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1. ÖZET 

REV-ERB α/β’NIN TRAVMATİK BEYİN HASARINDA ROLÜNÜN 

İNCELENMESİ 

Travmatik beyin hasarı (TBH) bir dış kuvvetin etkisiyle beyin fonksiyonunda ya da 

fizyolojisinde meydana gelen ve yüksek ölüm oranında sahip bir hastalıktır. Son 

yıllarda yapılan araştırmalar sirkadiyen ritmin TBH patofizyolojisinde önemli 

rollerinin olabileceğini göstermektedir. Bu tez kapsamında sirkadiyen ritmin 

düzenlenmesinde önemli görevleri bulunan Rev-Erbα/β'nın farelerde gerçekleştirilen 

TBH sonrasındaki patofizyolojik süreçlere etkisi araştırıldı. Bu amaçla 8-12 haftalık 

erkek Balb/C farelerinde lentiviral vektörler kullanılarak Rev-Erbα, Rev-Erbβ veya 

Rev-Erbα/β protein ifadeleri artırıldı veya azaltıldı. Sonrasında Rev-Erbα/β'nın beyin 

ödemi, enfarktüs hacmi, kan beyin bariyeri (KBB) geçirgenliği, nöronal sağkalım ve 

DNA hasarı yanı sıra Rev-Erbα/β’nın TBH sonrası etkilediği protein profili sıvı 

kromatografi-kütle spektrometresi aracılı proteomik analizlerle gösterildi. RevErbα 

protein ifadesinin artması TBH sonrasında KBB geçirgenliğini azalttığı ve nöronal 

sağkalımı artırdığı görüldü. RevErbβ ve RevErbα/β ifade artışının enfarktüs hacmini 

ve KBB geçirgenliğini azalttığı, nöronal sağkalımı artırdığı gösterildi. RevErbα’nın 

baskılanması nöronal hücre ölümünü ve DNA fragmantasyonunu artırdığı tespit edildi. 

RevErbβ’nın inhibisyonu hasar hacmini, KBB geçirgenliğini ve nöronal ölümü 

artırdığı gözlemlendi. RevErbα ve RevErbβ’nın birlikte baskılanmasıyla hasar 

hacminin, KBB geçirgenliğinin, apoptozun ve nöronal hücre ölümün arttığı gösterildi. 

Ayrıca proteomik analizlerde Rev-Erbα/β artışlarına bağlı 46; inhibisyonlarına bağlı 

olarak 402 farklı proteinin en az 1.4 kat ve istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05) şekilde 

değiştiği gösterildi. Elde edilen sonuçlar Rev-Erbα/β’nın TBH sonrasında gelişen 

patofizyolojik süreçlerde önemli rollerinin olduğu gösterildi.  

Bu tez TÜBİTAK tarafından 121S420 proje numarası ile 1002 projesi kapsamasında 

desteklenmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Lentivirüs; Proteomiks; RevErb; Sirkadiyen ritim; Travma 
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2. ABSTRACT 

INVESTIGATION OF THE ROLE OF REV-ERB α/β IN TRAUMATIC BRAIN 

INJURY 

Traumatic brain injury (TBI) is a disease defined by alterations in brain function or 

physiology triggered by an external force, and it is associated with high mortality and 

morbidity. The role RevErbα/β, whose protein expression was increased or decreased 

by lentiviral vectors, in the pathophysiology of TBI was investigated in this thesis. 

Furthermore, large-scale proteomic analyses have revealed the Rev-Erbα/β -dependent 

altered protein profile. Within the scope of this thesis, lentivirus-mediated Rev-Erbα/β 

protein levels were increased or decreased in 8–12-week-old male Balb/C mice. The 

TBI procedure was performed 10 days after the lentivirus injection. Brain oedema, 

infarct volume, blood-brain barrier (BBB) permeability, neuronal survival, and DNA 

fragmentation due to changes in Rev-Erbα/β protein levels after TBI, as well as 

proteins affected by Rev-Erbα/β after TBI, were determined by liquid 

chromatography-mass spectrometry-mediated proteomic analysis. Increased RevErbα 

protein levels reduced DNA fragmentation and improved neuronal survival following 

TBI. Increased RevErbβ or RevErbα/β expression decreased infarct volume, DNA 

fragmentation, and BBB permeability while improving neuronal survival. After TBI, 

decreasing RevErbα has been observed to increase neuronal death and DNA 

fragmentation. Suppression of RevErbβ increased the volume of injury, BBB 

permeability, and neuronal death. It has been shown that suppressing both RevErbα ve 

RevErbβ increases neuronal death, BBB permeability, and injury volume. In addition, 

proteomic analysis revealed that overexpression of Rev-Erbα/β altered 46 different 

proteins, whereas inhibition of Rev-Erbα/β altered 402 different proteins. According 

to the findings,Rev-Erbα/β plays critical roles in the pathophysiological processes that 

develop following TBI.This thesis was supported by TUBITAK through the 1002 

project with the project number 121S420. 

Keywords: Circadian rhythm; Lentivirus; Proteomics; RevErb; TBI 
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3. GİRİŞ VE AMAÇ

Travmatik beyin hasarı (TBH) bir dış kuvvetin etkisiyle beyin fonksiyonunda ya 

da fizyolojisinde meydana gelen değişimler olarak tanımlanmaktadır (1). TBH yüksek 

oranda mortalite ve morbiditenin önemli nedenlerinden biridir. Özellikle genç nüfusta 

insidansının son zamanlarda arttığı bilinmektedir. Modern tıptaki gelişmelere rağmen 

TBH sonrası sağ kalanlarda oluşan fiziksel, psikiyatrik, duygusal ve bilişsel 

komplikasyonlar topluma ve hasta bireye ciddi yük oluşmaktadır. Patofizyolojisi de 

tam olarak aydınlatılmamış olan TBH’in FDA onaylı etkin bir tedavisi mevcut 

değildir. 

TBH patofizyolojisi, birbiriyle ilişkili iki farklı süreç olan birincil ve ikincil 

beyin hasarı ile açıklanmaktadır. Birincil hasar; travma anında oluşan hasar ile ortaya 

çıkar. Bu hasar sonucu intrakraniyal hematom ve kontüzyonlar oluşmaktadır. İkincil 

beyin hasarı ise ilk travma anında başlayan saatlerce veya günlerce sürebilen 

moleküller hasar mekanizmaları kaskatı olarak düşünülmektedir (2,3). Bu 

mekanizmalar: Nörotransmiter aracılı glutamat, eksitotoksisite serbest radikal hasarı, 

elektrolit düzensizliği, mitokondriyal disfonksiyon, inflamatuar reaksiyonlar ve 

apoptozdur (4,5). 

Bu çeşitli hücresel yaralanma yolları, TBH’de ikincil beyin hasarını önlemek 

için nöroprotektif tedavilerin gelişimine yönelik kapsamlı klinik öncesi çalışmanın 

odak noktası olmuştur. Sirkadiyen ritim, organizmada davranış ve fizyolojik paternleri 

düzenleyen dışarıdan bağımsız endojen bir şekilde oluşan yaklaşık 24 saat süren bir 

döngüdür. Organizma dışarıdan ışık, ısı gibi uyaranlar vasıtasıyla çevresiyle 

senkronize olur. Hücre seviyesinde bu ritimler yaklaşık bir güne karşılık gelen hücreye 

özgü ritmik gen ekspresyonları şeklinde gözlenir. Bu ritmik gen ekspresyonları her ne 

kadar dokuya özgü olsa da bu genlerin düzenlenmesi tüm hücrelerde bulunan saat 

benzeri bir mekanizma tarafından oluşturulur ve düzenlenir (89). 

Nükleer reseptör REV-ERBα/β sirkadiyen ritmin düzenlenmesinde görevli olan 

BMAL1’in (Brain and muscle ARNT-like protein 1) promotör bölgesine bağlanarak 
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BMAL1’in transkripsiyonel aktivitesini inhibe etmektedir. REV-ERB'ler, ligand 

bağlama alanları, transkripsiyonel koaktivatör proteinleri bağlamak için önemli olan 

C-terminal aktivasyon fonksiyonu-2 (AF-2) sarmalından yoksun olması NR'ler

arasında onları benzersiz yapmaktadır (6). Bu yapısal farklılık nedeniyle

transkriptional proteinlerine bağlanarak transkripsiyonu baskıladığı düşünülmektedir.

Ayrıca REV-ERB’lerin ligandı diğer nükleer reseptörler gibi hormon değil hem

proteinidir. Gerek yapısal farklılıkları gerekse ligandı nedeniyle REV-ERB’i

hastalıklar için potansiyel bir hedef yapmaktadır. Rev-Erb proteinlerinin bir nükleer

reseptör olması, Rev-Erb’i mevcut küçük moleküllü agonistlerle ve antagonist modüle

edilebilen çekici bir terapötik hedef haline getirmektedir (7,8).

Tüm bu bilgiler doğrultusunda bu tez çalışmasında dokuya spesifik olarak 

uygulanabilen lentiviral vektörler yardımıyla Rev-Erbα ve Rev-Erbβ protein seviyesi 

arttırılarak veya azaltılarak Rev-Erbα ve Rev-Erbβ’nın travmatik beyin hasarı 

patofizyolojisine etkisi araştırılacaktır. 
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4. GENEL BİLGİLER 

4.1. Travmatik Beyin Hasarı 

Travmatik beyin hasarı, dış bir kuvvetin (çarpma, darbe, sarsıntı veya delici kafa 

yaralanması) etkisiyle beyin fonksiyonunda ya da patolojisinde meydana gelen 

değişimler olarak tanımlanmaktadır. Tanım gereği bu değişimlerden biri: bilinç kaybı 

veya bozukluğu, yaralanmadan önceki veya sonraki olaylarla ilgili hafıza kaybı, 

nörolojik defisitler (güç kaybı, denge kaybı, görme değişikliği vb.) veya mental 

konfüzyon, oryantasyon bozukluğu vb. içermelidir (9–11). Her yıl 64–74 milyon 

kişinin etkilendiği TBH, ölüm veya maluliyetin önde gelen nedenlerinden biri olarak 

küresel bir toplum sorunudur. Bununla birlikte akut bakım, rehabilitasyon, kalıcı 

nörolojik sakatlık dahil olmak üzere sağlık sistemi üzerinde oluşturduğu yükü 

nedeniyle TBH’nin toplum için sosyoekonomik yükü önemli ölçüde artmaktadır (12). 

Küresel ölçekte her yıl 10 milyondan fazla hastaneye yatış ve 200 milyar doları aşan 

bir mali yüke sahiptir (13–15). Dünya çapında hafif TBH tüm vakaların %81’ini 

oluştururken, kalan %19 ’u orta ve şiddetli TBH’dir (16). Dünya genelinde mortalite 

oranı 100 kişide 0,9 ile 7,6 arasında değişmektedir (11,17). Yıllık insidansı ise 100.000 

de 242 ile 317 arasındadır (18). Pediatrik vakaların dünya çapında insidansı, 100.000 

çocukta 47 ile 280 arasında olup vakaların %20 orta veya şiddetli TBH vakası 

görünerek klinik şiddet oranları yetişkinlere benzerdir (19). ABD ve Avrupa’da 

yaklaşık 12 milyon kişi TBH-ilişkili fonksiyon kaybından etkilenmiştir. Travmatik 

beyin hasarının, 2030’a kadar nörolojik hastalıklardan kaynaklanan en önemli 

engellilik nedeni olarak kalacağı ön görülmektedir (Alzheimer hastalığı veya 

serebrovasküler bozuklukların katkısından 2–3 kat daha fazladır) ve uluslararası 

ekonomiye yılda yaklaşık 400 milyar dolara mal olmaktadır (20).Ayrıca insidans ve 

toplumsal yükü yüksek olmasına rağmen şu anda Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi 

(FDA; U.S. Food and Drug Administration) onaylı herhangi spesifik bir tedavi metodu 

da bulunmamaktadır. 
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Şekil 4.1.1. Travmatik beyin hasarı epidemiyolojisi. 

4.2. Travmatik Beyin Hasarı Patofizyolojisi 

Klasik olarak klinik şiddetine göre sınıflandırılsa da TBH kendine özgü 

patolojisi olan çok sayıda alt tipe sahip heterojen bir hastalıktır (21). Travmatik beyin 

hasarı (TBH) mekanik kuvvetin etkisiyle oluşan hipoksi ve vasküler kontüzyonun 

indüklediği astrogliosis, glial aktivasyon, inflamasyon, hücre ölümü ve doku kaybına 

yol açan bir dizi süreci ifade eder (22,23). TBH patolojik olarak birincil ve ikincil 

yaralanma olarak ikiye ayrılır. Birincil hasar travma anında oluşurken ikincil hasar 

saatler, günler, haftalar, aylar boyunca gelişir. Travmanın oluşturduğu beyin lezyonu 

birincil hasarın oluşturduğu alan ile sınırlı olmayıp giderek merkezden çevreye doğru 

yayılan bir genişlemeye sahiptir. Birincil hasar, dış kuvvete maruz kalmaya eşzamanlı 

olarak meydana gelen beyin dokusundaki ani mekanik değişimler sonucu oluşur. Bu 

değişimler kontüzyon, damar hasarı, kanama ve aksonal hasarlanmayı içerir. İkincil 

hasar, birincil hasarı takip eden ve beyin hücrelerinin ölümü, doku bozulması ve atrofi 

ile sonuçlanan bir dizi metabolik, fizyolojik ve moleküler süreçten oluşur (24–26). Bu 

süreçler dört kategori altında incelenebilir:(a) iskemi, eksitotoksisite, enerji yetmezliği 
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ve sonuçta ortaya çıkan hücre ölümü basamakları; (b) ikincil beyin ödem; (c) aksonal 

yaralanma ve (d) enflamasyon ve rejenerasyon. 

4.2.1. Eksitotoksisite 

Eksitotoksisite, glutamat ve birtakım uyarıcı amino asitlerin neden olduğu hasar 

sürecini tanımlar. İlk defa 1957’de Lucas ve Newhouse (27) glutamatın toksisitesini 

tanımladı. Ardından Olney (28) intraperitoneal glutamat uygulamasının beyin hasarına 

yol açtığını bildirdi. Glutamat beyinde en çok bulunan nörotransmiter olmakla beraber 

toksik seviyede maruziyeti nöronal ölüme neden olmaktadır (29). Klinik araştırmalar, 

TBH'de beyindeki glutamat seviyelerinin yaralanmadan sonra oldukça hızlı bir şekilde 

zirve yaptığını ve ardından kan beyin bariyerinin (KBB) mekanik olarak bozulması 

sonucunda 24 ila 48 saat boyunca yüksek seviyelerde kaldığını göstermiştir (30). 

Yüksek glutamat düzeylerinin, hastalarda eksitotoksisitenin bir komplikasyonu olan 

depolarizasyon dalgalarının yayılmasına katkıda bulunduğu da öne sürülmüştür (31). 

Glutamat, postsinaptik terminaldeki iki ana nörotransmiter reseptörü üzerinde etki 

eder: NMDA reseptörleri ve AMPA reseptörleri. Bunlar, sinaptik aktarım ve 

plastisitede önemli bir rol oynayan ligand kapılı iyonotropik reseptörlerdir (32,33). 

AMPA reseptörleri esas olarak postsinaptik nöronu depolarize eden sodyum akışının 

geçişinde rol oynar; NMDA reseptörleri ise sinyal iletimi için çok önemli olan 

kalsiyum kapılarını açar. TBH’de yüksek glutamat hücre içi kalsiyum seviyelerinin 

anormal yükselmesini sağlayarak nöronal ölüme katkıda bulunur (34). Hücre içi 

yüksek kalsiyum konsantrasyonu, hücre ve mitokondri membranlarına zarar veren 

fosfolipazları, hücre iskeletine zarar veren proteazları ve DNA parçalanmasına neden 

olan endonükleazları (hem apoptoz hem de nekroz ile sonuçlanan bir dizi katabolik 

enzimi) aktive eder (35). Kalsiyum yükündeki aşırı artış, mitokondrinin işlevini de 

önemli ölçüde etkiler (36). Kalsiyuma bağlı mitokondriyal geçirgenlik uzun süre aktif 

kalarak kalsiyumun mitokondri çıkışını sağlayarak mitokondri membran potansiyelini 

bozar. Bu kimyasal ve yapısal değişiklikler elektron taşıma zincirini bozarak 

mitokondrinin ATP üretmesini engeller (37,38). Ayrıca mitokondri geçirgenliğindeki 

artışı takiben enzimlerin sızmasıyla kaspaz aracılı apoptoz ve elektron taşıma 

sisteminin bozulması ROS oluşumuna neden olur (39). TBH’nin karakteristik 

özelliklerinden biri hipertrofik asteroitlerdir (40). Bu morfolojik değişiklikle 
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astrositlerin hasarlı bölgeyi beynin sağlıklı kalanından bir glial yara oluşturarak 

ayırdığını ve hücre dışı glutamat seviyelerini düzenlediği düşünülüyor (41). Palmer ve 

ekibi (42) ilk kez TBH hastalarının beyin omurilik sıvısında (BOS) daha yüksek 

miktarda uyarıcı amino asit bulunduğunu bildirmiştir. Glutamat konsantrasyonunun 

normal insanlardan 5 kat daha fazla seviyede olduğunu raporladılar. Bu düzey in vitro 

ortamda nöronal ölüm için yeterlidir (43) Bu araştırmalara karşın, anti-eksitotoksik 

ilaçların klinik denemeleri çok az etkinlik göstermiştir. 

 

Şekil 4.2.1.1. TBH’de Reaktif Oksijen Radikalleri oluşmu 

4.2.2. TBH’de reaktif oksijen radikalleri 

İskemi, eksitotoksisite veya bunların kombinasyonu, ikincil hasarın önemli bir 

komponentidir. Bu mekanizmalar aşırı kalsiyum yüklenmesi, oksidatif stres ve 

mitokondriyal hasar ile bağlantılıdır. ROS ile antioksidan seviyeleri arasındaki 

dengesizlik sebebiyle oluşan oksidatif stres TBH sonrası oluşan sekonder hasarda 

büyük bir role sahiptir. Merkezi sinir sistemi serbest radikal aracılı hasara karşı 

savunmasızdır. MSS orta düzeyde endojen antioksidanlara ve anti oksidasyon 

enzimlerine sahiptir. Bu düzeyler travma sonrası hızla düşer (44). MSS’nin yüksek bir 

metabolik hıza sahiptir bu nedenle özellikle risk altındaki enerji metabolizmasının bir 

yan ürünü olarak sürekli ROS üretimi mevcut. Ayrıca MSS’deki hücrelerin zarları 

daha yüksek bir çoklu doymamış yağ asidi yüzdesine sahiptir, bu sebeple lipit 

peroksidaz zincir reaksiyonuna daha duyarlıdırlar. Son olarak, merkezi sinir sistemi, 
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serbest radikal oluşumu ve reaksiyonlarında aktif olarak yer alan bakır ve manganez 

gibi geçiş metalleri açısından zengindir. 

Yetişkin TBH hastalarda yapılan klinik çalışmalar, TBH'den kısa bir süre sonra 

serebrovasküler akımın azaldığını ve bunun sonucunda ortaya çıkan iskemi terapötik 

bir hedefi temsil edebileceği düşünülmektedir (45,46). TBH’nin ardından gerçekleşen 

iskemi sürecinde oksijen seviyesi son derece düşük olması enerji üretimini oksidatif 

fosforilasyondan oksidatif fosforilasyondan çok daha az verimli olan glikolize geçer. 

Sonuç olarak, MSS’de ATP üretimi önemli ölçüde azalır (47). Oksijen yokluğunun 

uzun sürmesi glikoliz ürünleri olan laktat ve pirüvat birikimine bağlı lokalize bir 

asidoza neden olur. Ortam pH’ındaki azalma, demir ve kalsiyumun mobilizasyonuna 

tetikler ve bu hareketlilik hücre içi kısır döngüleri neden olur (48). Serbest kalsiyumun 

sitozolde artışı mitokondri membran potansiyeli kaybına ve en sonunda ROS 

oluşumuna neden olur. Serbest demir de Fenton reaksiyonu yoluyla ROS oluşumunu 

artırır. İlk başta oluşan radikaller NO ve H2O2 gibi zayıf oksidanlar olmasıyla birlikte 

zar yapılarından kolayca geçme özelliklerinden dolayı mitokondri içine geçip 

peroksinitrit ve hidroksil radikalleri gibi daha güçlü oksitleyici ajanlara dönüşebilirler. 

Nihayetinde, ROS’un mitokondride birikmesiyle mitokondrinin enerji üretimi bozulur 

(49). ROS, lipid peroksidasyonu, protein karbonilasyonu ve DNA oksidasyonundan 

sorumlu olup, membran geçirgenliğinde ve akışkanlığında da değişikliklere yol açar. 

Lipid peroksidasyonu, mitokondriyal membran yapısını bozarak astrositlerin glutamat 

reseptörleri için toksik olan 4- hidroksinonenal oluşumunu sağlayarak, eksitoksiteyi 

artırıp doku hasarını şiddetlendirir (50) 4-hidroksinonenal ayrıca kalsiyum rezervlerini 

harekete geçirirler. Salınan kalsiyumlar fosfolipaz ve DNAz gibi birçok enzimi aktive 

ederek hasarın daha da artmasına neden olur (51). 

4.2.3. Hücre ölümü 

TBH’nin ardından görülen hücre ölümlerinin nekrozdan apoptoza kadar değişen 

bir morfolojik devamlılık olarak kategorize edilebileceği düşünülmektedir (52,53). 

Apoptoz, hücre küçülmesi ve nükleer yoğunlaşma, internükleozomal DNA 

parçalanması ve apoptotik cisimlerin oluşumu ile tanımlanan hücre ölümünün 

morfolojik bir tanımıdır (54). Buna karşılık, nekrozdan ölen hücreler, zarların 

bozulmasıyla hücresel ve nükleer şişme gösterir. TBH gibi kompleks ve çoklu 
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mekanizmaları olan hastalıklarda, hücre ölümünün apoptozla mı nekrozla mı olduğunu 

klasik tanımlarına göre ayırt etmek oldukça zordur (55). Bazı hücreler, hem nekrozda 

görülen nükleer ve hücresel şişme, hem de normalde programlanmış hücre ölümünde 

gözüken proteazların aktivasyonları ve DNA fragmantasyonu gösterebilir (56). 

Travmatik beyin hasarında hem nekroz hem de apoptoz eş zamanlı gerçekleştiği 

düşünülmektedir (53,57). Bununla birlikte birtakım farklılıklar mevcuttur. Örneğin 

nekroz süreci enerjiden bağımsız iken, apoptoz sadece ATP varlığında, yani 

fonksiyonel mitokondri varlığında meydana gelir (58,59). Bu nedenle, yüksek 

mitokondriyal yıkım ve enerji tükenmesi olan dokuda esas olarak hücresel nekroz 

gerçekleşecektir. Programlanmış hücre ölümü olarak da adlandırılan apoptozda, hücre 

membranı parçalanmaz ve enflamatuvar yanıt ortaya çıkmaz. Nöronlar, daha yüksek 

hücre dışı glutamat konsantrasyonlarına maruz kaldığında hücresel nekroz oluşur (58). 

Ayrıca apoptoz veya nekroz oluşumunun hücre içi kalsiyum seviyeleri ile ilişkili 

olduğu öne sürülmüştür (60,61). Düşük hücre içi kalsiyum konsantrasyonu apoptozu 

tetiklerken; yüksek hücre içi kalsiyum nekroza yol açabilir. Olgun hücrede apoptozun 

başlaması için, intraselüler veya ekstraselüler bir tetikleyici gereklidir. Hasar sonrası 

kalsiyum mobilizasyonu, oksidatif stres ve ATP yokluğu gibi etkenler sonucu hücresel 

hemostaz bozulur, mitokondri aracılığıyla hücre içi apoptoz başlar (62). Sitokrom c 

mitokondriyal disfonksiyon sonucu iç mitokondriyal membrandan sitozole geçer. 

Daha sonrasında sitokrom c, sitozolde dATP ve spesifik bir apoptotik-proteaz aktive 

edici faktör (Apaf–1) varlığında kaspaz–9’u aktive eder (63). Ardından Kaspaz–9 da 

kaspaz–3’ü aktive ederek hücre iskeletinin parçalanması ve endonükleazların 

aktivasyonların sağlanır (64) Mitokondriyal hasarla ilişkili intraselüler başka bir yol 

da apoptoz indükleyici faktör (AIF) yoludur (65–67). Kaspazdan bağımsız bu yol, 

mitokondriyal zarın bozulması ile aktive olup ardından mitokondriyal membrandan 

AIF salınımı ile sonuçlanır. AIF salınımı büyük ölçekli DNA parçalanmasına yol açar 

(boyut olarak 50 – 700 kilo baz çifti). Zhang ve ark. (68) TBH’de AIF yolunun aktive 

olduğunu belgelemişlerdir. Apoptozun hücre dışı yolağı ise ligandların TNF süper 

ailesi üyeleri TNFR1 ve Fas/Apo1/CD95 gibi reseptörlerine bağlanmasıyla 

gerçekleşir. Reseptör ligand bağlanmasıyla TNF-veya Fas ilişkili ölüm domaini içeren 

trimerik bir kompleks oluşur. Oluşan kompleks kaspaz 8 aktive ederek apoptoz 

yolağını başlatır (56). TBH’da rolü bulunan Bcl-2 apoptozun önemli bir inhibitörüdür. 
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TBH sonrası Bcl–2 indüklenmesi kortikal doku kaybını azalttığı gözlenmiştir (69). Bir 

başka çalışmada da insanlarda TBH sonrası Bcl-2 seviyelerinin beyin dokusunda 

arttığı raporlanmıştır. BOS’da bakılan Bcl-2 seviyesinin kontrol hastalarına kıyasla 

TBH’de yaklaşık 4 kat arttığı raporlanmıştır. Ayrıca, BOS’daki Bcl–2 seviyesinin 

hasta sağkalımı ile ilişkisi olabileceği gösterilmiştir(70). İkincil hasarda nekroz ve 

apoptozun dışında bir de otofaji görülebilir. Otofajide organellerin ve proteinlerin 

lizozomal degradasyonu gerçekleşir. Kaspaz inhibisyonu ve mitokondriyal geçirgenlik 

koşullarında, otofaji genellikle programlanmış hücre ölümü için baskın mekanizmadır. 

Lai ve arkadaşlarının (71) 2008 yılında yaptığı çalışmada otofajinin inhibisyonu 

sonucu TBH’de hasarın etkisinin hafiflemesi ilişkilendirilmiştir. 

4.2.4. Beyin ödemi 

İkincil hasarın ana bileşenlerinden biri de beyin ödemidir. Beyin ödemi sonucu 

gerçekleşebilen intrakraniyal hipertansiyon gibi son derece yıkıcı süreçler bu 

patofizyolojik değişimi daha da önemli yapmaktadır. Serebral ödemin sitotoksik veya 

vazojenik ödem olmak üzere 2 kategoriyi içerdiği uzun zamandır bilinmektedir. 

Sitotoksik ödem, ozmotik bir gradyana yanıt olarak hücre içi kompartımanında su 

içeriğinin artması ile karakterize edilir. Şiddetli TBH’de bu durum tipik olarak 

gözlenen enerji yetmezliği altında ATP'ye bağlı Na+/K+ pompalarının bozulmasıyla 

açıklanır. Bu durumda hücre içi iyon artar ve böylece hücre ozmolalitesinde artışa ve 

hücreye su girişine yol açar. Bu durum esasen intrakraniyaldeki sıvının yer 

değiştirmesinden ibaret olduğundan sitotoksik ödemin kendi başına beyin su 

seviyesinde artışa ve intrakraniyal hipertansiyona oluşturamaz. Bununla birlikte hücre 

içeriğinde değişikliğe yol açarak fonksiyon bozukluğuna neden olur. MRI cihazlarının 

ilerlemesiyle TBH’nin ilk birkaç saatinde vazojenik ödemin ortaya çıktığı ardından 

birkaç gün içinde sitotoksik ödem başladığı ve yavaşça arttığı 2 haftaya kadar devam 

ettiği gözlendi (72,73). TBH’den 2-3 gün sonra beyin su içeriğinin maksimuma çıktığı 

raporlanmıştır (74). 
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Şekil 4.2.4.1. TBH’de beyin ödemi şeması. 

Son yıllarda yapılan araştırmalar KBB’de kapanmanın kademeli olduğu ve hasar 

sonrası 7 güne kadar geçirgenliğin devam ettiğini göstermiştir (75). Bazı vakalarda 

TBH sonrasında serebral kan akımı artışının da intrakraniyal hipertansiyona neden 

olduğu bilinmektedir. Bu akım artışı kontüzyon gibi lokal travma sonrası o bölgedeki 

glutamat artışı sonucu astrositlerin glutamat kullanımında artışa bu durum da 

astrositlerin oksidatif enerjiden glikolize geçişine sebep olur. Özellikle şiddetli TBH 

sonrası yoğun bakım yatışlarında oksidatif metabolizma %50 oranında baskılandığı 

bilinmektedir (76). Bu süreçte glikoz kullanımındaki artış antioksidan 

mekanizmasında etkili pentoz fosfat yolu gibi glikoz ihtiyacının olduğu birçok yolağın 

aksamasına ve prognozun kötüleşmesine neden olur. 

 

4.2.5. Nöroinflamasyon 

Nöroinflamasyon, TBH sonrası ortaya çıkabilecek nörolojik bozukluklarda ve 

nörodejenerasyonda önemli bir rol oynar. Nöroinflamasyon TBH sonrası beyindeki 

yerleşik mikroglia, astrosit, zayıflamış KBB ile beyne nüfuz eden periferik lökositler 

ve sitokinler gibi inflamatuar aracıları içeren TBH’nin ikincil hasar süreçlerinden 
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biridir (77,78). Beyin hasar aldığında ortaya çıkan DAMPS VE PAMPS gibi 

moleküllerinin TLRs, NLRs gibi organizmaya tehlike sinyalleri gönderen reseptörlere 

bağlanmasıyla enflamasyon başlar (79). DAMPS tanınmasıyla TNF-a ve IL-6 gibi 

proinflamatuar sitokinler salınır (80). Nöroinflamasyon öncelikle hasarlı hücrelerin 

onarımından ve istilacı patojenlerden korunmadan sorumlu olan mikroglial veya 

kompleman aktivasyonuyla başlar (81). Kompleman aktivasyonu ayrıca KBB boyunca 

nötrofil, monosit ve lenfosit akışını artırarak nihayetinde prostaglandinler, kemokinler 

ve hücre adezyon molekülleri salgılanmasını sağlar (82,83) KBB’deki artış ayrıca 

plazma proteinlerinin ekstravasküler boşluğa akışına neden olur, bu durumda TGF-b 

aktive ederek nöroinflamasyonu ve astrositlerin yara oluşumunu indükler (84). 

Mikroglial aktivasyonu, TNF-a, IL- 1b, IL-6, ve IL-12 gibi KBB zayıflatıcı 

kemokinlerin salımına neden olduğu gibi aynı zamanda serbest ROS ve nörotoksik 

moleküller de üreterek sekonder hasarın diğer patolojik süreçlerinin artışına ve 

enflamatuvar yanıtın artmasına neden olur (77). Mikroglia ‘nın aktivasyonun kronik 

hale gelmesi majör histo-uyumluluk kompleksi sınıf II'nin artışına yol açar ve bu da 

nörodejenerasyonu arttırır. Mikroglial aktivasyonun fenotipik varyasyonları vardır. 

İnterferon gama varlığı proinflamatuar (M1) süreçlerin hakimiyetine neden olurken, 

IL-4 ve IL-13 mikroglial farklılaşmayı bir anti-inflamatuar fenotipe (M2) yönlendirir 

(85). Literatürdeki tüm bilgilere karşın klinik çalışmalarda nöroinflamasyonun hem 

yararlı hem de zararlı etkileri olduğu, yüksek dozda antienflamatuvar ilaç kullanımının 

kötü sonuçlara yol açtığı görülmüştür (86,87). 

4.3. Sirkadiyen Ritim 

Sirkadiyen (circa=yaklaşık, diem=gün) ritim organizmanın sahip olduğu 

endojen kaynaklı biyolojik saat sistemi tarafından üretilir. İnsanlar dahil olmak üzere 

dünyadaki hemen hemen tüm yaşam, günlük değişiklikleri tahmin etmek için dahili 

bir biyolojik zamanlayıcıya sahiptir. Organizmaların bu tür saate sahip olması, 

gündüz/gece döngüsünün çeşitli taleplerine karşı kendi fizyoloji ve davranışlarını 

önceden optimize etmesini sağlar. Hipokrat ve Galen gibi tıbbın öncüleri ateşle ilgili 

24 saatlik döngüselliğe dikkat çekmiştir. Yüzyıllar boyunca bitki ve hayvanlarda 

gözlenen 24 saatte bir devridaim eden bu ritmik seyir doğanın bir gerçekliği olarak 

kabul edildi. Bu görüş,1729 yılında Jean Jacques d’Ortous de Mairan’nın mimoza 
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bitkisi dolap gibi karanlık bir ortamda tuttuğunda dış ortamdaki ritmikliği 

göstermesiyle değişmeye başlandı.1930 ortalarına gelindiğinde Bünning ilk defa 

bitkiler için biyolojik saat terimini kullanarak endojen bir mekanizmadan bahsetti. 

Ardından 1950’lere gelince Colin Pittendrigh yaptığı çalışmalar sonucunda sirkadiyen 

ritmin temel özelliklerini tanımladı: Tüm sirkadiyen ritimler endojen kaynaklı yaklaşık 

24 saatlik periyoda sahip biyolojik (biyokimya, fizyoloji ve davranış) süreçlerdir. Bu 

süreçler dış çevreden gelen (zeitgeber) birtakım uyarıcılar aracılığıyla senkronize 

olabilir. Bu çalışmalardan ilham alan Jeffrey Hall, Michael Rosbash ve Michael Young 

ilk saat geni Period keşfederek 2017 Nobel Tıp ve Fizyoloji ödülüne layık 

görülmüştür. Period genin keşfinden bu yana hücresel düzeyde biyolojik saati 

oluşturan birçok transkripsiyon faktörü (TFs) memelilerde keşfedilmiştir. 

4.3.1. Sirkadiyen ritmin moleküler mekanizması 

Sirkadiyen ritim, vücudun hemen hemen tüm hücrelerinde bulunan saat benzeri 

bir mekanizma tarafından üretilir. Sirkadiyen zaman işleyişinin temel birimi hücredir. 

Hücrelerdeki gen ekspresyonundaki salınımlar sirkadiyen ritmin ana gücünü oluşturur 

(88,89). Ritmik ekspresyon olan bu genlerin çoğu dokuya özgü olmasına karşın, bu 

genlerin ritimlerinin altında hücreler arasında ortak bir saat mekanizması vardır. En 

genel anlamda bu hücresel saat mekanizması, içinde “saat” genlerinin kendi 

işlevlilerini kendilerinin oluşturduğu protein ürünleri tarafından bastırdığı birbirine 

kenetlenmiş moleküler döngüler şeklinde çalışır. Daha spesifik olarak, memelilerdeki 

sirkadiyen saatler, kendi kendini düzenleyen transkripsiyonel-translasyonel geri 

besleme döngüleriyle oluşturulan son derece korunmuş bir moleküler mekanizma olan 

çekirdek saat genlerin (core clock gene) ritmik bir şekilde ekspresyonuna dayanır. 

Hücresel düzeyde bu otonom sistem birbirine bağlı negatif geri besleme döngülerinden 

oluşur. 
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Şekil 4.3.1. Sirkadiyen moleküler saat mekanizması. 

Bu sirkadiyen mekanizmanın transkripsiyon faktörü olan BMAL1 (Brain and 

muscle ARNT-like protein 1) ve BMAL1’in heterodimer partneri olarak görev alan 

CLOCK (Circadian locomotor output cycles kaput) veya NPAS2 (Neuronal PAS 

domain containing protein 2) moleküler seviyede Period (PER1, PER2 ve PER3) ve 

Crytochrome (CRY1 ve CRY2) genlerinin transkripsiyonlarını kontrol etmektedir 

(90).PER ve CRY proteinleri negatif geribildirim döngüsüne bağlı olarak 

BMAL1/CLOCK transkripsiyon faktörlerinin aktivatör etkinliğini baskılamaktadır. 

Bu sayede sirkadiyen ritim proteinlerinin ifadeleri ritmik olarak artıp azalmaktadır. 

Ayrıca CLOCK ve BMAL1 heterodimer kompleksi Rev-Erbα/β’nın 

transkripsiyonunu aktive ederek Rev-Erbα protein seviyesini de arttırmaktadır. Bunun 

sonucunda artan Rev-Erbα/β BMAL1’in promotör bölgesine bağlanır ve 

transkripsiyonel baskılama özelliği göstererek BMAL1’i transkripsiyonunu inhibe 

eder(91,92). Çekirdek saat genlerinin ritmik olarak çalışmasıyla dokularda saat 

kontrollü genler adı verilen bir dizi çıktı genlerin ekspresyonu olur. Oluşan saat 

kontrollü genler, dokuya özgü düzenleyici ve metabolik faaliyetlerde yer alan 

proteinleri kodlar. Genom çapında transkripsiyon analizleri, saat kontrollü genlerin 

dokudan dokuya yalnızca yaklaşık %10 örtüştüğünü ve organlarda farklı tepe faz 

dağılımlarına sahip olduğunu göstermektedir. 
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Sirkadiyen ritmin organizma düzeyinde, çevresel gündüz/gece döngüsüne 

senkronizasyonu ışık, beslenme ve sıcaklık gibi dış düzenleyiciler aracılığıyla sağlanır. 

Memelilerde ışık, bir retina girdisi aracılığıyla hipotalamustaki suprakiazmatik 

çekirdeğini etkiler. Hipotalamusun suprakiazmatik çekirdeğinde yer alan saatin, 

vücudun her yerinde bulunan hücresel saatleri hiyerarşik bir sistemle rehberlik ettiğine 

dair önemli kanıtlar mevcuttur. SKÇ optik kiazmanın üzerinde üçüncü ventrikülün 

(kemirgenlerde) her iki yanında yaklaşık 10.000 hücreye sahiptir. Yapılan 

çalışmalarda hayvanlarda bu hücrelerin ablasyonu sonucunda sirkadiyen ritmin geri 

dönüşümsüz olarak kaybedildiği gözlemlendi. Bununla birlikte, ablasyon sonrası SKÇ 

içeren başka bir beyin dokusu transplantasyonu gerçekleşirse ritmik aktivitenin geri 

döndüğü ve geri dönen ritmik aktivitenin periyodunun ise graft SKÇ’nin genotipi 

olarak değiştiği keşfedildi. Yani eğer konakçının sirkadiyen ritmi 24 saat periyoda 

sahipken donörünki 20 saat ise doku transplantasyonu sonrası konakçının periyodu 20 

saat olarak değişir. 

İnsanlar üzerinde yapılan epidemiyolojik, genetik ve/veya deneysel çalışmalar 

hem sağlığın korunmasında hem de akut patolojilerin düzenlenmesinde 

günlük/sirkadiyen ritmin rolünü desteklemektedir. Epidemiyolojik çalışmalar, uyku 

yoksunluğu olan vardiyalı çalışanlarda, vücut kitle indeksi ve insülin direnci arttığı ve 

metabolik sendrom riskini daha fazla olduğu gösterdi. Vardiyalı çalışma veya sosyal 

jetlag (çalışma günleri ve tatil günleri arasında uyku saatlerinin yanlış hizalanması) 

tarafından indüklenen günlük/sirkadiyen uyumsuzluk, kardiyovasküler hastalık 

(KVH), diyabet, obezite ve çeşitli kanser tipler içeren birçok kronik hastalığın riskinin 

arttırmaktadır (93–95). Bu hastalıklardan meme kanseri ve tip 2 diyabet üzerine 

yapılan genomik çalışmalar sirkadiyen ritmi düzenleyen gen varyantları ile 

hastalıkların etiyolojisinin ilişkili olduğu bulunmuştur (94,95). Desenkronizasyonun 

kronik yan etkilerine ek olarak akut hastalıkların patofizyolojisi de sirkadiyen ve/veya 

diurnal ritim tarafından düzenlenebilir. Miyokardiyal iskemi (96,97) ve enfarktüs (98) 

gibi kardiyovasküler olaylar olma ihtimali hastalar için sabahları daha yüksek 

saptanmıştır. Tofler ve ark. (99) bu risk artışının arteriyel basınçtaki sirkadiyen/gece-

gündüz değişiklikleri ile ilişkili olduğunu bildirmiştir. Sabahları enfarktüs riskinin 

artışına ek olarak enfarktüs boyutlarının da büyük olması lökositlerin ritmik 
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infiltrasyonuyla ilişkili olabileceğini düşündürmüştür (100). Böylece sirkadiyen ritmin 

çeşitli hastalıkların hem ortaya çıkmasında hem de semptomların şiddetlenmesinde 

ilişkisi olduğu gösterilmektedir. 

4.4. MSS ve Sirkadiyen Ritim 

Sirkadiyen ve/veya günlük ritimler akut MSS hastalıklarının patogenezinde rol 

oynar. Bu akut yaralanmalar doğrudan-ani doku hasarı (birincil yaralanma olarak 

tanımlanır) ve birincil yaralanmaya yanıt gecikmiş hasar (ikincil yaralanma) oluşturur. 

Literatürde iskemik inme, travmatik beyin hasarı (TBH) ve omurilik hasarı (SCI) gibi 

akut MSS patolojilerinde birinci ve ikinci hasarın rolü belgelendi (89,101,102). Çeşitli 

biyolojik süreçlerin günlük/sirkadiyen ritimleri, akut yaralanmalarının her iki hasar 

aşamasını da modüle edebileceği düşünülebilir. Bu sebeple birinci yaralanmanın sebep 

olduğu doku hasarı travma anındaki diurnal/ sirkadiyen salınımın etkilediği hücre 

duyarlılığından etkilenebilirken; katlanmamış protein yanıtı, oksidatif stres yanıtı, 

DNA hasar yanıtı gibi hücresel hasarın farklı diurnal/sirkadiyen durumu ikincil hasarı 

etkileyebilir. Klinik veriler intraserebral ve subaraknoid kanama (SAK) gibi akut 

serebrovasküler yaralanmaların başlangıç şiddeti ve prognozunun diurnal ritmi 

belgelenmiştir (103). Akut MSS hasarının patogenezinde sirkadiyen saat yolunun 

rolüne ilişkin araştırmalar için bariz bir başlangıç noktası, hasarın akut/subakut fazları 

sırasında saat yolu bileşenlerinin ekspresyonunun/aktivitesinin analizidir. Örneğin, 

sıçanlarda küresel iskemiği takiben 6 saat kadar kısa bir sürede PER2’nin hipokampal 

ekspresyonundaki günlük salınımlarının tersine çevrildiği gözlemlendi (104). Bir 

başka çalışmada da lateral sıvı perküsyon modellemesiyle oluşturulan TBH’de, 

yaralanmayı takiben sırasıyla 20 veya 44 saatte SCN nöronlarında Cry1 veya Bmal1 

mRNA’nın ekspresyonun arttığı gözlendi (105). Aynı çalışmada hipokampustaki 

Bmal1, Cry1 ve Per1 ekspresyonunda azalma gözlemlendi. Benzer şekilde, sıçanlar 

SCI’den 2 gün sonra hasarlı omurilik dokusunda Bmal1, Cry1, Per2 ve Nr1d1 mRNA 

seviyelerinde azaldığı gözlemlenmiştir (106). Farelerde SCI’den 6 ve 24 saat sonrası 

Bmal1 mRNA ekspresyonu yükselirken, 12 ve 24 saatlerde düşük Bmal1 protein 

seviyeleri gözlemlenmiştir. Bmal1 ve Nr1d1 mRNA seviyelerinin deneysel otoimmün 

ensefalomiyelit modellerinde 14 gün sonra azaldığı raporlanmıştır (107). Tüm bu 
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çalışmalar MSS yaralanmaları sonrasında sirkadiyen saat mekanizmasının 

regülasyonunun bozulduğunu göstermektedir. 

Literatürde hasarın gerçekleştiği zamanın hasar sonrası prognozu etkilediğine 

dair birçok çalışma mevcut. Gün saatinin etkileri, fare orta serebral arter tıkanıklığı 

(MCAO) modellemesiyle belgelenmiştir. Operasyon saatlerinin farklı olduğu cerrahi 

deney modelinde operasyondan 72 saat sonra bakıldığında ZT15–21’de gerçekleşen 

orta serebral arter oklüzyonun ZT3–9 kıyasla hasar hacmi azaldığı daha da ötesinde 

sekonder hasar gerçekleşmesini sağlayan gecikmiş hücre ölümü ve oksidatif stres 

ZT15–21’de azaldığı gözlemlenmiş (108). Deneysel otoimmün ensefalomiyelit 

(EAE), miyelin komponentinin immün aracılı akut nöroinflamatuar hasarı ilişkili 

olması sebebiyle MS modellemesinde yaygın kullanılmaktadır. Bir çalışmada EAE 

modeli oluşturmak için deneklere ZT8 ve ZT20 2 farklı zamanda dış aşılama yapılmış 

ve ZT8 yapılan aşılama sonrası demiyelinizasyonun daha şiddetli olması ve yüksek 

pro-inflamatuar sitokin seviyesine sahip olması nedeniyle klinik semptomlarda 

kötüleştiği raporlandı (109). Bu çalışmaların da gösterdiği gibi hasarın gerçekleştiği 

zamanın hasarın sonuçları üzerine etkisi vardır. 

4.5. Rev-Erb Proteinleri 

REV-ERB, iki benzer proteini içeren nükleer reseptör ailesinin bir üyesidir. Bu 

proteinler; REV-ERBα ve REV-ERBβ’dir. REV-ERB ismi, REV-ERBα’nın 

kodlandığı Nr1d1 geni ERBA proto-oncogene geninin antisensi üzerinde 

bulunduğundan “reverse-ERB” türetilmiştir (110,111). REV-ERBβ ise Nr1d2’den 

kodlanan REV-ERBα izoformudur. REV-ERBα ve REV-ERBβ proteinlerinin 

DNA’ların spesifik bölgelerine bağlanmasına sağladığı DNA binding domain (DMD), 

neredeyse tamamı aynı iken ligand bağlanma domaini (LGB)’daki amino asitlerin 

%71 kadarı benzerdir. Tüm bu benzerliklerle beraber dokularda da benzer ekspresyon 

paterni göstermektedirler (112). REV-ERBα’nın silindiği farelerde bazı dokularda 

REV-ERBβ’nın varlığı REV-ERBα’nın yokluğunu kompanse ettiği gözlenmiştir 

(113). Tüm nükleer reseptörlerde olduğu gibi, REV-ERB α/β’ın da genlerin spesifik 

genomik bölgelerini tanıması ve bağlamasını iki çinko parmak aracılık eder (114). 

Bununla birlikte diğer nükleer reseptörlerin çoğundan farklı olarak, REV-ERB’lerin 
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ligand bağlama alanlarının C-terminal ucundaki karboksi terminal aktivasyon 

fonksiyonu 2 (AF2) yoktur. AF2 bölgesi transkripsiyonel aktivasyonu sağlayan 

koaktivatör protein paternlerini tanımasını sağlar. Bu sebeple AF2 yokluğu sebebiyle 

REV-ERB’lerin transkripyon aktivatör rolü olmadığı düşünülmektedir. Bunun yerine, 

DMD aracılığıyla RORE sekansına bağlanarak transkripsiyonel baskılayıcı gibi 

davranmaktadır. REV-ERB’lerle aynı genleri hedef alan RORE sekansını tanıyan 

transkripsiyon aktivasyonu gibi davranan retinoic acid receptor-related orphan 

receptor (ROR) ile REV-ERB’ler arasında dinamik bir etkileşim vardır (115). REV-

ERB’lerin DNA bağlanma domaininin RORE bölgesine başarılı bir şekilde 

bağlanmasıyla nuclear receptor corepressor (NCOR1) proteiniyle etkileşimde bulunur. 

Sonrasında NCOR1’ler histon deasetilaz 3 (HDAC3) enzimlerini aktive ederek 

kromatin konsedasyonunu ve deasetilasyon reaksiyonuyla transkripsiyonun 

baskılanmasını sağlar (116,117). REV-ERB sirkadiyen ritmin hücresel 

mekanizmasında saat genlerini regüle etmesi göz önüne alındığında bu döngüye bağlı 

birçok sistemi kontrol altına alabilir ve düzenleyebilir. REV-ERBα’yı APOC-III gen 

ekspresyonunun regüle ederek lipid metabolizmasında rolü gösterildi. Bir başka 

çalışmada yüksek miktarda REV-ERB insülin sekresyonunu arttırarak glikoz 

konsantrasyonunu düşürdüğü ve böylece tip 2 diyabette tedavi için bir hedef 

olabileceği düşünüldü. REV-ERB agonistlerinin kullanımının lipojenik genler Srebf1 

ve Fasn'ın ekspresyonunu azalttığı ve yağ asidi taşıyıcı gen Fatp'nin transkripsiyonel 

seviyelerini artırdığı gözlemlenmiştir. Kaslarda Rev-Erb'α aktive edildiğinde, 

mitokondri sayısında artış ve daha yüksek bir oksidatif kapasiteye olanak sağlar (118). 

Bu çalışmalar REV-ERB’nın metabolizma üzerinde etkisini göstermektedir. 

4.5.1. RevErb ve İnflamasyon 

Birçok immün hastalığın sirkadiyen paterni olduğu bilinmekle birlikte 

literatürde REV-ERB’lerin inflamasyon üzerinde regülasyonu çalışılmıştır. REV- 

ERB makrofajlarda Tlr4 baskılayıp IL–6 üretimini azalttığı ve bu sayede inflamatuar 

yanıtı durdurduğu bulunmuştur (119). Başka bir çalışmada inflamasyon ortamında 

REV-ERB disfonksiyonu Tlr4 gen ekspresyonunu artırdığı raporlanmıştır (120,121). 

Tlr4 aynı zamanda TBH’nin inflamatuar sürecinde rol aldığı bilinmektedir. 

Literatürdeki çalışmalar TLR4 eksikliği olan farelerde kontrollere kıyasla inflamatuar 
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genlerin ekspresyonunda azalma ile daha küçük beyin lezyonları gözlendi ayrıca 

TBH'nin ardından, bir TLR4 bloke edici olan VGX-1027'nin ödemde azalmaya neden 

olmuştur (122,123). TBH ve REV-ERB ayrı ayrı yapılan bu çalışmalar REV-ERB’nın 

TBH üzerinde etkisinin olabileceğini desteklemektedir. Otoimmün hastalıklarda etkin 

role sahip TH17 hücreleri IL17 salgılayarak konakçı savunmasında görevli 

proinflamatuar immün hücreleridir. Multiple skleroz için yapılan çalışmalarda bu 

hücrelerin omuriliğin inflamatuar demiyelizasyonunda rol aldığı gösterilmiştir (124). 

REV- ERB ile ilgili çalışmalarda ise REV-ERB silinmesiyle oluşturulan farelerde 

IL17 ekspresyonun arttığı ve TH17 aracılı immün hastalıkların semptomlarının 

kötüleştiği bildirilmiştir (125). 

4.5.2. RevErb ve Nöronal uyarılma 

Nöronal uyarılmanın ve eksitotoksisitenin TBH sonrası ikincil hasarda erkin rolü 

olduğu bilinmektedir. 2021 yılında yapılan bir çalışmada REV-ERB proteinin 

epilepsili hastaların beyin dokularında ifadesinin arttığı görüldü Farelerde Rev- 

erbα’nın ablasyonunun veya farmakolojik inhibisyonun, akut ve kronik nöbetlere karşı 

nöronal duyarlılığı azalttığı, Rev-erbα’nın aktivasyonun da farelerde nöbet 

duyarlılığını arttırdığı bulunmuştur (126). 
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5. MATERYAL METOT 

5.1. Deney Grupları 

Bu tez kapsamında Rev-Erbα ve Rev-Erbβ’nın akut dönem travmatik beyin 

hasarında rolünün incelenebilmesi için farelere soğukla indüklenen beyin hasarı 

modeli uygulandı. Bu model travmatik beyin hasarı için yaygın kullanılan bir hayvan 

modelidir ve patofizyolojik kaskadlar açısından travma ile önemli benzerlikler 

paylaşmaktadır (127). Çalışmanın belirlenen hedeflerine ulaşabilmesi için 8 deney 

grubu oluşturuldu. İstanbul Medipol Üniversitesi Tıbbi Araştırma Merkezi 

(MEDİTAM) tarafından temin edilen fareler aşağıda belirtilen gruplara rastgele 

dağıtıldı. Oluşturulan deney grupları; 

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

vektörünün fare beyninde herhangi bir etkisinin olup olmadığının araştırılabilmesi için 

oluşturulmuş deney grubudur. 

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

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

incelemek için oluşturulmuş deney grubudur. 

• Lv-RevErbα/β: Lenti-Ef1α-GFP–2A Puro vektörünün içerisine klonlanmış 

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

incelemek için oluşturulmuş deney grubudur. 

• Lv-RevErbα: Lv-RevErbβ: Hem Lv-RevErbα ile Rev-Erbβ aktivasyonunun 

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

incelenebilmesi için oluşturulmuş deney grubudur. 

• ScRNA: İnhibisyon plazmidinin fare beyninde herhangi bir etkisinin olup 

olmadığının analizi için içerisine fare genomunda herhangi bir geni hedef almayan gen 

dizisi yerleştirilmiş kontrol grubudur. 

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

azaltılmasının hedeflendiği deney grubudur. 
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• Sh-RevErbβ: Nr1d2 gen dizisini hedef alarak Rev-Erbβ protein seviyesinin 

azaltılmasının hedeflendiği deney grubudur. 

• Sh-RevErbα + Sh-RevErbβ: Sh-RevErbα aracılığıyla Rev-Erbα’nın ve Sh- 

RevErbβ aracılığıyla Rev-Erbβ’nın beraber inhibe edildiği deney grubudur. 

5.2. Deney Planı ve Deneyin Sonlandırması 

Deney hayvanlarının temini ve bakımı İstanbul Medipol Üniversitesi Tıbbi 

Araştırma Merkezi (MEDİTAM) tarafından gerçekleştirildi. Gerçekleştirilen bu proje 

kapsamında Rev-Erbα ve Rev-Erbβ’nın akut dönem travmatik beyin hasarında 

rolünün incelenebilmesi için akut dönemi ifade eden deney seti tasarlandı. Çalışmada 

n=8/grup olacak şekilde toplamda 64 adet Balb/c fare kullanıldı. Uygulanan viral 

transfeksiyonların hedef dokuyu enfekte etmesi yaklaşık olarak 7–10 gün sürmektedir 

(128,129). Bu nedenle fareler, travmatik beyin hasarının indüklenmesinden 10 gün 

önce virüs enjeksiyonuna tabi tutuldu. Virüs enjeksiyonlarının 10 gün sonrasında 

soğukla indüklenen travmatik beyin hasarı modeli 8 gruptaki tüm farelere uygulandı. 

Bu tez kapsamında, Rev-Erbα ve Rev-Erbβ’nın soğukla indüklenen travmatik 

beyin hasarının akut döneminde etkisinin incelenmesi hedeflenmiştir. Rev-Erbα ve 

Rev-Erbβ’nın kan beyin bariyeri geçirgenliğine, beyin ödemine, enfark hacmine, 

nöronal sağkalım oranına, hücresel sinyal mekanizmalarında görev alan proteinlere 

etkisinin incelenebilmesi için travmatik beyin hasarının indüklenmesinden 10 gün 

önce beyin içi enjeksiyon ile korteks bölgesine Lv-GFP, Lv-RevErbα, Lv- RevErbβ, 

Lv-RevErbα + Lv-RevErbβ, scRNA, sh-RevErbα, sh-RevErbβ, sh-RevErbα+ sh-

RevErbβ enjeksiyonları yapıldı. On gün sonra farelere soğukla indüklenen travmatik 

beyin hasarı indüklendi. Akut dönem deney grupları hasardan 72 saat sonra %4 

izofloran (%30 O2, geri kalan N2O) ile derin anestezi uygulanarak sakrifiye edildi. 

Çıkarılan beyinler, kuru buz üzerinde donduruldu ve analiz için –80°C’de muhafaza 

edildi. Ayrıca 8 deney grubundan elde edilen korteks dokularına proteomik yöntemi 

uygulanarak protein analizleri yapıldı. 
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Şekil 5.2.1. Deney planı 

5.3. Moleküler Klonlama Çalışmaları 

5.3.1. Rev-Erbα/β (Nr1D1/Nr1D2) için primer dizaynı 

Tamamlanan bu tez kapsamında hücre kültürü ortamında ve özellikle farelerde 

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

yüksek miktarda virüs partikülü elde edilmesi gerekmektedir. Bu amaçla 

laboratuvarlarımızda rutin olarak hem in vivo hem de in vitro ile uyumlu olan ikinci 

jenerasyon lentiviral vektörleri bu projede kullanılmıştır. Rev-Erb α/β protein seviyesi 

arttırabilmek için GFP protein anlatımı içeren bisistronik vektör (Lenti-Ef1α-GFP–

2A-Puro Vector, ABM) kullanıldı. Rev-Erb α/β protein anlatımını inhibe etmek için 

ise Dharmacon firmasından ticari olarak satın alınmış olan hazır alınmış olan 

plazmidler (Nr1d1 mEF1a-TurboRFP shRNA, glycerol set (Catalog ID: V3SM11244–

10EG217166; Kit Components: V3SM11241–234939357, V3SM11241–236584144, 

V3SM11241–234273745) ve Nr1d2 mEF1a-TurboRFPshRNA, glycerol set (Catalog 

ID: V3SM11244–10EG353187 Kit Components: V3SM11241–237715912, 

V3SM11241–234624373, V3SM11241–235996939)) kullanıldı. Ayrıca, virüs üretimi 

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

plazmidi olarak pMD2.G (https://www.addgene.org/12259/) kullanıldı. 
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Şekil 5.3.1. Primer dizilimi ve kesim enzimleri 

5.3.2. Polimeraz zincir reaksiyonu ile Nr1d1/Nr1d2 genlerinin çoğaltılması 

Rev-Erbα’nın protein seviyesini arttırmak amacıyla insan nükleer reseptör ailesi 

1 grup D üyesi 1 (NR1D1) (Rev-Erbα) geninin kodlama bölgesi (NM_021724.5) insan 

SH-SY5Y hücre hattından üretilen cDNA kullanılarak ileri primer (5’-AGT CAA 

CCG GTA TGA CGA CCC TGG ACT CCA–3’) ve geri primer (5’-AGT CAG GAT 

CCT CAC TGG GCG TCC ACC CG–3’) yardımıyla polimeraz zincir reaksiyonu 

(PZR) ile çoğaltıldı (Tablo 5.3.2.1-2). 

Rev-Erbβ’nın protein seviyesini arttırmak amacıyla insan nükleer reseptör ailesi 

1 grup D üyesi 2 (NR1D2) (Rev-Erbβ) geninin kodlama bölgesi (NM_005126) insan 

SH-SY5Y hücre hattından üretilen cDNA’sından ileri primer (5’- AGT CAG GTA 

CCA TGG AGG TGA ATG CAG GAG G–3) ve geri primer (5’- AGT CAG TCG 

ACT TAA GGG TGA ACT TTA AAG GCC A) yardımıyla polimeraz zincir 

reaksiyonu (PZR) kullanılarak çoğaltıldı (Tablo 5.3.2.1-2). 
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Tablo 5.3.2.1. Nr1d1/ Nr1d2 genleri için PZR hesaplamaları. 

Nr1d1/ Nr1d2 Miktar 

cDNA 1.0 µl 

iProff 0.2 µl 

5x iProff Buffer 4.0 µl 

İleri Primer 0.4 µl 

Geri Primer 0.4 µl 

dNTP 0.4 µl 

dH2O 13.6 µl 

Toplam 20.0 µl 

 

Tablo 5.3.2.2. Nr1d1/ Nr1d2 genleri için PZR termal döngüsü. 

Termal Döngü   Süre 

•98ºC (Başlangıç Denatürasyonu) 30 sn 

98ºC (Denatürasyon) 10 sn 

68-70ºC (Bağlanma) 10 sn x34 döngü 

72ºC (Uzama) 1 dk 

72ºC (Son Uzama) 2 dk 

4ºC ∞ 
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PZR reaksiyonu sonrasında elde edilen örnekler 120 Voltta %1’lik agaroz jel 

(%1 oranında RedSafe (21141, Intron)) içerisine yüklenerek yürütüldü. Daha sonra jel 

Chemidoc MP görüntüleme sistemi (1708280, Biorad) yardımıyla görüntülendi.  

 

Şekil 5.3.2.1. NR1D1 gen dizisinin PCR ile çoğaltılması ve agaroz jel elektroforez 

görüntüsü. 

 

Şekil 5.3.2.2 NR1D2 gen dizisinin PCR ile çoğaltılması ve agaroz jel elektroforez 

görüntüsü. 

5.3.3. Nr1D1/Nr1D2 DNA örneklerinin agaroz jelden izolasyonu 

Nr1D1 için 1845, Nr1D2 için 1740 baz çiftine denk gelen bant UV lambası 

yardımıyla jelden kesilip kit (Zymoclean Gel DNA Recovery Kit, Cat: D4001) 
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kullanılarak agaroz jelden DNA izolasyon işlemi gerçekleştirildi. Kısaca, agaroz jelin 

içerisindeki ilgili bant bölgesi kesilerek ependorf içine alınıp tartıldı. Sonrasında jelin 

ağırlığının üç katı kadar agaroz çözücü tampon solüsyonu eklenerek 55ºC’de 

inkübasyonu gerçekleştirildi. Ardından erimiş jel, kullanılan kit ile gelen zymo-spin 

kolona aktarılarak santrifüj işlemi yapıldı. Santrifüj aralarında DNA yıkama tamponu 

ile yıkama işlemleri gerçekleştirilerek jelden izolasyon işlemi gerçekleştirildi. En son 

distile su ile elüsyon aşaması yapıldı. 

5.3.4. Nr1d1/Nr1d2 genlerinin restriksiyon enzimleriyle kesilmesi 

Nr1D1 gen bölgesinden elde edilen DNA örneği ve klonlamanın yapılacağı 

Lenti-Ef1α-GFP–2A-Puro vektörü AgeI (FD1464, Thermo Fisher) ve BamHI 

(FD0054, Thermo Fisher) kesim enzimleriyle 37°C’de kesildi. Kesim işlemleri için 

yapılan hesaplamalar aşağıdaki tabloda verilmiştir (Tablo 5.3.4.1.). 

Tablo 5.3.4.1. Nr1d1 ile Lenti-Ef1α-GFP–2A-Puro vektörünün restriksiyon enzimleri 

ile kesim hesaplamaları. 

Nr1D2 gen bölgesinden elde edilen DNA örneği ve klonlamanın yapıldığı Lenti-

Ef1α-GFP–2A-Puro vektörü KpnI (FD0524, Thermo Fisher) ve SalI (FD0644 Thermo 

Fisher) kesim enzimleriyle 37°C’de kesildi. Kesim işlemleri için yapılan hesaplamalar 

aşağıdaki tabloda verilmiştir (Tablo 5.3.4.2.). 
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Tablo 5.3.4.2. Nr1d2 ile Lenti-Ef1α-GFP–2A-Puro vektörünün restriksiyon enzimleri 

ile kesim hesaplamaları. 

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

Kesim işlemleri gerçekleştirilen örneklere kit yardımıyla DNA temizleme 

metodu uygulanarak kesim işleminin artıklarından uzaklaştırma ve DNA’yı 

saflaştırma protokolü uygulandı. Bu aşama için Zymo DNA Clean and Concentrator 

kiti (D4003T, Zymo Research) kullanıldı. İşlem kısaca şu şekilde gerçekleştirildi; 

vektör için iki kat, PCR örnekleri için ise beş kat bağlayıcı buffer konularak kitin 

içeriğindeki kolonlara bu karışım aktarıldı ve santrifüjle kolondaki filtreye bağlanması 

sağlandı. Ardından yıkama solüsyonu ile artıklardan tamamen arındırıldı. Son olarak 

elüsyon işlemi gerçekleştirildi ve IMPLEN (IMPLEN, P330, Germany) cihazında 

ölçümü yapıldı. 

5.3.6. Nr1d1/Nr1d2 ürünleri için ligasyon işleminin gerçekleştirilmesi 

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

enzimi vasıtasıyla PZR ürünlerinin uygun kesim enzimleri ile kesilmiş olan lentiviral 

vektöre ligasyonu (birleştirme işlemi) sağlandı. Ligasyon işleminden sonra 1 µl 

ligasyon ürünü 100 mM CaCl içerisinde kompetent hale getirilmiş 50 µl Stbl3 bakteri 

karışımının üzerine eklenerek 1 saat süresince kırık buz üzerinde inkübe edildi. 
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Sonrasında ısı şoku yöntemi kullanılarak klonlama ürünlerinin bakterilerin içine 

girmesi sağlandı. Bu işlemin ardından bakteriler kanamisin antibiyotiği içeren LB agar 

plakaların üzerine yayılarak 16 saat süresince 37°C’de inkübe edildi. Ertesi gün 

kanamisin direncine bağlı olarak ortaya çıkan koloniler alınarak plazmid izolasyonu 

işlemi kit (D4054, Zymo Research) kullanılarak gerçekleştirildi. 

Şekil 5.3.6.1. Rekombinant vektör oluşum mekanizması. 

5.3.7. Nr1D1/Nr1D2 plazmidlerinin restriksiyon enzimleriyle kesilerek kontrol 

edilmesi 

Elde edilen plazmidlerin gerçekten istenilen gen dizilerini içerisine alıp 

almadığının kontrolü için bakterilerden izole edilen kolonilerden elde edilen 

plazmidler kesim enzimleri ile kesildi. Bu amaçla Rev-Erbα için AgeI ve BamHI 

kesim enzimleri, Rev-Erbβ için ise KpnI ve SalI kesim enzimleri kullanılarak 

plazmitler kesildi. Elde edilen ürünler %1 agaroz jel (%1 RedSafe) kullanılarak 

yürütüldü ve sonrasında Chemidoc MP görüntüleme sistemi kullanılarak kolonilerin 

kontrolleri gerçekleştirildi. 



30 

Şekil 5.3.7.1. Nr1D1/Nr1D2 plazmidlerinin jel görüntüleri 

5.3.8. RevErbα ve RevErbβ inhibisyon plasmidlerinin klonlanması 

Rev-Erbα’nın üretiminden sorumlu olan gen Nr1d1’in ve Rev-Erbβ’nın 

üretiminden sorumlu olan gen Nr1d2’nin gen düzeyinde susturabilmek için 

Dharmacon firmasından hazır alınan plazmidler (Nr1d1 mEF1a-TurboRFP shRNA, 

glycerol set (Catalog ID: V3SM11244–10EG217166; Kit Components: V3SM11241– 

234939357, V3SM11241–236584144, V3SM11241–234273745) ve Nr1d2 mEF1a-

TurboRFP shRNA, glycerol set (Catalog ID: V3SM11244–10EG353187 Kit 

Components: V3SM11241–237715912,  V3SM11241–234624373,  V3SM11241–

235996939)) kullanıldı. Nr1d1 geninin protein üretim bölgesini hedef alan üç farklı 

plazmid hücre kültürü ortamında denendi. En yüksek protein susturma işlemini 

gerçekleştiren plazmid seçilerek çalışmalarda kullanıldı. Aynı işlemler Nr1d2 genini 

hedef alan üç plazmid için de uygulandı. 

5.3.9. Nr1d1 ve Nr1d2 plazmidlerinin yüksek miktarda üretilmesi 

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

yüksek miktarda virüs partikülüne ihtiyacımız vardı. Bu nedenle yukarıda bahsedilen 

plazmidlerin yüksek miktarlarda üretimi gerekmektedir. Bu amaçla uygun 

konfirmasyona sahip plazmidler (hücre kültürü ortamında RevErbα ve RevErbβ 

protein seviyelerini istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde arttıran veya azaltan) 

bakterilere transformasyon işlemi ile verildikten sonra sıvı besi yeri olan LB-Broth 
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içerisine bu bakteriler verildi. Bakterilerin sadece istenilen plazmidleri 

çoğaltabilmeleri için Lenti-Ef1α-GFP–2A-Puro vektör içerisine klonlanan örnekler 

(Lv-RevErbα, Lv-RevErbβ ve Lv-GFP) için kanamisin, Lentiviral pLVTHM 

vektörüne klonlanan sh-RevErbα, sh-RevErbβ, paketleme işleminde kullanıldı psPAX 

ve pMD2.G plazmidleri için ise ampisilin antibiyotiği kullanıldı. Bakteri karışımları 

16 saat süresince 37°C’de çalkalayıcı inkübatör içerisinde inkübe edildi. Ertesi gün 

bakterilerden yüksek ölçekli ve endotoksin içermeyen plazmit izolasyonu sağlayan bir 

kit kullanılarak (D4203, MaxiPrep Zymo Research) plazmitlerin izolasyonu yapıldı. 

5.3.10. Yüksek Miktarda Lentivirüs Üretimi ve Saflaştırılması 

Virüs paketlemesi için lentivirüs paketleme çalışmalarında uzun yıllardır rutinde 

HEK293T hücre hattı kullanılmaktadır. Kültür besiyeri (DMEM, P04–01158, Pan 

Biotech) içerisine %10 Fetal sığır serumu (FBS; P30–1985, Pan Biotech), esansiyel 

olmayan amino asitler (P08–32100, Pan Biotech) ve %1 oranında stabil glutamin 

(Glutamax-I;35050, Gibco) eklenerek HEK293T hücrelerine uygun bir ortam 

sağlandı. Hücreler %5 CO içeren 37°C inkübatörde (Heracell 150i, Thermo Fisher) 

inkübe edildi. Hücrelerin çoğalması günlük olarak takip edildi.Takiplerde belli bir 

doluluk yüzdesine ulaşan hücrelere (yaklaşık 3 günde bir) alt kültürleme işlemleri 

gerçekleştirildi. Virüs üretimi için 10 cm’lik petri kaplarına 7 milyon HEK293T 

hücresi ekimi yapıldı. Ertesi gün 7 µg ekspresyon plazmidi (Lv-Rev-Erb α, Lv-Rev- 

Erb β, Lv-Rev-Erb α + Lv-Rev-Erb β veya GFP) veya shRNA plazmidi (Sh-Rev-Erb 

α, Sh-Rev-Erb β, Sh-Rev-Erb α + Sh-Rev-Erb β veya scRNA), 7 µg psPAX ve 3.5 µg 

pMD2.G plazmidi Lipofectamin 3000 (L3000015, Thermo Fisher) transfeksiyon kiti 

kullanılarak hücrelere verildi. Lipofectamine 3000 ile oluşturulan DNA-lipit 

kompleksi, hücrelerin üzerine damla damla yavaşça eklenerek 6 saat boyunca %5 CO 

37°C inkübatörde (Heracell 150i, Thermo Fisher) inkübasyona bırakıldı. 6 saat 

sonunda hücrelerin kültür ortamı taze kültür ortamı ile değiştirildi. Transfeksiyondan 

24 ve 52 saat sonra kültür ortamları toplanarak 2000 rpm’de +4 °C’ de 10 dk santrifüj 

edildi. Sonrasında örnekler 0,45 µm’lik filtrelerden geçirilerek ultrasantrifüj tüplerine 

(344058, Beckman Coulter) alındı. +4 °C, 100,000 g’de 120 dk santrifüj edilen 

örneklerden elde edilen pellet dPBS kullanarak çözünmesi sağlandı. Alikotlar halinde 

–80 °C’de saklandı.



 

32 

 

 

Şekil 5.3.10.1. HEK293T hücre besiyerleri toplandıktan sonra plakalardaki enfekte 

olmuş hücrelerin mikroskop görüntüsü A) Lv-GFP. B) Lv-RevErbα. C) Lv-RevErbβ. 

D) ScRNA. E) Sh-RevErbα. F) Sh-RevErbβ. 

5.3.11. Virüs Titrasyonunun Belirlenmesi 

İlk olarak 6-kuyucuklu hücre plakasına HCT116 hücre hattının ekimi yapılıp 

ekilen hücrelerin plaka yüzeyini tutması için 1 gece boyunca %5 CO içeren 37°C 

inkübatörde hücreler bekletildi. Ertesi gün plakaya ekilen HCT116 hücrelerinin 

üzerine dPBS kullanılarak seri dilüsyonla hazırlanan virüs çözeltileri eklendi. Virüs 

eklendikten 24 saat sonra hücrelerin bulunduğu sıvı besi yeri yeni taze besiyeriyle 

değiştirilip 48 saat bekletildi. Virüslerin eklenmesinden 72 saat sonra titrasyon 

belirleme çalışmaları yapıldı. Bunun için hücreler önce 750 µl dPBS ile yıkandı. Daha 

sonrasında 200 µl %0,25’lik tripsin/ EDTA (25200056, Gibco) kullanılarak hücrelerin 

plakadan ayrılması sağlandı. Mevcut enzimatik aktiviteyi durdurmak amacıyla 750 µl 

hücre kültürü besiyeri hücrelerin üzerine eklendi. Bu işlemden sonra 500 g’de 5 dk 

süresince santrifüj yapılarak çöktürülen hücreler %1 PFA içeren dPBS içerisinde 

fiksasyonu sağlanıp tekrar çöktürüldü. Tüm bu işlemlerin sonunda dPBS içerisinde 

süspansiyon elde edildi. Daha sonra, Akış sitometrisi cihazı (Cell Sorter, BD Influx) 

kullanılarak GFP pozitif hücreler analiz edilecek ve virüs titrasyonu hesaplandı. Bütün 

gruplara 1.6 x 108 virüs partikülü 2 µl 0,1 M PBS içinde beyin içi enjeksiyon ile korteks 
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seviyesine verildi (129,130). Titrasyon ve hacim belirlenmesinde daha önce yapmış 

olduğumuz çalışmalar dikkate alınmıştır (128). 

5.4. Deney Hayvanı Çalışmaları 

5.4.1. Beyin içi enjeksiyon yöntemiyle virüslerin verilmesi 

Viral transfeksiyonların hedef dokuyu enfekte etmesi yaklaşık olarak 7–10 gün 

sürdüğü için travmatik beyin hasarından 10 gün önce farelere virüs enjeksiyonları 

uygulandı.8–12 haftalık ve 25–30 gram ağırlığındaki erkek Balb/c fareleri gaz anestezi 

sistemi ile (%1 İzofluran (N0015A09, Adeka)) (%30 O2, kalanı N2O)) anesteziye 

alındı. Fareler stereotaktik çerçeveye yerleştirildikten sonra bregmanın 2,5 mm 

lateraline ve 2,5 mm arkasına denk gelen nokta tur aleti vasıtasıyla delindi ve dura 

yüzeyinin 0,5 mm altındaki korteks bölgesine Lv-GFP, Lv-RevErbα, Lv-RevErbβ, Lv- 

RevErbα + Lv-RevErbβ, scRNA, sh-RevErbα, sh-RevErbβ, sh-RevErbα + sh- 

RevErbβ verildi (131,132). Enjeksiyon sonrasında açılan yara 5,0 ipek dikiş ipliği 

(S1165, Doğsan, Türkiye) kullanılarak kapatıldı. Enjeksiyondan 10 gün sonra 

travmatik beyin hasarı operasyonları gerçekleştirildi. 

5.4.2. Travmatik beyin hasarı operasyonları 

TBH için hayvanlar, yaygın olarak kullanılan bir hayvan modeli olan ve 

patofizyolojik kaskadlar açısından travma önemli benzerlikler paylaşan soğuk 

kaynaklı travmatik beyin hasarına maruz bırakıldı (128). Bu modelde, klinikte görülen 

travmatik beyin hasarı deney hayvanında soğukla indüklenerek oluşturuldu. 

Hayvanlara %1,5 izofluran (%30 O2, kalan N2O) ile anestezi uygulandı. Deney 

boyunca rektal sıcaklık homeotermik örtü ile 36.5-37 ° C arasında tutuldu. Fareler 

stereotaktik çerçeveye sabitlendikten sonra nokta tur aleti kullanılarak pariyetal 

kraniotomi yapıldı (3 mm çapında; dairenin merkezi bregmanın 2,5 mm lateralinde ve 

2,5 mm arkasında bulunur). Travmatik hasar, 60 saniye doğrudan dura üzerine 

yerleştirilen ve çıkartılan sıvı nitrojen soğutmalı bakır prob (uç çapı 2.5 mm) 

kullanılarak gerçekleştirildi. Daha sonra kafa derisi ipek dikiş ipliği kullanılarak 

kapatıldı (127). Daha sonra hayvanlar, travma sonrası iyileşme için dinlenme 

odalarında tutuldu. 
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Şekil 5.4.2.1. Travmatik beyin hasarı uygulaması. 60 saniye doğrudan dura üzerine 

yerleştirilen ve çıkartılan sıvı nitrojen soğutmalı bakır prob (uç çapı 2.5 mm) 

kullanılarak gerçekleştirildi. 

5.5. Cryostat Cihazıyla Beyinlerin Kesilmesi 

Beyin içi enjeksiyonla virüs verilip travmatik beyin hasarına maruz bırakılan 

farelerin beyinlerinden ikişer mm aralıklarla 20 μm kalınlığında koronal kesitler 

pozitif yüklü camlar üzerine alındı. Alınan doku kesitleri 30 dakika süresince 40°C’ye 

ayarlanmış olan ısıtıcı tabla üzerinde fikse edildi. Fiksasyon sonunda pozitif yüklü 

camlar immün boyamalar yapılıncaya kadar –80 °C dolaplarda saklandı. 
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Şekil 5.5.1. Cryostat cihazı. 

5.6. İmmün Boyamalar 

Bu proje kapsamında elde edilen fare beyinlerinden ikişer mm aralıklarla 20 μm 

kalınlığında alınan koronal kesitlere aşağıdaki immün boyamalar uygulandı. 

5.6.1. Apoptotik hücre tayini 

İkişer mm aralıklarla 20 μm kalınlığındaki koronal kesitlerde apoptozun son 

aşamasında gerçekleşen DNA parçalanması esnasında oluşan DNA kırılmalarını tespit 

eden TUNEL (11684795910, Roche) boyaması kullanıldı. İlk olarak alınan doku 

kesitleri yıkanmadan önce apoptotik hücrelerdeki DNA kırılma kaybını önlemek için 

%4 Paraformaldehit (PFA) ile fikse edildi. Fiksasyon işlemini takiben PBS ile 

yıkanacak olan kesitler oda sıcaklığında keçi serumu (NGS, G9023, Sigma Aldrich) 

ile bloklandı. TUNEL kiti içinde bulanan enzim ve substrattan elde edilen karışım 

örnekler üzerine eklenerek 37°C’de 70 dk boyunca reaksiyonun gerçekleşmesi 

sağlandı. Reaksiyon PBS ile sonlandırıldı. DAPI (D9542, Sigma Aldrich) ile çekirdek 

boyaması yapıldı. Floresan ışımanın solmasını engelleyici kapatma sıvısı (F4680, 

Sigma Aldrich) kullanılarak lamel ile kesitler kapatıldı. Örnekler LSM 780 (Carl 

Zeiss) konfokal mikroskopu kullanılarak görüntülendi. Bu ipsilateral korteks 
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seviyesinden belirlenen 62.500 μm’lik farklı alanlardan TUNEL ve DAPI pozitif 

hücreler sayılarak analiz edildi (127). 

5.6.2. Nöronal sağkalım analizi 

Nöronal sağ kalımın belirlenebilmesi için farelerden alınan ikişer mm aralıklarla 

20 μm kalınlığında koronal kesitlere NeuN immün boyaması yapıldı. Alınan beyin 

doku kesitleri %4 Paraformaldehit (PFA) fikse edilip fiksasyon işlemi sonrası kesitler 

PBS ile yıkandı. Fikse kesitler daha sonra 0,1M PBS içerisine, %0,3 Triton-X100 ve 

%10 normal keçi serumu hazırlanan solüsyonla oda sıcaklığında 1 saat boyunca 

bloklandı. Kesitler 0,1M PBS ile tekrar yıkanıp ardından Alexa Fluor 555 konjuge 

NeuN Cy3 (MAB377C3, Chemicon) ile 4°C’de gece boyunca inkübe edildi. Ertesi 

gün, kesitlere 4’,6-diamidino–2-fenilindol (DAPI) ile çekirdek boyaması yapılarak 

floresan ışımanın solmasını engelleyici kapatma sıvısı (F4680, Sigma Aldrich) 

kullanılarak lamel ile kesitler kapatıldı (133). Korteksten belirlenen 62.500 μm2’lik 

farklı alanlardan NeuN ve DAPI pozitif hücreler sayılarak nöronal sağkalım oranı 

tespit edildi. 

5.6.3. Kan beyin bariyeri geçirgenliği analizi 

Beyin hasarını takiben oluşan kan-beyin bariyerinin (KBB) bozuklukları, doku 

kesitlerinde immünohistokimyasal yöntemlerle tespit edilebilen serum proteinlerinin 

ekstravazasyonuna yol açar. Bu sebeple KBB geçirgenliğini IgG ekstravazasyon 

analiz yöntemiyle değerlendirildi. IgG boyaması için Vectostain Elite ABC HRP 

Reagent, R.T.U. (pk–7100, Vector Laboratories) kiti kullanıldı. Mevcut kitin 

protokolü uygulanarak boyama işlemleri yapıldı. AxioZoom mikroskobu (Carl Zeiss) 

altında örneklerin görüntülenmesi sağlandı. Kan beyin bariyeri geçirgenliği Image J 

programı ile analiz edilecek ve bozulma oranı hesaplandı (133). 

5.6.4. Beyin ödemi ve hasar hacmi 

Hasar hacminin değerlendirilmesi için Cresyl violet boyaması yapıldı. Bu sayede 

hasar sonrası hayatta kalan hücreler boyandı ve hasar alanı tespit edildi. Beyin hasarı 

ve ödem analizi için deney setlerinden alınan ikişer mm aralıklarla 20 μm 

kalınlığındaki koronal kesitlere cresyl violet boyaması yapıldı ve Image J programı 
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kullanılarak ipsilateral ve kontralateral hemisferlerin alanları, hasarın hacmi (mm3) ve 

beyin ödemi hesaplandı (127,131). 

5.7. Western Blot 

TBH sonrasında farelerin hasarlı korteks seviyesinden alınan doku 

örneklerinden RIPA tampon çözeltisi (R0278-50ML, Sigma Aldrich) kullanılarak 

protein izolasyonu yapılmıştır. RIPA tampon solüsyonunun içerisine 1:100 oranında 

proteaz ve fosfataz inhibitör kokteyli (5782, Cell Signaling) eklenmiştir. Doku 

örnekleri bu çözelti içinde iyice homojenize edildikten sonra 15 dk süresince buz 

üstünde bekletilmiştir. İnkübasyon sonrasında doku örnekleri +4 ºC’de 14.000 rpm’de 

15 dk süresince santrifüj edilmiştir. Bu işlemden sonra süpernatant kısmı alınmış ve 

sonrasında protein karışımının konsantrasyonu Qubit 3.0 Fluorometer cihazı (Q33216, 

Invitrogen) kullanılarak belirlenmiştir. Qubit 3.0 cihazıyla protein ölçümü yapabilmek 

için örnekler 1:50 oranında dH2O aracılığıyla seyreltilmiştir. Sonrasında Qubit protein 

analiz kiti (Q33211, Invitrogen) kullanılarak örneklerin konsantrasyonları 

belirlenmiştir. 

Şekil 5.7.1. Qubit 3.0 cihazı. 

Protein konsantrasyon ölçümünden sonra her örnek için 20 µg 

konsantrasyonunda protein, 2x Laemmli örnek solüsyonu (1610737, Biorad) ve dH2O 

kullanılarak Western blot için örnekler hazırlandı. Mini-PROTEAN Tetra Vertical 

Electrophoresis Cell for Precast Gels içerisine 10x Tris/Glycine/SDS (1610732, 

Biorad) solüsyonu dH2O aracılığıyla 1:10 oranında seyreltildikten sonra eklenmiştir. 
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Bu işlemden sonra Mini-Protean TGX Precast protein jeli (4569033, Biorad) tankın 

içerisine yerleştirilmiştir. Kuyucuklar iyice yıkandıktan sonra örnekler kuyulara 

yüklenmiştir. Dikey elektroforez sonrasında proteinler jelden PVDF (Poli-viniliden 

florür) membrana (162-0174, Biorad) Trans-blot turbo transfer sistemi (1704155 

Biorad) kullanılarak aktarılmıştır. 

      Şekil 5.7.2. Trans-Blot Turbo transfer sistemi. 

PDVF membranlar 50 mM Tris-Buffered Saline (TBS-T) (%0.1 Tween içeren 

tamponlanmış Tris saline) ile hazırlanan %5 yağsız süt tozu (sc-2325, Santa Cruz 

Biotechnology) ile oda ısısında 1 saat bloklandıktan sonra TBS-T ile yıkanan 

membranlar bir gece Rev-Erbα (#13418, Cell Signaling), Rev-Erbβ (398252, Santa 

Cruz Biotechnology) veya β-Aktin (4970, Cell Signaling) antikorları ile bir gece 

süresince inkübe edilmiştir. Ertesi gün PVDF membranlar yıkandıktan sonra birincil 

antikorlara göre uygun Horseradish Peroksidaz enzimi ekli olan ikincil antikor (31460, 

Thermo Fisher Scientific) %5 yağsız süt tozu içerisinde uygulanmıştır. Membranlar 

oda sıcaklığında bir saat süresince ikincil antikorlar ile inkübe edildikten sonra 

WesternBright ECL kiti (K-12045-D20, Advasta) yardımıyla ve Chemidoc MP 

görüntüleme sistemi (1708280, Biorad) kullanılarak proteinler görüntülenmiştir. 
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    Şekil 5.7.3. Chemidoc MP görüntüleme sistemi. 

Western Blot sonunda elde edilen membran görüntüleri bilgisayar programı (Image J; 

National Institute of Health) yardımıyla yoğunluk farkına göre analiz edilmiştir. 

5.8. Proteomik Analizler 

5.8.1. FASP (Filter-Aided Sample Preparation) protokolü 

Filtrasyon temeliyle çalışan bu ürünle, protein denatürasyonu için kullanılan 

ürenin fazlası veya kütle spektrometresinde girişime neden olan SDS deterjanın gibi 

alt akım proseslerde oluşan veya kullanılan kimyasallar ortamdan uzaklaşması 

sağlandı. Bu amaçla 50 µg protein örneğinin üzerine 50 mM amonyum bikarbonat 

ortamında 50:1 veya 100:1 oranında tripsin enzimi ile muamele edildi. Sonrasında 

örnekler 37 °C’de 16 saat süresince inkübe edildi. Ertesi gün 14,000 g’de 10 dk 

süresince santrifüj edilip elde edilen peptitler liyofilizatör cihazı kullanılarak liyofilize 

hale getirildi. Bu aşama sonrasında liyofilize halde bulunan peptitler istenilen miktarda 

%0,1 konsantrasyonunda formik asit ile çözdürülüp son konsantrasyonu 100 ng/µL 

olacak şekilde hazırlanmıştır. 
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5.8.2. Sıvı Kromatografisi-Kütle Spektrometresi (Lc-Ms/Ms) Analizi 

FASP protokolü kullanılarak elde edilen peptitler SYNAPTG2-Si yüksek 

çözünürlüklü kütle spektrometresi ile birleştirilmiş ACQUITY UPLC M sınıfına 

yüklenerek hesaplandı. 

    Şekil 5.8.2.1. LC-MS/MS cihazı. 

Kolonlar %97 mobil faz A (%0,1 FA içeren UHPLC’li su) ve sıcaklık 55 oC’ ye 

ayarlandı. Peptitler analitik kolona trap kolondan (Symmetry C18, 5 μm, 180 μm i.d. 

× 20 mm, Waters), analitik kolona 90 dk dereceli ayrıştırma ile trap kolonundan (CSH 

C18, 1,7 μm, 75 μm i.d. × 250 mm, Waters) ayrıştırıldı. Bu ayrıştırma işlemi %0,1 FA 

(h/h) içeren, gradyeni %4’den %40’a olan ACN ile dakikada 0,400 µl akış hızıyla 

yapılması sağlandı. MS ve MS/ MS taramalarının pozitif iyon modu ile 0,7 saniyelik 

döngülerle taramalar yapılarak on volt düşük çarpışma enerjisi ve 30V yüksek 

çarpışma enerjisi olarak ayarlandı. İyonlar, iyon hareketlilik ayrımı ile ayrıştırıldı. 

Dalga hızı, tam IMS döngüsü boyunca 1000’den 55 m/s’ ye yükseltildi. Hareket 
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kabiliyeti için serbest bırakma süresi 500 μs, trap yüksekliği 15 V olarak ayarlandı. 

IMS dalga gecikmesi, kapanın serbest bırakılmasından sonra hareketlilik ayrımı için 

1000 μs idi. Prekürsör iyon ön seçimi olmaksızın, 50–1900 m / z aralığındaki tüm 

iyonlar çözünürlük modunda parçalanması sağlandı. Waters marka quadrupole-TOF 

hibrid analizörlere sahip aynı zamanda gaz ortamında iyonları alıkoymak suretiyle 

peptit ayrımına sıvı kromatografisinden farklı prensiple katkı sağlayan iyon mobilite 

özelliğine sahip yüksek çözünürlüklü Synapt G2-Si cihazı ile her biri 90 dakika süren 

ve yukarıda bahsedilen rutin analizlerde kullandığımız protokol uygulandı. Buradan 

elde edilen ham data PLGS Threshold Inspector ve PLGS 3.0.1 biyoinformatik araçları 

kullanılarak protein tayini yapıldı. Fazla sayıda örneğin toplu halde karşılaştırmalı 

analizli için Progenesis QIP yazılımı kullanılarak gerekli istatistiksel hesaplamalar da 

yapılarak gruplar arasında ekspresyonu farklı olan proteinler tespit edildi (134–137). 

5.9. İstatistiksel Analizler 

Gruplar arasındaki (Lv-GFP, Lv-RevErbα, Lv-RevErbβ, Lv-RevErbα + Lv- 

RevErbβ, scRNA, sh-RevErbα, sh-RevErbβ, sh-RevErbα + sh-RevErbβ veya Kontrol) 

farklılıkların belirlenmesi için istatistiksel analizler SPSS programı (Ibm) kullanılarak 

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

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

anlamlı farklılık testiyle (least significant difference, LSD test) analiz edildi. Ayrıca, 

LC-MS/MS verileri için anlamlılık bağımsız örneklem t-testi (independent samples t 

test) yapılarak hesaplandı. Bütün değerler ortalama ± standart sapma olarak verildi, 

*p<0,05 ve **p<0,01 istatistiksel anlamlı olarak kabul edildi (133,138).
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6. BULGULAR

6.1. Lentivirüs Etkinliğinin Western Blot Yöntemiyle Gösterimi 

Tez çalışması kapsamında üretilen lentivirüslerin fare korteks seviyesinde 

RevErbα veya RevErbβ protein ifadesi üzerine etkilerini araştırmak için beyin içi 

enjeksiyon yapılan hemisferden alınan doku örneklerinden Western blot yöntemiyle 

RevErbα veya RevErbβ protein seviyeleri analiz edilmiştir. 
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Şekil 6.1.1. Lv-GFP ve Lv-RevErbα’nın RevErbα protein ifadesi üzerine etkisi. Veri 

ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. **p<0.01 Lv-GFP grubuna göre 

istatistiksel anlamlılığı göstermektedir. 

Lv-RevErbα uygulamasının kontrol grubuna (Lv-GFP) RevErbα protein 

ifadesini istatistiksel olarak anlamlı ölçüde (p<0.05, bağımsız örneklem t-testi) 

artırdığı tespit edilmiştir. 
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Şekil 6.1.2. Lv-GFP ve Lv-RevErbβ’nın RevErbβ protein ifadesi üzerine etkisi. Veri 

ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. **p<0.01 Lv-GFP grubuna göre 

istatistiksel anlamlılığı göstermektedir. 

Lv-RevErbβ uygulamasının kontrol grubuna (Lv-GFP) RevErbβ protein 

ifadesini istatistiksel olarak anlamlı ölçüde (p<0.05, bağımsız örneklem t-testi) 

artırdığı tespit edilmiştir. 
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Şekil 6.1.3. scRNA ve Sh-RevErbα’nın RevErbα protein ifadesi üzerine etkisi. Veri 

ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. **p<0.01 Lv-GFP grubuna göre 

istatistiksel anlamlılığı göstermektedir. 

RevErbα protein ifadesini baskılamak için üretilen Sh-RevErbα’nın kontrol 

grubuna (scRNA) kıyasla RevErbα protein ifadesini istatistiksel olarak anlamlı ölçüde 

(p<0.05, bağımsız örneklem t-testi) artırdığı tespit edilmiştir. 
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Şekil 6.1.4. scRNA ve Sh-RevErbβ’nın RevErbβ protein ifadesi üzerine etkisi. Veri 

ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. **p<0.01 Lv-GFP grubuna göre 

istatistiksel anlamlılığı göstermektedir. 

RevErbβ protein ifadesini baskılamak için üretilen Sh-RevErbβ’nın kontrol 

grubuna (scRNA) kıyasla RevErbα protein ifadesini istatistiksel olarak anlamlı ölçüde 

(p<0.05, bağımsız örneklem t-testi) artırdığı tespit edilmiştir. 

6.2. Hasar Hacmi ve Ödem Analizi 

Travmatik beyin hasarı operasyonlarından 72 saat sonra sakrifiye edilen 

farelerin beyinleri cryostat yardımı ile 2 mm aralıklarla 20 µm kalınlıkta kesildikten 

sonra beyin hasar hacmini hesaplamak için cresyl violet boyaması yapılmıştır (Şekil 

6.2.1. ve Şekil 6.2.3.). Boyama yapılan kesitlerden bilgisayar programı (Image J) 

yardımıyla hasarlı alanlar ve toplam beyin alanları ölçülerek infarkt hacmi (Şekil 6.2.2. 

ve Şekil 6.2.4) ve ödem (Şekil 6.2.5. ve Şekil 6.2.6) hesaplanmıştır. 
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Şekil 6.2.1. Cresyl violet boyamasıyla protein ifade artışı gerçekleştirilen 

grupların gösterimi. 

Şekil 6.2.2. TBH sonrası protein ifade artırımı yapılan gruplarda (Lv-GFP, Lv-

RevErbα, Lv-RevErbβ, Lv-RevErbα + Lv-RevErbβ grupları) hasar hacmi analizi. 

Veri ortalama ± standart sapma olarak gösterilmiştir. **p<0.01/ *p<0.05 Lv-GFP 

grubuna göre istatistiksel anlamlılığı göstermektedir. 

Hasar hacimleri sırasıyla Lv-GFP grubunda 55.53 ± 16.74 mm3, Lv-

RevErbα grubunda 52.52 ± 14.87 mm3, Lv-RevErbβ grubunda 31.99 ± 16.44 

mm3 ve Lv- RevErbα + Lv-RevErbβ grubunda 33.91 ± 8.71 mm3 olarak 

hesaplandı (Şekil 6.2.2.). Lv-RevErbβ grubunun Lv-GFP grubuna göre 

istatistiksel olarak (p<0.01) anlamlı derecede hasar hacmini azalttığı görüldü. Lv-

RevErbα + Lv-RevErbβ grubunun da Lv-GFP grubuna istatistiksel olarak 

(p<0.05) anlamlı derecede hasar hacmini azalttığı görüldü. Lv- RevErbα grubunun 

Lv-GFP grubuna göre İstatistik olarak anlamlı bir değişim görülmedi. 
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Şekil 6.2.3. Cresyl violet boyamasıyla protein inhibisyonu gerçekleştirilen 

grupların gösterimi. 

 

Şekil 6.2.4. TBH sonrası protein ifadesi baskılanan deney gruplarda (scRNA, Sh-

RevErbα, Sh-RevErbβ, Sh-RevErbα + Sh-RevErbβ grupları) hasar hacminin analizi. 

Veri ortalama ± standart sapma olarak gösterilmiştir. **p<0.01/ *p<0.05 scRNA 

grubuna göre istatistiksel anlamlılığı göstermektedir. 

Hasar hacimleri sırasıyla scRNA grubunda 23.62 ± 9.17 mm3, Sh-Rev-Erbα 

grubunda 26.63 ± 11.72 mm3, Sh-Rev-Erbβ grubunda 49.06 ± 12.14 mm3 ve Sh-Rev- 

Erbα + Sh-Rev-Erbβ grubunda 40.61 ± 18.79 mm3 olarak hesaplandı (Şekil 6.2.4.). 

Sh-Rev-Erbβ grubunun scRNA gruba göre istatistiksel olarak (p<0.01) anlamlı 

derecede hasar hacmini arttığı görüldü. Sh-Rev-Erbα + Sh-Rev-Erbβ grubunun scRNA 

grubuna göre istatistiksel olarak (p<0.05) anlamlı derecede hasar hacmini arttığı 

gözlendi. Sh-Rev- Erbα grubunun scRNA grubuna göre istatistik olarak anlamlı bir 

değişim görülmedi.  
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Şekil 6.2.5. TBH sonrası protein ifadesi baskılanan deney gruplarda (scRNA, Sh-

RevErbα, Sh-RevErbβ, Sh-RevErbα + Sh-RevErbβ grupları) beyin ödemi analizi. Veri 

ortalama ± standart sapma olarak gösterilmiştir. 

Cresyl violet ile boyanan beyin kesitlerinden yapılan ödem analizinde sırasıyla 

Lv-GFP grubunda 4.0 ± 1.7 mm3, Lv-RevErbα grubunda 4.1 ± 2.4 mm3, Lv-RevErbβ 

grubunda 2.5 ± 0.8 mm3 ve Lv- RevErbα + Lv-RevErbβ grubunda 3.4 ± 2.7 mm3 

olarak hesaplandı (Şekil 6.2.5.). Gruplar arasında yapılan analizler Lv-RevErbβ 

grubunun diğer gruplara göre beyin ödemini en fazla düşüren grup olduğu tespit edildi. 

Ancak gruplar arasında yapılan istatistiksel analizlerde bu düşüşün istatistiksel olarak 

bir anlam taşımadığı gösterilmiştir. 
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Şekil 6.2.6. TBH sonrası protein ifadesi baskılanan deney gruplarda (scRNA, Sh-

RevErbα, Sh-RevErbβ, Sh-RevErbα + Sh-RevErbβ grupları) beyin ödemi analizi. Veri 

ortalama ± standart sapma olarak gösterilmiştir. #p<0.05 Sh-RevErbα grubuna göre 

istatistiksel anlamlılığı göstermektedir. 

Cresyl violet ile boyanan beyin kesitlerinden yapılan ödem analizinde sırasıyla 

scRNA grubunda 1.8 ± 1.7 mm3, Sh-Rev-Erbα grubunda 1.3 ± 1.2 mm3, Sh-Rev-Erbβ 

grubunda 1.9 ± 0.5 mm3 ve Sh-Rev- Erbα + Sh-Rev-Erbβ grubunda 3.7 ± 1.8 mm3 

olarak hesaplandı (Şekil 6.2.6.). Sh-Rev-Erbβ uygulanan deney grubunda diğer 

gruplara göre beyin ödeminin arttığı tespit edildi. Gruplar arasında yapılan istatistiksel 

analizlerde Sh-Rev-Erbβ’nın Sh-Rev- Erbα grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 

seviyede beyin ödemini artırdığı gözlemlendi. 

6.3. Nöronal Sağkalım Analizi 

Travmatik beyin hasarı operasyonlarından 72 saat sonra sakrifiye edilen 

farelerin beyinleri cryostat yardımı ile 2 mm aralıklarla 20 μm kalınlıkta kesildikten 

sonra NeuN antikoru kullanılarak immünofloresan olarak boyanmıştır. (Şekil 6.3.1.) 

Boyama sonrası kesitler konfokal mikroskopta (LSM760, Zeiss) fotoğraflanmış, 

belirlenen alanlardaki hücreler sayılarak grupların ortalaması alınmıştır.  
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Şekil 6.3.1. TBH sonrasında nöronal çekirdek (NeuN) boyaması. 

Şekil 6.3.2. Protein ifade artırımı yapılan gruplarda (Lv-GFP, Lv-RevErbα, Lv-

RevErbβ, Lv-RevErbα +Lv-RevErbβ grupları) nöronal sağkalımın değerlendirilmesi. 

Veri ortalama ± standart sapma olarak gösterilmiştir. **p<0.01/ *p<0.05 Lv-GFP 

grubuna göre istatistiksel anlamlılığı göstermektedir. 

TBH sonrasında hayatta kalan nöron sayıları sırasıyla Lv-GFP grubunda 38.83 

± 7.9, Lv-RevErbα grubunda 52.93 ± 10.27, Lv-RevErbβ grubunda 50.93 ± 12.02 ve 

Lv-RevErbα + Lv-RevErbβ grubunda 58.60 ± 9,61 olarak hesaplandı (Şekil 6.3.2.). 

Lv-RevErbα grubunun Lv-GFP grubuna göre istatistiksel olarak (p<0.05) anlamlı 

derecede canlı nöron sayısının arttığı görüldü. Lv-RevErbβ grubunun Lv-GFP grubuna 

istatistiksel olarak (p<0.05) anlamlı derecede canlı nöron sayısının arttığı görüldü. Lv-

RevErbα + Lv-RevErbβ grubunun Lv-GFP grubuna göre istatistiksel olarak (p<0.01) 

anlamlı derecede canlı nöron sayısı artmıştır. 
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Şekil 6.3.3. Protein ifadesi baskılanan deney gruplarda (scRNA, Sh-RevErbα, Sh-

RevErbβ, Sh-RevErbα+ Sh-RevErbβ grupları) nöronal sağkalımın değerlendirilmesi. 

Veri ortalama ± standart sapma olarak gösterilmiştir. **p<0.01/ *p<0.05 Lv-GFP 

grubuna göre istatistiksel anlamlılığı göstermektedir. 

Hayatta kalan nöron sayıları sırasıyla scRNA grubu için 49.37 ± 9.84, Sh- 

RevErbα grubu için 38.53 ± 8.48, Sh-RevErbβ grubu için 28.46 ± 3.74 ve Sh-RevErbα 

+ Sh-RevErbβ grubu için 34.43 ± 8,74 olarak hesaplandı (Şekil 6.3.3.). Sh-RevErbα

grubunun scRNA grubuna göre istatistiksel olarak (p<0.05) anlamlı derecede canlı

nöron sayısının azaldığı görüldü. Sh-RevErbβ grubunun scRNA grubuna göre

istatistiksel olarak (p<0.001) anlamlı derecede yaşayan nöron sayısının azaldığı

görüldü. Sh-RevErbα + Sh-RevErbβ grubunun scRNA grubuna göre istatistiksel

olarak (p<0.01) anlamlı derecede canlı nöron sayısı azalmıştır.

6.4. Kan-Beyin Bariyeri Geçirgenliği 

Travmatik beyin hasarı operasyonlarından 72 saat sonra sakrifiye edilen 

farelerin beyinleri cryostat yardımı ile 2 mm aralıklarla 20 µm kalınlıkta 

kesildikten sonra KBB geçirgenliğini değerlendirmek için IgG ekstravazasyon 

analiz metodu uygulanarak boyaması yapılmıştır. Boyama yapılan kesitlerden 

bilgisayar programı Image J ile analiz edildi ve bozulma oranı hesaplandı. 
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Şekil 6.4.1. Protein ifade artırımı yapılan deney gruplarında (Lv-GFP, Lv- RevErbα, 

Lv- RevErbβ, Lv- RevErbα + Lv-RevErbβ grupları) kan-beyin bariyeri geçirgenliği 

analizi. Veri ortalama ± standart sapma olarak gösterilmiştir. **p<0.01/ *p<0.05 Lv-

GFP grubuna göre istatistiksel anlamlılığı göstermektedir. 

IgG metodu kullanılarak değerlendirilen KBB geçirgenliğinin kontralateral 

bölgeye göre bozulma yüzdeleri sırasıyla Lv-GFP grubu 31.65 ± 9.99, Lv-RevErbα 

grubu için 19.38 ± 1.89, Lv-RevErbβ grubu için 19.58 ± 6.30 Lv-RevErbα + Lv- 

RevErbβ grubu için 21.98 ± 7,63 olarak hesaplandı (Şekil 6.4.1.). Lv-RevErbα 

grubunun Lv-GFP grubuna göre istatistiksel olarak (p<0.01) anlamlı derecede KBB 

geçirgenliğinin daha az bozulduğu görüldü. Lv-RevErbβ grubunun Lv-GFP grubuna 

istatistiksel olarak (p<0.01) anlamlı derecede KBB geçirgenliği daha az bozulduğu 

görüldü. Lv-RevErbα+ Lv-RevErbβ grubunun Lv-GFP grubuna göre istatistiksel 

olarak (p<0.05) anlamlı derecede KBB geçirgenliği daha az bozulduğu 

gözlemlenmiştir. 
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Şekil 6.4.2. Protein ifadesi baskılanmış deney gruplarında (scRNA, Sh-RevErbα, Sh-

RevErbβ, Sh-RevErbα + Sh-RevErbβ grupları) kan-beyin bariyeri geçirgenliği analizi. 

Veri ortalama ± standart sapma olarak gösterilmiştir. **p<0.01/ *p<0.05 scRNA 

grubuna göre istatistiksel anlamlılığı göstermektedir. 

IgG metodu kullanılarak değerlendirilen KBB geçirgenliğinin kontralateral 

bölgeye göre bozulma yüzdeleri sırasıyla scRNA grubu için 34.38 ± 11.51, Sh- 

RevErbα grubu için 40.26 ± 9.98, Sh-RevErbβ grubu için 50.58 ± 11.47 ve Sh-

RevErbα + Sh-RevErbβ grubu için 52.98 ± 11,20 olarak hesaplandı (Şekil 6.4.2.). 

Sh-Rev-Erbβ grubunun scRNA gruba göre istatistiksel olarak (p<0.05) anlamlı 

derecede KBB bozulduğu görüldü. Sh-Rev-Erbα + Sh-Rev-Erbβ grubunun 

scRNA grubuna göre istatistiksel olarak (p<0.01) anlamlı derecede KBB 

bozulduğu görüldü. Sh-Rev-Erbα grubunun scRNA grubuna göre istatistik olarak 

anlamlı bir değişim görülmedi.  
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6.5. DNA Fragmantasyon Analizi 

Travmatik beyin hasarına takiben 72 saat sonra sakrifiye edilen farelerden 

alınan koronal beyin kesitlerine apoptotik hücrelerin tayini için TUNEL boyaması 

yapıldı (Şekil 6.5.1.). 

Şekil 6.5.1. TBH sonrası TUNEL boyaması. 
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Şekil 6.5.2. Protein ifade artırımı yapılan deney gruplarında (Lv-GFP, Lv-RevErbα, 

Lv-RevErbβ, Lv-RevErbα + Lv-RevErbβ grupları) TUNEL boyaması aracılığıyla 

DNA fragmantasyonunun belirlenmesi. Veri ortalama ± standart sapma olarak 

gösterilmiştir.  

Konfokal mikroskop vasıtasıyla görüntülenen beyin kesitleri Zen Blue (Carll 

Zeiss) yazılımı kullanılarak analiz edilmiştir. Hasarlı alandan belirlenen 9 farklı 

alandan (62.500 μm2) TUNEL (+) hücre sayımı yapıldı. TBH sonrasında apoptotik 

hücre sayısı Lv-RevErbα, Lv-RevErbβ, Lv- RevErbα  + Lv-RevErbβ gruplarının Lv-

GFP grubuna göre apoptotik hücre sayısının daha az olduğu tespit edilmiştir (Şekil 

6.5.2.). Ancak gruplar arasında yapılan istatistiksel analizlerde bu farklılığın herhangi 

bir istatistiksel anlamlılık göstermediği gözlenmiştir. 
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Şekil 6.5.3. Protein ifadesi baskılanmış deney gruplarında (scRNA, Sh-RevErbα, 

Sh-RevErbβ, Sh-RevErbα + Sh-RevErbβ grupları) TUNEL boyaması aracılığıyla 

DNA fragmantasyonunun belirlenmesi. Veri ortalama ± standart sapma olarak 

gösterilmiştir. **p<0.01/ *p<0.05 scRNA grubuna göre istatistiksel anlamlılığı 

göstermektedir. 

TUNEL boyaması aracılığıyla ölçülen ortalama apoptotik hücre sayıları sırasıyla 

scRNA 30.00 ± 6.01, Sh-RevErbα 47.33 ± 9.28, Sh-RevErbβ 42.78 ± 9.81 ve Sh-

RevErbα + Sh-RevErbβ 35.34 ± 8,67 olarak hesaplandı (Şekil 6.5.3.). Bu veriler 

sonucunda: Sh- RevErbα grubunun scRNA gruba göre istatistiksel olarak (p<0.01) 

anlamlı derecede apoptotik hücre sayısının fazla olduğu görüldü. Sh-RevErbβ 

grubunun scRNA grubuna göre istatistiksel olarak (p<0.05) anlamlı derecede 

apoptotik hücre sayısının fazla olduğu görüldü. Sh-RevErbα + Sh-RevErbβ grubunun 

scRNA grubuna göre istatistik olarak anlamlı bir değişim görülmedi. 

6.6. Proteomik Analizler 

Sirkadiyen ritmin önemli bir parçası olan RevErb proteinlerinin lentiviral 

vektörler kullanılarak ifadesinin artmasının veya baskılanmasının TBH 

sonrasında etkilediği protein profili yapmış olduğumuz proteomik analizlerle 

gösterilmiştir. Bu amaç için ultra performanslı sıvı kromatografisi-kütle 

spektrometresi (LC-MS/MS) cihazı (ACQUITY UPLC M Class- SYNAPT G2-

Si Mass Spectrometry, Waters, ABD) kullanılmıştır. 
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LC-MS/MS sonrasında elde edilen proteinler Lv-RevErbα, Lv-

RevErbβ,Lv-RevErbα + Lv-RevErbβ gruplar ile kontrol grubu olan Lv-GFP 

arasında RevErb proteinin ifadesinin atmasına bağlı olarak en az 1.4 kat değişen 

ve istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05) ölçüde değişen 46 protein olduğu 

gösterilmiştir (Tablo 6.6.1-10). 
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Tablo 6.6.1 Proteomik analizlerle protein ifade artırımı yapılan gruplarda (Lv-GFP, 

Lv-RevErbα, LvRevErbβ, Lv-RevErbα + Lv-RevErbβ grupları) değişen protein 

profilinin belirlenmesi. 
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Tablo 6.6.2. Proteomik analizlerle protein ifadesi baskılanmış gruplarda (scRNA, Sh-
RevErbα, Sh-RevErbβ, Sh-RevErbα + Sh-RevErbβ grupları) değişen protein profilinin 
belirlenmesi-1. 
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Tablo 6.6.3. Proteomik analizlerle protein ifadesi baskılanmış gruplarda (scRNA, Sh-
RevErbα, Sh-RevErbβ, Sh-RevErbα + Sh-RevErbβ grupları) değişen protein profilinin 
belirlenmesi-2. 
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Tablo 6.6.4. Proteomik analizlerle protein ifadesi baskılanmış gruplarda (scRNA, Sh-
RevErbα, Sh-RevErbβ, Sh-RevErbα + Sh-RevErbβ grupları) değişen protein profilinin 
belirlenmesi-3. 
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Tablo 6.6.5. Proteomik analizlerle protein ifadesi baskılanmış gruplarda (scRNA, Sh-
RevErbα, Sh-RevErbβ, Sh-RevErbα + Sh-RevErbβ grupları) değişen protein profilinin 
belirlenmesi-4. 
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Tablo 6.6.6. Proteomik analizlerle protein ifadesi baskılanmış gruplarda (scRNA, Sh-
RevErbα, Sh-RevErbβ, Sh-RevErbα + Sh-RevErbβ grupları) değişen protein profilinin 
belirlenmesi-5. 
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Tablo 6.6.7. Proteomik analizlerle protein ifadesi baskılanmış gruplarda (scRNA, Sh-
RevErbα, Sh-RevErbβ, Sh-RevErbα + Sh-RevErbβ grupları) değişen protein profilinin 
belirlenmesi-6. 
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Tablo 6.6.8. Proteomik analizlerle protein ifadesi baskılanmış gruplarda (scRNA, Sh-
RevErbα, Sh-RevErbβ, Sh-RevErbα + Sh-RevErbβ grupları) değişen protein profilinin 
belirlenmesi-7. 
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Tablo 6.6.9. Proteomik analizlerle protein ifadesi baskılanmış gruplarda (scRNA, Sh-
RevErbα, Sh-RevErbβ, Sh-RevErbα + Sh-RevErbβ grupları) değişen protein profilinin 
belirlenmesi-8. 
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Tablo 6.6.10. Proteomik analizlerle protein ifadesi baskılanmış gruplarda (scRNA, 
Sh-RevErbα, Sh-RevErbβ, Sh-RevErbα + Sh-RevErbβ grupları) değişen protein 
profilinin belirlenmesi-9. 

LC-MS/MS sonrasında elde edilen proteinler Sh-RevErbα, Sh-RevErbβ, Sh-

RevErbα+Sh-RevErbβ gruplar ile kontrol grubu olan scRNA arasında RevErb 

proteinin ifadesinin baskılanmasına bağlı olarak en az 1.4 kat değişen ve istatistiksel 

olarak anlamlı (p<0.05) ölçüde değişen 402 protein olduğu gösterilmiştir. Elde edilen 

veriler ısı haritası şeklinde gösterilmiştir (Tablo 6.6.1-10). 

Protein ifadesi artırılmış deney gruplarından elde edilen proteinler PANTHER 

(protein analysis through evolutionary relationship; http://www.pantherdb.org/) 

programı aracılığıyla analiz edildiğinde aşağıda belirtilen sinyal iletim yolaklarının bu 

proteinler aracılığıyla etkilendiği tespit edilmiştir. 

• Cadherin sinyal iletimi

• Dopamin reseptörü aracılı sinyal iletimi

• Nikotin farmakodinamiği sinyal iletimi

• PDGF sinyal iletimi

• Parkinson hastalığı

• p53 sinyal iletimi

İnhibisyon gruplarından elde edilen proteinler PANTHER programı aracılığıyla
analiz edildiğinde aşağıda belirtilen sinyal iletim yolaklarının da bu proteinler 
aracılığıyla etkilendiği tespit edilmiştir. 

• 5-Hidroksitriptamin bozunması

• ATP sentezi

• Adenin ve hipoksantin kurtarma sinyal örnekleri

• Adrenalin ve noradrenalin biyosentezi Alfa adrenerjik reseptör sinyal iletimi

• Alzheimer hastalığı-amiloid sekretaz sinyal iletimi

• Anjiyogenez
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• G proteinleri ve beta-arrestin (P05911) aracılığıyla anjiyotensin II ile uyarılan

sinyalleşme

• Apoptoz sinyal iletimi

• Netrin aracılı akson sinyal iletimi

• Semaforinlerin aracılık ettiği akson sinyal iletimi

• B hücresi aktivasyonu

• Beta1 adrenerjik reseptör sinyal iletimi

• Kan pıhtılaşması

• CCKR sinyalleşme haritası

• Cadherin sinyal iletimi

• Hücre döngüsü

• Kortokotropin salma faktörü reseptörü sinyal yolu

• Rho GTPase (P00016) tarafından hücre iskeleti düzenlemesi

• DNA replikasyonu

• Dopamin reseptörü aracılı sinyal iletimi

• EGF reseptörü sinyal iletimi

• Endojen kanabinoid sinyal iletimi

• Endotelin sinyal iletimi

• FAS sinyal iletimi

• FGF sinyal iletimi

• Fruktoz galaktoz metabolizması

• GABA-B reseptörü II sinyal iletimi

• Glutamin glutamat dönüşümü

• Glikoliz

• Gonadotropin salgılayan hormon reseptör yolu

• Heterotrimerik G-protein sinyal yolu-Gi alfa ve Gs alfa aracılı sinyal iletimi

• Histamin H1 reseptör aracılı sinyal iletimi

• Huntington hastalığı

• Kemokin ve sitokin sinyal yolunun aracılık ettiği iltihaplanma

• İnsülin/IGF yolu-protein kinaz B sinyal iletimi

• İntegrin sinyal iletimi

• İnterferon-gama sinyal iletimi
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• İnterlökin sinyal iletimi

• İyonotropik glutamat reseptör sinyal iletimi

• Metabotropik glutamat reseptör sinyal iletimi

• Muskarinik asetilkolin reseptörü sinyal iletimi

• Nikotinik asetilkolin reseptörü sinyal iletimi

• Opioid prodinorfin sinyal iletimi

• Oksidatif stres tepkisi

• PDGF sinyal iletimi

• PI3 kinaz sinyal iletimi

• Parkinson hastalığı

• Plazminojen aktive edici sinyal iletimi

• Piridoksal fosfat kurtarma sinyal iletimi

• Piridoksal-5-fosfat biyosentezi

• Pirimidin Metabolizması

• Pirüvat metabolizması

• Ras sinyal iletimi

• Sinaptik vezikül sinyal iletimi

• T hücresi aktivasyonu

• TGF-beta sinyal iletimi

• Tirotropin salgılayan hormon reseptörü sinyal iletimi

• Ubikuitin proteazom sinyal iletimi

• VEGF sinyal iletimi

• B6 vitamini metabolizması

• Wnt sinyal iletimi

• p38 MAPK sinyal iletimi

• p53 sinyal iletimi
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7. TARTIŞMA

Gerçekleştirilen bu tezde nükleer reseptör ailesinin üyesi olan ve birbirinin 

izomorfu olarak çalışan Rev-Erbα ve Rev-Erbβ proteinlerinin, travmatik beyin 

hasarındaki rolünün araştırılması hedeflenmiştir. Literatürde akut CNS 

yaralanmalarının patogenezinde sirkadiyen proteinlerin rolünü incelemek için 

oluşturtulan deney modellerinde sirkadiyen proteinin aktivitesini değiştirmek için ya 

farmakolojik ajanlar ya da ilgili sirkadiyen proteinin genin baskılandığı transgenik 

hayvan modelleri kullanılmıştır. Protein etkinliğini değiştirmeye yönelik bu iki 

tekniğin de dokuya özgü olmaması ve sirkadiyen olmayan etkilerinin ayırt etmenin zor 

olması beyni etkileyen hastalıklar hakkında yanıltıcı yönlendirmeler yapmaktadır. Bu 

sebeple çalışmamızda deney hayvanlarında RevErbα ve RevErbβ protein ifadelerini 

azaltıp ve artırabilmek için gen transferine olanak sağlayan viral vektör metodu 

uygulandı. Kan beyin bariyerini geçmemesi bu sayede yapılan analizlerin beyin 

dokusuna özgü olmasını sağlayan, diğer vektörlere oranla uzun süre transgen 

ekspresyonu sahip olması ve MSS hücrelerini kolay bir şekilde enfekte edilebilmesi 

sebebiyle lentiviral vektörler tercih edilmiştir. Çalışmanın belirlenen hedeflerine 

ulaşabilmesi için Lv-GFP, Lv-RevErbα, Lv-RevErbβ, Lv-RevErbα + Lv-RevErbβ, 

scRNA, sh-RevErbα, sh-RevErbβ, sh-RevErbα + sh-RevErbβ 8 deney grubu 

oluşturuldu. Yapılan moleküler klonlama deneylerini takiben üretilen virüs partikülleri 

(Lv-GFP, Lv-RevErbα, Lv-RevErbβ, Lv-RevErbα + Lv-RevErbβ, scRNA, sh-

RevErbα, sh-RevErbβ, sh-RevErbα + sh-RevErbβ) fare nöroblastoma hücre hattına 

uygulandı ve hücrelerin %90 ‘dan fazlasının enfekte olduğu gösterildi. Daha 

sonrasında enjeksiyon sonrasında Rev-Erbα ve Rev-Erbß protein seviyelerinin etkili 

ve hedeflenen doğrultuda değişimi Western blot yöntemiyle gösterildi. Bu bilgiler 

dahilinde, yapılan moleküler klonlama çalışmalarının başarılı bir şekilde gerçekleştiği 

ve RevErbα ve RevErbβ protein seviyesini etkili ve hedeflenen doğrultuda değiştirdiği 

gösterilmiştir. 

Protein seviyesini arttırmak veya azaltmak için üretilen virüslerin etkinlikleri ve 

güvenilirlikleri gösterildikten sonra virüsler farelerin korteks bölgesine Lv-GFP, Lv-

RevErbα, Lv-RevErbβ, Lv-RevErbα + Lv-RevErbβ, scRNA, sh-RevErbα, sh-
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RevErbβ, sh-RevErbα + sh- RevErbβ beyin içi enjeksiyon yöntemiyle verilmiştir. 

Virüs enjeksiyonundan sonra lentivirüslerin istenilen alanı enfekte edebilmesi ve en 

yüksek verimliliğin sağlayabilmesi yaklaşık olarak 7-10 gün sürmektedir (128,129). 

Deney gruplarının beyin içi enjeksiyon sonra 10 gün beklendi ardından travmatik 

beyin hasarı operasyonları gerçekleştirildi. Farelerde travmatik beyin hasarı 

oluşturmak için klinikle benzer patofizyolojiye sahip ve literatürde rutin uygulaması 

olan soğukla indüklenen travmatik beyin hasarı modeli kullanıldı. Çalışmamızda TBH 

patofizyolojindeki ikincil hasarın değerlendirilmesi amaçlandığı için önceki 

çalışmalarda gösterildiği gibi hasar sonrası 72 saat geçmesi beklendi. 

TBH operasyonundan 72 saat sonra Rev-Erbα ve Rev-Erbβ’nın TBH akut 

dönemde gelişen lokomotor aktivite, nörolojik hasar, beyin hasarı, beyin ödem ve kan-

beyin bariyeri geçirgenliği üzerine olan etkilerinin detaylı bir şekilde araştırıldı. Ayrıca 

bu etkilerin oluşmasında etken proteinlerin geniş ölçekli proteomik analizlerle 

belirlenip Rev-Erbα/β’nın hücre içi sinyal iletim yolakları üzerine olan etkilerini 

belirlendi. 

Kan beyin bariyerinin yapısal bütünlüğünün bozulması hasarı takiben saatler 

içinde meydana gelen erken bir olaydır. Akut MSS hasarını takiben BBB 

bütünlüğündeki değişiklikler, beyin ödemi ve artmış kafa içi basıncı (ICP) gibi hayatı 

tehdit eden komplikasyonların gelişmesine neden olur. Beyin hasarını takiben oluşan 

kan-beyin bariyerinin (KBB) bozuklukları, doku kesitlerinde immünohistokimyasal 

yöntemlerle tespit edilebilen serum proteinlerinin ekstravazasyonuna yol açar. 

Literatürde Immünoglobulin G (IgG) ekstravazasyon, travmatik beyin hasarının 

(TBH) sonrası hayatta kalanların beyinlerinde 1 yıl sonra ve TBH’in akut fazı sırasında 

ölen hastaların beyinlerinde tespit edilmiştir (139). Bu sebeple çalışmamızda KBB 

geçirgenliğindeki değişimi değerlendirmek için IgG ekstravazasyon analiz yöntemini 

kullandık. Çalışmamızda RevErbα, RevErbβ ve RevErbα- RevErbβ protein 

ifadelerinin arttığı gruplarda kontrol grubuna göre anlamlı derecede hasar sonrası KBB 

geçirgenliğinin korunduğu gözlemlendi. Ayrıca RevErbα, RevErbβ ve RevErbα/β 

protein ifadelerinin azaldığı gruplarda hasar sonrası KBB geçirgenliğinin kontrol 

grubuna oranla arttığı gözlemlendi. Bu bulgular RevErbβ proteinlerin hasar takiben 

oluşan KBB bozulmasını önleyebileceğini göstermektedir. KBB bütünlüğünün erken 
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restorasyonu, travma sonrası epilepsi (PTE) ve nörodejeneratif hastalık gibi TBH ile 

ilişkili diğer komorbiditelerin sekellerinin önlenmesine de yardımcı olabilir. 

Apoptotik hücre ölümü travmatik beyin hasarının patofizyolojisinde önemli bir 

rolü vardır ayrıca TBH'li hastaların yaklaşık %43'ünde aşırı aktif nöronal apoptozun 

uzun süreli işlev bozukluklar neden olduğu gözlemlenmiştir (140,141). Bununla 

birlikte literatürde RevErbα proteiniyle nöronal apoptozun ilişkisi olduğuna dair 

birçok çalışma mevcuttur. Örneğin, NR1D1 mutant farelerin serebellumundaki 

nöronların apoptozunda önemli bir artış olduğunu raporlanmıştır. Bir başka çalışmada, 

Rev-Erba silinen farelerde 6- hidroksidopamin tarafından indüklenen substantia nigra 

pars compacta'daki (SNpc) dopaminerjik nöronal kaybının arttığını gözlemlenmiştir 

(116). Bu çalışmalar, Rev-Erba eksikliğinin beynin bazı bölgelerinde doğrudan veya 

dolaylı olarak nöronal hasara neden olabileceğini düşündürmektedir. Biz de 

çalışmamızda RevErb proteinlerinin TBH gerçekleşen farelerde apoptozu nasıl 

etkilediği araştırmak için TUNEL metodu kullandık. TUNEL analizi, apoptoz sonucu 

oluşan DNA kırıklarına, TUNEL setinin içeriğinde bulunan, floresan molekülle 

işaretlenmiş d-UTP’lerin bağlaması ve floresan mikroskop altında ilgili dalga boyunda 

ışıkla uyarıldığında ışıma vermesi prensibine dayanır. Böylece, DNA kırıklarının 

işaretlenmesinden yararlanılarak apoptoz hakkında analiz yapılabilmektedir. 

Çalışmamız sonucunda RevErbβ ve RevErbα ifadesinin baskılanması sonucu oluşan 

gruplarda TUNEL (+) hücrelerinin arttığı gözlemlenmiştir. Buna karşın RevErbα, 

RevErbβ, RevErbα/β ifadesinin artmasıyla oluşan gruplarda kontrol grubuna göre 

TUNEL (+) hücre azalmıştır fakat istatistiksel bir anlamlılık göstermemiştir. Bu 

analizler, literatürdeki çalışmalarla tutarlı bir şekilde RevErb proteinlerinin TBH 

sonrası nöronal apoptoz üzerinde rolünü destekler niteliktedir. 

TBH sonrası nöronal sağkalımı değerlendirebilmek için nöron hücrelerinin 

çekirdeklerindeki nörona özgü NeuN antijenleri NeuN antikorları vasıtasıyla 

immünofloresan olarak boyanmıştır. Yapılan çalışmamızda RevErbα, RevErbβ ve 

RevErbα/β ifadelerinin arttırılması sonucu oluşturulan gruplarda nöronal sağkalımın 

anlamlı derecede arttırdığı bununla paralel RevErbα, RevErbα/β, RevErbβ protein 

baskılanması sonucu oluşan gruplarda ise nöronal sağkalımın azaldığı görülmüştür. 

Bu bulgular RevErb proteinlerinin TBH sonrası patolojik süreçte nöroprotektif etkisi 

olabileceğini göstermektedir. 
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RevErb proteinlerinin değişiminin TBH sonrası oluşan hasar hacmini üzerindeki 

etkisini inceleme için cresyl violet boyaması protokolü uygulandı. Cresyl violet 

nöronlardaki Nissl cisimlerini boyayarak hasar hacmini değerlendirmemizi sağladı. 

Çalışmamız sonucu RevErbα/ β ve RevErbβ ifadelerinin artımının gerçekleştiği Lv-

RevErbα/β ve Lv- RevErbβ gruplarında kontrol grubuna göre anlamlı derecede hasar 

hacminin azaldığı gözlemlenmiştir. Ayrıca RevErbα/β ve RevErbβ ifade 

baskılanmasıyla oluşturan Sh-RevErbα + Sh-RevErbβ ve Sh-RevErbβ gruplarında 

scRNA grubuna göre anlamlı derecede hasar hacminin arttığı gözlemlenmiştir. 

Bu çalışmada, RevErbα ve RevErbβ ’nın TBH sonrası patofizyolojik süreçteki 

oluşmasında etken proteinlerin geniş ölçekli proteomik analizlerle gerçekleştirildi. 

Analizlerimiz sonucunda, RevErb protein ifadelerinin artmasıyla oluşturulan gruplarla 

kontrol grubu olan Lv- GFP arasında protein ifadesinin artırımına bağlı olarak en az 

1.4 kat değişen ve istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05) ölçüde değişen 46 protein 

olduğu belirlenmiştir. RevErbα/β inhibisyon gruplarına yapılan biyoinformatik 

analizlerde scRNA kontrol grubuna göre en az 1,4 kat değişen ve istatistiksel olarak 

anlamlı (p<0.05) ölçüde 402 proteinin gösterilmiştir. Proje kapsamında elde ettiğimiz 

proteinlere yapılan biyoinformatik analizlerde RevErbα/β protein ifadesinin 

baskılanmasında veya ifadesinin artırılmasında Parkinson Hastalığı ve p53 sinyal 

iletim yolaklarında görevli olan proteinlerin de etkilendiği yaptığımız biyoinformatik 

analizlerle gösterilmiştir. İnhibisyon grubunda elde edilen protein sayısının yüksek 

olması nedeniyle bu gruplardan yapılan biyoinformatik analizlerde çok daha fazla 

sinyal iletim yolağı tanımlanmıştır. Özellikle Parkinson Hastalığına ek olarak 

Alzheimer ve Huntington Hastalıkları ile ilgili sinyal iletim yolaklarının da çıktığı 

görülmektedir. Literatürde yer alan birçok çalışmada gösterdiği üzere sirkadiyen ritim 

proteinleri nörodejeneratif hastalıkların mekanizmasında etkin bir şekilde rol 

oynamaktadır. 

Proteomik analizler sonucunda Rev-Erbα/β baskılandığı gruplarda 

mitokondriyal proteinlerin ifadesinin azaldığı ve bu sebeple hücre enerji 

metabolizmasında yer alan birçok sinyal iletim yolağının etkilendiği görülmüştür. 

Oksidatif fosforilasyon kritik role sahip TCA siklüsundaki Oksoglutarat (alfa-

ketoglutarat) dehidrojenaz, sitrat sentaz, pirüvat karboksilaz enzimleri azalmıştır. 

Ayrıca, elektron taşıma sisteminde görevli NADH dehidrojenaz (Ndufa8, Ndufc2, 
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Ndufa9, Ndufs3), Sitokrom b-c1 (Ugrcr2, Ugcrb), Sitokrom c oksidaz (Cox5b), V-tipi 

proton ATPaz (Atp6v1d), ATP sentaz (Atp5f1 a-b-c) protein seviyeleri azalmıştır. 

TBH sonrası enerji üretimi oksidatif fosforilasyondan oksidatif fosforilasyona göre 

çok daha az verimli olan glikolize geçtiği bilinmektedir. Nöronal hasar sonrası ilk 

haftada, hastaların %56'sında hiperglikoliz meydana geldiği bildirilmiştir (142). 

Yetersiz oksidatif fosforilasyon, laktat üretiminde artış, asidoz, ödem, iskemi ve daha 

fazla nöronal hasarla sonuçlanır. Diğer yandan Literatürde Rev-Erbα/β’nın hücre 

metabolizması etkisi üzerine yapılan çalışmalarda RevErbα’nın baskılanmasının kas 

dokusunda oksidatif fosforilasyonu ve mitokondriyal biyogenezi azalttığı 

gösterilmiştir (118). Çalışmamızda gözlemlenen Mitokondriyal proteinlerde ve enerji 

metabolizmasında gözlenen değişiklikler, Rev-erb mitokondriyal fonksiyon 

üzerindeki rolünü gösteren önceki çalışmalarla tutarlıdır. Bu çalışmamız sonucunda 

Rev-Erbα/β baskılanmasıyla hasar alanı, nöronal ölüm gibi süreçlerin artması nedenin 

mitokondriyal fonksiyon ve hücre metabolizması üzerindeki etkileri nedeniyle olabilir. 

Bununla birlikte, Rev-erb proteinlerinin TBH patofizyolojindeki etkisini aydınlatmak 

için daha fazla çalışmaya ihtiyaç vardır. 
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8. SONUÇ 

Tüm bu sonuçlar bir arada incelendiğinde, literatürde ilk defa lentivirüsler 

aracılılığıyla RevErbα, RevErbβ ve/veya RevErbα/β protein seviyesindeki artışın veya 

azalışın TBH sonrasında gelişen nöronal hasar mekanizmaları üzerine etkileri 

incelenmiştir. RevErbβ ve RevErbα/β’nın travmatik beyin hasarı sonrasında, nöronal 

hücre ölümünü, kan beyin bariyeri geçirgenliğini ve DNA fragmantasyonunu 

etkilediği gösterilmiştir. Ayrıca proteomik analizler aracılığıyla RevErbα/β’nın 

travmatik beyin hasarı sonrasında etkilediği protein profili detaylı bir şekilde 

gösterilmiştir. Proteomik analizler vasıtasıyla tespit edilen proteinlerin hem sirkadiyen 

ritim hem de travmatik beyin hasarı patofizyolojisinde önemli rollerinin olabileceği 

düşünülmektedir. Sonuç olarak, bu tez kapsamında gerçekleştirilen çalışmalarda; 

sirkadiyen ritmin düzenlenmesinde görev alan RevErbα/β’nın başta TBH olmak üzere 

diğer nörodejeneratif süreçlerde de önemli rolünün olabileceği gösterilmiştir. 
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