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BEYAN
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aldigimi, yine bu tez galigmasi ve yazimt sirasinda patent ve telif haklarmi ihlal edici
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1. OZET

BEYIN FELCi SONRASI MELATONIN VE BMAL 1 PROTEININ
ILISKISININ ARASTIRILMASI

Canlilar ¢evrelerinde meydan gelen degisikliklere adapte olabilmek i¢in davranissal
ve fizyolojik siireglerini diizenlerler. Canlilardaki bu siirecler sirkadyen ritimle
diizenlenmekte ve cevresel degisikliklere senkronize olmaktadir. Bu senkronizasyon
canlilara bazen avantaj bazen de dezavantaj saglamaktadir. Dezavantajlarla beraber
norodejeneratif, hastaliklar meydana gelmektedir. Sirkadyen ritme bagl olarak
bireylerde meydana gelen beyin felci vakalar1 da degisiklik gostermektedir. Buna
bagli olarak beyin felci insidansina bakildiginda insidansin giindiiz saatlerinde daha
fazla oldugu goriilmektedir. Fakat beyin felci ve sirkadyen ritim arasindaki iligkiden
sorumlu mekanizmalarin nasil ilerledigi heniiz tam olarak bilinememektedir. Bu tez
caligmasinda, beyin felci sonrasi sirkadyen ritim proteinlerinden Brain and muscle
arly hydrocarbon receptor nuclear antigen-1(Bmal 1)’in melatonin ile iliskisinin
ortaya konulmasi amaglanmistir. Bu amagla in vivo ortamda beyin felci olusturulan
farelerde ve in vitro ortamda beyin felci modeli olusturularak i) apoptotik hiicre
Olimii, 11) noronal sagkalim, iii) sirkadyen ritimde rol oynayan sinyal iletim
yolaklari, iv) Akt sinyal iletim yolagindaki degisiklikler ve v) Bmal 1’in ifadesinin
arttirllmasiyla hiicre igerisinde etkilenen molekiiler yolaklar degerlendirilmistir.
Iskemik beyin felci modeli uygulanan farelerde iskemi sonras1 melatonin tedavisi ile
apoptotik hiicre sayisinin azaldigi, néronal sagkalim oraninin arttigi, Bmal 1, Clock,
Perll ve p-Akt protein seviyelerinde artis oldugu; 6te yandan Akt sinyal yolaginin
baskilanmasi ile bu proteinlerin seviyelerinde azalma oldugu goriilmiistiir. Elde
edilen souglar Bmal lproteini ve melatonin arasindaki iligkinin PI3K/Akt hiicresel
sagkalim sinyal yolagi tizerinden gergeklestigine isaret etmektedir. Calismadan elde
edilen sonuglar sirkadyen ritmin beyin felci sonuglari {lizerine etkisini molekiiler
diizeyde gostermektedir ve ileride beyin felcinin patolojik siireclerinin daha detayli
anlasilmasina ve beyin felci tedavisinde yeni hedef molekiil gelistirilmesine katkida
bulunmasi beklenmektedir.

Anahtar Sozciikler: Serebral iskemi, Bmal 1, Melatonin, Akt sinyal yolag1



2. ABSTRACT

RESEARCH OF THE RELATIONSHIP BETWEEN MELATONIN AND
BMAL 1 PROTEINS AFTER CEREBRAL ISCHEMIA

Living organisms organize their behavioral and physiological processes in order to
adapt to the changes that occurs around them. In living organisms, these processes
organized by circadian rhythm and synchronized with environmental changes. This
synchronizing provide sometimes advantages and sometimes disadvantages.
Neurodegenerative, metabolic, cardiovascular diseases consist of disadvantages.
Based on the circadian rhythm, cerebral ischemia cases vary among individuals.
Therefore the incidence of cerebral ischemia is seen to be higher during daytime
hours. However, how these circadian rhythm mechanisms are related with cerebral
ischemia is not clear. In this thesis, it is aimed to reveal the relationship between

Bmal 1, circadian rhythm protein, and melatonin after cerebral ischemia.

For this purpose, i) apoptotic cell death, ii) neuronal survival, iii) signaling pathways
that play a role in the circadian rhythm, iv) Akt signaling pathway, v) the effects of
overexpression of Bmal 1 protein in vivo and in vitro conditions have been
researched in order to understand possible effects of circadian rhythm related protein
Bmal 1 on cerebral ischemia. As a result of in vivo and in vitro experiments, it was
found that melatonin treatment decreased number of apoptotic cells, increased rate of
neuronal survival, and resulted in higher expression levels of circadian rhythm
related proteinsBmal 1, Clock, Perll and survival ptotein p-Akt., while suppression
of Akt signaling pathway leads to a decreased in the levels of these proteins relative
to treatment after cerebral ischemia. According to data, we purpose the relationship
between Bmal 1 protein and melatonin is mediated through the PI3K/Akt cellular

survival signaling pathway.

Keywords: Cerebral Ischemia, Bmal 1, Melatonin, Akt Cell Signalling Pathway



3. GIRIS VE AMAC

Beyin felci, Diinya genelinde en sik goriilen 6liim nedenlerinden biridir.
Beyin felci kaynakli 6liimlerin orani bati iilkelerinde %10-12 iken bu Oliimlerin
%12'si 65 yas alt1 bireyde meydana gelmektedir. Yas, cinsiyet, aile gecmisi, sahip
oldugu diger cesitli hastaliklara bagli olarak bireyde kalic1 etkiler de meydana
getirmektedir (1-3). Beyin felcinin bugiine kadar klinikte uygulanan tek tedavi
yontemi, beyin felci baslangicindan sonraki ilk 3 - 4,5 saat iginde verilen
rekombinant doku plazminojen aktivatorii (r-TPA) olmakla beraber bilinen bagka
tedavi yontemi yoktur (4-6). Doku plazminojen aktivatorii tedavisinin uygulama
stiresi kisitli oldugundan tedaviden faydalanabilecek hastalarin sayisi azdir (7). Beyin
felcini Onlemek icin bugiine kadar yapilan klinik arastirmalar ve ndroprotektif
tedaviler basarisiz olmustur. Bu basarisizligin nedenlerinden birinin beyin felciyle
baslayan mekanizma zincirlerinin iyi anlagilamamasi ve mekanizmalarin tedavi
kombinasyonlariyla iliskilendirilememesi oldugu distiniilmektedir (8).Canlilarda
davranigsal ve fizyolojik siiregleri diizenleyen sirkadyen ritim ile cevresel
degisiklikler senkronize haldedir. Bu ritim sayesinde canlilar ¢evrelerinde meydan
gelen degisiklere adapte olabilmektedir (9, 10). Her ne kadar bu adaptasyonlarin
avantajlar1 olsa da fizyolojik ve davranigsal olumsuz etkilere de sebep
olabilmektedir. Bu olumsuz etkiler sonucunda kardiyak, metabolik bozulmalar ve
beyin felci gibi hastaliklar goriilebilmektedir. Bireylerde goriilen beyin felci vakalari
da sirkadyen ritme bagl olarak degisiklik gostermektedir (11). Giinlin her aninda
beyin felci gegirme riski olsa da beyin felci vakalarinin goriilme sikliginin sabah
saatlerinde en yiiksek oldugu bilinmektedir (12, 13). Buna karsin, 00:00-06:00
saatleri arasinda beyin felci insidanst en diisiik seviyededir (13). Sirkadyen ritmin
molekiiler bilesenlerinden olan Bmal 1, néroprotektif molekiillerin diizenlenmesinde
rol oynarak iskemik hasar mekanizmalarinin olusmasini engellemeye yardimci
oldugu diisiiniilen bir proteindir (14). Fakat bununla birlikte, sirkadyen ritim ile beyin
felci patofizyolojik mekanizmalar1 arasindaki molekiiler ya da hiicresel iletisim

mekanizmalar1 tam olarak bilinememektedir (15).

Bu tez ¢alismasinda sirkadyen ritim proteinlerinden Bmal 1’in yine sirkadyen

ritmi diizenleyen en onemli noropeptidlerden olan ve noroprotektif etkisi bilinen



melatonin ile iligkisinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla, in vivo ortamda
beyin felci olusturulan farelerde ve in vitro ortamda beyin felci modeli olusturularak
1) apoptotik hiicre 6liimii, ii) noronal sagkalim, iii) sirkadyen ritimde rol oynayan
sinyal iletim yolaklar1, iv) Akt sinyal iletim yolagindaki degisimler ve v) Bmal 1’in
ifadesinin  arttirillmasiyla  hiicre igerisinde  etkilenen molekiiler yolaklar
degerlendirilmistir. Bmal 1 sirkadyen ritim proteinin melatonin ile olan etkilesimi ve
bu etkilesime bagli hiicresel degisikliklerin 6zellikle beyin felci gibi karmagsik bir

patofizyolojiye sahip bir durumdaki rolii bilinmemektedir.

Bu calisma sonucunda elde edilen bulgularin 1s181inda beyin felci sonrasi
melatonin ve Bmal 1 proteini arasindaki iligkinin ortaya konulmasina katki saglamasi
beklenmektedir. Bmal 1 proteinin Akt hiicresel sagkalim sinyal yolagi iizerinden
iskemik mekanizmalarla olan iliskisi agiga kavusturulmaya c¢aligilmistir. Calismadan
elde edilen sonuclar sirkadyen ritmin beyin felci sonuglari iizerine etkisini molekiiler
diizeyde gostermektedir ve ileride beyin felcinin patolojik siireglerinin daha detayl
anlasilmasina ve beyin felci tedavisinde yeni hedef molekiil gelistirilmesine katkida

bulunmas1 beklenmektedir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Beyin Felci

Beyin felci, beyni besleyen damarlarin tikanmasi veya hemoraji sonrasinda
serebral kan akimimin diigmesine bagli olarak goriillen kompleks patofizyolojik
stirecler biitiiniidiir (16). Morbidite ve mortalitenin 6nemli bir nedeni olan beyin
felci, her yil 75.000°den fazla kisiyi etkilemektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde
kalp hastalig1 ve kanserden sonra {igiincii sirada yer alan 6liim nedenidir (17-19). Her
y1l Amerika ve Bati Avrupa’da meydana gelen oliimlerin %7-15’inden sorumludur.
Ayrica beyin felci sonrasi bireylerin kas hareketlerinde fonksiyonel kayiplar,
konusma zorlugu, diisiinme eyleminde zorluk yasama gibi gecici ve kalici etkiler de
goriilmektedir. Kesin bir tedavi yontemi olmamakla birlikte tek tedavi yontemi
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi tarafindan onayli, beyin felci baslangicindan sonraki
ilk 3 - 4,5 saat igerisinde verilen “doku plazminojen aktivatori”diir (4, 6). Doku
plazminojen aktivatoriiniin iskemi baslangicindan sonraki ge¢ donemlerde
verilmesinin zararl etkiler dogurmasi nedeniyle, hastalarin biiyiik bir ¢ogunlugu var
olan tek tedavi yonteminden de yararlanamamaktadir. Iskemik beyin felci ve
hemorajik beyin felci olmak iizere 2 tip beyin felci vardir. iskemik felg, beyin felci
vakalarinin %85’ini olusturmaktadir. Iskemik beyin felcinde ii¢ farkli mekanizma
s06z konusudur. Bunlardan birincisi sistematik bir siiregten dolay1 beyindeki kan akisi
degisimidir. Ikincisi beyin damarlarmmn genellikle trombolitik tikanma benzeri
olaylarla tikanmasidir. Ugiinciisii ise beyni besleyen damarlarin embolik olarak
tikanmasidir (2). Hemorajik felg ise, beyin felci vakalarinin %15’ini olusturmasina
ragmen beyin felcinin sebep oldugu oliimlerin %30’undan sorumludur. Hemorajik
felg, kan damarlarinin zayiflamasi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Damarlarda
meydana gelen malformasyonlardan dolayr damar ¢evresindeki alanlarda kanamalar
meydana gelmektedir. Hemorajik inmenin temel nedeni kontrol edilemeyen

hipertansiyona bagli kan basicidir (20).



4.1.1. Beyin felci tedavisinin klinik basarisizhginin nedenleri

Beyin felci tedavisi i¢in yapilan c¢alismalarin ve tedaviye yonelik ilag
uygulamalarinin ¢ogu basarisizlikla sonuglanmaktadir. Hayvan deneylerinde yapilan
tedavi yaklagimli calismalarin bir¢ogunda olusan hasar azaltmasina ragmen klinik
calismalarda ayni basariya ulagilamamaktadir (21). Beyin felcinin hemen sonrasinda
ilk tedavi siiresinin kisitli olmasi basarisizligin nedenlerinden bir tanesidir. Bireylerin
yast ve yasa bagli olarak bireyde halihazirda var olan hastaliklarla beraber risk
faktorlerinin artmasi bir diger sebeptir (21). Insan ve hayvan beyin yapilarmin
morfolojik ve fonksiyonel olarak birbirinden farkli 6zellikler tagimasi veya ilaglarin

viicuttaki yan etkileri basarisizliga sebep olan diger faktorlerdir (21).
4.1.2. Beyin felci patofizyolojisi

Yetiskin insan beyni viicudun toplam %?2’sini olusturmasina ragmen viicuda
alinan oksijen ve glikozun %20’sini tiiketmektedir. Insanda normal serebral kan
akimi 50 ml/100 g/ dk’dir. Serebral kan akiminin azalmasiyla (15 ml/100 g/dk)
noronlarin ihtiyaci olan oksijen ve glikoz yeterli miktarda saglanamamakta ve
patofizyolojik mekanizmalar devreye girmektedir (22-25). Beyin felcinin
patofizyolojik siireglerinde ekzitotoksisite, peri enfarkt depolarizasyon, enflamasyon

ve hiicre 6liimi yer almaktadir (Sekil 4.1.2.1 ve Sekil 4.1.2.2).
4.1.2.1. Eksitotoksisite

Yiiksek miktarda oksijen ve glikoz tiiken beyin dokusu, enerji ihtiyacini
oksidatif fosforilasyonla karsilamaktadir. Serebral kan akiminin azalmasi veya
kesilmesi ile beyne yeterli miktarda glikoz ve oksijen gidememekte ve enerji
eksikligi meydana gelmektedir. Bunun sonucunda hiicre zar1 zar potansiyelini
kaybetmektedir. Noron ve glia hiicreleri depolarize olmaktadir (26, 27). Presinaptik
noronda voltaj kapili kalsiyum kanallar1 (Ca*?) aktif hale gelmektedir. Glutamat gibi
ekzitator amino asitler ekstraselliiler bosluga salinmaktadir. Ayn1 zamanda enerji
eksikligi nedeniyle ekzitator amino asitler presinaptik ndrona geri alinamamakta ve
ekstraselliiler boslukta glutamat birikimi artmaktadir. Bu olay ekzitotoksisite olarak

adlandirilmaktadir (26, 27). Asiri glutamat aktivasyonu ile birlikte glutamat, N-



metil- D-aspartat (NMDA) ve a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolepropiyonik
asit (AMPA) kainat reseptorlerinden hiicre igerisine girmektedir. Glutamat
norotransmitter Ozelliginden dolayr hiicrede uyarici etki gostermektedir. Hiicre
icerisine sodyum (Na®) ve klor (CI) monovalent iyon girisi olmaktadir. Bu iyon
girigini su girisi takip etmekte ve 6dem meydana gelmektedir. Aynt zamanda
glutamat uyarimu ile hiicre igerisine evrensel sekonder mesajci olan kalsiyum (Ca*?)
girmektedir (21). Kalsiyum girisi ile hiicre sitoplazmasinda ve ¢ekirdeginde hasar
olusum mekanizmalar1 baglatilmaktadir. Proteolitik enzimlerin aktivasyonu sonucu

hiicre iskeleti proteinlerini yikima ugramasi veya reaktif oksijen tiirlerinin harekete

gecirilmesi bu olaylardan bazilaridir (28-30).
4.1.2.2. Perienfark depolarizasyon

Iskemik dokuda, merkez (core) ve penumbra olmak iizere iki temel hasar
bolgesi goriilmektedir. Sinirlar1 tam olarak ¢izilemeyen bu iki bolgeden merkez
bolgesi, iskeminin en siddetli goriildiigli bolgedir. Bu bolgede bulanan oksijen ve
glikoz hizla azalmaktadir. Enerji depolar1 hizla tiikkendiginden bu bolgedeki hiicreler
nekroza ugramaktadir. Penumbra bolgesi, merkezin etrafinda olusan iskemik alana
verilen addir. Bu bolgede kan akimi azalmasina karsin devam ettigi i¢in hasar
merkez bolgesindeki kadar siddetli degildir. Apoptoz ile hiicre 6liimleri meydana
gelmektedir. Enerji eksikliginde depolarize olan néronlar ve glialar, potasyum (K*)
ve glutamat salimmi gergeklestirmektedir. Merkez bdlgesindeki hiicreler
depolarizasyon sonrasinda higbir zaman repolarize olamazken, penumbra
bolgesindeki hiicreler repolarize olabilmektedir. Merkez bdlgesinden baglayarak
penumbra bolgesine kadar yayillan bu tekrarli depolarizasyona perienfarkt

depolarizasyon denilmektedir (31).
4.1.2.3. Enflamasyon

Glutamat uyarimi ile hiicre igerisine evrensel sekonder mesajci olan Ca*?
iyonu girmektedir. Hiicre i¢inde asiri Ca*? birikmesine bagl olarak serbest oksijen
radikalleri artmaktadir. Serbest oksijen radikalleri pro-enflamatuar genlerin
anlatimini tetiklemektedir. Bunun sonucunda hiicreler tarafindan tiimoér nekrosis

faktor alfa (TNFa), interlokin-1p (IL-1B) gibi enflamasyon diizenleyiciler



salgilanmaktadir. Notrofiller hiicre yiizey adezyon molekiilleri ile iligki kurarak
damar endotelinden beyin parankimine ge¢mektedir. Makrofajlar ve monositler de
notrofilleri takip ederek iskemik alana gb¢ etmektedir (32-35). Kemokinler ise
iskemik alanda {retilmekte ve enflamatuar hiicrelerin hedef bdlgelere

yonlendirilmesinde gorev almaktadirlar (36, 37).
4.1.2.4. Hiicre Oliimii

Beyin hiicreleri asir1 glutamat aktivasyonu, Ca*? birikimi, oksijen radikalleri
olusumu ve meydan gelen DNA hasart sonucu nekroza ya da apoptoza
ugramakatadir  (38). Iskeminin akut fazinda nekroz baskin hiicre 6liim
mekanizmasidir. Iskemiden 30 dakika sonra merkez bélgesindeki hiicreler, kromatin
yapilarin1 yogunlastirarak apoptoza ugramaktadir. Hiicre oliimiinde rol alan ve
iskeminin hem erken hem de ge¢ fazinda anlatimi devam eden kaspaz proteinleri
kesilmekte ve homeostazi bozarak hiicreleri 6ldiirmektedir (39). Apoptotik hiicre
6liimii intrinsik kaspaz bagimli apoptoz yolagi ve ekstrinsik kaspaz bagimli apoptoz
yolag1 olmak {izere iki farkl1 sekilde gerceklestirilmektedir. Intirinsik kaspaz bagimli
apoptoz yolaginda, hasarli hiicrede mitokondri tarafindan proapoptotik faktér olan
sitokrom ¢ salinmaktadir. Sitokrom c ise sitoplazmada apaf-1 ve kaspaz-9 ile birlikte
kaspaz-3 ve kaspaz-7’yi aktive ederek apoptozun baslamasina onciiliik etmektedir
(40, 41). Ekstrinsik kaspaz bagimli sinyal yolaginda ise, ekstraselliiler Fas
ligandlarinin baglanmas: ile kaspaz-8 ve kaspaz-10 aktif hale ge¢mekte; bu da
kaspaz-3'i dogrudan etkinlestirmektedir. Sitokrom ¢ salimini indiikleyen Bid/Bax

aktivasyonu ile apoptoz mekanizmalar1 baslatilmaktadir (42).
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4.2. Melatonin

Kimyasal adi1 N-asetil-5-metoksitriptamin olan melatonin hormonu pineal
bezde pinealosit hiicreleri tarafindan salgilanmaktadir (43). Viicutta fizyolojik olarak
birgok diizenlemede gorev almaktadir. Antioksidan etkisi ile serbest radikalleri
uzaklastirmasi, anti-enflamatuar ve anti-karsinojenik 6zelligi, sirkadyen ritmi ve
uyku/uyaniklik dongiisiinii  diizenlemesi, mevsimsel iiremenin kontrol edilmesi

bunlardan bazilaridir (44, 45).
4.2.1. Melatonin sentezlenmesi, salgilanmasi ve yikimi

Melatonin, bir esansiyel amino asit olan triptofandan sentezlenmektedir (46).
Triptofan, pineal bez tarafindan plazmadan alinmaktadir. Triptofan hidroksilaz
enzimi ile ilk ara basamak olan 5-hidroksitriptofan olusturulmaktadir. Daha sonra 5-
hidroksitriptofan biyokimyasal reaksiyonlarla bir norotransmitter olan sertonine
dondstirilmektedir. Serotonin; N-asetiltransferaz enzimi ile N-asetilserotonine, N-
asetilseratonin ise Hidroksiindol-o-metiltransferaz ile melatonine doniismektedir (47)
(Sekil 4.2.1.1). Isik, pineal bezden melatonin sentezlemesini saglayan temel
diizenleyicidir. Melatonin sentezi, 1gikla birlikte baskilanmaktadir (48). Serotoninin
enzimlerle melatonine doniistiiriilmesi nedeniyle gece serotonin sentezinde diisiis,
melatonin sentezinde ise artis goriilmektedir. Melatonin salgilanma hiz1 yaklasik 30
mg/giin’diir. 02:00-04:00 saatlerinde maksimum seviyede salgilanirken 07:00-09:00
saatlerinde salgilanmasi bazal seviyeye diismektedir (49). Melatonin yikimi
karacigerde gerceklesmektedir. Once karacigerde 6-hidroksimelatonine sonra art
arda gerceklesen biyokimyasal reaksiyon zincirleri ile siilfat ve glukronid tiirevlerine

doniistiiriilerek idrardan atilmaktadir (50).
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Sekil 4.2.1.1. Melatonin sentez basamaklari.
4.2.2. Melatonin reseptorleri

Melatoninin MT1 ve MT2 olmak flizere iki farkli reseptorii vardir. Bu
reseptorler G-protein esli reseptér (GPCR) tipindedir (51-53). Hiicre zarinda
bulunan melatonin reseptorleri retina, beyin, suprakiazmatik cekirdek, pineal bez,
serebral arter, periferal arter, bobrek, pankreas, immiin hiicreler gibi bir¢ok yapida
bulunmaktadir (51, 54, 55). MT1 (350 amino asit) ve MT2 (362 amino asit)
reseptOrlerinin amino asit dizileri %60 homolog olmasina karsin kromozomal

yerlesimleri farklidir (56, 57).
4.2.3. Melatoninin antioksidan etkisi

Melatonin, miyokardiyal iskemi, ndronal ve diger ¢esitli hastaliklar sonucu
meydan gelen serbest radikalleri (OH", O,, H,0,) ortadan kaldirarak antioksidan
ozellik gostermektedir. Ustelik bu antioksidan 6zelligini reseptor aracili diizenleme
olmayan bir mekanizma ile gerceklestirmektedir. Bdylece dokularda meydana
gelebilecek hasart Onlemektedir (58-61). Tek bir melatonin molekiilii yiiksek
derecede toksik olan reaktif oksijen, nitrojen ve hidroksil radikallerini nétralize etme

Ozelligine sahiptir (62).
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4.3. Beyin Felci ve Melatonin iliskisi

Pineal bezden salgilanan, fizyolojik ve patofizyolojik kosullarda gorev alan
melatonin serebral hasar alaninmi azaltarak noéroprotektif etki saglamaktadir (63).
Ayn1 zamanda serbest radikal temizleyecilerle birlikte iskemi sonras1t meydana gelen
serbest reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu azaltarak apoptozu inhibe etmektedir
(64). Immiinomodiilatdr dzelligi de olan melatonin iskemi sonrasi anjiyogenezi ve
iyilesme siirecini diizenlemektedir (65). Beyinde 6dem olusumunu ve iskemi sonrasi

olusabilecek norolojik belirtileri de azalttig1 yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (66).
4.4. Biyolojik Ritimler

Tiim organizmalar, disaridan gelen uyarilardan etkilenmektedir. Bu uyarilar
organizmlarda genellikle dongiisel bir patern gostermektedir. Biyolojik ritimler, tek
bir hiicrede, insanlarda, hayvanlarda, bitkilerde belirli bir paternde 6ngoriilebilen ve
diizenli tekrar eden degisikliklerdir. Canlilarin biyolojik ritmi, 1518in giinliik ve
mevsimsel dongiisiine, sicakliga, besin maddelerine ve cevresel kosullara gore
periyodik olarak degisiklik gostermektedir. Bu ritmik degisikler canlilar i¢in bir
avantaj saglamakla beraber ayn1 zamanda hayatta kalim siirelerini de arttirmaktadir
(67). Biyolojik ritimler dongiilerine gore ‘“sirkadyen, ultradiyen, infradiyen ve

sirkaannual” ritimler olmak tizere 4 farkl alt gruba ayrilmaktadir.

e Sirkadyen Ritimler: Giinliik tekrarlanan biyolojik ritimlerdir. Cevresel
uyarilarla beraber hiicre icinde biyokimyasal sinyal aglariyla sirkadyen
periyot olusturulmaktadir (68). Uyku dongiisii, sindirim salgilari, kan basinct,
viicut sicakligi, hormonlarin giinliik periyodik salinimi birer sirkadyen ritim
ornegidir(67).

e Ultradiyen Ritimler: Her 2-6 saatlik periyotta yinelenen ritimlerdir(69).
Ultradiyen Ritimler fonksiyonel sirkadyen ritme ve 1sik/karanlik dongiisiine
bagl degildir. Viicutta yaklasik 3 saatte bir biiylime hormonun salgilanmasi,
solunum frekansi, kalp atim hizi utradiyen ritim 6rnekleridir (67, 70).

e Infradiyen Ritim: 24 saatten daha uzun siiren genellikle haftalik ya da aylik
gerceklesen biyojik ritimlerdir. Kadinlarda aylik gozlemlenen menstiirasyon

dongiisii bir infiradiyen 6rnegidir.
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e Sirkannual Ritim: Mevsimsel ve yillik gerceklesen ritimlerdir. Go¢ ve kis

uykusu birer sirkaannual ritim 6rnegidir (67).
4.4.1. Sirkadyen ritim

Sirkadyen ritimler, ¢ok ¢esitli fizyolojik ve davranmigsal ritimleri 24 saatlik
zaman dilimi igerisinde diizenleyen biyolojik ritimlerdir (71, 72). Bu zaman dongii
sistemi, Latince yaklasik bir giin anlamina gelen “circa diem” kelimesinden ortaya
¢ikmaktadir (73). Sirkadyen ritim, sadece omurgali tiirlerde degil ayni zamanda
Drosophila melonogaster, bitki, mantar, siyanobakteri gibi bir¢ok tiirde de
gozlemlenen biyolojik bir dongiidiir (74). Bu biyolojik ritim tiim organizmalarda
hemen hemen aymi ozelliklere sahiptir (73). Sirkadyen sistemin iki temel

karakteristik 6zelligi bulunmaktadir (75):

1) Isik/karanlik dongiisii gibi dis faktorlerdeki salinimlardan bagimsiz olarak
devam eden yaklagik 24 saatlik bir endojen ritmik bir yapr gostermesi
karakteristlik 6zelliklerinden birincisidir.

2) Isik/ karanlik dongiisii ya da besin alimi gibi dis faktorlerle zamanlamay1

degistirmesi diger karakteristlik 6zelligidir.
4.4.1.1. Zeitgeber terimi ve sirkadyen zamam

Almanca bir kelime olan “Zeitgeber” sirkadiyen sistemin senkronize
edebilecegi veya tutabilecegi her tiirlii cevresel gosteriyi tanimlayan “zaman verici”
anlamima gelmektedir. Isik, en 6nemli Zeitgeber 6rnegidir. Bunu yan sira baska bir
Zeitgeber Ornegi olarak sicaklik gosterilebilinir (76). Laboratuvar kosullarinda deney
hayvanlarmin giinliik 1s1k/karanlik  periyodu yapay olarak kontrol altinda
tutulmaktadir. Bundan dolay1 Zeitgeber terimi deneysel 1s1k/karanlik dongiisii olarak
da tanimlanmistir. Isik/karanlik dongiisii 12 saat 151k 12 saat karanliga denktir ve
Zeitgeber 0 (ZTO0) 1518 acilmasi, Zeitgeber 12 (ZT12) ise 1518in kapanmasi
anlamma gelmektedir (77). Giinliik gergeklesen sirkadyen ritimleri tanimlamak igin
giin 24 saatlik sirkadyen zaman (CT) dilimlerine boliinmektedir. Her bir saat dilimi
bir sirkadyen zaman anlamina gelmektedir. Isik/karanlik dongiisiine (LD 12:12) gore

sirkadyen zaman 0 (CTO) ve sirkadyen zaman 12 (CT12) endojen zaman dilimi
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olarak tanimlanmaktadir. Dongiiniin ilk yaris1 aydinlik evreyi (CT0-CT12) , ikinci
yarist karanlik evreyi (CT12-CT24) temsil etmektedir. Kemirgenlerin bazilarinin

lokomotor aktivitesi sirkadyen dongiiniin ikinci yarisit olarak tanimlanan karanlik

evrede (CT12-CT24) harekete gegmektedir (78).
4.4.1.2. Suprakiazmatik ¢ekirdek

Suprakiazmatik ¢ekirdek, anterior hipotalamusta optik kiazmanin {istiinde ve
ticlincii ventrikiiliin yaninda bulunan binlerce noérondan (insanlarda yaklagik 50.000,
sicanda yaklasik 20.000) olusan ikili bir yapidir (79-81). Sirkadyen ritmi
suprakiazmatik c¢ekirdek diizenlemektedir. Bu yiizden “ana sirkadyen saat”
denilmektedir. Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda suprakinazmatik ¢ekirdegin
sirkadyen ritmi diizenlemek igin noronal ateslemeyi baslattigi belirtilmistir (82-84).
Suprakiazmatik c¢ekirdek periferal dokularda periferik sirkadyen salinimlarin
koordine edilmesinden de sorumludur (71, 72). Onemli bir Zeitgeber olan 1sik,
fotosensitif retinal gangliyon hiicreleri, rod hiicreleri ve koni hiicreleri tarafindan
algilanmaktadir. Bu sinyal retino-hipotalamik yolla (RTH) suprakiazmatik ¢ekirdege
iletilmektedir (85, 86). Suprakiazmatik ¢ekirdekte 1s1k, néronal ve humoral
sinyallerlere doniistiiriilmekte ve bu sinyaller viicuttaki sicaklik, aktivite seviyesi,
hormon salimi gibi ¢esitli ritimleri etkilemektedir (87). Yine hipotalamik
projeksiyonlarla uyku/uyaniklik dongiisii de suprakiazmatik cekirdek tarafindan

diizenlenmektedir (Sekil 4.4.1.2.1).
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Sekil 4.4.1.2.1. Suprakiazmatik c¢ekirdegin retinohipotalamik yol ile iliskisi ve

diizenledigi fonksiyonlar.
4.4.1.3. Periferal dokular ve sirkadyen ritim

Yapilan deneysel c¢alismalar, suprakiazmatik c¢ekirdek disinda periferal
dokularinda kendilerine 6zgii sirkadyen ritmi oldugunu gostermektedir (71, 72, 88-
91). Sirkadyen ritmin temel bir¢ok bileseni suprakiazmatik cekirdek ve periferal
dokularda ayni olmasina ragmen periferal dokularda baz1 farkliliklar goriilmektedir.
Ornegin, Circadian locomotor output cycles kaput (Clock) geninin mRNA anlatimi
suprakiazmatik cekirdekte devamli yapilirken periferal ritimlerde sadece dongii
icinde yapilmaktadir (78). Retinoid iliskili oksiliz reseptor (Ror) ailesi iiyelerinden
olan Rora, suprakiazmatik cekirdekte giiclii salinim modeli gosterirken periferal
dokularda zayif salinim gostermektedir (92-94). Yine Ror vy, suprakiazmatik
cekirdekte salinim gostermezken periferal dokularda ritmik bir anlatim
gostermektedir (93, 94). Yine Clock homozigot mutantlarda Bmal 1 RNA ritmi
suprakiazmatik ¢ekirdekte yapilmazken periferal dokularda az bir seviyede de olsa
devam etmektedir (95). Sirkadyen ritimde, dokuya 6zgii Brain and muscle arly
hydrocarbon receptor nuclear antigen-1 (Bmal 1) diizenlenmesi olduk¢a onemlidir.

Bmal 1 eksikliginde (Bmal 17/) kilo kaybi, infertilizasyon, kisa yasam siiresi gibi
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degisiklerin goriilmesinin yani sira periferal ritim kaybinin da oldugu yapilan

calismalarla gosterilmistir (96-99).
4.4.1.4. Sirkadyen ritmin molekiiler mekanizmasi

Sirkadyen ritminin giris sinyali (¢evresel uyaranlar), sirkadyen ritim
treticileri ve c¢ikis sinyali olmak iizere ii¢ temel bileseni vardir (73). Giris
sinyalleriyle beraber sirkadyen ritim genleri harekete gegcmektedir. Genler, sirkadyen
ritmin  dretilmesi ve  diizenlenmesi ile ilgili  proteinlerin  iretimini
gerceklestirmektedir. Ritimler molekiiler diizeyde, transkripsiyonun ve translasyonun
birbirine bagl pozitif ve negatif geri bildirim dongiisiine sirkadyen ritim genlerinin
katilmast ile art arda meydana gelen mekanizmalardan olusmaktadir (100-102). 24
saat icerisinde gergceklesen bu mekanizmalar transkripsiyon, translasyon, protein-
protein etkilesimleri, fosforilasyon, cekirdek translokasyonu ve protein yikimi
olaylarinin koordine olmasiyla ritimleri olusturmaktadir (78). Memelilerde temel
sirkadyen ritim genleri Clock (Circadian locomotor output cycles kaput) ve Bmal 1
(Brain and muscle arly hydrocarbon receptor nuclear antigen-1; ya da diger
adiylaMop3 ya da Arntl)’dir. Bu genler, basit heliks-kivrim-heliks (bHLH)-PAS
(Periyot-Arnt-Single-minded) transkripsiyon faktor ailesinin {iyeleridir (97, 103,
104). Clock mRNA ve protein anlatimi suprakiazmatik gekirdekte siirekli olarak
devam ederken, Bmal 1 anlatimi gece maksimum seviyeye ulagmaktadir (105).
Clock ve Bmal 1 bulundurduklari PAS bolgesi sayesinde hiicre sitoplazmasinda
Clock:Bmal 1 heterodimer olusturmaktadir. Heterodimer form hiicre ¢ekirdegine
giderek Periyot (Perl, II, III) ve Kriptokrom (Cryl, II) genlerinin promotor
bolgesindeki cis-diizenleyici E-kutusu dizilerine baglanmaktadir. Boylece Per ve Cry
genlerinin anlatimi baglatilmaktadir (97, 103, 104, 106, 107). Per ve Cry proteinleri
cekirdekten sitoplazmaya ge¢mektedir. Per ve Cry proteinleri sitoplazmada
icerdikleri PAS bolgeleri sayesinde Per:Cry heterodimeri olusturmaktadir. Bu
Per:Cry heterodimer formu ¢ekirdege geri donerek Clock:Bmal 1 tarafindan yapilan
kendi transkripsiyon {irlinlin  olugsmasin1  engellemektedir. Clock:Bmal 1
heterodimerinin gergeklestirdigi bu dongii bir negatif geri bildirim dongiisiidiir (102,
106, 108-110). Clock:Bmal 1 heterodimeri cekirdekte retinoikasit iligkili niiklear

reseptOr ailesi iiyelerinden olan Rev-erba ve Rora’nin promotér bolgesindeki E-
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kutusu dizisine baglanarak reseptorlerin anlatimini baglatmaktadir (92, 94, 111, 112).
Rev-erba ve Rora reseptorlerinin yapisinda retinoikasit iligkili oksiiz reseptor yanit
elementi (RORE) bulunurken RORE ayni zamanda Bmal 1’in promot6r bolgesinde
de bulunmaktadir. Rev-erba ve Rora sitoplazmadan g¢ekirdege giderek Bmal 1’in
promotoriindeki RORE dizisine baglanmak i¢in yarig haline ge¢mektedir. Roro,
Bmal 1’in transkripsiyonunu aktive ederken Rev-erba, Bmal 1 transkripsiyonunu
baskilamaya g¢alismaktadir. Boylece Bmal 1’in sirkadyen salinimi Rev-erba ve Rora
tarafindan hem pozitif hem de negatif olarak diizenlenmektedir (92-94, 111).
Sirkadyen ritmin otoregiilator geri bildirim dongiisiiniin tamamlanmasi yaklasik 24
saat siirmektedir. Bu dongii fosforilasyon ve ubikiitinasyon gibi translasyon sonrasi
modifikasyonlar tarafindan yonetilmektedir (113-117). Kazein kinaz 1 epsilon (CK1e
) ve kazein kinaz 1 delta (CK13), Clock ve Bmal 1 protein yikimini diizenleyen kritik
faktorlerdendir (113-115, 117). CKlg ve CK106 sitoplazmada Per:Cry heterodimerini
fosforlamaktadir.  Fosforlanan heterodimer ¢ekirdege girerek Clock:Bmal
lproteinlerinin  yikimini gergeklestirmektedir (108, 113, 115, 118-120) (Sekil
44.14.1).
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Sekil 4.4.1.4.1. Sirkadyen ritmin molekiiler mekanizmasi.

4.4.1.5. Sirkadyen ritim bozuklugunda goriilen fizyolojik degisiklikler ve
hastahklar

Sirkadyen ritim bozukluklar1 kardiyovaskiiler hastaliklar, uyku/uyaniklik
dongiisii, viicut sicakligi, metabolizma, hormon salgilanmasi gibi bir¢ok fizyolojik
degisiklere ve hastaliklara sebep olmaktadir (116, 117). Yapilan ¢alismalarda Clock
ATAIY farelerin normal farelere gore her giin daha az uyudugu goriilmektedir. Ayrica
bu mutant farelerde hiperglisemi, hiperleptinemi, hiperinsiilinemi gibi metabolik
bozukluklarinin oldugu da gozlemlenmistir (121, 122). Deneysel ¢alismalarda,
ailesel uyku bozukluklarinin Perll ve CK18 genlerinde meydana gelen mutasyonlarla
iliskilisi oldugu belirtilmektedir (116, 117). Embriyonik fibroblast hiicreleri ile
yapilan ¢alismada, Bmal 1 eksikliginde hiicrelerin adiposit hiicrelerine
farklilagmasimnin basarisizlik ile sonuglandigi goriilmektedir (99). Ileri uyku fazi

sendromu, gecikmis uyku faz sendromu, vardiya degisimi sendromu, hizli zaman
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dilimi degisikligi sendromu (jetlag) sirkadyen ritmin bozulmasi ile iliskili olan

hastaliklara birer 6rnektir (123).
4.5. Melatoninin ve Sirkadyen Ritim:

Melatoninin ritmi, sirkadyen ritmi de diizenleyen suprakiazmatik g¢ekirdek
tarafindan kontrol edilmektedir (124, 125). Isik/karanlik bilgisinin retinal
gangliyonik hiicrelerden gecerek suprakiazmatik ¢ekirdege gelmesiyle pineal bezden

melatonin salgisinin baglamasina ya da sonlandirilmasi karar verilmektedir (126,

127).
4.6. Fosfatidilinositol-3-Kinaz (PI3K) /Akt Hiicre Sinyal Yolag

PI3K/Akt sinyal yolagi apoptoz, hiicresel sagkalim, proliferasyon, hiicre
iskeletinde degisim ve diger aktivitelerde 6nemli biyolojik fonksiyona sahip bir

hiicresel sagkalim ve anti-apoptotik sinyal iletim yoludur (128).
4.6.1. PI3K /AKkt hiicre sinyal yolag1 molekiiler mekanizmasi

Hiicresel sagkalim, proliferasyon gibi temel olaylarda gorev olan Akt sinyal
yolagiin ilk basamagi, biiylime faktorii gibi bir uyaricinin tirozin kinaz reseptoriinii
(RTK) aktive etmesidir (129). RTK daha sonra fosfatidilinositol-3-kinaz1 (PI3K)
aktive etmektedir. Aktive olan PI3K, fosfatidilinositolfosfat 2' yi (PIP2) uyararak
fosfatidilinositolfosfat 3’iin (PIP3) fosforlanmasini saglamaktadir. Akt aktivitesinin
Ser 473 (P-Akt) ve Thr 308'in fosforilasyonu ile diizenlendigi bilinmektedir (129,
130). Fosfatidilinositol bagimli protein kinazlardan (PDK) PDK1, direkt olarak Thr
308 bolgesinden fosforlama yaparken dolayli olarak Ser 473 boélgesinden de
fosforlama yaparak Akt aktivitesini diizenlemektedir. Ayrica yapilan g¢aligsmalarda
integrin bagimli kinazin da (ILK) Ser 473 bolgesini fosforile ederek p-Akt seviyesini
arttirdigr goriilmiistir (131, 132). Akt sinyal yolagmin aktive olmasi ile apoptozda
gorevli Bcl-2 ve Bad gibi proteinler baskilanmaktadir (129) (Sekil 4.6.1.1). Akt
sinyal yolagimin inaktivasyonu ise fosfataz ve tensin homologu silinmis kromozom
10 (PTEN) tarafindan PIP3’iin PIP2’ye defosforile olmasiyla gerceklesmektedir.
(Sekil 4.6.1.1) Akt sinyal yolagi temel olarak fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfat (PIP3)
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tarafindan diizenlenmekle beraber, Ca*¥/kalmudilin bagimh kinaz ve cAMP/PKA
kompleksi tarafindan da diizenlenebilmektedir (133, 134).
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4.6.2. Wortmannin

Wortmannin fungal bir metabolittir. PI3K enzimleri ve bu enzimlerle iliskili
olan diger enzimleri igin giiglii ve segici bir baskilayicidir (135). Wortmannin,
PI3K'nin p110 katalitik altbirimine baglanmakta ve enzimi geri doniisiimsiiz olarak
baskilamaktadir. (ICs, 2-4 nM) (136). DNA onarimini, reseptor aracili endositozu

ve hiicre proliferasyonunu engellemektedir (137).
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4.7. PI3K /Akt Hiicre Sinyal Yolag ile Beyin Felci Arasindaki liski

PI3K/Akt hiicre sinyal yolagi, norodejenaratif hastaliklara karsi gelistirilen
koruma mekanizmalarinin bir pargasimi  olusturmaktadir (138, 139). Akt
fosforilasyonun iskemik olmayan beyinde ¢esitli hiicresel metabolik faaliyetlerin
gerceklesmesi igin yapildigi bilinmekle beraber iskemi ile p-Akt (Ser 473 veya Thr
308) fosforilasyonu artmaktadir (139). Iskemi siiresince bu fosforlanan bélgelerle
Akt aktivitesi diizenlenmektedir. Ser 473 bolgesinden fosforlanmasi Akt aktivitesini
uyarmak i¢in yeterli olmazken Thr 308 bolgesinden fosforlanmasi Akt aktivasyonu
icin gereklidir (140-143). Fokal iskemi modellerinde, p-Akt (Ser 473) genellikle
iskemi baglangicindan sonra defosforile edilmektedir. Reperfiizyondan sonra tekrar
fosforilasyon baglamakta ve gegici olarak 1 - 9 saatte kadar p-Akt seviyesi
yiikselmektedir. Iskemik penumbrada reperfiizyondan 24 saat sonra p-Akt seviyesi
azalmaya baglamaktadir (144). p-Akt (Ser 473) seviyenin artmasi, iskemiye karsi
noroprotektif bir etki saglamaktadir(139). PI3K/Akt yolunun fosforilasyonu hipoksik
kosullar altinda mitokondriyal fonksiyonu stabilize etmekte ve Bel-xL aktivasyonu,
kaspaz-3 ve p53'in inhibisyonu yoluyla néronlar1 hasara karsi korumaktadir (133,
145). Iskemik hasar olusturan serbest reaktif oksijen tiirlerini yok eden radikal
oksijen  temizleyiciler, Akt  sinyal yolagi  iizerinden bu  islemi
gerceklestirmektedir(139). Alzheimer, Parkinson, beyin felci gibi hastaliklarin
olusturdugu beyin hasarlarina karsi néroprotektif bir etki gdsteren dstrojen hormonun
bu koruyucu etkiyi p-Akt seviyesini arttirarak Akt sinyal yolagi lizerinden yaptigi
gosterilmistir (146-149). Ayrica PI3K/Akt yolu, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
(VEGF), eritropoietin, beyinden tlirevli norotrofik faktér (BDNF) ve insiilin benzeri
bliyime faktorii 1 (IGF1) dahil olmak iizere ¢esitli biiylime faktorlerinin
noroprotektif etkilerine aracilik etmektedir (133, 139, 150).

21



4.8. PI3K /Akt Hiicre Sinyal Yolagi ile Melatonin Arasindaki iliski

Melatoninin hiicresel sagkalima etkisi, PI3K/Akt yolu ile gergeklesmektedir
(151). Melatonin, Akt’nin fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) aktivasyonunu saglayarak
bu islemi gerceklestirmektedir (150, 152-154). Melatonin, astrositlerde p-Akt'nin
fosforilasyonunu baslatmaktadir. Noronal sagkalim igin kritik bir adim olan
melatonin, melatonin reseptorleri iizerinden Akt'nin aktivasyonuna neden olmaktadir
(155-158).

Sonug olarak, beyin felci sonrast melatonin ve Bmal 1 proteini arasindaki
iligkinin ortaya konulmasina katki saglamasi beklenmektedir. Bmal 1 proteinin Akt
hiicresel sagkalim sinyal yolag1 lizerinden iskemik mekanizmalarla olan iliskisi aciga
kavusturulmaya calisilmaktadir. Sirkadyen ritmin beyin felci iizerine molekiiler

diizeyde etkisinin anlagilmasina katki saglamasi beklenilmektedir.
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Deney dizaym ve deneysel gruplar

Deneyler siiresince yapilan tiim islemler ve miidahaleler, istanbul Medipol
Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayr almarak yapilmistir.
Deneylerde 8-12 haftalik 20-25 gram agirliginda erkek Balb/c fareler kullanilmistir.
Deneylerin 6ncesinde ve sonrasinda fareler 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak
sekilde uygun kosullarda tutulmustur. Fareler calisma icindort gruba ayrilmistir.
Gruplarin ayrim islemi rastgele olacak sekilde yapilmistir. Deneyler iki set olarak
dizayn edilmistir. Set-I: Apoptoz ve immunohistokimya ¢alismalar1 ve Set-I1: Protein

calismalarin1 gostermektedir (Sekil 5.1.1).
Deney Gruplart;

e Grupl: DMSO; 30 dk orta serebral arter tikanmasi takiben 72 saat
reperflizyon

e Grup2: Melatonin; 30 dk orta serebral arter tikanmasi takiben 72 saat
reperfiizyon.

e Grup3: Wortmanin; 30 dk orta serebral arter tikanmasi takiben 72 saat
reperfiizyon.

e Grup4: Melatonin+ Wortmanin; 30 dk orta serebral arter tikanmasi takiben 72

saat reperfiizyon.

DMSO/ Wortmannin Melatonin/ Tas1yici
Enjeksiyonu (i.c.v.) enjeksiyonu (i.p.)
Beyin felcinin Deneyin
indiiklenmesi sonlandirilmasi
| oz |
-30. dk 0 30.dk 72. saat

Sekil 5.1.1. Deney dizayni.
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5.2. Orta Serebral Arter Tikanmasi1 Modeli

20-25 gram agirhginda 8-12 haftalik erkek C57BL6/j fareler, %1 izofluran
(%30 O,, kalan1 N,0) ile gaz anesteziye alinmis ve viicut sicakliklar1 36,5-37,0 °C
arasinda hemotermik 1sitic1 sistem (Harvard Apparatus) ile sabit tutulmustur. Beyin
felci modelinin tekrar edilebilirliginin kontrolii amaciyla beyin kan akimi, Laser
Doppler Flowmetry cihazi (LDF; Perimed, Stockholm, Isvec) ile beyin felci
operasyonlart siiresince ve reperfiizyon basindan itibaren ilk 20 dakika boyunca takip
edilmistir. Laser Doppler Flowmetry cihazinin probu, kafatasi kemigi {izerine
Bregma -2mm, lateral 6mm koordinatlarinda olacak sekilde yerlestirilmis ve LDF
kayd:r alimmistir. 30 dakikalik orta serebral arter tikanmasi modeli monofilament
yontemi ile gergeklestirilmistir (Sekil 5.2.1). Bu modelde, boyun bélgesine kesi
yapilmistir. Orta ve eksternal karotid arterler izole edilmis ve 6-0’lik ipek ip (S1165,
Dogsan, Tiirkiye) ile baglanmistir. internal karotid arter gecici olarak mikrovaskiiler
Klips (FE691, Aesculap, Germany) ile tikanmistir. Sonrasinda, kommon karotid
artere kiiciik bir kesi atilarak ucu 4 mm silikon ile kapli 11 mm uzunlugundaki 180°
capli 7-0 monofilament (701934PK5Re, Doccol, ABD) kommon karotid artere atilan
kesiden internal karotid artere dogru yaklastk 9 mm igeriye itilmistir.
Monofilamentin damar i¢inde itilmesiyle beraber beyin kan akimindaki diisiis Laser
Doppler cihazi ile kontrol edilmistir. 30 dakika sonra 7-0 monofilament ip geri

¢ekilmis ve reperflizyona izin verilmistir (Sekil 5.2.1).
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Sekil 5.2.1. Orta serebral arter ttkanmas1 modeli. A) Karotis arterlerin baglanmasi,
B) Ana karotis artere kiigiik bir kesi atilmasi, C) Ucu silikon kapli monofilamentin

arter i¢inde ilerletilmesi, D) Reperfiizyon.
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5.3. Beyin I¢i Enjeksiyon

Arastirmada farelere orta serebral arter tikanmasi yontemi uygulanmadan 30
dakika 6nce beyin ici enjeksiyon yapilmustir. %1,5 izofluran (%30 O, kalan1 N,0)
alinda gaz anesteziye alinarak stereotaksik sabitleyiciye (World Precision
Instruments, Kanada) yerlestirilen farelere Hamilton ignesi (Hamilton® Microliter™
701, Sigma Aldrich, ABD) vasitasiyla enjeksiyonlar gergeklestirilmistir. Lateral
ventrikiile (bregma 0, lateral 1 mm) 0,1 mM konsantrasyonda PI3K/Akt sinyal yolag:
inhibitorii olan Wortmannin (Sigma W1628) veya Wortmannin’in ¢o6ziiciisii olan

dimetilsiilfoksit (DMSO) beyin i¢i enjeksiyonla uygulanmistir (Sekil 5.3.1).

Lateral
Ventrikil

Sekil 5.3.1. Beyin i¢i enjeksiyon koordinatlari.
5.4. intraperitonal Enjeksiyon

Farelere reperfiizyondan hemen sonra periton i¢i tasiyict (%0,9 NaCl
igerisinde ¢oziilmiis %5 etanol) veya melatonin (%0,9 NaCl igerisinde ¢oziilmiis %5
etanol icerisinde 4 mg/kg dozunda) (M5250, Sigma Aldrich, ABD) enjeksiyonu
yapilmustir.
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5.5. Deneyin Sonlandirilmasi

Beyin felcinden 72 saat sonra farelere yiiksek dozda %0,9 NaCl igerisinde
¢ozlilmis %7°1lik kloral hidrat (23100, Sigma Aldrich, ABD) verilerek hayvanlar
sakrifiye edilmis ve beyinleri ¢ikartilmistir. Histolojik c¢alismalar ve protein
calismalari i¢in beyinler kuru buz {izerinde dondurulmustur ve -80°C’de

saklanmistir.
5.6. Immiinofloresan
5.6.1. Immiinofloresan boyamalar icin kesit ahnmasi

Kuru buz {iizerinde dondurulan beyinlerin striatum seviyesinden kryostat
cihazi (CM1950, Leica, Almanya) kullanilarak 18 pm’lik koronal kryostat kesitler
pozitif yiiklii lamlar (Objekttrager; Isotherm, Almanya) ilizerine alinmistir. Kesit
alman lamlar 20 dakika boyunca 40°C’ deki 1sitict tabla (Wise Term, Wisd
Laboratory Instruments, Almanya) {izerinde tutularak doku kesitleri lamlara
sabitlenmistir. Elde edilen kesitler -80°C de saklanmistir ve TUNEL, NeuN

immunofluoresan boyamalar i¢in kullanilmistir.
5.6.2. DNA fragmantasyonu analizi

DNA fragmantasyonu, /n-situ Hiicre Oliim Kiti (TUNEL) (11684795910,
Roche, Isvigre) ile analiz edilmistir. Kit igerisinden ¢ikan protokole gére, her bir
gruptaki hayvanlardan alinan kesitler -80°C’den ¢ikartilip 30 dakika boyunca oda
sicakliginda kurutulmustur. Fosfat tamponlu tuz soliisyonu (PBS) igerisinde
hazirlanan %4’liikk paraformaldehit (PFA) (158127, Sigma-Aldrich, ABD) ile oda
sicakliginda ve +4 °C’ de 10’ar dakika tutularak fiksasyon islemi yapilmistir.
Fiksasyondan sonra PFA’nin uzaklastirilmasit icin kesitlere PBS yikamasi
yapilmistir. Kesitler, Triton-X-100 (X100, Sigma Aldrich, ABD) deterjan1 ve tri-
sodyumsitrat di-hidrat (1.064.481.000, Merck, ABD) igeren soliisyona alinmis ve
kaynatilarak membran por gecirgenligi ve antijen geri kazanimi arttirilmistir.
Sonrasinda PBS yikamasi yapilmistir. 1 saat boyunca %10 normal ke¢i serumu
(Normal Goat Serum, NGS; G9023, Sigma-Aldrich, ABD) iceren PBS-Triton X

soliisyonu ile bloklama isleminden sonra enzimini ve substrattini iceren TUNEL Kiti
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karigimi ile 37°C’de 70 dk boyunca inkiibe edilmistir. Cekirdek boyamasi i¢in 4',6-
Diamidino-2-fenilindol  dihidrokloriir (DAPI; D9542, Sigma-Aldrich, ABD)
kullanilmistir. Degerlendirme igin goriintiileri konfokal mikroskopta (LSM 780,
Zeiss, Almanya) alianan kesitlerin iskemik striatum bdolgesinden rastgele secilen
62.500 pm®lik on iki bélgeden cekirdek boyamasi (DAPI) ile ¢akisan TUNEL(+)

hiicre sayim1 yapilmustir.
5.6.3. Noronal sagkalim analizi

Noronal sagkalimin analiz edilebilmesi icin striatum seviyesinden alinan
koronal kesitlere NeuN immiinofloresan boyamasi yapilmistir. Bu yontemde, her bir
gruptaki hayvanlardan alinan Kesitler -80°C’den ¢ikartilip 30 dakika boyunca oda
sicakliginda kurutulmustur. Fosfat tamponlu tuz soliisyonu (PBS) igerisinde
hazirlanan %4 paraformaldehit (PFA) ile oda sicakliginda 15 dakika tutularak
fiksasyon islemi yapilmistir. Fiksasyondan sonra PFA’nin uzaklagtirilmasi igin
kesitler PBS ile ti¢ kez 5’er dakika yikanmistir. Sonrasinda 1 saat boyunca normal
keci serumu igeren PBS-Triton X soliisyonu ile bloklama isleminden sonra kesitler
1:100 oraninda seyreltilmis Anti-NeuN-Cy3 konjuge primer antikoru (MAB377C3,
MerckMillipore, Almanya) ile gece boyunca +4°C’de 75 rpm’deki karistiric
tizerinde inkiibe edilmistir. Cekirdek boyamasi i¢cin DAPI kullanilmistir. Kesitlerin
analizi i¢in gortintiiler konfokal mikroskopta (LSM 780, Zeiss, Almanya) alinmistir..
Iskemik ve iskemik olmayan striatum bélgesinden rastgele secilen 62.500 pm? lik on
iki bolgeden cekirdek boyamasi ile {iist iiste denk gelen NeuN(+) hiicre sayimi
yapilmistir.

5.7. Protein Calismalar: ve Western Blot
5.7.1. Protein izolasyonu

Iskemik striatum bolgesinden alinan doku oOrneklerinden ayni gruba ait
ornekler birlestirilerek protein izolasyonu yapilmistir. Dokular, proteaz-fosfataz
inhibitor kokteyl karisimi (5178, Cell Signalling, ABD) iceren lizis soliisyonu (1 M
Tris-HCI, 5 M NaCl, Triton-X-100, 0,5M EDTA) igerisinde homojenizator cihazi ile

manyetik boncuklar (BeadBug™ microtube homogenizer, Benchmark Scientific,
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ABD) yardimiyla izole edilmistir. Homojenizasyondan sonra doku ornekleri 20
dakika buz {istiinde inkiibe edilip +4°C’de 15 dakika 13.000 rpm’de santrifiij
yapilarak proteinlerin doku pelletlerinden ayrismasi saglanmistir. In vitro ¢alismalar
icin Neuro2A hiicrelerinden yapilan protein izolasyonunda proteaz-fosfataz inhibitor
kokteyl karisimi iceren Pierce™ IP liziz soliisyonu (87788, Thermo Scientific, ABD)
kullanilmisir. 1P lizis soliisyonu eklenen hiicre ornekleri 15 dakika buz {istiinde
inkiibasyonlar1 sirasinda her 5 dakika bir vorteks cihaz1 (541-10000-00, Heidolph,
Almanya) ile iyice karistirtlmistir. +4°C’de 15 dakika 13.000 rpm’de santrifiij

yapilarak proteinlerin hiicre pelletlerinden ayrigmasi saglanmustir.
5.7.2. Protein konsantrasyon ol¢iimii

Protein konsantrasyon odlgiimleri Qubit 3.0 Fluorometer cihazi (Invitrogen,
Life Technologies Corporation, ABD) ve cihazla beraber kullanilan Qubit protein
analiz kiti (Q33211, Invitrogen, Life Technologies Corporation, ABD) ile
Olciilmiistiir. Qubit protein analiz kiti igerisinden ¢ikan Qubit tampon soliisyonu ve
Qubit soliisyonu 1:200 oraninda karistirilarak Qubit protein soliisyonu hazirlanmistir.
Qubit 3.0 Fluorometer cihazinin kalibrasyonu icin standart 3 farkli protein
kullanilmistir. Proteinler 1:20 oraninda otoklavlanmis distile su ile stoklarindan ayri
bir tlipte sulandirimis ve Qubit protein soliisyonu igerisine eklenerek ol¢lim

yapilmistir. Stokta buluna toplam protein miktar1 pg/ul olarak hesaplanmistir.
5.7.3. Protein 6rneklerinin hazirlanmasi

Ornekler, konsantrasyon &lgiimlerine gore her érnekten 20 pg/10 ul olacak
sekilde hesaplanmig, 2X Laemmli Buffer (161-0737; Bio-Rad, ABD) ile karistirilip
hacmin geri kalani otoklavlanmig distile su ile tamamlanmistir. Proteinlerin, belirli
say1, sekil ve diizendeki amino asit zincirleri haline gelebilmesi i¢in 95°C’de 5

dakika kaynatilan 6rnekler daha sonra hemen kirik buz iizerine alinmistir.
5.7.4. Western blot

Hazirlanan Ornekler jel elektroforez sistemi kullanilarak yiiriitiilmistiir.
Protein Ornekleri, jelin her bir kuyusunda 20 png/10 ul protein olacak sekilde Any
kD™ Mini-PROTEAN jellerine (456-9036, Bio-Rad, ABD) yiiklenmistir. {lk olarak
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50 V’ta 5 dakika sonrasinda ise 100V’ta yaklasik 2 saat yiiriitiilerek proteinlerin
elektroforez (Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell, Bio-Rad, ABD)
ile molekiiler agirliklarina gore ayrismasi saglanmistir. Elektroforez bitiminde, Bio-
Rad Transblot Turbo sistemi (1704150 Trans-Blot® Turbo™ Transfer System,Bio-
Rad, ABD) ve RTA Mini PVDF Transfer Kiti kullanilarak (170-4272; Bio-Rad,
ABD) jeller poliviniliden diflorit (PVDF) membranlara transfer edilmistir. Transfer
sonrasi membranlar, %0,1 Tween20 (P1379, Sigma, ABD) igeren 50 mM tris
tamponlu salin (T1503, Sigma, ABD) (TBS-T) ile hazirlanmis %5’lik yagsiz siit tozu
cozeltisinde (Blotto, sc-2325; ChemCruz, ABD) 1 saat bloklanarak spesifik olmayan
baglanmalar engellenmeye c¢alisilmistir. Bloklama sonrasi TBS-T igerisinde
hazirlanan %5°lik yagsiz siit tozu ¢ozeltisinde 1:1000 oraninda seyreltilen primer
antikorlar (B-Aktin, 4970, Cell Signalling,ABD; p-AKT, 4060, Cell Signalling,
ABD; BMAL 1 (D217G), 14020, Cell Signalling,ABD; CLOCK (D45B10), 5157,
Cell Signalling,ABD; PER |, ab3443, Abcam, ABD; PERII, ab180655, Abcam,
ABD) ile gece boyu +4°C’de karistirict iizerinde inkiibe edilmistir. Ertesi giin
membranlarin primer antikordan uzaklagtirilmasi i¢in 3 kere 5’er dakika TBS-T
yikamast yapilmistir. TBS-T igerisinde hazirlanan %5°lik yagsiz siit tozu ¢dzeltisinde
1:5000 oraninda seyreltilen yaban turbu peroksidaz (HRP) konjuge tavsan antijenine
karst kecide iiretilmis sekonder antikor (31460, Thermo Scientific, ABD)
membranlarin lizerine eklenmis ve 90 dakika oda sicakliginda karistiric1 tizerinde
inkiibe edilmistir. Sonrasinda, membranlarin sekonder antikordan uzaklastirilmasi
icin 3 kere 5’er dakika TBS-T yikamasi yapilmis ve ECL Western goriintiileme
soliisyonu (1705060, Biorad Life Sciences Research, ABD) ile inkiibe edilen
membranlar Chemidoc MP goriintiileme sistemi (1708280, Biorad Life Sciences

Research,ABD) ile goriintiilenmistir.
5.7.5. Stripleme

p-AKT primer antikor ile goriintiilemesi yapilan PVDF membranlara strip
soliisyonu (1 M Tris-HCI pH 6,8, %10 SDS, B-merkaptoetanol, ddH,0) eklenmistir.
50°C’de 18 dakika stripleme islemi yapilarak membrana baglananantikorlar

sOkiilmiistiir. Strip soliisyonunun uzaklastirilmas: icin 6 kere 5’er dakika yikanan
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membranlar 6nce yeniden %5 yagsiz siit tozu iceren TBS-T ile 1 saat bloklanmis ve

daha sonra t-AKT (9272, Cell Signaling, ABD) primer antikoru ile inkiibe edilmistir.
5.7.6. Western blot degerlendirmesi

Degerlendirmede tiim proteinler -Aktin proteinine gére normalize edilmistir.
Neuro2A p-Akt protein bandi Neuro2A t-Akt protein bandina goére normalize
edilmigtir. Cikan protein bantlar1 Image J programinda (ABD Ulusal Saglik

Enstitiileri, ABD) sayisal piksel yogunluk degerine gore analiz edilmistir.
5.8. Melatonin Konsantrasyon Miktariin Belirlenmesi

Melatonin miktarmma gore Bmal 1 proteini anlatiminda degisiklik olup
olmadigini incelemek amaciyla Neuro2A hiicreleri kullanilmistir. Hiicreler, %10
Fetal Sigir Serumu (FBS; P30 1985, PAN Biotech, Almanya) ve %1 antibiyotik-
antimikotik karisimi (Penicillin-Streptomycin-Amphotericin; PSA, P08 32100 PAN
Biotech, Almanya) ile giiclendirilmis DMEM GlutaMax-l1 (21885-025, Gibco,
Thermo Scientific, ABD) kiiltir ortaminda ve %5 CO, ile 37°C’de inkiibator
(Heracell 150i, Thermo) iginde c¢ogaltilmakta ve her 3 gilinde bir altkiiltiir
yapilmaktadir. Melatonin, %100 etanol ¢oziicli igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve 0,01
mM; 0,1 mM; 0,5 mM veya 1 mM olmak iizere 4 farkli final konsantrasyona
ulasacak sekilde hiicrelere uygulanmis ve hiicreler 24 saat boyunca 37°C’de
inkiibator icerisinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicreler soguk
dPBS (P04-35500 PAN Biotech, Almanya) igerisinde toplanmis, ¢oktiiriilmiis ve
elde edilen hiicre pelletinden total proteinler yukarida anlatilan protein izolasyonu

yontemine (5.7.1. Protein izolasyonu) gore izole edilmistir.
5.9. Oksijen — Glikoz Deprivasyonu (OGD)

In vitro beyin felci modeli olan oksijen — glikoz deprivasyonu (OGD)
Neuro2A noroblastoma hiicrelerine uygulanmistir. 6’li hiicre kiiltlirii petrilerine
(3516, Corning, ABD) her kuyucukta 200.000 hiicre olacak sekilde Neuro2A hiicre
ekimi yapilmistir. OGD i¢in Hanks’ Balanced tuz soliisyonu (HBSS) ( H6648, Sigma
Aldrich, ABD) ve hipoksi inkiibatorii ile beraber 6zel gaz karigimi (%5 CO,, %1 O,
N, balans, HABAS 430508) kullanilmistir. Hiicreler 18 saat boyunca OGD maruz
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birakilmistir. 18. saatin sonunda HBSS soliisyonu, DMEM GlutaMAX™ besi yeri ile
degistirelerek 6 saat boyunca hiicrelerin reperfiizyonu i¢in %5 CO; %21 O, iceren
normal inkiibatérde (Heracell 1501, Thermo Scientific, ABD) inkiibasyonuna izin
verilmistir. Hiicrelerin OGD ve sonrasi isaretlenen rastgele 5 farkli bolgeden

mikroskopta goriintii alinmig ve hiicre sayimi1 yapilmistir.
5.10. Bmal 1 Protein Ifadesinin Artirillmasi

Bmal 1 proteininin ifadesinin arttirtlmasi igin gen klonlama yo6ntemi
uygulanmistir. Fare Bmal 1 geni mRNA niikleotid dizisi (Mus musculus aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator-like (Arntl), transcript variant 1, mRNA,
NCBI Reference Sequence: NM_007489.4) belirlenerek bu niikleotid dizisini
cogaltacak uygun primerler dizayn edilmistir (Tablo 5.10). Bmal 1 geni iProof™
High-Fidelity PZR Kit (172-5330, Biorad, ABD) ve termal dongii cihazi (T100™
Thermal Cycler, Biorad, ABD) kullanilarak ¢ogaltilmistir (Tablo 5.10.2). Polimeraz
Zincir Reaksiyonun (PZR) dogru bir sekilde c¢alisip calismadigi PZR iiriiniin
%0,8’lik agaroz jel igerisinde elektroforez yontemi ile yiiriitiilmesiyle kontrol
edilmistir. Cogaltilan Bmal 1 geni ve p-AcGFP1-N1 vektori (632469, Clontech,
ABD) Sall ve BamHI restriksiyon endoniikleazlar ile kesilerek vektor ile gen
ligasyon islemi ile birlestirilmistir. Bmal 1 ile ligasyon yapilan vektér plazmid
transformasyonla kompetent E.coli Stbl3 bakterisi i¢ine verilmis ve bu bakteriler
kanamisin antibiyotigi (P06-14100, PanBiotech, Almanya) iceren Luria Bertani
Broth (LB) agar (A8523, Biomatik, Kanada) besi yerinde 16-18 saat 37°C’de
cogaltilmistir. Transformasyon sonrasi, plazmidin Bmal 1 genini dogru bir sekilde
icine alip almadig: restriksiyon enzimleriyle kesilip %0,8’lik agaroz jel igerisinde
Stbl3 bakteri kolonilerinden rastgele bir tanesi segilerek Luria Bertani Broth (LB)
sivi besi yeri (A8521, Biomatik, Kanada) igerisinde ¢ogaltilmistir. ZymoPURE™
Plasmid Midiprep kiti (D4200&D4201, Zymo Research, ABD) kullanilarak plazmid
izolasyonu yapilmis ve izole edilen Bmal 1 plazmidleri transfeksiyon ile Neuro2A

hiicrelerine verilerek Bmal 1 proteininin ifadesi arttirilmustir.
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Tablo 5.10.1. Bmal 1 PZR Primeleri Dizaynu.

Bmal 1 PZR Primerleri

5’-AgTCA gTC gAC A ATg gCg gAC CAg AgA ATgg -3’

Primer Forward (Pg) sall

5’-AgTCA ggA TCC AA CAg Cgg CCA Tgg CAAgT -3°

Primer Reverse (PRr) BamHI

Tablo 5.10.2. Bmal 1 geni i¢in olusturulan PCR basamaklari

PZR Basamaklan
Sicaklik Stire
98°C 60 sn
98°C 10 sn
66 °C 30 sn
72°C 90sn
72°C 300 sn
4°C 0

5.11.Istatistik

Deney gruplar1 arasindaki zamana bagli degisimler tek-yonlii varyans analizi
(One-Way ANOVA) ve Fisher LSD post-hoc testi ya da bagimsiz érneklemler t-testi

kullanilarak SPSS programinda yapilmistir. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlaml
kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Beyin Kan Akimimin Olciilmesi

Deneysel beyin felci modelinin tekrar edilebilirliginin kontrolii amaciyla
beyin kan akim1 Laser Doppler flowmetry (LDF) cihaz1 ile beyin felci operasyonlari
stiresince ve reperflizyon baslangincindan itibaren takip edilmistir. Laser Doppler
kan akimi Sl¢limleri orta serebral arterin besledigi striatum bolgesinden alinmustir.
30 dakikalik beyin felci operasyonlar1 ve reperfiizyon boyunca tasiyict (DMSO),
melatonin, Wortmannin veya melatonin/Wortmannin gruplar1 arasinda beyin kan
akiminda istatistiksel bir farklilik goériilmemistir. Tim gruplarin LDF diizeyleri,
beyin felci oOncesi alinan degerlere gore yaklagik %80’lik bir azalma ile
sonuclanmistir. Reperflizyona izin verilmesi ile beyin kan akimin hizla arttigi

gozlemlenmistir. Sonuglar ortalama + SD olarak verilmistir (Sekil 6.1).

Laser Doppler

—— Tasiyicl
—1+— Melatonin
—4&— Wortmannin
—O— Melatonin/
Wortmannin

%o kontrol

0 30 50 (dK)

Sekil 6.1.1. Orta serebral arter bolgesinden alinan Laser Doppler kan akim (LDF)
kaydi.
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6.2. DNA Fragmantasyonu ile Apoptotik Hiicre Analizi

Beyin felci sonrasinda Bmal 1 ve melatonin iligkisinin degerlendirilmesi igin
DNA fragmantasyonu ile apoptotik hiicre sayis1 belirlenmistir. 30 dakika beyin felci
geciren farelerin striatum seviyesinden alinan kesitlere terminal deoksintileotidil
transferaz dUTP ug etiketleme (TUNEL) boyamasi yapilmistir. Boyama sonrasinda
kesitler konfokal mikroskobu kullanilarak analiz edilmistir. Striatum bolgesinden her
biri 62.500 pm? olan rastgele on iki bélgeden TUNEL (+) hiicre saymm yapilmis ve
bu bolgelerin ortalamasi alimmistir. Apoptotik hiicre sayisi tasiyici gruba gore
melatonin tedavisi ile beraber istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir
(Melatonin p=0,49). Hiicresel sagkalim sinyal yolagi PI3K/Akt baskilayicisi
Wortmannin, melatonin tedavisine gore apoptotik hiicre sayisini anlamli seviyede
artttrmistir (Wortmannin p=0,012). Melatonin/Wortmannin grubu diger gruplarla

karsilastirildiginda herhangi bir fark gériillmemistir (Sekil 6.2.1).

DNA fragmantasyonu
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=
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Wortmannin

Sekil 6.2.1. Apoptotik hiicre analizi. Veriler = standart sapma olarak verilmistir.
*p<0,05 ile tasiyici grubuna gore, #p<0,05 ile melatonin grubuna gore istatistiksel

anlamlilig1 gosterilmistir (Bar=100um).
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6.3. Noranal Sagkalimin Degerlendirilmesi

30 dakika beyin felci ardindan 72 saat reperfiizyondan sonra deney
sonlandirilarak striatum bélgesinden 18 pm? kalinliginda kesitler alimis ve NeuN
immiinofloresan boyamasi ile noéronal sagkalim degerlendirilmistir. Cekirdek
boyamasi i¢in DAPI boyamasi yapilmistir. Boyama sonrasinda Kesitler konfokal
mikroskopta gorintiilenmistir. Hem kontralateral hem de ipsilateral striatum
bélgesinden her biri 62.500 pm? olan rastgele on ikiser bdlgeden DAPI cekirdek
boyamasi ile ¢akisan NeuN (+) hiicrelerin sayimi yapilmistir ve gruplarda ortalama
olarak bulunan NeuN (+) hiicre sayist kontralateral striatum bdlgesine oranlanarak
olarak verilmistir. Beyin felci sonrasi melatonin tedavisinin noronal sagkalimi
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdig1 gézlemlenmistir. Melatonin grubunda
tagiyict grubuna gore ndronal sagkalimda istatistiksel olarak artis gozlemlenmistir
(melatonin p=0,021). Ayrica, noranal sagkalimda gorevli olan fosfotidilinositol 3-
kinaz sinyal yolagi inhibitorii olan Wortmannin ve melatonin/ Wortmannin grubunda
ise melatonin tedavisine gore noronal sagkalimin istatistiksel olarak azaldig:

bulunmustur (Wortmannin p=0,000; Melatonin/Wortmannin p=0,23; Sekil 6.3.1).
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Noronal Sagkalim
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Sekil 6.3.1. Noronal sagkalim analizi. Veriler + standart sapma olarak verilmistir.
“p<0,05 ile tastyict grubuna gore, "'p<0,01/ *p<0,05 ile melatonin grubuna gore

istatistiksel anlamlilig1 gosterilmistir (Bar=100um).
6.4. Western Blot ile Protein Analizleri

Beyin felci sonras1 melatonin ve Bmal 1 proteinin iligkisinin arastirilmasi igin
30 dakika beyin felci takiben 72 saat reperfiizyon yapilan farelerin ipsilateral
striatum seviyesinden alinan doku Orneklerine Western Blot teknigi kullanilarak
protein analizleri yapilmistir. Sirkadyen ritim proteinlerinden olan Clock, Bmal 1,
Per-1, Per-II proteinlerinin seviyelerindeki degisimler, melatonin ve noranal
sagkalim 1ile iliskili oldugu bilinen Akt proteini diizeyindeki degisimler
degerlenmistir. Proteinler, B-Actin proteinine gore normalize edilmistir. Protein

diizeyindeki degisimler tasiyict grubuna gore oranlanarak verilmistir.
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6.4.1.Western blot ile p-Akt proteini analizi

Beyin felci sonrasi melatonin ve Bmal 1 proteinin iligkilendirilmesinde
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) hiicre sinyal yolag: tarafindan fosforlandig: bilinen
p-Akt protein seviyesine bakilmistir. Melatonin tedavisi ile beraber p-Akt protein
seviyesinde tasiyici gruba gore istatistiksel olarak anlamli seviyede artis
gozlemlenmistir (melatonin p=0,000). Wortmannin ve melatonin/Wortmannin grubu
p-Akt protein seviyesinde melatonin tedavisine gore istatistiksel olarak anlamli bir
azalma goriilmistir (Wortmannin p=0,000; Melatonin/Wortmannin p=0,000; Sekil
6.4.1.1).

p-Akt/B-Aktin
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Sekil 6.4.1.1. p-Akt protein seviyesi analizi. Veriler + standart sapma olarak
verilmistir. ~ p<0,01/ tasiyic1 grubuna gore, ""p<0,01/melatonin grubuna gore,

istatistiksel anlamlilig1 gosterilmistir.
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6.4.2.Western blot ile Bmal 1 proteini analizi

Sirkadyen ritim proteinlerinden olan Bmal 1 protein seviyesi melatonin
tedavisi ile beraber tasiyici grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
artmistir (melatonin p=0,000). Ayrica Melatonin/Wortmannin grubunda da tastyici
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde Bmal 1 protein seviyesinde
artig gorilmustiir (Melatonin/Wortmannin p=0,46). Bunlarin yaninda Wortmannin ve
melatonin/ Wortmannin grubunda Bmal 1 protein seviyesinde melatonin grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli anlamli bir diisiis gorilmiistiir (Wortmanin p=0,000;

Melatonin/Wortmannin p=0,000; Sekil 6.4.2.1).
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Sekil 6.4.2.1. Bmal 1 protein seviyesi analizi. Veriler + standart sapma olarak
verilmistir. **p<0.01 tasiyict grubuna gore, ##p<0.01 melatonin grubuna gore

istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.
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6.4.3.Western blot ile Clock proteini analizi

Clock protein seviyesi analiz edildiginde melatonin, Wortmannin, melatonin/
Wortmannin gruplarimin her birinde tasiyict grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
bir artis bulunmustur ~ (Melatonin  p=0,000; Wortmannin ~ p=0,43;
Melatonin/Wortmannin p=0,001). Wortmannin ve melatonin/ Wortmannin grubu
melatonin grubu ile kiyaslandiginda Clock protein seviyesinde istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gorilmistir (Wortmannin p=0,000; Melatonin/Wortmannin
p=0,004; Sekil 6.4.3.1).
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Sekil 6.4.3.1. Clock protein seviyesi analizi. Veriler + standart sapma olarak
verilmistir. ~ p<0.01/ "p<0.05 tastyict grubuna gore, "p<0.01 melatonin grubuna

gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.
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6.4.4.Western blot ile Per-1 proteini analizi

Melatonin ile birlikte Per-I protein seviyesinde tasiyici grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalma gozlemlenmistir (Melatonin p=0,35).
Fakat melatonin/ Wortmannin ile birlikte Per-I proteininde tasiyict gruba gore
istatistiksel bir artis oldugu bulunmustur (Melatonin/Wortmannin p=0,000).
Wortmannin ve melatonin / Wortmannin grubu Per-1 protein seviyesinde melatonin
grubuna  gore  istatistiksel  olarak  artmistir  (Wortmannin  p=0,20;
Melatonin/Wortmannin p=0,000). Melatonin/ Wortmannin grubunda ise Wortmannin
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis oldugu belirlenmistir

(Melatonin/Wortmannin p=0,000; Sekil 6.4.4.1).
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Sekil 6.4.4.1. Per-l protein seviyesi analizi. Veriler + standart sapma olarak
verilmistir. *p<0.05 tasiyici grubuna gore, ##p<0.01, #p<0.05 melatonin grubuna gore,

%p<0.01 Wortmannin grubuna gbre istatistiksel olarak anlamhligi gostermektedir.



6.4.5.Western blot ile Per-11 proteini analizi

Melatonin ile beraber Per-II protein seviyesinde tasiyict gruba gore
istatistiksel olarak anlamli seviyede artis gozlemlenmistir (Melatonin p=0,000).
Bununla birlikte Wortmannin ve melatonin/Wortmannin grubunda da tasiyici gruba
gore Per-II proteininde istatistiksel olarak artmistir (Wortmannin p=0,000;
melatonin/Wortmannin p=0,000). Per-11 protein seviyesinde, Wortmannin grubunda
melatonin grubuna gore istatistiksel bir azalma goriiliirken melatonin / Wortmannin
grubunda Wortmannin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis oldugu tespit

edilmistir (Wortmannin p=0,000; melatonin/Wortmannin p=0,002; Sekil 6.4.5.1).

Per 11/p-Aktin

PAkn 47100 S— S —
Per TT 137 kDa- . — —
400- T Y
300
£
S 2001
==
S
100 - T
0 r T
Tasiyict Melatonin Wortmannin Melatonin/

Wortmannin

Sekil 6.4.5.1. Per-1l protein seviyesi analizi Veriler + standart sapma olarak
verilmistir. ~ p<0.01 tasiyict grubuna gére, "'p<0.01, melatonin grubuna gore,

¥p<0.01 Wortmannin grubuna gére istatistiksel olarak anlamlilig1 gdstermektedir.
6.5. Bmal 1 Proteinin Melatonin ile Degisiminin Degerlendirilmesi

In vitro c¢alismalarda Neuro2A hiicre hatt1 kullanilarak melatoninin normal
kosullar altinda Bmal 1 proteini iizerine olan etkileri Western Blot yontemi ile analiz

edilmistir. Istatistiksel degerlendirme bagimsiz 6rneklemler t-testi ( p<0,05 )
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kullanilarak yapilmistir. Bmal 1 anlatimina bagli melatonin dozunun belirlenmesi
igin Neuro2A hiicrelerine farkli dozlarda melatonin tedavisi uygulanmig ve Bmal 1
seviyesine bakilarak uygun melatonin konsantrasyonu belirlenmistir. 0,5 mM
melatonin ve 1 mM melatonin tedavisinde tasiyic1 gruba gore istatiksel anlamlilik
goriilmistir (0,5 mM melatonin p=0,000; 1 mM melatonin p=0,001). 0,1 mM
melatonin, 0,5 mM melatonin ve 1 mM melatonin grubunda 0,01 mM melatonin
grubuna gore Bmal 1 protein ifadesinde istatiksel olarak artis goriilmistiir (0,1 mM
melatonin p=0,007; 0,5 mM melatonin p=0,000 ve 1 mM melatonin p=0,000). 0,5
mM melatonin ve 1 mM melatonin grubu 0,1 mM melatonin grubu ile
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriilmiistiir (0,5 mM

melatonin p= 0,004; 1 mM melatonin p=0,012; Sekil 6.5.1).

Bmall anlatiminin melatonin dozuna bagh olarak degisimi

§§ §
H#Ht
1607 b, o
H#Ht
E 12071 T
H *
5 . =
=z 80
A
401
0 ’ v ’
Tasiyicl 0,01mM 0,1mM 0,5mM 1mM

Melatonin Melatonin Melatonin Melatonin

Sekil 6.5.1. Melatonin doz uygulanmasindan sonra Bmal 1 protein ifadesindeki
degisim. Veriler + standart sapma olarak verilmistir. ~ p<0.01, 'p<0.05 tasiyici
grubuna gore, ##p<0.01 0,01 mM melatonin grubuna gore, $*p<0.01, *p<0.05 0,1 mM

melatonin grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.
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Neuro2A hiicre hattina 0,5 mM konsantrasyonda melatonin uygulanarak
tasiyic1 gruba gore Bmal 1 protein seviyesi degerlendirilmistir ve Bmal 1 protein
seviyesinde 0,5 mM konsantrasyon melatoninle beraber istatistiksel olarak anlamli
artis oldugu bulunmustur (Bmal 1 p=0,014). Bmal 1 proteini, B-Actin proteinine

gore normalize edilmistir (Sekil 6.5.2).

Bmal 1 protein seviyesi

Bmal 1 78 kDa- - -
B-Aktin 43 kDa- - -

140 *
105 - <
£
g 70 -
S
35
0 r
Tasiyici Melatonin

Sekil 6.5.2: Melatonin uygulanmasindan sonra Bmal 1 protein ifadesindeki degigim.
Veriler + standart sapma olarak verilmistir. p<0.05 tasiyic1 grubuna gére istatistiksel

olarak anlamlilig1 gostermektedir.
6.6. OGD’nin Bmal 1 Proteini Uzerine Olan Etkileri

In vitro galismalarda Oksijen-Glikoz deprivasyonuna (OGD) (18 saat OGD
takiben 6 saat reperfiizyon) tabi tutulan Neuro2A hiicre hattina 0,5 mM
konsantrasyonda melatoninin uygulanmistir ve sonrasinda Bmal 1 proteini lizerine
olan etkileri Western Blot yontemi ile analiz edilmistir. Istatistiksel degerlendirme

bagimsiz 6rneklemler t-testi ( p<0,05 ) kullanilarak yapilmistir.
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6.6.1. OGD sonrasi hiicresel sagkalima etkisi

18 saat OGD sonrasi 6 saat reperfiizyon sonunda 0,5 mM melatonin
uygulanmig olan Neuro2A hiicrelerinde hiicresel sagkalim melatonin grubunda

tastyict gruba gore istatistiksel olarak daha fazladir (Melatonin p=0,018; Sekil
6.6.1.1)

OGD sonrasi

60 - .

45 I

30 -

%o kontrol

15 -

Tasyicl Melatonin

Sekil 6.6.1.1. Melatoninle beraber OGD sonra hiicresel sagkalim analizi Veriler +
standart sapma olarak verilmistir. "p<0.05 tagiyic1 grubuna gore istatistiksel olarak

anlamlilig1 gostermektedir.

45



6.6.2. OGD sonrasi Bmal 1 protein seviyesinin western blot ile degerlendirilmesi

Neuro2A hiicrelerine OGD islemi uygulandiktan sonra Western Blot yontemi
ile Bmal 1 proteinin seviyesi degerlendirilmistir. OGD sonrast Bmal 1 protein
seviyesinin melatonin grubunda tasiyici gruba kiyasla anlamli bir sekilde arttigi

bulunmustur. Bmal 1 proteini, B-Actin proteinine gore normalize edilmistir

(Melatonin p=0,004; Sekil 6.6.2.1).

OGD sonras1 Bmal 1
protein seviyesi

a1 7510s S
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Sekil 6.6.2.1. Melatoninle beraber OGD sonra Bmal 1 protein seviyesi analizi.
Veriler + standart sapma olarak verilmistir. **p<0.01 tasiyict grubuna gore

istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.
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6.7. Bmal 1 Protein ifadesinin Artirillmast1 ve OGD Sonrasi Etkilerinin

Degerlendirilmesi

Bmal 1 protein ifadesinin artirilmasi icin Bmal 1 proteini GFP igeren plazmid
vektoriine klonlanmistir. Bos plazmid vektorii ve Bmal 1 vektorii Neuro2A
hiicrelerine verildikten 72 saat sonra hiicrelerden protein izole edilip Bmal 1 protein
seviyesine bakilmistir. Ayrica Bmal 1 protein klonlamasinin dogru bir sekilde yapilip
yapilmadig1 agaroz gel elektroforezi ile kontrol edilmistir. Istatistiksel degerlendirme
bagimsiz Orneklemler t-testi testi kullanilarak yapilmistir. **p<0,01/ *p<0,05 ile

tastyict veya GFP grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 gosterilmistir.
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6.7.1. Bmal 1 protein klonlamasinin kontrolii

Bmal 1 protein klonlamasinin dogru bir sekilde yapilip yapilmadigini
anlamak i¢in once tiim mRNA dizisinden primerler vasitasiyla ¢ogalantilan Bmal 1
genin dogru bir sekilde ¢ogalip cogalmadigi agaroz gel elektroforezi ile kontrol
edilmistir. Agaroz gel elektroforezi ile istenilen bant elde edilmistir (Sekil 6.7.1.1).
Ardindan GFP vektoriine klonlanan Bmal 1 genin vektor igine dogru bir sekilde girip
girmedigi restriksyon enzimleri kesimi sonrasi agaroz gel -elektroforezinde

yiiriitiilerek kontrol edilmistir (Sekil 6.7.1.2).

3000 bp 1880bp

1000 bp

Sekil 6.7.1.1. Bmal 1 geninin PCR ile ¢ogaltimasinin kontrolii

ifadesini arttilmis
Markar Bmal-1'in
enzimlerle kesimi

C000DD iy 1o N (s o—y t 4700bp GFP vektor

3000bp =——mp — 1880bp Bmal-1

1000 bp =——sp

Sekil 6.7.1.2. ifadesi arttirilmis Bmal 1’in restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle

kesilerek agaroz jelde kontrol edilmesi.
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6.7.2. Bmal 1 protein ifadesinin artirilmasi

GFP igeren plazmid vektoriine klonlanarak elde edilen Bmal 1 vektorii ve bos
GFP plazmid vektorii Neuro2A hiicrelerine verilmistir. 72. saatin sonunda protein
izolasyonu yapilarak Bmal 1 protein seviyesine bakildiginda klonlamanin basarili bir
sekilde yapildigi ve Bmal 1 seviyesini kontrol grubuna gore yaklasik 35 kat arttirdigi
gozlemlenmistir (Bmal 1 p=0,002; Sekil 6.7.2.1).

Bmal 1 protein seviyesi

B-Aktin 43 kDa- - -

40 |
30 |

20 1

%o kontrol

10 1

GFP Bmall

Sekil 6.7.2.1. Bmal 1 protein ifadesinin arttirlmasi ile protein seviyesinde meydana
gelen degisim. Veriler + standart sapma olarak verilmistir. = p<0.01 GFP grubuna

gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.
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6.7.3. Bmal 1 protein ifadesi arttirilmis hiicrelerin OGD sonrasi1 hiicresel

sagkalima etkisinin degerlendirilmesi

Bmal -1 protein ifadesi arttirillmis olan Neuro2A hiicrelerine 18 saat OGD
takiben 6 saat reperflizyon uygulandiginda; Bmal 1 protein ifadesi arttirilmisg
hiicrelerde, hiicresel sagkalim kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde artmigtir (Bmal 1 p=0,011; Sekil 6.7.3.1).

OGD sonrasi
hiicresel sagkalim

60

45 |

30 1

%o kontrol

15 1

GFP Bmall

Sekil 6.7.3.1. Bmal 1 protein ifadesinin arttirilmasi sonrast yapilan OGD’nin
hiicresel sagkalima etkisi. Veriler + standart sapma olarak verilmistir. 'p<0.05 GFP

grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.
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6.7.4. Bmal 1 protein ifadesi arttirilmis hiicrelerin OGD sonrasi p-Akt protein

seviyesinin degerlendirilmesi

Bmal -1 protein ifadesi arttiritlmis olan Neuro2A hiicrelerine 18 saat OGD
takiben 6 saat reperfiizyon uygulandiginda; Bmal 1 protein ifadesi arttirilmig
hiicrelerde, hiicresel sagkalimda rol alan p-Akt protein seviyesinin kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 gézlemlenmistir. p-Akt proteini, t-

Akt proteinine gore normalize edilmistir (Bmal 1 p=0,14; Sekil 6.7.4.1).

OGD sonrasi
p-Akt/ t-Akt
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Sekil 6.7.4.1. Bmal 1 protein ifadesinin arttirilmasi sonrasi yapilan OGD p-Akt
protein seviyesine etkisi. Veriler + standart sapma olarak verilmistir. "p<0.05 GFP

grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 géstermektedir.
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7. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda sirkadyen ritim proteinlerinden Bmal 1’in yine sirkadyen
ritmi diizenleyen en 6nemli noropeptidlerden olan ve noroprotektif etkisi bilinen
melatonin ile iliskisinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla, in vivo ortamda
beyin felci olusturulan farelerde ve in vitro ortamda beyin felci modeli olusturularak
1) apoptotik hiicre 6liimii, ii) noronal sagkalim, iii) sirkadyen ritimde rol oynayan
sinyal iletim yolaklar1, iv) Akt sinyal iletim yolagindaki degisimler ve v) Bmal 1’in
ifadesinin  arttirnlmasiyla hiicre igerisinde etkilenen molekiiler yolaklar
degerlendirilmistir. Bu amagla sartlarda Balb/c farelerine 30 dk deneysel beyin felci
(orta serebral arter tikanmasi, MCAO) modelinden 30 dk dnce beyin i¢i enjeksiyonla
fosfoinositid 3-kinaz/Akt sinyal yolagi inhibitorii olan “Wortmannin” verilmigtir. Akt
sinyal yolaginin ifadesini arttirmak icin ise melatonin tedavisi uygulanmistir. /n vitro
sartlarda, Neuro2A hiicre hattina melatonin tedavisi ile birlikte OGD/hipoksi modeli

(18 saat OGD/hipoksi 6 saat reperfiizyon) uygulanmistir.

Beyin felcinin meydana gelebilmesi icin serebral kan akiminda kritik bir
diistisiin olmasi gerekmektedir (22, 23, 25). Doku orneklerinde kan akiginin anlik,
stirekli ve invazif olmayan Ol¢iimlerine izin veren Laser Doppler flowmetry (LDF)
sistemi 1ile serebral iskemi siiresince bolgesel serebral kan akisi (rCBF)
izlenebilmektedir (159). 30 dk deneysel beyin felci modelinin tekrar edilebilirliginin
kontrolii amaciyla beyin kan akimi1 LDF cihazi ile beyin felci operasyonlari siiresince
ve reperfiizyon baslangincindan itibaren takip edilmistir. LDF kayitlar orta serebral
arterin besledigi striatum bolgesinden alinmugtir. Set-1 ve set-II gruplarina yapilan
operasyonlarda serebral kanlanma operasyon oncesine gore yaklasik %80’lik bir
diisiis gostermistir (Sekil 6.1.1). 30 dakika iskemi sonrasinda reperfiizyona izin
verilmesi ile kan akiminin tekrar hizla arttigi gézlemlenmistir (Sekil 6.1.1). Bu LDF
kayitlar1 ile 30 dk deneysel beyin felci operasyonlarinin basarili bir sekilde

gerceklestigini gosterilmistir.

30 dk orta serebral arter tikanmasina bagli olarak hasar striatum bolgesinde
olusmaktadir. Hasara bagli olarak bu bolgede apoptotik hiicre 6liimleri goriilmektedir

(152, 160). Apoptotik sinyallerin DNA iizerinde kiriklar olusturmasi ile agiga ¢ikan
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serbest 3'-OH uglarina TdT ve nonizotopik isaretli niikleotidler (siklikla biyotinli
dUTP) kullanilarak yapilan in-situ isaretleme ardindan floresan veya enzimatik
goriintiileme ile apoptotik hiicreler tespit edilmistir (161). Beklenildigi gibi hiicresel
sagkalimda rol oynayan PI3K/Akt sinyal yolaginin baskilayicis1i Wortmannin
grubunda apoptotik hiicre sayisinin en yiiksek degerde oldugu goriiliirken
noroprotektif etkisini PI3K/Akt sinyal yolag: lizerinden gdsterdigi bilinen melatonin
tedavisinde en diisiik degerde oldugu gozlemlenmistir (Sekil 6.2.1). Sirkadyen ritim
ve beyin felci arasindaki iliskiyi ortaya koyan bir ¢alismada, gece saatlerinde
meydana gelen serebral iskemi ile p-Akt (Thr 308) protein seviyesinin arttig1 ve buna
bagli olarak p-p53 protein seviyesinde diisiis meydana gelerek pro-apoptotik
sinayallerin azaldigi gosterilmistir (162). Ayrica, 00:00 saatlerinde meydan gelen
serebral iskemi sonucunda Ser 112 amino asitinin fosforilasyonu ile aktivitesini
baskilayarak pro-apoptotik etkiyi tersine ¢eviren Bad protein seviyesinde bir artig

oldugu bulunmustur (162, 163).

30 dakika beyin felci ardindan 72 saat reperfiizyondan sonra striatum
bolgesine NeuN ndronal isaretleyicisi kullanilarak ndron boyamasi yapilmis, néronal
sagkalim degerlendirilmistir. Noronal sagkalimin degerlendirilmesi ile melatonin
tedavisinin sagkalan ndron sayisim arttirdigr goriilmiistiir. PI3K/Akt sinyal yolag
baskilayicist Wortmannin, noronal sag kalimi azaltmistir (Sekil 6.3.1). Melatoninin
noroprotektif etkisi oldugu daha oOnce yapilan caligmalarda gosterilmistir. Bu
noroprotektif etkisi ile beraber hasar alanini azaltmakta ve enflamatuar sinyalleri
diizenleyerek noronal sagkalimi artirmaktadir (20). Yapilan ¢aligmalarla melatoninin
bu noroprotektif etkisini PI3K/Akt sinyal yolagi {izerinden gerceklestirdigi
bildirilmigtir (150). Iskeminin zamana bagli degisimini gdsteren bir calismada,
ndronal sagkalimi diizenleyen p-Akt protein seviyesinde meydana gelen artiga bagl
olarak noronal sagkalimda artis oldugu ortaya konulmustur (162). Literatiir ile
paralel olarak, yaptigimiz c¢alismada melatonin uygulamasi sonucu, nodronal

sagkalimin arttig1 gézlemlenmistir

Bmal 1 ve noroprotektif bir molekiil olan melatonin iligkisinin anlagilabilmesi
icin Western Blot yontemi ile protein miktar analizleri yapilmistir. Gruplarin iskemik

striatumlar1 protein ¢alismalari i¢in kullanilmistir. Hiicre 6liimii ve hayatta kalimiyla

53



ilgili Akt (Sekil 6.4.1.1), sirkadyen ritim dongiisiinde gorev alan Clock (Sekil
6.4.3.1), Bmal 1 (Seki 6.4.2.1), Perl (Sekil 6.4.4.1), Perll (Sekil 6.4.5.1)
proteinlerinin seviyelerine bakilmistir. Calismada, sirkadyen ritmin en énemli temel
bilesenleri olan Clock, Bmal 1, Perll protein seviyesinde ve hiicresel sagkalimin en
onemli sinyal proteini olan p-Akt protein seviyesinde melatonin tedavisi ile artis
goriilmiistiir. Akt'nin baskilanmast ile melatonin tedavisine gore protein
seviyelerinde diisiis meydana gelmistir. Iskemiden sonra Akt fosforilasyonunun
artmasi ile hiicre oliimiiniin baskilandigi bilinmektedir (164). Akt fonksiyonunun
Wortmannin gibi kimyasallarla baskilanmasi1 sonucu iskemik hasar artmaktadir (165,
166). Sirkadyen ritmin iskemi iizerine olan etkisini inceleyen bir ¢aligamada Clock,
Bmal 1, Perl, p-Akt protein seviyelerinde 00:00 zaman dilimde artis olmaktadir.
Noronal sagkalimdaki artisin bu protein seviyelerinde meydana gelen artisa bagh
oldugu ve p-Akt seviyesindeki artisin Bmal 1 proteini ile iliskili oldugu
distiniilmektedir (162). Clock:Bmal 1 heterodimeri, iskemik kosullarda hasari
arttiran serbest radikal olusumlarini, Akt sinyal yolag: iizerinden diizenlenen HIF-
lo’y1 aktive ederek baskilamaktadir (15, 167). Perll” mutant farelerde de aritmik
kosullar meydana gelmektedir (168). Fakat bu tez ¢alismasinda, beklenilenin aksine
Perl protein seviyesinde melatonin tedavisiyle diislis goriilmistiir. Melatoninin
homeostatik etkisini ve sirkadyen ritim ile iliskisini inceleyen bir ¢aligmada, in vivo
melatonin tedavisinin hipofiz 6n lobunun bir pargast olan pars tuberalisinde Perl
protein seviyesininde diisiis meydana getirdigi bulunmustur. Bu sonugla pars

tuberaliste melatoninin Perl proteinin anlatimini baskiladigi diistiniilmiistiir (169).

Bmal 1 ve melatonin iligkisinin ortaya konulmasi i¢in in vitro kosullar altinda
Neuro2A hiicre hattina 0,5 mM melatonin tedavisi uygulanmig ve Bmal 1 proteinin
melatonin ile degisimine bakilmistir. Elde edilen sonuglar Bmal 1 protein seviyesinin
melatonin tedavisi ile birlikte arttigin1 géstermektedir. Bmal 1 anlatiminin gece
saatlerinde fazla olmasinin nedeni belki de gece salgilanan melatonin hormonundan

dolay1 olabilir (Sekil 6.5.1).

Beyin felci sonrasinda Bmal 1 ve melatonin iligkisinin ortaya konulmasi igin
in vitro kosullar altinda Neuro2A hiicre hattina in vitro beyin felci modeli olan OGD

modeliyle birlikte 0,5 mM melatonin tedavisi uygulanmistir. Melatonin tedavisine
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bagli olarak OGD sonrasi hiicresel sagkalim degerlendirilmistir. Melatonin tedavisi
ile hiicresel sagkalimin ve Bmal 1 protein seviyesinin arttigi bulunmustur. Deneysel
beyin hasarinda melatoninin etkisini inceleyen bir ¢caligsmada, melatoninin hipoksik
kosullar altinda serbest radikal oksijen tiirlerini etkisiz hale getirerek noroprotektif

etki gosterdigi belirtilmistir (170) (Sekil 6.6.2.1).

Bmal 1 ifadesi arttirilmig hiicrelerin OGD sonrasi hiicresel sagkalim orani ve
p-Akt protein seviyesindeki degisim incelenmistir. Elde edilen bulgulara gore Bmal 1
ifadesi yaklasik 35 kat arttirilmis Neuro2A hiicrelerinin hipoksi sonrasi hiicresel
sagkalim oraninda artis gorilmiistiir (Sekil 6.7.3.1). p-Akt protein seviyesinde de
hiicresel sagkalim oraninda goriildiigii gibi bir artis oldugu bulunmustur (Sekil
6.7.4.1). Yapilan caligmalarda, Bmal 1’in Akt fosforilasyonu igin 3 korunmus tanima
motifi igerdigi bulunmustur. Karacigerde de novo lipogenez ve Bmal 1 iliskisini
anlamak i¢cim yapilan bir calismada, hepatik Bmal 1’in yeni bir metabolik
fonksiyonun oldugu ve insiilin-mTORC2-AKT sinyali yoluyla de novo lipogenezi
tesvik ettigi bulunmustur(171). Bmal 1’in kanser hiicre invazyonundaki roli ile ilgili
yapilan bir ¢aligmada, Bmal 1’in PI3K-Akt-MMP-2 yolagin1 bloke ederek hiicre
invazyonunu baskiladigini bulunmustur (172) (Sekil 6.5.1).

Beyin felci sonrasinda Bmal 1 ve melatonin iligkisinin ortaya konulmasi igin
in vitro kosullar altinda Neuro2A hiicre hattina in vitro beyin felci modeli olan OGD/
hipoksi modeliyle birlikte 0,5 mM melatonin tedavisi uygulanmistir. Melatonin
tedavisine bagli olarak OGD/hipoksi sonrasi hiicresel sagkalim degerlendirilmistir.
Melatonin tedavisi ile hiicresel sagkalimin ve Bmal 1 protein seviyesinin arttig
bulunmustur. Deneysel beyin hasarlarlarinda melatonin etkisini inceleyen bir
calismada, melatonin hipoksik kosullar altinda serbest radikal oksijen tiirlerini etkisiz

hale getirerek ndroprotektif etki gosterdigi belirtilmistir (170) (Sekil 6.6.2.1).
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8. SONUC

Tim bu veriler incelendiginde, beyin felci sonrasi melatonin tedavisi ile
apoptotik hiicre sayisinin azaldigi, noronal sagkalim oraninin arttigi, melatonin
tedavisi ile sirkadyen ritim proteinlerinden Bmal 1,Clock, Perll ve noronal
sagkalimda rol oynayan p-Akt protein seviyesinde artis oldugu, Akt sinyal yolaginin
baskilanmasi ile bu proteinlerin seviyelerinde tedaviye gore azalma oldugu
goriilmiistiir. Hiicrelere uygulanan melatonin tedavisi ile Bmal 1 protein seviyesinde
artts oldugu bununla birlikte hiicrelerin OGD maruz kalmasina ragmen melatonin
tedavisiyle Bmal 1 protein seviyesinde artis oldugu bulunmustur. Ayrica Bmal 1
protein ifadesi arttirilmig hiicrelerde OGD sonrasi hiicresel sagkalimin oranin arttigi

bununla paralel olarak p-Akt seviyesinde de artig oldugu gorilmistiir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasi kapsaminda, beyin felci sonrasi Bmal 1 ve
melatonin iligkisinin incelenmesi amaglanmistir. Literatliirde bulunan bilgilere gore
sirkadyen ritimle beraber degiskenlik gdsteren beyin felci vakalari, gece saatlerinde
daha az meydana gelmektedir. Bununla berber sirkadyen ritimin temel molekiiler
bileseni olan Bmal 1 ve néroprotektif melatonin arasindaki bu iligkinin PI3K/Akt
hiicresel sagkalim sinyal yolagi {izerinden gergeklestigi diisliniilmektedir. Bu
caligmanin, ileride beyin felcinin patolojik siireglerinin daha detayli anlagilmasina ve
beyin felci tedavisinde yeni hedef molekiil gelistirilmesine katkida bulunmasi

beklenmektedir.
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