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1. OZET

REV-ERB o/p’NIN TRAVMATIK BEYIN HASARINDA ROLUNUN
INCELENMESI

Travmatik beyin hasar1 (TBH) bir dis kuvvetin etkisiyle beyin fonksiyonunda ya da
fizyolojisinde meydana gelen ve yliksek 6liim oraninda sahip bir hastaliktir. Son
yillarda yapilan arastirmalar sirkadiyen ritmin TBH patofizyolojisinde Onemli
rollerinin olabilecegini gostermektedir. Bu tez kapsaminda sirkadiyen ritmin
diizenlenmesinde 6nemli gorevleri bulunan Rev-Erbo/f'nin farelerde gergeklestirilen
TBH sonrasindaki patofizyolojik siireclere etkisi arastirildi. Bu amagla 8-12 haftalik
erkek Balb/C farelerinde lentiviral vektdrler kullanilarak Rev-Erba, Rev-Erbp veya
Rev-Erbo/f protein ifadeleri artirildi veya azaltildi. Sonrasinda Rev-Erbo/f'nin beyin
0demi, enfarktiis hacmi, kan beyin bariyeri (KBB) gegirgenligi, ndronal sagkalim ve
DNA hasar1 yani sira Rev-Erba/B’nin TBH sonrasi etkiledigi protein profili sivi
kromatografi-kiitle spektrometresi aracili proteomik analizlerle gdsterildi. RevErba
protein ifadesinin artmas1 TBH sonrasinda KBB ge¢irgenligini azalttig1 ve noronal
sagkalim artirdigr goriildii. RevErbp ve RevErba/B ifade artisinin enfarktiis hacmini
ve KBB gecirgenligini azalttigi, néronal sagkalimi artirdigir gosterildi. RevErba’nin
baskilanmasi néronal hiicre 6liimiinii ve DNA fragmantasyonunu artirdigi tespit edildi.
RevErbf’nin inhibisyonu hasar hacmini, KBB gecirgenligini ve noronal 6liimii
artirdigt gozlemlendi. RevErba ve RevErbp’nin birlikte baskilanmasiyla hasar
hacminin, KBB gecirgenliginin, apoptozun ve noronal hiicre 6liimiin arttig1 gdsterildi.
Ayrica proteomik analizlerde Rev-Erba/p artislarina bagl 46; inhibisyonlaria bagl
olarak 402 farkli proteinin en az 1.4 kat ve istatistiksel olarak anlamli (p<<0.05) sekilde
degistigi gosterildi. Elde edilen sonuglar Rev-Erbo/f’nin TBH sonrasinda gelisen
patofizyolojik siireglerde 6nemli rollerinin oldugu gosterildi.

Bu tez TUBITAK tarafindan 1215420 proje numarasi ile 1002 projesi kapsamasinda
desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Lentiviriis; Proteomiks; RevErb; Sirkadiyen ritim; Travma



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ROLE OF REV-ERB o/ 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 RevErba/B, 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-Erba/p -dependent
altered protein profile. Within the scope of this thesis, lentivirus-mediated Rev-Erba/f3
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-Erbo/p protein levels after TBI, as well as
proteins affected by Rev-Erba/f after TBI, were determined by liquid
chromatography-mass spectrometry-mediated proteomic analysis. Increased RevErba
protein levels reduced DNA fragmentation and improved neuronal survival following
TBI. Increased RevErbp or RevErba/pB expression decreased infarct volume, DNA
fragmentation, and BBB permeability while improving neuronal survival. After TBI,
decreasing RevErba has been observed to increase neuronal death and DNA
fragmentation. Suppression of RevErbf increased the volume of injury, BBB
permeability, and neuronal death. It has been shown that suppressing both RevErba ve
RevErbp increases neuronal death, BBB permeability, and injury volume. In addition,
proteomic analysis revealed that overexpression of Rev-Erbo/p altered 46 different
proteins, whereas inhibition of Rev-Erba/p altered 402 different proteins. According
to the findings,Rev-Erba/p 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 1215420.

Keywords: Circadian rhythm; Lentivirus; Proteomics; RevErb; TBI



3. GIRIS VE AMAC

Travmatik beyin hasar1 (TBH) bir dis kuvvetin etkisiyle beyin fonksiyonunda ya
da fizyolojisinde meydana gelen degisimler olarak tanimlanmaktadir (1). TBH ytiksek
oranda mortalite ve morbiditenin 6nemli nedenlerinden biridir. Ozellikle geng niifusta
insidansinin son zamanlarda arttig1 bilinmektedir. Modern tiptaki gelismelere ragmen
TBH sonrasi sag kalanlarda olusan fiziksel, psikiyatrik, duygusal ve bilissel
komplikasyonlar topluma ve hasta bireye ciddi yiik olusmaktadir. Patofizyolojisi de
tam olarak aydmlatilmamis olan TBH’in FDA onayli etkin bir tedavisi mevcut

degildir.

TBH patofizyolojisi, birbiriyle iliskili iki farkli siire¢ olan birincil ve ikincil
beyin hasari ile a¢iklanmaktadir. Birincil hasar; travma aninda olusan hasar ile ortaya
cikar. Bu hasar sonucu intrakraniyal hematom ve kontiizyonlar olusmaktadir. Ikincil
beyin hasar1 ise ilk travma aninda baglayan saatlerce veya giinlerce siirebilen
molekiiller hasar mekanizmalar1 kaskatt olarak distiniilmektedir (2,3). Bu
mekanizmalar: Norotransmiter aracili glutamat, eksitotoksisite serbest radikal hasari,
elektrolit diizensizligi, mitokondriyal disfonksiyon, inflamatuar reaksiyonlar ve

apoptozdur (4,5).

Bu ¢esitli hiicresel yaralanma yollari, TBH’de ikincil beyin hasarin1 énlemek
icin noroprotektif tedavilerin gelisimine yonelik kapsamli klinik 6ncesi ¢alismanin
odak noktas1 olmustur. Sirkadiyen ritim, organizmada davranis ve fizyolojik paternleri
diizenleyen disaridan bagimsiz endojen bir sekilde olusan yaklasik 24 saat siiren bir
dongiidiir. Organizma disaridan 151k, 1s1 gibi uyaranlar vasitasiyla gevresiyle
senkronize olur. Hiicre seviyesinde bu ritimler yaklasik bir giine karsilik gelen hiicreye
0zgii ritmik gen ekspresyonlar1 seklinde gozlenir. Bu ritmik gen ekspresyonlar1 her ne
kadar dokuya 6zgii olsa da bu genlerin diizenlenmesi tiim hiicrelerde bulunan saat

benzeri bir mekanizma tarafindan olusturulur ve diizenlenir (89).

Niikleer reseptér REV-ERBo/f sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde goérevli olan

BMALT1’in (Brain and muscle ARNT-like protein 1) promotdr bolgesine baglanarak



BMALT1’in transkripsiyonel aktivitesini inhibe etmektedir. REV-ERB'ler, ligand
baglama alanlari, transkripsiyonel koaktivator proteinleri baglamak i¢in 6nemli olan
C-terminal aktivasyon fonksiyonu-2 (AF-2) sarmalindan yoksun olmasi NR'ler
arasinda onlar1 benzersiz yapmaktadir (6). Bu yapisal farklilik nedeniyle
transkriptional proteinlerine baglanarak transkripsiyonu baskiladigi diistiniilmektedir.
Ayrica REV-ERB’lerin ligandi diger niikleer reseptdrler gibi hormon degil hem
proteinidir. Gerek yapisal farkliliklar1 gerekse ligandi nedeniyle REV-ERB’i
hastaliklar i¢in potansiyel bir hedef yapmaktadir. Rev-Erb proteinlerinin bir niikleer
reseptor olmasi, Rev-Erb’i mevcut kiigiik molekiillii agonistlerle ve antagonist modiile

edilebilen ¢ekici bir terapotik hedef haline getirmektedir (7,8).

Tim bu bilgiler dogrultusunda bu tez calismasinda dokuya spesifik olarak
uygulanabilen lentiviral vektorler yardimiyla Rev-Erba ve Rev-Erbf protein seviyesi
arttirllarak veya azaltilarak Rev-Erba ve Rev-Erbf’nin travmatik beyin hasari

patofizyolojisine etkisi arastirilacaktir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Travmatik Beyin Hasar

Travmatik beyin hasari, dis bir kuvvetin (¢arpma, darbe, sarsint1 veya delici kafa
yaralanmasi) etkisiyle beyin fonksiyonunda ya da patolojisinde meydana gelen
degisimler olarak tanimlanmaktadir. Tanim geregi bu degisimlerden biri: biling kaybi
veya bozuklugu, yaralanmadan onceki veya sonraki olaylarla ilgili hafiza kayb,
norolojik defisitler (gli¢ kaybi, denge kaybi, gérme degisikligi vb.) veya mental
konfiizyon, oryantasyon bozuklugu vb. icermelidir (9-11). Her yi1l 64-74 milyon
kisinin etkilendigi TBH, 6liim veya maluliyetin 6nde gelen nedenlerinden biri olarak
kiiresel bir toplum sorunudur. Bununla birlikte akut bakim, rehabilitasyon, kalici
norolojik sakatlik dahil olmak iizere saglik sistemi iizerinde olusturdugu yiikii
nedeniyle TBH nin toplum i¢in sosyoekonomik yiikii onemli 6l¢lide artmaktadir (12).
Kiiresel 6lgekte her yil 10 milyondan fazla hastaneye yatis ve 200 milyar dolar1 asan
bir mali yiike sahiptir (13—15). Diinya ¢apinda hafif TBH tiim vakalarin %81 ini
olustururken, kalan %19 ’u orta ve siddetli TBH dir (16). Diinya genelinde mortalite
oran1 100 kiside 0,9 ile 7,6 arasinda degismektedir (11,17). Yillik insidansi1 ise 100.000
de 242 ile 317 arasindadir (18). Pediatrik vakalarin diinya ¢apinda insidansi, 100.000
cocukta 47 ile 280 arasinda olup vakalarin %20 orta veya siddetli TBH vakasi
goriinerek klinik siddet oranlar1 yetigkinlere benzerdir (19). ABD ve Avrupa’da
yaklasik 12 milyon kisi TBH-iligkili fonksiyon kaybindan etkilenmistir. Travmatik
beyin hasarinin, 2030’a kadar ndrolojik hastaliklardan kaynaklanan en Onemli
engellilik nedeni olarak kalacagr on goriilmektedir (Alzheimer hastali§i veya
serebrovaskiiler bozukluklarin katkisindan 2-3 kat daha fazladir) ve uluslararasi
ekonomiye yilda yaklasik 400 milyar dolara mal olmaktadir (20).Ayrica insidans ve
toplumsal yiikii yiiksek olmasina ragmen su anda Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi
(FDA; U.S. Food and Drug Administration) onayli herhangi spesifik bir tedavi metodu

da bulunmamaktadir.
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Sekil 4.1.1. Travmatik beyih hasar1 epidemiyolojisi.

4.2. Travmatik Beyin Hasar1 Patofizyolojisi

Klasik olarak klinik siddetine gore siniflandirilsa da TBH kendine 6zgii
patolojisi olan ¢ok sayida alt tipe sahip heterojen bir hastaliktir (21). Travmatik beyin
hasar1 (TBH) mekanik kuvvetin etkisiyle olusan hipoksi ve vaskiiler kontiizyonun
indiikledigi astrogliosis, glial aktivasyon, inflamasyon, hiicre 6liimii ve doku kaybina
yol agan bir dizi siireci ifade eder (22,23). TBH patolojik olarak birincil ve ikincil
yaralanma olarak ikiye ayrilir. Birincil hasar travma aninda olusurken ikincil hasar
saatler, giinler, haftalar, aylar boyunca gelisir. Travmanin olusturdugu beyin lezyonu
birincil hasarin olusturdugu alan ile sinirli olmayip giderek merkezden ¢evreye dogru
yayilan bir genislemeye sahiptir. Birincil hasar, dis kuvvete maruz kalmaya eszamanh
olarak meydana gelen beyin dokusundaki ani mekanik degisimler sonucu olusur. Bu
degisimler kontiizyon, damar hasar1, kanama ve aksonal hasarlanmay1 igerir. Ikincil
hasar, birincil hasari takip eden ve beyin hiicrelerinin 6liimti, doku bozulmasi ve atrofi
ile sonuclanan bir dizi metabolik, fizyolojik ve molekiiler siire¢ten olusur (24-26). Bu

stirecler dort kategori altinda incelenebilir:(a) iskemi, eksitotoksisite, enerji yetmezligi
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ve sonugta ortaya ¢ikan hiicre 6liimii basamaklari; (b) ikincil beyin 6dem; (c) aksonal

yaralanma ve (d) enflamasyon ve rejenerasyon.

4.2.1. Eksitotoksisite

Eksitotoksisite, glutamat ve birtakim uyarici amino asitlerin neden oldugu hasar
siirecini tammlar. i1k defa 1957°de Lucas ve Newhouse (27) glutamatin toksisitesini
tanimladi. Ardindan Olney (28) intraperitoneal glutamat uygulamasinin beyin hasarina
yol agtigin1 bildirdi. Glutamat beyinde en ¢ok bulunan nérotransmiter olmakla beraber
toksik seviyede maruziyeti ndronal 6liime neden olmaktadir (29). Klinik arastirmalar,
TBH'de beyindeki glutamat seviyelerinin yaralanmadan sonra oldukc¢a hizli bir sekilde
zirve yaptigini ve ardindan kan beyin bariyerinin (KBB) mekanik olarak bozulmasi
sonucunda 24 ila 48 saat boyunca yiiksek seviyelerde kaldigimi gdstermistir (30).
Yiiksek glutamat diizeylerinin, hastalarda eksitotoksisitenin bir komplikasyonu olan
depolarizasyon dalgalarinin yayilmasina katkida bulundugu da 6ne siiriilmistiir (31).
Glutamat, postsinaptik terminaldeki iki ana norotransmiter reseptorii lizerinde etki
eder: NMDA reseptorleri ve  AMPA reseptorleri. Bunlar, sinaptik aktarim ve
plastisitede dnemli bir rol oynayan ligand kapili iyonotropik reseptorlerdir (32,33).
AMPA reseptorleri esas olarak postsinaptik ndronu depolarize eden sodyum akisinin
gecisinde rol oynar; NMDA reseptorleri ise sinyal iletimi i¢in ¢ok Onemli olan
kalsiyum kapilarin1 agar. TBH’de yiiksek glutamat hiicre ici kalsiyum seviyelerinin
anormal yiikselmesini saglayarak ndronal 6liime katkida bulunur (34). Hiicre igi
yiiksek kalsiyum konsantrasyonu, hiicre ve mitokondri membranlarina zarar veren
fosfolipazlari, hiicre iskeletine zarar veren proteazlari ve DNA par¢alanmasina neden
olan endoniikleazlar1 (hem apoptoz hem de nekroz ile sonuglanan bir dizi katabolik
enzimi) aktive eder (35). Kalsiyum yiikiindeki asir1 artig, mitokondrinin islevini de
onemli dlgiide etkiler (36). Kalsiyuma bagli mitokondriyal geg¢irgenlik uzun stire aktif
kalarak kalsiyumun mitokondri ¢ikisini saglayarak mitokondri membran potansiyelini
bozar. Bu kimyasal ve yapisal degisiklikler elektron tasima zincirini bozarak
mitokondrinin ATP iiretmesini engeller (37,38). Ayrica mitokondri gegirgenligindeki
artis1 takiben enzimlerin sizmasiyla kaspaz aracili apoptoz ve elektron tagima
sisteminin bozulmast ROS olusumuna neden olur (39). TBH’nin karakteristik
Ozelliklerinden biri hipertrofik asteroitlerdir (40). Bu morfolojik degisiklikle
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astrositlerin hasarli bolgeyi beynin saglikli kalanindan bir glial yara olusturarak
ayirdigini ve hiicre dis1 glutamat seviyelerini diizenledigi diistiniilityor (41). Palmer ve
ekibi (42) ilk kez TBH hastalarinin beyin omurilik sivisinda (BOS) daha yiiksek
miktarda uyarict amino asit bulundugunu bildirmistir. Glutamat konsantrasyonunun
normal insanlardan 5 kat daha fazla seviyede oldugunu raporladilar. Bu diizey in vitro
ortamda noronal 6liim i¢in yeterlidir (43) Bu arastirmalara karsin, anti-eksitotoksik

ilaglarin klinik denemeleri ¢ok az etkinlik gdstermistir.

@

Sekil 4.2.1.1. TBH’de Reaktif Oksijen Radikalleri olugsmu

4.2.2. TBH’de reaktif oksijen radikalleri

Iskemi, eksitotoksisite veya bunlarin kombinasyonu, ikincil hasarm énemli bir
komponentidir. Bu mekanizmalar asirt kalsiyum yiiklenmesi, oksidatif stres ve
mitokondriyal hasar ile baglantilidir. ROS ile antioksidan seviyeleri arasindaki
dengesizlik sebebiyle olusan oksidatif stres TBH sonrasi olusan sekonder hasarda
biiylik bir role sahiptir. Merkezi sinir sistemi serbest radikal aracili hasara karsi
savunmasizdir. MSS orta diizeyde endojen antioksidanlara ve anti oksidasyon
enzimlerine sahiptir. Bu diizeyler travma sonrasi hizla diiser (44). MSS’nin yiiksek bir
metabolik hiza sahiptir bu nedenle 6zellikle risk altindaki enerji metabolizmasinin bir
yan {riinii olarak siirekli ROS iiretimi mevcut. Ayrica MSS’deki hiicrelerin zarlar
daha yiiksek bir ¢oklu doymamis yag asidi yiizdesine sahiptir, bu sebeple lipit

peroksidaz zincir reaksiyonuna daha duyarhidirlar. Son olarak, merkezi sinir sistemi,
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serbest radikal olusumu ve reaksiyonlarinda aktif olarak yer alan bakir ve manganez

gibi gecis metalleri agisindan zengindir.

Yetigskin TBH hastalarda yapilan klinik ¢caligmalar, TBH'den kisa bir siire sonra
serebrovaskiiler akimin azaldigini ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan iskemi terapotik
bir hedefi temsil edebilecegi diisiiniilmektedir (45,46). TBH nin ardindan gerceklesen
iskemi siirecinde oksijen seviyesi son derece diisiik olmasi enerji iiretimini oksidatif
fosforilasyondan oksidatif fosforilasyondan ¢ok daha az verimli olan glikolize gecer.
Sonug olarak, MSS’de ATP iiretimi 6nemli dl¢lide azalir (47). Oksijen yoklugunun
uzun siirmesi glikoliz {irlinleri olan laktat ve piriivat birikimine bagl lokalize bir
asidoza neden olur. Ortam pH’indaki azalma, demir ve kalsiyumun mobilizasyonuna
tetikler ve bu hareketlilik hiicre i¢i kisir dongiileri neden olur (48). Serbest kalsiyumun
sitozolde artig1 mitokondri membran potansiyeli kaybina ve en sonunda ROS
olusumuna neden olur. Serbest demir de Fenton reaksiyonu yoluyla ROS olusumunu
artirir. 1k basta olusan radikaller NO ve H20: gibi zayif oksidanlar olmasiyla birlikte
zar yapilarindan kolayca gecme Ozelliklerinden dolayr mitokondri icine gecip
peroksinitrit ve hidroksil radikalleri gibi daha giiclii oksitleyici ajanlara doniisebilirler.
Nihayetinde, ROS’un mitokondride birikmesiyle mitokondrinin enerji tiretimi bozulur
(49). ROS, lipid peroksidasyonu, protein karbonilasyonu ve DNA oksidasyonundan
sorumlu olup, membran gecirgenliginde ve akiskanliginda da degisikliklere yol acgar.
Lipid peroksidasyonu, mitokondriyal membran yapisini bozarak astrositlerin glutamat
reseptorleri i¢in toksik olan 4- hidroksinonenal olusumunu saglayarak, eksitoksiteyi
artirtp doku hasarimi siddetlendirir (50) 4-hidroksinonenal ayrica kalsiyum rezervlerini
harekete gecirirler. Salinan kalsiyumlar fosfolipaz ve DNAz gibi bir¢ok enzimi aktive

ederek hasarin daha da artmasina neden olur (51).

4.2.3. Hiicre oliimii

TBH’nin ardindan goriilen hiicre 6liimlerinin nekrozdan apoptoza kadar degisen
bir morfolojik devamlilik olarak kategorize edilebilecegi diistiniilmektedir (52,53).
Apoptoz, hiicre kiigiilmesi ve niikleer yogunlasma, interniikleozomal DNA
parg¢alanmasi ve apoptotik cisimlerin olusumu ile tanimlanan hiicre 6liimiiniin
morfolojik bir tanimidir (54). Buna karsilik, nekrozdan Olen hiicreler, zarlarin

bozulmasiyla hiicresel ve niikleer sisme gosterir. TBH gibi kompleks ve coklu
9



mekanizmalari olan hastaliklarda, hiicre 6liimiiniin apoptozla mi1 nekrozla m1 oldugunu
klasik tanimlarina gore ayirt etmek oldukga zordur (55). Bazi hiicreler, hem nekrozda
goriilen niikleer ve hiicresel sisme, hem de normalde programlanmis hiicre 6liimiinde
gbziiken proteazlarin aktivasyonlari ve DNA fragmantasyonu gosterebilir (56).
Travmatik beyin hasarinda hem nekroz hem de apoptoz es zamanl gerceklestigi
diistiniilmektedir (53,57). Bununla birlikte birtakim farkliliklar mevcuttur. Ornegin
nekroz siireci enerjiden bagimsiz iken, apoptoz sadece ATP varhi§inda, yani
fonksiyonel mitokondri varliginda meydana gelir (58,59). Bu nedenle, yiiksek
mitokondriyal yikim ve enerji tiikkenmesi olan dokuda esas olarak hiicresel nekroz
gergeklesecektir. Programlanmis hiicre 6liimii olarak da adlandirilan apoptozda, hiicre
membrani parcalanmaz ve enflamatuvar yanit ortaya ¢ikmaz. Noronlar, daha yiiksek
hiicre dis1 glutamat konsantrasyonlarina maruz kaldiginda hiicresel nekroz olusur (58).
Ayrica apoptoz veya nekroz olusumunun hiicre i¢i kalsiyum seviyeleri ile iliskili
oldugu o6ne siiriilmiistiir (60,61). Diistik hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu apoptozu
tetiklerken; yiiksek hiicre i¢i kalsiyum nekroza yol acabilir. Olgun hiicrede apoptozun
baslamasi i¢in, intraseliiler veya ekstraseliiler bir tetikleyici gereklidir. Hasar sonrasi
kalsiyum mobilizasyonu, oksidatif stres ve ATP yoklugu gibi etkenler sonucu hiicresel
hemostaz bozulur, mitokondri araciligiyla hiicre i¢i apoptoz baslar (62). Sitokrom c
mitokondriyal disfonksiyon sonucu i¢ mitokondriyal membrandan sitozole geger.
Daha sonrasinda sitokrom c, sitozolde dATP ve spesifik bir apoptotik-proteaz aktive
edici faktor (Apaf—1) varliginda kaspaz—9’u aktive eder (63). Ardindan Kaspaz—9 da
kaspaz—3’ii aktive ederek hiicre iskeletinin pargalanmasi ve endoniikleazlarin
aktivasyonlarin saglanir (64) Mitokondriyal hasarla iligkili intraseliiler bagka bir yol
da apoptoz indiikleyici faktor (AIF) yoludur (65-67). Kaspazdan bagimsiz bu yol,
mitokondriyal zarin bozulmasi ile aktive olup ardindan mitokondriyal membrandan
AIF salinimi ile sonuglanir. AIF salinimi biiyiik 6l¢ekli DNA parcalanmasina yol agar
(boyut olarak 50 — 700 kilo baz ¢ifti). Zhang ve ark. (68) TBH’de AIF yolunun aktive
oldugunu belgelemislerdir. Apoptozun hiicre dis1 yolag: ise ligandlarin TNF siiper
ailesi iiyeleri TNFR1 ve Fas/Apol/CD95 gibi reseptorlerine baglanmasiyla
gergeklesir. Reseptor ligand baglanmasiyla TNF-veya Fas iligkili 61iim domaini i¢eren
trimerik bir kompleks olusur. Olusan kompleks kaspaz 8 aktive ederek apoptoz

yolagini baslatir (56). TBHda rolii bulunan Bcl-2 apoptozun 6nemli bir inhibitoriidiir.
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TBH sonras1 Bel-2 indiiklenmesi kortikal doku kaybini azalttig1 gézlenmistir (69). Bir
baska calismada da insanlarda TBH sonrasi Bcl-2 seviyelerinin beyin dokusunda
arttig1 raporlanmistir. BOS’da bakilan Bcl-2 seviyesinin kontrol hastalarina kiyasla
TBH’de yaklasik 4 kat arttig1 raporlanmistir. Ayrica, BOS’daki Bcl-2 seviyesinin
hasta sagkalimi ile iliskisi olabilecegi gosterilmistir(70). Ikincil hasarda nekroz ve
apoptozun disinda bir de otofaji goriilebilir. Otofajide organellerin ve proteinlerin
lizozomal degradasyonu gergeklesir. Kaspaz inhibisyonu ve mitokondriyal gecirgenlik
kosullarinda, otofaji genellikle programlanmis hiicre 6liimii i¢in baskin mekanizmadir.
Lai ve arkadaglarinin (71) 2008 yilinda yaptig1 calismada otofajinin inhibisyonu

sonucu TBH’de hasarin etkisinin hafiflemesi iligkilendirilmistir.

4.2.4. Beyin 6demi

Ikincil hasarin ana bilesenlerinden biri de beyin ddemidir. Beyin ddemi sonucu
gerceklesebilen intrakraniyal hipertansiyon gibi son derece yikict siirecler bu
patofizyolojik degisimi daha da 6nemli yapmaktadir. Serebral 6demin sitotoksik veya
vazojenik 6dem olmak {izere 2 kategoriyi igerdigi uzun zamandir bilinmektedir.
Sitotoksik 6dem, ozmotik bir gradyana yanit olarak hiicre i¢ci kompartimaninda su
iceriginin artmasi ile karakterize edilir. Siddetli TBH’de bu durum tipik olarak
gozlenen enerji yetmezligi altinda ATP'ye bagli Na+/K+ pompalarinin bozulmasiyla
aciklanir. Bu durumda hiicre i¢i iyon artar ve boylece hiicre ozmolalitesinde artisa ve
hiicreye su girisine yol acar. Bu durum esasen intrakraniyaldeki sivinin yer
degistirmesinden ibaret oldugundan sitotoksik O6demin kendi basina beyin su
seviyesinde artisa ve intrakraniyal hipertansiyona olusturamaz. Bununla birlikte hiicre
iceriginde degisiklige yol acarak fonksiyon bozukluguna neden olur. MRI cihazlarinin
ilerlemesiyle TBH nin ilk birka¢ saatinde vazojenik ddemin ortaya ¢iktig1 ardindan
birkag giin i¢inde sitotoksik 6dem bagladig1 ve yavasca arttig1 2 haftaya kadar devam
ettigi gozlendi (72,73). TBH’den 2-3 giin sonra beyin su i¢eriginin maksimuma ¢iktigi
raporlanmistir (74).
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Sekil 4.2.4.1. TBH’de beyin 6demi semasi.

Son yillarda yapilan arastirmalar KBB’de kapanmanin kademeli oldugu ve hasar
sonras1 7 giine kadar gec¢irgenligin devam ettigini gostermistir (75). Baz1 vakalarda
TBH sonrasinda serebral kan akimi artisinin da intrakraniyal hipertansiyona neden
oldugu bilinmektedir. Bu akim artis1 kontlizyon gibi lokal travma sonras1 o bolgedeki
glutamat artist sonucu astrositlerin glutamat kullaniminda artisa bu durum da
astrositlerin oksidatif enerjiden glikolize gecisine sebep olur. Ozellikle siddetli TBH
sonrast yogun bakim yatislarinda oksidatif metabolizma %50 oraninda baskilandigi
bilinmektedir (76). Bu siiregte glikoz kullamimindaki artis antioksidan
mekanizmasinda etkili pentoz fosfat yolu gibi glikoz ihtiyacinin oldugu bir¢ok yolagin

aksamasina ve prognozun kotiilesmesine neden olur.

4.2.5. Noroinflamasyon

Noroinflamasyon, TBH sonrasi ortaya ¢ikabilecek norolojik bozukluklarda ve
ndrodejenerasyonda onemli bir rol oynar. Noroinflamasyon TBH sonrasi beyindeki
yerlesik mikroglia, astrosit, zayiflamis KBB ile beyne niifuz eden periferik 16kositler

ve sitokinler gibi inflamatuar aracilar1 iceren TBH’nin ikincil hasar siireclerinden
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biridir (77,78). Beyin hasar aldiginda ortaya ¢ikan DAMPS VE PAMPS gibi
molekiillerinin TLRs, NLRs gibi organizmaya tehlike sinyalleri gonderen reseptorlere
baglanmasiyla enflamasyon baglar (79). DAMPS taninmasiyla TNF-a ve IL-6 gibi
proinflamatuar sitokinler salinir (80). Noroinflamasyon oncelikle hasarli hiicrelerin
onarimindan ve istilaci patojenlerden korunmadan sorumlu olan mikroglial veya
kompleman aktivasyonuyla baslar (81). Kompleman aktivasyonu ayrica KBB boyunca
notrofil, monosit ve lenfosit akigini artirarak nihayetinde prostaglandinler, kemokinler
ve hiicre adezyon molekiilleri salgilanmasini saglar (82,83) KBB’deki artis ayrica
plazma proteinlerinin ekstravaskiiler bosluga akisina neden olur, bu durumda TGF-b
aktive ederek nodroinflamasyonu ve astrositlerin yara olusumunu indiikler (84).
Mikroglial aktivasyonu, TNF-a, IL- 1b, IL-6, ve IL-12 gibi KBB zayiflatici
kemokinlerin salimina neden oldugu gibi ayn1 zamanda serbest ROS ve norotoksik
molekiiller de treterek sekonder hasarin diger patolojik siireclerinin artigina ve
enflamatuvar yanitin artmasina neden olur (77). Mikroglia ‘nin aktivasyonun kronik
hale gelmesi major histo-uyumluluk kompleksi sinif II'nin artisina yol agar ve bu da
norodejenerasyonu arttirir. Mikroglial aktivasyonun fenotipik varyasyonlar1 vardir.
Interferon gama varlig1 proinflamatuar (M1) siireglerin hakimiyetine neden olurken,
IL-4 ve IL-13 mikroglial farklilasmay1 bir anti-inflamatuar fenotipe (M2) yonlendirir
(85). Literatiirdeki tiim bilgilere karsin klinik ¢alismalarda néroinflamasyonun hem
yararlt hem de zararl etkileri oldugu, yiiksek dozda antienflamatuvar ila¢ kullaniminin

kotii sonuglara yol agtig goriilmiistiir (86,87).

4.3. Sirkadiyen Ritim

Sirkadiyen (circa=yaklasik, diem=giin) ritim organizmanin sahip oldugu
endojen kaynakli biyolojik saat sistemi tarafindan iiretilir. insanlar dahil olmak iizere
diinyadaki hemen hemen tiim yasam, giinliik degisiklikleri tahmin etmek icin dahili
bir biyolojik zamanlayiciya sahiptir. Organizmalarin bu tiir saate sahip olmasi,
gilindiiz/gece dongiisiiniin cesitli taleplerine karsi kendi fizyoloji ve davranislarini
onceden optimize etmesini saglar. Hipokrat ve Galen gibi tibbin 6nciileri atesle ilgili
24 saatlik dongiisellige dikkat ¢ekmistir. Yiizyillar boyunca bitki ve hayvanlarda
gozlenen 24 saatte bir devridaim eden bu ritmik seyir doganin bir gercekligi olarak
kabul edildi. Bu goriis, 1729 yilinda Jean Jacques d’Ortous de Mairan’nin mimoza
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bitkisi dolap gibi karanlik bir ortamda tuttugunda dis ortamdaki ritmikligi
gostermesiyle degismeye baslandi.1930 ortalarina gelindiginde Biinning ilk defa
bitkiler i¢in biyolojik saat terimini kullanarak endojen bir mekanizmadan bahsetti.
Ardindan 1950’lere gelince Colin Pittendrigh yaptig1 calismalar sonucunda sirkadiyen
ritmin temel 6zelliklerini tanimladi: Tiim sirkadiyen ritimler endojen kaynakli yaklasik
24 saatlik periyoda sahip biyolojik (biyokimya, fizyoloji ve davranis) siireclerdir. Bu
siirecler dis ¢evreden gelen (zeitgeber) birtakim uyaricilar araciligiyla senkronize
olabilir. Bu ¢alismalardan ilham alan Jeffrey Hall, Michael Rosbash ve Michael Young
ilk saat geni Period kesfederek 2017 Nobel Tip ve Fizyoloji ddiiliine layik
goriilmiistiir. Period genin kesfinden bu yana hiicresel diizeyde biyolojik saati

olusturan bir¢ok transkripsiyon faktorii (TFs) memelilerde kesfedilmistir.

4.3.1. Sirkadiyen ritmin molekiiler mekanizmasi

Sirkadiyen ritim, viicudun hemen hemen tiim hiicrelerinde bulunan saat benzeri
bir mekanizma tarafindan tiretilir. Sirkadiyen zaman igleyisinin temel birimi hiicredir.
Hiicrelerdeki gen ekspresyonundaki salinimlar sirkadiyen ritmin ana giiciinii olusturur
(88,89). Ritmik ekspresyon olan bu genlerin ¢ogu dokuya 6zgii olmasina karsin, bu
genlerin ritimlerinin altinda hiicreler arasinda ortak bir saat mekanizmasi vardir. En
genel anlamda bu hiicresel saat mekanizmasi, iginde ‘“saat” genlerinin kendi
islevlilerini kendilerinin olusturdugu protein iirlinleri tarafindan bastirdig1 birbirine
kenetlenmis molekiiler dongiiler seklinde calisir. Daha spesifik olarak, memelilerdeki
sirkadiyen saatler, kendi kendini diizenleyen transkripsiyonel-translasyonel geri
besleme dongiileriyle olusturulan son derece korunmus bir molekiiler mekanizma olan
cekirdek saat genlerin (core clock gene) ritmik bir sekilde ekspresyonuna dayanir.
Hiicresel diizeyde bu otonom sistem birbirine bagli negatif geri besleme dongiilerinden

olusur.
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———3 Aktivasyon

ﬁ =———— Inhibisyon

Sekil 4.3.1. Sirkadiyen molekiiler saat mekanizmasi.

Bu sirkadiyen mekanizmanin transkripsiyon faktorii olan BMAL1 (Brain and
muscle ARNT-like protein 1) ve BMALI’in heterodimer partneri olarak gorev alan
CLOCK (Circadian locomotor output cycles kaput) veya NPAS2 (Neuronal PAS
domain containing protein 2) molekiiler seviyede Period (PER1, PER2 ve PER3) ve
Crytochrome (CRY1 ve CRY2) genlerinin transkripsiyonlarin1 kontrol etmektedir
(90).PER ve CRY proteinleri negatif geribildirim dongiisiine bagli olarak
BMALI1/CLOCK transkripsiyon faktorlerinin aktivator etkinligini baskilamaktadir.
Bu sayede sirkadiyen ritim proteinlerinin ifadeleri ritmik olarak artip azalmaktadir.
Ayrica CLOCK ve BMALI heterodimer kompleksi Rev-Erbo/B’nin
transkripsiyonunu aktive ederek Rev-Erba protein seviyesini de arttirmaktadir. Bunun
sonucunda artan Rev-Erba/f BMAL1’in promotdr bolgesine baglanir ve
transkripsiyonel baskilama ozelligi gostererek BMAL1’1 transkripsiyonunu inhibe
eder(91,92). Cekirdek saat genlerinin ritmik olarak calismasiyla dokularda saat
kontrollii genler adi verilen bir dizi ¢ikti genlerin ekspresyonu olur. Olusan saat
kontrollii genler, dokuya 0zgli diizenleyici ve metabolik faaliyetlerde yer alan
proteinleri kodlar. Genom ¢apinda transkripsiyon analizleri, saat kontrollii genlerin
dokudan dokuya yalnizca yaklasik %10 ortiistiiglinii ve organlarda farkli tepe faz

dagilimlarina sahip oldugunu gostermektedir.
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Sirkadiyen ritmin organizma diizeyinde, cevresel gilindiiz/gece dongiisiine
senkronizasyonu 151k, beslenme ve sicaklik gibi dis diizenleyiciler araciligiyla saglanir.
Memelilerde 151k, bir retina girdisi araciligiyla hipotalamustaki suprakiazmatik
cekirdegini etkiler. Hipotalamusun suprakiazmatik c¢ekirdeginde yer alan saatin,
viicudun her yerinde bulunan hiicresel saatleri hiyerarsik bir sistemle rehberlik ettigine
dair 6nemli kanitlar mevcuttur. SKC optik kiazmanin iizerinde li¢iincii ventrikiiliin
(kemirgenlerde) her iki yaninda yaklasik 10.000 hiicreye sahiptir. Yapilan
calismalarda hayvanlarda bu hiicrelerin ablasyonu sonucunda sirkadiyen ritmin geri
doniistimsiiz olarak kaybedildigi gozlemlendi. Bununla birlikte, ablasyon sonrast SKC
iceren baska bir beyin dokusu transplantasyonu gergeklesirse ritmik aktivitenin geri
dondiigii ve geri donen ritmik aktivitenin periyodunun ise graft SKC’nin genotipi
olarak degistigi kesfedildi. Yani eger konak¢inin sirkadiyen ritmi 24 saat periyoda

sahipken dondriinki 20 saat ise doku transplantasyonu sonrasi konak¢inin periyodu 20

saat olarak degisir.

Insanlar iizerinde yapilan epidemiyolojik, genetik ve/veya deneysel galigmalar
hem sagligin korunmasinda hem de akut patolojilerin diizenlenmesinde
giinliik/sirkadiyen ritmin roliinii desteklemektedir. Epidemiyolojik ¢alismalar, uyku
yoksunlugu olan vardiyali ¢alisanlarda, viicut kitle indeksi ve insiilin direnci arttig1 ve
metabolik sendrom riskini daha fazla oldugu gosterdi. Vardiyali ¢alisma veya sosyal
jetlag (calisma giinleri ve tatil giinleri arasinda uyku saatlerinin yanlis hizalanmast)
tarafindan indiiklenen giinliik/sirkadiyen uyumsuzluk, kardiyovaskiiler hastalik
(KVH), diyabet, obezite ve ¢esitli kanser tipler i¢eren bir¢ok kronik hastaligin riskinin
arttirmaktadir (93-95). Bu hastaliklardan meme kanseri ve tip 2 diyabet iizerine
yapilan genomik ¢aligmalar sirkadiyen ritmi diizenleyen gen varyantlari ile
hastaliklarin etiyolojisinin iligkili oldugu bulunmustur (94,95). Desenkronizasyonun
kronik yan etkilerine ek olarak akut hastaliklarin patofizyolojisi de sirkadiyen ve/veya
diurnal ritim tarafindan diizenlenebilir. Miyokardiyal iskemi (96,97) ve enfarktiis (98)
gibi kardiyovaskiiler olaylar olma ihtimali hastalar icin sabahlar1 daha yiiksek
saptanmustir. Tofler ve ark. (99) bu risk artisinin arteriyel basingtaki sirkadiyen/gece-
giindiiz degisiklikleri ile iligkili oldugunu bildirmistir. Sabahlar1 enfarktiis riskinin

artisina ek olarak enfarktlis boyutlarinin da biiylik olmasi l6kositlerin ritmik

16



infiltrasyonuyla iligkili olabilecegini diistindiirmiistiir (100). Boylece sirkadiyen ritmin
cesitli hastaliklarin hem ortaya ¢ikmasinda hem de semptomlarin siddetlenmesinde

iliskisi oldugu gosterilmektedir.

4.4. MSS ve Sirkadiyen Ritim

Sirkadiyen ve/veya giinliik ritimler akut MSS hastaliklarinin patogenezinde rol
oynar. Bu akut yaralanmalar dogrudan-ani doku hasar1 (birincil yaralanma olarak
tanimlanir) ve birincil yaralanmaya yanit gecikmis hasar (ikincil yaralanma) olusturur.
Literatiirde iskemik inme, travmatik beyin hasar1 (TBH) ve omurilik hasar1 (SCI) gibi
akut MSS patolojilerinde birinci ve ikinci hasarin rolii belgelendi (89,101,102). Cesitli
biyolojik siireclerin giinliik/sirkadiyen ritimleri, akut yaralanmalarinin her iki hasar
asamasini da modiile edebilecegi diisiiniilebilir. Bu sebeple birinci yaralanmanin sebep
oldugu doku hasar1 travma anindaki diurnal/ sirkadiyen salinimin etkiledigi hiicre
duyarhiligindan etkilenebilirken; katlanmamis protein yaniti, oksidatif stres yaniti,
DNA hasar yanit1 gibi hiicresel hasarin farkli diurnal/sirkadiyen durumu ikincil hasari
etkileyebilir. Klinik veriler intraserebral ve subaraknoid kanama (SAK) gibi akut
serebrovaskiiler yaralanmalarin baslangic siddeti ve prognozunun diurnal ritmi
belgelenmigstir (103). Akut MSS hasarinin patogenezinde sirkadiyen saat yolunun
roliine iligkin aragtirmalar i¢in bariz bir baslangi¢ noktasi, hasarin akut/subakut fazlari
sirasinda saat yolu bilesenlerinin ekspresyonunun/aktivitesinin analizidir. Ornegin,
sicanlarda kiiresel iskemigi takiben 6 saat kadar kisa bir siirede PER2’nin hipokampal
ekspresyonundaki giinliik salinimlarinin tersine cevrildigi gozlemlendi (104). Bir
baska calismada da lateral sivi perkiisyon modellemesiyle olusturulan TBH’de,
yaralanmay1 takiben sirasiyla 20 veya 44 saatte SCN noronlarinda Cryl veya Bmall
mRNA’nin ekspresyonun arttigi gozlendi (105). Ayni ¢alismada hipokampustaki
Bmall, Cryl ve Perl ekspresyonunda azalma gozlemlendi. Benzer sekilde, siganlar
SCI’den 2 giin sonra hasarli omurilik dokusunda Bmall, Cry1, Per2 ve Nrldl mRNA
seviyelerinde azaldig1 gozlemlenmistir (106). Farelerde SCI’den 6 ve 24 saat sonrasi
Bmall mRNA ekspresyonu yiikselirken, 12 ve 24 saatlerde diisiik Bmall protein
seviyeleri gozlemlenmistir. Bmall ve Nr1dl mRNA seviyelerinin deneysel otoimmiin

ensefalomiyelit modellerinde 14 giin sonra azaldig1 raporlanmistir (107). Tiim bu
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calismalar MSS yaralanmalar1 sonrasinda sirkadiyen saat mekanizmasinin

regililasyonunun bozuldugunu gostermektedir.

Literatiirde hasarin gergeklestigi zamanin hasar sonrasi prognozu etkiledigine
dair birgok ¢alisma mevcut. Glin saatinin etkileri, fare orta serebral arter tikaniklig
(MCAO) modellemesiyle belgelenmistir. Operasyon saatlerinin farkli oldugu cerrahi
deney modelinde operasyondan 72 saat sonra bakildiginda ZT15-21"de gergeklesen
orta serebral arter okliizyonun ZT3-9 kiyasla hasar hacmi azaldig1r daha da 6tesinde
sekonder hasar gerceklesmesini saglayan gecikmis hiicre 6liimii ve oksidatif stres
ZT15-21’de azaldig1 gozlemlenmis (108). Deneysel otoimmiin ensefalomiyelit
(EAE), miyelin komponentinin immiin aracili akut noroinflamatuar hasar iligkili
olmasi sebebiyle MS modellemesinde yaygin kullanilmaktadir. Bir ¢alismada EAE
modeli olusturmak i¢in deneklere ZT8 ve ZT20 2 farkli zamanda dis asilama yapilmis
ve ZT8 yapilan asilama sonrasi demiyelinizasyonun daha siddetli olmasi ve yiiksek
pro-inflamatuar sitokin seviyesine sahip olmasi nedeniyle klinik semptomlarda
kotiilestigi raporlandi (109). Bu ¢aligmalarin da gosterdigi gibi hasarin gerceklestigi

zamanin hasarin sonuglari iizerine etkisi vardir.

4.5. Rev-Erb Proteinleri

REV-ERB, iki benzer proteini i¢eren niikleer reseptor ailesinin bir iiyesidir. Bu
proteinler; REV-ERBa ve REV-ERBf’dir. REV-ERB ismi, REV-ERBa’nin
kodlandigi Nrldl geni ERBA proto-oncogene geninin antisensi {izerinde
bulundugundan “reverse-ERB” tiiretilmistir (110,111). REV-ERBJ ise Nrld2’den
kodlanan REV-ERBa izoformudur. REV-ERBa ve REV-ERBp proteinlerinin
DNA’larin spesifik bolgelerine baglanmasina sagladigit DNA binding domain (DMD),
neredeyse tamami ayni iken ligand baglanma domaini (LGB)’daki amino asitlerin
%71 kadar1 benzerdir. Tiim bu benzerliklerle beraber dokularda da benzer ekspresyon
paterni gostermektedirler (112). REV-ERBa’nin silindigi farelerde bazi dokularda
REV-ERBB’nin varligit REV-ERBo’nin yoklugunu kompanse ettigi gozlenmistir
(113). Tiim niikleer reseptorlerde oldugu gibi, REV-ERB o/f’1n da genlerin spesifik
genomik bolgelerini tanimasi ve baglamasini iki ¢inko parmak aracilik eder (114).

Bununla birlikte diger niikleer reseptorlerin ¢ogundan farkli olarak, REV-ERB’lerin
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ligand baglama alanlarinin C-terminal ucundaki karboksi terminal aktivasyon
fonksiyonu 2 (AF2) yoktur. AF2 bolgesi transkripsiyonel aktivasyonu saglayan
koaktivatdr protein paternlerini tanimasini saglar. Bu sebeple AF2 yoklugu sebebiyle
REV-ERB’lerin transkripyon aktivator rolii olmadigi diisiiniilmektedir. Bunun yerine,
DMD araciligiyla RORE sekansina baglanarak transkripsiyonel baskilayic1 gibi
davranmaktadir. REV-ERB’lerle ayn1 genleri hedef alan RORE sekansini taniyan
transkripsiyon aktivasyonu gibi davranan retinoic acid receptor-related orphan
receptor (ROR) ile REV-ERB’ler arasinda dinamik bir etkilesim vardir (115). REV-
ERB’lerin DNA baglanma domaininin RORE boélgesine basarili bir sekilde
baglanmasiyla nuclear receptor corepressor (NCORI1) proteiniyle etkilesimde bulunur.
Sonrasinda NCOR1’ler histon deasetilaz 3 (HDAC3) enzimlerini aktive ederek
kromatin konsedasyonunu ve deasetilasyon reaksiyonuyla transkripsiyonun
baskilanmasmi saglar (116,117). REV-ERB sirkadiyen ritmin hiicresel
mekanizmasinda saat genlerini regiile etmesi goz oniine alindiginda bu dongiiye baglh
bircok sistemi kontrol altina alabilir ve diizenleyebilir. REV-ERBa’y1 APOC-III gen
ekspresyonunun regiile ederek lipid metabolizmasinda rolii gosterildi. Bir baska
calismada yiiksek miktarda REV-ERB insiilin sekresyonunu arttirarak glikoz
konsantrasyonunu diisiirdiigii ve bdylece tip 2 diyabette tedavi igin bir hedef
olabilecegi diisiiniildii. REV-ERB agonistlerinin kullaniminin lipojenik genler Srebfl
ve Fasn'in ekspresyonunu azaltti1 ve yag asidi tasiyici gen Fatp'min transkripsiyonel
seviyelerini artirdift gozlemlenmistir. Kaslarda Rev-Erb'a aktive edildiginde,
mitokondri sayisinda artis ve daha yiiksek bir oksidatif kapasiteye olanak saglar (118).

Bu calismalar REV-ERB’nin metabolizma iizerinde etkisini gostermektedir.

4.5.1. RevErb ve inflamasyon

Bircok immiin hastaligin sirkadiyen paterni oldugu bilinmekle birlikte
literatiirde REV-ERB’lerin inflamasyon iizerinde regiilasyonu c¢alisilmistir. REV-
ERB makrofajlarda Tlr4 baskilayip IL—6 iiretimini azalttig1 ve bu sayede inflamatuar
yanitt durdurdugu bulunmustur (119). Baska bir ¢alismada inflamasyon ortaminda
REV-ERB disfonksiyonu Tlr4 gen ekspresyonunu artirdigt raporlanmistir (120,121).
Tlr4 ayn1 zamanda TBH’nin inflamatuar siirecinde rol aldigi bilinmektedir.
Literatiirdeki caligmalar TLR4 eksikligi olan farelerde kontrollere kiyasla inflamatuar
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genlerin ekspresyonunda azalma ile daha kiigcliik beyin lezyonlar1 gbzlendi ayrica
TBH'nin ardindan, bir TLR4 bloke edici olan VGX-1027'nin 6demde azalmaya neden
olmustur (122,123). TBH ve REV-ERB ayr1 ayri yapilan bu calismalar REV-ERB’nin
TBH iizerinde etkisinin olabilecegini desteklemektedir. Otoimmiin hastaliklarda etkin
role sahip TH17 hiicreleri IL17 salgilayarak konak¢1r savunmasinda gorevli
proinflamatuar immiin hiicreleridir. Multiple skleroz igin yapilan ¢alismalarda bu
hiicrelerin omuriligin inflamatuar demiyelizasyonunda rol aldig1 gosterilmistir (124).
REV- ERB ile ilgili ¢aligmalarda ise REV-ERB silinmesiyle olusturulan farelerde
IL17 ekspresyonun arttigi ve TH17 aracili immiin hastaliklarin semptomlarinin

kotiilestigi bildirilmistir (125).

4.5.2. RevErb ve Noronal uyarilma

Noronal uyarilmanin ve eksitotoksisitenin TBH sonrasi ikincil hasarda erkin rolii
oldugu bilinmektedir. 2021 yilinda yapilan bir c¢alismada REV-ERB proteinin
epilepsili hastalarin beyin dokularinda ifadesinin arttig1 goriildii Farelerde Rev-
erba’nin ablasyonunun veya farmakolojik inhibisyonun, akut ve kronik ndbetlere karsi
noronal duyarliligi azalttigi, Rev-erbo’nin aktivasyonun da farelerde ndbet

duyarlhiligini arttirdig1 bulunmustur (126).
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5. MATERYAL METOT

5.1. Deney Gruplari

Bu tez kapsaminda Rev-Erba ve Rev-Erbf’nin akut dénem travmatik beyin
hasarinda roliinlin incelenebilmesi ic¢in farelere sogukla indiiklenen beyin hasari
modeli uygulandi. Bu model travmatik beyin hasari i¢in yaygin kullanilan bir hayvan
modelidir ve patofizyolojik kaskadlar acisindan travma ile O6nemli benzerlikler
paylagsmaktadir (127). Calismanin belirlenen hedeflerine ulasabilmesi i¢in 8 deney
grubu olusturuldu. Istanbul Medipol Universitesi Tibbi Arastrma Merkezi
(MEDITAM) tarafindan temin edilen fareler asagida belirtilen gruplara rastgele
dagitildi. Olusturulan deney gruplar;

. Lv-GFP: Molekiiler klonlamalarin yapildigi Lenti-Efla-GFP-2A-Puro
vektoriiniin fare beyninde herhangi bir etkisinin olup olmadiginin arastirilabilmesi i¢in

olusturulmus deney grubudur.

. Lv-RevErba: Lenti-Eflo-GFP-2A-Puro vektoriiniin igerisine klonlanmig
Rev-Erba’nin protein kodlama bolgesi sayesinde Rev-Erba aktivasyonunun etkilerini

incelemek i¢in olusturulmus deney grubudur.

. Lv-RevErba/p: Lenti-Efla-GFP—2A Puro vektoriiniin igerisine klonlanmis
Rev-Erbf’nin protein kodlama bolgesi sayesinde Rev-Erbf} aktivasyonunun etkilerini

incelemek i¢in olusturulmus deney grubudur.

. Lv-RevErba: Lv-RevErbp: Hem Lv-RevErba ile Rev-Erbp aktivasyonunun
hem de Lv-RevErba ile Rev-Erbf aktivasyonun beraber gostermis oldugu etkilerin

incelenebilmesi i¢in olusturulmus deney grubudur.

. ScRNA: Inhibisyon plazmidinin fare beyninde herhangi bir etkisinin olup
olmadiginin analizi i¢in igerisine fare genomunda herhangi bir geni hedef almayan gen

dizisi yerlestirilmis kontrol grubudur.

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

azaltilmasiin hedeflendigi deney grubudur.
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. Sh-RevErbf: Nr1d2 gen dizisini hedef alarak Rev-Erbpf protein seviyesinin

azaltilmasimin hedeflendigi deney grubudur.

. Sh-RevErba + Sh-RevErbf: Sh-RevErba araciligiyla Rev-Erba’nin ve Sh-
RevErbp araciligiyla Rev-Erbf’nin beraber inhibe edildigi deney grubudur.

5.2. Deney Plam1 ve Deneyin Sonlandirmasi

Deney hayvanlarinin temini ve bakimi Istanbul Medipol Universitesi Tibbi
Arastirma Merkezi (MEDITAM) tarafindan gerceklestirildi. Gergeklestirilen bu proje
kapsaminda Rev-Erba ve Rev-Erbp’nin akut dénem travmatik beyin hasarinda
roliiniin incelenebilmesi i¢in akut donemi ifade eden deney seti tasarlandi. Calismada
n=8/grup olacak sekilde toplamda 64 adet Balb/c fare kullanildi. Uygulanan viral
transfeksiyonlarin hedef dokuyu enfekte etmesi yaklasik olarak 7—10 giin siirmektedir
(128,129). Bu nedenle fareler, travmatik beyin hasarinin indiiklenmesinden 10 giin
Once viriis enjeksiyonuna tabi tutuldu. Viriis enjeksiyonlarinin 10 giin sonrasinda

sogukla indiiklenen travmatik beyin hasar1 modeli 8 gruptaki tiim farelere uyguland.

Bu tez kapsaminda, Rev-Erba ve Rev-Erbp’nin sogukla indiiklenen travmatik
beyin hasarinin akut déoneminde etkisinin incelenmesi hedeflenmistir. Rev-Erba ve
Rev-Erbf’nin kan beyin bariyeri gecirgenligine, beyin ddemine, enfark hacmine,
noronal sagkalim oranina, hiicresel sinyal mekanizmalarinda gorev alan proteinlere
etkisinin incelenebilmesi i¢in travmatik beyin hasarinin indiiklenmesinden 10 giin
once beyin i¢i enjeksiyon ile korteks bolgesine Lv-GFP, Lv-RevErba, Lv- RevErbf,
Lv-RevErba + Lv-RevErbp, scRNA, sh-RevErba, sh-RevErbp, sh-RevErbo+ sh-
RevErbp enjeksiyonlar1 yapildi. On giin sonra farelere sogukla indiiklenen travmatik
beyin hasari indiiklendi. Akut donem deney gruplar1 hasardan 72 saat sonra %4
izofloran (%30 O2, geri kalan N20) ile derin anestezi uygulanarak sakrifiye edildi.
Cikarilan beyinler, kuru buz iizerinde donduruldu ve analiz i¢in —80°C’de muhafaza
edildi. Ayrica 8 deney grubundan elde edilen korteks dokularina proteomik yontemi

uygulanarak protein analizleri yapildi.
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{ -10 0 3(giin)

Virds Enjeksiyonu Travmatik Beyin Hasar: Operasyonu Deneyin Senlandiriimas:

Dencey Gruplars (n=8/grup)

4. Lv-RevErba + Lv-RevErh

8, Sh-RevErba + Sh-RevErbB

Sekil 5.2.1. Deney plani
5.3. Molekiiler Klonlama Cahismalari

5.3.1. Rev-Erba/p (Nr1D1/Nr1D2) i¢in primer dizayni

Tamamlanan bu tez kapsaminda hiicre kiiltiirli ortaminda ve 6zellikle farelerde
Rev-Erba ve Rev-ErbB protein seviyelerini arttirabilmek veya azaltabilmek igin
yluksek miktarda wviriis partikiili elde edilmesi gerekmektedir. Bu amagla
laboratuvarlarimizda rutin olarak hem in vivo hem de in vitro ile uyumlu olan ikinci
jenerasyon lentiviral vektorleri bu projede kullanilmistir. Rev-Erb o/ protein seviyesi
arttirabilmek i¢in GFP protein anlatimi igeren bisistronik vektor (Lenti-Efloa-GFP—
2A-Puro Vector, ABM) kullanildi. Rev-Erb o/p protein anlatimini inhibe etmek icin
ise Dharmacon firmasindan ticari olarak satin alinmis olan hazir alinmis olan
plazmidler (Nr1d1 mEF la-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)) kullanildi. Ayrica, viriis iiretimi
icin paketleme plazmidi olarak psPAX (https://www.addgene.org/12260/) ve zarf
plazmidi olarak pMD2.G (https://www.addgene.org/12259/) kullanildi.
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NR1D1 (NM_021724.5) NR1D2 (NM_005126)

lleri Primer ileri Primer
Agel Kpnl
5-AGTCAACCGG JATGACGACCCTGGACTCCA-3 5-AGTCAGCTACCATGGAGGTGAATGCAGGAGG-3
Geri Primer Geri Primer
BamHI Sall
5-AGTCA TCACTGGGCGTCCACCCG-3 AGTCAGTCGACTTAAGGGTGAACTTTAAAGGCCA

Sekil 5.3.1. Primer dizilimi ve kesim enzimleri

5.3.2. Polimeraz zincir reaksiyonu ile Nr1d1/Nr1d2 genlerinin ¢ogaltilmasi

Rev-Erba’nin protein seviyesini arttirmak amaciyla insan niikleer reseptor ailesi
1 grup D iiyesi 1 (NR1D1) (Rev-Erba) geninin kodlama bolgesi (NM_021724.5) insan
SH-SYSY hiicre hattindan {iretilen cDNA kullanilarak 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’) yardimiyla polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ile ¢ogaltildi (Tablo 5.3.2.1-2).

Rev-Erbf’nin protein seviyesini arttirmak amaciyla insan niikleer reseptor ailesi
1 grup D tiyesi 2 (NR1D2) (Rev-Erbp) geninin kodlama bolgesi (NM_005126) insan
SH-SYSY hiicre hattindan {tiretilen cDNA’sindan 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) yardimiyla polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) kullanilarak ¢ogaltildi (Table 5.3.2.1-2).
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Tablo 5.3.2.1. Nr1d1/ Nr1d2 genleri i¢in PZR hesaplamalari.

cDNA 1.0 pul
iProff 0.2 ul

5x iProff Buffer 4.0 ul
Tleri Primer 0.4 pl
Geri Primer 0.4 pul
dNTP 0.4 ul
dH20 13.6 ul
Toplam 20.0 pl

Tablo 5.3.2.2. Nr1d1/ Nr1d2 genleri i¢cin PZR termal dongiisii.

*98°C (Baslangi¢ Denatiirasyonu) 30 sn

98°C (Denatiirasyon) 10 sn

68-70°C (Baglanma) 10 sn x34 dongii
72°C (Uzama) 1 dk

72°C (Son Uzama) 2 dk

4°C 0

25



PZR reaksiyonu sonrasinda elde edilen 6rnekler 120 Voltta %1°lik agaroz jel
(%1 oraninda RedSafe (21141, Intron)) igerisine yliklenerek yiiriitiildii. Daha sonra jel
Chemidoc MP goriintiileme sistemi (1708280, Biorad) yardimiyla goriintiilendi.

Sekil 5.3.2.1. NR1D1 gen dizisinin PCR ile ¢ogaltilmas1 ve agaroz jel elektroforez

goruntusu.

3000 bp-
2000 bp-

Sekil 5.3.2.2 NR1D2 gen dizisinin PCR ile ¢ogaltilmas1 ve agaroz jel elektroforez

goruntisu.
5.3.3. Nr1D1/Nr1D2 DNA o6rneklerinin agaroz jelden izolasyonu

Nrl1D1 i¢in 1845, Nr1D2 i¢in 1740 baz ¢iftine denk gelen bant UV lambasi

yardimiyla jelden kesilip kit (Zymoclean Gel DNA Recovery Kit, Cat: D4001)
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kullanilarak agaroz jelden DNA izolasyon islemi gerceklestirildi. Kisaca, agaroz jelin
icerisindeki ilgili bant bolgesi kesilerek ependorf i¢ine alinip tartildi. Sonrasinda jelin
agirhgimin i katt kadar agaroz ¢oOziicii tampon soliisyonu eklenerek 55°C’de
inkiibasyonu gerceklestirildi. Ardindan erimis jel, kullanilan kit ile gelen zymo-spin
kolona aktarilarak santrifiij islemi yapildi. Santrifiij aralarinda DNA yikama tamponu
ile yikama islemleri gerceklestirilerek jelden izolasyon islemi gergeklestirildi. En son

distile su ile eliisyon asamas1 yapildi.

5.3.4. Nr1d1/Nr1d2 genlerinin restriksiyon enzimleriyle kesilmesi

NrlDI1 gen bdlgesinden elde edilen DNA 6rnegi ve klonlamanin yapilacag:
Lenti-Efla-GFP-2A-Puro vektorii Agel (FD1464, Thermo Fisher) ve BamHI
(FD0054, Thermo Fisher) kesim enzimleriyle 37°C’de kesildi. Kesim islemleri i¢in
yapilan hesaplamalar agagidaki tabloda verilmistir (Tablo 5.3.4.1.).

Tablo 5.3.4.1. Nr1d1 ile Lenti-Efl a-GFP-2A-Puro vektoriiniin restriksiyon enzimleri

ile kesim hesaplamalari.

PCR iiriinleri icin Bos vektor icin
Nr1DI1 DNA _
26 ul Lenti-CMV-GFP-2A-
drnegi Sul
. Puro
10x Fast Digest
3l _
Buffer 10x Fast Digest
2
Buffer
Agel 0,5 nl
Agel 0,5 ul
BAMHI 0,5 ul BAMHI 0,5l
dH20 12 pl
Toplam 30l Toplam 20 ul

Nr1D2 gen bolgesinden elde edilen DNA 6rnegi ve klonlamanin yapildig: Lenti-
Efla-GFP-2A-Puro vektorii Kpnl (FD0524, Thermo Fisher) ve Sall (FD0644 Thermo
Fisher) kesim enzimleriyle 37°C’de kesildi. Kesim islemleri i¢in yapilan hesaplamalar

asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 5.3.4.2.).
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Tablo 5.3.4.2. Nr1d2 ile Lenti-Efl a-GFP-2A-Puro vektoriiniin restriksiyon enzimleri

ile kesim hesaplamalari.

PCR iiriinleri icin Bos vektor icin
Nr1D2 DNA _
26 ul Lenti-CMV-GFP-2A-
drnegi Sul
. Puro
10x Fast Digest
3l _
Buffer 10x Fast Digest 2 ul
n
Buffer
Kpnl 0,5 ul
Kpnl 0,5 nl
Sall 0,5l Sall 0,5l
dH20 12 pl
Toplam 30 pl Toplam 20 ul

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

Kesim islemleri gerceklestirilen Orneklere kit yardimiyla DNA temizleme
metodu uygulanarak kesim isleminin artiklarindan uzaklagtirma ve DNA’y1
saflagtirma protokolii uygulandi. Bu agama i¢in Zymo DNA Clean and Concentrator
kiti (D4003T, Zymo Research) kullanildi. islem kisaca su sekilde gergeklestirildi;
vektor icin iki kat, PCR ornekleri i¢in ise bes kat baglayict buffer konularak kitin
icerigindeki kolonlara bu karisim aktarildi ve santrifiijle kolondaki filtreye baglanmasi
saglandi. Ardindan yikama soliisyonu ile artiklardan tamamen arindirildi. Son olarak
eliisyon islemi gergeklestirildi ve IMPLEN (IMPLEN, P330, Germany) cihazinda
Olctimii yapildi.

5.3.6. Nr1d1/Nr1d2 iiriinleri icin ligasyon isleminin gerceklestirilmesi

Konsantrasyonu belirlenen 6rnekler T4 DNA ligaz (EL0014, Thermo Fisher)
enzimi vasitasityla PZR iirlinlerinin uygun kesim enzimleri ile kesilmis olan lentiviral
vektore ligasyonu (birlestirme islemi) saglandi. Ligasyon isleminden sonra 1 pl
ligasyon iiriinii 100 mM CacCl igerisinde kompetent hale getirilmis 50 ul Stbl3 bakteri

karisiminin iizerine eklenerek 1 saat siiresince kirik buz lizerinde inkiibe edildi.
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Sonrasinda 1s1 soku yontemi kullanilarak klonlama iiriinlerinin bakterilerin igine
girmesi saglandi. Bu islemin ardindan bakteriler kanamisin antibiyotigi iceren LB agar
plakalarin iizerine yayilarak 16 saat siiresince 37°C’de inkiibe edildi. Ertesi giin
kanamisin direncine bagli olarak ortaya ¢ikan koloniler alinarak plazmid izolasyonu

islemi kit (D4054, Zymo Research) kullanilarak gergeklestirildi.

Bakteri Kolonileri

Recombinant
Vektor e
Kompatent Bakteri
Transformasyonu

Vektor R

Sekil 5.3.6.1. Rekombinant vektdr olusum mekanizmasi.

5.3.7. Nr1D1/Nr1D2 plazmidlerinin restriksiyon enzimleriyle kesilerek kontrol

edilmesi

Elde edilen plazmidlerin gercekten istenilen gen dizilerini igerisine alip
almadiginin kontrolii icin bakterilerden izole edilen kolonilerden elde edilen
plazmidler kesim enzimleri ile kesildi. Bu amagla Rev-Erba icin Agel ve BamHI
kesim enzimleri, Rev-Erbf i¢in ise Kpnl ve Sall kesim enzimleri kullanilarak
plazmitler kesildi. Elde edilen iirlinler %1 agaroz jel (%1 RedSafe) kullanilarak
ylriitiildii ve sonrasinda Chemidoc MP goriintiileme sistemi kullanilarak kolonilerin

kontrolleri gerceklestirildi.
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3000 bp-
2000 bp-

Sekil 5.3.7.1. Nr1D1/Nr1D2 plazmidlerinin jel goriintiileri

5.3.8. RevErba ve RevErbf inhibisyon plasmidlerinin klonlanmasi

Rev-Erba’nin iiretiminden sorumlu olan gen Nrldl’in ve Rev-Erbp’nin
tiretiminden sorumlu olan gen Nrld2’nin gen diizeyinde susturabilmek ig¢in
Dharmacon firmasindan hazir alinan plazmidler (Nrldl mEF1la-TurboRFP shRNA,
glycerol set (Catalog ID: V3SM11244—-10EG217166; Kit Components: V3SM11241—
234939357, V3SM11241-236584144, V3SM11241-234273745) ve Nrld2 mEF]a-
TurboRFP shRNA, glycerol set (Catalog ID: V3SM11244-10EG353187 Kit
Components: V3SM11241-237715912, V3SM11241-234624373, V3SM11241-
235996939)) kullanildi. Nr1d1 geninin protein iiretim bdlgesini hedef alan ii¢ farkl
plazmid hiicre kiiltiirii ortaminda denendi. En yiiksek protein susturma islemini
gerceklestiren plazmid segilerek caligmalarda kullanildi. Ayni islemler Nr1d2 genini
hedef alan {i¢ plazmid i¢in de uygulandi.

5.3.9. Nr1d1 ve Nr1d2 plazmidlerinin yiiksek miktarda iiretilmesi

Rev-Erba ve Rev-Erbf protein seviyesini hem arttirmak hem de azaltmak i¢in
yiiksek miktarda virlis partikiiliine ihtiyacimiz vardi. Bu nedenle yukarida bahsedilen
plazmidlerin yiiksek miktarlarda iiretimi gerekmektedir. Bu amagla uygun
konfirmasyona sahip plazmidler (hiicre kiiltiirii ortaminda RevErba ve RevErbf
protein seviyelerini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttiran veya azaltan)

bakterilere transformasyon islemi ile verildikten sonra sivi besi yeri olan LB-Broth
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icerisine bu bakteriler verildi. Bakterilerin sadece istenilen plazmidleri
cogaltabilmeleri i¢in Lenti-Efla-GFP—2A-Puro vektor icerisine klonlanan drnekler
(Lv-RevErba, Lv-RevErbp ve Lv-GFP) i¢in kanamisin, Lentiviral pLVTHM
vektoriine klonlanan sh-RevErba, sh-RevErbf, paketleme isleminde kullanildi psPAX
ve pMD2.G plazmidleri i¢in ise ampisilin antibiyotigi kullanildi. Bakteri karigimlari
16 saat siiresince 37°C’de galkalayici inkiibator igerisinde inkiibe edildi. Ertesi giin
bakterilerden yiiksek 6l¢ekli ve endotoksin igermeyen plazmit izolasyonu saglayan bir

kit kullanilarak (D4203, MaxiPrep Zymo Research) plazmitlerin izolasyonu yapildi.

5.3.10. Yiiksek Miktarda Lentiviriis Uretimi ve Saflastirilmasi

Viriis paketlemesi i¢in lentiviriis paketleme ¢aligmalarinda uzun yillardir rutinde
HEK293T hiicre hatt1 kullanilmaktadir. Kiiltiir besiyeri (DMEM, P04-01158, Pan
Biotech) igerisine %10 Fetal sigir serumu (FBS; P30-1985, Pan Biotech), esansiyel
olmayan amino asitler (P08-32100, Pan Biotech) ve %1 oraninda stabil glutamin
(Glutamax-1;35050, Gibco) eklenerek HEK293T hiicrelerine uygun bir ortam
saglandi. Hiicreler %5 CO iceren 37°C inkiibatorde (Heracell 1501, Thermo Fisher)
inkiibe edildi. Hiicrelerin ¢ogalmasi giinliik olarak takip edildi.Takiplerde belli bir
doluluk yiizdesine ulasan hiicrelere (yaklasik 3 giinde bir) alt kiiltiirleme islemleri
gerceklestirildi. Virlis tiretimi igin 10 cm’lik petri kaplarma 7 milyon HEK293T
hiicresi ekimi yapildi. Ertesi giin 7 pg ekspresyon plazmidi (Lv-Rev-Erb a, Lv-Rev-
Erb B, Lv-Rev-Erb a + Lv-Rev-Erb B veya GFP) veya shRNA plazmidi (Sh-Rev-Erb
o, Sh-Rev-Erb B, Sh-Rev-Erb a + Sh-Rev-Erb  veya scRNA), 7 ug psPAX ve 3.5 ug
pMD2.G plazmidi Lipofectamin 3000 (L3000015, Thermo Fisher) transfeksiyon kiti
kullanilarak hiicrelere verildi. Lipofectamine 3000 ile olusturulan DNA-lipit
kompleksi, hiicrelerin lizerine damla damla yavagg¢a eklenerek 6 saat boyunca %5 CO
37°C inkiibatorde (Heracell 150i, Thermo Fisher) inkiibasyona birakildi. 6 saat
sonunda hiicrelerin kiiltiir ortamu taze kiiltlir ortamu ile degistirildi. Transfeksiyondan
24 ve 52 saat sonra kiiltiir ortamlar1 toplanarak 2000 rpm’de +4 °C’ de 10 dk santrifiij
edildi. Sonrasinda 6rnekler 0,45 um’lik filtrelerden gegcirilerek ultrasantrifiij tliplerine
(344058, Beckman Coulter) alindi. +4 °C, 100,000 g’de 120 dk santrifiij edilen
orneklerden elde edilen pellet dPBS kullanarak ¢6ziinmesi saglandi. Alikotlar halinde
—80 °C’de sakland.
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Sekil 5.3.10.1. HEK293T hiicre besiyerleri toplandiktan sonra plakalardaki enfekte

olmus hiicrelerin mikroskop goriintiisii A) Lv-GFP. B) Lv-RevErba. C) Lv-RevErbp.
D) ScRNA. E) Sh-RevErba. F) Sh-RevErbf.

5.3.11. Viriis Titrasyonunun Belirlenmesi

Ik olarak 6-kuyucuklu hiicre plakasina HCT116 hiicre hattmin ekimi yapilip
ekilen hiicrelerin plaka ylizeyini tutmasi i¢in 1 gece boyunca %5 CO igeren 37°C
inkiibatorde hiicreler bekletildi. Ertesi giin plakaya ekilen HCT116 hiicrelerinin
tizerine dPBS kullanilarak seri diliisyonla hazirlanan viriis ¢ozeltileri eklendi. Viriis
eklendikten 24 saat sonra hiicrelerin bulundugu sivi besi yeri yeni taze besiyeriyle
degistirilip 48 saat bekletildi. Viriislerin eklenmesinden 72 saat sonra titrasyon
belirleme caligmalar1 yapildi. Bunun i¢in hiicreler 6nce 750 ul dPBS ile yikandi. Daha
sonrasinda 200 pl %0,25’lik tripsin/ EDTA (25200056, Gibco) kullanilarak hiicrelerin
plakadan ayrilmasi saglandi. Mevcut enzimatik aktiviteyi durdurmak amaciyla 750 pl
hiicre kiiltiirii besiyeri hiicrelerin iizerine eklendi. Bu islemden sonra 500 g’de 5 dk
stiresince santrifiij yapilarak coktiiriilen hiicreler %1 PFA iceren dPBS igerisinde
fiksasyonu saglanip tekrar ¢oktiiriildii. Tiim bu islemlerin sonunda dPBS igerisinde
siispansiyon elde edildi. Daha sonra, Akis sitometrisi cihazi (Cell Sorter, BD Influx)
kullanilarak GFP pozitif hiicreler analiz edilecek ve viriis titrasyonu hesaplandi. Biitiin

gruplara 1.6 x 108 viriis partikiilii 2 pl 0,1 M PBS iginde beyin i¢i enjeksiyon ile korteks
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seviyesine verildi (129,130). Titrasyon ve hacim belirlenmesinde daha dnce yapmis

oldugumuz ¢alismalar dikkate alinmistir (128).
5.4. Deney Hayvam Calismalari

5.4.1. Beyin i¢i enjeksiyon yontemiyle viriislerin verilmesi

Viral transfeksiyonlarin hedef dokuyu enfekte etmesi yaklasik olarak 7—10 giin
stirdiigii i¢in travmatik beyin hasarindan 10 giin 6nce farelere viriis enjeksiyonlari
uygulandi.8—12 haftalik ve 25-30 gram agirligindaki erkek Balb/c fareleri gaz anestezi
sistemi ile (%1 Izofluran (NO015A09, Adeka)) (%30 O2, kalan1 N20)) anesteziye
alindi. Fareler stereotaktik cergeveye yerlestirildikten sonra bregmanin 2,5 mm
lateraline ve 2,5 mm arkasia denk gelen nokta tur aleti vasitastyla delindi ve dura
ylizeyinin 0,5 mm altindaki korteks bolgesine Lv-GFP, Lv-RevErba, Lv-RevErbf, Lv-
RevErba + Lv-RevErbB, scRNA, sh-RevErba, sh-RevErbp, sh-RevErba + sh-
RevErbp verildi (131,132). Enjeksiyon sonrasinda agilan yara 5,0 ipek dikis ipligi
(S1165, Dogsan, Tirkiye) kullanilarak kapatildi. Enjeksiyondan 10 giin sonra

travmatik beyin hasar1 operasyonlar1 gergeklestirildi.

5.4.2. Travmatik beyin hasar1 operasyonlari

TBH icin hayvanlar, yaygin olarak kullanilan bir hayvan modeli olan ve
patofizyolojik kaskadlar ag¢isindan travma onemli benzerlikler paylasan soguk
kaynakl1 travmatik beyin hasarina maruz birakildi (128). Bu modelde, klinikte goriilen
travmatik beyin hasar1 deney hayvaninda sogukla indiiklenerek olusturuldu.
Hayvanlara %1,5 izofluran (%30 O2, kalan N20) ile anestezi uygulandi. Deney
boyunca rektal sicaklik homeotermik ortii ile 36.5-37 © C arasinda tutuldu. Fareler
stereotaktik cerceveye sabitlendikten sonra nokta tur aleti kullanilarak pariyetal
kraniotomi yapildi (3 mm ¢apinda; dairenin merkezi bregmanin 2,5 mm lateralinde ve
2,5 mm arkasinda bulunur). Travmatik hasar, 60 saniye dogrudan dura {iizerine
yerlestirilen ve c¢ikartilan sivi nitrojen sogutmali bakir prob (u¢ c¢apt 2.5 mm)
kullanilarak gergeklestirildi. Daha sonra kafa derisi ipek dikis ipligi kullanilarak
kapatildi (127). Daha sonra hayvanlar, travma sonrasi iyilesme icin dinlenme

odalarinda tutuldu.
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Sekil 5.4.2.1. Travmatik beyin hasar1 uygulamasi. 60 saniye dogrudan dura iizerine
yerlestirilen ve c¢ikartilan sivi nitrojen sogutmali bakir prob (u¢ ¢apt 2.5 mm)

kullanilarak gerceklestirildi.

5.5. Cryostat Cihaziyla Beyinlerin Kesilmesi

Beyin i¢i enjeksiyonla virlis verilip travmatik beyin hasarina maruz birakilan
farelerin beyinlerinden ikiser mm araliklarla 20 um kalinliginda koronal kesitler
pozitif yiiklii camlar tizerine alindi. Alinan doku kesitleri 30 dakika siiresince 40°C’ye
ayarlanmis olan 1sitict tabla iizerinde fikse edildi. Fiksasyon sonunda pozitif yiiklii

camlar immiin boyamalar yapilincaya kadar —80 °C dolaplarda sakland.
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Sekil 5.5.1. Cryostat cihazi.

5.6. Immiin Boyamalar

Bu proje kapsaminda elde edilen fare beyinlerinden ikiser mm araliklarla 20 pm

kalinliginda alinan koronal kesitlere asagidaki immiin boyamalar uygulandi.

5.6.1. Apoptotik hiicre tayini

Ikiser mm araliklarla 20 pm kalnligindaki koronal kesitlerde apoptozun son
asamasinda gerceklesen DNA parcalanmasi esnasinda olugan DNA kirilmalarini tespit
eden TUNEL (11684795910, Roche) boyamasi kullanildi. ilk olarak alinan doku
kesitleri yikanmadan 6nce apoptotik hiicrelerdeki DNA kirilma kaybin1 6nlemek igin
%4 Paraformaldehit (PFA) ile fikse edildi. Fiksasyon islemini takiben PBS ile
yikanacak olan kesitler oda sicakliginda kec¢i serumu (NGS, G9023, Sigma Aldrich)
ile bloklandi. TUNEL kiti i¢ginde bulanan enzim ve substrattan elde edilen karigim
ornekler iizerine eklenerek 37°C’de 70 dk boyunca reaksiyonun gerceklesmesi
saglandi. Reaksiyon PBS ile sonlandirildi. DAPI (D9542, Sigma Aldrich) ile ¢ekirdek
boyamasi yapildi. Floresan 1simanin solmasint engelleyici kapatma sivist (F4680,
Sigma Aldrich) kullamilarak lamel ile kesitler kapatildi. Ornekler LSM 780 (Carl

Zeiss) konfokal mikroskopu kullanilarak goriintiilendi. Bu ipsilateral korteks
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seviyesinden belirlenen 62.500 um’lik farkli alanlardan TUNEL ve DAPI pozitif
hiicreler sayilarak analiz edildi (127).

5.6.2. Noronal sagkalim analizi

Noronal sag kalimin belirlenebilmesi i¢in farelerden alinan ikiser mm araliklarla
20 um kalinliginda koronal kesitlere NeuN immiin boyamasi1 yapildi. Alinan beyin
doku kesitleri %4 Paraformaldehit (PFA) fikse edilip fiksasyon islemi sonrasi kesitler
PBS ile yikandi. Fikse kesitler daha sonra 0,1M PBS igerisine, %0,3 Triton-X100 ve
%10 normal ke¢i serumu hazirlanan soliisyonla oda sicakliginda 1 saat boyunca
bloklandi. Kesitler 0,1M PBS ile tekrar yikanip ardindan Alexa Fluor 555 konjuge
NeuN Cy3 (MAB377C3, Chemicon) ile 4°C’de gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi
giin, kesitlere 4’,6-diamidino—2-fenilindol (DAPI) ile ¢ekirdek boyamas1 yapilarak
floresan 1s1manin solmasii engelleyici kapatma sivist (F4680, Sigma Aldrich)
kullanilarak lamel ile kesitler kapatildi (133). Korteksten belirlenen 62.500 um?’lik
farkli alanlardan NeuN ve DAPI pozitif hiicreler sayilarak noronal sagkalim orani

tespit edildi.

5.6.3. Kan beyin bariyeri gecirgenligi analizi

Beyin hasarini takiben olugan kan-beyin bariyerinin (KBB) bozukluklari, doku
kesitlerinde immiinohistokimyasal yontemlerle tespit edilebilen serum proteinlerinin
ekstravazasyonuna yol acar. Bu sebeple KBB ge¢irgenligini IgG ekstravazasyon
analiz yontemiyle degerlendirildi. IgG boyamasi i¢in Vectostain Elite ABC HRP
Reagent, R.T.U. (pk—7100, Vector Laboratories) kiti kullanildi. Mevcut kitin
protokolii uygulanarak boyama islemleri yapildi. AxioZoom mikroskobu (Carl Zeiss)
altinda 6rneklerin goriintiillenmesi saglandi. Kan beyin bariyeri gegirgenligi Image J

programi ile analiz edilecek ve bozulma orani hesaplandi (133).

5.6.4. Beyin 6demi ve hasar hacmi

Hasar hacminin degerlendirilmesi i¢in Cresyl violet boyamasi yapildi. Bu sayede
hasar sonrasi hayatta kalan hiicreler boyandi ve hasar alani tespit edildi. Beyin hasari
ve Odem analizi i¢in deney setlerinden alinan ikiser mm araliklarla 20 pm

kalinligindaki koronal kesitlere cresyl violet boyamasi yapildi ve Image J programi
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kullanilarak ipsilateral ve kontralateral hemisferlerin alanlari, hasarin hacmi (mm?) ve

beyin 6demi hesapland1 (127,131).

5.7. Western Blot

TBH sonrasinda farelerin hasarli korteks seviyesinden alinan doku
orneklerinden RIPA tampon ¢ozeltisi (R0278-50ML, Sigma Aldrich) kullanilarak
protein izolasyonu yapilmistir. RIPA tampon soliisyonunun igerisine 1:100 oraninda
proteaz ve fosfataz inhibitér kokteyli (5782, Cell Signaling) eklenmistir. Doku
ornekleri bu ¢ozelti icinde iyice homojenize edildikten sonra 15 dk siiresince buz
{istiinde bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasinda doku érnekleri +4 °C’de 14.000 rpm’de
15 dk siiresince santrifiij edilmistir. Bu igslemden sonra siipernatant kismi alinmis ve
sonrasinda protein karisiminin konsantrasyonu Qubit 3.0 Fluorometer cihazi (Q33216,
Invitrogen) kullanilarak belirlenmistir. Qubit 3.0 cihaziyla protein 6l¢timii yapabilmek
icin drnekler 1:50 oraninda dH20 araciligiyla seyreltilmistir. Sonrasinda Qubit protein
analiz kiti (Q33211, Invitrogen) kullanilarak orneklerin konsantrasyonlari

belirlenmistir.

= T N
il_:,_

|
quib

T ———

=]

LAB D

Sekil 5.7.1. Qubit 3.0 cihazi.

Protein konsantrasyon Ol¢limiinden sonra her ornek icin 20 pg
konsantrasyonunda protein, 2x Laemmli 6rnek soliisyonu (1610737, Biorad) ve dH20
kullanilarak Western blot i¢in Ornekler hazirlandi. Mini-PROTEAN Tetra Vertical
Electrophoresis Cell for Precast Gels icerisine 10x Tris/Glycine/SDS (1610732,

Biorad) soliisyonu dH20 araciligiyla 1:10 oraninda seyreltildikten sonra eklenmistir.
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Bu islemden sonra Mini-Protean TGX Precast protein jeli (4569033, Biorad) tankin
igerisine yerlestirilmigtir. Kuyucuklar iyice yikandiktan sonra Ornekler kuyulara
yuklenmistir. Dikey elektroforez sonrasinda proteinler jelden PVDF (Poli-viniliden
floriir) membrana (162-0174, Biorad) Trans-blot turbo transfer sistemi (1704155

Biorad) kullanilarak aktarilmistir.

Sekil 5.7.2. Trans-Blot Turbo transfer sistemi.

PDVF membranlar 50 mM Tris-Buffered Saline (TBS-T) (%0.1 Tween igeren
tamponlanmis Tris saline) ile hazirlanan %5 yagsiz siit tozu (sc-2325, Santa Cruz
Biotechnology) ile oda 1sisinda 1 saat bloklandiktan sonra TBS-T ile yikanan
membranlar bir gece Rev-Erba (#13418, Cell Signaling), Rev-Erbp (398252, Santa
Cruz Biotechnology) veya B-Aktin (4970, Cell Signaling) antikorlar ile bir gece
siiresince inkiibe edilmistir. Ertesi giin PVDF membranlar yikandiktan sonra birincil
antikorlara gore uygun Horseradish Peroksidaz enzimi ekli olan ikincil antikor (31460,
Thermo Fisher Scientific) %5 yagsiz siit tozu icerisinde uygulanmistir. Membranlar
oda sicakliginda bir saat siiresince ikincil antikorlar ile inkiibe edildikten sonra
WesternBright ECL kiti (K-12045-D20, Advasta) yardimiyla ve Chemidoc MP

goriintiileme sistemi (1708280, Biorad) kullanilarak proteinler goriintiilenmistir.
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Sekil 5.7.3. Chemidoc MP goériintiileme sistemi.

Western Blot sonunda elde edilen membran goriintiileri bilgisayar programi (Image J;

National Institute of Health) yardimiyla yogunluk farkina gore analiz edilmistir.
5.8. Proteomik Analizler

5.8.1. FASP (Filter-Aided Sample Preparation) protokolii

Filtrasyon temeliyle ¢alisan bu {iriinle, protein denatiirasyonu i¢in kullanilan
tirenin fazlasi veya kiitle spektrometresinde girisime neden olan SDS deterjanin gibi
alt akim proseslerde olusan veya kullanilan kimyasallar ortamdan uzaklagmasi
saglandi. Bu amagla 50 pg protein 6rneginin ilizerine 50 mM amonyum bikarbonat
ortaminda 50:1 veya 100:1 oraninda tripsin enzimi ile muamele edildi. Sonrasinda
ornekler 37 °C’de 16 saat siiresince inkiibe edildi. Ertesi giin 14,000 g’de 10 dk
stiresince santrifiij edilip elde edilen peptitler liyofilizator cihazi kullanilarak liyofilize
hale getirildi. Bu asama sonrasinda liyofilize halde bulunan peptitler istenilen miktarda
%0,1 konsantrasyonunda formik asit ile ¢ozdiiriiliip son konsantrasyonu 100 ng/uL

olacak sekilde hazirlanmistir.
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5.8.2. Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (Lc-Ms/Ms) Analizi

FASP protokolii kullanilarak elde edilen peptitler SYNAPTG2-Si yiiksek
cOziintirliiklii kiitle spektrometresi ile birlestirilmis ACQUITY UPLC M sinifina
yiiklenerek hesaplandi.

Sekil 5.8.2.1. LC-MS/MS cihazi.

Kolonlar %97 mobil faz A (%0,1 FA igeren UHPLC’li su) ve sicaklik 55 oC’ ye
ayarlandi. Peptitler analitik kolona trap kolondan (Symmetry C18, 5 pm, 180 pum i.d.
x 20 mm, Waters), analitik kolona 90 dk dereceli ayristirma ile trap kolonundan (CSH
C18, 1,7 um, 75 pm i.d. x 250 mm, Waters) ayristirildi. Bu ayristirma islemi %0,1 FA
(h/h) iceren, gradyeni %4’den %40’a olan ACN ile dakikada 0,400 pl akis hiziyla
yapilmasi saglandi. MS ve MS/ MS taramalarinin pozitif iyon modu ile 0,7 saniyelik
dongiilerle taramalar yapilarak on volt diisiikk carpisma enerjisi ve 30V yiiksek
carpisma enerjisi olarak ayarlandi. Iyonlar, iyon hareketlilik ayrimi ile ayristirildi.

Dalga hizi, tam IMS dongiisii boyunca 1000°den 55 m/s’ ye yiikseltildi. Hareket
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kabiliyeti i¢in serbest birakma siiresi 500 ps, trap yiiksekligi 15 V olarak ayarlandi.
IMS dalga gecikmesi, kapanin serbest birakilmasindan sonra hareketlilik ayrimi igin
1000 ps idi. Prekiirsor iyon 6n se¢imi olmaksizin, 50-1900 m / z araligindaki tiim
iyonlar ¢oziiniirlik modunda par¢alanmasi saglandi. Waters marka quadrupole-TOF
hibrid analizdrlere sahip ayn1 zamanda gaz ortaminda iyonlar1 alikoymak suretiyle
peptit ayrimina sivi kromatografisinden farkli prensiple katki saglayan iyon mobilite
Ozelligine sahip yliksek ¢ozliniirliiklii Synapt G2-Si cihazi ile her biri 90 dakika siiren
ve yukarida bahsedilen rutin analizlerde kullandigimiz protokol uygulandi. Buradan
elde edilen ham data PLGS Threshold Inspector ve PLGS 3.0.1 biyoinformatik araglari
kullanilarak protein tayini yapildi. Fazla sayida 6rnegin toplu halde karsilastirmali
analizli i¢in Progenesis QIP yazilimi kullanilarak gerekli istatistiksel hesaplamalar da

yapilarak gruplar arasinda ekspresyonu farkli olan proteinler tespit edildi (134—-137).

5.9. istatistiksel Analizler

Gruplar arasindaki (Lv-GFP, Lv-RevErba, Lv-RevErbp, Lv-RevErba + Lv-
RevErbp, scRNA, sh-RevErba, sh-RevErbf, sh-RevErba + sh-RevErbp veya Kontrol)
farkliliklarin belirlenmesi i¢in istatistiksel analizler SPSS programi (Ibm) kullanilarak
yapildi. Gruplar arasindaki farklar SPSS programindaki tek yonlii (one-way) varyans
analizi (Analysis of varitaion, ANOVA) kullanilarak, post-hoc testinde en diisiik
anlaml farklilik testiyle (least significant difference, LSD test) analiz edildi. Ayrica,
LC-MS/MS verileri i¢in anlamlilik bagimsiz drneklem t-testi (independent samples t

test) yapilarak hesaplandi. Biitiin degerler ortalama + standart sapma olarak verildi,

*p<0,05 ve **p<0,01 istatistiksel anlaml1 olarak kabul edildi (133,138).
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6. BULGULAR

6.1. Lentiviriis Etkinliginin Western Blot Yontemiyle Gosterimi

Tez caligmasi kapsaminda iiretilen lentiviriislerin fare korteks seviyesinde
RevErba veya RevErbf protein ifadesi iizerine etkilerini arastirmak igin beyin i¢i

enjeksiyon yapilan hemisferden alinan doku orneklerinden Western blot yontemiyle

RevErba veya RevErbf protein seviyeleri analiz edilmistir.

RevErba protein seviyesi
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Sekil 6.1.1. Lv-GFP ve Lv-RevErba’nin RevErba protein ifadesi iizerine etkisi. Veri

ortalama + standart sapma olarak verilmistir. **p<0.01 Lv-GFP grubuna gore

istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir.

Lv-RevErba uygulamasinin kontrol grubuna (Lv-GFP) RevErba protein

ifadesini istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide (p<0.05, bagimsiz Orneklem t-testi)

artirdig1 tespit edilmistir.
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RevErbf protein seviyesi
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Sekil 6.1.2. Lv-GFP ve Lv-RevErbB’nin RevErbp protein ifadesi iizerine etkisi. Veri

ortalama + standart sapma olarak verilmistir. **p<0.01 Lv-GFP grubuna gore

istatistiksel anlamlilig1 géstermektedir.

Lv-RevErbf uygulamasinin kontrol grubuna (Lv-GFP) RevErbf protein

ifadesini istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide (p<0.05, bagimsiz Orneklem t-testi)

artirdig1 tespit edilmistir.
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RevErba protein seviyesi
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Sekil 6.1.3. scRNA ve Sh-RevErbo’nin RevErba protein ifadesi iizerine etkisi. Veri

ortalama + standart sapma olarak verilmistir. **p<0.01 Lv-GFP grubuna gore

istatistiksel anlamlilig1 géstermektedir.

RevErba protein ifadesini baskilamak i¢in iiretilen Sh-RevErboa’nin kontrol
grubuna (scRNA) kiyasla RevErba protein ifadesini istatistiksel olarak anlamli 6l¢lide

(p<0.05, bagimsiz 6rneklem t-testi) artirdigi tespit edilmistir.
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RevErbf protein seviyesi
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Sekil 6.1.4. scRNA ve Sh-RevErbf’nin RevErbf protein ifadesi iizerine etkisi. Veri
ortalama + standart sapma olarak verilmistir. **p<0.01 Lv-GFP grubuna gore

istatistiksel anlamlilig1 géstermektedir.

RevErbp protein ifadesini baskilamak i¢in iiretilen Sh-RevErbf’nin kontrol
grubuna (scRNA) kiyasla RevErba protein ifadesini istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide

(p<0.05, bagimsiz 6rneklem t-testi) artirdigi tespit edilmistir.

6.2. Hasar Hacmi ve Odem Analizi

Travmatik beyin hasari operasyonlarindan 72 saat sonra sakrifiye edilen
farelerin beyinleri cryostat yardimi ile 2 mm araliklarla 20 pm kalinlikta kesildikten
sonra beyin hasar hacmini hesaplamak i¢in cresyl violet boyamasi yapilmstir (Sekil
6.2.1. ve Sekil 6.2.3.). Boyama yapilan kesitlerden bilgisayar programi (Image J)
yardimiyla hasarli alanlar ve toplam beyin alanlar1 6l¢iilerek infarkt hacmi (Sekil 6.2.2.

ve Sekil 6.2.4) ve 6dem (Sekil 6.2.5. ve Sekil 6.2.6) hesaplanmistir.
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Lv-GFP Lv-RevErba Lv-RevErbp Lv-RevErba/pB

Sekil 6.2.1. Cresyl violet boyamasiyla protein ifade artis1 gerceklestirilen

gruplarin gosterimi.

Hasar hacmi

1 1
Lv-GFP Lv-RevErba Lv-RevErbp Lv-RevErba/p

Sekil 6.2.2. TBH sonrasi protein ifade artirnmi yapilan gruplarda (Lv-GFP, Lv-
RevErba, Lv-RevErbp, Lv-RevErba + Lv-RevErbf gruplari) hasar hacmi analizi.
Veri ortalama =+ standart sapma olarak gosterilmistir. **p<0.01/ *p<0.05 Lv-GFP

grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir.

Hasar hacimleri sirasiyla Lv-GFP grubunda 55.53 + 16.74 mm3, Lv-
RevErba grubunda 52.52 + 14.87 mm3, Lv-RevErbp grubunda 31.99 + 16.44
mm3 ve Lv- RevErba + Lv-RevErbf grubunda 33.91 £ 8.71 mm3 olarak
hesapland1 (Sekil 6.2.2.). Lv-RevErbf grubunun Lv-GFP grubuna gore
istatistiksel olarak (p<0.01) anlamli derecede hasar hacmini azalttig1 goriildii. Lv-
RevErba + Lv-RevErbp grubunun da Lv-GFP grubuna istatistiksel olarak
(p<0.05) anlaml1 derecede hasar hacmini azalttig1 goriildii. Lv- RevErba grubunun

Lv-GFP grubuna gore Istatistik olarak anlamli bir degisim goriilmedi.
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ScRNA Sh-RevErba Sh-RevErbp Sh-RevErba/p

Sekil 6.2.3. Cresyl violet boyamasiyla protein inhibisyonu gergeklestirilen

gruplarin gosterimi.

Hasar hacmi
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Sekil 6.2.4. TBH sonras1 protein ifadesi baskilanan deney gruplarda (scRNA, Sh-
RevErba, Sh-RevErbf, Sh-RevErba + Sh-RevErbf gruplari) hasar hacminin analizi.
Veri ortalama =+ standart sapma olarak gosterilmistir. **p<0.01/ *p<0.05 scRNA

grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir.

Hasar hacimleri sirasiyla scRNA grubunda 23.62 + 9.17 mm?, Sh-Rev-Erba
grubunda 26.63 + 11.72 mm?®, Sh-Rev-Erbf grubunda 49.06 + 12.14 mm® ve Sh-Rev-
Erba + Sh-Rev-ErbB grubunda 40.61 £+ 18.79 mm?® olarak hesapland: (Sekil 6.2.4.).
Sh-Rev-Erbf grubunun scRNA gruba gore istatistiksel olarak (p<0.01) anlamli
derecede hasar hacmini arttig1 goriildii. Sh-Rev-Erba + Sh-Rev-Erbf grubunun scRNA
grubuna gore istatistiksel olarak (p<0.05) anlamli derecede hasar hacmini arttigi
gozlendi. Sh-Rev- Erba grubunun scRNA grubuna gore istatistik olarak anlamli bir

degisim goriilmedi.
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Beyin édemi

I 1
Lv-GFP Lv-RevErba Lv-RevErb® Lv-RevErba/p

Sekil 6.2.5. TBH sonras1 protein ifadesi baskilanan deney gruplarda (scRNA, Sh-
RevErba, Sh-RevErbf, Sh-RevErba + Sh-RevErbf gruplari) beyin 6demi analizi. Veri

ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir.

Cresyl violet ile boyanan beyin kesitlerinden yapilan 6dem analizinde sirasiyla
Lv-GFP grubunda 4.0 + 1.7 mm?®, Lv-RevErba grubunda 4.1 + 2.4 mm?, Lv-RevErbf
grubunda 2.5 + 0.8 mm® ve Lv- RevErba + Lv-RevErbp grubunda 3.4 + 2.7 mm’
olarak hesaplandi (Sekil 6.2.5.). Gruplar arasinda yapilan analizler Lv-RevErbfj
grubunun diger gruplara gore beyin 6demini en fazla diisiiren grup oldugu tespit edildi.
Ancak gruplar arasinda yapilan istatistiksel analizlerde bu diisiisiin istatistiksel olarak

bir anlam tagimadig1 gosterilmistir.
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Beyin édemi

T T
SCRNA Sh-RevErba  Sh-RevErbR Sh-RevErba/p

Sekil 6.2.6. TBH sonrasi protein ifadesi baskilanan deney gruplarda (scRNA, Sh-
RevErba, Sh-RevErbf, Sh-RevErba + Sh-RevErb gruplar1) beyin 6demi analizi. Veri
ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. “p<0.05 Sh-RevErba grubuna gére

istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir.

Cresyl violet ile boyanan beyin kesitlerinden yapilan 6dem analizinde sirasiyla
scRNA grubunda 1.8 + 1.7 mm?, Sh-Rev-Erba grubunda 1.3 + 1.2 mm?, Sh-Rev-Erbp
grubunda 1.9 + 0.5 mm® ve Sh-Rev- Erba + Sh-Rev-Erbp grubunda 3.7 + 1.8 mm’?
olarak hesaplandi (Sekil 6.2.6.). Sh-Rev-Erbp uygulanan deney grubunda diger
gruplara gore beyin 6deminin arttig1 tespit edildi. Gruplar arasinda yapilan istatistiksel
analizlerde Sh-Rev-Erbf’nin Sh-Rev- Erba grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

seviyede beyin 6demini artirdig1 gézlemlendi.

6.3. Noronal Sagkalim Analizi

Travmatik beyin hasari operasyonlarindan 72 saat sonra sakrifiye edilen
farelerin beyinleri cryostat yardimi ile 2 mm araliklarla 20 pm kalinlikta kesildikten
sonra NeuN antikoru kullanilarak immiinofloresan olarak boyanmistir. (Sekil 6.3.1.)
Boyama sonrasi kesitler konfokal mikroskopta (LSM760, Zeiss) fotograflanmus,

belirlenen alanlardaki hiicreler sayilarak gruplarin ortalamasi alinmustir.
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Sekil 6.3.1. TBH sonrasinda noronal ¢ekirdek (NeuN) boyamasi.

Noronal sagkalim
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Lv-GFP Lv-RevErba Lv-RevErbR Lv-RevErba/p

Sekil 6.3.2. Protein ifade artirimi yapilan gruplarda (Lv-GFP, Lv-RevErba, Lv-
RevErbf, Lv-RevErba +Lv-RevErbp gruplari) néronal sagkalimin degerlendirilmesi.
Veri ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. **p<0.01/ *p<0.05 Lv-GFP

grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir.

TBH sonrasinda hayatta kalan néron sayilari sirasiyla Lv-GFP grubunda 38.83
+ 7.9, Lv-RevErba grubunda 52.93 + 10.27, Lv-RevErbf grubunda 50.93 + 12.02 ve
Lv-RevErba + Lv-RevErbp grubunda 58.60 + 9,61 olarak hesapland1 (Sekil 6.3.2.).
Lv-RevErba grubunun Lv-GFP grubuna gore istatistiksel olarak (p<0.05) anlamli
derecede canli néron sayisinin arttigi goriildii. Lv-RevErbf grubunun Lv-GFP grubuna
istatistiksel olarak (p<0.05) anlaml1 derecede canli ndéron sayisinin arttigi goriildii. Lv-
RevErba + Lv-RevErbp grubunun Lv-GFP grubuna gore istatistiksel olarak (p<0.01)

anlamli derecede canli néron sayisi artmistir.
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Sekil 6.3.3. Protein ifadesi baskilanan deney gruplarda (scRNA, Sh-RevErba, Sh-
RevErbp, Sh-RevErba+ Sh-RevErbf gruplari) ndronal sagkalimin degerlendirilmesi.
Veri ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. **p<0.01/ *p<0.05 Lv-GFP

grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir.

Hayatta kalan noron sayilari sirastyla sCRNA grubu i¢in 49.37 + 9.84, Sh-
RevErba grubu igin 38.53 + 8.48, Sh-RevErbf grubu i¢in 28.46 + 3.74 ve Sh-RevErba
+ Sh-RevErbf grubu icin 34.43 + 8,74 olarak hesaplandi (Sekil 6.3.3.). Sh-RevErba
grubunun scRNA grubuna gore istatistiksel olarak (p<0.05) anlamli derecede canli
noron sayisinin azaldigr goriildii. Sh-RevErbp grubunun scRNA grubuna gore
istatistiksel olarak (p<0.001) anlamli derecede yasayan noéron sayisinin azaldigi
goriildii. Sh-RevErba + Sh-RevErbf grubunun scRNA grubuna gore istatistiksel

olarak (p<0.01) anlamli derecede canli néron sayisi azalmistir.

6.4. Kan-Beyin Bariyeri Gecirgenligi

Travmatik beyin hasar1 operasyonlarindan 72 saat sonra sakrifiye edilen
farelerin beyinleri cryostat yardimi ile 2 mm araliklarla 20 pum kalinlikta
kesildikten sonra KBB gecirgenligini degerlendirmek i¢in IgG ekstravazasyon
analiz metodu uygulanarak boyamasi yapilmistir. Boyama yapilan kesitlerden

bilgisayar programi Image J ile analiz edildi ve bozulma orani hesaplandi.
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Kan-Beyin Bariyeri Gecirgenligi

40=
= 30
e
2]
& *%
g 20 —
c
o
E 4
= 104
0 I 1
Lv-GFP Lv-RevErba Lv-RevErbR Lv-RevErba/p

Sekil 6.4.1. Protein ifade artirimi yapilan deney gruplarinda (Lv-GFP, Lv- RevErba,
Lv- RevErbp, Lv- RevErba + Lv-RevErbf gruplari) kan-beyin bariyeri gecirgenligi
analizi. Veri ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. **p<0.01/ *p<0.05 Lv-
GFP grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir.

IgG metodu kullanilarak degerlendirilen KBB gecirgenliginin kontralateral
bolgeye gore bozulma yiizdeleri sirastyla Lv-GFP grubu 31.65 + 9.99, Lv-RevErba
grubu i¢in 19.38 £ 1.89, Lv-RevErbf grubu i¢in 19.58 + 6.30 Lv-RevErba + Lv-
RevErbp grubu igin 21.98 £ 7,63 olarak hesaplandi (Sekil 6.4.1.). Lv-RevErba
grubunun Lv-GFP grubuna gore istatistiksel olarak (p<0.01) anlamli derecede KBB
gecirgenliginin daha az bozuldugu goriildii. Lv-RevErbp grubunun Lv-GFP grubuna
istatistiksel olarak (p<0.01) anlamli derecede KBB gecirgenligi daha az bozuldugu
goriildii. Lv-RevErbo+ Lv-RevErbp grubunun Lv-GFP grubuna gore istatistiksel
olarak (p<0.05) anlamli derecede KBB gecirgenligi daha az bozuldugu

gbzlemlenmistir.
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Sekil 6.4.2. Protein ifadesi baskilanmis deney gruplarinda (scRNA, Sh-RevErba, Sh-
RevErbp, Sh-RevErba + Sh-RevErbf gruplari) kan-beyin bariyeri gecirgenligi analizi.
Veri ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. **p<0.01/ *p<0.05 scRNA

grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir.

IgG metodu kullanilarak degerlendirilen KBB gecirgenliginin kontralateral
bolgeye gore bozulma yiizdeleri sirasiyla sScRNA grubu icin 34.38 + 11.51, Sh-
RevErba grubu igin 40.26 + 9.98, Sh-RevErbp grubu i¢in 50.58 £ 11.47 ve Sh-
RevErba + Sh-RevErbp grubu icin 52.98 + 11,20 olarak hesaplandi (Sekil 6.4.2.).
Sh-Rev-Erbp grubunun scRNA gruba gore istatistiksel olarak (p<0.05) anlaml
derecede KBB bozuldugu goriildi. Sh-Rev-Erba + Sh-Rev-Erbp grubunun
scRNA grubuna gore istatistiksel olarak (p<0.01) anlamli derecede KBB
bozuldugu goriildii. Sh-Rev-Erba grubunun scRNA grubuna gore istatistik olarak

anlamli bir degisim goriilmedi.
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6.5. DNA Fragmantasyon Analizi

Travmatik beyin hasarina takiben 72 saat sonra sakrifiye edilen farelerden
alinan koronal beyin kesitlerine apoptotik hiicrelerin tayini icin TUNEL boyamasi

yapild1 (Sekil 6.5.1.).

Sekil 6.5.1. TBH sonrast TUNEL boyamasi.
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DNA fragmantasyonu
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Sekil 6.5.2. Protein ifade artirimi yapilan deney gruplarinda (Lv-GFP, Lv-RevErba,
Lv-RevErbfB, Lv-RevErba + Lv-RevErbf gruplar1) TUNEL boyamas: araciligiyla
DNA fragmantasyonunun belirlenmesi. Veri ortalama + standart sapma olarak
gosterilmigtir.

Konfokal mikroskop vasitasiyla goriintiilenen beyin kesitleri Zen Blue (Carll
Zeiss) yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. Hasarli alandan belirlenen 9 farkl
alandan (62.500 um?) TUNEL (+) hiicre sayim yapildi. TBH sonrasinda apoptotik
hiicre sayist Lv-RevErba, Lv-RevErbp, Lv- RevErba + Lv-RevErbf gruplarinin Lv-
GFP grubuna gore apoptotik hiicre sayisinin daha az oldugu tespit edilmistir (Sekil
6.5.2.). Ancak gruplar arasinda yapilan istatistiksel analizlerde bu farkliligin herhangi

bir istatistiksel anlamlilik gostermedigi gozlenmistir.
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Sekil 6.5.3. Protein ifadesi baskilanmis deney gruplarinda (scRNA, Sh-RevErba,
Sh-RevErbf, Sh-RevErba + Sh-RevErbf gruplarr) TUNEL boyamasi araciligiyla
DNA fragmantasyonunun belirlenmesi. Veri ortalama + standart sapma olarak
gosterilmigtir. **p<0.01/ *p<0.05 scRNA grubuna gore istatistiksel anlamlilig1

gostermektedir.

TUNEL boyamasi araciligiyla 6lciilen ortalama apoptotik hiicre sayilari sirasiyla
scRNA 30.00 + 6.01, Sh-RevErba 47.33 + 9.28, Sh-RevErbp 42.78 + 9.81 ve Sh-
RevErba + Sh-RevErbp 35.34 + 8,67 olarak hesaplandi (Sekil 6.5.3.). Bu veriler
sonucunda: Sh- RevErba grubunun scRNA gruba gore istatistiksel olarak (p<0.01)
anlamli derecede apoptotik hiicre sayisinin fazla oldugu goriildii. Sh-RevErbp
grubunun scRNA grubuna gore istatistiksel olarak (p<0.05) anlamli derecede
apoptotik hiicre sayisinin fazla oldugu goriildii. Sh-RevErba + Sh-RevErb grubunun

scRNA grubuna gore istatistik olarak anlamli bir degisim goriilmedi.

6.6. Proteomik Analizler

Sirkadiyen ritmin 6nemli bir parcasi olan RevErb proteinlerinin lentiviral
vektorler kullanilarak ifadesinin artmasinin veya baskilanmasinin TBH
sonrasinda etkiledigi protein profili yapmis oldugumuz proteomik analizlerle
gosterilmistir. Bu amag ic¢in ultra performanslt sivi kromatografisi-kiitle
spektrometresi (LC-MS/MS) cihazi (ACQUITY UPLC M Class- SYNAPT G2-
Si Mass Spectrometry, Waters, ABD) kullanilmistir.
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LC-MS/MS sonrasinda elde edilen proteinler Lv-RevErba, Lv-
RevErbp,Lv-RevErba + Lv-RevErbp gruplar ile kontrol grubu olan Lv-GFP
arasinda RevErb proteinin ifadesinin atmasina bagl olarak en az 1.4 kat degisen
ve istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) ol¢iide degisen 46 protein oldugu
gosterilmistir (Tablo 6.6.1-10).
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Tablo 6.6.1 Proteomik analizlerle protein ifade artirrmi yapilan gruplarda (Lv-GFP,

Lv-RevErbo, LvRevErbp, Lv-RevErba + Lv-RevErbp gruplari) degisen protein

profilinin belirlenmesi.

UNIPROT Proteinismi

P52760
P62830
Q01065
P24270
035927
P40237
Q60952
QOWVKS
Q71M36
Q640L5
Q7TQKS
Q14AX6
B1AQF4
070585
P23116
Q9Z0E6
QO5AT75
P01942
Q60766

2-iminobutanoate/2-iminopropanoate deaminase
60S ribosomal protein L23

Calcium/calmodulin-dependent 3',5'-cyclic nuclectide phosphodiesterase 1B

Catalase

Catenin delta-2

CD82antigen

Centrosome-associated protein CEP250
Cholesterol 24-hydroxylase

Chondroitin sulfate proteoglycan 5

Coiled-coil domain-containing protein 18
Coiled-coil domain-containing protein 93
Cyclin-dependentkinase 12

Dual specificity protein phosphatase
Dystrobrevin beta

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A
Guanylate-binding protein 2

H-2 class | histocompatibility antigen, TLA(B)alpha chain
Hemoglobin subunit alpha

Immunity-related GTPase family M protein 1

AOAQ75B6A3 Immunoglobulin heavy constant alpha (Fragment)

P01837

Immunoglobulinkappa constant

AOA140T8NS Immunoglobulin kappa variable 6-32 (Fragment)

QODCES
QoQz8s
054983
Q62234
P03g21
P13595
Q99KQ4
Q99K48
P48725
P15331
Q2M3X8
Q8R574
Q9CY58
Q60829
P42208
Q3UUgs
Q60676
P55194
Q99K94
Q91267
Q8CG46
E9Q2T3
QoJJ11
QB40M1

Interferon gamma-induced GTPase
Interferon-inducible GTPase 1

Ketimine reductase mu-crystallin

Myomesin-1

NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5

Neural cell adhesion molecule 1

Nicotinamide phosphoribosyltransferase

Non-POU domain-containing octamer-binding protein
Pericentrin

Peripherin

Phosphatase and actin regulator 1

Phosphoeribosyl pyrophosphate synthase-associated protein 2
Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding protein
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 1B
Septin-2

Serine/threonine-protein kinase MRCK alpha
Serine/threonine-protein phosphatase 5

SH3 domain-binding protein 1

Signal transducer and activator of transcription
SLIT-ROBO Rho GTPase-activating protein 2
Structural maintenance of chromosomes protein 5
Tenascin XB

Transforming acidic coiled-coil-containing protein 3
U3 small nucleolar RNA-associated protein 14 homolog A

GFP/  GFP/ GFP/
Rev-ErbaRev-ErbpRev-Erbaif
0,75 1,02 0,71
0,82 0,87 0,92
1,22 1,09 1,11

1,33 1,32
0,75
1,10 117

076 090 0,88
0,73 0,83 0,76
0,89 0,77
077 083 0,86
Los7 120 1,15
085 084 0,86
1,08 | 071 076
089 | 083 085

0,77

1,21
1,06

141

095 (IS

087 0,90

0,75
0,89 0,68 0,94

0,90

076 072
1,09 117 1,44
C 160 INISEN 130
072 091 0,86
076 063 080
129 141 1,22

1,05 0,98

1,11 141 0,98

089 | 084
082 075 084
133
082 078 080
079 068 083
126 147 126
079 081 081
086 069 086
1,22 1,31
1,40
073 066 089
117 127 092
109 098 1,21
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Tablo 6.6.2. Proteomik analizlerle protein ifadesi baskilanmis gruplarda (scRNA, Sh-
RevErba, Sh-RevErbf, Sh-RevErba + Sh-RevErbf gruplari) degisen protein profilinin

belirlenmesi-1.

UNIPROT

008810
070456
P68254
Q8vDM4
P14685
P62334
088685
Q60597
P24815
Q8BWT1
pPe2264
P25444
P97351
P62242
Pe7789
Q3UHB1
P47955
P47963
Q8CR57
QB6ZWV7
P47911
P14148
P62918
Q8CBWS3
Q8K4G5
Q8ROQ6
P59999
QsD8g8
QsD0s9
P50247
P84078
ESQ394
QsBGQ7
PO7724
P57780
QsQYCo
Pe1164
055042

AQA288YCS4 Anion exchange protein

Q8BIZ1
Q99NHO
S4R1M4
S4R2Q9
035643
P08226
Q8K2H4
Q3UHD®
B2RWO07
Q03265

P Sh- Sh- Sh-
Protelnismi Rev-ErbaRev-ErbgRev-Erbaif
116kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein component
14-3-3 protein sigma
14-3-3 protein theta

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2
268S proteasome non-ATPase regulatory subunit 3
26S proteasome regulatory subunit 108

268 proteasome regulatory subunit 6A
2-oxoglutarate dehydrogenase

3 beta-hydroxysteroid dehydrogenase/Delta 5-->4-isomerase type 1
3-ketoacyl-CoAthiolase

40S rib omal protein S14

408 rib omal protein S2

40S rib omal protein S3a

40S rib omal protein S8

5'-3' exoribonuclease 1

5'-nuclectidase domain-containing protein 3

608S acidic rib omal protein P1

60S rib omal protein L13

60S rib omal protein L14

60S rib omal protein L35

60S rib omal protein L6

608 rib omal protein L7

B0S rib omal protein L8

Ablinteractor 1

Actin-binding LIM protein 1

Actin-related protein 2/3 complex subunit 1A
Actin-related protein 2/3 complex subunit 4
Actin-related protein 2/3 complex subunit 5-like protein
Aden ine 5'-monoph phoramidase HINT2

Aden ylhomocysteinase

ADP-rib ylation factor 1

A-kinase anchor protein 13

Alanine--tRNA ligase

Albumin

Alpha-actinin-4

Alpha-adducin

Alpha-centractin

Alpha-synuclein

Ankyrin repeat and sterile alpha motif domain-containing protein 1B
Ankyrin repeat domain-containing protein 17

Ankyrin-2 (Fragment)

Ankyrin-2 (Fragment)

AP-1 complex subunit beta-1

Apolipoprotein E

Arf-GAP with coiled-coil

Arf-GAP with GTPase

Ataxin 7-like 1

ATP synthase subunit alpha
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Tablo 6.6.3. Proteomik analizlerle protein ifadesi baskilanmis gruplarda (scRNA, Sh-
RevErba, Sh-RevErbf, Sh-RevErba + Sh-RevErbf gruplari) degisen protein profilinin

belirlenmesi-2.

UNIPROT

P56480
Q8DCX2
Q91VR2
Q91vez2
Q62095
Q3UHRO
P18572
Q8CGN4
QoQyBs8
Q8R5C5
P21550
Q91ZZ3
Q80YN3
QBWVG3
P11798
Q80TJ1
PODP26
A2A891
Q8CCs7
QeDBC7?
E9Q3Me
P48758
E9PYP1
QEP9KS
035927
Q5M8NO
Q61490
Q91WS0
Q8R464
E9Q3P4
Q8BQ4s8
Q8D3R3
QoD8B3

AO0A140LIXS Cilia and flagella-associated protein 99

FeXLV1
QBAWE9
Qoczus
QscDI7
Q8cDI6
Q8CDV0
Q01149
Q3uge2
Qau4z2
Q80YA9
Q9CZ04
Qez140
Q3UMFO
Q6zQ38
QoDB77
QoD855

T Sh- Sh- Sh-
Proteinismi Rev-ErbaRev-ErbpRev-Erba/p
ATP synthase subunit beta 0,68
ATP synthase subunit d 0,69
ATP synthase subunit gamma 0,69

ATP-citrate synthase

ATP-dependent RNA helicase DDX3Y

BAH and coiled-coil domain-containing protein 1
Basigin

BCL-6 corepressor

Beta-adducin

Beta-centractin

Beta-enoclase

Beta-synuclein

Breast carcinoma-amplified sequence 1 homolog
BTB/POZ domain-containing protein KCTD12
Calcium/calm ulin-dependent protein kinase type Il subunit alpha
Calcium-dependent secretion activator 1

Calm ulin-1

Calm ulin-binding transcription activator 1
Calretinin

cAMP-dependent protein kinase type |-alpha regulatory subunit
Capping protein-inhibiting regulator of actin-like
Carbonyl reductase [NADPH] 1

Carboxylic ester hydrolase

Caskin-1

Catenin delta-2

CB1 cannabinoid receptor-interacting protein 1
CD166 antigen

CDGSH iron-sulfur domain-containing protein 1
Cell adhesion molecule 4

Centromere protein F

Centr omal protein of 295 kDa

Centr omal protein of 72 kDa

Charged multivesicular by protein 4b

Ciliary rootlet coiled-coil protein 2

Cingulin-like protein 1

Citrate synthase

Coiled-coil domain-containing protein 150
Coiled-coil domain-containing protein 158
Coiled-coil domain-containing protein 178
Collagen alpha-2(I) chain

Collagen alpha-2(V) chain

Complex [-9kD

Connector enhancer of kinase suppressor ofras 2
COP9 signal ome complex subunit 7a
Copine-6

Cordon-bleu protein-like 1

Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1
Cytochrome b-c1 complex subunit 2
Cytochrome b-c1 complex subunit 7
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Tablo 6.6.4. Proteomik analizlerle protein ifadesi baskilanmis gruplarda (scRNA, Sh-
RevErba, Sh-RevErbf, Sh-RevErba + Sh-RevErbf gruplari) degisen protein profilinin

belirlenmesi-3.

UNIPROT

P00405
P19536
Q9DCW5S
F6ZX84
088485
Q8R1Q8
QOCPY7
Q8cDD3
QowVves
Q3U1Te
QoD2G2
Q8BVi4
008553
B1AZP2
Q8BPN8
Q9DBGB
Q62418
P47809

AOAQJ9YUES Dynamin GTPase

Q8K1M6
P58281
P62627
Q80TP3
Q8BL66
QeD8Y0
QeDCwW4
QoeMI1
P10126
P62631
P20029
Q8BH95
Q3us41
Q5NCMS5
Q5EBJ4
P80843
P10630
QBNZJ6
Q8BGD9
QOWUK2
P56564
P26040
P47757
EOPWE3
Q91WJ8
P29391
E9PV24
008917
Qe0634
P05064
Qo1Y97

Sh- Sh- Sh-
Rev-ErbaRev-Erbf

Proteinismi

Cytochrome ¢ oxidase subunit 2

Cytochrome ¢ oxidase subunit 5B

Cytochrome ¢ oxidase subunit

Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 (Fragment)
Cytoplasmic dynein 1 intermediate chain 1

Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 1

Cyt ol aminopeptidase

Delta-tubulin

Dematin

DENN domain-containing protein 1B

2-oxoglutarate dehydrogenase complex componentE2
Dihydropteridine reductase

Dihydropyrimidinase-related protein 2

Disks large-associated protein 4

DmX-like protein 2

Dolichyl-diph phoolig accharide--protein glyc yltransferase subunit 2
Drebrin-like protein

Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 4

Dynamin-1-like protein

Dynamin-like 120kDa protein

Dynein light chain roadblock-type 1

E3 ubiquitin-protein ligase UBR5

Early end ome antigen 1

EF-hand domain-containing protein D2
Electron transfer flavoprotein subunit beta
ELKS/Rab6-interacting/CAST family member 1
Elongation factor 1-alpha 1

Elongation factor 1-alpha 2
Endoplasmic reticulum chaperone BiP
Enoyl-CoA hydratase

Epithelial splicing regulatory protein 1
Epsin-2

Ermin

Eukaryotic initiation factor 4A-|
Eukaryotic initiation factor 4A-I1
Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1
Eukaryotic translation initiation factor 4B
Eukaryotic translation initiation factor 4H
Excitatory amino acid transporter 1

Ezrin

F-actin-capping protein subunit beta
Family with sequence similarity 184

Far upstream element-binding protein 1
Ferritin light chain 1

Fibrinogen alpha chain

Flotillin-1

Fletillin-2

Fruct e-bisph phate aldolase A

Fruct e-bisph phate aldolase B
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Tablo 6.6.5. Proteomik analizlerle protein ifadesi baskilanmis gruplarda (scRNA, Sh-
RevErba, Sh-RevErbf, Sh-RevErba + Sh-RevErbf gruplari) degisen protein profilinin

belirlenmesi-4.

UNIPROT Proteinismi

Q3UNH4
Q8VE33
P13020
Q8BUV3
P03995
P06745
008795
Q9zZ2W9
QoD172
P15105
P51855
P16858
QOETO1
E9PVZS
Q91VW5
P08556
P63084
P27601
P17879
P16827
P48722
Q61699
P17156
P01942
Q9CX86
P49312
Q9DOE1
Q8VEK3
088569
Q8BRB7
P43274
Q8BFU2
Q8CGP1
P84244
A2A934
Q9Z2Y3
QooL47
P00493
Q60766
Q8R366
P70168
QB3ZW7
P11881
055023
P15208
ABX935
QOoDCE9
QevH22
Q3TESO
Qscome

Sh- Sh- Sh-
Rev-ErbaRev-ErbpRev-Erba

G protein-regulated inducer of neurite outgrowth 1

Gangli ide-induced differentiation-associated protein 1-like 1
Gelsolin

Gephyrin

Glial fibrillary acidic protein

Gluc e-B-ph phate isomerase

Gluc idase 2 subunit beta

Glutamate receptor3

Glutamine amidotransferase-like class 1 domain-containing protein 3
Glutamine synthetase

Glutathione synthetase

Glyceraldehyde-3-ph phate dehydrogenase

Glycogen ph phorylase

Golgi autoantigen

Golgin subfamily A member4

GTPase NRas

Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha isoforms short
Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13

Heat shock 70 kDa protein 1B

Heat shock 70 kDa protein 1-like

Heat shock 70 kDa protein 4L

Heat shock protein 105 kDa

Heat shock-related 70 kDa protein 2

Hemoglobin subunit alpha

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A0
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1

Histone acetyltransferase KATEB

Histone H1.4

Histone H2A type 3

Histone H2B type 1-K 0,66 0,72 0,69
Histone H3.3 0,71 0,79 0,81

Histone-lysine N-methyltransferase PRDM16
Homer protein homolog 1

Hsc70-interacting protein
Hypoxanthine-guanine ph phorib yltransferase
Immunity-related GTPase family M protein 1
Immunaglobulin superfamily member 8
Importin subunit beta-1

InaD-like protein

Initol 1

In itol monoph phatase 1

Insulin receptor

Inter alpha-trypsin inhibitor

Interferon gamma-induced GTPase
Intraflagellar transport protein 172 homolog

1Q motif and SEC7 domain-containing protein 3
Isoaspartyl peptidase/L-asparaginase
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Tablo 6.6.6. Proteomik analizlerle protein ifadesi baskilanmis gruplarda (scRNA, Sh-
RevErba, Sh-RevErbf, Sh-RevErba + Sh-RevErbf gruplari) degisen protein profilinin

belirlenmesi-5.

Sh- Sh- Sh-
Rev-ErbaRev-ErbpRev-Erba/p

UNIPROT Proteinismi

A2CG49 Kalirin

Q80TG1 KAT8 regulatory NSL complex subunit 1

p28738 Kinesin heavy chain isoform 5C

Q9QXL2 Kinesin-like protein KIF21A

P28740 Kinesin-like protein KIF2A

P21619 Lamin-B2

Q9JJK2 LanC-like protein 2

Q91YUB Leucine zipper putative tumor suppressor 2

Q9D1TO Leucine-rich repeat neuronal protein 1

Q80TE7 Leucine-rich repeat-containing protein 7

Q61735 Leukocyte surface antigen CD47

Q81792 LIM and SH3 domain protein 1

Q9DCO7 LIM zinc-binding domain-containing Nebulette

P60469 Liprin-alpha-3

P06151 L-lactate dehydrogenase A chain

P00342 L-lactate dehydrogenase C chain

Q91WC3 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 6

A2A813 Maillard deglycase

Q924m7 Mann e-6-ph phate isomerase

Qowvan Membrane-associated guanylate kinase

Q9JLZ3 Methylglutaconyl-CoA hydratase

Q9EQ20 Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase [acylating]
P16332 Methylmalonyl-CoA mutase

Q9QYR6E Microtubule-associated protein 1A

P20357 Microtubule-associated protein 2

P27546 Microtubule-associated protein 4

Q8R0O01 Microtubule-associated protein RP/EB family member 2
Q6PER3 Microtubule-associated protein RP/EB family member 3
P10637 Microtubule-associated protein tau

Q91VR7 Microtubule-associated proteins 1A/1Blight chain 3A
Q9Jm52 Misshapen-like kinase 1

Q8K009 Mitochondrial 10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase
QoDeM3 Mitochendrial glutamate carrier 1

Q9CZW5 Mitochondrial import receptor subunit TOM70

Q63844 Mitogen-activated protein kinase 3

AOA1TY7VMP7 MutL homolog 3

ADA49BWGS3 Myelin basic protein

QoD2P8 Myelin-associated olig endrocyte basic protein

070624 Myocilin

Q80YT7 Myomegalin

A2ABU4 Myomesin-3

Q60605 My in light polypeptide 6

Q5SX40 My in-1

Q61879 My in-10

QBURWE My in-14

P13541 My in-3

Q8VDD5 My in-9

G3Xou1 Na(+)/Ca(2+)-exchange protein 1

P70441 Na(+)/H(+) exchange regulatory cofactor NHE-RF1
Q7TMF3 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 12
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Tablo 6.6.7. Proteomik analizlerle protein ifadesi baskilanmis gruplarda (scRNA, Sh-
RevErba, Sh-RevErbf, Sh-RevErba + Sh-RevErbf gruplari) degisen protein profilinin

belirlenmesi-6.

S Sh- Sh- Sh-
UNIPROT Proteintsm Rev-ErbaRev-ErbpRev-Erba/p
Q9DCJ5 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 8 )-8
Q9DCB9 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 9
Q9CQH3 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 5
QoCQ54 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 subunit C2
Q8DCT2 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 3
P06801 NADP-dependent malic enzyme
P70670 Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha
P13595 Neural cell adhesion molecule 1
QBP9KS Neurexin-3
P55066 Neurocan core protein
Qs10uU3 Neurofascin
E9Q842 Neuron navigator 2
Q810U4 Neuronal cell adhesion molecule
P35803 Neuronal membrane glycoprotein M6-b
QovGU4 Neur ecretory protein VGF
Q61043 Ninein
Q9Cz44 NSFL1 cofactorpd?
Q8JIH2 Nuclear pore complex protein Nup50
Q91W39 Nuclear receptor coactivator 5
Q02819 Nucleobindin-1
P09405 Nucleolin
Q9Z0oP4 Paralemmin-1
QoD0J8 Parathym in
AOATW2P737 Pericentrin
Q81171 Peroxiredoxin-2
008709 Peroxiredoxin-6
Q2PFD7 PH and SEC7 domain-containing protein 3
Q80TL4 PHD finger protein 24
Q9DOF9 Ph phoglucomutase-1
P09041 Ph phoglycerate kinase 2
Q7TMEQ Ph pholipid ph phatase-related protein type 4
Q8KO0S0 Phytanoyl-CoA hydroxylase-interacting protein
Q9CY58 Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding protein
Q61233 Plastin-2
AOAOR4J218 Plectin (Fragment)
P60335 Poly(rC)-binding protein 1
Q91231 Polypyrimidine tract-binding protein 2
POCG49 Polyubiquitin-B
088703 Brain cyclic nucleotide-gated channel 2
Q64436 Potassium-transporting ATPase alpha chain 1
Q61838 Pregnancy zone protein
P48678 Prelamin-A/C
Q501J6 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17
S4R2P5 Probable RNA-binding protein 46
Q5SX49 Profilin
QoJJv2 Profilin-2
PE7778 Prohibitin 1
ESPULS Proline-rich transmembrane protein 2
Q9QXTO Protein canopy homolog 2
Q4VAA2 Protein CDV3
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Tablo 6.6.8. Proteomik analizlerle protein ifadesi baskilanmis gruplarda (scRNA, Sh-
RevErba, Sh-RevErbp, Sh-RevErba + Sh-RevErbf gruplari) degisen protein profilinin

belirlenmesi-7.

UNIPROT

P27773
QO22R8
P09103
Q8CJF7
Q8BUK6E
P63318
Q2EMVS
Q8BTG7
0565125
QoD394
Q5DTT3
Q8BZ32
Q91XFO0
Q05920
P52480
P50396
P26043
P34022
Q8CHG7
P62821
QBBHCA
P62823
Q8cB87
P63321
P68040
Q64487
BY9EKR1
Q99NES5
054829
Qo9P72
Q8BL80
054834
E9QOA3
Q60875

Proteinismi

Protein disulfide-isomerase A3

Protein disulfide-isomerase A6

Protein disulfide-isomerase

Protein ELYS

Protein Hook homolog 3

Protein kinase C gamma type

Protein mono-ADP-rib yltransferase PARP14
Protein NDRG4

Protein NipSnap homolog 1

Protein RUFY3

Protein TASOR 2

Putative Polycomb group protein ASXL2
Pyridoxine-5'-ph phate oxidase

Pyruvate carboxylase

Pyruvate kinase PKM

Rab GDP dissociation inhibitor alpha

Radixin

Ran-specific GTPase-activating protein

Rap guanine nucleotide exchange factor 2
Ras-related protein Rab-1A

Ras-related protein Rab-39B

Ras-related protein Rab-3C

Ras-related protein Rab-44

Ras-related protein Ral-A

Receptor of activated protein C kinase 1
Receptor-type tyr ine-protein ph phatase delta
Receptor-type tyr ine-protein ph phatase zeta
Regulating synaptic membrane exocytis protein 1
Regulator of G-protein signaling 7
Reticulon-4

Rho GTPase-activating protein 22

Rho GTPase-activating protein 6

Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 11 (Fragment)
Rho guanine nucleotide exchange factor 2

AOA1Y7VMNO Rho-associated protein kinase 2 (Fragment)

Q9CPNS

RIKENcDNA 2210010C04 gene

AOA0G2JGWS5 RIMS-binding protein 2

B2RXS3
Q8R429
Q9R1T4
Q80UGS5
P0O7758
Q8BTI8
Q80UWS5
Q8CIN4
Q8BYC6
P58389
EOCZ78
P62137
H3BJP2

S phase cyclin A-associated protein in the ER
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1
Septin-6

Septin-9

Serine protease inhibitor A3K

Serine/arginine repetitive matrix protein 2
Serinelthreonine-protein kinase MRCK gamma
Serine/threonine-protein kinase PAK 2
Serine/threonine-protein kinase TAO3
Serine/threonine-protein ph phatase 2A activator
Serinefthreonine-protein ph phatase
Serine/threonine-protein ph phatase PP 1-alpha catalytic subunit
S-formylglutathione hydrolase (Fragment)

Sh- Sh- sh-
ErbpRev-Erba/p

113
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Tablo 6.6.9. Proteomik analizlerle protein ifadesi baskilanmis gruplarda (scRNA, Sh-
RevErba, Sh-RevErbf, Sh-RevErba + Sh-RevErbf gruplari) degisen protein profilinin

belirlenmesi-8.

UNIPROT  Proteinismi

D3YZU1 SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 1
D3Z5K8 SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 2
Q4ACUB SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 3
P31650 S ium- and chloride-dependent GABA transporter 3
QB8K596 S ium/calcium exchanger 2

QBPIES S ium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-2
Q6PICE S ium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3
P55012 Solute carrier family 12 member 2

Q91Vv14 Solute carrier family 12 member5

Q9D3S3 Sorting nexin-29

P70663 SPARC-like protein 1

QB8FG2 Spectrin beta chain

E9PX29 Spectrin beta chain

Q62261 Spectrin beta chain

Q7TME2 Sperm-associated antigen 5

Q80VP2 Spermatogenesis-associated protein 7 homolog
QOWTX5 S-phase kinase-associated protein 1

Q8viJe Splicing factor

Q80598 Src substrate cortactin

F6XZJ7 Sterile alpha motif domain-containing protein 15

P38647 Stress-70 protein

Q61466 SWI/SNF complex 60 kDa subunit

088935 Synapsin-1

Q62277 Synaptophysin

P60879 Synapt omal-associated protein 25

P46096 Synaptotagmin-1

P61264 Syntaxin-1B

070439 Syntaxin-7

Q8K400 Syntaxin-binding protein 5

P26039 Talin-1

P80314 T-complex protein 1 subunit beta

P80316 T-complex protein 1 subunit epsilon

Q6PR54 Telomere-associated protein RIF1

Q9JMHB Thioredoxin reductase 1

Q8CCT4 Transcription elongation factor A protein-like 5
P40142 Transketolase

AOAOR4J2D3 Transport and Golgi organization protein 1 homolog
Q8BQ33 Treslin

D3z618 Tropomyin alpha-3 chain

PO7797 Tyr ine-protein ph phatase non-receptortype substrate 1
Q9QZM0 Ubiquilin-2

P31254 Ubiquitin-like m ifier-activating enzyme 1Y

QO9PLE UBX domain-containing protein 6

Q62059 Versican core protein

D3YTUO Vesicle-associated membrane protein 1

P20152 Vimentin

Q64727 Vinculin

Q60930 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2
P57746 V-type proton ATPase subunit D

Q8CBE3 WD repeat-containing protein 37

Sh- Sh- Sh-
Rev-ErbaRev-ErbpRev-Erba/f
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Tablo 6.6.10. Proteomik analizlerle protein ifadesi baskilanmis gruplarda (scRNA,
Sh-RevErba, Sh-RevErbB, Sh-RevErba + Sh-RevErbf gruplari) degisen protein

profilinin belirlenmesi-9.

o Sh- Sh- Sh-
UNIPROT Proteinismi Rev-ErbaRev-ErbpRev-Erbalf
Q8R5HE Wiskott-Aldrich syndrome protein family member 1 048 039 0,34
Q3UE92 Xaa-Pro aminopeptidase 1 104 168 133
Q8BJH1 Zinc finger C2HC domain-containing protein 1A 0,65 0,59 0,65

LC-MS/MS sonrasinda elde edilen proteinler Sh-RevErba, Sh-RevErbp, Sh-
RevErba+Sh-RevErbp gruplar ile kontrol grubu olan scRNA arasinda RevErb
proteinin ifadesinin baskilanmasina bagli olarak en az 1.4 kat degisen ve istatistiksel
olarak anlamli (p<0.05) dl¢lide degisen 402 protein oldugu gosterilmistir. Elde edilen
veriler 1s1 haritasi seklinde gosterilmistir (Tablo 6.6.1-10).

Protein ifadesi artirilmis deney gruplarindan elde edilen proteinler PANTHER
(protein analysis through evolutionary relationship; http://www.pantherdb.org/)
programi araciligiyla analiz edildiginde asagida belirtilen sinyal iletim yolaklarinin bu

proteinler aracilifiyla etkilendigi tespit edilmistir.

e  Cadherin sinyal iletimi

e  Dopamin reseptorii aracili sinyal iletimi

e Nikotin farmakodinamigi sinyal iletimi

e PDGF sinyal iletimi

e Parkinson hastalig1

e p53 sinyal iletimi

Inhibisyon gruplarindan elde edilen proteinler PANTHER programi aracihigiyla
analiz edildiginde asagida belirtilen sinyal iletim yolaklarinin da bu proteinler
araciligiyla etkilendigi tespit edilmistir.

e  5-Hidroksitriptamin bozunmasi

o ATP sentezi

e Adenin ve hipoksantin kurtarma sinyal 6rnekleri

e Adrenalin ve noradrenalin biyosentezi Alfa adrenerjik reseptor sinyal iletimi

e Alzheimer hastaligi-amiloid sekretaz sinyal iletimi

e Anjiyogenez
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G proteinleri ve beta-arrestin (P05911) araciligiyla anjiyotensin Il ile uyarilan
sinyallesme

Apoptoz sinyal iletimi

Netrin aracil1 akson sinyal iletimi

Semaforinlerin aracilik ettigi akson sinyal iletimi

B hiicresi aktivasyonu

Betal adrenerjik reseptor sinyal iletimi

Kan pihtilagsmast

CCKR sinyallesme haritasi

Cadherin sinyal iletimi

Hiicre dongiisii

Kortokotropin salma faktorii reseptorii sinyal yolu

Rho GTPase (P00016) tarafindan hiicre iskeleti diizenlemesi
DNA replikasyonu

Dopamin reseptori aracili sinyal iletimi

EGF reseptdrii sinyal iletimi

Endojen kanabinoid sinyal iletimi

Endotelin sinyal iletimi

FAS sinyal iletimi

FGF sinyal iletimi

Fruktoz galaktoz metabolizmasi

GABA-B reseptorii II sinyal iletimi

Glutamin glutamat doniistimii

Glikoliz

Gonadotropin salgilayan hormon reseptor yolu
Heterotrimerik G-protein sinyal yolu-Gi alfa ve Gs alfa aracili sinyal iletimi
Histamin H1 reseptor aracili sinyal iletimi

Huntington hastalig1

Kemokin ve sitokin sinyal yolunun aracilik ettigi iltthaplanma
Insiilin/IGF yolu-protein kinaz B sinyal iletimi

Integrin sinyal iletimi

Interferon-gama sinyal iletimi
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Interlkin sinyal iletimi

Iyonotropik glutamat reseptor sinyal iletimi
Metabotropik glutamat reseptor sinyal iletimi
Muskarinik asetilkolin reseptorii sinyal iletimi
Nikotinik asetilkolin reseptdrii sinyal iletimi
Opioid prodinorfin sinyal iletimi

Oksidatif stres tepkisi

PDGEF sinyal iletimi

PI3 kinaz sinyal iletimi

Parkinson hastalig1

Plazminojen aktive edici sinyal iletimi
Piridoksal fosfat kurtarma sinyal iletimi
Piridoksal-5-fosfat biyosentezi

Pirimidin Metabolizmasi

Piriivat metabolizmasi

Ras sinyal iletimi

Sinaptik vezikiil sinyal iletimi

T hiicresi aktivasyonu

TGF-beta sinyal iletimi

Tirotropin salgilayan hormon reseptorii sinyal iletimi
Ubikuitin proteazom sinyal iletimi

VEGEF sinyal iletimi

B6 vitamini metabolizmasi

Wnt sinyal iletimi

p38 MAPK sinyal iletimi

pS3 sinyal iletimi
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7. TARTISMA

Gergeklestirilen bu tezde niikleer reseptor ailesinin iiyesi olan ve birbirinin
izomorfu olarak ¢alisan Rev-Erba ve Rev-Erbp proteinlerinin, travmatik beyin
hasarindaki  roliinlin  aragtirllmasi  hedeflenmigtir.  Literatlirde akut CNS
yaralanmalarinin patogenezinde sirkadiyen proteinlerin roliinii incelemek i¢in
olusturtulan deney modellerinde sirkadiyen proteinin aktivitesini degistirmek i¢in ya
farmakolojik ajanlar ya da ilgili sirkadiyen proteinin genin baskilandig1 transgenik
hayvan modelleri kullanilmistir. Protein etkinligini degistirmeye yonelik bu iki
teknigin de dokuya 6zgii olmamasi ve sirkadiyen olmayan etkilerinin ayirt etmenin zor
olmasi beyni etkileyen hastaliklar hakkinda yaniltici yonlendirmeler yapmaktadir. Bu
sebeple calismamizda deney hayvanlarinda RevErba ve RevErbp protein ifadelerini
azaltip ve artirabilmek i¢in gen transferine olanak saglayan viral vektor metodu
uygulandi. Kan beyin bariyerini gegmemesi bu sayede yapilan analizlerin beyin
dokusuna 0Ozgii olmasim1 saglayan, diger vektorlere oranla uzun siire transgen
ekspresyonu sahip olmasi ve MSS hiicrelerini kolay bir sekilde enfekte edilebilmesi
sebebiyle lentiviral vektorler tercih edilmistir. Calismanin belirlenen hedeflerine
ulagabilmesi i¢in Lv-GFP, Lv-RevErba, Lv-RevErbp, Lv-RevErba + Lv-RevErbf,
scRNA, sh-RevErba, sh-RevErbp, sh-RevErba + sh-RevErbp 8 deney grubu
olusturuldu. Yapilan molekiiler klonlama deneylerini takiben iiretilen viriis partikiilleri
(Lv-GFP, Lv-RevErba, Lv-RevErbp, Lv-RevErba + Lv-RevErbp, scRNA, sh-
RevErba, sh-RevErbp, sh-RevErba + sh-RevErbp) fare noroblastoma hiicre hattina
uygulandi ve hiicrelerin %90 ‘dan fazlasinin enfekte oldugu gosterildi. Daha
sonrasinda enjeksiyon sonrasinda Rev-Erba ve Rev-ErbB protein seviyelerinin etkili
ve hedeflenen dogrultuda degisimi Western blot yontemiyle gosterildi. Bu bilgiler
dahilinde, yapilan molekiiler klonlama ¢alismalarinin basaril bir sekilde gerceklestigi
ve RevErba ve RevErbp protein seviyesini etkili ve hedeflenen dogrultuda degistirdigi
gosterilmistir.

Protein seviyesini arttirmak veya azaltmak icin tiretilen viriislerin etkinlikleri ve
giivenilirlikleri gosterildikten sonra viriisler farelerin korteks bolgesine Lv-GFP, Lv-

RevErba, Lv-RevErbp, Lv-RevErba + Lv-RevErbp, scRNA, sh-RevErba, sh-
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RevErbp, sh-RevErba + sh- RevErbp beyin i¢i enjeksiyon yontemiyle verilmistir.
Viriis enjeksiyonundan sonra lentiviriislerin istenilen alan1 enfekte edebilmesi ve en
yuksek verimliligin saglayabilmesi yaklasik olarak 7-10 giin siirmektedir (128,129).
Deney gruplarinin beyin i¢i enjeksiyon sonra 10 giin beklendi ardindan travmatik
beyin hasar1 operasyonlar1 gergeklestirildi. Farelerde travmatik beyin hasari
olusturmak i¢in klinikle benzer patofizyolojiye sahip ve literatiirde rutin uygulamasi
olan sogukla indiiklenen travmatik beyin hasar1 modeli kullanildi. Calismamizda TBH
patofizyolojindeki ikincil hasarin degerlendirilmesi amaglandigi i¢in Onceki
caligmalarda gosterildigi gibi hasar sonras1 72 saat ge¢mesi beklendi.

TBH operasyonundan 72 saat sonra Rev-Erba ve Rev-Erbf’nin TBH akut
donemde gelisen lokomotor aktivite, ndrolojik hasar, beyin hasari, beyin 6dem ve kan-
beyin bariyeri gegirgenligi lizerine olan etkilerinin detayli bir sekilde arastirildi. Ayrica
bu etkilerin olusmasinda etken proteinlerin genis Olcekli proteomik analizlerle
belirlenip Rev-Erba/B’nin hiicre i¢i sinyal iletim yolaklar1 {izerine olan etkilerini
belirlendi.

Kan beyin bariyerinin yapisal biitiinliigiiniin bozulmas1 hasar1 takiben saatler
icinde meydana gelen erken bir olaydir. Akut MSS hasarim1 takiben BBB
biitiinligiindeki degisiklikler, beyin 6demi ve artmis kafa ici basinct (ICP) gibi hayati
tehdit eden komplikasyonlarin gelismesine neden olur. Beyin hasarini takiben olusan
kan-beyin bariyerinin (KBB) bozukluklari, doku kesitlerinde immiinohistokimyasal
yontemlerle tespit edilebilen serum proteinlerinin ekstravazasyonuna yol acar.
Literatiirde Immiinoglobulin G (IgG) ekstravazasyon, travmatik beyin hasarinin
(TBH) sonras1 hayatta kalanlarin beyinlerinde 1 y1l sonra ve TBH’in akut faz1 sirasinda
Olen hastalarin beyinlerinde tespit edilmistir (139). Bu sebeple ¢alismamizda KBB
gecirgenligindeki degisimi degerlendirmek icin IgG ekstravazasyon analiz yontemini
kullandik. Calismamizda RevErbo, RevErbp ve RevErba- RevErbp protein
ifadelerinin arttig1 gruplarda kontrol grubuna gére anlamli derecede hasar sonras1 KBB
gecirgenliginin korundugu gozlemlendi. Ayrica RevErba, RevErbp ve RevErbo/f
protein ifadelerinin azaldig1 gruplarda hasar sonrasi KBB gecirgenliginin kontrol
grubuna oranla arttig1 gozlemlendi. Bu bulgular RevErbp proteinlerin hasar takiben

olusan KBB bozulmasini 6nleyebilecegini gostermektedir. KBB biitlinliigiiniin erken
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restorasyonu, travma sonrasi epilepsi (PTE) ve norodejeneratif hastalik gibi TBH ile
iligkili diger komorbiditelerin sekellerinin 6nlenmesine de yardimci olabilir.

Apoptotik hiicre 6liimii travmatik beyin hasarinin patofizyolojisinde énemli bir
rolii vardir ayrica TBH'li hastalarin yaklasik %43'linde asir1 aktif ndéronal apoptozun
uzun stireli iglev bozukluklar neden oldugu gdzlemlenmistir (140,141). Bununla
birlikte literatiirde RevErba proteiniyle noronal apoptozun iliskisi olduguna dair
bircok calisma mevcuttur. Ornegin, NR1D1 mutant farelerin serebellumundaki
noronlarin apoptozunda 6nemli bir artis oldugunu raporlanmistir. Bir baska ¢alismada,
Rev-Erba silinen farelerde 6- hidroksidopamin tarafindan indiiklenen substantia nigra
pars compacta'daki (SNpc) dopaminerjik noronal kaybinin arttigini gézlemlenmistir
(116). Bu ¢alismalar, Rev-Erba eksikliginin beynin bazi bolgelerinde dogrudan veya
dolayli olarak noronal hasara neden olabilecegini diislindiirmektedir. Biz de
calismamizda RevErb proteinlerinin TBH gerceklesen farelerde apoptozu nasil
etkiledigi aragtirmak i¢in TUNEL metodu kullandik. TUNEL analizi, apoptoz sonucu
olusan DNA kiriklarina, TUNEL setinin iceriginde bulunan, floresan molekiille
isaretlenmis d-UTP’lerin baglamasi ve floresan mikroskop altinda ilgili dalga boyunda
1sikla uyarildiginda 151ma vermesi prensibine dayanir. Boylece, DNA kiriklarinin
isaretlenmesinden yararlanilarak apoptoz hakkinda analiz yapilabilmektedir.
Calismamiz sonucunda RevErbp ve RevErba ifadesinin baskilanmasi sonucu olusan
gruplarda TUNEL (+) hiicrelerinin arttig1 gézlemlenmistir. Buna karsin RevErba,
RevErbp, RevErba/B ifadesinin artmasiyla olusan gruplarda kontrol grubuna gore
TUNEL (+) hiicre azalmistir fakat istatistiksel bir anlamlilik géstermemistir. Bu
analizler, literatliirdeki ¢aligsmalarla tutarli bir sekilde RevErb proteinlerinin TBH
sonrasi ndronal apoptoz iizerinde roliinii destekler niteliktedir.

TBH sonrast noronal sagkalimi degerlendirebilmek i¢in ndron hiicrelerinin
cekirdeklerindeki norona 0Ozgii NeuN antijenleri NeuN antikorlar1 vasitasiyla
immiinofloresan olarak boyanmustir. Yapilan calismamizda RevErba, RevErbp ve
RevErbo/p ifadelerinin arttirilmasi sonucu olusturulan gruplarda néronal sagkalimin
anlamli derecede arttirdigi bununla paralel RevErba, RevErba/p, RevErbf protein
baskilanmasi sonucu olusan gruplarda ise noronal sagkalimin azaldigi goriilmiistiir.
Bu bulgular RevErb proteinlerinin TBH sonrasi patolojik siirecte noroprotektif etkisi

olabilecegini gostermektedir.
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RevErb proteinlerinin degisiminin TBH sonrasi olusan hasar hacmini iizerindeki
etkisini inceleme igin cresyl violet boyamasi protokolii uygulandi. Cresyl violet
noronlardaki Nissl cisimlerini boyayarak hasar hacmini degerlendirmemizi sagladi.
Calismamiz sonucu RevErba/ B ve RevErbp ifadelerinin artiminin gergeklestigi Lv-
RevErbo/p ve Lv- RevErbf gruplarinda kontrol grubuna gdre anlamli derecede hasar
hacminin azaldig1 gozlemlenmistir. Ayrica RevErba/f ve RevErbp ifade
baskilanmasiyla olusturan Sh-RevErba + Sh-RevErbp ve Sh-RevErbf gruplarinda
scRNA grubuna gore anlaml1 derecede hasar hacminin arttig1 gézlemlenmistir.

Bu calismada, RevErba ve RevErbp 'nin TBH sonrasi patofizyolojik siiregteki
olugmasinda etken proteinlerin genis Olgekli proteomik analizlerle gergeklestirildi.
Analizlerimiz sonucunda, RevErb protein ifadelerinin artmasiyla olusturulan gruplarla
kontrol grubu olan Lv- GFP arasinda protein ifadesinin artirimina bagli olarak en az
1.4 kat degisen ve istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) 6l¢ciide degisen 46 protein
oldugu belirlenmistir. RevErbo/f inhibisyon gruplarina yapilan biyoinformatik
analizlerde scRNA kontrol grubuna gore en az 1,4 kat degisen ve istatistiksel olarak
anlamli (p<0.05) dlgiide 402 proteinin gosterilmistir. Proje kapsaminda elde ettigimiz
proteinlere yapilan biyoinformatik analizlerde RevErba/B protein ifadesinin
baskilanmasinda veya ifadesinin artirilmasinda Parkinson Hastaligi ve p53 sinyal
iletim yolaklarinda goérevli olan proteinlerin de etkilendigi yaptigimiz biyoinformatik
analizlerle gosterilmistir. inhibisyon grubunda elde edilen protein sayisinin yiiksek
olmasi1 nedeniyle bu gruplardan yapilan biyoinformatik analizlerde ¢ok daha fazla
sinyal iletim yolagi tanimlanmustir. Ozellikle Parkinson Hastaligina ek olarak
Alzheimer ve Huntington Hastaliklar1 ile ilgili sinyal iletim yolaklarinin da ¢iktigi
goriilmektedir. Literatiirde yer alan bir¢ok ¢aligmada gosterdigi iizere sirkadiyen ritim
proteinleri ndrodejeneratif hastaliklarin mekanizmasinda etkin bir sekilde rol
oynamaktadir.

Proteomik  analizler —sonucunda Rev-Erba/B  baskilandigi  gruplarda
mitokondriyal proteinlerin ifadesinin azaldigi ve bu sebeple hiicre enerji
metabolizmasinda yer alan birgok sinyal iletim yolaginin etkilendigi goriilmiistiir.
Oksidatif fosforilasyon kritik role sahip TCA sikliisundaki Oksoglutarat (alfa-
ketoglutarat) dehidrojenaz, sitrat sentaz, piriivat karboksilaz enzimleri azalmistir.

Ayrica, elektron tagima sisteminde gorevli NADH dehidrojenaz (Ndufa8, Ndufc2,
73



Ndufa9, Ndufs3), Sitokrom b-c1 (Ugrcr2, Ugcerb), Sitokrom ¢ oksidaz (Cox5b), V-tipi
proton ATPaz (Atp6vld), ATP sentaz (Atp5fl a-b-c) protein seviyeleri azalmustir.
TBH sonras1 enerji iiretimi oksidatif fosforilasyondan oksidatif fosforilasyona gore
cok daha az verimli olan glikolize gectigi bilinmektedir. Noronal hasar sonrasi ilk
haftada, hastalarin %56'sinda hiperglikoliz meydana geldigi bildirilmistir (142).
Yetersiz oksidatif fosforilasyon, laktat {iretiminde artis, asidoz, dem, iskemi ve daha
fazla noronal hasarla sonuglanir. Diger yandan Literatiirde Rev-Erbo/p’nin hiicre
metabolizmasi etkisi iizerine yapilan calismalarda RevErba’nin baskilanmasinin kas
dokusunda oksidatif fosforilasyonu ve mitokondriyal biyogenezi azalttig
gosterilmigtir (118). Calismamizda gozlemlenen Mitokondriyal proteinlerde ve enerji
metabolizmasinda gozlenen degisiklikler, Rev-erb mitokondriyal fonksiyon
tizerindeki roliinii gésteren dnceki calismalarla tutarlidir. Bu ¢alismamiz sonucunda
Rev-Erba/p baskilanmasiyla hasar alani, ndronal 6liim gibi siire¢lerin artmasi nedenin
mitokondriyal fonksiyon ve hiicre metabolizmasi tizerindeki etkileri nedeniyle olabilir.
Bununla birlikte, Rev-erb proteinlerinin TBH patofizyolojindeki etkisini aydinlatmak

icin daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.
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8. SONUC

Tiim bu sonuglar bir arada incelendiginde, literatiirde ilk defa lentiviriisler
aracililigiyla RevErba, RevErbp ve/veya RevErba/B protein seviyesindeki artigin veya
azalisin TBH sonrasinda gelisen ndronal hasar mekanizmalar1 {izerine etkileri
incelenmistir. RevErbp ve RevErbo/B’nin travmatik beyin hasari1 sonrasinda, noronal
hiicre Oliimiinii, kan beyin bariyeri gecirgenligini ve DNA fragmantasyonunu
etkiledigi gosterilmistir. Ayrica proteomik analizler aracilifiyla RevErbo/p’nin
travmatik beyin hasar1 sonrasinda etkiledigi protein profili detayli bir sekilde
gosterilmistir. Proteomik analizler vasitasiyla tespit edilen proteinlerin hem sirkadiyen
ritim hem de travmatik beyin hasar1 patofizyolojisinde dnemli rollerinin olabilecegi
diisiiniilmektedir. Sonug olarak, bu tez kapsaminda gergeklestirilen ¢alismalarda;
sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde gorev alan RevErbo/p’nin bagta TBH olmak tizere

diger norodejeneratif siireclerde de 6nemli roliiniin olabilecegi gosterilmistir.
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