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OZET

T.C. NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Sirkadiyen Ritmin Beyin Felci Sonrasi
Gelisen Hasar Uzerine Etkisi

Mustafa Caglar Beker

Fizyoloji Anabilim Dali

YUKSEK LISANS TEZI

KONYA-2018

Sirkadiyen ritim, giinliik fizyolojik fonksiyonlari ayarlamakla kalmayip ayni zamanda
patofizyolojik siirecleri de etkileyen biyolojik bir saattir. Daha 6nceki ¢aligmalara bagli olarak serebral
iskemi ve sirkadiyen ritim arasinda kuvvetli bir iliski oldugu diisiiniilmektedir. Giiniimiize kadar
sirkadiyen ritim ile ilgili yapilan ¢alismalarin bityiik bir ¢cogunlugu klinik gozlemlere dayandigindan
caligmalar kisitli bir alanda kalmistir. Bununla birlikte, iskemi sonrasi patofizyolojik olaylara karsi
sirkadiyen ritmin gosterecegi hiicresel ve molekiiler mekanizmalar biiyiik 6l¢tide bilinmemektedir.

Bu amagla 8-12 haftalik erkek Balb/ C farelerine 6 saatlik araliklarla (ZTO0, ZT6, ZT12 ve
ZT18) dort farkli zaman noktasinda 30 dk orta serebral arter tikanmasi takiben 72 saatlik reperfiizyon
gergeklestirildi. Noronal sagkalim ve apopitotik hiicre 6limii immuno-histokimyasal metotlarla
incelendi. Biyolojik saat proteinleri; Period-1, Period-2, CLOCK ve Bmall protein ifadeleri Western
Blot ile degerlendirildi. Ek olarak, PI3K sinyal yolagi Pathscan metoduyla degerlendirildi. Sirkadiyen
ritim ile iligkili proteinler sivi kromatografi-kiitle spektrometresi yontemleri ile analiz edildi.

Yapilan bu c¢aligmada zamana bagl olarak degisen sirkadiyen ritim proteinleri beyin felci
sonrasi geligen beyin hasarini dogrudan etkilediginin kanitlarin1 sunulmaktadir. Gece yarisi1 (ZT18;
24:00) beyin felci gegiren farelerde sabah (ZT0, 06:00) beyin felci gegirenlere gore sirkadiyen ritim
proteinleri Bmall, Perl ve CLOCK proteinlerinin seviyeleri arttii ve bunlarla beraber noronal
sagkalimin artt1g1, apopitotik hiicre sayisinin ise azaldig1 gosterildi. Ayrica yapilan protein ¢aligmalari
ile bu etkileri sagkalim kinazlarindan p-AKT ve p-Erk-1/2 tizerinden yaptig1 gosterildi. Bu bilgilere ek
olarak yapilan genis 6lgekli proteomik analizi sonucu sabah ZT0’a kiyasla; ZT18 grubunda GNAZ,
NEGR1, IMPCT ve PDE1B seviyesi artarken, CSKP, HBB1, HBB2 ve HBA diizeyleri anlamh 6lgiide
diistiigii gozlemlendi. Elde edilen sonuglar, gece beyin felci gegirenlerde noronal hasarin daha az
oldugu ve bunu sagkalim kinazlar1 ve sirkadiyen ritim ile alakali proteinlerin ifadesinin artmasiyla
sagladig1 gosterildi.

Anahtar kelimeler: Akt sinyal yolagi; Beyin felci; Bmall; Proteomiks; Sirkadiyen ritim
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INGILIZCE OZET

Circadian clocks are endogenous timers not only adjusting daily physiological functions but
also affect pathophysiological processes. Depends on previous studies, there have been strong relation
between cerebral ischemia and circadian rhythm. In addition, occurance of stroke cases displays a
time of day variation. To date, most of the circadian expression studies remained restricted with
clinical observations. Nevertheless, the molecular and cellular mechanism linking circadian rhythm to
the internal response mechanisms against pathophysiological events after ischemia remained largely
unknown.

To this end, 8-12 weeks male Balb/c mice were exposed to min of MCAO following 72 h
reperfusion at four different Zeitgeber time (ZT) points with 6-h intervals (ZTO, ZT6, ZT12, and
ZT18). Disseminate neuronal injury and DNA fregmantation were examined using
immunohistochemistry. Core clock proteins; Period-1, Period-2, CLOCK and Bmall protein
expressions were evaluated by Western Blot. In addion, PI3K signaling pathway analysed via planar
surface immune assay and circadian rhythm related proteins were evaluated by liquid
chromatography— mass spectrometry tools.

Here, we present evidence that activational changes of proteins by circadian rhythm
regulations directly influence brain injury following cerebral ischemia. Midnight (ZT18; 24:00) I/R
injury in mice resulted in significantly improved neuronal survival, and decreased apoptosis compared
with ischemia induced at ZTO (06:00), which were associated with increased expressions of circadian
proteins Bmall, Perl, and Clock proteins and survival kinases p-AKT and p-Erk-1/2. Furthermore,
proteomics revealed significantly reduced CSKP, HBB1, HBB2, and HBA levels, while increased
GNAZ, NEGR1, IMPCT, and PDE1B at midnight as compared with ZTO0. Results showed that
nighttime ischemic injury results in less severe neuronal damage, with increased neuronal survival,
increased levels of survival kinases and circadian clock proteins, and also alters the circadian-related
proteins.

Keywords: Akt signaling; Bmall; Cerebral ischemia; Circadian rhythm; Proteomics
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1. GIRIS ve AMAC

Sirkadiyen ritim giinliikk fizyolojik fonksiyonlarimizin yani sira beyin felci
gibi patofizyolojik siireglerin hem tetiklenmesinde hem de gelisiminde 6nemli bir rol
oynamaktadir. 1970°1i yillardan giiniimiize kadar yapilan ¢aligmalarin biiyiik bir
cogunlugu sirkadiyen ritim ile beyin felcinin tetiklenmesi veya mortalite iizerine
odaklanmustir (Terayama 2013, Uddin ve ark. 2015). Sirkadiyen ritme bagli olarak
degisen viicut sicakligi, kalp hizi, kan basinci, kan vizkositesi ve trombosit
agregasyonu beyin felcinin tetiklenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Kubota ve ark.
1987). Bu bilgilere ek olarak, beyin felci giiniin her saatinde goriilebilmektedir. Fakat
vakalarin biiyiik bir ¢ogunlugu sabah saatlerinde ve 6zellikle de uyandiktan sonraKi
ilk iki saatlik siirede goriilmektedir (Pardiwalla ve ark. 1993, Elliott 1998). Ayrica
inme insidansinda gece yarisindan sabah 06:00’a kadar gegen siirede ise en diisiik

oldugu bilinmektedir.

Iskemik inmenin insidansindaki giin i¢i degisebilirligine ek olarak, inme
siddetinin ve dolayisiyla da mortalitenin de sirkadiyen bir ritim gosterdigi
diistinilmektedir (Manev ve Uz 1998). Bu bilgiler dahilinde beyin felci sonrasi
gelisen hasar mekanizmalari ile sirkadiyen ritmin hiicresel ve molekiiler sinyal

yolaklari arasindaki baglanti biiyiik bir oranda bilinmemektedir.

Yapilan bu g¢alisma ile sirkadiyen ritme bagli olarak beyin felci sonrasi
gelisen hasar mekanizmalar1 arasindaki iliskinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu
amagla farelerin sirkadiyen ritimlerine bagli olarak dort farkli zaman araliginda
(06:00, 12:00, 18:00 ve 00:00) 30 dakikalik orta serebral arter (OSA) tikanmasini
takiben 72 saat reperfiizyon gerceklestirilmistir. Bu islemin ardindan, dort farkl
zaman diliminde biyolojik saatin beyin felci sonrasi gelisen hasar, ndronal sag-kalim,
apopitotik hiicre 6liimii ve hiicre i¢i sinyal molekiillerinin aktivasyonu {izerine olan

etkileri incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Beyin Felci

Beyin felci diinyada 6liim sebepleri bakimindan incelendiginde 3. sirada yer
alan ciddi bir hastaliktir (Lackland ve ark. 2014). Diinya ¢apinda her yil yaklagik
olarak 4.7 milyon insan beyin felci yiiziinden hayatin1 kaybetmektedir (Bramlett ve
Dietrich 2004). Kuzey Amerika’da her 53 saniyede bir inme vakasi meydana
gelmektedir ve bu vakalarin 3’te 1’1 6liim ile sonuglanirken, hayatta kalanlar ise
yasamlarinin geri kalanim1 ciddi noérolojik eksikliklerle siirdiirmek zorunda
kalmaktadir (Michaud ve ark. 2001). Bunlara ek olarak, inme sonrasi gergeklestirilen
iyilestirme ve rejenerasyon calismalari ciddi bir ekonomik yiik getirmektedir.
Genelde 65 yasin lizerinde beyin felci insidansinda bir artig gozlemlenmesine ragmen
yeni doganlarda ve ¢ocuklarda da goriilebilmektedir (Berge ve ark. 2017). Bu denli
o6nemli ve ciddi olan bir hastaligin bu zamana kadar bilinen ve kanitlanmis tek tedavi
yontemi beyin felcinin baslangicindan itibaren ilk 3 saat icerisinde uygulanmasi

gereken doku plazminojen aktivatorii (tPA) tedavisidir (Hanselman 2014).

Iskemik hasarin siddeti kadar siireside gelisen hasar iizerine dnemli bir etkisi
bulunmaktadir. Ornegin kisa siireli iskemi glia ve kan damarlarinda gozlenen kiigiik
hiicresel degisikliklere sebep olurken kisa siireli bir ndronal hasara da sebep olabilir
(Pulsinelli ve ark. 1982). Bununla beraber daha uzun siireli iskemi vakalarinda
enfarktiis iireten diger hiicre tipleriyle beraber ciddi noronal Oliimlere ve
inflamasyonun tetiklenmesine neden olabilmektedir (Bramlett ve Dietrich 2004, Zhu
ve ark. 2017).

2.1.1. Beyin Felci Patofizyolojisi

Beyni besleyen damarlarin tikanmasi veya yirtilmasi sonucu beyne yeteri
miktarda oksijen ve glikoz gidememektedir Buna bagli olarak beyinde karmagik
sinyal yolaklar1 ve mekanizmalar devreye girerek hasar olusumuna neden
olmaktadir. Beyin felci sonrasinda hasarin olustugu alan patofizyolojik agidan iki
farkli bolimde incelenmektedir (Durukan ve Tatlisumak 2007, Catanese ve ark.

2017, Sekil 2.1.1.). Hasarli alanin orta kismi iskemik kor bolgesini olusturur. Kor
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bolgesinde kan akimi dnemli Ol¢lide azalmistir ve hizli bir nekrotik hiicre 6limii
baglamistir. Hasarli bolgenin etrafini ¢evreleyen bdlge ise penumbra bolgesi olarak
adlandirilir. Gegis bolgesi olarak da bilinen penumbra bolgesindeki kan akimi kilcal
damarlar vasitasiyla iskemik kor bolgesine gore daha iyi durumdadir. Apopitotik
hiicre 6liimiiniin baskin bir sekilde goriildiigii penumbra bolgesinde ayrica yasanan
iyonik dengesizlige karsi aktiviteler gozlemlenmektedir. (Dirnagl ve ark. 1999,
Klehmet ve ark. 2009). Beyin felci sonrasi yapilan ¢alismalarin biiyiik bir cogunlugu
penumbra bodlgesinde yasam ile 6liim arasinda kalan hiicreleri kurtarmak iizerine
yogunlagmustir. Buradaki hiicreler iskemiden dolay: kisith seviyede bulunan oksijen
ve glikoz molekiili kullanmaya ¢aligir. Ayn1 zamanda hiicre i¢i sinyal yolaklarindan
ozellikle sagkalim kinazlar1 hiicrelerin sagkalim siirecine katki sunmaya

calismaktadir (Astrup ve ark. 1981, Yao ve ark. 2001, Zechariah ve ark. 2013).

Sekil 2.1.1.1. Beyin felci sonrasi gelisen iskemik kor ve penumbra bélgesi.

Beyne giden damarlarin tikanmasi sonucu, damarin besledigi bolgedeki
noronlarin, yetersiz oksijen ve glikoz diizeyine bagh olarak, enerji metabolizmasi
bozulmaktadir (Paschen 1996, Gascon ve ark. 2008). Olusan enerji eksikligine bagl
olarak hiicreler membran potansiyelleri kaybetmeye baslamakta ve ekstraselliiler
ortama glutamat salimmi yapmaktadir. Bu olay beyin felci patofizyolojisinde
eksitotoksisite olarak isimlendirilmektedir (Paschen 1996, Gascon ve ark. 2008).
Eksitotoksisiteye bagli olarak ortamda biriken glutamat post-sinaptik ndronda
bulunan glutamat bagimli NMDA (N-metil- D-aspartat) ve AMPA (a-amino-3-

hidroksi-5-metilisoksazol-4 propionik asit) reseptorlerini uyararak hiicre igerisine



pozitif yikli iyonlarin girmesine neden olmaktadir (Camacho ve Massieu 2006,
Shohami ve Biegon 2014). Hiicre icine giren Na' iyonu post-sinaptik ndéronun
membran potansiyelini kaybetmesine ve tekrardan ekstraselliiler ortama glutamat ve
K" iyonlarmin verilmesine neden olarak hasar alaninda elektriksel degisikliklere yol
acmaktadir (Dirnagl ve ark. 1999). Hasar alaninda yasanan bu kontrolsiiz sarj ve
desarjlar, hasar gevresi depolarizasyonu olarak isimlendirilmektedir. Nitekim beyin
felci sonrasi gelisen hasarin yaklasik %20’sinden bu durumun sorumlu oldugu kabul
edilmektedir (Hossmann 1996, Dirnagl ve ark. 1999). Hiicre i¢ine giren Na® iyonu
ayni zamanda hiicreler arasi stvidan hiicrenin i¢ine Cl iyonlarinin girmesine neden
olmaktadir. Bu sebeple hiicre iginde olusan tuz, hiicre disindan i¢ine dogru su

molekiillerini ¢ekerek sitotoksik 6deme neden agmaktadir (McBride ve ark. 2016).
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Sekil 2.1.1.2. Beyin felci sonrasi gelisen patofizyolojik siireglerin sematik gosterimi.



Hiicre igine giren bir diger iyon ise Ca*? iyonudur. Hiicre iginde artan Ca*?
cesitli enzimleri aktive ederek hiicre membranina hasar vermesinin yani sira serbest
radikallerin olusumunu da tetiklemektedir (Yamasaki ve ark. 1995, Muralikrishna
Adibhatla ve Hatcher 2006). Devam eden patofizyolojik siiregte 16kosit infiltrasyonu
ve mikroglia aktivasyonuna bagli olarak inflamasyon tetiklenmektedir(Kunimatsu ve
ark. 2011, Liu ve ark. 2015).

Beyin felcini takip eden 24 saat igerisinde ger¢eklesen mikroglia aktivasyonu
interleukin-13 (IL-1B) seviyesini arttirarak beyin hasarinin artmasina neden
olmaktadirlar (Doyle ve ark. 2008). Bunun yan sira, artan Ca*™ ve inflamatuar nitrik
oksit (NO); mitokondri hasarina ve DNA kiriklarina yol agarak, hiicrede apopitoz
sinyal yolagmin aktiflesmesine ve dolayisiyla programli hiicre 6liimiine neden
olmaktadir (Dirnagl ve Endres 2014).

2.1.2. Beyin Felci Sonras1 Apopitotik Hiicre Oliim Mekanizmasi

Beyin felcinin tetiklenmesiyle dokuya substratlarin 6zellikle de oksijen ve
glukozun yeteri miktarda ulasmasi kisitlandigir i¢in noronlarin iyonik dengesi
bozulmaktadir (Dirnagl ve ark. 1999). Serebral iskemi sonrasi hizli bir sekilde enerji
kaybi, hiicrelerin depolarize olmasina ve hiicre i¢i Ca*? miktarmm artisina neden
olarak intrinsik apopitoz sinyal yolagi dahil olmak {iizere birgok sitoplazmik ve
niikleer olaylar zincirini baslattigi distiniilmektedir (Mergenthaler ve ark. 2004,
Broughton ve ark. 2009). Hiicre igi kalsiyum seviyesinin artmasi kalpainleri aktive
eder ve Bid proteininin kirpilarak tBid formuna doniismesini saglamaktadir.
Mitokondri membraninda tBid, apopitotik proteinler olan Bad ve Bax proteinleri ile
etkilesime girerek mitokondrial porlarin agilmasina ve sikokrom ¢ (Cytc) ve apopitoz
tetikleyici faktor’lin (AIF) salinmasina yol agmaktadir. Sitozol igerisine yayilan Cytc
apopitotik protein aktive edici faktor-1 (Apaf-1) ve prokaspaz-9 ile birleserek
apoptozom kompleksini olusturmaktadir. Olusan bu kompleks kaspaz-9 ve kaspaz-3’
iin aktive olmasina neden olmaktadir. Aktive olan kaspaz-3 nDNA tamir
enzimlerinden adenozin difosfat (ADP)-riboz polimeraz (PARP) enziminin
kirpilmasina aracilik etmektedir. PARP’ nin kirpilmasiyla beraber DNA hasar1 ve
apopitoz tetiklenmektedir (Unal-Cevik ve ark. 2004, Zhu ve ark. 2005, Broughton ve
ark. 2009).
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Sekil 2.1.2.1. Beyin felci sonrasi apopitotik hiicre 6lim mekanizmast.

2.1.3. Serbest Oksijen Radikallerinin Etkisi

Fizyolojik kosullar altinda, siiperoksit anyon (O2), hidrojen peroksit (H,O,)
ve hidroksil radikali (OH") igeren reaktif oksijen tiirleri (ROS), diisiik seviyelerde
tiretilmektedir. Olusan ROS, o6zellikle hiicre igi sinyal yolaklar1 ve metabolik
yolaklarda 6nemli rol oynamaktadir (Loh ve ark. 2006). Hiicre i¢i ROS olusumuna
ksantin oksidaz, mitokondri elektron tasima sistemi, arasidonik asit ve NADPH
oksidaz katkida bulunmaktadir (Kinuta 1989, Genovese ve ark. 2011, Meng ve ark.
2014). Hiicresel ROS diizeyleri siiperoksit dismutazlar (SOD), glutatyon peroksidaz,
glutatyon ve katalaz gibi endojen antioksidanlar tarafindan kontrol edilmektedir
(Sugawara ve Chan 2003).



Genel olarak iskemiye bagli apopitozda rol oynayan ROS’un birincil
kaynaginin mitokondri oldugu diistiniilmektedir (Wu ve ark. 2008). Konuyla ilgili
olarak, mitokondriyal ROS'un olusumunda, hipoksinin kendisi, eksitotoksisite
(glutamat) ve serebral iskemiden sonra asiri Ca*? yiikii dahil olmak iizere cesitli
uyaranlar tarafindan iretildigi ifade edilmektedir (Sugawara ve Chan 2003). Ayrica
ozellikle reperflizyonun baslangicinda oksijen diizeyinde meydana gelen artigin
mitokondriye bagli ROS iiretimini tetikledigi diisiiniilmektedir (Morita-Fujimura ve
ark. 2001). Inme sonras1 dénemde, asir1 ROS iiretimine bagh olarak, Cytc’ nin ve
diger apopitotik aktivatorlerin sitozola salinmasina bagli olarak apopitozun etkisinin

artmasi s0z konusu olabilir.

2.2. Sirkadiyen Ritim

Memelilerde biyolojik saatlerin en 6nemlilerinden biri gece-giindiiz ritmini
saglayan sirkadiyen ritimdir. Sirkadiyen ritim sadece endojen uyku-uyaniklilik
dongiistinii belirlemekle kalmaz ayn1 zamanda giinliik davranislar1 ve neredeyse tiim
fizyolojik fonksiyonlar1 etkileyen biyolojik bir saattir. Bu i¢ saat, aydinlik-karanlik,
beslenme veya mevsimler degisiklikler gibi dis faktorlerden etkilenebilmektedir
(Passero ve ark. 2000, Inagawa 2002). Bu dis etkenlerle beraber 24 saatlik giin
dongiisii olusturulur. Bu biyolojik dongiiye bagli olarak viicut fonksiyonlari ve
hormonlar etki gostermeye baslamaktadir. Sirkadiyen ritim baslica anterior
hipotalamusta bulunan supra kiazmatik niikleus (SKN) tarafindan diizenlenmektedir
(Mueller ve ark. 2011).

2.2.1. Sirkadiyen Ritmin Molekiiler Mekanizmalar:

Sirkadiyen ritim molekiiler seviyede bir takim saat geninin aktivasyonu ile
kontrol edilen biyolojik bir dongiidiir. Sirkadiyen ritim ile alakali bircok gen ve
transkripsiyon faktor tanimlanmistir, fakat Periodl (Perl), Period2 (Per2), Period3
(Per3), Cryptochromel (Cryl), Cryptochrome2 (Cry2) ve transkripsiyon faktorleri
Circadian Locomoter Output Cycles Protein Kaput (CLOCK), Aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator-like protein 1 (Bmall) ve Neuronal PAS domain
protein 2 (Npas2) one ¢ikan iiyelerdir (Robinson ve Reddy 2014, Albrecht 2017).

Sirkadiyen salinimi bu faktorlerin ifadeleri ile kontrol edilmektedir. Per ve Cry
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genlerinin aktiviteleri Bmall/CLOCK veya Bmall/Npas2 heterodimerleri vasitasiyla
Per ve Cry genlerinin promoter bolgeleri icindeki E-kutusu baglanma noktalarina
baglanarak kontrol edilmektedir (Xue ve ark. 2016, Jiang ve ark. 2016). Gen ¢eviri
isleminden sonra Per ve Cry proteinleri heterodimerize olarak ¢ekirdege gegmekte ve
ardindan CLOCK, Bmall ve Npas2’in transkripsiyon aktivitelerini baskilayarak
kendileri aktivitelerinin inhibisyonuna yol ag¢maktadir. S6z konusu negatif
geribildirim mekanizmasi ile Per ve Cry genlerine ait protein ekspresyonundaki artis,
ilerleyen siiregte kendi aktivitesini inhibe eden bir isleyise doniismektedir. Cry ve Per
proteinlerinin ifadelerinin maksimuma ¢ikmast mRNA seviyelerinin maksimuma
c¢ikmasindan yaklasik 6 saat daha ge¢ gerceklesmektedir. Bu faktorlere ek olarak
cesitli kofaktorler sirkadiyen saatin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar.
Kazein Kinaz 1E (CK1E) Per proteinini fosforlayarak CLOCK ve Bmall’in DNA’ya
baglanmasin1 engellemektedir. Ayrica Rev/ Erb-alpha’nin baskilanmasina neden

olmaktadir.

Sekil 2.2.1.1. Per ve Cry genlerinin aktivitelerinin kontrolii.



2.2.2. Sirkadiyen Ritim Proteinlerinin Gorevleri ve Fonksiyonlari

Saat genleri, SKN disindaki farkli beyin bolgelerinde de (hipokampiis,
striatum ve serebral korteks) ritmik sekilde salinim gostermektedir (Ko ve ark. 2010).
Sirkadiyen ritmi diizenleyen proteinlerin, saglikli bir beyinde, homeostaz1 saglamada,
yeni noron olusumunu (ndrogenezi) diizenlemede Ve norodejenerasyon sonrasi
iyilesme mekanizmalarinda 6nemli roller aldig1 gosterilmistir (Goergen ve ark.
2002). Ornegin, Bmall proteininin molekiiler teknikler vasitasiyla silinmesiyle
beynin ¢ogu bolgesindeki transkripsiyon paternini degistirdigi goriilmiistiir. Hem
global hem de beyin spesifik Bmal-1’i silinmis hayvanlarda korteks bolgesinde
noropatolojik bulgulara rastlanmis ve sinaptik dejenerayon, davranigsal anomaliler
gozlenmistir (Anea ve ark. 2012, Ratajczak ve ark. 2012). Bunlara ek olarak,
oksidatif stres ve redox savunma genlerinin diizenlenme mekanizmalarinin iglevini

yitirdigi goriilmiistiir (Goergen ve ark. 2002).

Beyinde norogenezin gerceklestigi hipokampiis seviyesinde sirkadiyen ritme
bagli olarak CLOCK genlerinin ekspresyonlarinin diizenlendigi hem protein hem de
RNA seviyesinde belirlenmistir. Norogenezin sirkadiyen ritmin karanlik periyodunda
arttigi ve buna bagli olarak O6grenme, biiylime ve hafiza gibi fonksiyonlarin séz
konusu ritme bagl gergeklestigi yoniinde ¢ikarimlar yapilmistir (Bouchard-Cannon
ve ark. 2013). Bu bilgilere ek olarak oOnciil sinir hiicrelerinin béliinme hizlarinin
aksam ve gece siiresince en ug¢ seviyesine ulastigi bilinmektedir. Bu durumun
sirkadiyen ritme bagli molekiiller tarafindan diizenlenip diizenlenmedigini belirlemek
amaciyla yapilan ¢alismalarda hipokampuste olgunlagsmamis 6nciil sinir hiicrelerinin
saat proteinlerini iirettigi bulunmus ve ritimden sorumlu bazi genleri (Per-1, Per-2,
Bmal-1) kalitsal olarak silinmis hayvanlarda ndrogenezin artis gosterdigi tespit
edilmistir (Zheng ve Sehgal 2010, Paul ve ark. 2012, Bouchard-Cannon ve ark.
2013).

Sirkadiyen ritme bagh olarak giinlik dongiiniin ayarlanmasinda saat
proteinlerinin post transkripsiyonel modifikasyon edilmeleri 6nemli bir asamadir.
Period proteininin fosforlanmasi bu siirecte Onemli adimlardan biridir. Period
proteininin sitoplazmadan niikleusa translokasyonu bu modifikasyonla gerceklesir.

Niikleusa transfer olan Period dongiiniin bastan baslamasini saglar. AKT/ mTOR
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sinyal yolaginin elemanlarindan biri olan kinaz proteini GSK-3-o/B’nin bu siiregte
gorevli oldugu disiiniilmektedir (Ko ve ark. 2010). Ayrica AKT/ mTOR sinyal
yolaklarinin biyolojik saatin diizenlenmesinde 6nemli bir rolii oldugu bilinmektedir
(Zheng ve Sehgal 2010). AKT aktivasyonu GSK-3-0/f’y1 inhibe ederek Period
proteinlerinin nukleusa gegislerini yavaslatarak dongliyli uzatabilir. Bu durum,
genetik olarak susturulmus hayvan calismalarinda gozlenen ndrogenezdeki artisin

bagka bir agiklamasi olabilir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Dizaym ve Gruplar

Bu calisma etik standartlara, ulusal ve uluslararasi kurallara uygun bir sekilde
yapilmis olup Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama
ve Arastirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 29.04.2016
tarihli 2016-021 sayil1 etik kurul onay1 alinmistir. Calismada 8-12 haftalik ve 20-25

gr agirliginda olan erkek Balb/ ¢ fareleri kullanilmustir.

Deney hayvanlar1 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik dongiisii esas alinarak; 6
saatlik araliklara gore 4 farkli gruba ayrildi. Deney hayvanlarinin 1siklariin acildigt

ilk zaman “Zeitgeber zaman-0" (ZT0) olarak isimlendirilmektedir. Buna gore;

- Grup-1: ZT0 (Isiklarin agildigi an, 06:00) 30dk orta serebral arter tikanmasi
takiben 72 saat reperfiizyon. (n=7)

- Grup-2: ZT6 (Isiklar agildiktan 6 saat sonrasi, 12:00) 30dk orta serebral arter
tikanmasi takiben 72 saat reperfiizyon. (n=7)

- Grup-3: ZT12 (Isiklarin kapandigi an, 18:00) 30dk orta serebral arter
tikanmas takiben 72 saat reperfiizyon. (n=7)

- Grup-4: ZT18 (Isiklar kapandiktan 6 saat sonrasi, 24:00) 30dk orta serebral

arter tikanmasi takiben 72 saat reperflizyon. (n=7)

24:00
18:00 06:00
12:00
) ) . Deney
Beyin Felci Reperfiizyon Sonlandirma
0 30.dk 72.saat

Sekil 3.1.1. Sirkadiyen ritme bagh olarak 30 dk OSA tikanmasi takiben 72 saat reperfiizyon deney
dizaynu.
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3.2. Orta Serebral Arter Tikanmasi1 Modeli

8-12 haftalik erkek Balb/C fareler gaz anestezi sistemi (%1 Izofluran
(NOO15A09, Adeka, Tiirkiye) (%30 Oz, kalan1 N,O) kullanilarak anesteziye alindu.
Anestezi altindaki farelerin viicut sicakliklar1 homeotermik 1sitma sistemiyle (55-
7020, Harvard Apparatus, Amerika Birlesik Devletleri) 36,5-37,0°C arasinda tutuldu.
OSA tikanmast metodunun kontrolii i¢in beyin kan akimini anlik 6lgen Laser
Doppler’ in (LDF) probu (Perimed, Stockholm, Isve¢) OSA bélgesinin besledigi
noktaya (Bregma -2 mm posterior; 6mm lateral) temporal kaslar ayrilarak direkt
kafatas1 kemigi iizerine yerlestirildi. Beyin felci metodu filament teknigi kullanilarak
yaptlmustir. Sirt Gistii yatirilmis olan farelerin boyun iizerinde deriye kiigiik bir kesi
yapilmistir. External ve sol common Karotid arterler izole edildikten sonra 7,0 ipek
dikis ipligiyle baglanip, bir mikrovaskiiler klips (FE691, Aesculap, Almanya)
internal karotid arter lizerine yerlestirildi. OSA girisini tikamak i¢in 8,0 naylon
monofilament (Ethilon; Ethicon, Almanya) silikon ile kaplanarak (Xantopren, Bayer
Dental, Japonya) ¢apt 180-190 um’ye c¢ikarildi. Common karotid artere kiigiik bir
kesik yapildiktan sonra onceden hazirlanmis olan silikon kapl filament birurkasyo
karotikumdan itibaren direng¢ hissedilinceye kadar internal karotid arter igerisinde
yaklagik olarak 9 mm distal yonde ilerletildi (Sekil 3.2.) (2016). 30 dk sonra silikon
kapli filament geri ¢ekilerek OSA bdlgesine tekrardan kan akisi saglanmistir.
Reperfiizyonun kontrolii amaciyla LDF kayitlar1 20 dk siiresince izlenmistir. Ag¢ilan
yara 5,0 ipek dikis ipligi (S1165, Dogsan, Tiirkiye) ile kapatildiktan sonra anesteziye

son verilerek fareler kendi kafeslerine geri birakilmustir.
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Sekil 3.2.1. Farelerde OSA tikanmasi1 metodu.

3.3. Cryostat Cihazi ile Beyin Kesimi

30 dk beyin felci sonras1 72 saat reperfiizyon sonrasinda fareler yiiksek doz
anestezi kullanilarak sakrifiye edildi. Hizli bir sekilde beyinler ¢ikarilip kurubuz
tizerinde dolduruldu. Beyinler Cryostat cihazi (CM1950, Leica, Almanya)
kullanilarak kesildi. Immiinfloresan boyamalar igin striatum seviyesinden (Bregma
0) 18 um kalinhiginda koronal kesitler pozitif yiiklii lamlar tizerine alindi. Ayrica
protein ¢aligmalar1 (Western Blot ve Proteomik analizi) igin yine striatum

seviyesinden doku 6rnekleri alindi.

3.4. NeuN Boyamasi

Striatum seviyesinden alinan beyin kesitleri oda sicakliinda %4
paraformaldehit (PFA) ile fikse edildikten sonra 3 kere 5 dk siiresince calkalayict
tizerinde 0.1M fosfat buffer saline (PBS) ile yikandi. Bloklama asamasi i¢in 0.1M
PBS igerisinde %0.3 Triton X-100 ve %10 normal ke¢i serumu (NGS; G9023, Sigma
Aldrich, Amerika Birlesik Devletleri) kullanilarak hazirlandi ve 6rneklerin lizerine
eklendi. Bloklama asamasi oda sicakliginda ve c¢alkalayici tlizerinde 1 saat olarak
gerceklestirildi. Bloklama asamasindan sonra 6rnekler 3 kere 5 dk siiresinde 0.1M

PBS ile yikandiktan sonra bir gece +4°C’ de Alexa Fluor 488 ile birlestirilmis
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monoklonal anti-NeUN (Mab377X, Chemicon, Amerika Birlesik Devletleri) ile
inkiibe edildi. Bir gecelik inkiibasyondan sonra ornekler oda sicakliginda ve
calkalayict tizerinde 3 kere 5 dk siiresince 0.1M PBS ile yikandi. Son olarak
hiicrelerin  ¢ekirdeklerini  goriintiileyebilmek igin 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI; D9542, Sigma Aldrich, Amerika Birlesik Devletleri) ile ¢ekirdek boyamasi
yapild1 ve ornekler sulu ortam birlestirici (F4680, Sigma Aldrich, Amerika Birlesik
Devletleri) kullanilarak lamel ile kapatildi. Ornekler daha sonra Zeiss LSM 780 (Carl
Zeiss, Jena, Almanya) mikroskobu kullanilarak analiz edildi. Iskemik striatumdan ve
kontralateral striatumdan belirlenen 62,500 pum?lik 9’ar farkli alandan NeuN ve
DAPI pozitif hiicreler analiz edildi. Ipsilateral hemisferden elde edilen sonuglar

kontralateral hemisfere gore oranland:1 (Beker ve ark. 2017).

3.5. DNA Fragmantasyonu

Sirkadiyen ritme bagl olarak apopitotik hiicre analizi i¢in terminal transferase
biotinylated-dUTP Nick End Labeling (TUNEL; 11684795910, Roche, Amerika
Birlesik Devletleri) kiti kullanildi. Beyin felci sonrasi bregma seviyesinden alinan
koronal kesitler % 4’lik PFA ile fikse edildi. Sonrasinda PFA’y1 dokudan
uzaklastirmak igin kesitler 3 kere 5 dk siiresince 0.1 M PBS ile yikandi. Non-spesifik
baglanmay1 engellemek icin ornekler normal kec¢i serumu (NGS; G9023, Sigma
Aldrich, Amerika Birlesik Devletleri) kullanilarak bloklama asamasi yapildi ve
ornekler 30 dk siiresince oda sicakliginda calkalayict iizerinde inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda érneklere TUNEL karigimi eklenerek 60 dk siiresince 37°C’
de reaksiyona sokuldu. TUNEL reaksiyonunu durdurmak igin inkiibasyon sonunda
ornekler 3 kere 5 dk stiresince 0.1 M PSB ile calkalayici lizerinde oda sicakliginda
yikand1. Son olarak hiicrelerin ¢ekirdeklerini goriintiileyebilmek i¢in 4',6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI; D9542, Sigma Aldrich, Amerika Birlesik Devletleri) ile
cekirdek boyamasi yapildi ve drnekler sulu ortam birlestirici ( F4680, Sigma Aldrich,
Amerika Birlesik Devletleri) kullanilarak lamel ile kapatildi. Ornekler daha sonra
Zeiss LSM 780 (Carl Zeiss, Jena, Almanya) mikroskobu kullanilarak analiz edildi
(Beker ve ark. 2017).
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3.6. Western Blot ile Protein Analizi

Western Blot ile protein analizi yapabilmek igin beyinlerden alinan doku

orneklerinden protein izolasyonu yapildi.

3.6.1. Protein Izolasyonu

Protein izolasyonu igin 30 dk iskemiden 72 saat sonra sakrifiye edilen
farelerin beyinlerinden ipsilateral striatum seviyesinden doku 6rnekleri alindi. Ayni
gruptaki Ornekler bir araya getirilerek protein izolasyonu yapilmistir. Orneklerin
lizerine proteaz ve fosfataz inhibitor karisimi (5782, Cell Signaling, Amerika Birlesik
Devletleri) ilave edilmis olan ripa tampon ¢6zeltisi (R0278-50ML, Sigma Aldrich,

Amerika Birlesik Devletleri) eklendi ve drnekler manyetik homojenize edildi.

3.6.2. Protein Konsantrasyonu Ol¢iimii

Orneklerin protein konsantrasyonlar1 Qubit protein analiz kiti (Q33211,
Invitrogen Life Technologies Corporation, Amerika Birlesik Devletleri), ve Qubit
2.0 Fluorometer cihazi (Invitrogen Life Technologies Corporation, Amerika Birlesik
Devletleri) kullanilarak hesaplandi. Qubit cihazinin kalibrasyonu i¢in kullanilan {i¢
farkli standart karisimi ve protein 6lgiimii yapilacak olan 4 farkli grup (ZTO, ZT6,
ZT12 ve ZT18) igin Qubit protein tampon ¢dzeltisi ve Qubit bilesimi kullanilarak
ornekler hazirlandi. Ornekler vorteks edildikten sonra 15 dk siiresince oda
sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda Qubit 2.0 cihazi kullanilarak

orneklerin protein konsantrasyonlar1 belirlendi.

3.6.3. Jel Elektroforezi

Orneklerin (ZTO, ZT6, ZT12 ve ZT18) protein konsantrasyonu belirlendikten
sonra her biri i¢in 20 pg protein karigimi, 10 pl 2X Laemmli tampon soliisyonu (161-
0747, Biorad Life Sciences Research, Amerika Birlesik Devletleri) ve geri kalani
ddH,O olacak sekilde 20 pl protein karigimi hazirlandi. Protein karigimi 5 dk

suresince 95°C’ de inkiibe edildikten hemen sonra drnekler +4°C buz tizerine alind.
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Mini-Protean TGX Precast protein jeli (4569033, Biorad Life Sciences
Research, Amerika Birlesik Devletleri) elektroforez tankina (1658004, Biorad Life
Sciences Research, Amerika Birlesik Devletleri) yerlestirildi. Elektroforez tampon
sollisyonu (25 mM Tris, 192 mM glisin, 0.1% sodyum dodesil siilfat (SDS), pH 8.3)
(1610732, Biorad Life Sciences Research, Amerika Birlesik Devletleri) tankin
igerisine eklendi. Yiikleme yapilabilmesi i¢in jel iizerinde bulunan taraklar ¢ikartildi
ve kuyular tampon c¢ozeltisi vasitasiyla temizlendi. Jel elektroforezinin siiresini
belirleyebilmek i¢in belirli agirliklarma gore belirli proteinleri isaretlenmis olan
Protein-All-Blue (163-0393, Biorad Life Sciences Research, Amerika Birlesik
Devletleri) protein isaretleyicisi kullamldi. Ornekler ve protein isaretleyicisi jele
yiiklendikten sonra gii¢ kaynag1 (1645070, Biorad Life Sciences Research, Amerika
Birlesik Devletleri) kullanilarak elektroforez baslatildi. Proteinlerin jel icerisindeki

ayrigsmalar1 protein isaretleyicisi vasitasiyla takip edildi (Beker ve ark. 2015).

3.6.4. Jelden Membrana Protein Transferi

Elektroforez sonunda jeller tanktan alindi ve jelin etrafinda bulunan plastik
koruyucular kirildi. Sorasinda jel iizerindeki proteinler PVDF (Poli-viniliden floriir)
membrana (162-0174, Biorad Life Sciences Research, Amerika Birlesik Devletleri)
transfer edebilmek igin transfer tampon soliisyonu (170-4272, Biorad Life Sciences
Research, Amerika Birlesik Devletleri) hazirlandi. PVDF membran ve filtre kagitlar
(162-0219, Biorad Life Sciences Research, Amerika Birlesik Devletleri), hazirlanan
transfer tampon soliisyonu igerisinde 1slatildiktan sonra Trans-blot turbo transfer
sistemi (1704155, Biorad Life Sciences Research, Amerika Birlesik Devletleri)
kullanilarak molekiiler agirliklarima gore ayrilmis olan proteinler jelden PVDF

membrana aktarildi (Beker ve ark. 2015).

3.6.5. Antikorlar ile Protein Analizi

Jelden PVDF membrana transfer isleminden sonra PVDF membran 50 mM
Tris-Buffered Saline (TBS-T) (%0.1 Tween igeren tamponlanmis Tris salin) ile
hazirlanan %5 yagsiz siit tozu (sc-2325, Santa Cruz Biotechnology, Amerika Birlesik
Devletleri) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. TBS-T ile yikanan membranlar
bir gece monoklonal Bmall (14020, Cell Signaling, Amerika Birlesik Devletleri),
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monoklonal CLOCK (5157, Cell Signaling, Amerika Birlesik Devletleri), poliklonal
Anti-Perl (ab3443, Abcam, Amerika Birlesik Devletleri), poliklonal Anti-Per2
(ab180655, Abcam, Amerika Birlesik Devletleri), monoklonal fosforlanmis p53
(2524, Cell Signaling, Amerika Birlesik Devletleri) antikorlari ile inkiibe edildi.
Ertesi giin membranlar TBS-T ile ii¢ kere yikandiktan sonra %5 yagsiz siit tozu
icerisinde Horseradish Peroksidaz enzimi ekli olan ikincil antikor (31460, Thermo
Scientific, Amerika Birlesik Devletleri) verildi. 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilen
membranlar inkiibasyon sonunda ii¢ kere TBS-T ile yikandiktan sonra 5 dakika ECL
Western goriintiileme soliisyonu (1705060, Biorad Life Sciences Research, Amerika
Birlesik Devletleri) ile inkiibe edilen membranlar Chemidoc MP goriintiileme sistemi

(1708280, Biorad Life Sciences Research, Amerika Birlesik Devletleri) goriintiilendi.

3.6.6. Western Blot Ol¢iimii

Western Blot sonunda elde edilen membran goriintiileri bilgisayar programi
(Image J; National Institute of Health, Amerika Birlesik Devletleri), yardimiyla

yogunluk farkina gére analiz edildi.

3.7. Pathscan Protein Analizi

Akt sinyal yolagi analizi i¢in immunoserolojik bir yontem olan Pathscan
Akt sinyal yolagi antikor kiti (9474, Cell Signaling, Amerika Birlesik Devletleri)
uygulandi. Kitin i¢inden ¢ikan ve {iizerinde antikorlarin oldugu cam ile plastik
birlestiriciler tireticinin tarif ettigi sekilde birlestirildi. Her bdlmeye 100 pl bloklama
tampon soliisyonu eklendi ve 15 dk siiresince oda sicakliginda, orbital ¢alkalayici
tizerinde inkiibe edildi. Her bir 6rnek i¢in (ZTO0, ZT6, ZT12 ve ZT18) 75 pug protein
bolmelere eklendi ve bir gece +4°C’de inkiibe edildi. Ertesi giin, drneklere 75 pl
antikor tespit kokteyli eklendi ve 1 saat oda sicakliginda, orbital ¢alkalayici {izerinde
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda bdlmeler 100 pl temizleme soliisyonu ile 4
kere orbital calkalayici lizerinde yikandi. Sonrasinda 6rneklerin iizerine 75 pl horse
radish peroxidase (hrp) ile baglanmis streptavidin eklendi ve ornekler 30 dk
stiresince oda sicakliginda, orbital calkalayici {izerinde inkiibe edildi. Daha sonra
ornekler tekrardan 4 kere temizleme ¢ozeltisi ile orbital galkalayici iizerinde yikandi.

Antikorlar1 tespit edebilmek igin Ornekler LumiGLO/peroxide goriintiileme
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soliisyonu ile muamele edildi ve Chemidoc MP goriintiileme sistemi (1708280,
Biorad Life Sciences Research, Amerika Birlesik Devletleri) kullanilarak
goriintiilendi. Elde edilen protein goriintiileri bilgisayar programi (Image J; National

Institute of Health, Amerika Birlesik Devletleri), yardimiyla analiz edildi.

3.8. Proteomiks

3.8.1. Protein Ekstraksiyon Protokolii

Iskemik striatum seviyesinden alinan doku ornekleri tartildi. Kullanilacak
olan UPX Kkitinin (Universal Protein Extraction Kit, Expedeon, Almanya) i¢ine
proteaz ve fosfataz inhibitdr karigimi (5782, Cell Signaling, Amerika Birlesik
Devletleri) eklendi. Dokularin {izerine 500 pl UPX soliisyonu eklendikten sonra
ornekler homojenize edildi. Sonrasinda 6rnekler 95°C* de 5 dk inkiibe edilen
orneklerin tekrardan oda sicakligina gelmesi beklendi. Oda sicakligina gelen 6rnek
yaklasik 1 saat siiresince +4 °C’de bekletildikten sonra 15,000g’de 10 dk siiresince
santrifiij edildi. Supernatant kullanilmak {izere ayr1 bir tiipe alindi ve -80 °C’de

saklandi.

3.8.2. FASP Protokolii

Beyin felci sonrasi iskemik striatumdan alinan beyin dokular1 homojenize
edildikten sonra Qubit cihaz ile protein konsantrasyonlari belirlendi. Biitiin gruplar
icin (ZTO, ZT6, ZT12 ve ZT18) 100 pg protein 30 pl LC-su igerisinde hazirlandi.
200 pl iire ¢ozeltisi ile karistirilan 6rneklerin tamamu filtreli tliplere eklenerek 14,000
g’de 15 dk siiresince santrifiij edildi. Sonrasinda tekrardan filtrenin {izerine 200 pl
iire eklenerek bir 14,000 g’de 15 dk santrifiij tekrar edildi. S1vi kisim atild1 ve filtrede
kalanlarin {izerine 100 pl 50 mM amonyum bikarbonat eklendi ve filtre 14,000 g’de
10 dk santrifiij edildi. Filtreye 75 pl tripsin soliisyonu eklenerek filtreye kisaca bir
vorteks yapildi. Uzeri parafilm ile kapatilan 6rnek 1 dk siiresince calkalayicida
inkiibe edildi. Sonrasinda filtre bir gece 37 °C’de inkiibe edildi. Ertesi giin filtre yeni
bir tiipe alinir ve lizerine 40 pl 50 mM amonyum bikarbonat eklendi ve filtre 14,000
g’de 10 dk santrifiij edildi. Bu asama bir kez daha tekrarlandi. Sonrasinda filtreye 50
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ul 0.5 mM Sodyum Klorit soliisyonu ilave edildi ve filtre 14,000 g’de 10 dk santrifiij

edildi. Soliisyon igerisinde gruplara ait peptit karisimlari elde edildi.

3.8.3. Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (Lc-Ms/Ms) Analizi

LC-MS / MS analiz ve sonraki protein tanimlamalar1 daha once yayinlanmis bir
protokole gore yapilmustir. Triprik peptitler SYNAPTG2-Si yiiksek ¢Oziiniirliiklii
kiitle spektrometresi ile birlestirilmis ACQUITY UPLC M smifina yiiklenerek
hesaplanmistir. Kolonlar % 97 mobil faz A (%0.1 FA igeren UHPLC’li su) ve
sicaklik 55 °C’ ye ayarlandi. Peptitler analitik kolona trap kolondan (Symmetry C18,
5 um, 180 pm 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) ayristirilmistir.
Bu aynistirma islemi % 0,1 FA (v/v) iceren, gradyenti %4 ’den %40’a olan ACN ile
dakikada 0.400 pl akis hiziyla yapilmistir. MS ve MS/ MS taramalariin pozitif iyon
modu ile 0.7 saniyelik dongiilerle taramalar yapildi. On volt diisiik ¢arpisma enerjisi
ve 30V vyiiksek carpisma enerjisi olarak ayarlandi. Iyonlar, iyon hareketlilik ayrimi
(IMS) ile ayrilmistir. Dalga hizi, tam IMS dongiisii boyunca 1000'den 55 m/ s' ye
yiikseltildi. Hareket kabiliyeti i¢in serbest birakma siiresi 500 ps, trap yiiksekligi 15
V olarak ayarlandi. IMS dalga gecikmesi, kapanin serbest birakilmasindan sonra
hareketlilik ayrimi i¢in 1000 ps idi. Prekiirsor iyon 6n se¢imi olmaksizin, 50-1900 m
/ z araligindaki tiim iyonlar ¢oziiniirlilk modunda parcalandi. Buna ek olarak, 100
fmol/ plGlu-1-fibrino peptit B, 60 saniyelik bir aralikla kilitli kiitle referansi olarak
verildi. Peptidleri tanimlamak ve teshis etmek icin proteomik yazilim igin

Progenesis-QI (Waters) kullanild1 (Hacariz ve ark. 2014, Serhatli ve ark. 2014).

3.9. Istatistiksel analizler

Noronal sagkalim, Western blot ve Pathscan Protein Analizi verileri tek yonlii
varyans analizi ile degerlendirildi ve gruplar arasindaki farklilik LSD testi ile analiz
edildi. LC-MS/MS verileri igin ise bagimsiz 6rneklem t testi (independent samples t
test) kullanildi ve ZTO ve ZT18 arasinda 1.4 katlik degisim istatistiksel bakimdan
anlamli kabul edildi. OSA ve reperfiizyon ile elde edilen veriler de independent
samples t testi ile analiz edildi. Biitlin bulgular ortalama + standart sapma seklinde

sunuldu. P degeri 0.05’den olanlar veriler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Laser Doppler Kan Akimm

Beyin felci operasyonlarmin giivenilirligini ve tekrar edilebilirliginin kontrolii
icin 30 dk OSA tikanmasi Oncesinde, sirasinda ve reperfiizyon baglangicinda OSA’in
besledigi striatum bolgesinden (Bregma -2 mm posterior; 6mm lateral) gercek
zamanli olarak LDF kaydi alind1 (Sekil 4.1.).

Laser Doppler kan akimi

0 30 50 (dk)
Sekil 4.1.1. Beyin felci sirasinda ve reperfiizyon baslangicinda Laser Doppler kan akimi.

Bregma -2 mm posterior; 6 mm lateral bolgesinden alinan beyin kan akimina
gore; filament teknigi ile OSA girisinin tikanmasi sonucu beyin kan akimi1 ZTO0, ZT6,
ZT12 ve ZT18 gruplarinda operasyon oncesine gore yaklasik olarak % 20 oraninda
azalmistir. Beyin kan akimlar1 beyin felci esnasinda sabit kalmistir ve filamentin geri
cekilmesi ile beraber beyin kan akimi tekrardan artmaya baslamistir. ZTO, ZT6,
ZT12 ve ZT18 gruplarmin beyin kan akimlar1 arasinda istatistiksel olarak herhangi

bir degisiklik gézlemlenmemistir.
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4.2. Noronal Sagkalim Analizi

Striatum seviyesinden cryostat vasitasiyla alinan koronal kesitlere hiicresel
sagkalim analizi i¢in NeuN boyamas1 yapildi. Ipsilateral ve kontralateral striatumdan

belirlenen 9 farkli alandan hiicre sayimi yapilarak néronal sagkalim hesaplandi.

Noronal sagkalim

*

75 1 T T

100,

50 |

25 1

% kontralateral

270 2ZTé  ZT12 2T18

Sekil 4.2.1. NeuN boyamasi ile iskemik striatumda noronal sagkalim analizi. Veriler + standart sapma
olarak verilmigtir. *p<0.05 ZTO0 grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gdstermektedir.

30 dk OSA tikanmasi takiben 72 saat reperfiizyon sonunda hiicresel sagkalim
analizi sirastyla ZTO grubu 68.3 + 7.1, ZT6 grubu 74.5 £ 5.4, ZT12 grubu 70.4 + 7.6,
ZT18 grubu 79.1 + 11.6 olarak hesaplandi. ZT18 grubu ZTO grubu ile

kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli Olglide hiicresel sagkalimin arttig

gosterildi.
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4.3. Apopitotik Hiicre Analizi

30 dk OSA tikanmasi sonrasi 72 sat reperflizyon yapilan farelerden alinan 18
um kalimhigindaki koronal beyin kesitlerine TUNEL boyamasi yapildi. Konfokal

mikroskop kullanilarak iskemik striatumda apopitotik hiicre analizi yapildi.

DNA fragmantasyonu

0

o L] :

40

Tunel (+) hiicre

20

ZT0 ZT6 ZT12 ZT18

Sekil 4.3.1. TUNEL boyamas ile iskemik striatumdan apopitotik hiicre 6limii analizi. Veriler =+
standart sapma olarak verilmistir. *p<0.05 ZT0 grubuna gore, “p<0.05 ZT6 grubuna gore istatistiksel
olarak anlamlilig1 gostermektedir.

2 olan 9 farkli alandan

Iskemik striatum seviyesinden her biri 62,500 pm
apopitotik hiicreler sayildi. Deney gruplarinda sayilan ortalama apopitotik hiicre
sayilari; ZTO grubu 59.5 + 8.2, ZT6 grubu 53.4 + 17.0, ZT12 grubu 57.1 + 8.6 ve
ZT18 grubu 42.6 + 9.3 olarak hesaplandi. ZT18 grubu ZT0 ve ZT6 grubuna gore

kiyaslandiginda apopitotik hiicre sayisin1 anlamli seviyede azalttig1 gozlemlendi.
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4.4. Perl Protein Analizi

Striatum seviyesinden aliman doku oOrneklerinden Western Blot teknigi

kullanilarak sirkadiyen ritim proteini Per1’in ifadesi analiz edildi.

Perl
Perl 136 KDa- #HEN_: AH— A —
p-actin 43 kDa- NN SR AN A
&
160 *
120 |
.
R 80
2
40
0 . . .

ZT0 ZT6 ZT12 ZT18

Sekil.4.4.1. Sirkadiyen ritim proteini Perl’in Western Blot ile analizi. Normalizasyon i¢in B-Actin
kullanild1. Veriler + standart sapma olarak verilmistir. (n=3 blot/ protein) *p<0.05 ZTO grubuna gore,
&p<0.05 ZT12 grubuna gore istatistiksel olarak anlamhlig1 gostermektedir.

Iskemik striatumda &lciilen Perl protein seviyeleri ZTO grubuna gore
oranlanarak hesaplanmistir. Buna gore; ZT0 grubu 100.0 + 9.1, ZT6 grubu 107.0 +
25.9, ZT12 grubu 96.7 = 7.0 ve ZT18 grubu 125.3 + 26.4 olarak hesaplandi. ZTO ve
ZT6 gruplarma gore kiyaslandiginda Perl protein seviyesi ZT18 grubunda

istatistiksel olarak anlamli dl¢iide arttig1 gosterildi.
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4.5. Per2 Protein Analizi

Iskemik hemisferin striatum seviyesinden alman doku drneklerinden Western

Blot teknigi kullanilarak sirkadiyen ritim proteini Per2’nin ifadesi analiz edildi.

Perll

Perll 137 kDa- W (N D

B-actin 43 kDa- #EENEG_: SN S
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*
120 T T
E° 80
40
0 - . :

ZT0 ZT6 ZT12 ZT18

Sekil 4.5.1. Sirkadiyen ritm proteini Per2’nin Western Blot ile analizi. Normalizasyon igin p-Actin
kullamld1. Veriler + standart sapma olarak verilmistir. (n=3 blot/ protein) *p<0.05 ZT0 grubuna gore
istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.

Iskemik striatumda &lciilen Per2 protein seviyeleri ZTO grubuna gore

oranlanarak hesaplanmistir. Buna gore; ZTO grubu 100.0 + 18.4, ZT6 grubu 124.5 +

26.8, ZT12 grubu 135.6 + 10.2 ve ZT18 grubu 118.9 + 36.4 olarak hesaplandi. Elde
edilen sonuglara gére ZT12 grubu ile ZTO grubu kiyaslandiginda Per2 protein

ifadesinin ZT12’ de istatistiksel olarak anlamli seviyede arttig1 gosterildi.
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4.6. CLOCK Protein Analizi

30 dk OSA tikanmasi sonras1 72 saat reperflizyon sonunda iskemik striatum
seviyesinden alinan doku 6rneklerinden Western Blot teknigi kullanilarak sirkadiyen

ritim temel proteinlerinden biri olan CLOCK proteinin seviyesi analiz edildi.

Clock

Clock 100 kDa- A -

B-actin 43 kDa- e W A S
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Sekil 4.6.1. Sirkadiyen ritm proteini CLOCK seviyesinin Western Blot ile anali. Normalizasyon igin
B-Actin kullanildi. Veriler + standart sapma olarak verilmistir. (n=3 blot/ protein) **p<0.01 ZTO
grubuna gore, “p<0.01 ZT6 grubuna gore, “*p< 0.01 ZT12 grubuna gore istatistiksel olarak
anlamlilig1 gostermektedir.

Iskemik striatumda &lgiilen CLOCK protein seviyeleri ZTO grubuna gére
oranlanarak hesaplanmigtir. Buna gore; ZTO grubu 100.0 + 21.9, ZT6 grubu 103.6 +
9.3, ZT12 grubu 155.0 + 33.5 ve ZT18 grubu 209.3 + 40.9 olarak hesaplandi. Elde
edilen bulgulara gére CLOCK protein seviyesi hem ZTO hem de ZT6 grubuna gore
kiyaslandiginda ZT12 grubunda istatistiksel olarak anlamli bir seviyede arttig1
gozlemlendi. Ayrica CLOCK protein ifadesi ZT0, ZT6 ve ZT12 gruplan ile
kiyaslandiginda ZT18 grubunda istatistiksel olarak anlamli seviyede arttigi

gozlemlendi.
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4.7. Bmall Protein Seviyesi

30 dk OSA tikanmasi takiben 72 saat reperfiizyon sonunda iskemik striatum
seviyesinden alinan doku 6rneklerinden Western Blot teknigi kullanilarak sirkadiyen

ritim temel proteinlerinden biri olan Bmall proteinin seviyesi analiz edildi.

Bmal1
Bmal1l 78 kDa- -

— —— ou—
B-actin 43 kDa- (D WD D
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Sekil 4.7.1. Sirkadiyen ritm proteini Bmall’in Western Blot ile analizi. Normalizasyon i¢in p-Actin
kullamld1. Veriler + standart sapma olarak verilmistir. (n=3 blot/ protein) *p<0.05 ZT0 grubuna gore,
¥p<0.01 ZT12 grubuna gore, *¥p< 0.01 ZT12 grubuna gore istatistiksel olarak anlamhhig1 ifade
etmektedir.

Iskemik striatumda &lgiilen Bmall protein seviyeleri ZTO grubuna gore
oranlanarak hesaplanmigtir. Buna gore; ZTO grubu 100 + 9.2, ZT6 grubu 120.8 +
44.6, ZT12 grubu 93.1 + 6.5 ve ZT18 grubu ise 158.8 &+ 59.1 olarak hesaplandi. Elde
edilen sonuglar ZT18 grubunun hem ZTO grubuna gore (p<0.05) hem de ZTI12
grubuna gore (p<0.01) istatistiksel olarak anlamli 6lglide daha fazla Bmall proteini
oldugu gosterildi.
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4.8. p53 Protein Seviyesi

30 dk OSA tikanmasi takiben 72 saat reperfiizyon sonunda iskemik striatum
seviyesinden alman doku oOrneklerinden Western Blot teknigi kullanilarak

fosforlanmis p53 protein seviyesi analiz edildi.
p-pS3/Actin
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Sekil 4.8.1. p53 protein seviyesinin Western Blot yontemi ile analizi. Normalizasyon i¢in B-Actin
kullanildi. Veriler + standart sapma olarak verilmistir. (n=3 blot/ protein) *p<0.05 ZTO0 grubuna gore,

istatistiksel olarak anlamlilig: ifade etmektedir.

Iskemik striatumda olgiilen p53 protein seviyeleri ZTO grubuna gére
oranlanarak hesaplanmigtir. Buna gore; ZTO grubu 100.0 £ 6.7, ZT6 grubu 97.9 +
7.1, ZT12 grubu 80.3 + 14.7 ve ZT18 grubu 76.4 + 9.3 olarak hesaplandi. Elde edilen
bulgulara gore ZT18 grubundaki p53 protein seviyesi ZTO grubuna kiyasla

istatistiksel olarak anlamli 6l¢lide daha az oldugu gosterildi.

27



4.9. Pathscan Analizi

30 dk OSA tikanmasi takiben 72 saat reperfiizyon sonunda iskemik

striatumdan alinan dokulardan AKT sinyal yolag1 analizi yapildi.
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Sekil 4.9.1. Sirkadiyen ritme bagli olarak beyin felci sonrast ZT0 ve ZT6 grubu Akt sinyal yolagi
analizinin gorseli.
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Sekil 4.9.2. Sirkadiyen ritme baglh olarak beyin felci sonrast ZT12 ve ZT18 grubu Akt sinyal yolag
analizinin gorseli.

28



A p-Akt (Thr308) B p-Erk-1/2(Thr202/ Tyr204)
&&

200 200
&
*
. 150 150 T
K T T K
5100 5100 | —= §
2 N
50 50
0 0
ZT0  ZT6  ITi2  ZTi8 ZT0  ZTe  ZTi2  ZTi8
C p-mTOR (Ser2481) D p-TpS6 (Ser235/236)
200 28 200 &
*
150 150 [
[=] -" o
K K T
w100{ —L § 100
2 R
50 50
0 0
ZT0  ZT6  ZTi2  ZTi8 ZT0  ZTe  ZTi2  ZTi8

Sekil 4.9.3. Sirkadiyen ritme bagli Akt sinyal yolagi A) p-Akt (Thr308), B) p-ERK-1/—2 (Thr202/
Tyr204), C) p-mTOR (Ser2481), D) p-rpS6 (Ser235/ 236) analizi Pathscan teknigi kullanilarak
yapildi.. Veriler + standart sapma olarak verilmistir. (n=7/ grup). *p<0.05 ZTO grubuna gore,
¥p<0.01/ $p<0.05 ZT12 grubuna gore, p< 0.01/ #4p<0.05 ZT12 grubuna gore istatistiksel olarak
anlamlilig: ifade etmektedir.

Iskemik striatumdan elde edilen pathscan sonuglar1 ZTO grubuna gore
oranlanarak hesaplandi. Buna gore p-Akt (Thr308) protein seviyesi; ZTO grubu 100.0
+19.8, ZT6 grubu 104.8 = 14.5, ZT12 grubu 98.9 + 10.3 ve ZT18 grubu igin 131.4 +
25.8 olarak ol¢iildii. p-Akt protein seviyesi ZT18 grubunda ZTO (p<0.05) ve ZT12
(p<0.05) grubuna gore istatistiksel olarak anlaml 6l¢iide arttigi gosterildi. p-ERK-
1/-2 (Thr202/ Tyr204) protein seviyesi: ZT0 grubu 100.0 + 5.9, ZT6 grubu 128.1 +
26.8, ZT12 grubu 63.0 + 19.0 ve ZT18 grubu i¢in 147.0 &+ 36.4 olarak hesaplandi. p-
ERK-1/-2 (Thr202/ Tyr204) protein seviyesi ZTO (p<0.05) ve ZT12 (p<0.01)
grubuna kiyasla ZT18 grubunda istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide artmistir. Ayrica
ZT12 grubunda ise ZT6 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.01) 6l¢iide p-
ERK-1/=2 (Thr202/ Tyr204) seviyesi azaldig1 gosterildi. p-mTOR (Ser2481) protein
seviyesi: ZTO grubunda 100.0 + 8.3, ZT6 grubu 122.4 + 28.8, ZT12 grubu 78.6 +

29



10.9 ve ZT18 grubu i¢in 133.1 + 37.9 olarak hesaplandi. p-mTOR (Ser2481) protein
seviyesi ZTO (p<0.05) ve ZT12 (p<0.01) grubuna kiyasla ZT18 grubunda istatistiksel
olarak anlamli Olgiide artmistir. Ayrica ZT12 grubunda ise ZT6 grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) 6l¢iide p-mTOR (Ser2481) seviyesi azaldigi
gosterildi. p-rpS6 (Ser235/ 236) protein seviyesi: ZTO grubu 100.0 + 16.2, ZT6
grubu 113.8 + 42.2, ZT12 grubu 82.5 + 8.1 ve ZT18 grubu 147.7 + 33.1 olarak
hesaplandi. Buna gore p-rpS6 (Ser235/ 236) protein seviyesi ZTO (p<0.05) ve ZT12
(p<0.01) grubuna kiyasla ZT18 grubunda istatistiksel olarak anlamli 6l¢tide artmustir.
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Sekil 4.9.4. Sirkadiyen ritme bagli Akt sinyal yolagi A) p-Bad (Ser112), B) p-PRAS40 (Thr246), C)
p-PTEN (Ser380), D) p-PDK1 (Ser241) analizi Pathscan teknigi kullanilarak yapildi.. Veriler +
standart sapma olarak verilmistir. (n=7/ grup). **p<0.01 ZTO0 grubuna gére, “p<0.01/ p<0.05 ZT12
grubuna gore, &&p< 0.01/ &p<0.05 ZT12 grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir.

Iskemik striatumdan elde edilen pathscan sonuclari ZTO grubuna gore
oranlanarak hesaplandi. Buna gore p-Bad (Ser112) protein seviyesi; ZT0 100.0 + 6.5,
ZT6 grubu 101.6 + 10.3, ZT12 grubu 90.1 + 9.2 ve ZT18 grubu i¢in 120.0 + 13.7
olarak hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore p-Bad (Ser112) protein seviyesi ZT18
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grubunda ZTO0 (p<0.05), ZT6 (p<0.05) ve ZT12 (p<0.01) gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde arttigi gosterildi. p-PRAS40 (Thr246) protein seviyesi:
ZTO0 100.0 + 2.4, ZT6 68.6 = 2.7, ZT12 55.6 + 3.9 ve ZT18 73.8 + 20.2 olarak
hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore p-PRAS40 (Thr246) protein ifadesi ZTO
grubuna kiyasla ZT6 (p<0.05), ZT12 (p<0.01) ve ZT18 (p<0.05) gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli dl¢iide azaldigi tespit edildi. p-PTEN (Ser380) protein
seviyesi ZT0 grubunda 100.0 + 7.6, ZT6 grubunda 103.4 + 8.7, ZT12 grubunda 94.0
+ 15.1 ve ZT18 grubunda ise 90.5 + 7.5 olarak hesaplandi. Ayrica p-PDK1 (Ser241)
protein seviyesine bakildiginda; ZT0 100.0 + 15.1, ZT6 grubunda 101.0 + 8.3, ZT12
grubunda 86.0 + 11.0 ve ZT18 grubunda ise 102.3 £ 18.9 olarak hesaplandi. Hem p-
PTEN (Ser380) hem de p-PDKI1 (Ser241) protein seviyeleri beyin felci sonrasi

sirkadiyen ritme bagl olarak degismedikleri gézlemlendi.
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Sekil 4.9.5. Sirkadiyen ritme bagli Akt sinyal yolagi A) p-RSK1 (Thr421/ Ser424), B) p-AMPKa
(Thrl72), C) p-GSK-3a (Ser21), D) p-GSK-3pB (Ser9) analizi Pathscan teknigi kullanilarak yapildi.
Veriler + standart sapma olarak verilmistir. (n=7/ grup). **p<0.01 ZT0 grubuna gore, “p<0.01/
$p<0.05 ZT12 grubuna gore, “*p< 0.01/ %p<0.05 ZT12 grubuna gore istatistiksel olarak anlamhlig:
ifade etmektedir.
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Pathscan sonuglart ZT0 grubuna gore oranlanarak hesaplandi. Buna gore p-
RSK1 (Thr421/ Ser424) protein seviyesi; ZTO grubu 100.0 + 20.9, ZT6 grubu 126.3
+ 23.2, ZT12 grubu 73.9 + 20.2 ve ZT18 grubu 106.1 + 28.7 olarak hesaplandi. Bu
sonuglara gore p-RSK1 (Thr421/ Serd24) protein seviyesi ZT6 grubuna gore ZT12
grubunda istatistiksel olarak anlamli (p<0.01) 6l¢iide azaldigi, ZT 12 grubuna kiyasla
ZT18 grubunda ise istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir sekilde artti1
gozlemlendi. p-AMPKa (Thr172) protein seviyesi: ZTO grubunda 100.0 = 4.5, ZT6
grubunda 102.0 + 5.8, ZT12 grubunda 91.2 + 9.4 ve ZT18 grubunda ise 101.1 + 7.3
olarak ol¢iildii. Sonuclara goére ZT12 grubunda ZT6 grubuna gore p-AMPKa
(Thrl72) protein seviyesinde istatistiksel olarak anlamli Olgiide azalma oldugu
gbzlemlendi. p-GSK-3a (Ser21) protein seviyesi; ZTO grubunda 100.0 £ 5.5, ZT6
grubunda 110.7 + 16.4, ZT12 grubunda 61.6 + 7.1 ve ZT18 grubunda ise 98.1 + 15.3
olarak hesaplandi. Buna gore ZT12 grubunda ZTO0, ZT6 ve ZT18 gruplarina gore p-
GSK-3a (Ser21) protein seviyesi istatistiksel olarak anlamli (p<0.01) bir sekilde
azaldig1 gézlemlendi. p-GSK-3p (Ser9) protein seviyesi: ZTO grubunda 100.0 + 6.9,
ZT6 grubunda 107.3 = 12.6, ZT12 grubunda 71.1 + 11.9 ve ZT18 grubunda ise 91.3
+ 15.0 olarak hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore p-GSK-3f (Ser9) protein
seviyesi ZT 12 grubunda ZTO0 (p<0.01), ZT6 (p<0.01) ve ZT18 (p<0.05) grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha az oldugu goriildii.

4.10. Proteomiks

Sirkadiyen ritme bagl olarak iskemik striatumda degisen protein profili

analizi i¢in genis 0lgekli LC-MS/ MS analizi yapildi.

Sirkadiyen ritme bagh olarak 30 dk beyin felci takiben 72 saat reperfiizyon
sonunda iskemik striatumdan proteomik analizi yapildi. Elde edilen proteinler ZTO
ve ZT18 arasinda 1.4 kat degisen ve ZTO ve ZT18 arasinda istatistiksel olarak
anlamli (p<0.01 veya p<0.05) 6l¢iide degisen proteinler secildi. Buna gore CSKP
protein seviyesi: ZTO grubunda 1.00 + 0.12, ZT6 grubunda 0.80 + 0.07, ZT12
grubunda 0.90 + 0.79 ve ZT18 grubunda 0.65 + 0.04 olarak 6l¢iildii. GNAZ protein
seviyesi: ZTO grubunda 1.00 + 0.10, ZT6 grubunda 1.24 + 0.13, ZT12 grubunda 1.39
+ 0.24 ve ZT18 grubunda 1.74 + 0.13 olarak 6l¢iildii. NEGR1 protein seviyesi: ZT0
grubunda 1.00 + 0.08, ZT6 grubunda 1.14 + 0.16, ZT12 grubunda 1.37 + 0.11 ve
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ZT18 grubunda ise 1.42 + 0.06 olarak hesaplandi. IMPCT protein seviyesi: ZTO
grubunda 1.00 + 0.14, ZT6 grubunda 1.35 + 0.21, ZT12 grubunda 1.99 + 0.51 ve
ZT18 grubunda 1.92 + 0.30 olarak hesaplandi. Elde edilen sonuglara gére CSKP
protein seviyesi ZT18 grubunda ZTO grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
(p<0.01) olgiide azaldig1 goriildii. Ayrica ZT18 grubu ile ZTO grubu kiyaslandiginda
GNAZ (p<0.01), NEGR1 (p<0.01) ve IMPCT (p<0.05) protein seviyeleri ZT18

grubunda istatistiksel olarak anlamli dlgiide arttig1 gozlemlendi.
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Sekil 4.10.1. Sirkadiyen ritme bagli olarak beyin felci sonrasi degisen A) CSKP, B) GNAZ, C)
NEGR1 ve IMPCT protein seviyelerinin LC-MS/ MS analizi. CSKP (gene ID: 12,361; calcium/
calmodulin-dependent serine protein kinase), GNAZ (gene ID: 14,687; guanine nucleotide binding
protein z subunit alpha), NEGR1 (gene ID: 320,840; neuronal growth regulator 1), IMPCT (gene ID:
16,210; imprinted and ancient protein). Veriler + standart sapma olarak ve ZTO0 grubuna gore
oranlanarak verilmistir. **p<0.01/ *p<0.05 ZTO grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig
gostermektedir.
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Sekil 4.10.2. Sirkadiyen ritme bagl olarak beyin felci sonras1 degisen A) PDE1B, B) HBA, C) HBB1
ve HBB2 protein seviyelerinin LC-MS/ MS analizi. A) PDE1B (gene 1D:18,574; calcium/calmodulin-
dependent 3’,5'-cyclic nucleotide phosphodiesterase), B) HBA (gene ID: 15,122; hemoglobin subunit
alpha), C) HBBL1 (gene ID: 15,129; hemoglobin subunit beta-1), and D) HBB2 (gene ID: 15,130;
hemoglobin subunit beta-2). Veriler + standart sapma olarak ve ZT0 grubuna goére oranlanarak
verilmistir. **p<0.01/ *p<0.05 ZT0 grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 géstermektedir.

PDELB protein seviyesi; ZTO grubunda 1.00 + 0.12, ZT6 grubunda 1.13 +
0.18, ZT12 grubunda 1.35 + 0.06 ve ZT18 grubunda ise 1.49 + 0.09 olarak 6l¢iildii.
HBA seviyesi; ZTO grubunda 1.00 + 0.13, ZT6 grubunda 0.78 + 0.11, ZT12
grubunda 0.64 + 0.13 ve ZT18 grubunda 0.56 + 0.05 olarak hesaplandi. HBBI
protein seviyesi: ZTO grubunda 1.00 + 0.13, ZT6 grubunda 0.81 + 0.08, ZT12
grubunda 0.65 + 0.06 ve ZT18 grubunda ise 0.67 + 0.06 olarak hesaplandi. HBB2
protein seviyesi: ZTO grubunda 1.00 + 0.11, ZT6 grubunda 0.84 + 0.09, ZT12
grubunda 0.64 + 0.10 ve ZT18 grubunda 0.66 + 0.06 olarak hesaplandi. PDEIB
protein seviyesi ZT18 grubunda ZTO grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
(p<0.05) bir sekilde arttig1 gozlemlendi. Ayrica ZT 18 grubunda ZTO grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olarak HBA (p<0.01), HBB1 (p<0.05) ve HBB2 (p<0.05)

protein seviyelerinde azalma oldugu gozlemlendi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gore beyin felci diinyada &liim nedenleri
arasinda kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanserden sonra li¢iincli sirada yer alan
onemli bir hastaliktir. Beyin felcinin bu zamana kadar bilinen tek tedavisi ilk 3 veya
4 saat icerisinde uygulanmasi gereken tPA’dir. Her ii¢ beyin felci vakasindan biri
O0lim 1ile sonuglanirken hayatta kalan kisilerde ise olusan iskemik hasarin
biiyiikliigiine bagli olarak yasamlarinin geri kalaninda ciddi nérolojik bozukluklarla
yiizlesmek zorunda kalmaktadir. Son derece Onemli sonuglart olan bu hastaligin
tedavisinin kisitli olmasi, bu alanda yapilan ve yapilacak c¢alismalarin 6nemini daha
da arttirmaktadir. Sirkadiyen ritmin fizyolojik fonksiyonlar {izerine etkilerine
olduke¢a fazla ¢aligma bulunmasina karsin iskemik beyin felci patofizyolojisinde rol

alan molekiiler mekanizmalar hakkinda veriler sinirlidir.

Sirkadiyen ritim sadece uyku-uyaniklilik dongiisiinii degil ayn1 zamanda tiim
fizyolojik davraniglarimizi etkilemektedir. Sirkadiyen ritme bagli olarak degisen
viicut sicakligi, kalp hizi, kan basinci, kan vizkositesi ve trombosit agregasyonu
beyin felcinin tetiklenmesinde 6nemli unsurlar olarak rol almaktadir (Kubota ve ark.
1987). Dolayisiyla iskemik inme vakalarinin gece saatlerine nazaran sabah
saatlerinde yogunlastig1 géz oniinde bulunduruldugunda, iskemik inme toleransinin
da gece ve gilindiliz periyotlarina baglh olarak farkliliklar gdstermesi muhtemeldir.
Bununla birlikte, hem insanlarda hem de deney hayvanlarinda iskemik inme
hassasiyetinde zamansal dalgalanmalar hakkindaki veriler olduk¢a sinirlidir. Ayrica
beyin felci vakalarinin %80’ OSA’in tikanmasiyla, %?20’si ise beyni besleyen
damarlarin yirtilmasi1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Seki ve ark. 2001). Dolayisiyla
insanlarda hemorajik inmelerden ziyade obstruktif nedenlerle meydana gelen inme
vakalarin daha sik goriildiigii i¢in, bu klinik tabloya farelerde modelleme bakimindan
OSA tikanmasi metodu olduk¢a &nemli bir yere sahiptir (Hermann ve ark. 2001,
Kunz ve ark. 2010). Bu sebeplerden dolayi, ¢calismamizda farelerde OSA tikanarak
gerceklestirilen iskemik beyin felci metodu tercih edilmistir. Nitekim bu metod ile
farelerin striatumda, esasen kiigiik boyutlu noronlarin etkilenmesiyle, bdlgesel bir
noronal hasar meydana gelmektedir (Hermann ve ark. 2001, Bacigaluppi ve ark.
2009).
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Beyin felcinin siddetine bagli olarak sirkadiyen ritim proteinlerinin
ekspresyonlarinin yani sira hormonlar ve molekiiler sinyal yolaklar1 etkilenerek
Ozellikle uyku-uyaniklilik dongiisiinde 6nemli aksakliklar meydana gelebilmektedir.
Ayrica uyku siiresi ve kalitesi de etkilenebilmektedir (Cavalcanti ve ark. 2013). Uyku
bozukluklar1 ile basta iskemik inme ve alzheimer hastaligi gibi ndrodejeneratif
bozukluklar arasinda dogrudan bir iliski olduguna dair calismalar mevcuttur
(Zunzunegui ve ark. 2011, Mander ve ark. 2015). Meydana gelen uyku bozuklugu
sonras1 noroplastisite slirecine etki edebilmekte ve buna bagl olarak, inme sonrasi

iyilesmenin verimliligi azalabilmektedir (Zunzunegui ve ark. 2011).

Deneysel beyin felci metodunun basariya ulasabilmesi icin iskeminin
uygulanacagi hemisferde OSA’nin besledigi striatum seviyesindeki toplam beyin kan
akimimnin operasyon Oncesine oranla %20-%25’in altina diismesi gerekmektedir
(Rupadevi ve ark. 2011, Shahjouei ve ark. 2016). Bunun i¢in bregma -2 mm
posterior; 6mm lateral seviyesi yerlestirilen Laser Doppler’in optik kablosu
vasitastyla operasyon dncesinde, sonrasinda ve reperfiizyon baslangicinda beyin kan
akimi ger¢cek zamanli olarak kontrol edilmistir. ZTO, ZT6, ZT12 ve ZT18
gruplarinda beyin kan akimi beyin felcinin tetiklenmesi ile beraber %80 oraninda
azaldig1 ve filamentin geri gekilip reperflizyonun baglatilmasi ile beraber beyin kan
akimimin tekrardan arttigi gozlemlenmistir. Sirkadiyen ritme bagli olarak iskemik
striatumun beslenmesinde gruplar arasinda herhangi bir degisiklik olmadigi

gorilmiistiir.

Sirkadiyen ritim ve beyin felci arasindaki iligkiye yonelik veriler daha ziyade
gbzlem diizeyindeki calismalardan elde edilmis olup, molekiiler temelli ¢alismalar
oldukga smirlhidir. Nitekim beyin felcinin tetiklenmesinde onemli bir rolii oldugu
diistiniilen sirkadiyen ritmin beyin felci sonrasi gelisen hasar mekanizmalari tizerine
bir etkisinin olup olmadigi bilinmemektedir S6z konusu ¢alismamizda, beyin felcinin
tetiklendigi zaman dilimi ve olugsan hasar arasinda direkt bir iliski oldugu
belirlenmistir. Beyin felci sonrasi hiicresel sagkalim analizine bakildiginda; gece
karanlik saatlerde (ZT18) serebral iskemi gegiren farelerde noronal hasarin sabah
erken saatlerde (ZTO) beyin felci geciren farelere oranla daha az oldugu

belirlenmistir.
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Beyin felci sonrasi iskemik alandaki noronlarin membran potansiyellerini
kaybetmeleri ve eksitotoksisiteye bagli olarak uyarilmalari sonucu hiicre igine
kalsiyum akimi ger¢eklesmektedir. Kalsiyum bilindigi lizere yalnizca bir iyon degil
ayni zamanda ikincil mesajc1 olarak da gorev yapmaktadir. Hiicre i¢i kalsiyum artisi
cesitli enzimleri aktive ederek bir yandan hasar alanindaki hiicelerin membranlarini
hasarlarken bir yandan da mitakondri bagimli apopitoz sinyal yolaginin aktive
olmasina neden olmaktadir. Calismamizda, DNA kiriklarin1 degerlendirme amaciyla
TUNEL boyamast metodu kullanilmistir. Iskemik striatum seviyesinden
degerlendirilen apopitotik hiicre sayisi analizine bakildiginda ZTO grubunda ZT18
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha fazla apopitotik hiicre

oldugu belirlenmistir.

Yapilan bu g¢alisma ile sirkadiyen ritme bagli olarak beyin felci sonrasi
farelerin striatum seviyesindeki sirkadiyen ritim proteinlerinin ekspresyonlarinda
degisiklik meydana geldigi tespit edilmistir. Molekiiler saat genlerinin ifadeleri,
fonksiyonel salimimlar saglayan pozitif ve negatif geri bildirim dongiilerinin
etkilesimi vasitasiyla transkripsiyonel ve translasyonel seviyede diizenlendigi
bilinmektedir (Yamamoto ve ark. 2004, Fahrenkrug ve ark. 2006, Fahrenkrug ve ark.
2008). Bu raporlarla uyumlu olarak elde edilen veriler; iskemik fare striatumunda
Perll ve Bmall proteinlerinin antiphase seviyesinde oldugunu, Per]l ve Bmall
diizeylerinin antiphase olmak yerine cakistigin1 diisiindiirmektedir. Ayrica,
sirkadiyen ritim proteinlerinin ROS {iretimini ve oksidatif stres mekanizmalarini
kontrol ederek doku homeostazina dahil oldugu da ileri siiriilmektedir (Khapre ve
ark. 2011). Hem Bmall hem de onun dimerizasyon partneri olan Clock, proteini
noronlarda ROS diizeylerinin kontrol altinda tutulmasi bakimindan Onemli is
birligine sahiptir (Kondratov ve ark. 2009, Razorenova 2012). iskemik beyinde, ROS
seviyeleri ylikselir ve bu da hipoksi ile indiiklenebilir faktor-1 alfa (HIF-1a) protein
stabilizasyonuna ve aktivasyonuna neden olur (Sharp ve ark. 2001, Kietzmann ve
ark. 2001). Bmall ve CLOCK proteinin asirt ekspresyonu ZT18'de dogrudan veya
dolayli olarak HIF-1a'nin aktivasyonuna neden olabilir. Buna ek olarak, Akt sinyal
yolaginin etkinlestirilmesi, ayrica rapamisinin (mTOR) bagimsiz yolunun memeli
hedefi yoluyla HIF-1a ekspresyonunu modiile etmesine olanak sagladig
disiiniilmektedir (Pore ve ark. 2006).
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Noronal hasarin sirkadiyen ritimlerin bozulmasina neden oldugu ve saat
genlerinin ifade profillerini degistirdigi iyi bilinmektedir (Meng ve ark. 2008, Boone
ve ark. 2012). Yaptigimiz bu ¢alisma ile sirkadiyen ritim proteinlerin ifadelerinin
iskemik beyin hasarina tepki olarak degistigi gosterilmistir. Dolayisiyla,
calismamizda ndronal sagkalim ZT18 grubunda ZTO grubuna gore istatistiksel olarak
daha fazladir. Noronal sagkalimin artmasina bagli olarak yapilan pathscan protein
goriintiilemesi sonucunda sagkalim kinazlar1 olarak bilinen p-AKT ve p-ERK-1/2
protein seviyelerin gece beyin felci gegiren gruplarda daha fazla oldugu gozlemlendi.
AKT, mTOR ve rp-S6 sinyal yolaklar1 besin akisini, endokrin haberlesmeyi ve
hiicresel enerjiyi kontrol ederek sirkadiyen ritmi etkiledigi bilinmektedir (Zheng ve
Sehgal 2010). Ayrica ZT18 grubunda mTOR ve rp-S6 protein seviyelerinin de ZT0
grubuna gore istatistiksel olarak artmis olmasi, beyin hiicrelerinin sagkalim giiciine
pozitif yonlii bir katkida bulunduklar1 gézlemlenmistir. Bad proteini normal kosullar
altinda hiicreyi apopitoza gotiiriirken serin 112 noktasindan fosforlanmasi ile tam ters
bir etki gostererek sagkalimi arttirdigi bilinmektedir (Kamada ve ark. 2007).
Dolayisiyla ZT18 grubunda p-Bad seviyesinin artmasi1 ve daha az apopitotik hiicre

tespit edilmesi bu etkilesimin bir neticesi olarak diistiniilmektedir.

Bu analizlerin yani sira, beyin felci sonrasi sirkadiyen ritme bagli olarak
degisen protein profilini gormek i¢in genis Olgekli proteomik analizi de
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar; 6zellikle noronal sagkalim ve apopitotik
hiicre 6liimiinde istatistiksel olarak anlamliligin gériildiigii ZTO (glindiiz) ve ZT18
(gece) gruplart arasinda degerlendirildi. Analiz yapilirkenZTO ve ZT18 arasinda
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) ve protein ifadesinde en az 1.4 kat fark bulunan
proteinler secildi (Beker ve ark. 2017). Elde edilen proteinler iyon akimlarinin
diizenleyicileri, noral gelisim ve ndrogenezin yani sira mitokondriyal membranina
bilesimlerini olustururlar. Kalsiyum / kalmodulin-bagimli bir serin protein kinazi
olan CSKP protein seviyesi ZT18 grubunda ZTO grubuna gore istatistiksel olarak
onemli bir Olglide azalmistir. Aymi zamanda L tipi kalsiyum akiminin
regililasyonunda rol aldig1 ve P2X3 reseptorleri ile iligkili ATP oldugu bilinmektedir
(Hata ve ark. 1996, Bele ve Fabbretti 2016, Nafzger ve Rougier 2017) .GNAZ
protein seviyesi ZT18 grubunda 6nemli derecede artmistir. GNAZ, noronal gelisim,
aksonal biliylime ve iyon kanali regiilasyonunda onemli bir rolii bulunmaktadir

(Hultman ve ark. 2014). Beyinde oldukg¢a bol miktarda bulunan ve néronal bir
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protein olan IMPCT norit bilylimesini tesvik ettigi gosterilmistir (Sattlegger ve ark.
2011, Roffe ve ark. 2013). PDE1B'nin diger beyin bolgelerine kiyasla fare ve insan
striatumunda yiiksek oranda ve secici olarak eksprese edildigi ve bunlarin
ekspresyonlarinin siklik AMP ve siklik GMP'ye bagli mekanizmalarla regiile edildigi
bilinmektedir (Dlaboga ve ark. 2008). NEGR1 ozellikle noronlarda kolestrol
dolasiminda rol oynadigi diisiiniilmektedir (Kim ve ark. 2017). Hemoglobinin alt
birim beta (HBB1, HBB2) ve alfa (HBA) ekspresyonu dncelikle sigcan beynindeki
noronlarda oldugu goriildii ve iskemik hasar iizerine eritrositlerden salinan noronal
hemoglobin ve hemoglobin diizeyleri 6nemli Glglide arttigin1 gosterdi (He ve ark.
2010). Artmis néronal hemoglobin, travmadan sonra beyin hasarini kotiilestirebilir
(Xi ve ark. 2006). Bu raporlarla uyumlu olarak, elde ettigimiz bulgular; en yiiksek
noronal sagkalimin gozlemlendigi zaman diliminde, hemoglobin alt {initelerinin
diizeylerinin 6nemli Olciide azaldigini gostermektedir. Dolayistyla, bu proteinlerin
ekspresyonundaki meydana gelen azalmanin sirkadiyen ritminin diizenlenmesi ve
noronlarin  iskemik hasara karsit korunmasi bakimindan O6nem arz ettigi

diistiniilmektedir.
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