6.10. Protein ifadesi baskilanan RevErbo/p nin proteom tablosu-2.

Kod Isim Sh- Sh- Sh-
Reverbo Reverbp Reverba/f
Q6Q477 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4
Q61233 Plastin-2
Q61656 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5
009114 Prostaglandin-H2 D-isomerase
Q60829 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 1B
Q6PHN9 Ras-related protein Rab-35
Q64487 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase delta
Q8KOTO Reticulon-1
Q3TA40 RIKEN cDNA 6430548MO08 gene
Q91VMS5 RNA binding motif protein, X-linked-like-1
Q5SUTO RNA-binding protein EWS
P0O7759 Serine protease inhibitor A3K
QBCIN4 Serine/threonine-protein kinase PAK 2
Q8BMC3 SHC-transforming protein 2
D3YZW1 SLIT-ROBO Rho GTPase-activating protein 1
P32020 Sterol carrierprotein 2
AOASF8MPHS Synaptotagmin-like protein 2
Q571C7 Transcription factor TFIIIB component B" homolog
P97797 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type substrate 1
Q3V037 Uncharacterized protein C6orf163 homolog
Q9Z2U2 Zinc finger protein 292

Protein ifadesi baskilanan gruplardan elde edilen proteinlerin biyoistatistiksel
olarak degerlendirilmesi PANTHER (Protein ANalysis Through Evolutionary
Relationships; http://www.pantherdb.org) programi araligtyla yapilmistir

Sinyal iletim yolaklari

Kan koagtilasyonu
Anjiyogenez

0 0,5 1 15 2 25 3 35

lliskili protein sayisi

Sekil 6.6.2. RevErba/p protein ifadesi baskilanmis grubun yolak analizi.

Yapilan analizde, li¢ farkli proteinin kan kogiilasyonunda, iki farkli proteinin

ise anjiyogenezde roliiniin oldugu tespit edilmistir.
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7. TARTISMA

Diinyada 6liim nedenleri bakimindan ikinci sirada yer alan inme vakalarinin
%85’lik bir kismi1 beyni besleyen orta serebral arterin tikanmasiyla meydana gelirken
%15’lik bir kismi ise beyin damarlarinin hemoraji sonrasinda olusmaktadir [319]. Bu
tez kapsaminda kompleks bir patofizyolojiye sahip olan iskemik inme modeli i¢in
orta serebral arter okliizyonu metodu secilmistir. Bu amag i¢in farelere 90 dk’lik orta
serebral arter modeli uygulanmigtir. Literatiirde yer alan calismalar bu metodun
Ozellikle Bederson testi, beyin enfarktiis hacmi, beyin 6demi kan beyin bariyeri
gecirgenligi analizi i¢in uygun bir metot oldugunu gdstermektedir [11, 315]. Bu
bilgiler dahilinde yaptigimiz ¢alismada 90 dakikalik MCAO, akut iskemi modeli
olarak sec¢ilmistir. Operasyon sirasinda LDF kullanilarak beyindeki kan akimi anlik
olarak izlenmis, oklliizyon ve reperflizyon asamalari net bir sekilde goriilerek
iskeminin 90 dakika ile sinirh kaldig: teyit edilmistir. RevErbo/f nin hem ifadesinin
artirlldigi hem de azaltildigi gruplarda beyin kan akimlarinda istatistiksel olarak

anlaml bir degisim gézlemlenmemistir.

Farelerde indiiklenen akut serebral iskemi modelinden 24 saat sonra,
sakrifikasyon gerceklestirmeden hemen Once fareler Bederson testine gore
degerlendirilmislerdir [313]. Bu degerlendirme sonucunda protein ifadesi artirilan
grupta (Lv-GFP, Lv-RevErba, Lv-RevErbp veya Lv-RevErboa/f), Lv-RevErba
(*p<0.05), Lv-RevErbp (**p<0.01) ve Lv-RevErba/B (*p<0.05) gruplarinda Lv-GFP
grubu ile kiyaslandiginda Bederson skorlarinin daha diisiik oldugu gézlemlenmistir.
Protein ifadesi azaltilmis gruba bakildiginda ise (SCRNA, Sh-RevErba, Sh-RevErbp,
ShRevErbo/p), gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide bir farkin olmadig:
gbzlemlenmistir. Sirkadiyen ritimdeki degisikliklerin canlilarin davraniglar iizerinde
etkileri oldugu bilinmektedir. Literatiirde yapilan bir ¢calismada Bmall delesyonunun
sosyal etkilesimde, asir1 tekrarlayan davranislarda ve stereotipide onemli eksikliklere
yol actigin1 ve bunlarin hepsinin otizm spektrum bozuklugunun temel davranigsal
ozelliklere benzedigini gostermektedir [320]. Ek olarak SCN’de iizerinden yapilan
Bmall knock down (KD) farelerin kuyruktan asma testinde depresyon gostergesi

olan daha fazla hareketsiz kalma davranisi sergiledikleri, aydinlik/karanlik (Light-
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Dark) testinde, anksiyetif davranig gostergesi olan acik alanda daha az vakit gegirdigi
ancak open field testinde toplam aktivite ve uzaysal diizemle alan tercihi konusunda
bir degisiklik olmadig1 goriilmiistiir [321]. Ayrica yapilan bir ¢alismada Per2 KO
hayvanlarin, open field testinde normal lokomotor aktivitenin yaninda, merkez
alanda WT hayvanlara oranla daha fazla vakit gecirdikleri goriilmiistiir. Per2
genindeki degisikliklerin insanda depresyon hassasiyetine etki ettigi digiiniilmektedir
[322]. Buna bagh olarak zorlu yiizme testi yapilan farelerin hareketlilik siirelerinin
kontrol grubuna oranla anlamli derecede azaldig1r goriilmiistiir [323]. Ayrica akut
iskemi sonucunda hasarin motor kortekse ¢ikmasi sonucu hayvanlarin motor
islevlerinde bozukluklar meydana gelmekte ve bozukluklar Bederson testinde
gozlemlenebilmektedir [313]. Protein ifadesi artilan grupta istatistiksel olarak
norolojik iyilesmenin olmasi, protein ifadesi baskilanan grupta ise istatistiksel olarak
bir farkliligin bulunmamasi sebebiyle, var olan anlamli degisimin sirkadiyen ritmin

kontroliinden ziyade hasar alanlarinin biiyiikligii ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir.

Norolojik skorlamadan sonra hayvanlar sakrifiye edilmis ve beyinleri disekte
edilerek kurubuz iizerinde dondurulmustur. Dondurulan beyinler cryostat cihazi
kullanilarak beynin 6niinden 2 mm araliklarla, 20 um kalinlikta olacak sekil kesitler
alinmistir. Beynin 4 bdlgesinden alinan kesitlere beyindeki hasar hacmi ve ddem
hacminin hesaplanabilmesi i¢in cresyl violet boyamasi yapilmistir [11]. Bu boyama
sonucunda, protein ifadesi artirilan grupta (Lv-GFP, Lv-RevErba, Lv-RevErbp veya
Lv-RevErba/fB), Lv-RevErba (*p<0.05), Lv-RevErbp (*p<0.05) ve Lv-RevErba/p
(*p<0.05) gruplarinda Lv-GFP grubu ile kiyaslandiginda hasar hacimlerinde
istatistiksel olarak anlamli dl¢lide bir azalma goriilmiistiir. Protein ifadesi azaltilmis
gruba bakildiginda ise (ScCRNA, Sh-RevErba, Sh-RevErbB, ShRevErbo/B), sadece
ShRevErbo/p (*p<0.05) grubunda SCRNA grubu ile kiyaslandiginda istatiksel olarak
anlaml ol¢lide hasarin arttig1, diger gruplarda ile SCRNA grubu ile kiyaslandiginda
anlamli bir degisimin olmadig1 gézlemlenmistir. Literatiirde sirkadiyen ritim ve hasar
ile iliski calismalara bakildiginda, sirkadiyen ritimde meydana gelen bozulmalarin
hasar alanii etkiledigi goriilmiistiir. Yapilan bir g¢alismada, gliniin 6 saatlik
dilimlerinde MCAO indiiklenen farelerdeki beyinde hasar hacmi, 6dem hacmi ve

ndrolojik skorlama degerlendirilmis ve ZT18 periyodunda ZTO ile kiyaslandiginda
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anlamli derece beyindeki hasar ve 6dem hacminin azaldigi, norolojik skorlamanin da
daha dusik ¢iktigt  gozlemlenmistir [11]. Aym zamanda RevErba’nin
makrofajlardaki proinflamatuar sitokin olan IL-6 ekspresyonunun temporal
salinimindan sorumlu oldugu diistiniilmektedir. Yapilan bir calismada RevErba’ nin,
NLRP3’ii direkt olarak baskiladig1 ve dekstran siilfat sodyum ile indiiklenmis kolite
kars1 koruma sagladigi goriilmiistiir [302]. RevErba'nin SR9009 ve GSK4112 gibi
kiiciik molekiillii agonistlerle farmakolojik hedeflemesi, akut veya kronik
inflamasyonla iliskili hastaliklara kars1 potansiyel anti-inflamatuar terapotikler olarak
diisiiniilmektedir [14, 304, 324]. Yapilan bir ¢aligmada RevErba'nin SR9009 ile
agonist olarak uyarilmasi sonucu, BMAL1 ekspresyonundan bagimsiz olarak, pro-
inflamatuar sitokin {iretimini ve inflamatuar monosit inflitrasyonunu baskiladigi
goriilmiistiir. Aynm1 zamanda bir ¢alismada RevErba agonisti, SR9009, uygulamasi
sonucu psoriatik dermatitiste (sedef hastaligl), IL-17’nin baskilanmasi iizerinden
iyilesme oldugu gorilmistiir [305]. Literatiire bakildiginda bir kemokin olan
CCL2’nin ve onun reseptorii olan CCR2’nin, obezitenin indiikledigi inflamasyonun
baslatilmasinda ve beyaz yag dokusunda makrofajlarin toplanmasinda 6nemli rolii
oldugu goriilmektedir [306]. Yapilan bir c¢alismada RevErba’nin insandaki
immunitenin baglamasinda gorevli genlerden biri olan CCL2 ile iligkili oldugunu
gostermistir [297, 307]. Bir diger calismada da RevErba’nin CCL2 genini direkt
olarak baskiladigi ve RevErba’nin makrofajlarin inflamatuar fonksiyonlarin1 ve
CCL2 ile aktive olan intraselular sinyalleri baskiladigi gdosterilmistir. Ayrica
farelerdeki RevErba eksikliginde de makrofajlardaki CCL2 gen aktivasyonunun
arttig1 belirtilmistir [307].

Akut iskemik inme sonucu, KBB hasar gérmekte ve beyindeki inflamasyon
cevabr artmaktadir. RevErbo/B’nin protein ifadesinin artirildigi grupta hasarin
kontrol grubuna kiyasla daha diisiik ¢ikmasinin sebebi, baskilanan inflamasyon
cevabindan Otiirii olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak bu baskilanmanin spesifik
olarak hangi yolaklar {izerinden oldugunun arastirilmasi gerekmektedir. CCL2
tizerinden ERK yolaginin aktivasyonu bilinmektedir. RevErba’nin da CCL2
tizerinden inhibisyonuna binaen bu hasarin azalmasi bu yolak iizerinden olabilecegi

diistiniilmektedir. RevErba/B’nin protein ifadesinin baskilandigr grupta ise,
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ShRevErbo/f grubunda hasarin artmasi, protein ifadesi artirilan grupta immun
sistemdeki  baskilanmanin, bu grupta olmamasindan kaynakli olabilecegi

diistiniilmektedir.

Beyindeki O6dem analizi, hasar hacmi analizi i¢in kullanilan beyinler
tizerinden es zamanli olarak Image] programi kullanilarak yapilmistir.
RevErbo/B’nin protein ifadesi artirilan gruba bakildiginda (Lv-GFP, Lv-RevErba,
Lv-RevErbp veya Lv-RevErba/B), Lv-RevErba (*p<0.05), Lv-RevErbp (*p<0.01) ve
Lv-RevErba/B (*p<0.05) gruplarinda Lv-GFP grubu ile kiyaslandiginda 6dem
hacimlerinde istatistiksel olarak anlamli 6lgiide bir azalma goriilmiistiir. Protein
ifadesi azaltilmis gruba bakildiginda ise (ScRNA, Sh-RevErba, Sh-RevErbf,
ShRevErbo/B), SCRNA grubu ile kiyaslandiginda gruplarin 6dem hacmi bakimindan
artmis bir trendi goriilmekte ancak bu artisin istatiksel olarak anlamli seviyede
olmadig1 goriilmiistiir. Beyin, viicudun dinlenim metabolizmasinin yaklasik olarak
%20’ sini kullanmaktadir ve sodyum pompalar1 iyonik gradiyentin homeostazisini
saglamak icin bu %20’ lik dilimin yarisim1 kapsamaktadir. Bu sebeple beyin, diger
organlarla kiyaslandiginda iskemik strese karsi daha hassas olmaktadir. Yayilan
depolarizasyon iyon gradiyentinin neredeyse tamamen bozulmasi ile karakterizedir,
bunun sonucunda, néronlarda devamli bir depolarizasyon, elektriksel aktivite kaybu,
dendritik u¢larda bozulma ve noronal sisme meydana gelmektedir [37]. Ayrica hasar
mekanizmasini  etkileyebilecegi diisiiniilen faktorler, 6dem mekanizmasina da
etkileyebilmektedir. Yayilan depolarizasyonun yaninda beyin parankimine giren
makrofajlarin  etkisi ile artan hasar sonucu, ekstraselular iyon gradiyentini
diizenleyen hiicrelerin ortadan kaldirilmasi ya da iskemi sonucu dlmesinden dolay1
ekstraselular iyon gradiyetinin bozulmasi, ek olarak da hasar modelinden otiirii
KBB’in bozulmasindan kaynakli iyonik dengenin korunamasi dokudaki &dem
miktarin1 artirabilmektedir. RevErba/B protein ifadesinin artirildigi grupta, daha
oncede belirtildigi iizere hasar hacimlerinin azalmasi, daha az doku hasarinin
karakterizasyonunu ve ayni zamanda da hafiflemis patolojik kosullar1 gosterdigi
diisiiniilmektedir. Bundan dolayi, 6demin de hasar hacimleri ile ayni korelasyonda

c¢ikmasi olast goriilmektedir.
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KBB gegirgenliginin analiz edilebilmesi i¢in striatum seviyesinden alinan
kesitlere IgG boyamasi [315] yapilmistir. Model olarak sectigimiz 90 dakika MCAO
sonucu hasar kortekse tasmakta ve KBB bozulmasi goriilmektedir [315]. KBB
analizi i¢in Olglimler imagelJ programi kullanilarak yapilmistir. RevErbo/pf’ nin
protein ifadesi artirilan grupta (Lv-GFP, Lv-RevErba, Lv-RevErbB veya Lv-
RevErbo/B), Lv-RevErba (*p<0.05), Lv-RevErbp (**p<0.01) ve Lv-RevErbo/p
(*p<0.05) gruplarinda Lv-GFP grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
Olclide beyin parankimine IgG girisinin azaldig1 gorilmiistiir. Protein ifadesi
azaltilmis gruba bakildiginda ise (SCRNA, Sh-RevErba, Sh-RevErbf3, ShRevErba/p),
Sh-RevErbp (*p<0.05) ve Sh-RevErboa/pf (**p<0.01) gruplarinda ScCRNA grubu ile

kiyaslandiginda anlamli 6lgiide beyin parankimine IgG girisi goriilmiustiir.

Akut iskemik inmenin ayirt edici patofizyolojik 6zelliklerinden biri de
KBB’nin bozulmasidir. Sik1 baglantilarin bozulmasiyla meydana gelen permeabilite
artist sonucu dolagimdaki hiicreler, makromolekiiller kontrolsiiz bir sekilde beyin
parankimine girmekte ve beyinde sitotoksik ve vazogenik Odeme neden
olmaktadirlar [325-327]. Akut iskemi sonucunda sayisiz periferal immun hiicresi
iskemik hemisfere gec¢is yapmaktadir [191]. Deneysel caligmalarda, nétrofil
akiimiilasyonunun iskemik hemisferde 3 saat sonra anlamli seviyede arttigini, 24
saatte ise maksimum seviyeye c¢iktig1 goriilmistir [192]. Ek olarak, akut iskemi
sonucunda ipsilateral hemisferdeki monosit sayisi, bir giin sonra artmis, 3-7 giin
arasinda maksimum seviyeye ulagsmis ve ardindan 14 giin sonra normal seviyesine
geri dondiigii gézlemlenmistir [195]. Akut iskemi geciren hastalarin kanlarindaki T
lenfositlerin sayisinin 7 giin icinde katlanarak azaldig1 goriilmiistiir [191]. Ipsilateral
hemisferdeki T hiicre birikiminin akut iskemiyi takiben 24 saatte arttigi, 3 giinde
maksimum seviyesine ulastigi ve bir ay boyunca beyin parakiminde kaldigi
gbzlemlenmistir [196]. Deneysel inme caligmalarinda CCR2’nin bloklanmasi ya da
azaltilmastyla monosit birikiminin inhibisyonu sonucu beyin 6deminde koruma
goriilmesine ragmen uzun donem tedavi siirecinde bozulma gdézlemlenmistir [328,
329]. Yaptigimiz analiz sonucunda, RevErbo/B’nin protein ifadesinin artirildig

grupta beyin parenkimine giren IgG miktarinin azaldigi, RevErbo/pB’nin protein
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ifadesinin baskilandig1 grupta ise beyin parenkimine giren IgG miktarinin arttig

gbzlemlenmistir.

Gergeklestirilen proteomik analizler sonucu RevErba/pB’nin protein ifadesinin
artirlldig1 gruplarda (Lv-RevErba, Lv-RevErbp, Lv-RevErbo/B) iskemik hemisferde
toplamda 2170 protein tanimlanmistir ve 291 tane 2 kat degisim ve 0,5 kat ve altina
inen proteinler tanimlanmistir. Ozellikle Lv-RevErba/B grubunda, néronal morfoloji
ve fonksiyon ile yakindan iligkili oldugu bilinen, sinaptik aparatus organelinin
onemli bir komponenti olan sinaptopodin, Ras/Rap GTPaz aktive edici protein
SynGAP, postsinaptik densite iskele proteinleri SAP-102 ve PSD95, presinaptik
eksositoz icin kalsiyum sensorii olarak gorev yapan sinaptotagmin-2, mikrotiibiil
iliskili protein (MAP) 4 ve 6, molekiiler motorlar KIF21 ve KIF28’in istatistiksel

olarak anlamli seviyelerde kat degisimleri tespit edilmistir.

Glutamat toksisitesi, iskemik inmenin merkezinde yer alan patolojik
olaylardan biridir. Eksitatdr ndrotransmisyonun biiyiikk kisminin dendritik spine
yapilar1 iizerinden gerceklesiyor olmasi [330], bu kiiclik aktin sitoskeletonu iceren
yapilar1 iskemik inmede eksitotoksisite ve 6demden ilk zarar goren yapilardan biri
konumuna getirmektedir [37]. Fototrombus ile kortikal iskemi yapilan bir
aragtirmada peri-enfarktlis bolgede iskemi sonrasi 24 saat i¢inde dendritik spine
sayisinin %38 azaldig1 gosterilmistir [331]. Ayrica, bu yapilarin tekrar olusmasinin
saglanmas1 fonksiyonel toparlanma ile iliskilidir [332-334]. Sinaptopodin, goérece
bliyiik hacimli dendritik spine yapilarinda bulunan aktin baglayicit bir proteindir
[335]. Sinaptopodinin, aktin polimerizasyonunu tesvik ettigi ve latrunculin gibi
toksinler ile depolimerizasyonuna karsi koruma sagladigir gosterilmistir [336, 337].
SynGAP, postsinaptik densite bolgelerinde sinaptik aktiviteye cevap olarak ndronal
uyarilabilirligi ve aktin polimerizasyonunu kontrol eder [338, 339]. SynGAP
seviyelerinin azalmasi iskemi sonrasi enfarktiis alanimi artirirken, seviyelerinin
artirtlmas1 noroprotektif etki gdstermektedir [340, 341]. SynGAP’in bu etkilerinden
olasilikla inme sonrasi Ras-ERK ve RhoA-ROCK yolaklarinin toksik seviyede aktive
olmasini engellemesi ve boylece noronlarin eksitotoksisiteye duyarliligini azaltmasi
sorumludur. Norotransmitter reseptorleri ve ¢cok sayida enzimin postsinaptik bolgede

lokalizasyonu i¢in iskele gorevi goren MAGUK ailesinin iiyeleri SAP-102 ve PSD95
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protein seviyeleri inme ve norodejeneratif hastaliklarda sinaps eliminasyonu ile
birlikte azalmaktadir [342, 343]. PSD95 merkezli tedavi girisimleri iskemi ve diger
norolojik hastaliklarda yakin zamanda yapilan deneysel ¢alismalar basarili sonuglar
vermektedir [344, 345]. Proteomiks analizlerimizin sonuglar1 toplu olarak
degerlendirildiginde, RevErb o/B’nin protein ifadesinin artirilmasinin sinaptik
mikromimari ve noronal fonksiyonu koruyucu etkisini gostermektedir. Ancak,
RevErbo/B’nin noéroprotektif etkilerini dogrudan sinaptik proteinleri hedef alarak

gosterip gostermedigi heniiz belirlenmeyi beklemektedir.

Bu baglamda RevErba/B’nin protein ifadesinin artirilmasi sonucu hasar ve
O6dem hacminde meydana gelen azalmanin ve baskilanmasi sonucu hem hasar hem de
0dem hacminde goriilen artisin, IgG ekstravazasyonu ile eslestirildiginde,
RevErbo/B’nin protein ifadesinin artirilmasi veya baskilanmasi sonucu meydana
gelen etkilerin birka¢ nedenden dolay1 olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunlardan ilki
KBB gecirgenliginin etkilenmesi, KBB’nin gecirgenliginin bozulmas1 akut iskemik
inmede hasar1 artirict  bir etki gostermekte ve patofizyolojik kosullari
agirlastirmaktadir. Bir digeri ise, inflamasyon iizerinden gergeklesen etkiyi
icermektedir. Inflamasyon KBB bariyerinin bozulmasi ile es zamanli olarak beyin
parenkiminde hasar1 artirict bir etki gostermektedir. Ancak sadece KBB ile degil akut
donemde microglial aktivasyon ile baglayan infilamasyonun kontrolii hasar1 azaltic
bir etki gosterebilmektedir. Proteomik analizlere de bakildiginda RevErbo/p protein
ifadesi artirilan grupta ipsilateral hemisferde hiicre iskeleti proteinleri ve sinapsi
intakt durumda tutan proteinlerin anlamli seviye yiliksek miktarlarda bulunmasi
penumbral alanin korundugunu bizlere diisiindiirmektedir. Bu da bizlere RevErbo/f3
proteinlerinin hiicresel sinyallesme {izerinden de hasar mekanizmalar {izerine bir etki
gosterme  olasiigim  diisiindiirmektedir. Ileride yapilacak olan calismalar
RevErbo/B’nin hem sirkadiyen ritim disindaki gorevlerinin aydinlatilmasinda hem de
yaptigimiz c¢aligmada goriildiigii iizere hasar hacmi, 6dem hacmi ve KBB
gecirgenligine etkilerinin yaninda immum sistem ve hiicresel sinyallesme ile
olabilecek iliskileri gelecekte kisilerin sirkadiyen ritimleri bozulmadan, iskemi ile
kargilasmadan ya da karsilastiktan sonraki siiregteki tedavi yolunda etkili birer hedef

molekiilii olabileceklerini diistindliirmektedir.
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8. SONUC

Bu proje kapsaminda RevErbo/B’nin protein ifadesinin artirilmasinin ya da
baskilanmasinin  akut iskemik hasar iizerindeki etkilerinin  arastirilmasi
amaglanmistir. Bu amagla, RevErbo/B’nin protein ifadesini hem artiran hem de
azaltan viriis partikiilleri dizayn edilmis ve bu partikiiller farelere beyin ici
enjeksiyon yontemiyle verilip, serebral iskemi modeli uygulanmistir. Ardindan
farelerdeki, norolojik durum, enfarktiis hacmi, beyin 6demi ve kan beyin bariyeri
gecirgenliginin yaninda beyin dokusundan alman ornekler ile proteomik analizler

yapilmaistir.

Sonug olarak, RevErbo/pB’nin protein ifadesinin artmasi akut serebral iskemide
hasar hacmini, 6dem hacmini ve beyin parankimine giren IgG miktarim1 azaltarak
akut iskeminin getirdigi patolojik etkileri azaltmistir. RevErbo/f’nin protein
ifadesinin baskilanmasi sonucu ise, hasar hacmi, 6dem hacmi ve beyin parankimine
giren IgG miktar1 artmistir. Bu baglamda, RevErb o/f’nin protein ifadesinin artmasi,
akut serebral iskemide koruyucu etkisi oldugu, protein ifadesinin baskilanmasinin ise
patolojik etkileri artirdigi gozlemlenmistir. Ek olarak, genis oOl¢ekli proteomik
analizlerle iskemik beyin dokusundan tanimlanan proteinlerin hem beyin felciyle

hem de RevErbo/p ile direkt veya dolayl1 yollardan iligkili oldugu diisiintilmektedir.
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