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ONSOz

Sirkadiyen ritim uyku-uyaniklik dénglsu, beslenme, viicut sicakligi, hormon salinimlari
gibi birgok fizyolojik durumumuzu etkileyen, mevsimsel degisiklikler, aydinhk-karanhk dongusu
veya patofizyolojik strecler gibi dis etkenlerden de etkilenebilen biyolojik bir déngudur. 1970’li
yilllardan gunumuize kadar yapilan c¢alismalarda beyin felci vakalarinin gorilme sikliginin
sirkadiyen bir degisim g0Osterdigi bilinmektedir. 24 saatlik dongu icerisinde degisen fiziksel
aktivitelere gore beyin felci en ¢cok sabah en az ise gece saatlerinde goérilmektedir. Bu
gbzlemler beyin felcinin tetiklenmesinde hangi faktorlerin goérevinin oldugunu arastirmaya
yonelik klinik godzleme dayali yapilan calismalardir. Sirkadiyen ritmin beyin felcinin
tetiklenmesindeki rolu bilinmeye basladiktan sonra biyolojik ritme bagh olarak iskemi sonrasi
gelisen beyin hasarinin bayukligine ve ndronal hasara yonelik calismalarda ciddi eksiklikler
bulunmaktaydi. Buna bagh olarak sirkadiyen ritmin beyin felci sonrasi gelisen hasar
mekanizmalari Uzerine etkileri ekibimiz tarafindan yapilan calismalarla gdsterilmigtir.
Yaptigimiz ¢calismada gece beyin felci geciren farelerde sabah beyin felci gecirenlere goére

ndronal sagkalimin artti§i, apoptotik hicre sayisinin ise azaldig1 gosterilmigtir.

Bu bilgilerden yola ¢ikarak sirkadiyen ritmin belirlenmesinde ve devamliliginda dnemli
rold oldugu bilinen transkripsiyon faktérii Bmal1’in beyin felci sonrasi hem akut dénem hem de
kronik donemdeki etkileri arastinimigtir. Bu amagcla lentiviral vektorler araciligiyla Bmall
protein seviyesi arttirilmis veya azaltiimis farelerin yani sira Bmal1 protein ifadesi hi¢
bulunmayan Bmall knockout fareler kullanilarak Bmal1’in beyin felci sonrasinda ndronal
sagkalim, DNA fragmantasyonu Gzerine olan etkilerinin yani sira yapilan davranis deneyleriyle
Bmal?1’in beyin hasari sonrasi motor koordinasyon, lokomotor aktivite ve fonksiyonel geri
kazanimlari Gzerine olan etkileri arastirilmigtir. Yapilan immanofloresan g¢alismalarla Bmal1’in
aksonal plastisite, ndrogenez, gliogenez ve angiogenez uzerine etikileri arastirilmigtir. Ek
olarak proje kapsaminda yapilan sivi kromatografi-kitle spektrometresi/kitle spektrometresi
aracili proteomik analizler Bmal1 proteini ile direkt veya dolayli olarak etkilesimde bulunan
proteinlerin tanimlanmasinin yani sira Bmal1’in beyin felci sonrasinda etkiledigi proteinler

tanimlanmistir.

‘BMAL1 Proteininin Beyin Felci Sonrasi No6ronal Sagkalim, Doku Yeniden
Modellenmesi ve Aksonal Projeksiyonlar Uzerine Olan Etkilerinin incelenmesi” baglikli
118S306 proje numarali bu proje 1001 ARDEB programi ile TUBITAK tarafindan

desteklenmisgtir.
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OzZET

Beyin felci dinyada 6lum nedenleri arasinda ikinci sirada yer alan ve her yil yaklagik
olarak 6,5 milyon insanin hayatini kaybetmesine neden olan énemli bir hastaliktir. Yapilan
arastirmalara gore onumuzdeki 10 yil igerisinde beyin felci sebebiyle hayatini kaybedenlerin
sayisinin 12 milyona ulagmasi beklenmektedir. Yuksek 6lum riskinin yani sira beyin felci
sonrasinda hayatta kalan hastalar ciddi norolojik ve fizyolojik kisitlamalar yasayabilmektedir.
insan sagligini énemli dlglide etkileyebilen bu hastaligin Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA)
tarafindan onaylanmis tek tedavisi iskeminin baslangicindan itibaren ilk 6 saat icerisinde
uygulanmasi gereken doku plazminojen aktivatéri tedavisidir. Kisitli tedavi secenegi ve iskemi
sonrasinda yasanabilecek zihinsel ve fiziksel engeller gz 6nine alindiginda beyin felci
mekanizmasinin ayrintili bir sekilde incelenmesine, 6zellikle de plastisiteye yonelik yeni

hedeflerin belirlenmesine olan gereklilik agikga gorulmektedir.

1980’li yillardan beri yapilan ¢ogu klinik gézleme dayali ¢calismada serebrovaskiler
hastaliklarin zamana bagl olarak kendine 6zgu bir dagilima sahip oldugu goézlemlenmigtir.
Neredeyse tim fizyolojik durumlarimizi kontrol eden sirkadiyen ritme bagli olarak 24 saatlik
dongu sirasinda degdisen aktiviteler 6zellikle iskemi gibi patofizyolojik slreclerin tetiklenmesine
neden olabildigini 2017 yilinda Molecular Neurobiology’de yayinlanan makalemizde sivi
kromatografisi sirall kiitle spektrometresi (LC-MS/MS), planar ylzey immunolojik test (planar
surface immunoassay) ve Western blot teknikleri ile tanimladik. Calisma sonucunda sirkadyen
ritme bagh patofizyolojik degisiklikler icerisinde en ¢ok dikkatimizi Aril Hidrokarbon Reseptor
Taslyicis’'nin  (Bmal-1) c¢ekmistir.  Sirkadiyen ritmin  dizenlenmesinde ve devam
ettirilebilmesinde goérevli olan Bmal-1, beyin felci gibi patofizyolojik slreclerde 6zellikle
sagkalim kinazlari tzerinden etki gdsterdigi yéoninde gugli kanitlar bulunmaktadir. Bunun
yaninda bmal1 gen mutasyonunun yaslanma surecini hizlandirdigi ve serbest oksijen
radikallerinin buna paralel olarak arttigi da bilininen 6zelliklerindendir. Bu bilgilere ek olarak,
klonladigimiz lentiviral vektorler vasitasiyla Bmal1 protein ifadesi arttirilmig hicrelerde oksijen
glikoz deprivasyonu sonrasinda sagkalim kinazi olan Akt protein seviyesinin ve hucresel
sagkalimin arttigi yaptigimiz 6n c¢alismada gosterilmistir. Sirkadiyen ritim ile ilgili énceki
tecribelerimiz ve yaptigimiz 6n galismadan elde ettigimiz bulgulardan yola gikilarak Bmal1’in

beyin felci patofizyolojisinde énemli bir roli oldugu dusuniimektedir.

Bu proje ile Bmal1 proteininin beyin felci sonrasi gelisen ndronal hasar ve apoptotik
hicre 6luma Uzerine etkileri lentiviral vektdrler ve Bmal1 knockout fareler kullanarak arastirmis

ve bu bulgular hicre i¢i sinyal yolaklarinin analizleri ile desteklenmistir. Farelere sensorimotor
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davranis deneyleri uygulanarak; motor koordinasyon, paretik el kavrama gucu, aktivite,
anksiyete ve depresyon Uzerine olan etkileri degerlendirilmistir. iskemi sonrasi néronal
plastisite icin farelere anterograt tracer enjeksiyonu yapilarak iskemi sonrasi hasarsiz
hemisferden hasarli hemisfere dogru olugan aksonal projeksiyonlar degerlendirilmistir.
Sinaptik organizasyon ve noéroplastisiteden sorumlu proteinlerin analizlerinin yani sira iskemi
sonrasi yeni olugan veya farklilasan hucrelerin takibi yapilarak bunlarin nérogenez, gliogenez
ve anjiyogenez (zerine etkileri arastinimistir. Ayrica yapilan hedefli proteomiks
(imminopresipitasyon ile kombine halindeki kitle spektroskopisi (IP-MS)) sayesinde Bmall

proteini ile iligkili olan proteinlerin ve sinyal yolaklarinin belirlenmistir.

Proje kapsaminda elde edilen sonuclarin Bmal1’in beyin felci sonrasi néronal sagkalim,
doku yeniden modellenmesi ve aksonal projeksiyonlar Uzerine etkilerinin mekanizmalariyla
beraber gostermesi amaclanmistir. Ayrica hedefli proteom analizi sayesinde Bmal1’in hangi
proteinler ve sinyal yolaklarini kullanarak etki gosterdigi belirlenecektir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda hem literatliirde beyin felci ve Bmal1 ile ilgili bilinmeyen konular aydinlatiimig
hem de beyin felcinin klinik tedavisine yon verebilecek yeni hedef moleklllere vel/veya

tedavilere Ulkemizden katki saglanmis olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Sirkadiyen ritim, Bmall, Plastisite, Proteomiks.
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ABSTRACT

Cerebral ischemia is the second leading cause of death worldwide and is an important
condition which results in about 6.5 million deaths per year. According to the studies carried
out, it is predicted that 12 milion people will lose their lives due to cerebral ischemia in the next
10 years. In addition to the high mortality risk associated with this disorder, patients suffered
from cerebral ischemia can experience serious neurological and physiological disabilities. The
only Food and Drug Administration (FDA) approved treatment of this critical disorder is the
tissue plasminogen activator whichmust be used in first 6 hours after the onset of ischemia.
When the limited treatment options as well as mental and physical handicaps that can occur
following ischemia are considered, it is clear that there is a necessity for the detailed
investigation of the ischemia mechanisms and especially for the determination of novel targets

for plasticity.

The unique time-of-day dependent distributions in cerebrovascular disorders were
observed in several clinical observational studies since 1980s. In our paper published in 2017
in Molecular Neurobiology, we have identified that the activities that vary during a 24-hour
cycle based on the circadian rhythm which controls almost every physiological condition in our
bodies, can result in the triggering of pathophysiological processes, such as ischemia using
liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), planar surface immunoassay
and Western blot techniques. In consequence of this study, among the pathophysiological
protein variations due to circadian rhythm, aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like
protein 1 (Bmall) has gained the most attention. There are strong indications for the effects of
Bmall which is responsible for the regulation and maintenance of circadian rhythm, are
especially through the survival kinases in pathophysiological processes, such as ischemia.
Furthermore, it is well known that Bmall gene mutation ramps up aging process and results in
subseqguent increase in free oxygen radicals. In addition to these, Bmall overexpression using
lentiviral vectors that were cloned in our laboratory was demonstrated to increase protein levels
of survival kinase, Akt, and enhance cell survival in our preliminary study. Based on our
previous experience on circadian rhythm and the preliminary study we carried out, Bmall is

proposed to have an important role in the pathophysiology of brain ischemia.

In this study, effects of Bmall protein on neuronal injury and apoptotic cell death
following brain ischemia were investigated using lentiviral vectors and Bmall knockout mice,
and the results of these studies were supported by intracellular signaling pathway analyses.

Effects of Bmall on motor coordination, paretic hand grip strength, activity, anxiety and
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depression were evaluated using sensorimotor behavior experiments in mice. For the neuronal
plasticity following ischemia, axonal projections from the uninjured hemisphere to the injured
hemisphere were analyzed using anterograde tracer injections in mice. In addition to the
analyses of proteins responsible for synaptic organization and neuroplasticity, neurogenesis,
gliogenesis and angiogenesis were determined by tracking the newly formed or differentiated
cells after ischemia. Moreover, proteins and signaling pathways were analyzed by proteomics.

The results that will be obtained from this proposed study are aimed to demonstrate
the effects of Bmall on neuronal survival, tissue remodeling and axonal projections along with
their mechanisms. In addition, proteins and signaling mechanisms through which Bmall exerts
its effects will be determined using large scale proteome analysis. In light of the results
obtained in this study, it is believed to elucidate the unknown Bmall mechanisms as well as to
contribute to the literature and development of novel targets and/or therapies for the clinical

treatment of ischemia.

Keywords: Circadian rhythm, Bmall, Plasticity, Proteomics.
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1. GIRIS

Sirkadiyen ritim sadece endojen uyku-uyaniklik déngisinin belirlenmesinde degil ayni
zamanda hemen hemen tum fizyolojik davraniglarimizin ve durumlarimizin kontrol
edilmesinde de rol oynayan bir biyolojik saattir. Biyolojik ritim 1g1k, sicaklik ve beslenme gibi
dis faktorlerden etkilenebilmektedir. Ayrica nérodejeneratif hastaliklar da sirkadiyen ritmin
bozulmasina neden olabilmektedir. Bu baglamda sirkadiyen ritim ve sirkadiyen ritmin
dizenlenmesi ile nodrodejeneratif hastaliklar arasinda kuvvetli bir baglanti oldugu
dusunulmektedir (Uddin vd., 2015). Sirkadiyen ritim molekiler seviyede Bmal1 ve Clock basta
olmak Uzere bir dizi transkripsiyon faktoru ve gen tarafindan kontrol edilmektedir. Bu genlerin
ve faktorlerin kontroll altinda 24 saatlik sirkadiyen ritim donglsu sirasinda degisen fizyolojik
aktiviteler 6zellikle beyin felci gibi patofizyolojik streglerin tetiklenmesine neden olabilmektedir.
Sirkadiyen ritim ve beyin felci arasindaki iliski uzun yillardir merak edilen bir konudur.
Literatirde yapilan calismalar genellikle fiziksel aktivite, besin alimi, stres ve ilag gibi inme
insidansini etkileyen egzojen faktorler Gzerine odaklanmigken son yillarda yapilan ¢calismalar
ise bu i¢c saatin serebrovaskuler hastaliklarin baslangicinda énemi bir rolinin oldugunu
go6stermistir (Hastings vd., 2013; Musiek, 2015). 2017 yilinda ekibimiz tarafindan literatlirde ilk
defa sirkadiyen ritme bagh olarak beyin felci sonrasi néronal hasarin farkh gelistigi
gosterilmistir.  Yaptigmiz  bu calismadan elde edilen sonuglar; biyolojik saatin
dizenlenmesinde gorevli olan transkripsiyon faktor Bmal1’in protein seviyesinin artigini, beyin
felci sonrasi hasar alaninin ve apoptotik hucre sayisinin azaldigi, néronal sagkalimin ise arttigi
ve gosterilmistir (Beker vd., 2017). Fakat Bmal1 protein seviyesindeki artis sirkadyen ritme
bagl degisen proteinlerden sadece biri olup bu proteinin hiicre yasamini olumlu veya olumsuz
yonde etkileyip etkilemedigi arastirma konusu olarak kalmistir. Yapmis oldugumuz én
calismalar ise bu proteinin 6zellikle Akt gibi survival kinazlar ile iligkili oldugunu goéstermektedir.
Yaptigimiz bu 6n g¢alismalarda Bmal1 protein seviyesini artirmak igin Bmal1’in gen dizisini
iceren bisistronik lentiviris Uretilmis daha sonra bu virisun hidcre kaltirinde Bmal1 protein
seviyesini kontrol grubuyla (Bmal1’in klonlandigi bisistronik vektor ile transdiksiyon yapilmig
grup) kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli derecede arttirdigi belirlenmigstir. Lentiviral
vektdr vasitasiyla Bmal1 ifadesi arttinlmis hicrelerde, oksijen glikoz deprivasyonu (beyin
felcinin in vitro modeli olarak literatlirde kabul gérmis ve siklikla kullanilan bir yontemdir)
sonrasinda kontrol grubu hucrelerle kiyaslandiginda hucresel sagkalimin ve sagkalim kinazi

Akt'nin protein seviyesinin istatistiksel olarak anlaml olgtde arttigr gorulmugtur.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Beyin felci

Beyin felci dinyada 6lum sebepleri arasinda ikinci sirada yer alan bir hastaliktir. Her
u¢ inme vakasindan biri 6lum ile sonuclanirken, hayatta kalanlar yasamlarinin geri kalanini
ciddi norolojik eksiklikler ile stirdiirmek zorunda kalmaktadir. Diinya Saglik Orgiti’nin (World
Health Organization) 2016 yil istatistiklerine bakildiginda beyin felci vakalarinin %87’sinin
damarlarin tikanmasiyla, %13’Unun ise damarlarin hemoraji nedeniyle oldugu gérinmektedir.
Genelde 65 yasin Uzerinde beyin felci insidansinda bir artis gézlemlenmesine ragmen yeni
doganlarda ve ¢ocuklarda da (0-15 yas) gorilebilmektedir (100.000°'de 6,4).

2.2. Beyin felci patofizyolojisi

Beyin felci, beyni besleyen damarlarin ttkanmasi veya hemoraji sonrasinda beyne
yeteri miktarda oksijen ve glikoz tasinamamasi sonucu olusan patofizyolojik bir strectir. Buna
bagli olarak beyinde karmasik sinyal yolaklari ve mekanizmalar devreye girerek hasar
olusumuna neden olmaktadir. iskemi sonrasinda hasarin olustugu beyin bolgesi patofizyolojik
olarak iki farkli bélimde incelenmektedir (Catanese vd., 2017; Durukan vd., 2007). Hasarli
alanin orta kismi iskemik kor bdlgesini olusturmaktadir. Kor bdlgesinde kan akimi énemli
Olcide azalmaktadir ve bu boélgede hizli bir nekrotik hicre d8limu baslamaktadir. Hasarli
bdlgenin etrafini ¢cevreleyen bolge ise penumbra bélgesi olarak adlandiriimaktadir. Gegis
bdlgesi olarak da bilinen penumbra bélgesindeki kan akimi kilcal damarlar vasitasiyla iskemik
kor boélgesine gére daha iyi durumdadir. Bu alanda yasanan iyonik diizensizliklere bagl olarak
ortaya ¢ikan birtakim aktiviteler ve apoptotik hiicre 6limu gdrilmektedir. (Dirnagl vd., 1999;
Klehmet vd., 2009). Beyin felci sonrasi yapilan ¢alismalarin blyik bir cogunlugu penumbra
bdlgesinde yasam ile 6lim arasinda kalan hlcreleri kurtarmak Gzerine yogunlasmistir.
Buradaki hucreler iskemiden dolayi sinirli seviyede bulunan oksijen ve glikozu kullanmaya
calismaktadir. Ayni zamanda Ozellikle hicre ici sinyal yolaklarindan sagkalim kinazlari
hicrelerin sagkalim surecine katkida bulunmaya calismaktadir (Astrup vd., 1981; Yao vd.,
2001; Zechariah vd., 2013).

Beyne yeterli miktarda oksijen ve glikoz iletilememesine bagl olarak iskemik alanda bir
enerji eksikligi ortaya c¢ikmaktadir. Bu enerji eksikligi hlcrelerin membran potansiyellerini
kaybetmesine ve buna ek olarak ekstrasellller siviya glutamat salinimina neden olmaktadir
(Gascon vd., 2008; Paschen, 1996). Ekstraselliler sivida biriken glutamat beyin felci
patofizyolojisinde egzitotoksisite olarak isimlendiriimektedir (Gascon vd., 2008; Paschen,

1996). Postsinaptik hlcrelerde bulunan glutamat bagimli NMDA (N-metil- D-aspartat) ve



AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metilisoksazol-4 propionik asit) reseptorlerinin uyarilmasiyla
hucre icerisine pozitif yuklu iyonlarin girmesine neden olmaktadir (Camacho vd., 2006;
Shohami vd., 2014). Hicre igerisine giren Na*® iyonu hicrenin membran potansiyelinin
bozulmasina ve tekrardan ekstrasellller ortama K* ve glutamat salinmasina neden olmaktadir.
Bu sure¢ hasar cgevresi depolarizasyonu olarak isimlendiriimektedir ve beyin felci sonrasi
gelisen hasarin yaklasik %20’sinden sorumludur (Dirnagl vd., 1999). Ek olarak, hlcre igerisine
giren Na+ iyonu CI- iyonunun da hucre igerisine girmesine neden olmaktadir. Olugan tuz
hicreler arasi sividan hiicre igerisine su ¢ekilmesine ve hiicrede édemin olusmasina neden
olmaktadir (McBride vd., 2016). Hlcre igerisine giren bir diger énemli iyon olan Ca*? hiicre
icerisinde birgok sinyal yolagini aktive ederek membran hasarina ve serbest radikallerin
tetiklenmesine neden olmaktadir. Ayrica hiicre igerisinde artan Ca*? seviyesi mitokondri
hasarina sebep olarak serbest radikallerle beraber hucrenin apoptoza gitmesine neden
olmaktadir (Kunimatsu vd., 2011; Liu vd., 2015).

2.3. Beyin felci tedavi yontemleri

Beyin felcinin bu zamana kadar bilinen tek tedavisi iskemi baglangicindan itibaren 6
saat icerisinde uygulanmasi gereken doku plazminojen aktivatérli tedavisidir. Bu tedavi
yontemi Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan kabul edilmis ve 1996°'dan beri

kullaniimakta olan tek tedavi yontemidir.

2.4. Sirkadiyen ritim

Sirkadiyen ritim molekuler olarak saat genlerinin aktivasyonu ile kontrol edilen biyolojik
bir déngidir. Sirkadiyen ritmin dizenlenmesinden ve devam ettiriimesinden sorumlu bir¢ok
gen ve transkripsiyon faktéri tanimlanmistir (Albrecht, 2017; Robinson vd., 2014). Bunlar
arasinda Period1 (Per1), Period2 (Per2), Period3 (Per3), Cryptochrome1 (Cry1),
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) sirkadiyen dongunin temel elemanlari olarak 6n
plana ¢ikmaktadir. Bu genlerden period ve cry genlerinin aktiviteleri transkripsiyon faktorleri
Bmal1/CLOCK heterodimeri tarafindan kontrol edilmektedir. Bmal1/CLOCK heterodimer
olusturduktan sonra period ve cry genlerinin promoter bolgesinde bulunan E-kutusu bolgesine
baglanarak bu genin aktiflestiriimesine neden olmaktadir (Jiang vd., 2016; Xue vd., 2016). Gen
ceviri islemi tamamlandiktan sonra Per ve Cry proteinleri c¢ekirdege ge¢mektedir.
Heterodimerize bir sekilde c¢ekirdekte bulunan Per ve Cry proteinleri CLOCK, Bmal1 ve

Npas2'nin transkripsiyon aktivitelerinin baskilanmasina neden olacaktir. Bu sekilde artan Per



ve Cry, negatif geri bildirim mekanizmalari ile beraber kendi aktivitelerinin azaltiimasina neden
olacaktir.

Sirkadiyen ritimden sorumlu genler suprakiazmatik nikleus disinda striatum,
hipokampus ve serebral korteks gibi farkli beyin bdlgelerinde de ritmik bir salinim
go6stermektedir (Ko vd., 2010). Biyolojik ritmi dlizenleyen proteinlerin homeostazi korumada ve
nérogenezi dizenlemede &énemli rolleri bulunmaktadir. Ayrica bu proteinlerin
ndrodejenerasyon sonrasi iyilesme mekanizmalarinda sorumlu oldugu bilinmektedir. Beyinde
nérogenezin gergeklestigi hipokampis seviyesinde sirkadiyen ritme bagl olarak CLOCK
genlerinin ekspresyonlarinin dizenlendigi hem protein hem de RNA seviyesinde belirlenmistir.
Noérogenezin ritmin karanlik periyodunda arttigi; yani 6grenme, blylime ve hafiza gibi
fonksiyonlarin sirkadiyen ritme bagl gergeklestigi yoninde cikarimlar yapiimistir (Bouchard-
Cannon vd., 2013). Bu bilgilere ek olarak onciil sinir hiicrelerinin bolinme hizlarinin aksam ve
gece suresince en ug seviyesine ulastigi bilinmektedir. Bunun sirkadiyen ritme bagl molekuller
tarafindan diizenlenip diizenlenmedigini belirlemek adina yapilan ¢calismalarda hipokampdste
olgunlagsmamis oncul sinir htcrelerinin saat proteinlerini Urettigi bulunmus ve ritimden sorumlu
bazi genleri (Per-1, Per-2, Bmal-1) kalitsal olarak silinmis hayvanlarda nérogenezin artis
gosterdigi tespit edilmistir (Bouchard-Cannon vd., 2013; Paul vd., 2012; Zheng vd., 2010). Bu
bilgilere ek olarak Akt/mTOR sinyal yolaklarinin beyin felcinin dizenlenmesinde 6nemli
gorevlerinin oldugu grubumuz tarafindan yapilan calismada ve ayrica literatlirdeki diger
calismalarda gésterilmistir(Beker vd., 2017; Kilic vd., 2017; Zheng ve Sehgal, 2010). Akt
protein, fosforlanmasini takiben GSK-3a ve GSK3B'yl inhibe ederek Period proteinlerinin
nukleusa gegcislerini yavaglatarak sirkadiyen geribildirim mekanizmasinin yavaslamasina ve
buna bagli olarak déngliniin uzamasina neden olmaktadir (Bouchard-Cannon vd., 2013; Malik
vd., 2015). Bu durumun genetik olarak susturulmus olan hayvanlardaki nérogenezi etkiledigi

dusUnUtlmektedir.

Sirkadyen ritim proteinler icerisinde en ¢ok dikkatimizi Bmal1 proteini cekmistir. Bmal1
gen mutasyonunun fare ve meyve sineginde (Drosophila m) yaslanma sureglerini hizlandirdigi
ve ayni zamanda reaktif oksijen radikal artisina neden oldugu gésterilmistir (Hood vd., 2017).
insanlarda yapilan calismalarda Alzheimer, Parkinson ve Huntington hastalarinda Bmal1

protein ifadesinin degistigi gdsterilmistir.

Bunun yaninda Bmal1 protein polimorfizminin Parkinson hastalik riskine katki sagladigi
veya eglik ettigi dugunulmektedir (Gu vd., 2015). Bunun yaninda sirkadyen ritim genlerinin
depresyon ve Alzheimer gibi ndrokognitif hastaliklarda rol oynadigi dusinilen genlerin

regllasyonuna da katildigi disundlmektedir (Li vd., 2013). Buna ilaveten oksidatif stres beyin
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felci, Alzheimer, Parkinson ve Huntington gibi nérodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisinde
rol oynamaktadir. Bu cercevede Bmal1 proteini antioksidan respons element transkripsiyon
faktor regllasyonunda rol oynadigi bilinmektedir (Lee vd., 2013). Bu cercevede yapmis
oldugumuz 6n g¢alismalar Bmal1 proteinin beyin felci gibi norodejeneratif hastaliklarin
patofizyolojisinde de rolunun olabilecegini gostermektedir. Buna ilaveten son yillarda yeni
hedef molekullerin bulunmasinda molekul etkilesim profillerine 6ncelik verilmektedir (Wang
vd., 2015). Onerilen bu projede oldugu gibi gelecekte yapilacak olan Bmal1 etkilesim profilinin
de arastiriimasi hem literatir hem de yeni hedef molekdllerin tespit edilmesi agisindan énem

tasimaktadir.

2.5. Sirkadiyen ritim ve beyin felci

Sirkadiyen ritme bagl olarak degisen kan basinci, kalp atim hizi, vicut sicakhgl ve trombosit
agregasyonu gibi faktérlerin beyin felcinin tetiklenmesinde énemli bir roli oldugu bilinmektedir
(Kubota vd., 1987). Buna bagh olarak beyin felci vakalarinin %44’G gibi blylk bir bolimu
sabah saatlerinde gorulmektedir. Ayrica ekibimiz tarafindan yapilan calismada beyin felci
sonrasi gelisen hasarin sirkadiyen ritim ile baglantili olarak degistigi gosterilmistir (Beker vd.,
2017). Yapilan bu calismada gece (00:00) beyin felci geciren farelerde sabah beyin felci
gegciren (06:00) farelere gore néronal sagkalimin arttigi, apoptotik hiicre 8liminin ise azaldigi
gbzlemlenmigtir. Ayrica sabah (ZT0, 06:00) beyin felci gegirenlere gbre gece beyin felci
gegciren farelerde sirkadiyen ritim proteinleri Bmal1, Per1 ve CLOCK proteinlerinin seviyeleri
arttig1 ve bunlarla beraber néronal sagkalimin arttigi, apoptotik hiicre sayisinin ise azaldigi

gOsterilmistir (Beker vd., 2017).



3. GEREC VE YONTEM

3.1 Deney Gruplari

Bmall proteininin beyin felci sonrasi patofizyolojik surecler, plastisite ve fonksiyonel
geri kazanimdaki rolunu arastirmak amaciyla, Bmal1 geni kodlamayan transgenik farelerin
kullaniimasi planlanmistir. Bunun yani sira, lentiviral yontemlerle Bmal1 protein seviyesi
arttirlmis veya azaltilmis dogal tur farelerin de, kullaniimasiyla elde edilen sonuglarin
dogrulugu valide edilebilmistir. Beyin felci modeli olarak, gérece daha hafif hasara neden olan
30 dakikalik orta serebral arter tikanmasi metodu (Beker vd. 2015) kullaniimistir. Bu amag icin
deney gruplari belirlenirken, kontrol grubu (Lv-Kontrol), Bmal1 proteininin lentiviral ydntemlerle
normalden c¢ok ifade edildigi grup (Lv-Bmall), Bmall proteininin ifadesinin lentiviral ShRNA
yontemiyle baskilandigi grup (Bmal1 shRNA) ve Bmal1 proteininin hig¢ tretilmedigi transgenik
hayvan ve bu deney gruplarina uygun kontrol gruplari (Bmal1 shRNA icin kontrol shRNA ve
Bmall knockout icin dogal tir) kullanilmasi 6nerilmistir. Bmall transgenik fare ve shRNA
yontemiyle dogal tir farenin Bmal1 Uretiminin baskilanmasi gruplarinin karsilastiriimasiyla
birlikte, dogustan itibaren Bmal1 proteini olmayan (Bmal1 transgenik fare grubu) ile iskemi
sirasinda Uretimi baskilanmis Bmal1'in (shRNA grubu) karsilastiriimasi sonucu sirkadyen bir
protein olan Bmal1'in sistemik bir etkisini olup olmadidi da arastirilabilmistir. 3 farkli ana grubun
kendi kontrolleri ile toplam 6 farkl grup olusturulmustur. Bu gruplar;
Lv-Bmall: Aril Hidrokarbon Reseptor Taslyicisi (Bmal-1) protein seviyesini arttirmak icin
molekdiler klonlama teknikleri kullanilarak fare Bmal1’in geninin kodlama bdlgesi (NCBI
referans numarasi: NM_007489.4) lentiviral vektdére klonlanmistir. Beyin felci
operasyonlarindan 7 gun ©6nce iskeminin induklenecedi striatum seviyesine beyin igin
enjeksiyon ile lentiviris verilmistir. Bu sayede iskemi sirasinda Bmal1 protein seviyesi
arttirilmistir.
Lv-Kontrol: Lv-Bmal1 grubunun kontrolii amaciyla beyin felci operasyonlarindan 7 gin dnce
farelerin striatum seviyesine klonlama bdlgesinde herhangi bir gen dizisi icermeyen lentivirts
enjeksiyonu yapilmistir. Bu sayede lentiviral vektorin veya lentiviris enjeksiyonunun herhangi
bir etkisinin olup olmadigi arastirilabilmistir.
Bmall shRNA: Bmal1 genini hedef alan lentiviral ShRNA beyin felci operasyonlarindan 7 gin
once iskeminin induklenecegi striatum seviyesine beyin ici enjeksiyon ile verilmistir. Bu sayede
beyin felci sirasinda Bmal1 protein seviyesi azaltilmistir.
Kontrol shRNA: Bmal1 shRNA grubunun kontroli amaciyla; fare genomunda herhangi bir
geni hedef almayan oligontkleoid dizisi iceren lentiviral ShRNA beyin felci operasyonlarindan
7 gln Once beyin ici enjeksiyon teknidi kullanilarak striatum seviyesine uygulanmistir. Bu

sayede gen susturma igin kullanilan lentiviral vektorin etkisinin olup olmadigi gdézlemlenmistir.



Bmall knockout: Bmal1 geninin ekzon 4 ve ekzon 5 bdlgesinde hedeflenmis mutasyon
yapilarak elde edilen transgenik farelerde Bmal1 protein ifadesi bulunmamaktadir. Bu sayede
Bmal1 genine sahip olmayan farelerde beyin felci sonrasi gelisen sireglerin incelenmesi
saglanmistir.

Dogal tir: Bmall knockout grubunun kontroli igin Bmal1 gen ifadesi bulunan dogal fare
(C57BL6/J) grubudur. Bu sayede Bmall knockout grubundaki Bmal1 genini icermeyen
C57BL6/J farelerin etkisi arastirilabilmigtir.

Yukarida belirtilen gruplarin amag ve hedef béliminde belirtilen hedeflere ulasabilmesi icin 3

farkli deney seti tasarlanmistir.
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Sekil 3.1.1 Deney plani.

Bu calismada 155 adet 8-12 haftalik erkek C57BL6/J ve 31 adet Bmal1 geni silinmis
erkek transgenik fare (B6.129-Arntltm1Bra/J, 009100, Jackson Laboratory) olmak Uzere
toplam 186 adet fare kullaniimistir. Farelere 30 dakikalik orta serebral arter (OSA) tikanmasi

metodu uygulanmistir. Bu metot iskeminin indiklendigi hemisferde néronal hiicre hasarinin ve



apoptotik hucre 6lumundn arastiriimasi igin en uygun metot oldugu i¢in secilmigtir (Hermann
vd., 2001b; Kilic vd., 2008).

Set 1. Bmal?’in beyin felci sonrasi gelisen ndronal hasar ve apoptotik hiicre 6limu Uzerine
olan etkilerini arastirmak amaciyla beyin felci operasyonlarindan 7 gin Once beyin igi
enjeksiyon ile Lv-Bmall, Lv-Kontrol, Bmall shRNA, kontrol shRNA veya PBS (Bmall knockout
ve dogdal tur igin) enjeksiyonlari yapilmistir. 7 giin sonra 30 dk OSA tikanmasini takiben 72
saat reperflizyon gercgeklestirilmistir. Dogal tir ve Bmal1 geni silinmis transgenik farelere ise
enjeksiyonun kontroli amaciyla yine iskemiden 7 gun o6nce c¢oéziclu (PBS) enjeksiyonu
yapilmistir. 72 saat sonunda sakrifiye edilen farelerden alinan koronal kesitlerden DNA
fragmantasyonu ve noéronal sagkalim analizi yapiimistir. EK olarak bu deney setinden elde
edilen protein orneklerinden Bmal1 ile etkilesime giren proteinlerin proteomik analizini

gerceklestirmek icin co-IP (es-immunopresipitasyon) metodu kullaniimistir.

Set 2: Beyin felci operasyonlarindan 7 gun once beyin i¢i enjeksiyon teknigi kullanilarak Lv-
Bmal, Lv-GFP, Bmal1 shRNA veya kontrol shRNA virisleri iskeminin indiklenecegi sol
hemisfere verilmigtir (Cheng vd., 2011; Shruster vd., 2012). Dogal tir ve Bmal1 geni silinmis
transgenik farelere ise enjeksiyonun kontroli amaciyla yine iskemiden 7 giin énce ¢dzlci
(PBS) enjeksiyonu yapilmistir. Beyin i¢i enjeksiyonundan (¢ gun sonra (beyin felci
operasyonundan 4 giin dnce) operasyon oncesi (baseline) davranis deneyleri yapiimistir. 30
dk’hk beyin felci operasyonlari filament teknigi kullanilarak indiklendikten sonra reperfizyonun
3., 14., 28. ve 42. gunlerinde davranig testleri tekrarlanmistir. Ayrica beyin felci sonrasi yeni
olusan veya farkhlasan hicreleri takip edebilmek i¢in beyin felci operasyonlarindan ¢ gin
sonra Uger gun araliklarla farelere periton igi enjeksiyon yontemiyle 100 mg/kg dozunda 5-
bromo-2"-deoksitridine (BrdU, B5002, Sigma Aldrich) verilmistir. Ek olarak, kontralateral
hemisferden ipsilateral hemisfere uzatilan aksonal projeksiyonlarin degerlendirilebilmesi icin
kontralateral hemisferin motor korteks seviyesine biyotinlenmis dekstran amine (BDA, D1956,
Invitrogen) enjeksiyonu yapilmis ve 10 giin anterograt bir sekilde tasinmasi igin beklenmistir.

55. guinde fareler kardiyak perflizyon ve fiksasyon yontemi kullanilarak sakrifiye edilmistir.

Set 3: Sirkadiyen ritmin dizenlenmesinde énemli bir roli bulunan Bmal1 proteininin beyin felci
sonras! uzun donemdeki rolund arastirmak icin bu deney seti dizenlenmigtir. 55 gun sonra
Ozellikle sirkadiyen ritmin duzenlenmesinde gorevli olan sirkadiyen ritim proteinleri ve plastisite
ile ilgili protein seviyeleri belirlenmistir. Ek olarak bu deney setinden elde edilen protein
orneklerinden Bmal1 ile etkilesime giren proteinlerin proteomik analizini gergeklestirmek igin

co-IP (es-imminopresipitasyon) metodu kullaniimistir.



3.2. Lentiviris Uretimi

Laboratuvarimizda rutin olarak lentiviral klonlamalar ve virus Uretimi yapiimaktadir.

3.2.1. Lentiviral vektorler

Bu calismada yuksek miktarda viris partikili elde edebilmek amaciyla ikinci
jenerasyon lentiviral vektorler tercih edilecektir. Projemizde, paketleme plazmidi olarak psPAX
(https://www.addgene.org/12260/) ve zarf plazmidi olarak pMD2.G
(https://www.addgene.org/12259/) kullaniimigtir. Ekspresyon plazmidi olarak GFP iceren
bisistronik vektor (Lenti-CMV-GFP-2A-Puro Vector, ABM) kullaniimistir.

3.2.2. Lentiviral vektorlerin hazirlanmasi

Yaptigimiz 6n ¢alismalarda fare Aril Hidrokarbon Reseptér Taslyicisi (Bmal-1) geninin
kodlama bdlgesi (NCBI referans dizisi: NM_007489.4) fare néroblastoma hiicresi cONA’sindan
ileri primer (5’- AGT CAG TCG ACT TCC TTC CAA TGG CGG AC -3’) ve geri primer (AGT
CAG GAT CCC TAC AGC GGC CAT GGC A -3’ kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
kullanilarak ¢ogaltiimistir. PZR sonrasinda elde edilen 6rnekler %1’lik agaroz jel kullanilarak
yuratulmas ve 1881 baz ciftine denk gelen bant kesilerek jelden DNA izolasyonu Kiti
(PureLink™ Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit, Invitrogen) kullanilarak
izole edilmistir. Elde edilen DNA UrinU ve bisistronik vektor, Sall (FD0644 Thermo Fisher) ve
BamHI (FD0054 Thermo Fisher) kesim enzimleri kullanilarak kesilmistir. PZR Grunu ile
klonlamanin yapilacagi bisistronik vektériin konsantrasyonlari belirlendikten sonra ligasyon
reaksiyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen ligasyon urinleri soguk 100mM CaCl; ile kompetent
hale getirilmis olan Stbl3 bakterilerine 1s1 soku yontemi kullanilarak transformasyon yapilmigtir.
Sonrasinda bakteriler kanamisin iceren LB agarda cogaltilarak antibiyotige direncli olarak
¢ogalmis olan kolonilerden Bmal1 genini igeren koloniler tespit edilmis ve gen dizisinin

dogrulugu konfirme edilmistir.

Bmal1 genini susturmak amaciyla shRNA yontemi kullaniimistir. Bu amacla Bmal1
genini hedef alan dort farkli shRNA (dizileri Tablo 1’de verilmistir) lentiviral vektoére (pLVTHM
(https://www.addgene.org/12247/)) klonlanmistir. Ayrica shRNA icin kullanilan lentiviral
vektorin herhangi bir etkisinin olup olmadidi ise kontrol shRNA (scrambled shRNA) ile
belirlenmigtir. shRNA Uretimi icin birbirine komplementer olacak sekilde ileri ve geri
oligonukleotid dizisi sentezlettiriimistir. Sonrasinda bu diziler 95 °C’de 5 dk isitildiktan sonra
oda sicakliinda kademeli olarak sogumalari saglanmistir. Sonrasinda elde edilen érnekler ve
shRNA vektoru ligasyon ydontemi kullanilarak birlestirilmigtir. Transformasyon igin yukarida

anlatilan protokol uygulanmigtir. Transformasyon sonrasinda érnekler ampisilin iceren LB agar



besi yerinde buyGtiimustir. Elde edilen kolonilerin shRNA dizilerini igerip icermedigi DNA

dizilime yéntemi kullanilarak belirlenmisgtir.

3.2.3. Lentiviral vektorlerin gogaltiimasi

Dizileme sonucunda dogrulugu konfirme edilen plazmidlerin virls Uretiminde
kullaniimalar igin yuksek miktarda Uretilmeleri gerekmektedir. Bu amagla yukarida anlatildigi
gibi plazmidler Stbl3 susu kompetent bakterilere transformasyon ile verilmis ve bakteriler
uygun antibiyotik (GFP ve Bmal1 ekspresyon plazmidi icin kanamisin; shRNA, psPAX ve
pMD2.G icin ampisilin) iceren sivi besi yeri icerisinde bir gece slresince ¢ogaltiimistir. Ertesi
gun bakterilerden ylksek 6lcekli ve endotoksin icermeyen plazmid izolasyonu saglayan bir kit
kullanilarak (D4203, MaxiPrep Zymo Research) plazmidlerin izolasyonu yapilmistir.
Tablo 1. Bmal1 shRNA ve Kontrol shRNA icin pLVTHM vektdriine klonlanacak olan DNA

dizileri.

Bmall shRNA-1
Pf

CGC GTCCCCGGATGGCTGTTC AGC ACATGATTC AAG AGATCATGT
GCT GAACAG CCATCCTTT TTG GAA AT

Bmall shRNA-1
Pr

CGATTT CCA AAA AGG ATG GCT GTT CAG CAC ATG ATC TCT TGA ATC
ATG TGC TGA ACA GCC ATC CGG GGA

Bmall shRNA-2
Pf

CGC GTC CCC GCA AAC TAC AAG CCAACATTT TTC AAG AGA AAATGT
TGG CTT GTAGTTTGC TTT TTG GAA AT

Bmall shRNA-2
Pr

CGA TTT CCA AAA AGC AAA CTA CAA GCC AAC ATT TTC TCT TGA AAA
ATGTTG GCT TGT AGT TTG CGG GGA

Bmall shRNA-3
Pf

CGC GTCCCC GCAACAGGCCTT CAGTAAAGG TTC AAGAGACCTTTA
CTGAAG GCCTGTTGCTTT TTG GAA AT

Bmall shRNA-3
Pr

CGATTT CCA AAA AGC AAC AGG CCT TCA GTA AAG GTC TCT TGA ACC
TTT ACT GAAGGC CTG TTG CGG GGA

CGC GTCCCC GGAACG TCT AGG CGC TAACAATTCAAGAGATTGTTA
GCG CCT AGACGT TCCTTT TTG GAA AT

CGATTT CCA AAA AGG AAC GTC TAG GCG CTA ACAATC TCT TGA ATT
GTT AGC GCC TAG ACG TTC CGG GGA

Kontrol shRNA Pf

Kontrol shRNA Pr

3.2.4. Lentiviris liretilmesi ve saflastiriimasi

Virls paketlemesi icin HEK293T hilcre hatti kullaniimaktadir. Bu hiicre hatti virls
dretimi icin rutin olarak kullanilan ve ekibimiz tarafindan uzun yillardir ¢aligilan bir hiicre
hattidir. Hucrelerinin kaltir ortami (DMEM, P04-01158, Pan Biotech) %10 Fetal sigir serumu
(FBS; P30-1985, Pan Biotech), esansiyel olmayan amino asitler (P08-32100, Pan Biotech) ve
%1 oraninda stabil glutamin (Glutamax-I;35050, Gibco) icermektedir. Hiicreler %5 CO, igeren
37 °C inkUbatérde (Heracell 150i, Thermo Fisher) ¢cogdaltiimaktadir ve yaklasik olarak 3 gun
araliklarla alt kulturler yapilmaktadir.

Virds Uretimi icin 10 cm’lik petri kaplarina 7 milyon HEK293T hdcresi ekimi yapilmistir.
Ertesi gun 7 ug ekspresyon plazmidi (Bmal1 veya GFP) veya shRNA plazmidi (Bmal1 shRNA
veya kontrol shRNA), 7 ug psPAX ve 3.5 ug pMD2.G plazmidi Lipofectamin 3000 (L3000015,
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Thermo Fisher) transfeksiyon kiti kullanilarak hucrelere verilmigtir. Lipofectamine 3000 ile
olusturulacak olan DNA-lipit kompleksi hlcrelerin (zerine damla damla eklenerek 6 saat
suresince %5 CO; 37 °C inkubatorde (Heracell 150i, Thermo Fisher) inkibasyona alinmistir.
6 saat sonrasinda hlcrelerin kiltir ortami taze kudltir ortami ile degistirilmigtir.
Transfeksiyondan 24 ve 52 saat sonrasinda kilttr ortamlari toplanarak 2000 rpm’de 4 °C’ de
10 dk slresince santrif(j edilmistir. Sonrasinda 6rnekler 0,45 pm’lik filtrelerden gecirilerek
ultrasantrif(j tiplerine (344058, Beckman Coulter) alinacaktir. Doért °C, 100,000 g’de 120 dk
suresince santriflij edilen 6rneklerden elde edilen pellet dPBS kullanarak ¢ézdurtlerek alikotlar

halinde -80 °C’de saklanacaktir.

3.2.5. Titrasyonun belirlenmesi

Akis Sitometrisi ydontemi kullanilarak Uretilen virtslerin titrasyonu yapilmistir. Bu amacla
6- kuyucuklu hiicre plakasina HCT116 hiicre hattinin ekimi yapilmis ve bir gece hicrelerin
plaka yuzeyine tutunmalari igin %5 CO; iceren 37 °C inkubatdrde bekletilmistir. Ertesi gin
dPBS kullanilarak virlslere seri dilisyonlar uygulanarak hticrelerin tzerine eklenmistir. Virls
eklendikten 24 saat sonra hiicrelerin bulundugu sivi besi yeri taze besi yeri ile degistirilmigtir.
Virtslerin eklenmesinden 72 saat sonra titrasyon belirleme ¢alismalari yapiimistir. Bunun igin
hicrelerin besi yerleri ¢ekilecek,750 pl dPBS ile yikanacak, 200 pl %0,25'lik tripsin/ EDTA
(25200056, Gibco) kullanilarak hicrelerin plakadan ayrilmasi saglanmistir. Enzimatik aktiviteyi
durdurmak amaciyla hicrelerin Gzerine 750 ul hicre kiltlrt besi yeri eklenmistir. Sonrasinda
500 g’de 5 dk slresince santriflij yapilarak hicreler ¢okturtiimastir. Cokturilen hiicreler %1
PFA iceren dPBS igerisinde fikse edilmis, tekrar ¢oktlrilerek dPBS igerisinde siUspansiyon
haline getirilmistir. Daha sonra, Akis sitometrisi cihazi (Cell Sorter, BD Influx) kullanilarak GFP
pozitif hiicreler analiz edilmis ve virlis titrasyonu hesaplanmistir. Biitiin gruplara 1.6 x 107 viriis
partikult 2 pl 0.1 M PBS iginde beyin ici enjeksiyon ile striatum seviyesine verilmigtir (Hermann
vd., 2001a; Kim vd., 2014). Titrasyon ve volum belirlenmesinde daha 6nce yapmis oldugumuz

calismalar dikkate alinmistir (Kilic vd., 2002).

3.3. Transgenik hayvanlarin giftlestiriimesi ve takibi

Bmal1’i silinmis transgenik farelerin (B6.129-Arntltm1Bra/J, 009100, Jackson
Laboratory) alimi ve bakimi istanbul Medipol Universitesi MEDITAM tarafindan
desteklenmistir. Fareler yurtdisindan alinmistir ve Uretimleri basatiimigtir. Bu farelerin
sirkadiyen ritimden sorumlu olan Bmal1 geninin ekzon 4 ve ekzon 5 bdlgesinde hedeflenmis
mutasyon yapilmigtir ve ayrica bu bolgelere neomisin bolgesi eklenmigtir. Bu transgenik
farelerin Uretimi icin dogal tir C57BL6 fareler ile heterozigot B6.129-Arntltm1Bra/J fareler

ciftlestiriimigtir. Elde edilen farelerin Bmal1 mutant olup olmadidini analiz edebilmek igin
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genotipleme yapilmistir. Bunun igin standart polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) kullaniimigtir.
Bu amacla Bmal1 mutant ve yaban tipi igin ortak ileri primer 5’- GCC CAC AGT CAG ATT GAA
AAG -3’ kullanmiimistir. Bmal1 mutant igin 5’- GCC TGA AGA ACG AGA TCA GC -3’ ve dogal
tlricin 5’- CCC ACA TCA GCT CAT TAA CAA -3’ geri primerleri kullaniimistir.

3.4. Beyin ici enjeksiyon yontemiyle lentiviriis verilmesi

Lv-Bmall, Lv-Kontrol, Bmal1 shRNA ve kontrol shRNA gruplarinda kullanilan farelere
beyin ici enjeksiyon yéntemi kullanilarak gruplarina uygun lentiviris verilmistir. Kontrol
gruplarina ise sadece ¢ozlicu (dPBS) verilmistir. Bu amacla deney hayvanlari gaz anestezi
sistemi ((%1 izofluran (NO015A09, Adeka) (%30 O, kalani N.O)) kullanilarak anesteziye
alindiktan sonra stereotaktik cerceveye (frame) (50260, World Precision Instruments)
sabitlenmistir. Kafatasi derisine yapilan klguk bir kesi sonrasinda, iskeminin yapilacagi sol
hemisferin striatum seviyesine (Bregma 0, lateral 2,5 mm) tur aleti (H37L1, Marathon, Kore)
kullanilarak bir delik agiimistir. Buradan hamilton enjektort vasitasiyla korteks seviyesinden
2,5 mm igeri girilerek lentivirUslerin enjeksiyonlari yapilmistir. Enjeksiyon sonrasinda hamilton
enjektdrinun ignesi beyine zarar vermemek icin yavas bir sekilde ¢ikartiimistir. Daha sonra

kesilen deri 5,0 ipek dikis ipligi (S1165, Dogsan) kullanilarak cerrahi olarak dikilmigtir.

3.5. Beyin felci metodu

Deney gruplarinda kullanilan fareler gaz anestezi sistemi (%1 izofluran (NO015A009,
Adeka) (%30 O., kalani N2O)) kullanilarak anesteziye alinmistir. Hayvanlarin operasyonlar
suresince viucut sicakliklar homeotermik isitma sistemiyle (55-7020, Harvard Apparatus) 36,5-
37,0 °C arasinda tutulmustur. OSA’nin besledigi beyin bdlgesindeki kan akimi kafatasi kemigi
uzerine yerlestirilen (Bregma -2 mm posterior; 6 mm lateral) Laser Doppler flowmetre (LDF)
cihazinin (Perimed) fiber optik probu sayesinde anlik olarak izlenmistir. Beyin felci metodu
filament teknigi kullanilarak gergeklestiriimistir. Kisaca farelerin boyun bdlgesine yapilacak
kiiguk bir kesi sonrasinda karotid arterler izole edilmistir. Kommon karotid arter ve eksternal
karotid artere 6,0 ipek (S1165, Dogsan) iple dugum atildiktan sonra internal karotid arter gegici
olarak bir mikrovaskuler klips (FE691, Aesculap) yardimiyla kapatiimistir. Kommon karotid
arter Uzerine damar makasi vasitasiyla yapilan ufak bir kesi sonrasi 7,0 kalinhdindaki
monofilament (701934PK5Re, Doccol) OSA'in girisine kadar ilerletiimistir. Direng
hissedilinceye kadar internal karotid arter icerisinde yaklagik olarak 9 mm distal yonde
ilerletilmigtir. 30 dakikalik beyin felci operasyonundan sonra monofilament geri cekilerek
reperfuzyon baslatiimistir (Beker vd., 2015). Reperflizyonun kontroli amaciyla LDF kayitlari
reperflizyon baslangicindan itibaren 20 dk daha takip edilmistir.
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3.6. Aksonal tracer uygulamasi

iskemiden sonra kontralateral hemisferden ipsilateral hemisfere uzatilan aksonlarin
degerlendirilebilmesi icin tracer enjeksiyonu yapilmigtir. Ekibimiz tarafindan rutin olarak tracer
enjeksiyonlari yapilmakta ve aksonal projeksiyonlar yuksek ¢6zunurlukli mikroskoplar
vasitasiyla analiz edilebilmektedir (Kilic vd., 2014). Bu tecrubemizden yola ¢ikarak beyin
felcinden 45 gln sonra fareler gaz anestezi sistemi ile anesteziye alindiktan sonra stereotaktik
cerceveye (frame) yerlestiriimistir. Sonrasinda kafatasi tur aleti kullanilarak kontralateral
hemisferde bregmaya 0,5 mm rostral ve 2,5 mm lateral koordinatlar delinmistir. Sonrasinda
hamilton enjektdrtu vasitasiyla %10 biyotinlenmis dekstran amin (BDA, D1956, Invitrogen)
kontralateral hemisfere verilmistir. Her fareye toplam 2,1 ul BDA motor kortekse rostral, medial
ve kaudal olarak esit olacak sekilde dagitiimistir. Bunun i¢in hamilton enjektorinin ignesi orta
cizgiye 45°, 90° ve 135° aclyla 1,5 mm derinlige batiriimistir (Herz vd., 2012). Sonrasinda
farelerde acilan yara 5,0 ipek dikis ipligi (S1165, Dogsan, Turkiye) kullanilarak kapatilmistir.
Tracer enjeksiyonu yapilan farelere enjeksiyondan 10 gin sonra (beyin felcinden 55 gun

sonra) kardiyak perfiizyon/fiksasyon yéntemi kullanilarak sonlandiriimistir.

3.7. Deneyin sonlandirilmasi ve beyin kesimi

Set 1 i¢in kullanilan fareler ylksek doz anestezik kullanilarak sakrifiye edildikten sonra
beyinleri hizli bir sekilde ¢ikartilmis ve kuru buz tGzerinde dondurulmustur. Sonrasinda, kryostat
cihazi (CM1950, Leica) kullanilarak, 30 dk OSA tikanmasi metodu o6zellikle striatum
seviyesinde hasar olusturdugu igin, striatum seviyesinden 18 um kalinliginda koronal kesitler
alinmistir. Ayrica protein ¢alismalari i¢in yine striatum seviyesinden doku érnekleri alinmigtir.
Kesitler 1sitici tabla kullanilarak 40 °C’de fikse edildikten sonra protein 6rnekleri ile beraber -

80 °C dondurucuda muhafaza edilmisgtir.

Set 2 igin kullanilacak fareler 30 dk OSA tikanmasini takiben 55 glin sonra ylksek doz
anesteziye alindiktan sonra farelere 0,1 M fostat tamponlu salin ¢ozeltisi PBS kullanilarak
transkardiyal perfizyon ve sonrasinda %4 PFA ile fiksasyon gergeklestiriimistir. Beyinler
cikartildiktan sonra 3 saat suresince %4’luk PFA’da inkibe edilerek post fiksasyona tabi
tutulmus ve ardindan %30’luk sukroz ¢dzeltisine alinarak ¢dkene kadar bekletilmistir. Coken
beyinler kuru buz uUzerinde dondurulduktan sonra kryostat cihazi kullanilarak striatum, red
nukleus ve fasiyel nukleus seviyelerinden 18 uym kalinhiginda kesitler alinmigtir. Kesitler isitici

tabla kullanilarak 40 °C’de fikse edildikten sonra -80 °C dondurucuda muhafaza edilmigtir.

Set 3 icin kullanilacak fareler 30 dk OSA tikanmasi takiben 55 gun reperfizyon

sonunda ylksek doz anestezik kullanilarak sakrifiye edilmistir. Beyinler hizli bir sekilde
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cikartilarak kuru buz tzerinde dondurulduktan sonra iskemik ve iskemik olmayan hemisferin
striatum seviyelerinden doku &rnekleri alinmis ve protein analizleri yapilincaya kadar -80 °C

dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.8. Davranis deneyleri

Davranis deneyleri istanbul Medipol Universitesi Tibbi Arastirmalar Merkezi’nde
(MEDITAM) bulunan davranig laboratuvarlarinda gergeklestiriimistir. Ozellikle farelerde
gerceklestirilen davranis deneyleri Uzerinde ekibimizin uzun yillar siren bir tecribesi
bulunmaktadir. Tim davranis deneyleri uygun sicaklik, 1sik ve ses yalitimi yapiimis 6zel
davranis odalarinda gerceklestiriimistir. Fareler davranis testlerine alinmadan énce yaklasik

30 dk éncesinde davranis testlerinin yapildigi odaya alistiriimistir.

3.8.1. El cekme ve kavrama gucii testi

Fonksiyonel geri kazanimin belirlenmesi icin laboratuvarimizda grip strength testi
uygulanmaktadir. Bu test yardimiyla hem 6n iki elin hem de beyin felci sonrasi etkilenen elin
kavrama gucunu 6lgmek icin kullaniimaktadir. Kavrama glcini o6lgmek igin 6zel olarak
tasarladigimiz ve ucunda ucgen bir tel bulunan Newton metre (Medio-Line Spring Scale,
metric, 300 g, Pesola AG, isvigre) kullaniimaktadir. Bu ¢calismada deney dizayninda belirtilen
gunlerde farelerin hem c¢ift el hem de beyin felci sonrasi etkilen sag ellerinin (sol el medikal
bant kullanilarak baglanacaktir) kavrama gici Ol¢ulmustar. Fareler kuyruklarindan tutularak
tele yaklastirildiklarinda igglidisel olarak teli kavrayacaklardir. Kuyruklarindan cekildikleri
zaman teli birakmak istemeyeceklerdir. Birakmak zorunda kaldiklari maksimum el kavrama
glict degeri Newton cinsinden belirlenmigstir. Her test belirtilen ginlerde bes tekrar olarak
sekilde yapiimistir. Bes tekrar sonrasi ortalamalar hesaplanmistir. Daha sonra operasyon

oncesinde ve sonrasinda alinan degerler karsilastiriimigtir.

3.8.2. Rotarod motor koordinasyon testi

Motor koordinasyonun belirlenmesi igin rotarod testi uygulanmistir. Rotarod cihazinda
(Ugo Basile) ortada giderek hizlanan (4’den 40 rpm’e 245 saniyede) bir mil Gzerinde farelerin
kaldig1 stre hesaplanmistir. Rotarod tUzerindeki mil hizlandikga farelerin koordinasyon kurmasi
zorlagacaktir. Test stresi maksimum 5 dakikadir. Motor koordinasyon testi her fareye deney
planinda gdsterilen davranig glnlerinde bes tekrar olacak sekilde yapilmigtir. Beg tekrar
sonras| ortalamalar hesaplanmigtir. Daha sonra operasyon 6ncesinde ve sonrasinda alinan

degerler karsilastiriimigtir.
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3.8.3. Kuyruktan asma testi

Kuyruktan asma testi depresyonun belirlenmesinde kullanilan énemli bir davranis
testidir. Bu testte fareler kuyruklarinin yaklagik ugte birlik boliminden yerden 50 cm
yukseklikte bulunan demir bir aparata asilmistir. 5 dakikalik toplam test slresi boyunca
farelerin hareketli ve hareketsiz kaldi§1 streler belirlenmistir. Daha sonra operasyon dncesinde

ve sonrasinda alinan deg@erler kiyaslanacak ve depresyon degerlendirilmistir.

3.8.4. Acik/kapali alan testi

Acik kapali alan testi anksiyetenin belirlenmesinde kullanilan énemli bir testtir. 20 cm x
40 cm Olgllerinde yarisinin Gzeri kapali olan bir kutudan olusan testte agik ve kapali alanlar
arasinda farelerin giris cikis yapabilecekleri bir aciklik bulunmaktadir. Fareler aydinlik alana
birakildiktan sonra 10 dk sliresince acgik/kapali alan testinde kalmislardir. Farelerin aydinlik ve

karanlik alanlarda gecirdigi stireler hesaplanmis ve anksiyete ile iligkilendirilmistir.

3.8.5. Acik alan testi

150 cm c¢apinda ve 35 cm yuksekliginde olan bir ucu kapatilmis silindir seklinde olan
davranis Unitesi kullanilacaktir. Silindir tepeden izlenen bir kamera ve Anymaze (Stoelting Co)
programi yardimiyla sanal olarak ¢ farkli alana bélinmustir. Bu amagla silindir bilgisayar
programi vasitasiyla merkez, gecis ve kenar alanlari olmak tzere ¢ farkl alana ayrilmigtir.
Her bir fare acgik alan testinde 10 dk slresince kalmistir. Daha sonra operasyon dncesinde ve

sonrasinda alinan degerler kiyaslanmis ve lokomotor aktivite degerlendirilmigtir.

3.8.6. Yiikseltilmis 0-labirenti (Elevated 0-Maze)

Yerden 50 cm yukseklikte, 50 cm capinda ve 5,5 cm genigliginde olan yuvarlak
platformun 90° karsilikli olacak sekilde 15 cm yUkseklikte i¢ ve dis duvarlarla birlikte kapali
alan denilen boélumu olusturulmustur. Kalan bélumler ise acgik bolge olarak isimlendiriimektedir.
Fareler platform Uzerinde kapal olana konulmus ve 10 dk siresince kamera ve Anymaze
bilgisayar programi vasitasiyla gézlemlenmigtir. Hayvanlar 4 ayaqi ile birlikte tamamen bir
bolgeye girdiginde kayit yapilir. Bolgelere giris sayisi motor aktivite ile korelasyon
goOstermektedir. Hayvanlarin korunmasiz bolgelerde gegirdigi sure davranig, endise ve korku
belirtisi olarak degerlendiriimektedir. Farelerin acik ve kapali alandaki gegcirdikleri sireler

degerlendirilmigtir.
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3.9. immiinofloresan boyamalar
3.9.1. NeuN boyamasi ile néronal sagkalim analizi

Striatum seviyesinden alinan beyin kesitleri oda sicakliginda %4 PFA ile fikse edildikten
sonra PFA artiklarindan uzaklasmak icin 0,1 M PBS kullanilarak yikanmistir. Bloklama
asamasi i¢cin 0,1 M PBS igerisinde %0,3 Triton X-100 ve %10 normal keg¢i serumu (NGS;
G9023, Sigma Aldrich) kullaniimistir. Bloklama sollsyonu beyinlerin Gzerine eklendikten sonra
ornekler 1 saat slresince oda sicakliginda inkibe edilmistir. Bu asamadan sonra drnekler
tekrardan 0,1 M PBS ile yikandiktan sonra bir gece suresince 4 °C’de Alexa Fluor 488 konjuge
monoklonal anti-NeuN (Mab377X, Chemicon) ile inkiibe edilmistir. Bir gecelik inkiibasyon
sonrasinda oérnekler oda sicakliginda yikanmis ve 4'.6-diamidino-2-phenylindole (DAPI;
D9542, Sigma Aldrich) ile cekirdek boyamasi yapilarak floresan isimanin solmasini engelleyici
kapatma sivisi (F4680, Sigma Aldrich) kullanilarak lamel ile kapatilmistir. Ornekler daha sonra
Zeiss LSM 780 (Carl Zeiss) mikroskobu kullanilarak géruntilenmistir. ipsilateral (iskemik) ve
kontralateral (iskemik olmayan) striatumdan belirlenen 62.500 um?lik 9’ar farkli alandan NeuN

ve DAPI pozitif hiicreler sayilmistir (Beker vd., 2017; Caglayan vd., 2017).

5.9.2. TUNEL boyamasi ile apoptoz tayini

iskemik striatum seviyesinden DNA kiriklarinin analizi igin terminal transferase
biotinylated-dUTP Nick End Labeling (TUNEL; 11684795910, Roche) kiti kullaniimistir.
Kesitler %4 PFA ile fikse edildikten sonra PBS ile yikanmigtir. Oda sicakhiginda normal kegi
serumu (NGS; G9023, Sigma Aldrich) kullanilarak érneklere bloklama iglemi yapiimigtir.
inkiibasyon sonunda TUNEL karigiminin enzim ve substrati karigtirilarak érneklerin tizerine
eklenmistir. 37 °C’de 70 dk suresince reaksiyon gerceklestirildikten sonra 1 M PBS ile
reaksiyon durdurulmustur. Son olarak hicrelerin ¢ekirdekleri DAPI (D9542, Sigma Aldrich) ile
isaretlendikten sonra drnekler floresan isimanin solmasini engelleyici kapatma sivisi (F4680,
Sigma Aldrich) kullanilarak lamel ile kapatilmistir. Ornekler LSM 780 (Carl Zeiss) konfokal
mikroskopu kullanilarak gorintilenmistir. Bu amagla iskemik striatum seviyesinden belirlenen
62.500 um?lik 9'ar farkl alandan TUNEL ve DAPI pozitif hiicreler analiz edilmistir (Kilic vd.,
2017).

3.9.3. BrdU boyamasi

Set 2’deki farelerin striatum seviyelerinden alinan koronal beyin kesitlerine BrdU
boyamasi yapimigtir. BrdU hucrelerin DNA’sina katildigindan dolayi yukarida anlatilan
immunofloresan yontemlerden farkli olarak 2 N HCI vasitasiyla DNA’nin pargalanmasi
saglanmigtir. Kesitler PBS ile yikandiktan sonra antijen geri kazanimini saglanmasi igin

kaynayan sitrat ¢ozeltisinde 15 dk suresince inklibe edilmistir. Sonrasinda érnekler sogumasi
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icin oda sicakliginda 15 dk bekletilmistir. Sitrat ¢ozeltisinin artiklarindan kurtulmak igin érnekler
0.1 M PBS ile yikandiktan sonra GFAP (3656, Cell Signaling), CD31 (ab28364, Abcam) veya
NeuN (MAB377C3, Merck) birincil antikorlar ile muamele edilmistir. Antikorlar ile inkibasyon
bittikten sonra érnekler PBS ile yikanmistir. BrdU boyamasi i¢in érnekler 1 saat stiresince 2 N
HCl ile inkibe edildikten sonra 1 saat stresince bloklanmistir. Ardindan, BrdU birincil antikor
(ab6326, Abcam) ile inkibasyon ve uygun ikincil antikorla inklibasyon yapilmis ve hucre
cekirdegini goruntileyebilmek igin DAPI boyamasi yapiimistir. Boyama ile ilgili analizlerin
yapilabilmesi icin iskemik hemisferde belirlenen 24 farkli alan belirlenerek konfokal mikroskobu
ile fotograflanmistir. Elde edilen fotograflardan GFAP/BrdU, NeuN/BrdU ve CD31/BrdU
immunoboyama pozitif hiicreler sayillmis ve her bir grup icin ortalama degerler hesaplanmistir
(Doeppner vd., 2015; Kilic vd., 2014).

3.10. Western Blot

Protein izolasyonu igin farelerin iskemik striatum seviyesinden alinan doku 6rnekleri
kullaniimistir. Ornekler proteaz ve fosfataz inhibitér karisimi (5782, Cell Signaling) ilave edilmis
RIPA tampon ¢ozeltisi (R0278-50ML, Sigma Aldrich) eklenerek homojenize edilmistir. Protein
konsantrasyonlari Qubit protein analiz kiti (Q33211, Invitrogen Life Technologies) kullanilarak
Qubit 2.0 Fluorometer cihazinda (Invitrogen Life Technologies) hesaplanmistir. Her bir érnek
icin 20 pg total protein lizati, 10 pyl 2X Laemmli tampon solusyonu (161-0747, Biorad) ve geri
kalani ddH-O olacak sekilde 20 uyl hacimde numuneler hazirlanmis ve 5 dk suresince 95 °C’

de kaynatildiktan sonra buz Gzerine alinmigtir.

Ornekler ve protein markeri Protein-All-Blue (163-0393, Biorad) hazir Mini-Protean
TGX Precast protein jeline (4569033, Biorad) ylUklenmis, PVDF (Poli-viniliden florir)
membrana (162-0174, Biorad) Trans-blot turbo transfer cihazi (1704155, Biorad) ile
proteinlerin transferi yapilmistir. PVDF membranlar %0,1 Tween-20 igeren Tris tamponlu salin
(TBS-T) ) ile hazirlanan %5 yagdsiz sut tozu (sc-2325, Santa Cruz) ile oda sicaklijinda 1 saat
inkUbe edilmigtir. TBS-T ile yikanan membranlar bir gece Bmal1 (14020, Cell Signaling), Bmal2
(sc-376287, Santa Cruz) CLOCK (5157, Cell Signaling), Anti-Perl (ab3443, Abcam), Anti-Per2
(ab180655, Abcam), p-AKT (4060, Cell Signaling), p-Erk-1/-2 (9101, Cell Signaling), p-mTOR
(5536, Cell Signaling), Brevican (610895, BD Biosciences), Ephrin B1 (sc-515264, Santa
Cruz), Ephrin B2 (sc-398735, Santa Cruz), Versican (ab19345, Abcam), iNOS (sc-7271, Santa
Cruz), eNOS (sc-376751, Santa Cruz) ve nNOS (sc-136006, Santa Cruz) antikorlari ile inkibe
edilmigtir. Ertesi gin membranlar TBS-T ile G¢ kere yikandiktan sonra %5 yagsiz sut tozu
icerisinde Horseradish Peroksidaz konjuge ikincil antikor (31460, Thermo Scientific) eklenerek

oda sicakliginda bir saat inkube edilmis, 5 dakika ECL Western goéruntileme solusyonu
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(1705060, Biorad) ile muamele edilmis ve Chemidoc MP goéruntileme sistemi (1708280,

Biorad) kullanilarak gorunttlenmistir.

Proteinlerin normalizasyonu, metodun kontroll ve antikorlarin degerlendirilebilmesi igin
gorintileme islemi tamamlanan membranlar strip solisyonuna alinarak birincil ve ikincil
antikorlarin membranlardan sokilmesi saglanmistir. Bu amagla strip solisyonu ile 50 °C
sicakliktaki su banyosunda 20 dakika boyunca inkibasyona birakilan membranlar inkubasyon
sonunda 5 kere 10 dk suresince TBS-T ile yikanmistir. Bu asamadan sonra tekrardan bloklama
asamasi yapilmis ve membranlar 2 saat siresince oda sicakliginda monoklonal 3-Aktin (4970,
Cell Signaling) antikoru ile inkibe edilmistir. Uygun ikincil antikor eklenmesinin ardindan
goéruntileme cihazi ile B-Aktin goéruntileri alinmistir. Western Blot sonunda elde edilen
membran goruntileri bilgisayar programi (Image J; National Institute of Health) yardimiyla
yogunluk farkina gore analiz edilmistir. Her protein icin en az tg tekrar olacak sekilde Western
Blot yapilmistir (Beker vd., 2015; Kilic vd., 2017).

3.11. Proteomik analiz
3.11.1. Co-IP

Bmal1 ile etkilesime giren proteinlerin proteomik analizini gergeklestirmek icin co-IP
(es-immuanopresipitasyon) yontemi kullaniimigtir. Bmal1 anlatimi arttirlan ve anlatimi
susturulan orneklerden total protein izolasyonu Yontem 5.10°da belirtildigi gibi yapiimistir.
Orneklerin manyetik boncuklara spesifik olmayan baglanma ihtimalini ortadan kaldirmak igin
protein 6rneklerine 6n temizleme yapilmigtir. Antikor baglanmamis manyetik boncuklarla
(Millipore) 20 dk oda sicakliginda inkube edilen hicre lizatlari kullanilana kadar 4 °C’de
saklanmistir. Antikorlarin (Bmal1, 1:50 oraninda) manyetik boncuklara kovalent capraz
baglantilar olusturmasi igin 0,2 M Trietanolamin ¢ozeltisi ile ylkamanin ardindan dimetil
pimelimidat dihidroklorir (DMP, D8388, Sigma) c¢odzeltisi ile inkibasyonu saglanmigtir.
inkiibasyonlarin ardindan PBS ile yikanan antikor-manyetik boncuk bilesimine énceden
temizlenmis ve 4 °C’de saklanmis hicre lizati eklenmis ve 4 °C’de gece boyunca inklibe
edilmistir. Manyetik boncuklardan dusuk pH’li 0,1 M glisin ¢ozeltisi kullanilarak elle edilen
orneklerin konsantrasyonu Yontem 5.10’da agiklandigi gibi Qubit ydéntemiyle saptanmis ve

orneklerden alinan 100 ug numune takip eden FASP protokoliinde kullaniimistir.

3.11.2. FASP protokolii

Homojenizasyon sonunda orneklerin protein seviyeleri Qubit cihazi ile belirlenmis ve
filtre yardiml 6rnek hazirlama (FASP, Expedeon) igin hazir kit icinden ¢ikan protokol takip
edilmistir. Her bir érnek igin 100 pg protein 30 pl LC-su igerisinde hazirlanmistir. 200 pl Gre

18



¢cozeltisi ile karistirilan érneklerin tamami filtreli tiplere eklenerek 14,000 g’'de 15 dk slresince
santrifllj edilmistir. Sonrasinda tekrardan filtrenin Gzerine 200 pl Gre eklenerek 14,000 g’de 15
dk santrifuj tekrar edilmistir. Sivi kisim atildiktan sonra filtrede kalanlarin Gzerine 100 pl 50 mM
amonyum bikarbonat eklenmistir. Sonrasinda filtre 14,000 g’de 10 dk santriflj edilmigtir.
Filtreye 75 yl tripsin soliisyonu eklenerek filtreye kisaca bir vorteks yapilmistir. Uzeri parafilm
ile kapatilan érnekler 1 dk suresince ¢alkalayicida inkiibe edildikten sonra bir gece siresince
37 °C’de inkUbe edilmigtir. Ertesi gun filtre yeni bir tipe alinarak tzerine 40 pyl 50 mM amonyum
bikarbonat eklenmistir. Sonrasinda filtre tekrardan 14,000 g’de 10 dk santriflij edilmistir. Bu
islemi takiben filtreye 50 ul 0.5 mM Sodyum Kilorit solisyonu ilave edilerek filtre 14,000 g’'de
10 dk santriflij edilmigtir. Elde edilen karisimin icerisinde gruplara ait peptit karisimlari elde

edilmistir.

3.11.3. Sivi kromatografisi-kutle spektrometresi (LC-MS/MS) analizi

Triptik peptitler SYNAPTG2-Si yuksek c¢ozunudrlikli kutle spektrometresi ile
birlestiriimis ACQUITY UPLC M sinifina yuklenerek hesaplanmigstir. Kolonlar %97 mobil faz A
(%0,1 FA iceren UHPLC'li su) ve sicaklik 55 °C’ye ayarlanmigtir. Peptitler analitik kolona trap
kolondan (Symmetry C18, 5 um, 180 um i.d. x 20 mm, Waters), analitik kolona 90 dk dereceli
ayristirmaile trap kolonundan (CSH C18, 1,7 um, 75 um i.d. x 250 mm, Waters) ayristiriimistir.
Bu ayristirma islemi % 0,1 FA (h/h) iceren, gradyeni %4’den %40’a olan ACN ile dakikada
0,400 ul akis hiziyla yapiimasi saglanmistir. MS ve MS/ MS taramalarinin pozitif iyon modu ile
0,7 saniyelik déngulerle taramalar yapilarak on volt disik ¢arpisma enerjisi ve 30V yuksek
carpisma enerjisi olarak ayarlanmstir. iyonlar, iyon hareketlilik ayrimi ile ayristiriimistir. Dalga
hizi, tam IMS donglsu boyunca 1000'den 55 m/s' ye ylUkseltiimigtir. Hareket kabiliyeti i¢in
serbest birakma suresi 500 ps, trap yuksekligi 15 V olarak ayarlanmistir. IMS dalga gecikmesi,
kapanin serbest birakilmasindan sonra hareketlilik ayrimi igin 1000 ps idir. Preklrsor iyon 6n
segimi olmaksizin, 50-1900 m / z araligindaki tim iyonlar ¢6ztnlrlik modunda pargalanmasi
saglanmistir. Buna ek olarak, 100 fmol/ ulGlu-1-fibrino peptit B, 60 saniyelik bir aralikla kilitli
kitle referansi olarak verilerek peptidleri tanimlamak ve teshis etmek icin proteomik yazilim
icin Progenesis-Ql (Waters) kullaniimistir (Beker vd., 2017; Hacariz vd., 2014; Serhatli vd.,
2014).

3.12. istatistiksel analiz

Gruplar arasindaki farkhlklarin belilenmesi amaciyla istatistiksel analizler SPSS
programi kullanilarak yapilmistir. Gruplar arasindaki farklar (Lv-Bmall, Lv-Kontrol, Bmall
shRNA, Kontrol shRNA, Bmall knockout ve dogal tir) SPSS programindaki tek yonli (one-

way) varyans analizi (Analysis of varitaion, ANOVA) kullanilarak, post-hoc testinde en disuk
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anlamli farkhlik testiyle (least significant difference, LSD test) analiz edilmistir. Gruplarin kendi
iclerindeki istatistiksel analizler ise (Lv-Bmall ile Lv-Kontrol, Bmall shRNA ile Kontrol shRNA,
Bmall knockout ile Dogal tur) bagimsiz orneklem t testi (independent samples t test)

kullanilarak hesaplanmistir.

Fonksiyonel geri kazanim ile ilgili testlerde sonuglarin zamana bagh olarak
degerlendirilmesi icin tekrarli dlglimler varyans analizi (repeated measurements, ANOVA)
yapilmistir. Ayrica, LC-MS/MS verileri icin anlamhlik bagimsiz 6rneklem t testi (independent
samples t test) yapilarak hesaplanmistir. Bitlin de@erler ortalama t standart sapma olarak

verilmis, *p<0,05 ve **p<0,01 istatistiksel anlamli olarak kabul edilmistir (Kilic vd., 2014).
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4. BULGULAR

4.1 Deney hayvanlarinin genotiplenmesi

Proje kapsaminda kullanilan Bmal1 transgenik farelerin (009100, Jackson Laboratoy)
uretilmesi (ciftlestiriimesi) kontrollii bir sekilde ilerletiimistir. istenilen genotipte farelerin elde
edilmesi igin Uretici firmanin protokollerinde de belirtildigi Uzere heterezigot (Bmal1+/-) fareler
kendi aralarinda ciftlestirilerek knockout (Bmall-/-) fare elde edilmistir. Ciftlesme sonucunda
elde edilen farelerin Bmal1 mutant olup olmadigini analiz edebilmek igin genotipleme
yapilmistir. Bu amagla farelerin kuyruklarindan alinan o6rnekler projede belirtilen sekilde
(Yontem 3.3) standart polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yapilmaktadir. Bmal1 mutant ve
yaban tipi icin ortak ileri primer 5- GCC CAC AGT CAG ATT GAA AAG -3’ kullaniimigtir. Bmal1
mutant i¢in 5’- GCC TGA AGA ACG AGA TCA GC -3’ ve dogal turicin 5- CCC ACATCA GCT
CAT TAA CAA -3’ geri primerleri kullanilarak fareler genotiplenmis ve elde edilen Bmal1’i

silinmis fareler beyin felci operasyonlari i¢in kullaniimistir.

Sekil 4.1.1 Bmall K/O genotipleme sonucu.

Yukarida belirtilen genotipleme primerlerinin kullaniimasi neticesinde Bmal1l K/O
fareler (-/-) 162 bp’da bir adet bant, heterozigot fareler (+/-) 329 bp ve 162 bp’da birer bant
olmak sartiyla toplam iki bant, dogal tir (+/+) ise 329 bp’da bir adet bant vermektedir. Sekil
4.1.1°de proje kapsaminda yapilan genotipleme sonucu gorulmektedir. Pozitif kontrol i¢in dogal
tir DNA’sI kullanilirken, negatif kontrol igin ise DNA igermeyen su 6rnedi konulmaktadir. Bu

sayede yapilan genotiplemelerin dogal tlire gére kontroli saglanmaktadir. (Sekil 4.1.1).
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4.2 Bmal1 shRNA klonlama ve viriis tiretimi

Sekil 4.2.1 Lentiviral shBmal1 virGsunin hicre kulturd ortaminda test edilmesi. Floresan
mikroskobu kullanilarak (A) Bright-field goéruntisu ve (B) RFP+ hdcre analizi, (C) Tum
fotograflarin birlestiriimis hali.

Sekil 4.2.1’de gosterildigi Uzere lentiviral shBmal1’in etkili bir sekilde hucre kulturl
ortaminda hucreleri enfekte ettigi gorilmektedir. Ayrica ticari olarak satin alinan ve 3’lu set
seklinde gonderilen shRNA’lardan hangisinin Bmal1 protein seviyesini istatistiksel olarak
anlamli seviyede azalttigini gérebilmek icin shBmal1 verilen hicrelerden Western Blot teknigi

kullanilarak Bmal1 protein seviyesinin analizi yapilmistir (Sekil 4.2.1).
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Bmal1 protein analizi (Western Blot)

Bmal1 78 kDa-

B-actin 43 kDa-
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Sekil 4.2.2 Hiicre kiltlrd ortaminda shBmal1’in Bmal1 protein seviyesi Uzerine olan etkilerinin
Western blot teknigi ile analizi. Veriler ortalama + standart sapma olarak g&sterilmistir. **
scRNA grubuna gore istatistiksel anlamhhdi gostermektedir (p<0.01).

Elde edilen sonuglarda hem shBmall-1 hem de shBmall-3’ln istatistiksel olarak
anlamh 6lgclide Bmal1 protein seviyesini scRNA’ya goére azalttigi gézlemlenmistir. shBmal1-
1'in Bmal1 protein seviyesini %52 oraninda, shBmal1-3'in ise %33 oraninda azalttigi
g6zlemlenmistir. Elde edilen bu sonuglar neticesinde shBmal1-1’in en etkili seviyede Bmall
protein seviyesini azalttigi icin proje kapsaminda yapilacak tim shBmal1 ile ilgili calismalarda
bu shRNA secilmistir (Sekil 4.2.2).

Uretilmis olan Lv-Bmal1 virlsiinin Lv-GFP grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
Olcide Bmal1 protein seviyesini arttirdigi gosterilmistir. Bu sebeple sadece shBmal1 ve
shBmal1’in kontrolii olarak kullanilacak olan scRNA’in hiicre kiltirl ortaminda Bmal1 protein

seviyesi lzerine olan etkileri incelenmisgtir.
Uretilen virGislerin basarili bir sekilde hicreleri enfekte ettigi gérilmustiir ayrica bu

orneklerden toplanan hicrelerden yapilan Western blot sonucunda Bmal1 protein seviyesinin

shBmal1 grubunda istatistiksel olarak anlaml élgude azaldig1 gosterilmistir(Sekil 4.2.2).
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4.3 Beyin felci operasyonlari

Lazer Doppler akismetresi
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Sekil 4.3.1 Laser Doppler Akigsmetresi ile beyin kan akiminin takibi (Lv gruplari igin).

Orta serebral arterin girisinin filament yontemiyle tikanmasi sonucunda iskemik
alandaki beyin kan akimi hem Lv-GFP hem de Lv-Bmal1 gruplarinda yaklasik olarak %80
oraninda azalmistir. 30 dakikalik iskemi sonrasinda filamentin geri ¢ekilmesiyle beraber
bdlgesel kanlanmanin tekrardan gerceklestigi gozlemlenmistir. Beyin kan akiminin incelendigi
Lv-GFP ve Lv-Bmal1 deney gruplari arasinda hem iskemi hem de reperflizyon sliresince bir

farklilik gérilmemistir (Sekil 4.3.1).

Lazer Doppler akismetresi
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Sekil 4.3.2. Laser Doppler Akigsmetresi ile beyin kan akiminin takibi (sh gruplari igin).

Orta serebral arterin girisinin filament yontemiyle tikanmasi sonucunda iskemik
alandaki beyin kan akimi hem scRNA hem de shBmal1 gruplarinda yaklasik olarak %80

oraninda azalmigtir. 30 dakikalik iskemi sonrasinda filamentin geri c¢ekilmesiyle beraber
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bolgesel kanlanmanin tekrardan gerceklestigi gézlemlenmistir. Beyin kan akiminin incelendigi
scRNA ve shBmal1 deney gruplari arasinda hem iskemi hem de reperfliizyon stresince bir
farklilik gordimemistir (Sekil 4.3.2).

Lazer Doppler akismetresi
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Sekil 4.3.3. Laser Doppler Akismetresi ile beyin kan akiminin takibi (KO gruplari icin).

Orta serebral arterin giriginin filament yontemiyle tikanmasi sonucunda iskemik
alandaki beyin kan akimi hem dogal tur hem de Bmal1 K/O (009100) gruplarinda yaklasik
olarak %80 oraninda azalmigtir. 30 dakikalik iskemi sonrasinda filamentin geri gekilmesiyle
beraber bolgesel kanlanmanin tekrardan gergeklestigi gozlemlenmigtir. Beyin kan akiminin
incelendigi dogal tlir ve Bmal1 K/O (009100) deney gruplari arasinda hem iskemi hem de
reperfuzyon suresince bir farklilik gérilmemigtir (Sekil 4.3.3).
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4.4 Noéronal sagkalimin belirlenmesi ve analizi

Sekil 4.4.1 30 dk beyin felci sonrasi NeuN boyamasinin konfokal mikroskop ile analizi

Set | deneyleri kapsaminda 30 dk orta serebral arter tikanmasi takiben 72 saat
reperfizyon gerceklestirilen farelerin striatum seviyesinden alinan 18 um kalinhgindaki koronal
beyin kesitlerine NeuN boyamasi gergeklestiriimistir. Bu amagla 118S306 numarali projenin
yontem kisminin 3.9.1. numaral alt bagliginda belirtildigi deneysel prosedurler izlenmigtir.
immiinofloresan yéntemler sonrasinda érnekler konfokal mikroskobu (LSM 780, Carl Zeiss)
kullanilarak gériintiilenmistir. iskemik ve iskemik olmayan hemisferden belirlenen 62.500 um2’
lik 9 farkh alandan DAPI (gekirdek boyasi) ve NeuN (ndronal isaretleyici) hicreler sayilmigtir.
iskemik alanda sayilan hiicrelerin iskemik olmayan hemisferdeki hiicre sayisina oranlanmasi
ile beraber néronal sagkalim hesaplanmistir.

Noronal sagkalim

80

601 -I-

40+

20+

% kontralateral

Lv-GFP Lv-Bmal1
Sekil 4.4.2 Lv-GFP ve Lv-Bmal?’in beyin felci sonrasinda néronal sagkalim tzerine etkileri.

Lv-GFP grubunda néronal sagkalim 47.2 + 11.1, Lv-Bmal1 grubunda 43.7 + 15.2 olarak
belirlenmistir. iki grup arasinda yapilan bagimsiz érneklem t testi (independent samples t test)
neticesinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli él¢glide bir degisimin azalmadigi

g6zlemlenmistir (Sekil 4.4.2).
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Sekil 4.4.3 scRNA ve shBmal1’in beyin felci sonrasinda néronal sagkalm uzerine etkileri.
*p<0.05 scRNA gubuna gére istatistiksel anlamliligi géstermektedir (independent samples t

test).

scRNA grubunda néronal sagkalim 51,7 £ 13,7, shBmal1 grubunda 31,2 + 11,4 olarak
belirlenmistir. iki grup arasinda yapilan bagimsiz érneklem t testi (independent samples t test)
neticesinde Bmall proteinin inhibisyonu (shBmal1) beyin felci sonrasinda istatistiksel olarak

anlamli (p<0.05) bir sekilde néronal sagkalimin azalmasina neden olmaktadir (Sekil 4.4.3).

Noronal sagkalim
80-

60 1 T

40+

% kontralateral

201

Dogaltir Bmal1 knockout

Sekil 4.4.4 Dogal tir ve Bmal1 knockout farelere uygulanan beyin felci sonrasinda néronal
sagkalimin analizi

Dogal tir grubunda néronal sagkalim 48.2 + 10.5, Bmal1 knockout grubunda 48.9 +
21.7 olarak belirlenmistir. iki grup arasinda yapilan bagimsiz érneklem t testi (independent

samples t test) neticesinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli dlglide bir degisimin

azalmadigi gézlemlenmistir (Sekil 4.4.4).
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4.5 DNA fragmantasyon analizi

Sekil 4.5.1 30 dk beyin felci sonrasi TUNEL boyamasinin konfokal mikroskop ile analizi.

30 dk orta serebral arter ttkanmasi takiben 72 saat reperfizyon gerceklestirilen
farelerden alinan koronal kesitlere TUNEL boyamasi yapilmistir. 118S306 numarali projenin
yontem boliminin 3.9.2 numarali alt bashdinda da belirtildigi Gzere terminal transferase
biotinylated-dUTP Nick End Labeling (TUNEL;11684795910, Roche) kiti kullaniimistir. Yapilan
boyamalar neticesinde elde edilen ornekler konfokal mikroskobu (LSM 780, Carl Zeiss)
kullanilarak goériintiilenmistir. iskemik striatum seviyesinden belirlenen 62.500 um? lik 9 farkli
alandan DAPI (cekirdek boyasi) ve TUNEL (+) (apoptotik hicre isaretleyicisi) hicreler
sayllmistir. Elde edilen veriler 9 farkli alandan sayilan TUNEL (+) ve DAPI (+) hucrelerin

ortalamasi alinarak asagidaki gibi verilmigtir (Sekil 4.5.1).

TUNEL
n
%100-
n *
o 751 [
[+]
=
= 50.
+
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2
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l_ 0 L]

Lv-GFP Lv-Bmal1

Sekil 4.5.2 Lv-GFP ve Lv-Bmal1’in beyin felci sonrasinda apoptotik hiicre élumu Uzerine
etkileri. *p<0.05 Lv-GFP grubuna gore istatistiksel anlamliliy1 géstermektedir (independent
samples t test).

TUNEL boyamasi sonrasinda belirlenen ortalama apoptotik hiicre sayisi Lv-GFP grubu

icin 66.6 + 20.6, Lv-Bmal1 grubu igin 43.4 + 24.8 olarak hesaplanmigtir. iki grup arasinda
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yapilan bagimsiz érneklem t testi (independent samples t test) neticesinde Bmal1 protein
seviyesi arttirlmis (Lv-Bmal1) farelerde apoptotik hicre sayisinin kontrol grubuna (Lv-GFP)

kiyasla istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) seviyede daha az oldugu g6zlemlenmistir. (Sekil

4.5.2).
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Sekil 4.5.3 scRNA ve shBmal1'’in beyin felci sonrasinda apoptotik hiicre 6limu lGzerine etkileri.
*p<0.05 scRNA grubuna gore istatistiksel anlamlligi gostermektedir (independent samples t

test).

TUNEL boyamasi sonrasinda ortalama apoptotik hiicre sayisi scRNA grubu i¢in 37.0
+ 11.6, shBmal1 grubu icin 59.6 + 17.8 olarak hesaplanmistir. Gruplar arasinda yapilan
bagimsiz érneklem t testi (independent samples t test) neticesinde Bmal1 protein seviyesi
azaltiimis (shBmal1) farelerde apoptotik hiicre sayisinin kontrol grubuna (scRNA) kiyasla

istatistiksel olarak anlaml (p<0.05) seviyede daha fazla oldugu gozlemlenmistir. (Sekil 4.5.3).
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Sekil 4.5.4 Dogal tir ve Bmal1 knockout farelere uygulanan beyin felci operasyonu sonrasinda
apoptotik hiicre sayisinin analizi.

TUNEL boyamasi sonrasinda belirlenen ortalama apoptotik hiicre sayisi dogaltir grubu
icin 57.3 +£21.0, Bmal1 knockout grubu igin 79.2 + 16.5 olarak hesaplanmistir. iki grup arasinda
yapilan bagimsiz érneklem t testi (independent samples t test) neticesinde Bmal1 knockout
grubunda apoptotik hlcre sayisinin arttigi fakat bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi

(p>0.05) gozlemlenmigtir. (Sekil 4.5.4).
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4.6. Proteomik analizler

Beyin felci sonrasinda farelerin iskemik stratum seviyesinden alinan doku érnekleri (Lv-
GFP, Lv-Bmall, scRNA, shBmall, Bmall knockout ve dogal tir) proje dnerisinin yontem
bolimU 5.11 numarali alt baslik altinda yer aldigi sekilde islem gérmustir. Sirasiyla doku
orneklerinden 6nce protein numunesi sonrasinda ise peptitler izole edilmistir. Elde edilen
peptitler SYNAPTG2-Si ylksek ¢ozunurltUklu kitle spektrometresi ile birlestiriimis ACQUITY
UPLC M sinifi cihazi araciligiyla analiz edilmistir. Sivi kromatografisi-kutle spektrometresi (LC-
MS/MS) analizi neticesinde elde edilen peptidleri tanimlamak ve teshis etmek icin Progenesis-
Ql (Waters) programi kullaniimistir. Elde edilen verilerin biyoinformatik analizleri yapilmig olup
Tablo 4.6.1 ve Tablo 4.6.2'de belirtilen proteinlerin Bmal1 ile direkt veya dolayl yollardan
etkilesimde oldugu gorulmugstur (Tablo 4.6.1 ve 4.6.2.). Ayrica, beyin felci sonrasinda Bmal1
protein seviyesinin artmasina (Tablo 4.6.3), azalmasina (Tablo 4.6.4 ve Tablo 4.6.5) veya
ortamda hi¢ bulunmamasina (Tablo 4.6.6, Tablo 4.6.7, Tablo 4.6.8 ve Tablo 4.6.9) gére

iskemik dokuda etkilenen protein profilinin tanimlanmasi gergeklestirilmistir.

30



Tablo 4.6.1 Bmal1 ile direkt veya dolayl yollardan etkilesimde olan proteinlerin co-IP (es-

immunopresipitasyon) proteomiks yontemiyle belirlenmesi

Ratio Accession Symbol Description

QaVOM4  PSMD2 268 proteasome nen-ATPase regulatory subunit2
Pa2198 PRS8 265 proteasome regulatary subunit8
Q3aUHX2 HAF28  28kDa heat-and acid-stable phosphoprotein
Q9INSE  RMO1  29Sribosomal proteinL1
Pé2281 R511  40Sribosomal protein 511
P82301 RS13  40Sribosomal protein 513
PE2284  RS14  40Sribosomal protein S14
[ Pe2es  RS18A 0Sribosomal proteinS1%s
14131 RS18  40Sribosomal protein 818
PE22T0  RS18  40Sribosomal protein 518
QaCZxE RS19  40Sribosomal protein 519
P25444 RS2 405 ribosomal protein 52
PE2267 R323  40Sribosomal protein 523
Pa2349 R324  40Sribosomal protein 524
Pé2852 R525  405ribosomal protein 525
P82908 RS3 405 ribosomal protein 53
. POT281  RSIA  40Sribosomal protein S2a
PE2TO2  RS4X  40Sribosomsl protein 54
Pe2754 RS8  405ribosomal protein 56
| P82 RST  40Sribosomal protein 7
Pé2242 RS8 405 ribosomal protein S8
QEZWNS  RSS  40Sribosomal protein S9
[0 pta2e RSSA  40Sribosomal protein SA
Pa3038 CHE0  ©0kDa heatshook protein
F14869 RLAD 80 acidicribosomal protein PO
P93027 RLAZ @08 acidicribosomal protein P2
QEIWV3  RAL10  €05ribosomal protein L10
P53028  RL10A  B0SribosomalproteinL10a
P47983  RL13  E0Sribosomal proteinL12
P19253 RL13A  B0Sribosomal proteinL13a
P35980 RL18  B0Sribosomal protein L18
PE2T1T  RL1BA  B0Sribosomal proteinL18a
QSCRET  RL14  €0Sribosomal proteinLi4
Q9CIM2  RL15  B0Sribosomal proteinL15
Q9CPR4  RL1T  B0Sribosomal proteinL17
009167 RL21  B0Sribosomal protein L21
P62830 RLZ3  G0Sribosomal protein L23
Pa2751 RL23A  €0Sribosomal protein L23a
PE1255  AL26  B0Sribosomal proteinl28
P81358 RLZT  B0Sribosomal protein L27
P41108 RL2E  ©0Sribosomal protein L28
P47916  RL29  E0Sribosomal proteinL29
F27859 AL B0Sribosomal proteinl?
Pé2889 RL30  B0Sribosomal protein L30
FE2900 ALY B0Sribosomal proteinL31
[ eestt RL2 60Sribosomalproteinlaz
Q301R3  RL34  B0Sribosomal protein L34
QEZWVT  RL35  B0Sribosomal protein L35
Fold change ratio
s s

Ratio Accession Symbol Description

POB113 ENFL  Endoplasmin
Fe0B43 IF4A1  Eukaryotic initistionfactor 4A-|
P23118 EIF3A  Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A
Q8J2Q9  EIF38  Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit B
Q90709 EIF3l  Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit|
Q3UGCT  EIZJA  Eukaryotic translation initiation facter 3 subunit A
QBNZJE IF4G1  Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1
P18858 GaP Glycersldehyde-3-phosphate dehydrogenase
o310 NMTY  Glycylpeptide Ntetradecanayltransferase 1
PeZe27 RAN GTP-binding nucles protein Ran
PA301T HSPTC  Heatshook cognate 71kDa protein
Q61699 HS105  Heat shodk protein 105 kDa
Q8CAN1  TRAP1  Heatshook protein 75k0s
POTS01 HS90A  Heatshok protein HSF 90-alpha
P11499 H590B  Heat shodk protein HSP 80-beta
QEBGOS ROAZ  Heterogeneous nuclear ribonucieoprotein A3
038737 HNRH1  Heteregeneous nuclear ribonuclecproteinH
[0 pat97s  WNRPK  Heterogeneous nulearribonucleoproteinK
QBD0E1 HNRPM2 Heterogeneous nuclear ribonucleaproteinM
Q7TTMKS  HNRFQ  Heterogeneous nuclear ribonucleoproteinQ
o] ROAZ  Heterogeneous nuclear ribonudleoproteins A2Z/B1
[ Pe3tss  WMGB! Highmability group protein Bt
| Paoest HMGB2  High mobility group protein B2
P10922 H10 Histone H1.0
Pa3278 H11 Histane H1.1
B re s Histone 1S
COHKE1 H2A1B  Histone H2A type 1-B
F10853  HZBIF  Histone HZB type 1-FIUIL
03375  IGEB  IgE-binding protein
Q8BU0 SYIC  lsoleucine=tRNA ligase
Q92208 LRCE3  Leucineich repeat-containing protein 59
Q8BMJ2  SYLC  Leucine~tRNA ligase
Pa2067 LA Lupus La protein homalog
QO9MNT  SYK Lysine-tRMA ligase
QfBsFLe SYMC  Methionine-tRNA ligase
Q9QXZ0  MACF1  Microtubule-actin cross-linking factor 1
P14873 MAP1B  Miorotubule-sssociated protein 18
Q30880 TIMEQ  Mitochondrialimpert inner membrane translocase subunit TIMEQ
F31230 AIMF1 Multisynthase complex auxiliary componentpdld
Q7FTPV4  MBB1A  Myb-binding protein 1A
035685 NUDC  Nuclear migration proteinnudC
Q8JIKS DDX21  Nucleolar RNA helicase 2
P09405 NUCL  Nucleslin
QB1937 NFM Nucleophosmin
AZAAJS OBSCN  Obscurin
P24369 PPIB  Peplidyl-prolyl cistrans isomerase B
Q82448 FKBPY  Peptidyl-prolyl cis-rans isomerase FKBP3
P15331 PERI  Peripherin
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Tablo 4.6.2 Bmal1 ile direkt veya dolayl yollardan etkilesimde olan proteinlerin co-IP (es-
immunopresipitasyon) proteomiks yontemiyle belirlenmesi

Ratio Accession Symbol Description

055142
Q8DSES
P47982
P47911
P14148
P12970
P62918
P20029
Q8QzT1
PEOT10
F4g5e2
P51881
P17182
Q90019
Q92282
Q03285
Qacoar
PER4B0
Q/pcx2
Q91vR2
Q80B20
Q92511
Q91VRE
Qe2167
Q91YNS
QBCGCT
QIWTLS
038887
F18780
Q80B7T
Q800M3
Q8JHUS
Q81753
Q82188
QeBw34
Q91zue
F10128
PETTTE
QB80END
PE8252
QBBFRS

RLISA
AL4
RLS
ALe
RLT
RLTA
AL8
GRFTE
THIL
ACTB
ADT1
ADT2
ENOA
SYRC
8YDC
ATFA
ATEF1
ATFB
ATFEH
ATFG
ATFO
ATADZ
DDX1
DDK3X
BAGZ
SYEP
BMAL1
CALU
COF1

Cy1
DYHC1
SERA
DRYL3
DYH3
DYST
EF1A1
EF1D
EF1G
EF2
EFTU

805 ribosomal protein L35a

805 ribosomal protein L4

805 ribosomal protein LS

805 ribosomal protein L8

805 ribosomal protein LT

805 ribosomal proteinLTa

B80S ribosomal protein L8

78kDa glucose-regulated protein
Acetyl-CoA acetyltransferase

Actin_ cytoplasmic

ADF/ATF translocase 1

ADP/ATP translocase 2
Alpha-enolase

Arginine-tRNA ligase
Aspartate-tRNA ligase

ATF synthase subunit alpha

ATF synthase subunit b

ATP synthase subunit beta

ATF synthase subunit d

ATF synthase subunit gamma

ATF synthase subunit O

ATFase family AAA domain-containing protein3
ATP-depandent RNA helicase DDX1
ATF-dependent RNA helicase DDX3IX
BAG family moleculsr chaperone regulatar 2
Bifunctional glutamate/proline-tRNA ligase
Brain and muscle ARNT-like 1
Calumenin

Cefilin1

Cytochrome b-c1 complex subunit 2
Cytochrome c1_ heme protein
Cytoplasmicdynein 1 heavy chain 1
D-2-phespheglycerate dehydrogenase
Dihydropyrimidinase-related protein 3
Cynein heavy chain 3_ axenema
Dystenin

Elengation facter 1-alpha 1
Elengation facter 1-delta

Elengation facter 1-gamma
Elengation factor 2

Elongation factor Tu

Fold change ratio

s IE 2

Ratio Accession Symbol Description

P35700
QBVEMS
QoCY58
QaQxs1
P80335
P29341
Q1658
P8TTTE
035129
PE0ES0
P52480
FE&040
Q91YQs
QBEVYD
Q93PLS
FE40%9
QBBPET
Q80143
F42208
QBouGs
QBBX10
F20638
P47758
QEVDNZ
P16546
Q62261
Qevie
F2eB47
Qacuez
F11883
FB0314
F80315
Fg0318
F80318
F80317
Q61029
Q62318
QE8LF4
FO5213
Qsz109

B e
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PROX1
MPCP
PAIRB
PLEC
PCEPf
PABP1
DOXS
FHE
PHEZ
PA2G4
KPYM
RAGK1
RPN
RL1D1
RREF1
RL1S
RL24
SARNP
SEPT2
SEFTS
PGAMS
sYSC
SRFRB
AT1A1
SPTN
SPTEZ
SFPQ
GRF7S
SMC1A
TCRA
TCFE
TCRD
TCFE
TCPG
TCRZ
LARZE
TIF1B
RTCE
TBA1E
sYVC
VIME

Peroxiredoxin-1

Phosphate carmier protein

Plasminogen activator inhibiter 1 RNA-binding protein
Pledtin

Poly(rChbinding protein 1
Polyadenylate-binding protein 1

Probable ATP-dependent RNA helicase DOX5
Prohibitin

Prohibitin-2

Proliferation-associated protein 2G4

Pyruvate kinase PKM

Receptor of activated protein C kinase 1
Ribopherin|

Ribosomal L1 domain-containing protein 1
Ribasome-binding protein 1

RL19_MOUSE 805 ribosomal protein L19
RL24_MOUSE B80S ribosomal protein L24
SAF domain-containingribonucleoprotein
Septin-2

Septin-9

Serine/threonine-protein phosphatase FGAMS
Serine-tRANA ligase_ cytoplasmic

Signal recognition particlereceptor subunit beta
Sodium/potassium-transporting ATFase subunit alpha-1
Spectrin alpha chain_ non-enythrocytic 1
Spectrin beta chain_ non-enythrocytic 1
Splicing factor_ proline- and glutamine-rich
Stress-70 protein

Structural maintenance of chromaosomes protein 1A
T-complex protein 1 subunit alpha

T-complex protein 1 subunit beta

T-complex protein 1 subunit delta

T-complex protein 1 subunit epsilen
T-complex protein 1 subunit gamma
T-complex protein 1 subunit zeta

TP beta/delta/epsilon/gamma

Transaription intermediary facter 1-beta
tRNA-splicing ligase RicB homeleg

Tubulin alpha-1B chain

Valine-tRNA ligase

Vimentin



Bmal1 protein seviyesi arttirimig farelerden (Lv-Bmal1 (Bmal1)) alinan iskemik dokular
ile bu grubun kontroli olarak kullanilan Lv-GFP grubu (GFP) kiyaslandiginda Tablo 1'de
gosterilen 11 farkh protein seviyesinin en az 1.4 kat ve p<0.05 olacak sekilde degistigi

g06zlemlenmistir (p<0.05, (independent samples t test).

Tablo 4.6.3 Lv-Bmall ve Lv-GFP gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05,
bagimsiz drneklem t-testi (independent samples t-test)) ve en az 1.4 kat degisim bulunan
proteinlerin 1sI haritasi olarak gosterimi.

UNIPROT - . Kat degigimi
erisim numarasi Protein ismi 0.4 E 17 Bmal1/GFP

Q8BLR2 Copine-4

Q62426 Cystatin-B

Q3THK7 GMP synthase

A3KGI3 Kinetochore scaffold 1

P28660 Nck-associated protein 1

Q9QXV0 ProSAAS

Q03517 Secretogranin-2

QOWTX5 S-phase kinase-associated protein 1
AOAOQABYXF6 Transforming protein RhoA

Q9WVA4  Transgelin-2

Q9Z1L5 Voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-3

Bmal1 protein seviyesi azaltiimis farelerden (shBmal1 (SH)) alinan iskemik dokular ile bu
grubun kontroll olarak kullanilan scRNA (SC) grubu kiyaslandiginda Tablo 2 ve Tablo 3'de
gosterilen 47 farkh protein seviyesinin en az 1.4 kat ve p<0.05 olacak sekilde degistigi

gbzlemlenmistir (p<0.05, (independent samples t test).
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Tablo 4.6.4 ShBmal1 ve scRNA gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05, bagimsiz
orneklem t-testi (independent samples t-test)) ve en az 1.4 kat degisim bulunan proteinlerin isi
haritasi olarak gosterimi.

UNIPROT
Erisim numarasi

P84309
P0O7724
P07356
P08226
QO1YIO
Q91273
D3YYTO
P18242
Q8R5M8
ESQ309
Q6IRUS
P14106
Q02105
Q8JZW4
Q811D0
QOVAV2
QOCPX4
P03995
P13707
Q8BGN3
Q9CZD3
Q8CI94

Protein ismi

Adenylate cyclasetype 5

Albumin

Annexin A2

Apolipoprotein E

Argininosuccinate lyase

Beta-synuclein

Cadherin-2

Cathepsin D

Cell adhesion molecule 1
Centrosome-associated protein 350
Clathrin light chain B

Complement C1q subcomponent subunit B
Complement C1q subcomponent subunit C
Copine-5

Disks large homolog 1

Exophilin-5

Ferritin

Glial fibrillary acidic protein

Glycerol-3-phosphate dehydrogenase

Kat degigimi

0.5 [l 35 SHISC

Glycerophosphocholine cholinephosphodiesterase ENPP6

Glycine--tRNA ligase
Glycogen phosphorylase

34



Tablo 4.6.5 ShBmall ve scRNA gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05, bagimsiz
orneklem t-testi (independent samples t-test)) ve en az 1.4 kat degisim bulunan proteinlerin isi
haritasi olarak gosterimi.

UNIPROT L Kat degigimi
Erigim numarasi Protein ismi 0.5 Ij 3.5 SH/SC

Q9WUB3 Glycogen phosphorylase
AOAQ75B6A3 Immunoglobulin heavy constant alpha
AOAQ75B5P3 Immunoglobulin heavy constantgamma 2B
P11881 Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 1
054983 Ketimine reductase mu-crystallin
Q61768 Kinesin-1 heavy chain
P34884 Macrophage migration inhibitory factor
AOA3Q4EBU5 Na(+)/Ca(2+)-exchange protein 1 ]
009111 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 11
Q8BMF3 NADP-dependent malic enzyme
ADATW2P7Y9 Neuronal cell adhesion molecule
035874 Neutral amino acid transporter A
Q61233 Plastin-2
AOAOR4J218 Plectin
Q812A5 Proline-rich protein 5
Q5DTT3 Protein TASOR 2
Q3U741 RNA helicase
Q9QZX7 Serine racemase
P15508 Spectrin beta chain
P63046 Sulfotransferase 4A1
Q99JYO Trifunctional enzyme subunit beta
Q9QZMO0 Ubiquilin-2
E9Q6R3 Vesicle-trafficking protein SEC22b
P20152 Vimentin
BOV2H4 V-type proton ATPase subunit G

Bmal1 protein seviyesi dogustan hig ifade edilmeyen farelerden (Bmall knockout (KO)) alinan
iskemik dokular ile bu grubun kontroll olarak kullanilan Dogal tar (WT) grubu kiyaslandiginda
Tablo 4, Tablo 5, Tablo 6 ve Tablo 7’de gdsterilen 156 farkli protein seviyesinin en az 1.4 kat
ve p<0.05 olacak sekilde degistigi gézlemlenmistir (p<0.05, (independent samples t test).
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Tablo 4.6.6 Bmall knockout (K/O) ve Dogal tur (WT) gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamh (p<0.05, bagimsiz érneklem t-testi (independent samples t-test)) ve en az 1.4 kat
degisim bulunan proteinlerin 1si haritasi olarak gésterimi.

UNIPROT
Erisim numarasi

P68510
P16330
Q3TXS7
P63276
P62082
P61922
P63038
QICXW4
Q9DCDO
P21836
G3XA25
P11031
Q8BK64
Q8BGAS
P56376
P84309
P40124
P84078
D3YVFO
P28474
Q9CZS1
Q91VBS8
Q7TPR4
Q9JI91
P46660
055042
ATE1Z5
Q5SVG4
ESPY16
QBPA06
Q9CQQ7
QoDCX2
Q91Ve2
P04919
A8DUK4
P15116
P12658
P11798
Q9IQXX4

Kat degigimi
Protein ismi 0.1 Iﬁ 7 KO/WT
14-3-3 protein eta

2',3'-cyclic-nucleoctide 3'-phosphodiesterase

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1

40S ribosomal protein S17 -
40S ribosomal protein S7

4-aminobutyrate aminotransferase

60 kDa heat shock protein, mitochondrial

60S ribosomal protein L11

6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating
Acetylcholinesterase

Acetyl-CoA acetyltransferase

Activated RNA polymerase Il transcriptional coactivator p15
Activator of 90 kDa heat shock protein ATPase homolog 1
Acyl-coenzyme A synthetase ACSM5

Acylphosphatase-1

Adenylate cyclase type 5

Adenylyl cyclase-associated protein 1

ADP-ribosylation factor 1

A-kinase anchor protein 5

Alcohol dehydrogenase class-3
Aldehyde dehydrogenase X

Alpha globin 1

Alpha-actinin-1

Alpha-actinin-2

Alpha-internexin

Alpha-synuclein

Anion exchange protein

AP complex subunit beta

ArfGAP with dual PH domains 1
Atlastin-2

ATP synthase F(0) complex subunit B1
ATP synthase subunit d

ATP-citrate synthase

Band 3 anion transport protein
Beta-globin

Cadherin-2

Calbindin
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit alpha

Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2
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Tablo 4.6.7 Bmall knockout (K/O) ve Dogal tur (WT) gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamh (p<0.05, bagimsiz érneklem t-testi (independent samples t-test)) ve en az 1.4 kat
degisim bulunan proteinlerin 1si haritasi olarak gosterimi.

UNIPROT

Erisim numarasi

P35564
Q8CCs7
P05132
ADAOABYXT73
P31324
Q8K354
Q5M8NO
A2AMH4
QO8EBS5
Qocale
P98086
P49615
Q9CZ13
P19783
P43024
Q9DOM3
F6ZX84
Q9ROP5
Q9EQF6
G3X922
054734
P31938
008788
Q8C845
Q99LC5
Q8C522
Q8CHT1
P56564
Q6P5F9
Q9ERK4
P26040
Q3UHL6
P48320
Q99JP7
E9PVM7
P51855
VOGXAT
Q66L47
Q3UGRS5

Kat degigimi
Protein ismi o1 [ W7 KO/WT
Calnexin
Calretinin

cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit alpha

cAMP-dependent protein kinase type ll-alpha regulatory subunit

cAMP-dependent protein kinase type |lI-beta regulatory subunit

Carbonyl reductase [NADPH] 3

CB1 cannabinoid receptor-interacting protein 1

Choline transporter-like protein 1

CLIP-associating protein 2

Coactosin-like protein

Complement C1q subcomponent subunit A -
Cyclin-dependent-like kinase 5

Cytochrome b-c1 complex subunit 1

Cytochrome ¢ oxidase subunit 4 isoform 1

Cytochrome ¢ oxidase subunit 6A1

Cytochrome c¢1, heme protein, mitochondrial

Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1

Destrin

Dihydropyrimidinase-related protein 5

DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member C13
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase 48 kDa subunit

Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1

Dynactin subunit 1

EF-hand domain-containing protein D2 -
Electron transfer flavoprotein subunit alpha

Endonuclease domain-containing 1 protein

Ephexin-1

Excitatory amino acid transporter 1

Exportin-1

Exportin-2 -
Ezrin

Fibronectin

Glutamate decarboxylase 2 -
Glutathione hydrolase 7

Glutathione S-transferase

Glutathione synthetase

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Guanine nucleotide binding protein, alpha stimulating, olfactory type

Haloacid dehalogenase-like hydrolase domain-containing protein 2
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Tablo 4.6.8 Bmall knockout (K/O) ve Dogal tur (WT) gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamh (p<0.05, bagimsiz érneklem t-testi (independent samples t-test)) ve en az 1.4 kat
degisim bulunan proteinlerin 1si haritasi olarak gosterimi.

Kat degisimi

UNIPROT o1 [ W7

. Protein ismi KO/WT
Erisim numarasi

P17156 Heat shock-related 70 kDa protein 2
P02088 Hemoglobin subunit beta-1

P02089 Hemoglobin subunit beta-2

P17710 Hexokinase-1

008528 Hexokinase-2

Q8BGZ1 Hippocalcin-like protein 4

P38060 Hydroxymethylglutaryl-CoA lyase -
P70404 Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit gamma 1

054983 Ketimine reductase mu-crystallin

P24527 Leukotriene A-4 hydrolase

Q3TYES Limbic system-associated membrane protein

Q61166 Microtubule-associated protein RP/EB family member 1
Q9CZW5 Mitochondrial import receptor subunit TOM70
P04370 Myelin basic protein

P60202 Myelin proteolipid protein

P20917 Myelin-associated glycoprotein

Q61885 Myelin-oligodendrocyte glycoprotein

ABHB03 NACHT domain- and WD repeat-containing protein 1
QO9KE1 NAD-dependent malic enzyme

Q8vDQ8 NAD-dependent protein deacetylase

P03893 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 2

P03911 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 4

P03921 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5

Q8BMF3 NADP-dependent malic enzyme

P19246 Neurofilament heavy polypeptide

P08551 Neurofilament light polypeptide
P08553 Neurofilament medium polypeptide
Q8BYM5 Neuroligin-3

P06837 Neuromodulin

Q8BNY6 Neuronal calcium sensor 1

Q5SSP3 Neutral amino acid transporter A

Q8BLF1 Neutral cholesterol ester hydrolase 1

S4R2L3 NK-tumor recognition protein

Q912ZP9 N-terminal EF-hand calcium-binding protein 2

Q8COE9 PH and SEC7 domain-containing protein 3

S4R1R0 PHD finger protein 24

P70182 Phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase type-1 gamma
FERJES8 Phosphatidylinositol 5-phosphate 4-kinase type-2 alpha
Q92254 Phosphodiesterase
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Tablo 4.6.9 Bmall knockout (K/O) ve Dogal tur (WT) gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamh (p<0.05, bagimsiz érneklem t-testi (independent samples t-test)) ve en az 1.4 kat
degisim bulunan proteinlerin 1si haritasi olarak gosterimi.

UNIPROT
Erisim numarasi

QOD5WO
S4R197
B2RQA1
QoJl146
Q8C419
E9Q1J7
Q8BKEO
Q8BI08
Q60829
B1B0B8
A2ALS7
QOCXS2
QOJIW9
P84096
Q8R127
Q9R1T4
QOCWU3
Q7TNLS
P62715
Q99JR1
QB8FG2
QoQwie
Q64332
Q8BG39
Q62465
Q80TB8
FEVR28
Q8BYI9
Q5SRX1
E9Q8T1
Q8BMS1
QOJKK7
P24529
P62984
Q99PL6
BOQZNS
Q8CBE3
Q8R5HE
P56695

Kat degigimi

Protein ismi 0.1 lj 7

Phosphodiesterase

Phosphodiesterase

Potassium voltage-gated channel subfamily A member 1
Predicted gene

Probable G-protein coupled receptor 158
Propionyl-CoA carboxylase beta chain
Proteasome subunit alpha type-2

Protein MAL2

Protein phosphatase 1 regulatory subunit 1B
Putative tyrosine-protein phosphatase auxilin

Rap1 GTPase-activating protein 1

Ras-related protein Rabh-3C

Ras-related protein Ral-A

Rho-related GTP-hinding protein RhoG
Saccharopine dehydrogenase-like oxidoreductase
Septin-6

Serine/threonine-protein phosphatase 2A 55 kDa regulatory subunit B alpha isoform
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa regulatory subunit

Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit alpha

Sideroflexin-1

Spectrin beta chain

SRC kinase-signaling inhibitor 1

Synapsin-2

Synaptic vesicle glycoprotein 2B

Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog
Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog-like
Synaptophysin

Tenascin-R

TOM1-like protein 2

Transforming acidic coiled-coil-containing protein 2
Trifunctional enzyme subunit alpha

Tropomodulin-2

Tyrosine 3-monooxygenase

Ubiquitin-60S ribosomal protein L40

UBX domain-containing protein 6
Vesicle-associated membrane protein 2

WD repeat-containing protein 37

Wiskott-Aldrich syndrome protein family member 1

Wolframin
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30 dk orta serebral arter tikanmasi takiben 55 gun reperfuzyon gerceklestirilen farelerin
iskemik striatum seviyesinden alinan doku érneklerinden LC-MS/MS aracili proteomik analizler
gerceklestiriimistir. Bu sayede literatiirde ilk defa Bmal1 protein ifade artiginin, azaliginin veya
Bmal1 protein ifadesinin ortamda hi¢ olmadigi durumda beyin felci sonrasi degisen protein
profili analizi yapiimistir. Elde edilen proteinlerin sonraki calismalara ydn verecegini
digtinmekteyiz.
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4.7. Western Blot aracili protein analizi

30 dk orta serebral arter ttkanmasi takiben 72 saat reperflizyon gerceklestirilen
farelerden alinan iskemik dokular bir araya getirildikten sonra proje Onerisinin yontem
béliminde bulunan 5.10 numarali baslik altinda yer alan deneysel prosedirler izlenerek
protein analizleri gerceklestiriimistir. Lv-Bmall grubu Lv-GFP grubuna goére, shBmal1 grubu

scRNA grubuna goére, Bmal1 knockout grubu dogal tiire gore oranlanarak gésterilmistir.

B-aktin
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Lv-GFP Lv-Bmal1 scRNA shBmal1 Dogal tiir Bmal1
knockout
Sekil 4.7.1 B-aktin protein seviyesi analizi.
Bmal1
200 -
*k
T

150 1
°
2
2 1001 =
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#Hi
50 -
Lv-GFP Lv-Bmal1 scRNA shBmal1 Dogal tiir Bmal1
knockout

Sekil 4.7.2 Bmall protein seviyesi analizi. **p<0.01/ *p<0.05 Lv-GFP grubuna gore, ##p<0.01/
#p<0.05 scRNA grubuna gore, &&p<0.01/ &p<0.05 LDogal tir grubuna gore istatistiksel
anlamliligi gostermektedir (independent samples t test).

Beyin felci sonrasinda Bmal1 protein seviyesi Lv-GFP grubunda 100 £ 5.8, Lv-Bmall
grubunda 163 £ 8.9 olarak dl¢uimustur. Bmal1 protein seviyesi lentiviral vektorler kullanilarak
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05, (independent samples t test) bir sekilde arttirildigi beyin
felci sonrasinda da gosterilmigtir. sScRNA gurubunda Bmal1 protein seviyesi 100 £ 2, shBmal1
grubunda 47 * 3.8 olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Bmal1 gen dizisini hedef alan
shBmal1 grubunun istatistiksel olarak anlamli (p<0.05, (independent samples t test) bir sekilde

Bmal1 protein seviyesini iskemi sonrasinda da digsurdidunu gdstermistir. Ek olarak dogal
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tirin Bmal1 protein seviyesi 100 + 2.1 olarak hesaplanmis olup Bmal1 knockout grubunda
Bmal1 protein seviyesi Ol¢clilememistir. Elde edilen bu sonug¢ vasitasiyla iskemi éncesinde
genotipleme vasitasiyla mutant oldugu belirlenen farelerde Bmal1 protein anlatiminin olmadigi

gosterilmistir (p<0.05, (independent samples t test) (Sekil 4.7.2).
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Sekil 4.7.3 Bmal2 protein seviyesi analizi. **p<0.01/ *p<0.05 Lv-GFP grubuna gére, ##p<0.01/
#p<0.05 scRNA grubuna gore, &&p<0.01/ &p<0.05 LDogal tur grubuna gore istatistiksel
anlamhhigi gostermektedir (independent samples t test).

Beyin felci sonrasinda Bmal2 protein seviyesi Lv-GFP grubunda 100 £ 7.8, Lv-Bmall
grubunda 57 + 8.9 olarak dlglilmuistir. iki deney grubu arasinda yapilan istatistiksel analizler
neticesinde Bmal1 protein seviyesi arttirilmis farelerde Bmal2 protein seviyesinin istatistiksel
olarak anlamli (p<0.05, (independent samples t test) bir sekilde azaldi§i gdzlemlenmistir.
scRNA deney grubunda Bmal2 protein seviyesi 100 + 62.1 olarak élgtlmis olup shBmal1
grubunda 1064 + 32.3 olarak olgulmustir. Elde edilen veriler neticesinde Bmal1 protein anlatim
ifadesi baskilanmis shBmal1 grubunda Bmal2 protein seviyesinin yaklasik olarak 10 kat olacak
sekilde arttirdi§gi gérilmistir. iki deney grubu arasinda yapilan istatistiksel analizler
neticesinde bu artigin istatistiksel olarak anlaml (p<0.05, (independent samples t test) oldugu
g6zlemlenmistir. Dogal tir grubunda Bmal2 protein seviyesi 100 + 6.8, Bmal1 knockout
grubunda 58 * 7.8 olarak hesaplanmigtir. Elde edilen sonuglar neticesinde Bmal1 knockout
farelerde iskemi sonrasinda Bmal2 protein seviyesinin istatistiksel olarak anlamli (p<0.05,

(independent samples t test) bir sekilde azaldig1 gdézlemlenmistir (Sekil 4.7.3).
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Sekil 4.7.4 Clock protein seviyesinin analizi. **p<0.01/ *p<0.05 Lv-GFP grubuna gore,
##p<0.01/ #p<0.05 scRNA grubuna goére, &&p<0.01/ &p<0.05 LDogal tur grubuna gore
istatistiksel anlamlihgi gostermektedir (independent samples t test).

Bmal1 ile heterodimer partner olarak goérev alan Clock protein seviyesi analiz
edildiginde Lv-GFP grubunda Clock protein seviyesi 100 £ 2.2, Lv-Bmal1 grubunda ise 112 +
4.6 olarak hesaplanmistir. Gruplar arasinda bir artis olmasina ragmen bu degisim istatistiksel
olarak anlamli seviyede degildir (p>0.05, (independent samples t test). sScCRNA grubunda Clock
protein seviyesi 100 + 5.7, shBmal1 grubunda ise 24 * 6.9 olarak hesaplanmistir. Elde edilen
veriler shBmal1 grubunda Bmal1 protein seviyesindeki azalis ile ayni paralellikte Clock protein
seviyesinin istatistiksel olarak anlamli (p<0.05, (independent samples t test) bir sekilde azaldigi
g6zlemlenmigtir. Dogal tlr grubunda 100 + 12.9, Bmal1 knockout grubunda 7 £ 2.4 olarak
hesaplanmistir. Elde edilen veriler Bmal1 protein seviyesine bagh sekilde Clock proteininin
Bmall knockout grubunda istatistiksel olarak anlamh (p<0.05, (independent samples t test) bir
sekilde azaldig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.7.4).
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Sekil 4.7.5 Period-1 (Per-1) protein seviyesi analizi. **p<0.01 Lv-GFP grubuna gore, #p<0.01
scRNA grubuna gore, 4p<0.01 Dogal tiir grubuna gore istatistiksel anlamliligi
goOstermektedir (independent samples t test).
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Per-l protein seviyesi Lv-GFP grubunda 100 + 6.1, Lv-Bmal1 grubunda 68 * 7.1 olarak
dlclmistir. iki grup arasinda yapilan istatistiksel analizde Bmal1 protein seviyesi arttiriimis
Lv-Bmall grubunda Per-ll protein seviyesinin istatistiksel olarak anlamli (p<0.05, (independent
samples t test) bir sekilde azaldig1 gdézlemlenmistir. scRNA grubunda Per Il protein seviyesi
100 + 12.3, shBmal1 gurubunda ise 147 £ 17.1 olarak dl¢limustir. Bmal1 protein seviyesi
azaltiimigs shBmal1 grubunda Per-II protein seviyesinin istatistiksel olarak anlaml bir sekilde
arttigi (p<0.05, (independent samples t test) tespit edilmistir. Dogdal tlr grubunda Per-Il protein
seviyesi 100 £ 3,2, Bmal1 knockout grubunda ise 130.7 x 4.9 olarak hesaplanmistir. Bmal1
protein anlatimi bulunmayan Bmal1 knockout grubunda Per-Il protein seviyesinin istatistiksel

olarak anlamli (p<0.05, (independent samples t test) olclide arttigi gérilmustir.
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Sekil 4.7.6 Per-ll protein seviyesinin analizi. **p<0.01/ *p<0.05 Lv-GFP grubuna gore,
##p<0.01/ #p<0.05 scRNA grubuna gore, &&p<0.01/ &p<0.05 LDogal tir grubuna gore
istatistiksel anlamhihdi gdstermektedir (independent samples t test).

Per-1l protein seviyesi Lv-GFP grubunda 100 £ 5.6, Lv-Bmall grubunda 75 + 10.1
olarak élgtilmustir. iki grup arasinda yapilan istatistiksel analizde Bmal1 protein seviyesi
arttinlmis Lv-Bmall grubunda Per-1l protein seviyesinin istatistiksel olarak anlaml (p<0.05,
(independent samples t test) bir sekilde azaldigi gézlemlenmistir. scRNA grubunda Perll
protein seviyesi 100 + 20.6, shBmal1 gurubunda ise 130 + 14 olarak oélgtimustir. Bmal1
protein seviyesi azaltiimis shBmal1 grubunda Per-II protein seviyesinin arttigi fakat bu artigin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi (p>0.05, (independent samples t test) tespit edilmigtir.
Dogal tir grubunda Per-ll protein seviyesi 100 + 4, Bmal1 knockout grubunda ise 119 + 6.6
olarak hesaplanmigtir. Bmal1 protein anlatimi bulunmayan Bmal1 knockout grubunda Per-II
protein seviyesinin istatistiksel olarak anlaml (p<0.05, (independent samples t test) dlclide
arttigi goérulmustir (Sekil 4.7.6).
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Sekil 4.7.7 p-Akt protein seviyesinin analizi. **p<0.01/ *p<0.05 Lv-GFP grubuna gore,
##p<0.01/ #p<0.05 scRNA grubuna gore, &&p<0.01/ &p<0.05 LDogal tir grubuna gore
istatistiksel anlamlihgi gostermektedir (independent samples t test).

Hucre sag kaliminda énemli bir rolG bulunan p-Akt protein seviyesine bakildiginda Lv-
GFP grubunda 100 * 4.8, Lv-Bmal1 grubunda 97 + 5.8 olarak dlcilmustir. iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlaml élglide bir degisim gézlemlenmemistir. sSCRNA grubunda p-Akt
protein seviyesi 100 £ 2.5, shBmal1 deney grubunda ise 176 * 3.1 olarak hesaplanmistir. Elde
edilen bu veriler Bmal1 protein seviyesinin baskilanmasina bagli olarak iskemik beyin felci
sonrasinda p-Akt protein seviyesi shBmal1 grubunda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05,
(independent samples t test) dlclide arttigi gdsterilmistir. Dogal tlr grubunda p-Akt protein
seviyesi 100 £ 8.8, Bmal1 knockout gurubunda ise p-Akt protein seviyesi tespit edilememistir
(Sekil 4.7.7).
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Sekil 4.7.8 p-Erk-1/-2 protein seviyesinin analizi. **p<0.01/ *p<0.05 Lv-GFP grubuna gore,
##p<0.01/ #p<0.05 scRNA grubuna goére, &&p<0.01/ &p<0.05 LDogal tur grubuna gore
istatistiksel anlamliligi géstermektedir (independent samples t test).

Sagkalim kinazi olarak da bilinen p-Erk-1/-2 protein seviyesi analiz edildiginde Lv-GFP
grubunda 100 + 6.8, Lv-Bmal1 grubunda 97 + 8.6 oldugu tespit edilmistir. Elde edilen veriler

Bmal1 protein seviyesinin artigina bagli olarak iskemik beyin felci sonrasinda p-Erk-1/-2
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protein seviyesinin degismedigi gorulmuastur. sScRNA grubunda p-Erk-1/-2 protein seviyesi 100
+ 3.8, shBmal1 grubunda 115 + 5.5 oraninda oldugu goérilmustir. iki grup arasinda yapilan
istatistiksel analizler neticesinde Bmal1 protein seviyesi azaltiimig (shBmal1) farelerde beyin
felci sonrasinda p-Erk-1/-2 protein seviyesinin istatistiksel olarak anlamh (p<0.05,
(independent samples t test) bir sekilde arttigi gézlemlenmistir. Dogal tar grubunda p-Erk-1/-2
protein seviyesi 100 + 8.7, Bmal1 knockout gurubunda ise p-Erk-1/-2 protein seviyesi tespit
edilememistir (Sekil 4.7.8).
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Sekil 4.7.9 p-mTOR protein seviyesinin analizi. **p<0.01/ *p<0.05 Lv-GFP grubuna gore,
##p<0.01/ #p<0.05 scRNA grubuna gore, &&p<0.01/ &p<0.05 LDogal tur grubuna gore
istatistiksel anlamlihgi gostermektedir (independent samples t test).

p-mTOR seviyesinin analize bakildiginda Lv-GFP grubunda 100 + 22.1, Lv-Bmall
grubunda 151 + 12.5 oldugu goértlmastir. Bu veriler neticesinde Bmal1 protein seviyesinin
arttinldig1 Lv-Bmal1 grubunda mTOR protein seviyesinin istatistiksel olarak anlamli (p<0.05,
(independent samples t test) bir sekilde arttigi gdézlemlenmistir. scRNA deney grubunda p-
mTOR protein seviyesi 100 £ 6.9, shBmal1 deney grubunda ise 49 £ 8.8 oraninda bulundugu
gOsterilmistir. Bmal1 protein seviyesinin azaltiimasina bagli olarak iskemik beyin felci
sonrasinda m-TOR protein seviyesinin istatistiksel olarak anlamh (p<0.05, (independent
samples t test) bir sekilde azaldigi gézlemlenmistir. Ek olarak dogal tir grubunda p-mTOR
protein seviyesi 100 £ 4.2, Bmal1 knockout deney grubunda ise 14 t 2.7 seviyesinde oldugu
gosterilmistir. Elde edilen bu veriler neticesinde shBmal1 deney grubu ile ayni paralellikte
Bmall knockout deney grubunda p-mTOR protein seviyesinin istatistiksel olarak anlaml

(p<0.05, (independent samples t test) bir sekilde azaldig1 gdézlemlenmistir (Sekil 4.7.9).
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Sekil 4.7.10 iNOS protein seviyesinin analizi. **p<0.01/ *p<0.05 Lv-GFP grubuna goére,
##p<0.01/ #p<0.05 scRNA grubuna gore, &&p<0.01/ &p<0.05 LDogal tir grubuna gore
istatistiksel anlamlihgi gostermektedir (independent samples t test).

indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (INOS) protein seviyesinin analizine bakildiginda Lv-
GFP grubunda 100 £ 5.1, Lv-Bmal1 grubunda ise 66 * 4.4 oldugu gdsterilmistir. scRNA deney
grubunda 100 £ 7.9, shBmal1 grubunda 77 + 4 oraninda oldugu, dog@al tir grubunda 100 £ 7.9
ve Bmall knockout deney grubunda 71 £+ 15.3 oraninda bulundugu gosterilmigtir. Elde edilen
veriler neticesinde Bmal1 protein seviyesinin arttirilmasi, azaltilmasi veya ortamda hig ifade
edilmeyisine baglh olarak iINOS protein seviyesinin istatistiksel olarak anlamh (p<0.05,
(independent samples t test) bir sekilde azaldigi gézlemlenmistir. ilgili sonug proje ekibi olarak
dikkatimizi cekmis olup elde edilen sonucun bir bagska markaya ait antikor ile tekrar edilmesi
gerekliligini ortaya c¢ikarmistir (Sekil 4.7.10).
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Sekil 4.7.11 eNOS protein seviyesinin analizi. **p<0.01/ *p<0.05 Lv-GFP grubuna gore,
##p<0.01/ #p<0.05 scRNA grubuna gore, &&p<0.01/ &p<0.05 LDogal tir grubuna goére
istatistiksel anlamlilig1 géstermektedir (independent samples t test).

Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz (eNOS) protein seviyesi Lv-GFP deney grubunda 100 +

7.6, Lv-Bmal1 deney grubunda 75 + 6.4 olarak hesaplanmistir. Bmal1 protein seviyesi
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arttinlmasina bagl olarak eNOS protein seviyesinin beyin felci sonrasinda istatistiksel olarak
anlamh (p<0.05, (independent samples t test) bir sekilde arttirdid1 gézlemlenmistir. scRNa
grubunda eNOS protein seviyesi 100 + 2.5, shBmal1 deney grubunda 117 + 13.2 olarak
hesaplanmistir. shBmal1 deney grubunda eNOS seviyesi artmaktadir fakat bu artis istatistiksel
olarak anlamli degildir (p>0.05, (independent samples t test). Ek olarak dogal tir icin eNOS
protein seviyesi 100 + 3.6, Bmal1 knockout grubunda ise 197 + 11.9 olarak hesaplanmistir.
Elde edilen veriler dahilinde Bmal1 protein seviyesi olmayan farelerde iskemi sonrasinda
eNOS protein seviyesinin istatistiksel olarak anlamli (p<0.05, (independent samples t test) bir

sekilde arttigi gosterilmistir (Sekil 4.7.11).
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Sekil 4.7.12 nNOS protein seviyesinin analizi. **p<0.01/ *p<0.05 Lv-GFP grubuna gore,
##p<0.01/ #p<0.05 scRNA grubuna goére, &&p<0.01/ &p<0.05 LDogal tur grubuna gore
istatistiksel anlamhhdi gdstermektedir (independent samples t test).

Noéronal Nitrik Oksit Sentaz (nNOS) protein seviyesi Lv-GFP deney grubunda 100 +
10.6, Lv-Bmal1 deney grubunda 72 + 4.9, scRNA grubunda 100 + 3.7, shBmal1 grubunda 72
t+ 8.4, dodal tur grubunda 100 + 7.1 ve Bmal1 knockout grubunda 61 = 9.6 olarak
hesaplanmistir. Elde edilen veriler dahilinde yapilan istatistiksel analizler Bmal1 protein
seviyesinin artisina, azalisina veya ortamda hig olmamasina baglh olarak istatistiksel olarak
anlaml seviyede nNOS protein seviyesinin azaldigini géstermektedir. ilgili sonug proje ekibi
olarak dikkatimizi cekmis olup elde edilen sonucun bir baska markaya ait antikor ile tekrar

edilmesi gerekliligini ortaya ¢ikarmistir (Sekil 4.7.12).
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Sekil 4.7.13 Brevican protein seviyesi analizi. **p<0.01 Lv-GFP grubuna gore, #p<0.05 scRNA
grubuna goére, &&p<0.01 Dogal tlr grubuna gore istatistiksel anlamliigi gostermektedir
(independent samples t test).

Brevican beyinde bulunan bircok fizyolojik ve patofizyolojik stiregte 6nemli roli bulunan
bir noéral proteoglikandir. Noronal yuzeylere lokalize olabilen brevican ayni zamanda
patofizyolojik surecler sonrasinda plastisite Uzerine de 6nemli katkilari bulunur. Proje
kapsaminda 30 dk beyin felci sonrasinda 55 guin reperflizyon gerceklestirilen farelerin iskemik
striatum seviyesinden brevican protein seviyesi analiz edilmistir. Aksonal yonlenmeyi saglayan
Brevican seviyesi Bmal1'in protein ifadesinin arttirilmasina, azaltilmasina veya ortamda hig
bulunmamasina bagl olarak istatistiksel olarak anlamli o6lcliide azalmaktadir (p<0.05,
(independent samples t test). Elde edilen bulgular Bmal1’in beyin felci sonrasinda aksonal

yonlenmede énemli bir rolinin gdstergesi oldugu distnilmektedir.
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Sekil 4.7.14 Versican protein seviyesi analizi. #p<0.05 scRNA grubuna gore, &&p<0.01 Dogal
tlr grubuna gére istatistiksel anlamhligi géstermektedir (independent samples t test).

Versican kondroitin sulfat proteoglikanlari olarak bilinmektedir ve 6zellikle dogum
sonrasinda beyindeki sinaptik baglantilarin stabilize edilmesine yardimci olur. Ayrica

yaralanmalar sonrasinda aksonal onarim mekanizmalari Uzerine inhibe edici bir 6zelligi
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bulunarak rejenerasyonu engelledigi dustnulmektedir. Beyin felci sonrasi 55. gunde alinan
iskemik dokulardan yapilan Versican analizine gore Bmal1 protein seviyesinin artmasina bagli
olarak versican protein seviyesinde 6nemli bir degisiklik gdézlemlenmemigtir. Fakat Bmal1
protein seviyesinin lentiviral vektorler araciligiyla inhibe edilmesi (shBmal1) veya Bmall
protein anlatimmin hi¢ olmamasi (Bmal1 knockout) Versican protein seviyesini istatistiksel

olarak anlaml bir sekilde arttirmaktadir (independent samples t test).

Ephrin b1

1204

901 8
-
- *%
§ 60
=
£

#H
301
0 T T T T T T
Lv-GFP  Lv-Bmal1 scRNA shBmal1 Dogal Bmal1

tar knockout

Sekil 4.7.15 Ephrin bl protein seviyesi analizi. **p<0.01 Lv-GFP grubuna gore, ##p<0.01
scRNA grubuna gore, &p<0.05 Dogal tur grubuna gore istatistiksel anlamliligi gostermektedir
(independent samples t test).

Membrana bagl proteinler olarak bilinen ephrin proteinleri ve bunlarin reseptorleri olan
Ephrin reseptdr tirozin kinazlar, merkezi sinir sisteminin gelisimi sirasindaki anahtar rolleriyle
bilinir. Reseptor aktivasyonu veya uyarimi, hem reseptorde hem de ligand tasiyan hucrelerde
¢Gift yonli olarak gergeklesebilir. Eph reseptori ve ephrin aileleri, olgun beyindeki sinaptik
plastisitede rol oynamaktadir. Aksonal plastiside dnemli roli bulunan Ephrin b1 seviyesi
Bmal?1’in protein ifadesinin arttirlmasina, azaltiimasina veya ortamda hi¢ bulunmamasina
bagl olarak istatistiksel olarak anlamli élgtide azalmaktadir (p<0.05, (independent samples t
test). Elde edilen bulgular Bmal1’in beyin felci sonrasinda aksonal yonlenmede 6nemli bir

rolindn gdstergesi oldugu diastnilmektedir.
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Sekil 4.7.16 Ephrin b2 protein seviyesi analizi. *p<0.01 Lv-GFP grubuna gore, ##p<0.05
scRNA grubuna gore, &&p<0.01 Dogal tlr grubuna gore istatistiksel anlamliigi géstermektedir
(independent samples t test).

Bmal1 protein seviyesinin artmasina veya lentiviral vektorler araciligiyla azaltiimasina
bagl olarak Ephrin b2 protein seviyesinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi fakat
Bmal1 protein seviyesinin ortamda hi¢ bulunmadigi durumlarda ise ephrin b2 protein
seviyesinin istatistiksel olarak anlaml seviyede azaldigi gosterilmistir (p<0.05, (independent
samples t test).
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4.8. Davranig Deneyleri

Davranis deneyleri istanbul Medipol Universitesi Tibbi Arastirmalar Merkezi'nde
(MEDITAM) bulunan davranis laboratuvarlarinda ve projenin yéntem 3.8 numarali alt baglikta

yer aldigi sekliyle gerceklestirilmistir.

4.8.1 Hayvan agirlhigi

118S306 numarali proje kapsaminda yapilan davranis deneyleri slresince deney
hayvanlarinin agirliklari davranis deneylerinin yapilacagi ginlerde 6lgtlmuis olup gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamh veya hayvan refahini azaltacak bir agirlik kaybinin

yasanmadigi gosterilmigstir. (Sekil 4.8.1.1-3).
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Sekil 4.8.1.1 Davranis deneyleri suresince Lv-GFP ve Lv-Bmall deney grubundaki farelerin
agirliklarinin takibi.
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Sekil 4.8.1.2 Davranis deneyleri stresince scRNA ve shBmal1 deney grubundaki farelerin
agirliklarinin takibi.
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Hayvan agirhg
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Sekil 4.8.1.3 Davranis deneyleri suresince Dogal tir ve Bmal1 knockout deney grubundaki
farelerin agirliklarinin takibi.

4.8.2 Acik alan testi

100- Mesafe
751
——Lv-GFP
—{+—Lv-Bmal1
o i
3-;; 50
=
251
0 T T T T
Baseline PO3 PO14 PO28 PO42

Sekil 4.8.2.1 Lv-GFP ve Lv-Bmal1 gruplarinin beyin felci 6ncesi ve beyin felci sonrasinda 3.
gun (PQO3), 14. gun (PO14), 28. gun (PO28) ve 42. gun (PO42) acik alan testinde kat ettikleri
mesafe.

Lv-GFP ve Lv-Bmal1 deney gruplarinda beyin felcinin indiklenmesi ile beraber PO3
gundnde her iki grupta da kat ettikleri mesafeler azalmistir. PO14, PO28 ve PO42. glnlerde
tekrarlanan testlerde gruplar arasinda herhangi bir istatistiksel degisim gdzlemlenmemistir

(p>0.05, (independent samples t test) (Sekil 4.8.2.1).
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Sekil 4.8.2.2 scRNA ve shBmal1 gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci sonrasinda 3. gun
(PO3), 14. gin (PO14), 28. gin (PO28) ve 42. gun (PO42) acik alan testinde kat ettikleri
mesafe.

scRNA ve shBmal1 deney gruplarinda beyin felcinin indiklenmesi ile beraber PO3
gununde her iki grupta da kat ettikleri mesafeler azalmistir. PO14, PO28 ve PO42. gunlerde
tekrarlanan testlerde gruplar arasinda herhangi bir istatistiksel degisim gozlemlenmemistir

(p>0.05, (independent samples t test) (Sekil 4.8.2.2).
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Sekil 4.8.2.3 Dogal tir ve Bmal1 knockout gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci
sonrasinda 3. gun (PO3), 14. gin (PO14), 28. giin (PO28) ve 42. giin (PO42) acik alan testinde
kat ettikleri mesafe.

Beyin felci operasyonlarindan dnce normal fizyolojik kosullar altinda alinan élguimlerde
Bmall knockout grubundaki farelerin acgik alan testinde kat ettikleri mesafe dogal tir grubuna
goére daha az oldugu goézlemlenmistir. Fakat bu farkhlik istatistiksel olarak bir anlamlilik
tagsimamaktadir. Beyin felcinin indiklenmesi ile beraber PO3 glinunde her iki grupta da kat
ettikleri mesafeler azalmigtir. PO14, PO28 ve PO42. glnlerde tekrarlanan testlerde gruplar
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arasinda herhangi bir istatistiksel degisim gdézlemlenmemistir (p>0.05, (independent samples

t test) (Sekil 4.8.2.3).
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Sekil 4.8.2.4 Lv-GFP ve Lv-Bmall gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci sonrasinda 3.
gin (PO3), 14. gun (PO14), 28. giin (PO28) ve 42. gin (PO42) acik alan testinde ortalama
hizlari.

Lv-GFP ve Lv-Bmal1 deney gruplarinda beyin felcinin indiklenmesi ile beraber PO3
gununde her iki grupta da ortalama hizlarinin azaldigi goérulmustir. Acik alan testinin
tekrarlandigi PO3 ve PO14 ve PO42. glinlerde Lv-Bmall grubunda bulunan farelerin ortalama
hizlarinin Lv-GFP grubuna kiyasla arttigi fakat bu artisin istatistiksel olarak bir anlamlihginin

olmadigi gérulmastar (p>0.05, (independent samples t test) (Sekil 4.8.2.4).
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Sekil 4.8.2.5 scRNA ve shBmal1 gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci sonrasinda 3. gun
(PO3), 14. guin (PO14), 28. glin (PO28) ve 42. giin (PO42) acik alan testinde ortalama hizlari.
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ScRNA ve shBmal1 deney gruplarinda beyin felcinin induklenmesi ile beraber PO3
gininde her iki grupta da acik alan testi suresince ortalama hizlarinin azaldigi
goOzlemlenmistir. Agik alan testinin tekrarlandigi PO3, PO14, PO28 ve PO42. ginlerde scRNA
ve shBmall gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli dl¢ide herhangi bir degisim

gbzlemlenmemistir (p>0.05, (independent samples t test) (Sekil 4.8.2.5).
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Sekil 4.8.2.6 Dogal tir ve Bmal1 knockout gruplarinin beyin felci éncesi ve beyin felci
sonrasinda 3. gun (PO3), 14. giin (PO14), 28. giin (PO28) ve 42. giin (PO42) acik alan testinde
ortalama hizlari.

Dogal tur ve Bmal1 knockout gruplarinda beyin felcinin indtklenmesi ile beraber PO3
guininde her iki grupta da ortalama hizlarinin azaldigi goérulmustur. Agik alan testinin
tekrarlandigi PO3 ve PO14 ve PO42. gunlerde dogal tir grubunda bulunan farelerin ortalama
hizlarinin Bmal1 knockout grubuna kiyasla arttigi gézlemlenmistir. Gruplar arasinda yapilan
istatistiksel analizler neticesinde PO3, PO14 ve PO42. glnlerdeki bu artigin istatistiksel olarak
bir anlamlilik tagsimadi gériimustir (p>0.05, (independent samples t test). PO28 glninde
yapilan istatistiksel analizde ise bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu gértlmustir
(p<0.05, (independent samples t test) (Sekil 4.8.2.6).
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Sekil 4.8.2.7 Lv-GFP ve Lv-Bmal1 gruplarinin beyin felci 6ncesi ve beyin felci sonrasinda 3.
gin (PO3), 14. gun (PO14), 28. giin (PO28) ve 42. gin (PO42) acik alan testinde hareketli
kaldiklari sire.

Beyin felci dncesinde normal fizyolojik kosullar altinda alinan élcimlerde Lv-GFP ve
Lv-Bmal1 deney gruplarindaki farelerin ortalama hareketlilik suresi 500 sn olarak
hesaplanmistir. Beklendigi Uzere beyin felci sonrasinda hayvanlarin hareketlilik streleri
azalmistir. PO3, PO14, PO28 ve PO42. glinlerde tekrarlanan agik alan testinin verilerine
bakildiginda gruplar arasinda hareketlilik sudresi bakimindan istatistiksel olarak anlamli
herhangi bir degisimin olmadigi gézlemlenmistir (p>0.05, (independent samples t test) (Sekil
4.8.2.7).
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Sekil 4.8.2.8 scRNA ve shBmal1 gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci sonrasinda 3. gun
(PO3), 14. gun (PO14), 28. gun (PO28) ve 42. gin (PO42) acik alan testinde hareketli
kaldiklar sure.

iskemi éncesinde normal fizyolojik kosullar altinda alinan élciimlerde Lv-GFP ve Lv-

Bmal1 gruplarinda oldugu gibi scRNA ve shBmal1 deney gruplarindaki farelerin de ortalama
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hareketlilik sdresi 500 sn olarak hesaplanmistir. Beklendigi Gzere beyin felci sonrasinda
hayvanlarin hareketlilik streleri azalmistir. PO3, PO14, PO28 ve PO42. glnlerde tekrarlanan
acik alan testinin verilerine bakildiginda gruplar arasinda hareketlilik suresi bakimindan
istatistiksel olarak anlamli herhangi bir degisimin olmadigi goézlemlenmistir (p>0.05,
(independent samples t test) (Sekil 4.8.2.8).
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Sekil 4.8.2.9 Dogal tir ve Bmal1 knockout gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci
sonrasinda 3. glin (PO3), 14. gin (PO14), 28. giin (PO28) ve 42. giin (PO42) acik alan testinde
hareketli kaldiklari sdre.

Beyin felci 6ncesinde normal fizyolojik kosullar altinda alinan élgiimlerde Dogal tir ve
Bmall knockout gruplarindaki farelerin ortalama hareketlilik siresi 500 sn olarak
hesaplanmistir. Beklendigi Uzere orta serebral arter tikanmasi metodu sonrasinda iki grup
icerisindeki tim hayvanlarin hareketlilik sureleri azalmistir. PO3, PO14, PO28 ve PO42.
gunlerde tekrarlanan acgik alan testinin verilerine bakildiginda dogal tur igerisinde bulunan
farelerin hareketlilik suresi Bmal1 knockout grubuna kiyasla biraz daha fazla oldugu
gorulmustur. Fakat gruplar arasinda hareketlilik suresi bakimindan istatistiksel olarak anlamli
herhangi bir degisimin olmadigi gézlemlenmistir (p>0.05, (independent samples t test) (Sekil
4.8.2.9).
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Sekil 4.8.2.10 Lv-GFP ve Lv-Bmall gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci sonrasinda 3.
gln (PO3), 14. gin (PO14), 28. giun (PO28) ve 42. giin (PO42) acik alan testinde hareketsiz
kaldiklari sure.

Lv-GFP ve Lv-Bmall deney gruplarinin hareketlilik sdrelerini 600 saniyeye
tamamlayacak sekilde farelerin hareketsiz kaldiklari sureler hesaplanmistir. Elde edilen
verilere bakildiginda iskeminin induklenmesi sonrasinda PO3. gunde farelerin hareketsiz
kaldiklari streler artmis olup deneyin tekrarlandigi PO3, PO14, PO28 ve PO42. ginlerde
hareketsizlik streleri bakimindan istatistiksel olarak herhangi bir degisimin olmadigi

g6zlemlenmistir (p>0.05, (independent samples t test) (Sekil 4.8.2.10).
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Sekil 4.8.2.11 scRNA ve shBmal1 gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci sonrasinda 3.
gun (PO3), 14. gun (PO14), 28. gun (PO28) ve 42. gun (PO42) acik alan testinde hareketsiz
kaldiklari sire.

scRNA ve shBmal1 deney gruplarinin hareketlilik surelerini 600 saniyeye
tamamlayacak sekilde farelerin hareketsiz kaldiklari sireler hesaplanmistir. Elde edilen

verilere bakildiginda iskeminin indiklenmesi sonrasinda PO3. ginde farelerin hareketsiz
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kaldiklari surelerin arttigi gozlemlenmigtir. Deneyin tekrarlandigi PO14 ve PO28. gunlerde
scRNA grubuna ait farelerin hareketsizlik suresinin shBmal1 grubuna kiyasla daha fazla
oldugu gbézlemlenmistir. Fakat bu degisimin istatistiksel olarak anlamh olmadigi
gbzlemlenmistir (p>0.05, (independent samples t test). Ek olarak, PO42. ginde farelerin
hareketsiz kaldiklari surelerin birbirine yaklastigi gorulmektedir (Sekil 4.8.2.11).
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Sekil 4.8.2.12 Dogal tur ve Bmal1 knockout gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci
sonrasinda 3. gun (PO3), 14. gin (PO14), 28. gin (PO28) ve 42. giin (PO42) acik alan testinde
hareketsiz kaldiklari sure.

Acik alan testinin toplam suresi 600 olacak sekilde testler gerceklestiriimistir. Bu
nedenle hareketlilik siresini 600 saniyeye tamamlayacak sekilde hareketsizlik siresi
hesaplanmistir. Elde edilen veriler beyin felci sonrasinda PO3 gununde hayvanlarin
hareketsizlik suresinin maksimuma ulastigi ve PO14, PO28 vePO42. gunlerde bu hareketsizlik
suresinin azaldigi goérulmustur. Gruplar arasinda PO3, PO14, PO28 ve PO42. gunlerde
hareketsizlik sureleri bakimindan istatistiksel olarak herhangi bir degisimin olmadigi

g6zlemlenmistir (p>0.05, (independent samples t test) (Sekil 4.8.2.12).
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Merkez bolgesi
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Sekil 4.8.2.13 Lv-GFP ve Lv-Bmal1 gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci sonrasinda 3.
gin (PQO3), 14. gun (PO14), 28. gun (PO28) ve 42. gin (PO42) acik alan testinde merkez
bdlgesinde gecirdikleri sire.

Anymaze programi vasitasiyla acik alan testinde kullanilan silindir sanal olarak 3 farkl
alana ayrilmis olup bu sanal alanlarin orta kismi olan ve merkez alan olarak isimlendirilen
alanda Lv-GFP ve Lv-Bmal1 grubundaki farelerin gegcirdikleri streler hesaplanmigtir. Beyin
felci oncesinde alinan olgimlerde Lv-Bmall deney grubundaki farelerin merkez alanda
gegirdikleri strenin Lv-GFP grubuna kiyasla daha fazla oldugu fakat bu strenin istatistiksel
olarak anlamli olmadigi gorilmustir (p>0.05, (independent samples t test). PO3 ve PO14.
gunde tekrarlanan deneylerde Lv-Bmal1 deney grubundaki farelerin merkez alanda gecirdikleri
sure istatistiksel olarak anlamli (p<0.05, (independent samples t test) bir sekilde arttig
g6zlemlenmistir. PO28 ve PO42. gunlerde alinan élgimlerde Lv-Bmall grubundaki farelerin
Lv-GFP grubuna gére merkez alanda gegirdikleri strenin daha fazla oldugu fakat bu farkliligin
istatistiksel olarak bir anlamlilik ifade etmedigi gosterilmistir (p>0.05, (independent samples t
test) (Sekil 4.8.2.13).
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Sekil 4.8.2.14 scRNA ve shBmal1 gruplarinin beyin felci éncesi ve beyin felci sonrasinda 3.

gun (PO3), 14. gin (PO14), 28. gun (PO28) ve 42. gin (PO42) acik alan testinde merkez
bdlgesinde gecirdikleri sire.

Anymaze programi vasitasiyla agik alan testinde kullanilan silindir sanal olarak 3 farkl
alana ayrilmis olup bu sanal alanlarin orta kismi olan ve merkez alan olarak isimlendirilen
alanda scRNA ve shBmal1 grubundaki farelerin gecirdikleri stireler hesaplanmistir. shBmal1
deney grubundaki farelerin merkez alanda gegirdigi sureler operasyon 6ncesinde Lv-GFP
grubu ile ayni oldugu fakat iskeminin indiklenmesinden sonra PO3, PO14, PO28 ve PO42.
glnlerde scRNA grubuna goére daha fazla oldugu gézlemlenmistir. Fakat bu artisin istatistiksel
olarak bir anlamlilik ifade etmedigi gdsterilmistir (p>0.05, (independent samples t test) (Sekil
4.8.2.14).
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Sekil 4.8.2.15 Dogal tur ve Bmal1 knockout gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci

sonrasinda 3. gun (PO3), 14. gun (PO14), 28. glin (PO28) ve 42. giin (PO42) acik alan testinde
merkez bolgesinde gecirdikleri sire.
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Anymaze programi vasitasiyla acik alan testinde kullanilan silindir sanal olarak 3 farkli
alana ayrilmis olup bu sanal alanlarin orta kismi olan ve merkez alan olarak isimlendirilen
alanda Dogal tir ve Bmal1 knockout grubundaki farelerin gecirdikleri sreler hesaplanmistir.
Beyin felci operasyonlarindan énce normal fizyolojik kosullar altinda yapilan élgiimlerde Bmal1
knockout grubundaki farelerin daha fazla merkez alanda stre gegirdikleri tespit edilmigtir.
Fakat bu sure farklinin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goéralmastur. Beyin felci sonrasinda
PO3 ve PO14 gunlerinde tekrarlanan testlerde Bmall knockout grubuna ait olan farelerin
Dogal tir grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde merkez alanda daha fazla sure
gecirdigi gorllmustiar (p<0.05, (independent samples t test). PO28 ve PO42 glinlerinde
tekrarlanan deneylerde istatistiksel olarak herhangi bir fark gézlemlenmemistir (p>0.05,
(independent samples t test) (Sekil 4.8.2.15).
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Sekil 4.8.2.16 Lv-GFP ve Lv-Bmal1 gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci sonrasinda 3.
gin (PO3), 14. gin (PO14), 28. gin (PO28) ve 42. gin (PO42) acik alan testinde gegis
bdlgesinde gegirdikleri sire.

Farelerin gegis bolgesinde gegcirdigi sureler hesaplandiginda Lv-GFP ve Lv-Bmall
deney gruplarindaki farelerin operasyon éncesinde gegis alaninda gegcirdigi surelerin ayni
seviyede oldugu ve iskemiden sonra PO3. glinde gegis bolgesinde gegirdikleri sirelerin arttigi
ve sonrasinda PO14, PO28 ve PO42. glnlerde giderek azaldigi gdsterilmistir. Gruplar
arasinda yapllan istatistiksel analizlerde istatistiksel olarak herhangi bir anlamlihigin olmadigi

gOsterilmistir (p>0.05, (independent samples t test) (Sekil 4.8.2.16).
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Sekil 4.8.2.17 scRNA ve shBmal1 gruplarinin beyin felci éncesi ve beyin felci sonrasinda 3.
gun (PO3), 14. gun (PO14), 28. gin (PO28) ve 42. giin (PO42) acik alan testinde gecis
bdlgesinde gecirdikleri sire.

Farelerin gecis bolgesinde gecirdigi streler hesaplandijinda scRNA ve shBmall deney
gruplarindaki farelerin operasyon éncesinde gecis alaninda gegirdigi strelerin ayni seviyede
oldugu gésterilmistir. Deneyin tekrarlandigi PO3, PO14, PO28 ve PO42. glnlerde gruplar
arasinda yapllan istatistiksel analizlerde istatistiksel olarak herhangi bir degisimin olmadigi

gosterilmistir (p>0.05, (independent samples t test). (Sekil 4.8.2.17).
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Sekil 4.8.2.18 Dogal tur ve Bmal1 knockout gruplarinin beyin felci 6éncesi ve beyin felci
sonrasinda 3. gun (PO3), 14. giin (PO14), 28. giin (PO28) ve 42. giin (PO42) acik alan testinde
gecis bolgesinde gecirdikleri sure.

Anymaze programi vasitasiyla acik alan testinde kullanilan silindir sanal olarak 3 farkl
alana ayrilmis olup merkez ve kenar boélge arasinda kalan ve gegis bdlgesi alan olarak
isimlendirilen alanda Dogal tir grubundaki farelerin fizyolojik kosullar altinda gegis
bdlgesindeki gecirmis oldugu strenin daha fazla oldugu gézlemlenmistir. Dogal tir ve Bmal1

knockout gruplari arasinda operasyon 6ncesi, PO3, PO14, PO28 ve PO42 glnlerde yapilan
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deneylerden elde edilen veriler istatistiksel olarak analiz edildiginde gruplar arasinda herhangi
bir istatistiksel degisimin olmadigi tespit edilmistir (p>0.05, (independent samples t test) (Sekil
4.8.2.18).
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Sekil 4.8.2.19 Lv-GFP ve Lv-Bmal1 gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci sonrasinda 3.
gin (PO3), 14. gin (PO14), 28. gun (PO28) ve 42. gin (PO42) acik alan testinde kenar
bdlgesinde gegirdikleri sire.

Lv-GFP ve Lv-Bmal1 gruplarindaki farelerin agik alan testinde kullanilan silindirin kenar
bolgesinde gegirdikleri slreler iskemiden 6nce normal fizyolojik kosullarda ve iskeminin
indiklenmesinden sonra PO3, PO14, PO28, PO42. glinlerde Anymaze programi vasitasiyla
incelenmigstir. Elde edilen veriler Lv-GFP ve Lv-Bmal1 gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli degisimin olmadigdini gostermektedir (p>0.05, (independent samples t test) (Sekil
4.8.2.19).
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Sekil 4.8.2.20 scRNA ve shBmal1 gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci sonrasinda 3.
gun (PO3), 14. gun (PO14), 28. gun (PO28) ve 42. gun (PO42) acik alan testinde kenar
bdlgesinde gegirdikleri sure.
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scRNA ve shBmal1 gruplarindaki farelerin agik alan testinde kullanilan silindirin kenar
bdlgesinde gegirdikleri sureler iskemiden énce normal fizyolojik kosullarda ve iskeminin
induklenmesinden sonra PO3, PO14, PO28, PO42. glnlerde Anymaze programi vasitasiyla
incelenmigstir. Elde edilen veriler scRNA ve shBmal1 gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamh degisimin olmadigini gdstermektedir (p>0.05, (independent samples t test) (Sekil
4.8.2.20).
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Sekil 4.8.2.21 Dogal tir ve Bmal1 knockout gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci
sonrasinda 3. glin (PO3), 14. gin (PO14), 28. giin (PO28) ve 42. giin (PO42) acik alan testinde
kenar bdlgesinde gegirdikleri sure.

Anymaze programi vasitasiyla acik alan testinde kullanilan silindir sanal olarak 3 farkli
alana ayrilmis olup bu sanal alanlarin en dis kismi olan ve kenar alan olarak isimlendirilen
alanda Dogal tir ve Bmal1 knockout farelerin gegirdikleri sireler hesaplanmigtir. Operasyon
oncesi, PO3, PO14, PO28 ve PO42 giinlerde yapilan deneylerden elde edilen veriler
istatistiksel olarak analiz edildiginde gruplar arasinda herhangi bir istatistiksel degisimin

olmadigi tespit edilmistir (p>0.05, (independent samples t test) (Sekil 4.8.2.21).

4.8.3 Kuyruktan asma testi
Tum gruplar igin beyin felci dncesi ve beyin felci sonrasinda 3. gun (PO3), 14. gin

(PO14), 28. gun (PO28) ve 42. gun (PO42) kuyruktan asma testi uygulanmistir. Test slresince

farelerin hareketli ve hareketsiz kaldiklari sireler belirlenmistir.
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Sekil 4.8.3.1 Lv-GFP ve Lv-Bmall gruplarinin beyin felci 6ncesi ve beyin felci sonrasinda 3.
gin (PO3), 14. gin (PO14), 28. gin (PO28) ve 42. gin (PO42) kuyruktan asma testinde
hareketli olduklari sirenin analizi.

Normal fizyolojik kosullar altinda Lv-GFP ve Lv-Bmal1 gruplarindaki farelerin ortalama
hareketli kalma sureleri birbirine yakin degerler ¢cikmistir. Beyin felci sonrasinda PO3’de
tekrarlanan kuyruktan asma testine bagli olarak farelerin hareketli kalma sirelerinin azaldigi
gOzlemlenmistir. Testin tekrarlandigi PO14, PO28 ve PO42. gunlerde Lv-GFP ve Lv-Bmall
gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamh bir farkliik gdézlemlenmemistir (p>0.05,
(independent samples t test) (Sekil 4.8.3.1).

Tail suspension test
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Sekil 4.8.3.2 scRNA ve shBmal1 gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci sonrasinda 3. gun
(PO3), 14. glin (PO14), 28. glin (PO28) ve 42. giin (PO42) kuyruktan asma testinde hareketli
olduklari stirenin analizi.

Normal fizyolojik kosullar altinda scRNA ve shBmal1 gruplarindaki farelerin ortalama

hareketli kalma sureleri birbirine yakin degerler ¢cikmistir. Beyin felci sonrasinda PO3’de
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tekrarlanan kuyruktan asma testine bagli olarak farelerin hareketli kalma sirelerinin azaldigi
gOzlemlenmistir. Testin tekrarlandigi PO14, PO28 ve PO42. gunlerde Lv-GFP ve Lv-Bmall
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik g6zlemlenmemigtir (p>0.05,
(independent samples t test) (Sekil 4.8.3.2).

Tail suspension test
(hareketlilik siiresi)
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Sekil 4.8.3.3 Dogal tir ve Bmal1 knockout gruplarinin beyin felci éncesi ve beyin felci
sonrasinda 3. giin (PO3), 14. giin (PO14), 28. giin (PO28) ve 42. giin (PO42) kuyruktan asma
testinde hareketli olduklari sirenin analizi.

Beyin felci 6ncesinde fizyolojik kosullar altinda alinan dl¢gimlerde dogal tir ve Bmal1
knockout farelerin kuyruktan asma testine vermis olduklari tepkinin benzer oldugunu
gbzlemledik. Beyin felcinin indiklenmesinden sonra PO3 glnlnde yapilan analizlerde farelerin
hareketli kaldiklari sirelerin azaldigi buna bagh olarak hareketsiz kaldiklari strenin arttigi
g6zlemlenmigtir. Ozellikle PO28 ve PO42 giinlerde tekrarlanan kuyruktan asma testinde Dogall
tur farelerinin hareketlilik suresinin Bmal1 knockout guruba kiyasla artmaya basladigi
gbzlemlenmigtir. Fakat gruplar arasinda yapilan istatistiksel analizlerde bu artigin istatistiksel

olarak anlamli olmadigi gértlmustir (p>0.05, (independent samples t test) (Sekil 4.8.3.3).

4.8.4 Rota-Rod testi
Tam gruplar icin beyin felci 6éncesi ve beyin felci sonrasinda 3. giin (PO3), 14. gln

(PO14), 28. gun (PO28) ve 42. gun (PO42) Rota-Rod testi uygulanarak farelerin motor
koordinasyonlari élgtlmistir. Bu amacla belirtilen gunlerde her bir fare 30 dakika araliklarla
toplam 5 kere (her bir deney gunu igin) bu teste tabi tutulmustur. Bes tekrarin ortalamasi

alinarak ilgili giinun davranis verisi olarak analize katilmigtir.
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Rota-Rod testi
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Sekil 4.8.4.1 Lv-GFP ve Lv-Bmal1 gruplarinin beyin felci 6ncesi ve beyin felci sonrasinda 3.
gun (PO3), 14. giin (PO14), 28. gliin (PO28) ve 42. giin (PO42) uygulanan Rota-Rod testi ile
motor koordinasyon analizi.

Motor koordinasyonun belirlenmesi icin dnemli bir test olan Rota-Rod testinin sonucuna
bakildiginda normal fizyolojik kosullar altinda ortalama 280 saniye suresince farelerin Rota-
Rod platformunda kaldig1 gdzlemlenmektedir. iskemi sonrasinda PO3. giinde beklendigi iizere
farelerin motor koordinasyonlarinda digits gorilmektedir. Deneyin tekrarlandigi PO14, PO28
ve PO42. gunlerde Lv-Bmal1 deney grubundaki farelerin motor koordinasyonlari daha iyi
oldugu gdézlemlenmis olup deney gruplari arasindaki bu farklihdin istatistiksel olarak bir

anlamhlik ifade etmedigi gérulmastir (p>0.05, (independent samples t test) (Sekil 4.8.4.1).

Rota-Rod testi
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Sekil 4.8.4.2 scRNA ve shBmal1 gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci sonrasinda 3.
gun (PO3), 14. gun (PO14), 28. gun (PO28) ve 42. giin (PO42) uygulanan Rota-Rod testi ile
motor koordinasyon analizi.

scRNA ve shBmal1 deney gruplari da Lv-GFP ve Lv-Bmall deney gruplarina benzer
sekilde iskemi 6ncesinde yaklasik olarak 280 saniye slresince Rota-Rod platformu lzerinde

kaldiklari ve iskemi sonrasinda motor koordinasyonlari bozuldugu igin platform tzerinde kalma
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surelerinin azaldigi gézlemlenmistir. Deneyin tekrarlandigi PO14, PO28 ve PO42. gunlerde
shBmal1 deney grubundaki farelerin platform Gzerinde kalma sureleri sScRNA grubuna kiyasla
daha az oldugu goéralmustur. Gruplar arasinda yapilan istatistiksel analizler neticesinde gruplar
arasinda istatistiksel olarak herhangi bir farklilik oldugu gosterilmigtir (p>0.05, (independent
samples t test) (Sekil 4.8.4.2).

Rota-Rod testi
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Sekil 4.8.4.3 Dogal tir ve Bmal1 knockout gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci
sonrasinda 3. gun (PO3), 14. giin (PO14), 28. giin (PO28) ve 42. giin (PO42) uygulanan Rota-
Rod testi ile motor koordinasyon analizi.

Motor koordinasyonun belirlenmesi icin dnemli bir test olan Rota-Rod testinin sonucuna
bakildiginda normal fizyolojik kosullar altinda ortalama 260 saniye suresince farelerin Rota-
Rod platformunda kaldigi gézlemlenmektedir. Beyin felci sonrasinda PO3. gunde beklendigi
uzere farelerin motor koordinasyonlarinda dusus gorulmektedir. Deneyin tekrarlandigi PO14,
PO28 ve PO42. glnlerde Dogal tir deney grubundaki farelerin motor koordinasyonlarinin
Bmall knockout grubuna kiyasla biraz daha iyi oldugu fakat bu farklihgin istatistiksel olarak
herhangi bir anlamlilik tasimadigi gdsterilmigtir (p>0.05, (independent samples t test) (Sekil
4.8.4.3).

4.8.5 El gekme ve kavrama giicii testi
Fonksiyonel geri kazanimin belirlenmesi i¢in grip strength testi kullaniimistir. Bu test

yardimiyla hem 6n iki elin hem de beyin felci sonrasi etkilenen elin kavrama gticini 6lgmek
icin kullanilmaktadir. Kavrama glciini élgmek igin 6zel olarak tasarladigimiz ve ucunda ti¢ggen
bir tel bulunan Newton metre (Medio-Line Spring Scale, metric, 300 g, Pesola AG, Isvicre)
kullaniimigtir. Bu amagla tium gruplar igin beyin felci dncesi ve beyin felci sonrasinda 3. gun
(PO3), 14. gun (PO14), 28. gun (PO28) ve 42. gun (PO42) farelerin hem tek el hem de cift

¢ekme ve kavrama gigcleri élciimustar.
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El cekme ve kavrama testi
(Gift el)
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Sekil 4.8.5.1 Lv-GFP ve Lv-Bmal1 gruplarinin beyin felci 6ncesi ve beyin felci sonrasinda 3.
gun (PO3), 14. giin (PO14), 28. gliin (PO28) ve 42. giin (PO42) uygulanan grip strength testi
ile ¢ift el cekme ve kavrama glcunin belirlenmesi.

El cekme ve kavrama testi
(tek el)
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Sekil 4.8.5.2 Lv-GFP ve Lv-Bmal1 gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci sonrasinda 3.
gun (PO3), 14. giin (PO14), 28. gun (PO28) ve 42. gun (PO42) uygulanan grip strength testi
ile tek el cekme ve kavrama glcunun belirlenmesi.

Lv-GFP ve Lv-Bmal1 deney gruplarindan alinan normal fizyolojik kosullar altindaki
degerlerin iskeminin induklenmesi ile beraber azaldigi hem cift el hem de tek el ile yapilan grip
strength testinde gdsterilmistir. Testin tekrarlandigi PO3, PO14, PO28 ve PO42. gunlerde
gruplar arasinda istatistiksel olarak herhangi bir degisim gdézlemlenmemistir (p>0.05,
(independent samples t test). Fakat 6zelikle 42. Guinde Lv-Bmal1 grubundaki farelerin cekme
ve kavrama guci hem tek el hem de cift el bazinda biraz daha iyi oldugu gézlemlenmigtir (Sekil
4.8.5.1 ve 4.8.5.2).
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El cekme ve kavrama testi
(Gift el)
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Sekil 4.8.5.3 scRNA ve shBmal1 gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci sonrasinda 3. gun
(PO3), 14. giin (PO14), 28. gliin (PO28) ve 42. giin (PO42) uygulanan grip strength testi ile cift
el cekme ve kavrama gucunun belirlenmesi.

El cekme ve kavrama testi
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Sekil 4.8.5.4 scRNA ve shBmal1 gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci sonrasinda 3. gin
(PO3), 14. giin (PO14), 28. guin (PO28) ve 42. gun (PO42) uygulanan grip strength testi ile tek
el cekme ve kavrama glcunun belirlenmesi.

scRNA ve shBmal1 deney gruplarindan alinan normal fizyolojik kosullar altindaki
degerlerin iskeminin induklenmesi ile beraber azaldigi hem cift el hem de tek el ile yapilan grip
strength testinde gdsterilmistir. Testin tekrarlandigi PO3, PO14, PO28 ve PO42. gunlerde
gruplar arasinda istatistiksel olarak herhangi bir degisim gdzlemlenmemistir (p>0.05,
(independent samples t test) (Sekil 4.8.5.3 ve 4.8.5.4).
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El gekme kavrama testi
(cift el)
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Sekil 4.8.5.5 Dogal tir ve Bmal1 knockout gruplarinin beyin felci éncesi ve beyin felci
sonrasinda 3. gun (PO3), 14. giin (PO14), 28. giin (PO28) ve 42. gliin (PO42) uygulanan grip
strength testi ile ¢ift el gekme ve kavrama guicinidn belirlenmesi.
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Sekil 4.8.5.6 Dogal tir ve Bmal1 knockout gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci
sonrasinda 3. gun (PO3), 14. gin (PO14), 28. gun (PO28) ve 42. gun (PO42) uygulanan grip
strength testi ile tek el gekme ve kavrama gucindn belirlenmesi.

Dogal tur ve Bmal1 knockout deney gruplarindan alinan fizyolojik kosullar altindaki
degerlerin iskeminin induklenmesi ile beraber azaldigi hem cift el hem de tek el ile yapilan grip
strength testinde gosterilmigtir. Testin tekrarlandigi PO3, PO14, PO28 ve PO42. gunlerde
gruplar arasinda istatistiksel olarak herhangi bir degisim gdézlemlenmemistir (p>0.05,
(independent samples t test). Cift el ile yapilan grip strength testinde dogal tir grubundaki
farelerin Bmall knockout grubundaki farelere kiyasla daha iyi performans gdsterdigi

gorilmesine ragmen istatistiksel olarak bir farklihk bulunmamistir (Sekil 4.8.5.5 ve 4.8.5.6).
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4.8.6 Yiikseltilmig 0-labirenti (Elevated 0-maze)
Yerden 50 cm yukseklikte, 50 cm capinda ve 5,5 cm genisliginde olan yuvarlak

platformun 90° karsilikli olacak sekilde 15 cm yUkseklikte i¢c ve dis duvarlarla birlikte kapali
alan denilen béliumu olusturulmustur. Kalan bolimler ise acik bdlge olarak isimlendirilmistir.
Fareler platform (zerinde kapali olana konularak 10 dk slresince kamera ve Anymaze
bilgisayar programi vasitasiyla gézlemlenmistir. Bu amagla tim gruplar igin beyin felci éncesi
ve beyin felci sonrasinda 3. giin (PO3), 14. gin (PO14), 28. gun (PO28) ve 42. gin (PO42)
farelerin yukseltiimis O-labirenti (Elevated 0-Maze) Uzerinde acik ve kapali alan igerisinde

gegirdikleri streler hesaplanmistir.

0-Maze testi
(Acik alan)
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Sekil 4.8.6.1 Lv-GFP ve Lv-Bmal1 gruplarinin beyin felci 6ncesi ve beyin felci sonrasinda 3.
gun (PO3), 14. gun (PO14), 28. gun (PO28) ve 42. gun (PO42) uygulanan yukseltiimig O-
labirenti (Elevated 0-Maze) platformunda agik alanda gegirdigi strenin analizi.

0-Maze testi
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Sekil 4.8.6.2 Lv-GFP ve Lv-Bmal1 gruplarinin beyin felci éncesi ve beyin felci sonrasinda 3.
gin (PO3), 14. gin (PO14), 28. gun (PO28) ve 42. gun (PO42) uygulanan yikseltilmis 0-
labirenti (Elevated 0-Maze) platformunda kapal alanda gegirdigi stirenin analizi.

74



Lv-GFP ve Lv-Bmal1 deney gruplarin normal fizyolojik kosullar altinda yukseltilmig O-
labirenti (Elevated 0-Maze) acik alan ve buna bagl olarak da kapali alanda gegirdikleri sireler
birbirlerine yakin degerlerde bulunmus olup gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farkin olmadigi gézlemlenmistir (p>0.05, (independent samples t test). Lv-Bmall grubundaki
farelerin PO14. ginde Lv-GFP grubuna kiyasla acik alanda gegirdikleri surenin istatistiksel
olarak anlaml (p<0.05, (independent samples t test) bir sekilde daha fazla oldugu gortlmastur.
Ayrica PO28 ve PO42. glunlerde tekrarlanan testlerde Lv-Bmall deney grubundaki farelerin
Lv-GFP grubuna goére daha fazla oldugu fakat bu zaman noktalarinda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisimin olmadigi gézlemlenmistir (p>0.05, (independent
samples t test) (Sekil 4.8.6.1 ve 4.8.6.2).
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Sekil 4.8.6.3 scRNA ve shBmal1 gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci sonrasinda 3.
glin (PO3), 14. giin (PO14), 28. guin (PO28) ve 42. gun (PO42) uygulanan yukseltiimis 0-
labirenti (Elevated 0-Maze) platformunda acik alanda gegirdigi sirenin analizi.
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0-Maze testi
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Sekil 4.8.6.4 scRNA ve shBmal1 gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci sonrasinda 3. gun
(PO3), 14. giin (PO14), 28. gliin (PO28) ve 42. giin (PO42) uygulanan ylkseltilmis 0-labirenti
(Elevated 0-Maze) platformunda acik alanda gegcirdigi sirenin analizi.

scRNA ve shBmal1 deney gruplarin normal fizyolojik kosullar altinda yukseltiimis 0-
labirenti (Elevated 0-Maze) acik alan ve buna bagl olarak da kapali alanda gegirdikleri streler
birbirlerine yakin degerlerde bulunmus olup gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farkin olmadigi gézlemlenmistir (p>0.05, (independent samples t test). Testin tekrarlandidi
PO3, PO14, PO28 ve PO42. ginlerde shBmal1 grubundaki farelerin agik alanda daha fazla
kaldigi fakat bu farkliigin istatistiksel olarak anlamhi olmadigi goésterilmistir (p>0.05,
(independent samples t test) (Sekil 4.8.6.3 ve 4.8.6.4).
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Sekil 4.8.6.5 Dogal tir ve Bmal1 knockout gruplarinin beyin felci éncesi ve beyin felci
sonrasinda 3. gin (PO3), 14. gin (PO14), 28. gin (PO28) ve 42. gin (PO42) uygulanan
yukseltilmis O-labirenti (Elevated 0-Maze) platformunda agik alanda gegirdidi surenin analizi.
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Sekil 4.8.6.6 Dogal tir ve Bmall knockout gruplarinin beyin felci éncesi ve beyin felci
sonrasinda 3. guin (PO3), 14. gun (PO14), 28. gin (PO28) ve 42. gliin (PO42) uygulanan
yukseltilmis O-labirenti (Elevated 0-Maze) platformunda kapali alanda gegcirdigi sirenin analizi.

0-maze testi araciligiyla beyin felci operasyonlarindan 6nce yapilan baseline ve beyin
felci sonrasinda PO3, PO14, PO28 ve PO42. gunlerde Dogal tir ve Bmal1 knockout fareleri
arasinda istatistiksel olarak bir farklilik goérilmemistir (p>0.05, (independent samples t test)
(Sekil 4.8.6.5 ve 4.8.6.6).

4.8.7 Acik/kapali alan testi
Acik kapall alan testi anksiyetenin belirlenmesinde kullanilan énemli bir testtir. 20 cm x

40 cm dlgulerinde yarisinin Uzeri kapali olan bir kutudan olusan testte acik ve kapali alanlar
arasinda farelerin giris ¢ikis yapabilecekleri bir agikhk bulunmaktadir. Fareler aydinlik alana
birakildiktan sonra 10 dk stresince agik/kapali alan testine tabi tutulmustur. Bu amacla tim
gruplar igin beyin felci 6ncesi ve beyin felci sonrasinda 3. gin (PO3), 14. giin (PO14), 28. gin
(PO28) ve 42. gun (PO42) farelerin agik/ kapali alan testinde agik ve kapali alan icerisinde

gegirdikleri sUreler hesaplanmistir.

77



Acik/ kapal alan testi
(Acik alan)
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Sekil 4.8.7.1 Lv-GFP ve Lv-Bmal1 gruplarinin beyin felci 6ncesi ve beyin felci sonrasinda 3.
gun (PO3), 14. giin (PO14), 28. gin (PO28) ve 42. gun (PO42) uygulanan agik/ kapali alan
platformunda acik alanda gecirdigi stirenin analizi.
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Sekil 4.8.7.2 Lv-GFP ve Lv-Bmal1 gruplarinin beyin felci 6ncesi ve beyin felci sonrasinda 3.
gun (PO3), 14. gun (PO14), 28. gun (PO28) ve 42. gun (PO42) uygulanan agik/ kapali alan
platformunda kapali alanda gegcirdigi sirenin analizi.

Lv-GFP ve Lv-Bmal1 gruplarindaki farelerin normal fizyolojik kosullar altinda agik
alanda gegcirdikleri sureler iskeminin indiklenmesi ile beraber azaldigi ve testin tekrarlandigi
PO3, PO14, PO28 ve PO42. gunlerde Lv-Bmal1l grubundaki farelerin aydinlik alanda
gegirdikleri sreler Lv-GFP grubuna gore kiyasla daha fazla oldugu gézlemlenmesine ragmen
gruplar arasinda yaplilan istatistiksel analizler neticesinde gruplar arasinda istatistiksel olarak
herhangi bir farklihgin olmadidi gézlemlenmistir (p>0.05, (independent samples t test) (Sekil
4.8.7.1 ve 4.8.7.2).
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Acik/ kapal alan testi
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Sekil 4.8.7.3 scRNA ve shBmal1 gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci sonrasinda 3. gun
(PO3), 14. giin (PO14), 28. gin (PO28) ve 42. gun (PO42) uygulanan acik/ kapali alan
platformunda acik alanda gecirdigi stirenin analizi.
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Sekil 4.8.7.4 scRNA ve shBmal1 gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci sonrasinda 3. gun
(PO3), 14. gin (PO14), 28. gun (PO28) ve 42. gun (PO42) uygulanan acik/ kapali alan
platformunda kapali alanda gegcirdigi sirenin analizi.

scRNA ve shBmal1 gruplarindaki farelerin normal fizyolojik kosullar altinda agik alanda
gegcirdikleri sureler iskeminin indiklenmesi ile beraber azaldigi ve testin tekrarlandigi PO3,
PO14, PO28 ve PO42. gunlerde gruplar arasinda yapilan istatistiksel analizler neticesinde
gruplar arasinda istatistiksel olarak herhangi bir farkliligin olmadigi gézlemlenmistir (p>0.05,
(independent samples t test) (Sekil 4.8.7.3 ve 4.8.7.4).
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Sekil 4.8.7.5 Dogal tir ve Bmal1 knockout gruplarinin beyin felci éncesi ve beyin felci
sonrasinda 3. giin (PO3), 14. giin (PO14), 28. guin (PO28) ve 42. glin (PO42) uygulanan acik/
kapali alan platformunda acgik alanda gegcirdigi strenin analizi.
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5 3001 —1-Bmal1 knockout

1501

0 T T T T
Baseline  PO3 PO14 PO23 PO42

Sekil 4.8.7.6 Dogal tir ve Bmal1 knockout gruplarinin beyin felci dncesi ve beyin felci
sonrasinda 3. giin (PO3), 14. giin (PO14), 28. guin (PO28) ve 42. giin (PO42) uygulanan agik/
kapali alan platformunda kapali alanda gegirdigi stirenin analizi.

0-maze testiden elde edilen bulgular ile ayni paralellikte aydinlik/ karanlik alan testi
aracihigiyla beyin felci operasyonlarindan 6nce yapilan baseline ve beyin felci sonrasinda PO3,
PO14, PO28 ve PO42. gunlerde Dogal tur ve Bmal1 knockout fareleri arasinda istatistiksel
olarak bir farkhhk gérilmemistir (p>0.05, (independent samples t test) (Sekil 4.8.7.5 ve
4.8.7.6).
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4.9 BrdU pozitif hiicrelerin analizi

Proje 6nerisinde Set 2 olarak belirtilen 30 dk orta serebral arter tikanmasi takiben 55
gun reperflzyon yapilan farelere beyin felci operasyonlarindan 3 gin sonra 100 mg/kg
dozunda BrdU enjeksiyonu yapilmistir. Fareler sakrifiye edildikten sonra striatum seviyesinden
(Bregma 0) alinan koronal kesitlere proje dnerisi ydéntem boélimu 5.9.3. BrdU boyamasi basligi
altinda belirtildigi Uzere boyamalar gercgeklestiriimistir. Bu amacla Tek bir kesit Gzerinde DAPI
(405nm), BrdU (488 nm), GFAP (555 nm) ve NeuN (647 nm) antikorlari kullanilarak boyamalar
gerceklestiriimistir. Boyamalar sonrasinda 6rnekler lazer taramali konfokal (LSM780, Zeiss)

mikroskop araciligiyla alinmigtir.

Sekil 4.9.1 iskemik striatum seviyesinde BrdU, GFAP, NeuN ve DAPI boyamasi. Floresan
goruntuler lazer taramali konfokal (LSM780, Zeiss) mikroskop araciligiyla ¢ekilmigstir.

iskemik striatum seviyesinden belirlenen 62.500 um?lik 9'ar farkl alandan BrdU pozitif
hicre sayllmigtir. Hicre sayimi yapilirken BrdU (488 nm) ve DAPI (405 nm) sinyallerinin Ust

Uste geldigi hiicreler BrdU pozitif hlicre olarak alinmistir.
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BrduU pozitif hiicre sayisi
100

75 '|'
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Hiicre sayisi

Lv-GFP . Lv-Bmal1
Sekil 4.9.2 Lv-GFP ve Lv-Bmal1 gruplarinda BrdU pozitif hlicre analizi.

Bmal1 protein seviyesinin arttirildiyi Lv-Bmal1 grubundaki BrdU pozitif hiicre sayisi Lv-GFP
grubuna (Lv-Bmal1 grubunun kontroll olarak olusturulmus grup) kiyasla azaldigi gérilmustr.
Gruplar arasinda yaplilan istatistiksel analizler neticesinde bu degisimin istatistiksel olarak bir

anlamhlik tagimadigi gézlemlenmistir (p>0.05, (independent samples t test).

BrduU pozitif hiicre sayisi
100 *
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25

Hiicre sayisi

scRNA shBmal1
Sekil 4.9.3 scRNA ve shBmal1 gruplarinda BrdU pozitif hiicre analizi. *p<0.05 scRNA grubuna
gore istatistiksel anlamlihgr gostermektedir (independent samples t test).
Bmal1 protein seviyesinin azaltildigi shBmal1 grubundaki BrdU pozitif hiicre sayisi scCRNA
grubuna (shBmal1 grubunun kontroll olarak olusturulmus grup) kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde arttigi géralmuastir (p<0.05, (independent samples t test). Akut dénem beyin
felci verileri dikkate alindiginda Bmal1’in inhibisyonu akut dénemde apoptotik hiicre sayisini

arttirirken uzun dénemde BrdU pozitif hiicre sayisini arttirmaktadir.

Pozitif hiicre sayisi
100

75 T

50

Hiicre sayisi

25

Dogaltir Bmal1 knockout

Sekil 4.9.4 Dogal tur ve Bmal1 knockout gruplarinda BrdU pozitif hiicre analizi.
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Bmal1 protein ifadesi dogustan olmayan Bmal1 knockout grubundaki farelerde sayilan
BrdU pozitif hiicre sayisi Dogal tur grubuna kiyasla azaldigi gérilmektedir. Gruplar arasinda
yapilan istatistiksel analizler neticesinde bu degisimin istatistiksel olarak bir anlamlilik

tasimadigi gozlemlenmigtir (p>0.05, (independent samples t test).

iskemik striatum seviyesinden belirlenen 62.500 um2lik 9'ar farkl alandan BrdU +
NeuN (neuronal nuclei) pozitif hicreler sayilmistir. Hiicre sayimi yapilirken NeuN (647nm),
BrdU (488 nm) ve DAPI (405 nm) sinyallerinin Ust Uste geldigi hicreler BrdU + NeuN pozitif

hicre olarak alinmistir.

BrdU+NeuN
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Sekil 4.9.5 Lv-GFP ve Lv-Bmal1 gruplarinda BrdU + NeuN pozitif hiicre analizi. *p<0.05 Lv-
GFP grubuna gére istatistiksel anlamhligi géstermektedir (independent samples t test).
Lv-GFP ve Lv-Bmal1 gruplarindaki farelerin iskemik striatum seviyesinden sayilan
hicreler analiz edildiginde Bmal1 protein ifadesi arttirilmis grupta olusan yeni néron (BrdU +
NeuN) sayisinin Lv-GFP grubuna gore istatistiksel olarak anlamh élgiide daha az oldugu

gOsterilmistir (p<0.05, (independent samples t test).
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scRNA shBmal1

Sekil 4.9.6 scRNA ve shBmall gruplarinda BrdU + NeuN pozitif hiicre analizi.

scRNA ve shBmal1 gruplarindaki farelerin iskemik striatum seviyesinden sayilan
hicreler analiz edildiginde Bmal1 protein ifadesi azaltilmis grupta olusan yeni néron (BrdU +
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NeuN) sayisinin scRNA grubuna daha fazla oldugu gézlemlenmistir. Fakat bu artis istatistiksel

olarak herhangi bir anlamlilik tagimamaktadir (p>0.05, (independent samples t test).
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Sekil 4.9.7 Dogal tir ve Bmal1 knockout gruplarinda BrdU + NeuN pozitif hiicre analizi.
*p<0.05 Dogal tur grubuna gore istatistiksel anlamhligi géstermektedir (independent samples
t test).

Dogal tir ve Bmal1 knockout gruplarindaki farelerin iskemik striatum seviyesinden
sayllan hicreler analiz edildiginde Bmal1 protein ifadesi hi¢ olmayan Bmal1 knockout
grubunda olusan yeni néron (BrdU + NeuN) sayisinin dogal tiir grubuna gore istatistiksel olarak

anlaml dl¢ide daha az oldugu gosterilmistir (p<0.05, (independent samples t test).

iskemik striatum seviyesinden belirlenen 62.500 ym2’lik 9'ar farkli alandan BrdU +
GFAP (Glial fibrillary acidic protein) pozitif hiicreler sayilmistir. Hiicre sayimi yapilirken GFAP
(555 nm), BrdU (488 nm) ve DAPI (405 nm) sinyallerinin Ust Uste geldigi hiicreler BrdU + NeuN

pozitif hlicre olarak alinmistir.
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Sekil 4.9.8 Lv-GFP ve Lv-Bmal1 gruplarinda BrdU + GFAP pozitif hiicre analizi. *p<0.05 Lv-
GFP grubuna gére istatistiksel anlamlilig1 gdstermektedir (independent samples t test).

Lv-GFP ve Lv-Bmal1 gruplarindaki farelerin iskemik striatum seviyesinden sayilan

hicreler analiz edildiginde Bmal1 protein ifadesi arttirilmis grupta olusan yeni glial hiicre (BrdU
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+ GFAP) sayisinin Lv-GFP grubuna goére istatistiksel olarak anlaml dlgtide daha az oldugu

gOsterilmistir (p<0.05, (independent samples t test).
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Sekil 4.9.9 scRNA ve shBmall gruplarinda BrdU + GFAP pozitif hiicre analizi.

scRNA ve shBmal1 gruplarindaki farelerin iskemik striatum seviyesinden sayilan
hicreler analiz edildiginde Bmal1 protein ifadesi azaltiimis grupta olusan yeni glial hiicre (BrdU
+ GFAP) sayisinin scRNA grubuna daha fazla oldugu goézlemlenmigtir. Fakat bu artis
istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik tagimamaktadir (p>0.05, (independent samples t
test).
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Sekil 4.9.10 Dogal tir ve Bmal1 knockout gruplarinda BrdU + GFAP pozitif hiicre analizi.

Dogal tir ve Bmal1 knockout gruplarindaki farelerin iskemik striatum seviyesinden
sayilan hicreler analiz edildiginde Bmal1 protein bulunmayan grupta (Bmal1 knockout) olusan
yeni glial hucre (BrdU + GFAP) sayisinin scRNA grubuna daha az oldugu goézlemlenmigtir.
Fakat bu azalig istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik tasimamaktadir (p>0.05,

(independent samples t test).

iskemik striatum seviyesinden belirlenen 62.500 um2lik 9’ar farkh alandan BrdU +
CD31 (Platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM-1)/ cluster of differentiation 31)
pozitif hiicreler sayilmigtir. Hicre sayimi yapilirken BrdU (647 nm), CD31 (488 nm) ve DAPI

(405 nm) sinyallerinin Ust Uste geldigi hiicreler BrdU + CD31 pozitif hiicre olarak alinmistir.
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Sekil 4.9.11 iskemik striatum seviyesinde BrdU, CD31 ve DAPI boyamasi. Floresan gériintiler
lazer taramali konfokal (LSM780, Zeiss) mikroskop araciligiyla ¢ekilmigtir.
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Sekil 4.9.12 Lv-GFP ve Lv-Bmal1 gruplarinda BrdU + CD31 pozitif hiicre analizi.
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Lv-GFP ve Lv-Bmall gruplarindaki farelerin iskemik striatum seviyesinden sayilan hicreler
analiz edildiginde Bmal1 protein ifadesi azaltiimig grupta (shBmal1) ve scRNA grubunda yeni
olusan damar sayisi bakimindan herhangi bir fark gézlemlenmemigtir (p>0.05, (independent

samples t test).
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Sekil 4.9.13 scRNA ve shBmal1 gruplarinda BrdU + CD31 pozitif hiicre analizi.

scRNA ve shBmal1 gruplarindaki farelerin iskemik striatum seviyesinden sayilan hicreler
analiz edildiginde Bmal1 protein ifadesi azaltiimis grupta (shBmal1) ve scRNA grubunda yeni
olusan damar sayisi bakimindan herhangi bir fark gézlemlenmemistir (p>0.05, (independent

samples t test).
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Sekil 4.9.14 Dogal tur ve Bmal1 knockout gruplarinda BrdU + CD31 pozitif hiicre analizi.
*p<0.05 Dogal tur grubuna gore istatistiksel anlamliligi gostermektedir (independent samples
t test).

Dogal tur ve Bmal1 knockout gruplarindaki farelerin iskemik striatum seviyesinden sayilan

hicreler analiz edildiginde Bmal1 protein ifadesi hi¢ olmayan Bmal1 knockout grubunda olusan
yeni damar sayisinin (BrdU + CD31) sayisinin dogal tlr grubuna gére istatistiksel olarak

anlaml dl¢ide daha az oldugu goésterilmistir (p<0.05, (independent samples t test).
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4.10. Aksonal gecislerin analizi

iskemiden sonra kontralateral hemisferden ipsilateral hemisfere uzatilan aksonlarin
degerlendirilebilmesi icin Set 2 kapsaminda davranis deneyleri uygulana farelere beyin
felcinden 45 gun sonra biyotinlenmig dekstran amin (BDA, D1956, Invitrogen) uygulanmistir.
Bu amagla gaz anestezi sistemi ile anesteziye alinan fareler stereotaktik cerceveye (frame)
yerlegtiriimis ve sonrasinda kafatasi tur aleti kullanilarak kontralateral hemisferde bregmaya
0,5 mm rostral ve 2,5 mm lateral koordinatlar delinmistir. Sonrasinda hamilton enjektori
vasitasiyla %10 biyotinlenmis dekstran amin (BDA, D1956, Invitrogen) kontralateral hemisfere
uygulanmistir. BDA enjeksiyonundan sonra fareler BDA'nin akson boyunca tamamen
tasinabilmesi icin 10 gun slresince yasatiimis ve sonrasinda kardiyak perflizyon fiksasyom
yontemiyle sakrifiye edilmislerdir. Sakrifiye edilen farelerden alinan beyinler cryostat cihazi
araciligiyla islendikten sonra red niikleus ve fasial nikleus seviyesinden alinan koronal

kesitlere BDA boyamasi yapilmistir.

Sekil 4.10.1 Red nukleus seviyesinden aksonal gecislerin analizi. Floresan goruntuler lazer
taramali konfokal (LSM780, Zeiss) mikroskop araciligiyla ¢ekilmigtir.
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Sekil 4.10.2 Facial nikleus seviyesinden aksonal gecislerin analizi. Floresan goéruntuler lazer
taramali konfokal (LSM780, Zeiss) mikroskop araciliiyla ¢cekilmistir.
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Sekil 4.10.3 Lv-GFP ve Lv-Bmal1 gruplarinda red nikleus seviyesinde kontralateral (hasarsiz)
hemisferden ipsilateral (hasarli) hemisfere gegen akson sayisinin analizi.
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Sekil 4.10.4 scRNA ve shBmal1 gruplarinda red nikleus seviyesinde kontralateral (hasarsiz)
hemisferden ipsilateral (hasarli) hemisfere gegen akson sayisinin analizi.
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Sekil 4.10.5 Dogal tir ve Bmal1 knockout gruplarinda red nikleus seviyesinde kontralateral
(hasarsiz) hemisferden ipsilateral (hasarli) hemisfere gecen akson sayisinin analizi.

Beyin felci sonrasinda kontralateral hemisferden ipsilateral hemisfere uzatilan akson
sayisinin artmasi veya azalmasi direkt olarak beyin plastisitesi ile alakalidir. Projemiz
kapsaminda red nikleus seviyesinden analiz edilen aksonal gegislerde gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenememistir (p>0.05, (independent samples t test)).
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Sekil 4.10.6 Lv-GFP ve Lv-Bmall knockout gruplarinda facial nukleus seviyesinde
kontralateral (hasarsiz) hemisferden ipsilateral (hasarl) hemisfere gegen akson sayisinin
analizi.
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Sekil 4.10.7 scRNA ve shBmal1 gruplarinda facial nlkleus seviyesinde kontralateral
(hasarsiz) hemisferden ipsilateral (hasarl) hemisfere gegen akson sayisinin analizi.
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Sekil 4.10.8 Dogal tir ve Bmal1 knockout gruplarinda facial niikleus seviyesinde kontralateral
(hasarsiz) hemisferden ipsilateral (hasarli) hemisfere gecen akson sayisinin analizi.

Beyin felci sonrasinda kontralateral hemisferden ipsilateral hemisfere uzatilan akson
sayisinin artmasi veya azalmasi direkt olarak beyin plastisitesi ile alakalidir. Projemiz
kapsaminda facial nikleus seviyesinden analiz edilen aksonal gegislerde gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlaml bir fark gézlemlenememistir (p>0.05, (independent samples t test).
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4.11. Atrofi ve glial yaranin analizi

30 dk orta serebral arter tikanmasi takiben 55 gun reperfuzyon gerceklestirilen farelerin
stiratum seviyesinden alinan koronal kesitlere cresyl violet boyamasi yapilmigtir. Sonrasinda
bu kesitlerden proje 6nerisi yontem bdliminde belirtildigi sekliyle striatumdan ve korpuz

kallozumdan atrofi hesaplanmistir.

Striatum atrofi
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Sekil 4.11.1 Striatumda meydana gelen atrofinin analizi. *p<0.05 Lv-GFP grubuna gore,
#p<0.05 scRNA grubuna gore, &&p<0.01 Dogal tir grubuna gére istatistiksel anlamhligi
go6stermektedir (independent samples t test).
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Sekil 4.11.2 Korpuz kallozumda meydana gelen atrofinin analizi. **p<0.01 Lv-GFP grubuna

gore, ##p<0.01 scRNA grubuna gore, &p<0.05 Dogal tir grubuna gore istatistiksel anlamhhigi
go6stermektedir (independent samples t test).

Bmal1 protein seviyesinin artmasina veya azalmlasina bagli olarak hem striatum hem

de korpuz kallozumda meydana gelen atrofi istatistiksel olarak anlamli élglide azalmaktadir.
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Bmal1 knockot farelerde ise hem striatum hem de korpuz kallozumda gorulen atrofi miktari

istatistiksel olarak anlamh dlgtide artmaktadir.

Glial yara iskemik beyn hasarina yanit olarak gelismektedir. Glial yaranin olusumunda;
astrositler reaktif astroglioza donlslr ve beyin hasarinin etrafini sararak hasarin daha fazla
yayllmasini engeller. Bu bariyer hem fiziksel hem de kimyasal (kondroitin sulfat
proteoglikanlarin Uretimi) bariyerinin olusumuyla sonuglanarak beyin hasarinin yayilmasini
engeller. Striatum seviyesinden alinan koronla beyin kesitlerine GFAP boyamasi yapilarak glial

hicrelerin dagildiklari alanlar hesaplanmistir.
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Sekil 4.11.3 Glial yara analizi. *p<0.01 Lv-GFP grubuna gére, &p<0.05 Dogal tur grubuna
gore istatistiksel anlamlihgr géstermektedir (independent samples t test).

Bmal1 protein seviyesinin artmasiyla glial yara olusumunun istatistiksel olarak anlamli dlgude
azaldigi1 gézlemlenmistir. Bunun yani sira Bmal1 protein seviyesinin baskilanmasi da glial yara
olusumunu azaltmakta fakat bu azalma istatistiksel olarak bir anlamlik tasimamaktadir. Ek
olarak Bmall knockout farelerde glial yara olusumun istatistiksel olarak anlaml élgide arttigi

gbzlemlenmigtir.
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5. TARTISMA VE SONUG

Sirkadiyen ritme bagli olarak gun igerisinde degisen kalp ritmi, hormonal degisim,
pihtilasma gibi faktoérler serebrovaskuler hastaliklarin tetiklenmesine neden olmaktadir
(Schallner vd., 2017). Sirkadiyen ritim, organizmalarin i¢ fizyolojik sireclerini dis ortamdan
gelen uyarilara bagl olarak hassas bir sekilde senkronize eden biyolojik bir saattir. Bu biyolojik
saat gun icerisindeki aydinlik-karanlik dongusu, mevsimsel degisiklikler ve beslenme gibi dig
uyarilara baglh olarak kendi ritmini dizenlemektedir (Duffy vd., 2009; Fisk vd., 2018). Bunun
yani sira sirkadiyen ritmin, nérodejeneratif hastaliklarin mekanizmalarinda da aktif bir sekilde
rol aldigi disinilmektedir. Buna bagl olarak, 2018 yilinda yayinlanan bir ¢galismada sirkadiyen
ritmin beyin felci sonrasinda gelisen hasar mekanizmalari Uzerine olan etkileri gosterilmistir
(Beker vd., 2018). Ayrica yine ayni calisma, sirkadiyen ritmin belirlenmesinde énemli bir roli
bulunan Bmal1’in beyin felci patofizyolojisinde dnemli bir roliiniin olabilecegine dair kuvvetli

bulgular icermektedir.

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada sirkadiyen ritmin temel transkripsiyon faktorlerinden
Bmal1’in beyin felci sonrasinda gelisen ndronal hasar, plastisite ve fonksiyonel geri kazanim
Uzerine etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Bmal1’in beyin felcindeki rolind gérebilmek igin
Bmall protein seviyesi arttiginda (Lv-Bmall), azaldijinda (shBmall) veya bu proteinin hig
olmadi§i Bmall knockout (Bmal1 geninde yapilan bir mutasyon sonucunda Bmal1 protein
ifadesi olmayan transgenik farelerde) farelere orta serebral arter tikanmasi metodu
uygulanmistir. Bu sayede (i) Bmal1’in iskemik beyin felci sonrasi néronal sagkalim, apoptotik
hiicre 6limu ve enflamasyonda rol alan mikroglia aktivasyonu Gzerine olan etkileri, (i) Bmal1’in
beyin felci sonrasi akut donemde hicre ici sinyal iletim yolaklarindan Akt, Erk-1/-2 ve mTOR
sinyal yolaklari ve sirkadiyen ritim proteinlerinden Bmall, Bmal2, Per I, Per Il ve Clock
proteinleri Uzerine etkileri, (iii) yapmis oldugumuz davranis deneyleri araciligiyla beyin felci
sonrasi fonksiyonel geri kazanim, motor koordinasyon, lokomotor aktivite, anksiyete ve
depresyon Uzerine etkilerinin farkli zaman noktalarinda degerlendiriimesi, (iv) iskemi
sonrasinda yeni olusan ve farklilagsan hucrelerin takibi yapilarak Bmal1’in nérogenez ve
anjiyogenez Uzerine etkileri incelenmesi, uzun dénem beyin felci sonrasi gelisen ve hasar
etrafinda olusan glial yara ile korpus kallozum ve striatumda meydana gelen atrofinin
degerlendirilmesi, (vi) motor kortekse uygulanacak ve anterograt tasinan tracer enjeksiyonu
sonrasinda hasarsiz hemisferden hasarli hemisfere aksonlarin projeksiyonlarinin
degerlendiriimesiyle beyin plastisitesinin analizi, (vii) aksonal buyimeyi ve beyin plastisitesini
engelleyen proteinlerin seviyelerinin (brevican, versican, efrin B1, efrin B2) iskemik striatum

seviyesinden degerlendiriimesi, (viiil)Bmal1 proteininin  diger proteinlerle etkilesiminin
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karakterizasyonu igin immunopresipitasyon yontemi ile Bmal1 proteiniyle etkilesim iginde olan
proteinlerin  ¢okturtlip genis Olgekli proteomik analiz vasitasiyla belirlenmesi

gerceklestirilmistir.

Projemiz kapsaminda Bmal1 protein seviyesini arttirmak veya azaltmak amaciyla
lentiviral vektorler kullaniimigtir. Canku son yillarda lentiviral vektorler araciliiyla gen transferi
yontemi cesitli hastaliklarin tedavisinde etkin bir gekilde kullanilabilmektedir (Gan vd., 2013).
Lentiviral vektorler, merkezi sinir sistemi (MSS) hlicrelerini kolay bir sekilde enfekte ederek
istikrarlh ve uzun sireli transgen ekspresyonu sagladigindan dolayr MSS hastaliklarinda
onemli ve glvenli bir tedavi stratejisi olarak degerlendiriimektedir (Naldini vd., 1996). Molekdler
klonlana c¢alismalari sonucunda duretilen virsler vasitasiyla farelerin striatum seviyesinde
Bmal1 protein seviyesini istatistiksel olarak anlaml olgude arttirlmis veya azaltiimistir.
Farelere virus partitlleri beyin ici yontemle uygulandiktan 7 gun sonra orta serebral arter

tikanmasi metodu kullanilarak farelere beyin felci operasyonlari gergeklestiriimistir.

Projemiz hipotez olarak Bmal1 proteinin beyin felci sonrasi akut dénem (30 dk orta
serebral arter tikanmasi takiben 3 giin reperflizyon) ve uzun dénem (30 dk orta serebral arter
tikanmasi takiben 55 glin reperflizyon) etkilerini gérmeyi amaglamistir. Beyin felci vakalarinin
%80Q’i orta serebral arter tikanmasi sonucu gergeklesir. Klinigi en iyi sekilde taklit edebilmek
amaciyla farelerde OSAO modeli uygulanmaktadir. Bu kapsamda, farelere 30 dakikalik orta
serebral arter operasyonu gergeklestiriimistir. Daha uzun ve dolayisiyla daha blyuk c¢apli
hasar vermek yerine, geri dondurulebilir bir hasar igin 30 dakikalik beyin felci metodu
uygulanmistir (Beker vd., 2020; Kilic vd., 2014). Genis ¢apli hasar, ¢alismanin amaci olan
Bmal1’in beyin felci sonrasi etkilerini gecersiz kilabilecedi ya da goriimesini engelleyebilecegi
icin, Bmal?’in etkilerini gézlemleyebilmek amaciyla blylk ¢apli bir hasardan kaginilmigtir.
Beyin felci operasyonlarinin tekrar edilebilirligini ve operasyonlarin basarili bir sekilde
gercgeklesip gerceklesmedigini kontrol etmek amaciyla farelerin kafatasi Gzerinden LDF kaydi
alinmistir. Filamentin orta serebral arterin girigini tikamasiyla beraber kan akiminin azaldigi ve
filamentin 30 dk sonrasinda geri ¢ekilmesiyle beraber bdlgesel kanlanmanin tekrardan

saglandigi goralmagtar.

Beyin felci hasari gergeklestikten sonra, etkilenen bélgenin merkezi olarak adlandirilan
kor bolgede hucreler nekrotik hlcre 6lumu ile kisa zaman iginde kaybedilirken; ¢cevre dokular
kor bolgesine kiyasla daha az etkilenmektedir (Ginsberg, 1997). Buna ragmen, buyuk miktarda
enerji gerekliliginin kargilanamamasindan dolayi ener;ji yetersizligine, yiksek Ca*2 oranina ve

glutamat eksitotoksisitesine maruz kalan bu dokularda, bu faktérlere bagh olarak gesitli hiicre
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ici sinyal yolaklari aktiflesmektedir. Penumbra bélgesinde bulunan hicreler iskemi sonrasi
hemen 6lmemis fakat hasar almis hicreler oldugundan; burada nekrotik hiicre dlimune
nazaran apoptotik hiicre 6lumi gdézlemlenmektedir. Bu nedenle, beyin felci tedavileri icin
gerceklestirilen galismalarda penumbra bdlgesindeki hlcrelerin kurtariimasi amaglanmaktadir
(Astrup vd., 1981; Yao vd., 2001; Zechariah vd., 2013). Néronlarin sag kalimi ya da apoptoz
ile hlcre dlumUnin gergeklesmesi, cesitli i¢c ve dis etkenlere baghdir (Lakhan vd., 2009). Bu
¢alisma kapsaminda, Bmal1 ifadesini artirmanin ya da baskilamanin néronal sagkalima
etkisini arastirmak adina; beyin felci operasyonundan 72 saat sonra sakrifiye edilen farelerden
alinan beyin kesitlerine NeuN analizi yapilmistir. Elde edilen bulgular Bmall protein seviyesinin
lentiviral vektorler aracihigiyla azaltiimasi iskemik alandaki néronal sagkalhmi azalttigi, bmal1
protein ifadesinin artmasinin ise herhangi bir etkisinin olmadigini géstermektedir. Ayrica Bmal1

knockout farelerde ise hiicresel sagkalim bakimindan bir fark gézlemlenmemistir.

Beyin felci intrinsik ve ekstrinsik apoptoz sinyal yolaklarini aktive etmektedir. intrinsik
yolakta mitokondriden CytC salinimi gercekleserek kaspaz-3’lGn uyariimasina neden olur.
Ekstrinsik yolakta ise hlicre ylizeyi 6lim reseptorleri aktifleserek, kaspaz-8'in uyarilmasina yol
acar (Broughton vd., 2009). Apoptoz slrecindeki hiicrelerde DNA hasari sonucu DNA kiriklari
bulundugu icin, bu hicreleri belirlemek amaciyla TUNEL analizi gergeklestirilir. TUNEL pozitif
hicreler, apoptotik hicreler olarak tanimlanabilir (Hara vd., 1997; Namura vd., 1998). Tez
kapsaminda yaptigimiz ¢alismada, Lv-Bmall grubunda, kontrol grubu olan Lv-GFP grubuna
kiyasla apoptotik hlicre sayisinda anlamli olarak azalma gdzlenmistir (Sekil 6.5.1). shBmal
grubunda ise, kontrol grubu olan scRNA grubuna kiyasla apoptotik hiicre sayisinda istatistiksel
olarak anlamh ve 6nemli 6lclide artis gOsterilmistir (Sekil 6.5.2). Bu bulgular neticesinde
yapilan degerlendirmede, Bmal1 protein artisinin apoptotik hiicre éliminin éntine gectigi
soylenebilir; diger grupta da Bmal1 ifade baskilanmasi sonucu artan apoptotik hicre élumu,
bu bilgiyi destekler niteliktedir. Bmall knockout farelerde ise apoptotik hicre sayisinin

istatistiksel olmasa da bir miktar azdigi gézlemlenmisgtir.

Bmal1 ile etkilesimi olan proteinleri belirlemek amaciyla es-immunpresipitasyon analizi
gerceklestirildi. Bmal1 ile direkt ya da dolayli olarak baglantili olan proteinler belirlenmistir.
Belirlenen proteinlerin analizi igcin PANTHER (Protein ANalysis THrough Evolutionary
Relationships; http://www.pantherdb.org/) programi kullanilarak siniflandiriimigtir (Beker vd.,
2019). Protein sinifi olarak kategorilendirildiginde, bu proteinlerin blylk bir kisminin nikleik
asit baglanma proteini oldugu belirlenmistir. Molekuler aktivite siniflandirmasinda ise
baglanma, yapisal molekuler aktivite ve katalitik aktiviteye sahip proteinlerin cogunlukta oldugu

go6rilmustir. Ayrica biyogenezde, hlicresel ve metabolik slreclerde gérev alan proteinler
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oldugu saptanmistir. Bmal1 ile etkilesimli proteinlerin glikoliz, ATP Uretimi, apoptoz sinyal
yolagi gibi surecglerde rol aldigi; ayrica Huntington ve Parkinson hastaliklari ile iligkili proteinler

oldugu gdézlemlenmistir.

Kltle spektrometresi bazli proteomik analizler, Western blot gibi antikor ile
gerceklestirilen protein analizlerine iyi bir alternatiftir. Ginimuzde modern kitle spektrometresi
cihazlari, dusuk miktarda bulunan ve biyobelirte¢ adayi olabilecek molekilleri tespit etme
konusunda gugclu araglardir. Veri-bagimsiz tanimlama (DIA-data independent acquisition), en
son gelistirilen hedefsiz proteomik teknolojisidir. DIA modunda, prekirsor iyonlar dizisel kiiglik
kitle araliklarina (5-25 Da) ayrilarak; her kitle araligindaki prekuirsor iyon, Griint tanimlamak
amaciyla iyon spektrumuna tanimlanir. DIA, gesitli teknolojilerin kombinasyonu olup; 6zgunluk,
hassaslik ve proteom kapsamlilik ozelliklerini bir araya getirir. Bu teknik ile biyobelirte¢
arastirmalarinda en umut verici aractir. Bu proje kapsaminda yapilan sivi kromatografisi-kitle
spektrometresi analizleri, ¢ozunurlik (Resolution) HDMSE ve DIA modunda; etiketsiz relatif
kantifikasyon yontemi ile yapilmistir. Boylece ilgili dokuda tim proteom goérilmek istenmistir.
Organizma spesifik (Mus musculus) protein databazi (UniProt ID: UP000000589) kullanilarak
biyoinformatik araclarla protein tanimlamasi ve kantifikasyon gercgeklestiriimistir (Beker vd.,
2019; Beker vd., 2018). PLGS (ProteinLynx Global Server 3.0.1. Waters®, ABD) yazilimi ile
her grup igin yaklasik 1400 protein tanimlanmistir. Progenesis for Proteomics (Progenesis QI-
P 2.0.5556.29015 Nonlinear, Waters®) yazilimi ile Lv-Bmall grubu, Lv-GFP grubu ile;
shBmall grubu scRNA grubu ilei Bmall knockout grubu, dogal tur ile kiyaslanmistir. Bu
sayede beyin felci sonrasinda Bmal1 protein seviyesinin artmasina, azalmasina veya ortamda
hi¢ bulunmamasina bagli olarak degisen proteom tespit edilmistir. Proje kapsaminda yiksek
miktarda protein tanimlanmis oldugunda dolayl bu proteinlerin ilerleyen calismalara yon

verecei dusuintlmektedir.

Sirkadiyen ritmin ve devam ettiriimesinden sorumlu olan proteinlerin (BMAL1, BMAL2,
CLOCK, PER-lI ve PER-Il) ananizleri Western blot analizleriyle gOsterilmistir. Lentiviral
vektorler aracihgiyla Bmal1 protein seviyesi arttirilmis farelerde beyin felci sonrasinda Bmall
protein seviyesinin halen artmig bir sekilde oldugu goézlemlenirken inhibe edilen grupta ise
Bmal1 prtein seviyesinin istatistiksel olarak anlamli seviyelerde baskilanmis oldugu
gorilmastidr. Bmal1 knockut farelerde ise beklenildigi Uzere herhangi bir Bmall protein
ifadesine rastlanilmamistir. Bmal2 protein seviyesinden elde edilen bulgular 6énemli bir sekilde
dikkat gekmektedir. Bmal1 protein seviyesinin artmasina baglh olarak inhibe oldugu
g6zlemlenen Bmal2’nin, Bmal1 protein seviyesinin baskilandidi grupta dikkat ¢eken bir artigi

bulunmaktadir. Bu bilgilere ek olarak Bmal1 knockout farelerde Bmal2 protein seviyesinin
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oldupu fakat bu seviyenin dogal tire kiyasla daha az oldugu gézlemlenmigstir. CLOCK proteini
BMAL7’in heterodimer partneri olarak gorev almakta olup hucre icerisinde sirkadiyen ritmin
belilenmesinde 6nemli bir roli bulunmaktadir (Yi vd., 2021). BMAL1 protein seviyesinde
oldugu gibi CLOCK protein seviyeside regule olmaktadir. BMAL1/CLOCK heterodimer partneri
hucre igerisinde Period (Perl, Per2 ve Per3) ve Cryptochrome (Cryl ve Cry2) genlerinin ifade
edilmesini kontrol etmektedir. Negatif geribildiim mekanizmasi dahilinde Cry ve Per genleri
Bmall ve Clock genlerinin aktivitelerini kontrol etmektedir (Spencer vd., 2013; Yi vd., 2021).
Bu bilgiler dahilinde Bmal1 ve Clock aktivasyonuna bagl olarak Per1 ve Per2 protein

seviyelerinin azaldigi, Bmal1 ve Clock inhibisyonuna bagli olarak da arttigi gézlemlenmistir.

Hicre sagkalim kinazi olarak bilinen AKT, ERK-1/-2 ve mTOR proteinleri hicre
icerisinde bircok 6nemli slrecte goérev almaktadir. Norodejeneratif slregler AKT ve ERK
proteinlerin fosforlanarak aktiflesmesine bagli olarak anti-enflamutuvar ve aktioksidatif yanitin
arttigi bilinmektedir (Chuang vd., 2020; Kilic vd., 2017). Bu proteinlerin alt iletim yolaginda
bulunan mTOR protein seviyesinin artmasi da yine hlicre sagkalim aktivitelerini arttirarak
norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde énemli bir hedef haline gelmektedir. Bmall protein
ifadesinin artmasina bagh olarak AKT ve ERK protein seviyeleri degismezken mTOR protein
seviyesi artmaktadir. Bmal1 protein seviyesinin baskilanmasiyla beraber sagkalim kinazi AKT
ve ERK protein seviyeleri artarken mTOR protein seviyesi azalmaktadir. Bmal1 knockout

farelerde ise AKT, ERK ve mTOR protein seviyeleri baskilanmaktadir.

Nitrik oksit sentazlar (NOS) NADPH yoluyla nitrik oksidi (NO) sentezleyen ve ortaya
¢clkan yan arin L-sitrdlin ile L-argininin oksijene bagimli tlketimini sentezleyen bir
oksidoredlktaz ailesidir (Boettger vd., 2007). NOS ailesinin 3 farkli izoformu bulunmaktadir ve
NOS izoformlari eksprese edildikleri hiicre tipi, hiicre i¢ci hedefleme ve enzim aktivitesini
dizenleyen transkripsiyonel ve translasyon sonrasi mekanizmalarla fonksiyonel olarak ayirt
edilebilmektedir (Lacza vd., 2003; Yilmaz vd., 2020). indiiklenebilir NOS (iNOS) seviyesi
Bmal1 protein seviyesinin degisimine bagl olarak beyin felci sonrasinda azalmaktadir. Buna
bagli olarak beyin hasarinin azalmasi beklenmektedir. Endotelyal NOS (eNOS) seviyesi Bmal1
aktivasyonuna bagli olarak azalirken Bmal1 knockout farelerde 6nemli bir sekilde arttig
gorilmastir. Néronal NOS (nNOS) protein seviyesi ise iINOS protein seviyesinde oldugu gibi
Bmal1 protein seviyesinin artmasina, azalmasina veya ortamda hig bulunmamasina bagl

olarak azalmaktadir.

Klinikte gorilen beyin felci vakalarinin yaklasik olarak Ggte birlik bir kismi élim ile

sonuglanirken hayatta kalanlar ise yasamlarinin geri kalanlarini ciddi nérolojik kisitlamalarla
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surdurmek zorunda kalmaktadir. Hayatta kalanlarin saglik giderleri ve evde bakim maliyetleri
dusundldigunde hem Ulke hem de aile ekonomisine dnemli bir yik getirmektedir. Bu nedenle
beyin felci sonrasinda hastalarin norolojik ve fonksiyonel geri kazanimlari 6nemli bir tedavi
alani olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Yapmis oldugumuz projede uygulanana davranis deneyleri
aracihgiyla farelerin lokomotor aktivite, fonksiyonel geri kazanim ve anksiyete degerleri
Olclimustar. Agik alan testi verilerine gére Bmal1 protein seviyesinin artmasi farelerin test
suresince kat ettikleri mesafeyi, ortalama hizi, merkez alaninda gecirdigi sireyi ve gegis
alaninda gecirdigi sureyi arttirirken kenar boélgesinde gecirdigi sureyi azaltmaktadir. Fakat bu
degisiklikler istatistiksel olarak anlamli degildir. Bmal1 protein seviyesinin azaltiimasina bagli
olarak ortalama hiz, hareketlilik stiresi azalirken merkez alaninda gecirdigi slire, gecis alaninda
gecirdigi sure ve kenar bolgesinde gecirdigi sure artmaktadir. Fakat bu degisimler de
istatistiksel olarak bir anlam tasimamaktadir. Bmal1 knockout farelerde ise davranis
deneylerine badli olarak lokomotor aktivite parametrelerinde herhangi bir degisim
gbzlemlenmemistir. Bmal1 regulasyonuna bagli olarak beyin felci sonrasinda gelisen
anksiyete Uzerine bir etkisi bulunmamaktadir. Ayrica Rota-Rod testi araciligiyla yapilan motor
koordinasyon testlerinde de Bmal1'in bir etkisi gdzlemlenmistir. Bmal1 protein seviyesinin artigi

farelerde hem tek el hem de cift elde fonksiyonel geri kazanim saglamistir.

Beyin felci sonrasinda nérogenez, gliogenez ve anjiyogenezi analiz edebilmek icin
farelere beyin hasarindan U¢ gun sonra lger gun araliklarla 100 mg/kg dozunda BrdU
enjeksiyonlari yapiimistir. BrdU hicreler tarafindan BrdUTP'ye fosforile edilmektedir. Bu éncd,
deoksitimidin trifosfat (dTTP) yerine S fazi sirasinda yeni sentezlenen DNA'ya entegre
olmaktadir. Bu sayede beyin hasari sonrasinda yeni olusan hiicreler BrdU’ya spesifik inkincil
antikorlar kullanilarak goéruntulenebilmektedir (Beker vd., 2020; Caglayan vd., 2019; Surugiu
vd., 2018). Projemiz kapsaminda yapilan BrdU analizleri neticesinde Bmal protein seviyesinin
baskilanmasi yeni olusan hucre sayisini arttirmaktadir. Fakat bu gene dogustan sahip
olmayan Bmall knockout farelerde ise yeni olusan hiicre sayisi bir miktar azalmaktadir. Yeni
olusan hucrelerden nérogenezi ve gliogenezi belirleyebilmek i¢cin BrdU boyamasi NeuN ve
GFAP antikorlari ile beraber boyanip analiz edilmistir. Bmal1 protein ifadesinin arttirimi uzun
donemde hem ndérogenezi (BrdU + NeuN) hem de gliogenezi (BrdU+ GFAP) baskilagi
gorilmektedir. Bmal1 protein ifadesinin azaltiimasi ise nérogenez ve gliogenezi istatistiksel
olmamakla birlikte arttirmaktadir. Bmal1 knockout farelerde ise hem noérogenezin hem de
gliogenezin azaldigi gorulmustur. Anjiyogenez, iskemik kor bolgesi olarak nitelendirilen ve
beyin hasarindan birincil derece etkilenen alan ve kor bdlgesinin etrafini saran penumbra
bdlgesinin gevresinde serebral iskemiden 4 ila 7 giin sonra ortaya cikmaktadir. iskemi sonrasi

anjiyogenez, néronal yeniden modellenmeye ve fonksiyonel iyilesmeye katkida bulundugu
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dusundlmektedir (Esposito vd., 2015; Hayashi vd., 2006). Ayrica iskemi sonrasinda
anjiyogenezin baskilanmasi veya inhibe edilmesi nérogenezi baskiladigi yapilan ¢calismalarla
gOsterilmistir. Bmal1 protein seviyesinin lentiviral vektorler araciligiyla arttirlmasi veya
azaltilmasi angiogenezi (BrdU + CD31) etkilemiyorken bu proteinin genetik olarak farelerden

silinmesiyle beraber angiogenez azalmaktadir.

Biyotinlenmis dekstran aminler (BDA) sinir sisteminde rol oynayan ndronlarin
aksonlarini takip etmek icin kullanilan etkili bir yontemdir (Reiner vd., 2000). BDA hem
anterograd hem de retrograd tasinma o6zelli§i gosterdigi icin aksonal hasara sebep olan
noérodejeneratif hastalik modellerinde ¢ok sik kullaniimaktadir (Beker vd., 2020; Caglayan vd.,
2019; Reiner vd., 2000). Beyin felcinin indiiklenmesi ndéronal hasara sebep oldugundan dolayi
aksonal baglantilara buyuk bir hasar vermektedir. Projede kullandigimiz 30 dk orta serebral
arter ttkanmasi modelindebeyin hasari 72 saat sonunda tamamlanmaktadir. Bu surenin
sonrasinda ise beyin yeniden modellenmeye baslamaktadir. Yapmis oldugumuz davranis
deneylerinin aksonal geciler ile beraber bir bitin seklinde degerlendirilebilmesi icin farelerin
motor kortekslerine beyin hasarindan 45 gun sonra BDA enjeksiyonu yapilmistir. BDA yuksek
molekiler agirhda sahip oldugu igin 10 gln slresince bu maddenin anterograd bir sekilde
tasinmasi beklenmistir. Yapilan analizler neticesinde Bmall knockout grubuna ait farelerde
hem red nikleus hem de facial nikleus seviyesinde hasarsiz hemisferden hasarli hemisfere
gecgen akson sayisinin azalmis oldugu tespit edilmistir. Lentiviral vektorler araciligiyla seviyesi
arttinlmig veya azaltilmis farelerde ise iki hemisfer arasinda geg¢en akson sayisi bakimindan

bir degisiklik olmadigi gosterilmigtir.

Fokal beyin felci sonrasinda hasara ugrayan hicrelerin ortamdan kaldiriimasiyla
baslayan beynin yeniden modellenmesi sonrasinda beynin toplam hacmi azalmaktadir. Beyin
felci sonrasinda iki hemisfer arasinda iletisimi saglayan korpuz kallozum ve beyin
fonksiyonlarinin yerine getirilmesi igin dnemli bir bolge olan striatumda 6nemli miktarda artofi
oldugu bilinmektedir (Reitmeir vd., 2011; Wang vd., 2012). Bu bilgiler dahilinde beyin felci
tedavilerinde bu alanlarda goérulen atrofinin miktarinin azaltilmasi énemli bir tedavi segenegi
haline gelmektedir. Glial yara iskemik beyin hasarina yanit olarak gelismektedir. Glial yaranin
olusumunda; astrositler reaktif astroglioza donusur ve beyin hasarinin etrafini sararak hasarin
daha fazla yayilmasini engeller. Bu bariyer hem fiziksel hem de kimyasal (kondroitin sulfat
proteoglikanlarin Uretimi) bariyerinin olusumuyla sonuglanarak beyin hasarinin yayilmasini
engeller (Huang vd., 2014; Zhang vd., 2018). Bmal1 protein seviyesinin artmasi veya

azaltiimasi beyin felci sonrasinda gelisen striatal atrofi, korpuz kallozum atrofisini ve glial yara

100



olusumu azaltmaktadir. Bmal1 knockout farelerde ise hem atrofi artmakta hem de glial yara

miktrari artmaktadir.

118S306 no’lu TUBITAK 1001 projesi kapsaminda elde edilen veriler bir bitiin olarak
incelendiginde sirkadiyen ritmin belirlenmesinde ve devam ettiriimesinde 6nemli bir rolu
bulunan Bmal1 proteini farelerde gerceklestirilen beyin felcinin patofizyolojisinde kilit bir rol
oynamaktadir. Bmal1 proteini bir sirkadiyen ritim proteini oldugu igin gunluk aydinhk karanlk
dongusine bagl olarak endojen bir sekilde arttirihp azaltilmaktadir. Lentiviral vektorler
araciligiyla farelerde Bmall protein seviyesinin artmasi veya azaltilmasi beyin felci
patofizyolojisindeki kompleks mekanizlar tizerine direkt veya dolayli bir seklide etki ederek akut
hasarin, apoptozun dizenlenmesinin yani sira beyin hasari sonrasi uzun déonemde beynin

yeniden modellenmesinde énemli katkilari bulunmaktadir.

Sonug olarak bu calisma kapsaminda TUBITAK 1001 ARDEB programi destegi ile
literatlirde ilk defa lentiviral vektorler araciligiyla protein ifadesi arttirimis veya azaltilmis
Bmal1’in beyin felcindeki rolinin arastirilmasinin yani sira Bmal1 protein anlatiminin hig
olmadigi farelerde beyin felci sonrasi gelisen mekanizmalar detayl olarak arastiriimigtir. Proje
verilerimizin hem beyin felci hem de sirkadiyen ritim hakkinda énemli bilgiler icerdigini ve

sonraki galismalara yon verecegini diginmekteyiz.
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