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ÖZET 

 

T.C. NECMETTİN ERBAKAN ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

 

Sirkadiyen Ritmin Beyin Felci Sonrası 

Gelişen Hasar Üzerine Etkisi 

Mustafa Çağlar Beker 

 

Fizyoloji Anabilim Dalı 

 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

 

KONYA-2018 

 

Sirkadiyen ritim, günlük fizyolojik fonksiyonları ayarlamakla kalmayıp aynı zamanda 

patofizyolojik süreçleri de etkileyen biyolojik bir saattir. Daha önceki çalışmalara bağlı olarak serebral 

iskemi ve sirkadiyen ritim arasında kuvvetli bir ilişki olduğu düşünülmektedir. Günümüze kadar 

sirkadiyen ritim ile ilgili yapılan çalışmaların büyük bir çoğunluğu klinik gözlemlere dayandığından 

çalışmalar kısıtlı bir alanda kalmıştır. Bununla birlikte, iskemi sonrası patofizyolojik olaylara karşı 

sirkadiyen ritmin göstereceği hücresel ve moleküler mekanizmalar büyük ölçüde bilinmemektedir. 

Bu amaçla 8-12 haftalık erkek Balb/ C farelerine 6 saatlik aralıklarla (ZT0, ZT6, ZT12 ve 

ZT18) dört farklı zaman noktasında 30 dk orta serebral arter tıkanması takiben 72 saatlik reperfüzyon 

gerçekleştirildi. Nöronal sağkalım ve apopitotik hücre ölümü immuno-histokimyasal metotlarla 

incelendi. Biyolojik saat proteinleri; Period-1, Period-2, CLOCK ve Bmal1 protein ifadeleri Western 

Blot ile değerlendirildi. Ek olarak, PI3K sinyal yolağı Pathscan metoduyla değerlendirildi. Sirkadiyen 

ritim ile ilişkili proteinler sıvı kromatografi-kütle spektrometresi yöntemleri ile analiz edildi. 

Yapılan bu çalışmada zamana bağlı olarak değişen sirkadiyen ritim proteinleri beyin felci 

sonrası gelişen beyin hasarını doğrudan etkilediğinin kanıtlarını sunulmaktadır. Gece yarısı (ZT18; 

24:00) beyin felci geçiren farelerde sabah (ZT0, 06:00) beyin felci geçirenlere göre sirkadiyen ritim 

proteinleri Bmal1, Per1 ve CLOCK proteinlerinin seviyeleri arttığı ve bunlarla beraber nöronal 

sağkalımın arttığı, apopitotik hücre sayısının ise azaldığı gösterildi. Ayrıca yapılan protein çalışmaları 

ile bu etkileri sağkalım kinazlarından p-AKT ve p-Erk-1/2 üzerinden yaptığı gösterildi. Bu bilgilere ek 

olarak yapılan geniş ölçekli proteomik analizi sonucu sabah ZT0’a kıyasla; ZT18 grubunda GNAZ, 

NEGR1, IMPCT ve PDE1B seviyesi artarken, CSKP, HBB1, HBB2 ve HBA düzeyleri anlamlı ölçüde 

düştüğü gözlemlendi. Elde edilen sonuçlar, gece beyin felci geçirenlerde nöronal hasarın daha az 

olduğu ve bunu sağkalım kinazları ve sirkadiyen ritim ile alakalı proteinlerin ifadesinin artmasıyla 

sağladığı gösterildi. 

 

Anahtar kelimeler: Akt sinyal yolağı; Beyin felci; Bmal1; Proteomiks; Sirkadiyen ritim 
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İNGİLİZCE ÖZET 

 

Circadian clocks are endogenous timers not only adjusting daily physiological functions but 

also affect pathophysiological processes. Depends on previous studies, there have been strong relation 

between cerebral ischemia and circadian rhythm.  In addition, occurance of stroke cases displays a 

time of day variation. To date, most of the circadian expression studies remained restricted with 

clinical observations. Nevertheless, the molecular and cellular mechanism linking circadian rhythm to 

the internal response mechanisms against pathophysiological events after ischemia remained largely 

unknown. 

To this end, 8-12 weeks male Balb/c mice were exposed to min of MCAO following 72 h 

reperfusion at four different Zeitgeber time (ZT) points with 6-h intervals (ZT0, ZT6, ZT12, and 

ZT18). Disseminate neuronal injury and DNA fregmantation were examined using 

immunohistochemistry. Core clock proteins; Period-1, Period-2, CLOCK and Bmal1 protein 

expressions were evaluated by Western Blot. In addion, PI3K signaling pathway analysed via planar 

surface immune assay and circadian rhythm related proteins were evaluated by liquid 

chromatography– mass spectrometry tools. 

Here, we present evidence that activational changes of proteins by circadian rhythm 

regulations directly influence brain injury following cerebral ischemia. Midnight (ZT18; 24:00) I/R 

injury in mice resulted in significantly improved neuronal survival, and decreased apoptosis compared 

with ischemia induced at ZT0 (06:00), which were associated with increased expressions of circadian 

proteins Bmal1, PerI, and Clock proteins and survival kinases p-AKT and p-Erk-1/2. Furthermore, 

proteomics revealed significantly reduced CSKP, HBB1, HBB2, and HBA levels, while increased 

GNAZ, NEGR1, IMPCT, and PDE1B at midnight as compared with ZT0. Results showed that 

nighttime ischemic injury results in less severe neuronal damage, with increased neuronal survival, 

increased levels of survival kinases and circadian clock proteins, and also alters the circadian-related 

proteins. 

 

Keywords: Akt signaling; Bmal1; Cerebral ischemia; Circadian rhythm; Proteomics 
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

 

Sirkadiyen ritim günlük fizyolojik fonksiyonlarımızın yanı sıra beyin felci 

gibi patofizyolojik süreçlerin hem tetiklenmesinde hem de gelişiminde önemli bir rol 

oynamaktadır. 1970’li yıllardan günümüze kadar yapılan çalışmaların büyük bir 

çoğunluğu sirkadiyen ritim ile beyin felcinin tetiklenmesi veya mortalite üzerine 

odaklanmıştır (Terayama 2013, Uddin ve ark. 2015). Sirkadiyen ritme bağlı olarak 

değişen vücut sıcaklığı, kalp hızı, kan basıncı, kan vizkositesi ve trombosit 

agregasyonu beyin felcinin tetiklenmesinde önemli rol oynamaktadır (Kubota ve ark. 

1987). Bu bilgilere ek olarak, beyin felci günün her saatinde görülebilmektedir. Fakat 

vakaların büyük bir çoğunluğu sabah saatlerinde ve özellikle de uyandıktan sonraki 

ilk iki saatlik sürede görülmektedir (Pardiwalla ve ark. 1993, Elliott 1998). Ayrıca 

inme insidansında gece yarısından sabah 06:00’a kadar geçen sürede ise en düşük 

olduğu bilinmektedir. 

 

İskemik inmenin insidansındaki gün içi değişebilirliğine ek olarak, inme 

şiddetinin ve dolayısıyla da mortalitenin de sirkadiyen bir ritim gösterdiği 

düşünülmektedir (Manev ve Uz 1998). Bu bilgiler dâhilinde beyin felci sonrası 

gelişen hasar mekanizmaları ile sirkadiyen ritmin hücresel ve moleküler sinyal 

yolakları arasındaki bağlantı büyük bir oranda bilinmemektedir.  

 

Yapılan bu çalışma ile sirkadiyen ritme bağlı olarak beyin felci sonrası 

gelişen hasar mekanizmaları arasındaki ilişkinin araştırılması hedeflenmiştir. Bu 

amaçla farelerin sirkadiyen ritimlerine bağlı olarak dört farklı zaman aralığında 

(06:00, 12:00, 18:00 ve 00:00) 30 dakikalık orta serebral arter (OSA) tıkanmasını 

takiben 72 saat reperfüzyon gerçekleştirilmiştir. Bu işlemin ardından, dört farklı 

zaman diliminde biyolojik saatin beyin felci sonrası gelişen hasar, nöronal sağ-kalım, 

apopitotik hücre ölümü ve hücre içi sinyal moleküllerinin aktivasyonu üzerine olan 

etkileri incelenmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Beyin Felci 

 

Beyin felci dünyada ölüm sebepleri bakımından incelendiğinde 3. sırada yer 

alan ciddi bir hastalıktır (Lackland ve ark. 2014). Dünya çapında her yıl yaklaşık 

olarak 4.7 milyon insan beyin felci yüzünden hayatını kaybetmektedir (Bramlett ve 

Dietrich 2004). Kuzey Amerika’da her 53 saniyede bir inme vakası meydana 

gelmektedir ve bu vakaların 3’te 1’i ölüm ile sonuçlanırken, hayatta kalanlar ise 

yaşamlarının geri kalanını ciddi nörolojik eksikliklerle sürdürmek zorunda 

kalmaktadır (Michaud ve ark. 2001). Bunlara ek olarak, inme sonrası gerçekleştirilen 

iyileştirme ve rejenerasyon çalışmaları ciddi bir ekonomik yük getirmektedir. 

Genelde 65 yaşın üzerinde beyin felci insidansında bir artış gözlemlenmesine rağmen 

yeni doğanlarda ve çocuklarda da görülebilmektedir (Berge ve ark. 2017). Bu denli 

önemli ve ciddi olan bir hastalığın bu zamana kadar bilinen ve kanıtlanmış tek tedavi 

yöntemi beyin felcinin başlangıcından itibaren ilk 3 saat içerisinde uygulanması 

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

 

İskemik hasarın şiddeti kadar süreside gelişen hasar üzerine önemli bir etkisi 

bulunmaktadır. Örneğin kısa süreli iskemi glia ve kan damarlarında gözlenen küçük 

hücresel değişikliklere sebep olurken kısa süreli bir nöronal hasara da sebep olabilir 

(Pulsinelli ve ark. 1982). Bununla beraber daha uzun süreli iskemi vakalarında 

enfarktüs üreten diğer hücre tipleriyle beraber ciddi nöronal ölümlere ve 

inflamasyonun tetiklenmesine neden olabilmektedir (Bramlett ve Dietrich 2004, Zhu 

ve ark. 2017). 

 

2.1.1. Beyin Felci Patofizyolojisi 

 

Beyni besleyen damarların tıkanması veya yırtılması sonucu beyne yeteri 

miktarda oksijen ve glikoz gidememektedir Buna bağlı olarak beyinde karmaşık 

sinyal yolakları ve mekanizmalar devreye girerek hasar oluşumuna neden 

olmaktadır. Beyin felci sonrasında hasarın oluştuğu alan patofizyolojik açıdan iki 

farklı bölümde incelenmektedir (Durukan ve Tatlisumak 2007, Catanese ve ark. 

2017, Şekil 2.1.1.). Hasarlı alanın orta kısmı iskemik kor bölgesini oluşturur. Kor 
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bölgesinde kan akımı önemli ölçüde azalmıştır ve hızlı bir nekrotik hücre ölümü 

başlamıştır. Hasarlı bölgenin etrafını çevreleyen bölge ise penumbra bölgesi olarak 

adlandırılır. Geçiş bölgesi olarak da bilinen penumbra bölgesindeki kan akımı kılcal 

damarlar vasıtasıyla iskemik kor bölgesine göre daha iyi durumdadır. Apopitotik 

hücre ölümünün baskın bir şekilde görüldüğü penumbra bölgesinde ayrıca yaşanan 

iyonik dengesizliğe karşı aktiviteler gözlemlenmektedir. (Dirnagl ve ark. 1999, 

Klehmet ve ark. 2009). Beyin felci sonrası yapılan çalışmaların büyük bir çoğunluğu 

penumbra bölgesinde yaşam ile ölüm arasında kalan hücreleri kurtarmak üzerine 

yoğunlaşmıştır. Buradaki hücreler iskemiden dolayı kısıtlı seviyede bulunan oksijen 

ve glikoz molekülü kullanmaya çalışır. Aynı zamanda hücre içi sinyal yolaklarından 

özellikle sağkalım kinazları hücrelerin sağkalım sürecine katkı sunmaya 

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

 

 

Şekil 2.1.1.1. Beyin felci sonrası gelişen iskemik kor ve penumbra bölgesi. 

 

Beyne giden damarların tıkanması sonucu, damarın beslediği bölgedeki 

nöronların, yetersiz oksijen ve glikoz düzeyine bağlı olarak, enerji metabolizması 

bozulmaktadır (Paschen 1996, Gascon ve ark. 2008). Oluşan enerji eksikliğine bağlı 

olarak hücreler membran potansiyelleri kaybetmeye başlamakta ve ekstrasellüler 

ortama glutamat salınımı yapmaktadır. Bu olay beyin felci patofizyolojisinde 

eksitotoksisite olarak isimlendirilmektedir (Paschen 1996, Gascon ve ark. 2008). 

Eksitotoksisiteye bağlı olarak ortamda biriken glutamat post-sinaptik nöronda 

bulunan glutamat bağımlı NMDA (N-metil- D-aspartat) ve AMPA (a-amino-3-

hidroksi-5-metilisoksazol-4 propionik asit) reseptörlerini uyararak hücre içerisine 
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pozitif yüklü iyonların girmesine neden olmaktadır (Camacho ve Massieu 2006, 

Shohami ve Biegon 2014). Hücre içine giren Na
+
 iyonu post-sinaptik nöronun 

membran potansiyelini kaybetmesine ve tekrardan ekstrasellüler ortama glutamat ve 

K
+
 iyonlarının verilmesine neden olarak hasar alanında elektriksel değişikliklere yol 

açmaktadır (Dirnagl ve ark. 1999). Hasar alanında yaşanan bu kontrolsüz şarj ve 

deşarjlar, hasar çevresi depolarizasyonu olarak isimlendirilmektedir. Nitekim beyin 

felci sonrası gelişen hasarın yaklaşık %20’sinden bu durumun sorumlu olduğu kabul 

edilmektedir (Hossmann 1996, Dirnagl ve ark. 1999). Hücre içine giren Na
+
 iyonu 

aynı zamanda hücreler arası sıvıdan hücrenin içine Cl
-
 iyonlarının girmesine neden 

olmaktadır. Bu sebeple hücre içinde oluşan tuz, hücre dışından içine doğru su 

moleküllerini çekerek sitotoksik ödeme neden açmaktadır (McBride ve ark. 2016). 

 

 

Şekil 2.1.1.2. Beyin felci sonrası gelişen patofizyolojik süreçlerin şematik gösterimi. 
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Hücre içine giren bir diğer iyon ise Ca
+2

 iyonudur. Hücre içinde artan Ca
+2

 

çeşitli enzimleri aktive ederek hücre membranına hasar vermesinin yanı sıra serbest 

radikallerin oluşumunu da tetiklemektedir (Yamasaki ve ark. 1995, Muralikrishna 

Adibhatla ve Hatcher 2006). Devam eden patofizyolojik süreçte lökosit infiltrasyonu 

ve mikroglia aktivasyonuna bağlı olarak inflamasyon tetiklenmektedir(Kunimatsu ve 

ark. 2011, Liu ve ark. 2015).  

 

Beyin felcini takip eden 24 saat içerisinde gerçekleşen mikroglia aktivasyonu 

interleukin-1β (IL-1β) seviyesini arttırarak beyin hasarının artmasına neden 

olmaktadırlar (Doyle ve ark. 2008). Bunun yanı sıra, artan Ca
+2

 ve inflamatuar nitrik 

oksit (NO); mitokondri hasarına ve DNA kırıklarına yol açarak, hücrede apopitoz 

sinyal yolağının aktifleşmesine ve dolayısıyla programlı hücre ölümüne neden 

olmaktadır (Dirnagl ve Endres 2014). 

 

2.1.2. Beyin Felci Sonrası Apopitotik Hücre Ölüm Mekanizması 

 

Beyin felcinin tetiklenmesiyle dokuya substratların özellikle de oksijen ve 

glukozun yeteri miktarda ulaşması kısıtlandığı için nöronların iyonik dengesi 

bozulmaktadır (Dirnagl ve ark. 1999). Serebral iskemi sonrası hızlı bir şekilde enerji 

kaybı, hücrelerin depolarize olmasına ve hücre içi Ca
+2

 miktarının artışına neden 

olarak intrinsik apopitoz sinyal yolağı dahil olmak üzere birçok sitoplazmik ve 

nükleer olaylar zincirini başlattığı düşünülmektedir (Mergenthaler ve ark. 2004, 

Broughton ve ark. 2009). Hücre içi kalsiyum seviyesinin artması kalpainleri aktive 

eder ve Bid proteininin kırpılarak tBid formuna dönüşmesini sağlamaktadır. 

Mitokondri membranında tBid, apopitotik proteinler olan Bad ve Bax proteinleri ile 

etkileşime girerek mitokondrial porların açılmasına ve sikokrom c (Cytc) ve apopitoz 

tetikleyici faktör’ün (AIF) salınmasına yol açmaktadır. Sitozol içerisine yayılan Cytc 

apopitotik protein aktive edici faktör-1 (Apaf-1) ve prokaspaz-9 ile birleşerek 

apoptozom kompleksini oluşturmaktadır. Oluşan bu kompleks kaspaz-9 ve kaspaz-3’ 

ün aktive olmasına neden olmaktadır. Aktive olan kaspaz-3 nDNA tamir 

enzimlerinden adenozin difosfat (ADP)-riboz polimeraz (PARP) enziminin 

kırpılmasına aracılık etmektedir. PARP’ nin kırpılmasıyla beraber DNA hasarı ve 

apopitoz tetiklenmektedir (Unal-Cevik ve ark. 2004, Zhu ve ark. 2005, Broughton ve 

ark. 2009). 
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Şekil 2.1.2.1. Beyin felci sonrası apopitotik hücre ölüm mekanizması. 

 

2.1.3. Serbest Oksijen Radikallerinin Etkisi 

 

Fizyolojik koşullar altında, süperoksit anyon (O2
-
), hidrojen peroksit (H2O2) 

ve hidroksil radikali (OH
-
) içeren reaktif oksijen türleri (ROS), düşük seviyelerde 

üretilmektedir. Oluşan ROS, özellikle hücre içi sinyal yolakları ve metabolik 

yolaklarda önemli rol oynamaktadır (Loh ve ark. 2006). Hücre içi ROS oluşumuna 

ksantin oksidaz, mitokondri elektron taşıma sistemi, araşidonik asit ve NADPH 

oksidaz katkıda bulunmaktadır (Kinuta 1989, Genovese ve ark. 2011, Meng ve ark. 

2014). Hücresel ROS düzeyleri süperoksit dismutazlar (SOD), glutatyon peroksidaz, 

glutatyon ve katalaz gibi endojen antioksidanlar tarafından kontrol edilmektedir 

(Sugawara ve Chan 2003). 
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Genel olarak iskemiye bağlı apopitozda rol oynayan ROS’un birincil 

kaynağının mitokondri olduğu düşünülmektedir (Wu ve ark. 2008). Konuyla ilgili 

olarak, mitokondriyal ROS'un oluşumunda, hipoksinin kendisi, eksitotoksisite 

(glutamat) ve serebral iskemiden sonra aşırı Ca
+2

 yükü dahil olmak üzere çeşitli 

uyaranlar tarafından üretildiği ifade edilmektedir (Sugawara ve Chan 2003). Ayrıca 

özellikle reperfüzyonun başlangıcında oksijen düzeyinde meydana gelen artışın 

mitokondriye bağlı ROS üretimini tetiklediği düşünülmektedir (Morita-Fujimura ve 

ark. 2001). İnme sonrası dönemde, aşırı ROS üretimine bağlı olarak, Cytc’ nin ve 

diğer apopitotik aktivatörlerin sitozola salınmasına bağlı olarak apopitozun etkisinin 

artması söz konusu olabilir. 

 

2.2. Sirkadiyen Ritim 

 

Memelilerde biyolojik saatlerin en önemlilerinden biri gece-gündüz ritmini 

sağlayan sirkadiyen ritimdir. Sirkadiyen ritim sadece endojen uyku-uyanıklılık 

döngüsünü belirlemekle kalmaz aynı zamanda günlük davranışları ve neredeyse tüm 

fizyolojik fonksiyonları etkileyen biyolojik bir saattir. Bu iç saat, aydınlık-karanlık, 

beslenme veya mevsimler değişiklikler gibi dış faktörlerden etkilenebilmektedir 

(Passero ve ark. 2000, Inagawa 2002). Bu dış etkenlerle beraber 24 saatlik gün 

döngüsü oluşturulur. Bu biyolojik döngüye bağlı olarak vücut fonksiyonları ve 

hormonlar etki göstermeye başlamaktadır. Sirkadiyen ritim başlıca anterior 

hipotalamusta bulunan supra kiazmatik nükleus (SKN) tarafından düzenlenmektedir 

(Mueller ve ark. 2011). 

 

2.2.1. Sirkadiyen Ritmin Moleküler Mekanizmaları 

 

Sirkadiyen ritim moleküler seviyede bir takım saat geninin aktivasyonu ile 

kontrol edilen biyolojik bir döngüdür. Sirkadiyen ritim ile alakalı birçok gen ve 

transkripsiyon faktör tanımlanmıştır, fakat Period1 (Per1), Period2 (Per2), Period3 

(Per3), Cryptochrome1 (Cry1), Cryptochrome2 (Cry2) ve transkripsiyon faktörleri 

Circadian Locomoter Output Cycles Protein Kaput (CLOCK), Aryl hydrocarbon 

receptor nuclear translocator-like protein 1 (Bmal1) ve Neuronal PAS domain 

protein 2 (Npas2) öne çıkan üyelerdir (Robinson ve Reddy 2014, Albrecht 2017). 

Sirkadiyen salınımı bu faktörlerin ifadeleri ile kontrol edilmektedir. Per ve Cry 
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genlerinin aktiviteleri Bmal1/CLOCK veya Bmal1/Npas2 heterodimerleri vasıtasıyla 

Per ve Cry genlerinin promoter bölgeleri içindeki E-kutusu bağlanma noktalarına 

bağlanarak kontrol edilmektedir (Xue ve ark. 2016, Jiang ve ark. 2016). Gen çeviri 

işleminden sonra Per ve Cry proteinleri heterodimerize olarak çekirdeğe geçmekte ve 

ardından CLOCK, Bmal1 ve Npas2’in transkripsiyon aktivitelerini baskılayarak 

kendileri aktivitelerinin inhibisyonuna yol açmaktadır. Söz konusu negatif 

geribildirim mekanizması ile Per ve Cry genlerine ait protein ekspresyonundaki artış, 

ilerleyen süreçte kendi aktivitesini inhibe eden bir işleyişe dönüşmektedir. Cry ve Per 

proteinlerinin ifadelerinin maksimuma çıkması mRNA seviyelerinin maksimuma 

çıkmasından yaklaşık 6 saat daha geç gerçekleşmektedir. Bu faktörlere ek olarak 

çeşitli kofaktörler sirkadiyen saatin düzenlenmesinde önemli rol oynamaktadırlar. 

Kazein Kinaz 1E (CK1E) Per proteinini fosforlayarak CLOCK ve Bmal1’in DNA’ya 

bağlanmasını engellemektedir. Ayrıca Rev/ Erb-alpha’nın baskılanmasına neden 

olmaktadır. 

 

 

 

Şekil 2.2.1.1. Per ve Cry genlerinin aktivitelerinin kontrolü. 
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2.2.2. Sirkadiyen Ritim Proteinlerinin Görevleri ve Fonksiyonları 

 

Saat genleri, SKN dışındaki farklı beyin bölgelerinde de (hipokampüs, 

striatum ve serebral korteks) ritmik şekilde salınım göstermektedir (Ko ve ark. 2010). 

Sirkadiyen ritmi düzenleyen proteinlerin, sağlıklı bir beyinde, homeostazı sağlamada, 

yeni nöron oluşumunu (nörogenezi) düzenlemede ve nörodejenerasyon sonrası 

iyileşme mekanizmalarında önemli roller aldığı gösterilmiştir (Goergen ve ark. 

2002). Örneğin, Bmal1 proteininin moleküler teknikler vasıtasıyla silinmesiyle 

beynin çoğu bölgesindeki transkripsiyon paternini değiştirdiği görülmüştür. Hem 

global hem de beyin spesifik Bmal-1’i silinmiş hayvanlarda korteks bölgesinde 

nöropatolojik bulgulara rastlanmış ve sinaptik dejenerayon, davranışsal anomaliler 

gözlenmiştir (Anea ve ark. 2012, Ratajczak ve ark. 2012). Bunlara ek olarak, 

oksidatif stres ve redox savunma genlerinin düzenlenme mekanizmalarının işlevini 

yitirdiği görülmüştür (Goergen ve ark. 2002). 

 

Beyinde nörogenezin gerçekleştiği hipokampüs seviyesinde sirkadiyen ritme 

bağlı olarak CLOCK genlerinin ekspresyonlarının düzenlendiği hem protein hem de 

RNA seviyesinde belirlenmiştir. Nörogenezin sirkadiyen ritmin karanlık periyodunda 

arttığı ve buna bağlı olarak öğrenme, büyüme ve hafıza gibi fonksiyonların söz 

konusu ritme bağlı gerçekleştiği yönünde çıkarımlar yapılmıştır (Bouchard-Cannon 

ve ark. 2013). Bu bilgilere ek olarak öncül sinir hücrelerinin bölünme hızlarının 

akşam ve gece süresince en uç seviyesine ulaştığı bilinmektedir. Bu durumun 

sirkadiyen ritme bağlı moleküller tarafından düzenlenip düzenlenmediğini belirlemek 

amacıyla yapılan çalışmalarda hipokampuste olgunlaşmamış öncül sinir hücrelerinin 

saat proteinlerini ürettiği bulunmuş ve ritimden sorumlu bazı genleri (Per-1, Per-2, 

Bmal-1) kalıtsal olarak silinmiş hayvanlarda nörogenezin artış gösterdiği tespit 

edilmiştir (Zheng ve Sehgal 2010, Paul ve ark. 2012, Bouchard-Cannon ve ark. 

2013).  

 

Sirkadiyen ritme bağlı olarak günlük döngünün ayarlanmasında saat 

proteinlerinin post transkripsiyonel modifikasyon edilmeleri önemli bir aşamadır. 

Period proteininin fosforlanması bu süreçte önemli adımlardan biridir. Period 

proteininin sitoplazmadan nükleusa translokasyonu bu modifikasyonla gerçekleşir. 

Nükleusa transfer olan Period döngünün baştan başlamasını sağlar. AKT/ mTOR 
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sinyal yolağının elemanlarından biri olan kinaz proteini GSK-3-α/β’nın bu süreçte 

görevli olduğu düşünülmektedir (Ko ve ark. 2010). Ayrıca AKT/ mTOR sinyal 

yolaklarının biyolojik saatin düzenlenmesinde önemli bir rolü olduğu bilinmektedir 

(Zheng ve Sehgal 2010). AKT aktivasyonu GSK-3-α/β’yı inhibe ederek Period 

proteinlerinin nukleusa geçişlerini yavaşlatarak döngüyü uzatabilir. Bu durum, 

genetik olarak susturulmuş hayvan çalışmalarında gözlenen nörogenezdeki artışın 

başka bir açıklaması olabilir.  
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

3.1. Deney Dizaynı ve Gruplar 

 

Bu çalışma etik standartlara, ulusal ve uluslararası kurallara uygun bir şekilde 

yapılmış olup Necmettin Erbakan Üniversitesi KONÜDAM Deneysel Tıp Uygulama 

ve Araştırma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafından 29.04.2016 

tarihli 2016-021 sayılı etik kurul onayı alınmıştır. Çalışmada 8-12 haftalık ve 20-25 

gr ağırlığında olan erkek Balb/ c fareleri kullanılmıştır. 

 

Deney hayvanları 12 saat aydınlık, 12 saat karanlık döngüsü esas alınarak; 6 

saatlik aralıklara göre 4 farklı gruba ayrıldı. Deney hayvanlarının ışıklarının açıldığı 

ilk zaman “Zeitgeber zaman-0” (ZT0) olarak isimlendirilmektedir. Buna göre; 

 

- Grup-1: ZT0 (Işıkların açıldığı an, 06:00) 30dk orta serebral arter tıkanması 

takiben 72 saat reperfüzyon. (n=7) 

- Grup-2:  ZT6 (Işıklar açıldıktan 6 saat sonrası, 12:00) 30dk orta serebral arter 

tıkanması takiben 72 saat reperfüzyon. (n=7) 

- Grup-3:  ZT12 (Işıkların kapandığı an, 18:00) 30dk orta serebral arter 

tıkanması takiben 72 saat reperfüzyon. (n=7) 

- Grup-4:  ZT18 (Işıklar kapandıktan 6 saat sonrası, 24:00) 30dk orta serebral 

arter tıkanması takiben 72 saat reperfüzyon. (n=7) 

 

Şekil 3.1.1. Sirkadiyen ritme bağlı olarak 30 dk OSA tıkanması takiben 72 saat reperfüzyon deney 

dizaynı. 
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3.2. Orta Serebral Arter Tıkanması Modeli 

 

8-12 haftalık erkek Balb/C fareler gaz anestezi sistemi (%1 İzofluran 

(N0015A09, Adeka, Türkiye) (%30 O2, kalanı N2O) kullanılarak anesteziye alındı. 

Anestezi altındaki farelerin vücut sıcaklıkları homeotermik ısıtma sistemiyle (55-

7020, Harvard Apparatus, Amerika Birleşik Devletleri) 36,5-37,0°C arasında tutuldu. 

OSA tıkanması metodunun kontrolü için beyin kan akımını anlık ölçen Laser 

Doppler’ in (LDF) probu (Perimed, Stockholm, İsveç) OSA bölgesinin beslediği 

noktaya (Bregma -2 mm posterior; 6mm lateral) temporal kaslar ayrılarak direkt 

kafatası kemiği üzerine yerleştirildi. Beyin felci metodu filament tekniği kullanılarak 

yapılmıştır. Sırt üstü yatırılmış olan farelerin boyun üzerinde deriye küçük bir kesi 

yapılmıştır. External ve sol common karotid arterler izole edildikten sonra 7,0 ipek 

dikiş ipliğiyle bağlanıp, bir mikrovasküler klips (FE691, Aesculap, Almanya) 

internal karotid arter üzerine yerleştirildi. OSA girişini tıkamak için 8,0 naylon 

monofilament (Ethilon; Ethicon, Almanya) silikon ile kaplanarak (Xantopren, Bayer 

Dental, Japonya) çapı 180-190 µm’ye çıkarıldı. Common karotid artere küçük bir 

kesik yapıldıktan sonra önceden hazırlanmış olan silikon kaplı filament birurkasyo 

karotikumdan itibaren direnç hissedilinceye kadar internal karotid arter içerisinde 

yaklaşık olarak 9 mm distal yönde ilerletildi (Şekil 3.2.) (2016). 30 dk sonra silikon 

kaplı filament geri çekilerek OSA bölgesine tekrardan kan akışı sağlanmıştır. 

Reperfüzyonun kontrolü amacıyla LDF kayıtları 20 dk süresince izlenmiştir. Açılan 

yara 5,0 ipek dikiş ipliği (S1165, Doğsan, Türkiye) ile kapatıldıktan sonra anesteziye 

son verilerek fareler kendi kafeslerine geri bırakılmıştır. 
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Şekil 3.2.1. Farelerde OSA tıkanması metodu. 

 

3.3. Cryostat Cihazı ile Beyin Kesimi 

 

30 dk beyin felci sonrası 72 saat reperfüzyon sonrasında fareler yüksek doz 

anestezi kullanılarak sakrifiye edildi. Hızlı bir şekilde beyinler çıkarılıp kurubuz 

üzerinde dolduruldu. Beyinler Cryostat cihazı (CM1950, Leica, Almanya) 

kullanılarak kesildi. İmmünfloresan boyamalar için striatum seviyesinden (Bregma 

0) 18 µm kalınlığında koronal kesitler pozitif yüklü lamlar üzerine alındı. Ayrıca 

protein çalışmaları (Western Blot ve Proteomik analizi) için yine striatum 

seviyesinden doku örnekleri alındı.  

 

3.4. NeuN Boyaması 

 

Striatum seviyesinden alınan beyin kesitleri oda sıcaklığında %4 

paraformaldehit (PFA) ile fikse edildikten sonra 3 kere 5 dk süresince çalkalayıcı 

üzerinde 0.1M fosfat buffer saline (PBS) ile yıkandı. Bloklama aşaması için 0.1M 

PBS içerisinde %0.3 Triton X-100 ve %10 normal keçi serumu (NGS; G9023, Sigma 

Aldrich, Amerika Birleşik Devletleri) kullanılarak hazırlandı ve örneklerin üzerine 

eklendi. Bloklama aşaması oda sıcaklığında ve çalkalayıcı üzerinde 1 saat olarak 

gerçekleştirildi. Bloklama aşamasından sonra örnekler 3 kere 5 dk süresinde 0.1M 

PBS ile yıkandıktan sonra bir gece +4
o
C’ de Alexa Fluor 488 ile birleştirilmiş 
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monoklonal anti-NeUN (Mab377X, Chemicon, Amerika Birleşik Devletleri) ile 

inkübe edildi. Bir gecelik inkübasyondan sonra örnekler oda sıcaklığında ve 

çalkalayıcı üzerinde 3 kere 5 dk süresince 0.1M PBS ile yıkandı. Son olarak 

hücrelerin çekirdeklerini görüntüleyebilmek için 4',6-diamidino-2-phenylindole 

(DAPI; D9542, Sigma Aldrich, Amerika Birleşik Devletleri) ile çekirdek boyaması 

yapıldı ve örnekler sulu ortam birleştirici (F4680, Sigma Aldrich, Amerika Birleşik 

Devletleri) kullanılarak lamel ile kapatıldı. Örnekler daha sonra Zeiss LSM 780 (Carl 

Zeiss, Jena, Almanya) mikroskobu kullanılarak analiz edildi. İskemik striatumdan ve 

kontralateral striatumdan belirlenen 62,500 μm
2
’lik 9’ar farklı alandan NeuN ve 

DAPI pozitif hücreler analiz edildi. İpsilateral hemisferden elde edilen sonuçlar 

kontralateral hemisfere göre oranlandı (Beker ve ark. 2017). 

 

3.5. DNA Fragmantasyonu 

 

Sirkadiyen ritme bağlı olarak apopitotik hücre analizi için terminal transferase 

biotinylated-dUTP Nick End Labeling (TUNEL; 11684795910, Roche, Amerika 

Birleşik Devletleri) kiti kullanıldı. Beyin felci sonrası bregma seviyesinden alınan 

koronal kesitler % 4’lük PFA ile fikse edildi. Sonrasında PFA’yı dokudan 

uzaklaştırmak için kesitler 3 kere 5 dk süresince 0.1 M PBS ile yıkandı. Non-spesifik 

bağlanmayı engellemek için örnekler normal keçi serumu (NGS; G9023, Sigma 

Aldrich, Amerika Birleşik Devletleri) kullanılarak bloklama aşaması yapıldı ve 

örnekler 30 dk süresince oda sıcaklığında çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. 

İnkübasyon sonrasında örneklere TUNEL karışımı eklenerek 60 dk süresince 37
o
C’ 

de reaksiyona sokuldu. TUNEL reaksiyonunu durdurmak için inkübasyon sonunda 

örnekler 3 kere 5 dk süresince 0.1 M PSB ile çalkalayıcı üzerinde oda sıcaklığında 

yıkandı. Son olarak hücrelerin çekirdeklerini görüntüleyebilmek için 4',6-diamidino-

2-phenylindole (DAPI; D9542, Sigma Aldrich, Amerika Birleşik Devletleri) ile 

çekirdek boyaması yapıldı ve örnekler sulu ortam birleştirici ( F4680, Sigma Aldrich, 

Amerika Birleşik Devletleri) kullanılarak lamel ile kapatıldı. Örnekler daha sonra 

Zeiss LSM 780 (Carl Zeiss, Jena, Almanya) mikroskobu kullanılarak analiz edildi 

(Beker ve ark. 2017).  

 

 

 



15 
 

3.6. Western Blot ile Protein Analizi 

 

Western Blot ile protein analizi yapabilmek için beyinlerden alınan doku 

örneklerinden protein izolasyonu yapıldı. 

 

3.6.1. Protein İzolasyonu 

 

Protein izolasyonu için 30 dk iskemiden 72 saat sonra sakrifiye edilen 

farelerin beyinlerinden ipsilateral striatum seviyesinden doku örnekleri alındı. Aynı 

gruptaki örnekler bir araya getirilerek protein izolasyonu yapılmıştır. Örneklerin 

üzerine proteaz ve fosfataz inhibitör karışımı (5782, Cell Signaling, Amerika Birleşik 

Devletleri) ilave edilmiş olan ripa tampon çözeltisi (R0278-50ML, Sigma Aldrich, 

Amerika Birleşik Devletleri) eklendi ve örnekler manyetik homojenize edildi. 

 

3.6.2. Protein Konsantrasyonu Ölçümü 

 

Örneklerin protein konsantrasyonları Qubit protein analiz kiti (Q33211, 

Invitrogen Life Technologies Corporation, Amerika Birleşik Devletleri), ve Qubit 

2.0 Fluorometer cihazı (Invitrogen Life Technologies Corporation, Amerika Birleşik 

Devletleri) kullanılarak hesaplandı. Qubit cihazının kalibrasyonu için kullanılan üç 

farklı standart karışımı ve protein ölçümü yapılacak olan 4 farklı grup (ZT0, ZT6, 

ZT12 ve ZT18) için Qubit protein tampon çözeltisi ve Qubit bileşimi kullanılarak 

örnekler hazırlandı. Örnekler vorteks edildikten sonra 15 dk süresince oda 

sıcaklığında inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında Qubit 2.0 cihazı kullanılarak 

örneklerin protein konsantrasyonları belirlendi.  

 

3.6.3. Jel Elektroforezi 

 

Örneklerin (ZT0, ZT6, ZT12 ve ZT18) protein konsantrasyonu belirlendikten 

sonra her biri için 20 µg protein karışımı, 10 µl 2X Laemmli tampon solüsyonu (161-

0747, Biorad Life Sciences Research, Amerika Birleşik Devletleri) ve geri kalanı 

ddH2O olacak şekilde 20 µl protein karışımı hazırlandı. Protein karışımı 5 dk 

süresince 95°C’ de inkübe edildikten hemen sonra örnekler +4°C buz üzerine alındı.  
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Mini-Protean TGX Precast protein jeli (4569033, Biorad Life Sciences 

Research, Amerika Birleşik Devletleri) elektroforez tankına (1658004, Biorad Life 

Sciences Research, Amerika Birleşik Devletleri) yerleştirildi. Elektroforez tampon 

solüsyonu (25 mM Tris, 192 mM glisin, 0.1% sodyum dodesil sülfat (SDS), pH 8.3) 

(1610732, Biorad Life Sciences Research, Amerika Birleşik Devletleri) tankın 

içerisine eklendi. Yükleme yapılabilmesi için jel üzerinde bulunan taraklar çıkartıldı 

ve kuyular tampon çözeltisi vasıtasıyla temizlendi. Jel elektroforezinin süresini 

belirleyebilmek için belirli ağırlıklarına göre belirli proteinleri işaretlenmiş olan 

Protein-All-Blue (163-0393, Biorad Life Sciences Research, Amerika Birleşik 

Devletleri) protein işaretleyicisi kullanıldı. Örnekler ve protein işaretleyicisi jele 

yüklendikten sonra güç kaynağı (1645070, Biorad Life Sciences Research, Amerika 

Birleşik Devletleri) kullanılarak elektroforez başlatıldı. Proteinlerin jel içerisindeki 

ayrışmaları protein işaretleyicisi vasıtasıyla takip edildi (Beker ve ark. 2015). 

 

3.6.4. Jelden Membrana Protein Transferi 

 

Elektroforez sonunda jeller tanktan alındı ve jelin etrafında bulunan plastik 

koruyucular kırıldı. Sorasında jel üzerindeki proteinler PVDF (Poli-viniliden florür) 

membrana (162-0174, Biorad Life Sciences Research, Amerika Birleşik Devletleri) 

transfer edebilmek için transfer tampon solüsyonu (170-4272, Biorad Life Sciences 

Research, Amerika Birleşik Devletleri) hazırlandı. PVDF membran ve filtre kâğıtları 

(162-0219, Biorad Life Sciences Research, Amerika Birleşik Devletleri), hazırlanan 

transfer tampon solüsyonu içerisinde ıslatıldıktan sonra Trans-blot turbo transfer 

sistemi (1704155, Biorad Life Sciences Research, Amerika Birleşik Devletleri) 

kullanılarak moleküler ağırlıklarına göre ayrılmış olan proteinler jelden PVDF 

membrana aktarıldı (Beker ve ark. 2015). 

 

3.6.5. Antikorlar ile Protein Analizi 

 

Jelden PVDF membrana transfer işleminden sonra PVDF membran 50 mM 

Tris-Buffered Saline (TBS-T) (%0.1 Tween içeren tamponlanmış Tris salin) ile 

hazırlanan %5 yağsız süt tozu (sc-2325, Santa Cruz Biotechnology, Amerika Birleşik 

Devletleri) ile oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi. TBS-T ile yıkanan membranlar 

bir gece monoklonal Bmal1 (14020, Cell Signaling, Amerika Birleşik Devletleri), 
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monoklonal CLOCK (5157, Cell Signaling, Amerika Birleşik Devletleri), poliklonal 

Anti-Per1 (ab3443, Abcam, Amerika Birleşik Devletleri), poliklonal Anti-Per2 

(ab180655, Abcam, Amerika Birleşik Devletleri), monoklonal fosforlanmış p53 

(2524, Cell Signaling, Amerika Birleşik Devletleri) antikorları ile inkübe edildi. 

Ertesi gün membranlar TBS-T ile üç kere yıkandıktan sonra %5 yağsız süt tozu 

içerisinde Horseradish Peroksidaz enzimi ekli olan ikincil antikor (31460, Thermo 

Scientific, Amerika Birleşik Devletleri) verildi. 1 saat oda sıcaklığında inkübe edilen 

membranlar inkübasyon sonunda üç kere TBS-T ile yıkandıktan sonra 5 dakika ECL 

Western görüntüleme solüsyonu (1705060, Biorad Life Sciences Research, Amerika 

Birleşik Devletleri) ile inkübe edilen membranlar Chemidoc MP görüntüleme sistemi 

(1708280, Biorad Life Sciences Research, Amerika Birleşik Devletleri) görüntülendi. 

 

3.6.6. Western Blot Ölçümü 

 

Western Blot sonunda elde edilen membran görüntüleri bilgisayar programı 

(Image J; National Institute of Health, Amerika Birleşik Devletleri), yardımıyla 

yoğunluk farkına göre analiz edildi. 

 

3.7. Pathscan Protein Analizi 

 

Akt sinyal yolağı analizi için immunoserolojik bir yöntem olan Pathscan 

Akt sinyal yolağı antikor kiti (9474, Cell Signaling, Amerika Birleşik Devletleri) 

uygulandı. Kitin içinden çıkan ve üzerinde antikorların olduğu cam ile plastik 

birleştiriciler üreticinin tarif ettiği şekilde birleştirildi. Her bölmeye 100 µl bloklama 

tampon solüsyonu eklendi ve 15 dk süresince oda sıcaklığında, orbital çalkalayıcı 

üzerinde inkübe edildi. Her bir örnek için (ZT0, ZT6, ZT12 ve ZT18) 75 µg protein 

bölmelere eklendi ve bir gece +4
o
C’de inkübe edildi. Ertesi gün, örneklere 75 µl 

antikor tespit kokteyli eklendi ve 1 saat oda sıcaklığında, orbital çalkalayıcı üzerinde 

inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında bölmeler 100 µl temizleme solüsyonu ile 4 

kere orbital çalkalayıcı üzerinde yıkandı. Sonrasında örneklerin üzerine 75 µl horse 

radish peroxidase (hrp) ile bağlanmış streptavidin eklendi ve örnekler 30 dk 

süresince oda sıcaklığında, orbital çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. Daha sonra 

örnekler tekrardan 4 kere temizleme çözeltisi ile orbital çalkalayıcı üzerinde yıkandı. 

Antikorları tespit edebilmek için örnekler LumiGLO/peroxide görüntüleme 
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solüsyonu ile muamele edildi ve Chemidoc MP görüntüleme sistemi (1708280, 

Biorad Life Sciences Research, Amerika Birleşik Devletleri) kullanılarak 

görüntülendi. Elde edilen protein görüntüleri bilgisayar programı (Image J; National 

Institute of Health, Amerika Birleşik Devletleri), yardımıyla analiz edildi. 

 

3.8. Proteomiks 

 

3.8.1. Protein Ekstraksiyon Protokolü 

 

İskemik striatum seviyesinden alınan doku örnekleri tartıldı. Kullanılacak 

olan UPX kitinin (Universal Protein Extraction Kit, Expedeon, Almanya) içine 

proteaz ve fosfataz inhibitör karışımı (5782, Cell Signaling, Amerika Birleşik 

Devletleri) eklendi. Dokuların üzerine 500 µl UPX solüsyonu eklendikten sonra 

örnekler homojenize edildi. Sonrasında örnekler 95
o
C’ de 5 dk inkübe edilen 

örneklerin tekrardan oda sıcaklığına gelmesi beklendi. Oda sıcaklığına gelen örnek 

yaklaşık 1 saat süresince +4
 o

C’de bekletildikten sonra 15,000g’de 10 dk süresince 

santrifüj edildi. Supernatant kullanılmak üzere ayrı bir tüpe alındı ve -80
 o

C’de 

saklandı. 

 

3.8.2. FASP Protokolü 

 

Beyin felci sonrası iskemik striatumdan alınan beyin dokuları homojenize 

edildikten sonra Qubit cihazı ile protein konsantrasyonları belirlendi. Bütün gruplar 

için (ZT0, ZT6, ZT12 ve ZT18) 100 µg protein 30 µl LC-su içerisinde hazırlandı. 

200 µl üre çözeltisi ile karıştırılan örneklerin tamamı filtreli tüplere eklenerek 14,000 

g’de 15 dk süresince santrifüj edildi. Sonrasında tekrardan filtrenin üzerine 200 µl 

üre eklenerek bir 14,000 g’de 15 dk santrifüj tekrar edildi. Sıvı kısım atıldı ve filtrede 

kalanların üzerine 100 µl 50 mM amonyum bikarbonat eklendi ve filtre 14,000 g’de 

10 dk santrifüj edildi. Filtreye 75 µl tripsin solüsyonu eklenerek filtreye kısaca bir 

vorteks yapıldı. Üzeri parafilm ile kapatılan örnek 1 dk süresince çalkalayıcıda 

inkübe edildi. Sonrasında filtre bir gece 37
 o

C’de inkübe edildi. Ertesi gün filtre yeni 

bir tüpe alınır ve üzerine 40 µl 50 mM amonyum bikarbonat eklendi ve filtre 14,000 

g’de 10 dk santrifüj edildi. Bu aşama bir kez daha tekrarlandı. Sonrasında filtreye 50 
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µl 0.5 mM Sodyum Klorit solüsyonu ilave edildi ve filtre 14,000 g’de 10 dk santrifüj 

edildi. Solüsyon içerisinde gruplara ait peptit karışımları elde edildi. 

 

3.8.3. Sıvı Kromatografisi-Kütle Spektrometresi (Lc-Ms/Ms) Analizi 

 

LC-MS / MS analiz ve sonraki protein tanımlamaları daha önce yayınlanmış bir 

protokole göre yapılmıştır. Triprik peptitler SYNAPTG2-Si yüksek çözünürlüklü 

kütle spektrometresi ile birleştirilmiş ACQUITY UPLC M sınıfına yüklenerek 

hesaplanmıştır. Kolonlar % 97 mobil faz A (%0.1 FA içeren UHPLC’li su) ve 

sıcaklık 55
 o

C’ ye ayarlandı. Peptitler analitik kolona trap kolondan (Symmetry C18, 

5 μm, 180 μm i.d. × 20 mm, Waters), analitik kolona 90 dk dereceli ayrıştırma ile 

trap kolonundan (CSH C18, 1,7 μm, 75 μm i.d. × 250 mm, Waters) ayrıştırılmıştır. 

Bu ayrıştırma işlemi % 0,1 FA (v/v) içeren, gradyenti %4’den %40’a olan ACN ile 

dakikada 0.400 µl akış hızıyla yapılmıştır. MS ve MS/ MS taramalarının pozitif iyon 

modu ile 0.7 saniyelik döngülerle taramalar yapıldı. On volt düşük çarpışma enerjisi 

ve 30V yüksek çarpışma enerjisi olarak ayarlandı. İyonlar, iyon hareketlilik ayrımı 

(IMS) ile ayrılmıştır. Dalga hızı, tam IMS döngüsü boyunca 1000'den 55 m/ s' ye 

yükseltildi. Hareket kabiliyeti için serbest bırakma süresi 500 μs, trap yüksekliği 15 

V olarak ayarlandı. IMS dalga gecikmesi, kapanın serbest bırakılmasından sonra 

hareketlilik ayrımı için 1000 μs idi. Prekürsör iyon ön seçimi olmaksızın, 50-1900 m 

/ z aralığındaki tüm iyonlar çözünürlük modunda parçalandı. Buna ek olarak, 100 

fmol/ μlGlu-1-fibrino peptit B, 60 saniyelik bir aralıkla kilitli kütle referansı olarak 

verildi. Peptidleri tanımlamak ve teşhis etmek için proteomik yazılım için 

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

 

3.9. İstatistiksel analizler 

 

Nöronal sağkalım, Western blot ve Pathscan Protein Analizi verileri tek yönlü 

varyans analizi ile değerlendirildi ve gruplar arasındaki farklılık LSD testi ile analiz 

edildi. LC-MS/MS verileri için ise bağımsız örneklem t testi (independent samples t 

test) kullanıldı ve ZT0 ve ZT18 arasında 1.4 katlık değişim istatistiksel bakımdan 

anlamlı kabul edildi. OSA ve reperfüzyon ile elde edilen veriler de independent 

samples t testi ile analiz edildi. Bütün bulgular ortalama ± standart sapma şeklinde 

sunuldu. P değeri 0.05’den olanlar veriler istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.  
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4. BULGULAR 

 

4.1. Laser Doppler Kan Akımı 

 

Beyin felci operasyonlarının güvenilirliğini ve tekrar edilebilirliğinin kontrolü 

için 30 dk OSA tıkanması öncesinde, sırasında ve reperfüzyon başlangıcında OSA’in 

beslediği striatum bölgesinden (Bregma -2 mm posterior; 6mm lateral) gerçek 

zamanlı olarak LDF kaydı alındı (Şekil 4.1.). 

 

 

Şekil 4.1.1. Beyin felci sırasında ve reperfüzyon başlangıcında Laser Doppler kan akımı. 

 

Bregma -2 mm posterior; 6 mm lateral bölgesinden alınan beyin kan akımına 

göre; filament tekniği ile OSA girişinin tıkanması sonucu beyin kan akımı ZT0, ZT6, 

ZT12 ve ZT18 gruplarında operasyon öncesine göre yaklaşık olarak % 20 oranında 

azalmıştır. Beyin kan akımları beyin felci esnasında sabit kalmıştır ve filamentin geri 

çekilmesi ile beraber beyin kan akımı tekrardan artmaya başlamıştır. ZT0, ZT6, 

ZT12 ve ZT18 gruplarının beyin kan akımları arasında istatistiksel olarak herhangi 

bir değişiklik gözlemlenmemiştir. 
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4.2. Nöronal Sağkalım Analizi 

 

Striatum seviyesinden cryostat vasıtasıyla alınan koronal kesitlere hücresel 

sağkalım analizi için NeuN boyaması yapıldı. İpsilateral ve kontralateral striatumdan 

belirlenen 9 farklı alandan hücre sayımı yapılarak nöronal sağkalım hesaplandı. 

 

 

Şekil 4.2.1. NeuN boyaması ile iskemik striatumda nöronal sağkalım analizi. Veriler ± standart sapma 

olarak verilmiştir. *p<0.05 ZT0 grubuna göre istatistiksel olarak anlamlılığı göstermektedir. 

 

30 dk OSA tıkanması takiben 72 saat reperfüzyon sonunda hücresel sağkalım 

analizi sırasıyla ZT0 grubu 68.3 ± 7.1, ZT6 grubu 74.5 ± 5.4, ZT12 grubu 70.4 ± 7.6, 

ZT18 grubu 79.1 ± 11.6 olarak hesaplandı. ZT18 grubu ZT0 grubu ile 

kıyaslandığında istatistiksel olarak anlamlı ölçüde hücresel sağkalımın arttığı 

gösterildi. 
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4.3. Apopitotik Hücre Analizi 

 

30 dk OSA tıkanması sonrası 72 sat reperfüzyon yapılan farelerden alınan 18 

µm kalınlığındaki koronal beyin kesitlerine TUNEL boyaması yapıldı. Konfokal 

mikroskop kullanılarak iskemik striatumda apopitotik hücre analizi yapıldı. 

 

Şekil 4.3.1. TUNEL boyaması ile iskemik striatumdan apopitotik hücre ölümü analizi. Veriler ± 

standart sapma olarak verilmiştir. *p<0.05 ZT0 grubuna göre, 
§
p<0.05 ZT6 grubuna göre istatistiksel 

olarak anlamlılığı göstermektedir. 

 

İskemik striatum seviyesinden her biri 62,500 µm
2
 olan 9 farklı alandan 

apopitotik hücreler sayıldı. Deney gruplarında sayılan ortalama apopitotik hücre 

sayıları; ZT0 grubu 59.5 ± 8.2, ZT6 grubu 53.4 ± 17.0, ZT12 grubu 57.1 ± 8.6 ve 

ZT18 grubu 42.6 ± 9.3 olarak hesaplandı. ZT18 grubu ZT0 ve ZT6 grubuna göre 

kıyaslandığında apopitotik hücre sayısını anlamlı seviyede azalttığı gözlemlendi. 

  



23 
 

4.4. Per1 Protein Analizi 

 

Striatum seviyesinden alınan doku örneklerinden Western Blot tekniği 

kullanılarak sirkadiyen ritim proteini Per1’in ifadesi analiz edildi. 

 

 

Şekil.4.4.1. Sirkadiyen ritim proteini Per1’in Western Blot ile analizi. Normalizasyon için β-Actin 

kullanıldı. Veriler ± standart sapma olarak verilmiştir. (n=3 blot/ protein) *p<0.05 ZT0 grubuna göre, 
&
p<0.05 ZT12 grubuna göre istatistiksel olarak anlamlılığı göstermektedir. 

 

İskemik striatumda ölçülen Per1 protein seviyeleri ZT0 grubuna göre 

oranlanarak hesaplanmıştır. Buna göre; ZT0 grubu 100.0 ± 9.1, ZT6 grubu 107.0 ± 

25.9, ZT12 grubu 96.7 ± 7.0 ve ZT18 grubu 125.3 ± 26.4 olarak hesaplandı. ZT0 ve 

ZT6 gruplarına göre kıyaslandığında Per1 protein seviyesi ZT18 grubunda 

istatistiksel olarak anlamlı ölçüde arttığı gösterildi. 
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4.5. Per2 Protein Analizi 

 

İskemik hemisferin striatum seviyesinden alınan doku örneklerinden Western 

Blot tekniği kullanılarak sirkadiyen ritim proteini Per2’nin ifadesi analiz edildi. 

 

  

Şekil 4.5.1. Sirkadiyen ritm proteini Per2’nin Western Blot ile analizi. Normalizasyon için β-Actin 

kullanıldı. Veriler ± standart sapma olarak verilmiştir. (n=3 blot/ protein) *p<0.05 ZT0 grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlılığı göstermektedir.  

 

İskemik striatumda ölçülen Per2 protein seviyeleri ZT0 grubuna göre 

oranlanarak hesaplanmıştır. Buna göre; ZT0 grubu 100.0 ± 18.4, ZT6 grubu 124.5 ± 

26.8, ZT12 grubu 135.6 ± 10.2 ve ZT18 grubu 118.9 ± 36.4 olarak hesaplandı. Elde 

edilen sonuçlara göre ZT12 grubu ile ZT0 grubu kıyaslandığında Per2 protein 

ifadesinin ZT12’ de istatistiksel olarak anlamlı seviyede arttığı gösterildi. 
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4.6. CLOCK Protein Analizi 

 

30 dk OSA tıkanması sonrası 72 saat reperfüzyon sonunda iskemik striatum 

seviyesinden alınan doku örneklerinden Western Blot tekniği kullanılarak sirkadiyen 

ritim temel proteinlerinden biri olan CLOCK proteinin seviyesi analiz edildi. 

 

 

Şekil 4.6.1. Sirkadiyen ritm proteini CLOCK seviyesinin Western Blot ile anali. Normalizasyon için 

β-Actin kullanıldı. Veriler ± standart sapma olarak verilmiştir. (n=3 blot/ protein) **p<0.01 ZT0 

grubuna göre, 
§§

p<0.01 ZT6 grubuna göre, 
&&

p< 0.01 ZT12 grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamlılığı göstermektedir. 

 

İskemik striatumda ölçülen CLOCK protein seviyeleri ZT0 grubuna göre 

oranlanarak hesaplanmıştır. Buna göre; ZT0 grubu 100.0 ± 21.9, ZT6 grubu 103.6 ± 

9.3, ZT12 grubu 155.0 ± 33.5 ve ZT18 grubu 209.3 ± 40.9 olarak hesaplandı. Elde 

edilen bulgulara göre CLOCK protein seviyesi hem ZT0 hem de ZT6 grubuna göre 

kıyaslandığında ZT12 grubunda istatistiksel olarak anlamlı bir seviyede arttığı 

gözlemlendi. Ayrıca CLOCK protein ifadesi ZT0, ZT6 ve ZT12 grupları ile 

kıyaslandığında ZT18 grubunda istatistiksel olarak anlamlı seviyede arttığı 

gözlemlendi. 
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4.7. Bmal1 Protein Seviyesi 

 

30 dk OSA tıkanması takiben 72 saat reperfüzyon sonunda iskemik striatum 

seviyesinden alınan doku örneklerinden Western Blot tekniği kullanılarak sirkadiyen 

ritim temel proteinlerinden biri olan Bmal1 proteinin seviyesi analiz edildi. 

 

 

Şekil 4.7.1. Sirkadiyen ritm proteini Bmal1’in Western Blot ile analizi. Normalizasyon için β-Actin 

kullanıldı. Veriler ± standart sapma olarak verilmiştir. (n=3 blot/ protein) *p<0.05 ZT0 grubuna göre, 
§§

p<0.01 ZT12 grubuna göre, 
&&

p< 0.01 ZT12 grubuna göre istatistiksel olarak anlamlılığı ifade 

etmektedir. 

 

İskemik striatumda ölçülen Bmal1 protein seviyeleri ZT0 grubuna göre 

oranlanarak hesaplanmıştır. Buna göre; ZT0 grubu 100 ± 9.2, ZT6 grubu 120.8 ± 

44.6, ZT12 grubu 93.1 ± 6.5 ve ZT18 grubu ise 158.8 ± 59.1 olarak hesaplandı. Elde 

edilen sonuçlar ZT18 grubunun hem ZT0 grubuna göre (p<0.05) hem de ZT12 

grubuna göre (p<0.01) istatistiksel olarak anlamlı ölçüde daha fazla Bmal1 proteini 

olduğu gösterildi. 

  



27 
 

4.8. p53 Protein Seviyesi 

 

30 dk OSA tıkanması takiben 72 saat reperfüzyon sonunda iskemik striatum 

seviyesinden alınan doku örneklerinden Western Blot tekniği kullanılarak 

fosforlanmış p53 protein seviyesi analiz edildi. 

 

Şekil 4.8.1. p53 protein seviyesinin Western Blot yöntemi ile analizi. Normalizasyon için β-Actin 

kullanıldı. Veriler ± standart sapma olarak verilmiştir. (n=3 blot/ protein) *p<0.05 ZT0 grubuna göre, 

istatistiksel olarak anlamlılığı ifade etmektedir. 

 

İskemik striatumda ölçülen p53 protein seviyeleri ZT0 grubuna göre 

oranlanarak hesaplanmıştır. Buna göre; ZT0 grubu 100.0 ± 6.7, ZT6 grubu 97.9 ± 

7.1, ZT12 grubu 80.3 ± 14.7 ve ZT18 grubu 76.4 ± 9.3 olarak hesaplandı. Elde edilen 

bulgulara göre ZT18 grubundaki p53 protein seviyesi ZT0 grubuna kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı ölçüde daha az olduğu gösterildi. 
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4.9. Pathscan Analizi 

 

30 dk OSA tıkanması takiben 72 saat reperfüzyon sonunda iskemik 

striatumdan alınan dokulardan AKT sinyal yolağı analizi yapıldı. 

 

 

Şekil 4.9.1. Sirkadiyen ritme bağlı olarak beyin felci sonrası ZT0 ve ZT6 grubu Akt sinyal yolağı 

analizinin görseli. 

  

Şekil 4.9.2. Sirkadiyen ritme bağlı olarak beyin felci sonrası ZT12 ve ZT18 grubu Akt sinyal yolağı 

analizinin görseli. 
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Şekil 4.9.3. Sirkadiyen ritme bağlı Akt sinyal yolağı A) p-Akt (Thr308), B) p-ERK-1/−2 (Thr202/ 

Tyr204), C) p-mTOR (Ser2481), D) p-rpS6 (Ser235/ 236) analizi Pathscan tekniği kullanılarak 

yapıldı.. Veriler ± standart sapma olarak verilmiştir. (n=7/ grup). *p<0.05 ZT0 grubuna göre, 
§§

p<0.01/ 
§
p<0.05 ZT12 grubuna göre, 

&&
p< 0.01/ 

&&
p<0.05 ZT12 grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamlılığı ifade etmektedir. 

 

İskemik striatumdan elde edilen pathscan sonuçları ZT0 grubuna göre 

oranlanarak hesaplandı. Buna göre p-Akt (Thr308) protein seviyesi; ZT0 grubu 100.0 

± 19.8, ZT6 grubu 104.8 ± 14.5, ZT12 grubu 98.9 ± 10.3 ve ZT18 grubu için 131.4 ± 

25.8 olarak ölçüldü. p-Akt protein seviyesi ZT18 grubunda ZT0 (p<0.05) ve ZT12 

(p<0.05) grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı ölçüde arttığı gösterildi. p-ERK-

1/−2 (Thr202/ Tyr204) protein seviyesi: ZT0 grubu 100.0 ± 5.9, ZT6 grubu 128.1 ± 

26.8, ZT12 grubu 63.0 ± 19.0 ve ZT18 grubu için 147.0 ± 36.4 olarak hesaplandı. p-

ERK-1/−2 (Thr202/ Tyr204) protein seviyesi ZT0 (p<0.05) ve ZT12 (p<0.01) 

grubuna kıyasla ZT18 grubunda istatistiksel olarak anlamlı ölçüde artmıştır. Ayrıca 

ZT12 grubunda ise ZT6 grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0.01) ölçüde p-

ERK-1/−2 (Thr202/ Tyr204) seviyesi azaldığı gösterildi. p-mTOR (Ser2481) protein 

seviyesi: ZT0 grubunda 100.0 ± 8.3, ZT6 grubu 122.4 ± 28.8, ZT12 grubu 78.6 ± 
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10.9 ve ZT18 grubu için 133.1 ± 37.9 olarak hesaplandı. p-mTOR (Ser2481) protein 

seviyesi ZT0 (p<0.05) ve ZT12 (p<0.01) grubuna kıyasla ZT18 grubunda istatistiksel 

olarak anlamlı ölçüde artmıştır. Ayrıca ZT12 grubunda ise ZT6 grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05) ölçüde p-mTOR (Ser2481) seviyesi azaldığı 

gösterildi. p-rpS6 (Ser235/ 236) protein seviyesi: ZT0 grubu 100.0 ± 16.2, ZT6 

grubu 113.8 ± 42.2, ZT12 grubu 82.5 ± 8.1 ve ZT18 grubu 147.7 ± 33.1 olarak 

hesaplandı. Buna göre p-rpS6 (Ser235/ 236) protein seviyesi ZT0 (p<0.05) ve ZT12 

(p<0.01) grubuna kıyasla ZT18 grubunda istatistiksel olarak anlamlı ölçüde artmıştır. 

 

 

Şekil 4.9.4. Sirkadiyen ritme bağlı Akt sinyal yolağı A) p-Bad (Ser112), B) p-PRAS40 (Thr246), C) 

p-PTEN (Ser380), D) p-PDK1 (Ser241) analizi Pathscan tekniği kullanılarak yapıldı.. Veriler ± 

standart sapma olarak verilmiştir. (n=7/ grup). **p<0.01 ZT0 grubuna göre, 
§§

p<0.01/ 
§
p<0.05 ZT12 

grubuna göre, 
&&

p< 0.01/ 
&
p<0.05 ZT12 grubuna göre istatistiksel olarak anlamlılığı ifade etmektedir. 

 

İskemik striatumdan elde edilen pathscan sonuçları ZT0 grubuna göre 

oranlanarak hesaplandı. Buna göre p-Bad (Ser112) protein seviyesi; ZT0 100.0 ± 6.5, 

ZT6 grubu 101.6 ± 10.3, ZT12 grubu 90.1 ± 9.2 ve ZT18 grubu için 120.0 ± 13.7 

olarak hesaplandı. Elde edilen sonuçlara göre p-Bad (Ser112) protein seviyesi ZT18 
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grubunda ZT0 (p<0.05), ZT6 (p<0.05) ve ZT12 (p<0.01) gruplarına göre istatistiksel 

olarak anlamlı bir şekilde arttığı gösterildi. p-PRAS40 (Thr246) protein seviyesi: 

ZT0 100.0 ± 2.4, ZT6 68.6 ± 2.7, ZT12 55.6 ± 3.9 ve ZT18 73.8 ± 20.2 olarak 

hesaplandı. Elde edilen sonuçlara göre p-PRAS40 (Thr246) protein ifadesi ZT0 

grubuna kıyasla ZT6 (p<0.05), ZT12 (p<0.01) ve ZT18 (p<0.05) gruplarında 

istatistiksel olarak anlamlı ölçüde azaldığı tespit edildi. p-PTEN (Ser380) protein 

seviyesi ZT0 grubunda 100.0 ± 7.6, ZT6 grubunda 103.4 ± 8.7, ZT12 grubunda 94.0 

± 15.1 ve ZT18 grubunda ise 90.5 ± 7.5 olarak hesaplandı. Ayrıca p-PDK1 (Ser241) 

protein seviyesine bakıldığında; ZT0 100.0 ± 15.1, ZT6 grubunda 101.0 ± 8.3, ZT12 

grubunda 86.0 ± 11.0 ve ZT18 grubunda ise 102.3 ± 18.9 olarak hesaplandı. Hem p-

PTEN (Ser380) hem de p-PDK1 (Ser241) protein seviyeleri beyin felci sonrası 

sirkadiyen ritme bağlı olarak değişmedikleri gözlemlendi. 

 

 

Şekil 4.9.5. Sirkadiyen ritme bağlı Akt sinyal yolağı A) p-RSK1 (Thr421/ Ser424), B) p-AMPKα 

(Thr172), C) p-GSK-3α (Ser21), D) p-GSK-3β (Ser9) analizi Pathscan tekniği kullanılarak yapıldı. 

Veriler ± standart sapma olarak verilmiştir. (n=7/ grup). **p<0.01 ZT0 grubuna göre, 
§§

p<0.01/ 
§
p<0.05 ZT12 grubuna göre, 

&&
p< 0.01/ 

&
p<0.05 ZT12 grubuna göre istatistiksel olarak anlamlılığı 

ifade etmektedir. 
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Pathscan sonuçları ZT0 grubuna göre oranlanarak hesaplandı. Buna göre p-

RSK1 (Thr421/ Ser424) protein seviyesi; ZT0 grubu 100.0 ± 20.9, ZT6 grubu 126.3 

± 23.2, ZT12 grubu 73.9 ± 20.2 ve ZT18 grubu 106.1 ± 28.7 olarak hesaplandı. Bu 

sonuçlara göre p-RSK1 (Thr421/ Ser424) protein seviyesi ZT6 grubuna göre ZT12 

grubunda istatistiksel olarak anlamlı (p<0.01) ölçüde azaldığı, ZT 12 grubuna kıyasla 

ZT18 grubunda ise istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05) bir şekilde arttığı 

gözlemlendi. p-AMPKα (Thr172) protein seviyesi: ZT0 grubunda 100.0 ± 4.5, ZT6 

grubunda 102.0 ± 5.8, ZT12 grubunda 91.2 ± 9.4 ve ZT18 grubunda ise 101.1 ± 7.3 

olarak ölçüldü. Sonuçlara göre ZT12 grubunda ZT6 grubuna göre p-AMPKα 

(Thr172) protein seviyesinde istatistiksel olarak anlamlı ölçüde azalma olduğu 

gözlemlendi. p-GSK-3α (Ser21) protein seviyesi; ZT0 grubunda 100.0 ± 5.5, ZT6 

grubunda 110.7 ± 16.4, ZT12 grubunda 61.6 ± 7.1 ve ZT18 grubunda ise 98.1 ± 15.3 

olarak hesaplandı. Buna göre ZT12 grubunda ZT0, ZT6 ve ZT18 gruplarına göre p-

GSK-3α (Ser21) protein seviyesi istatistiksel olarak anlamlı (p<0.01) bir şekilde 

azaldığı gözlemlendi. p-GSK-3β (Ser9) protein seviyesi: ZT0 grubunda 100.0 ± 6.9, 

ZT6 grubunda 107.3 ± 12.6, ZT12 grubunda 71.1 ± 11.9 ve ZT18 grubunda ise 91.3 

± 15.0 olarak hesaplandı. Elde edilen sonuçlara göre p-GSK-3β (Ser9) protein 

seviyesi ZT 12 grubunda ZT0 (p<0.01), ZT6 (p<0.01) ve ZT18 (p<0.05) grubuna 

göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha az olduğu görüldü. 

 

4.10. Proteomiks 

 

Sirkadiyen ritme bağlı olarak iskemik striatumda değişen protein profili 

analizi için geniş ölçekli LC-MS/ MS analizi yapıldı.  

 

Sirkadiyen ritme bağlı olarak 30 dk beyin felci takiben 72 saat reperfüzyon 

sonunda iskemik striatumdan proteomik analizi yapıldı. Elde edilen proteinler ZT0 

ve ZT18 arasında 1.4 kat değişen ve ZT0 ve ZT18 arasında istatistiksel olarak 

anlamlı (p<0.01 veya p<0.05) ölçüde değişen proteinler seçildi. Buna göre CSKP 

protein seviyesi: ZT0 grubunda 1.00 ± 0.12, ZT6 grubunda 0.80 ± 0.07, ZT12 

grubunda 0.90 ± 0.79 ve ZT18 grubunda 0.65 ± 0.04 olarak ölçüldü. GNAZ protein 

seviyesi: ZT0 grubunda 1.00 ± 0.10, ZT6 grubunda 1.24 ± 0.13, ZT12 grubunda 1.39 

± 0.24 ve ZT18 grubunda 1.74 ± 0.13 olarak ölçüldü. NEGR1 protein seviyesi: ZT0 

grubunda 1.00 ± 0.08, ZT6 grubunda 1.14 ± 0.16, ZT12 grubunda 1.37 ± 0.11 ve 
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ZT18 grubunda ise 1.42 ± 0.06 olarak hesaplandı. IMPCT protein seviyesi: ZT0 

grubunda 1.00 ± 0.14, ZT6 grubunda 1.35 ± 0.21, ZT12 grubunda 1.99 ± 0.51 ve 

ZT18 grubunda 1.92 ± 0.30 olarak hesaplandı. Elde edilen sonuçlara göre CSKP 

protein seviyesi ZT18 grubunda ZT0 grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı 

(p<0.01) ölçüde azaldığı görüldü. Ayrıca ZT18 grubu ile ZT0 grubu kıyaslandığında 

GNAZ (p<0.01), NEGR1 (p<0.01) ve IMPCT (p<0.05) protein seviyeleri ZT18 

grubunda istatistiksel olarak anlamlı ölçüde arttığı gözlemlendi. 

 

 

Şekil 4.10.1. Sirkadiyen ritme bağlı olarak beyin felci sonrası değişen A) CSKP, B) GNAZ, C) 

NEGR1 ve IMPCT protein seviyelerinin LC-MS/ MS analizi. CSKP (gene ID: 12,361; calcium/ 

calmodulin-dependent serine protein kinase), GNAZ (gene ID: 14,687; guanine nucleotide binding 

protein z subunit alpha), NEGR1 (gene ID: 320,840; neuronal growth regulator 1), IMPCT (gene ID: 

16,210; imprinted and ancient protein). Veriler ± standart sapma olarak ve ZT0 grubuna göre 

oranlanarak verilmiştir. **p<0.01/ *p<0.05 ZT0 grubuna göre istatistiksel olarak anlamlılığı 

göstermektedir. 
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Şekil 4.10.2. Sirkadiyen ritme bağlı olarak beyin felci sonrası değişen A) PDE1B, B) HBA, C) HBB1 

ve HBB2 protein seviyelerinin LC-MS/ MS analizi. A) PDE1B (gene ID:18,574; calcium/calmodulin-

dependent 3′,5′-cyclic nucleotide phosphodiesterase), B) HBA (gene ID: 15,122; hemoglobin subunit 

alpha), C) HBB1 (gene ID: 15,129; hemoglobin subunit beta-1), and D) HBB2 (gene ID: 15,130; 

hemoglobin subunit beta-2). Veriler ± standart sapma olarak ve ZT0 grubuna göre oranlanarak 

verilmiştir. **p<0.01/ *p<0.05 ZT0 grubuna göre istatistiksel olarak anlamlılığı göstermektedir. 

 

PDE1B protein seviyesi; ZT0 grubunda 1.00 ± 0.12, ZT6 grubunda 1.13 ± 

0.18, ZT12 grubunda 1.35 ± 0.06 ve ZT18 grubunda ise 1.49 ± 0.09 olarak ölçüldü. 

HBA seviyesi; ZT0 grubunda 1.00 ± 0.13, ZT6 grubunda 0.78 ± 0.11, ZT12 

grubunda 0.64 ± 0.13 ve ZT18 grubunda 0.56 ± 0.05 olarak hesaplandı. HBB1 

protein seviyesi: ZT0 grubunda 1.00 ± 0.13, ZT6 grubunda 0.81 ± 0.08, ZT12 

grubunda 0.65 ± 0.06 ve ZT18 grubunda ise 0.67 ± 0.06 olarak hesaplandı. HBB2 

protein seviyesi: ZT0 grubunda 1.00 ± 0.11, ZT6 grubunda 0.84 ± 0.09, ZT12 

grubunda 0.64 ± 0.10 ve ZT18 grubunda 0.66 ± 0.06 olarak hesaplandı. PDE1B 

protein seviyesi ZT18 grubunda ZT0 grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 

(p<0.05) bir şekilde arttığı gözlemlendi. Ayrıca ZT 18 grubunda ZT0 grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı olarak HBA (p<0.01), HBB1 (p<0.05) ve HBB2 (p<0.05) 

protein seviyelerinde azalma olduğu gözlemlendi.  
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Dünya Sağlık Örgütü’nün verilerine göre beyin felci dünyada ölüm nedenleri 

arasında kardiyovasküler hastalıklar ve kanserden sonra üçüncü sırada yer alan 

önemli bir hastalıktır. Beyin felcinin bu zamana kadar bilinen tek tedavisi ilk 3 veya 

4 saat içerisinde uygulanması gereken tPA’dır. Her üç beyin felci vakasından biri 

ölüm ile sonuçlanırken hayatta kalan kişilerde ise oluşan iskemik hasarın 

büyüklüğüne bağlı olarak yaşamlarının geri kalanında ciddi nörolojik bozukluklarla 

yüzleşmek zorunda kalmaktadır. Son derece önemli sonuçları olan bu hastalığın 

tedavisinin kısıtlı olması, bu alanda yapılan ve yapılacak çalışmaların önemini daha 

da arttırmaktadır. Sirkadiyen ritmin fizyolojik fonksiyonlar üzerine etkilerine 

oldukça fazla çalışma bulunmasına karşın iskemik beyin felci patofizyolojisinde rol 

alan moleküler mekanizmalar hakkında veriler sınırlıdır. 

 

Sirkadiyen ritim sadece uyku-uyanıklılık döngüsünü değil aynı zamanda tüm 

fizyolojik davranışlarımızı etkilemektedir. Sirkadiyen ritme bağlı olarak değişen 

vücut sıcaklığı, kalp hızı, kan basıncı, kan vizkositesi ve trombosit agregasyonu 

beyin felcinin tetiklenmesinde önemli unsurlar olarak rol almaktadır (Kubota ve ark. 

1987). Dolayısıyla iskemik inme vakalarının gece saatlerine nazaran sabah 

saatlerinde yoğunlaştığı göz önünde bulundurulduğunda, iskemik inme toleransının 

da gece ve gündüz periyotlarına bağlı olarak farklılıklar göstermesi muhtemeldir. 

Bununla birlikte, hem insanlarda hem de deney hayvanlarında iskemik inme 

hassasiyetinde zamansal dalgalanmalar hakkındaki veriler oldukça sınırlıdır. Ayrıca 

beyin felci vakalarının %80’i OSA’in tıkanmasıyla, %20’si ise beyni besleyen 

damarların yırtılması sonucu ortaya çıkmaktadır (Seki ve ark. 2001). Dolayısıyla 

insanlarda hemorajik inmelerden ziyade obstruktif nedenlerle meydana gelen inme 

vakaların daha sık görüldüğü için, bu klinik tabloya farelerde modelleme bakımından 

OSA tıkanması metodu oldukça önemli bir yere sahiptir (Hermann ve ark. 2001, 

Kunz ve ark. 2010). Bu sebeplerden dolayı, çalışmamızda farelerde OSA tıkanarak 

gerçekleştirilen iskemik beyin felci metodu tercih edilmiştir. Nitekim bu metod ile 

farelerin striatumda, esasen küçük boyutlu nöronların etkilenmesiyle, bölgesel bir 

nöronal hasar meydana gelmektedir (Hermann ve ark. 2001, Bacigaluppi ve ark. 

2009). 
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Beyin felcinin şiddetine bağlı olarak sirkadiyen ritim proteinlerinin 

ekspresyonlarının yanı sıra hormonlar ve moleküler sinyal yolakları etkilenerek 

özellikle uyku-uyanıklılık döngüsünde önemli aksaklıklar meydana gelebilmektedir. 

Ayrıca uyku süresi ve kalitesi de etkilenebilmektedir (Cavalcanti ve ark. 2013). Uyku 

bozuklukları ile başta iskemik inme ve alzheimer hastalığı gibi nörodejeneratif 

bozukluklar arasında doğrudan bir ilişki olduğuna dair çalışmalar mevcuttur 

(Zunzunegui ve ark. 2011, Mander ve ark. 2015). Meydana gelen uyku bozukluğu 

sonrası nöroplastisite sürecine etki edebilmekte ve buna bağlı olarak, inme sonrası 

iyileşmenin verimliliği azalabilmektedir (Zunzunegui ve ark. 2011). 

 

Deneysel beyin felci metodunun başarıya ulaşabilmesi için iskeminin 

uygulanacağı hemisferde OSA’nın beslediği striatum seviyesindeki toplam beyin kan 

akımının operasyon öncesine oranla %20-%25’in altına düşmesi gerekmektedir 

(Rupadevi ve ark. 2011, Shahjouei ve ark. 2016). Bunun için bregma -2 mm 

posterior; 6mm lateral seviyesi yerleştirilen Laser Doppler’in optik kablosu 

vasıtasıyla operasyon öncesinde, sonrasında ve reperfüzyon başlangıcında beyin kan 

akımı gerçek zamanlı olarak kontrol edilmiştir. ZT0, ZT6, ZT12 ve ZT18 

gruplarında beyin kan akımı beyin felcinin tetiklenmesi ile beraber %80 oranında 

azaldığı ve filamentin geri çekilip reperfüzyonun başlatılması ile beraber beyin kan 

akımının tekrardan arttığı gözlemlenmiştir. Sirkadiyen ritme bağlı olarak iskemik 

striatumun beslenmesinde gruplar arasında herhangi bir değişiklik olmadığı 

görülmüştür. 

 

Sirkadiyen ritim ve beyin felci arasındaki ilişkiye yönelik veriler daha ziyade 

gözlem düzeyindeki çalışmalardan elde edilmiş olup, moleküler temelli çalışmalar 

oldukça sınırlıdır. Nitekim beyin felcinin tetiklenmesinde önemli bir rolü olduğu 

düşünülen sirkadiyen ritmin beyin felci sonrası gelişen hasar mekanizmaları üzerine 

bir etkisinin olup olmadığı bilinmemektedir Söz konusu çalışmamızda, beyin felcinin 

tetiklendiği zaman dilimi ve oluşan hasar arasında direkt bir ilişki olduğu 

belirlenmiştir. Beyin felci sonrası hücresel sağkalım analizine bakıldığında; gece 

karanlık saatlerde (ZT18) serebral iskemi geçiren farelerde nöronal hasarın sabah 

erken saatlerde (ZT0) beyin felci geçiren farelere oranla daha az olduğu 

belirlenmiştir. 
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Beyin felci sonrası iskemik alandaki nöronların membran potansiyellerini 

kaybetmeleri ve eksitotoksisiteye bağlı olarak uyarılmaları sonucu hücre içine 

kalsiyum akımı gerçekleşmektedir. Kalsiyum bilindiği üzere yalnızca bir iyon değil 

aynı zamanda ikincil mesajcı olarak da görev yapmaktadır. Hücre içi kalsiyum artışı 

çeşitli enzimleri aktive ederek bir yandan hasar alanındaki hücelerin membranlarını 

hasarlarken bir yandan da mitakondri bağımlı apopitoz sinyal yolağının aktive 

olmasına neden olmaktadır. Çalışmamızda, DNA kırıklarını değerlendirme amacıyla 

TUNEL boyaması metodu kullanılmıştır. İskemik striatum seviyesinden 

değerlendirilen apopitotik hücre sayısı analizine bakıldığında ZT0 grubunda ZT18 

grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha fazla apopitotik hücre 

olduğu belirlenmiştir. 

 

Yapılan bu çalışma ile sirkadiyen ritme bağlı olarak beyin felci sonrası 

farelerin striatum seviyesindeki sirkadiyen ritim proteinlerinin ekspresyonlarında 

değişiklik meydana geldiği tespit edilmiştir. Moleküler saat genlerinin ifadeleri, 

fonksiyonel salınımlar sağlayan pozitif ve negatif geri bildirim döngülerinin 

etkileşimi vasıtasıyla transkripsiyonel ve translasyonel seviyede düzenlendiği 

bilinmektedir (Yamamoto ve ark. 2004, Fahrenkrug ve ark. 2006, Fahrenkrug ve ark. 

2008). Bu raporlarla uyumlu olarak elde edilen veriler; iskemik fare striatumunda 

PerII ve Bmal1 proteinlerinin antiphase seviyesinde olduğunu, PerI ve Bmal1 

düzeylerinin antiphase olmak yerine çakıştığını düşündürmektedir. Ayrıca, 

sirkadiyen ritim proteinlerinin ROS üretimini ve oksidatif stres mekanizmalarını 

kontrol ederek doku homeostazına dahil olduğu da ileri sürülmektedir (Khapre ve 

ark. 2011). Hem Bmal1 hem de onun dimerizasyon partneri olan Clock, proteini 

nöronlarda ROS düzeylerinin kontrol altında tutulması bakımından önemli iş 

birliğine sahiptir (Kondratov ve ark. 2009, Razorenova 2012). İskemik beyinde, ROS 

seviyeleri yükselir ve bu da hipoksi ile indüklenebilir faktör-1 alfa (HIF-1α) protein 

stabilizasyonuna ve aktivasyonuna neden olur (Sharp ve ark. 2001, Kietzmann ve 

ark. 2001). Bmal1 ve CLOCK proteinin aşırı ekspresyonu ZT18'de doğrudan veya 

dolaylı olarak HIF-1α'nın aktivasyonuna neden olabilir. Buna ek olarak, Akt sinyal 

yolağının etkinleştirilmesi, ayrıca rapamisinin (mTOR) bağımsız yolunun memeli 

hedefi yoluyla HIF-1α ekspresyonunu modüle etmesine olanak sağladığı 

düşünülmektedir (Pore ve ark. 2006). 
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Nöronal hasarın sirkadiyen ritimlerin bozulmasına neden olduğu ve saat 

genlerinin ifade profillerini değiştirdiği iyi bilinmektedir (Meng ve ark. 2008, Boone 

ve ark. 2012). Yaptığımız bu çalışma ile sirkadiyen ritim proteinlerin ifadelerinin 

iskemik beyin hasarına tepki olarak değiştiği gösterilmiştir. Dolayısıyla, 

çalışmamızda nöronal sağkalım ZT18 grubunda ZT0 grubuna göre istatistiksel olarak 

daha fazladır. Nöronal sağkalımın artmasına bağlı olarak yapılan pathscan protein 

görüntülemesi sonucunda sağkalım kinazları olarak bilinen p-AKT ve p-ERK-1/2 

protein seviyelerin gece beyin felci geçiren gruplarda daha fazla olduğu gözlemlendi. 

AKT, mTOR ve rp-S6 sinyal yolakları besin akışını, endokrin haberleşmeyi ve 

hücresel enerjiyi kontrol ederek sirkadiyen ritmi etkilediği bilinmektedir (Zheng ve 

Sehgal 2010). Ayrıca ZT18 grubunda mTOR ve rp-S6 protein seviyelerinin de ZT0 

grubuna göre istatistiksel olarak artmış olması, beyin hücrelerinin sağkalım gücüne 

pozitif yönlü bir katkıda bulundukları gözlemlenmiştir. Bad proteini normal koşullar 

altında hücreyi apopitoza götürürken serin 112 noktasından fosforlanması ile tam ters 

bir etki göstererek sağkalımı arttırdığı bilinmektedir (Kamada ve ark. 2007). 

Dolayısıyla ZT18 grubunda p-Bad seviyesinin artması ve daha az apopitotik hücre 

tespit edilmesi bu etkileşimin bir neticesi olarak düşünülmektedir. 

 

Bu analizlerin yanı sıra, beyin felci sonrası sirkadiyen ritme bağlı olarak 

değişen protein profilini görmek için geniş ölçekli proteomik analizi de 

gerçekleştirilmiştir. Elde edilen sonuçlar; özellikle nöronal sağkalım ve apopitotik 

hücre ölümünde istatistiksel olarak anlamlılığın görüldüğü ZT0 (gündüz) ve ZT18 

(gece) grupları arasında değerlendirildi. Analiz yapılırkenZT0 ve ZT18 arasında 

istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05) ve protein ifadesinde en az 1.4 kat fark bulunan 

proteinler seçildi (Beker ve ark. 2017). Elde edilen proteinler iyon akımlarının 

düzenleyicileri, nöral gelişim ve nörogenezin yanı sıra mitokondriyal membranına 

bileşimlerini oluştururlar. Kalsiyum / kalmodulin-bağımlı bir serin protein kinazı 

olan CSKP protein seviyesi ZT18 grubunda ZT0 grubuna göre istatistiksel olarak 

önemli bir ölçüde azalmıştır. Aynı zamanda L tipi kalsiyum akımının 

regülasyonunda rol aldığı ve P2X3 reseptörleri ile ilişkili ATP olduğu bilinmektedir 

(Hata ve ark. 1996, Bele ve Fabbretti 2016, Nafzger ve Rougier 2017) .GNAZ 

protein seviyesi ZT18 grubunda önemli derecede artmıştır. GNAZ, nöronal gelişim, 

aksonal büyüme ve iyon kanalı regülasyonunda önemli bir rolü bulunmaktadır 

(Hultman ve ark. 2014). Beyinde oldukça bol miktarda bulunan ve nöronal bir 
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protein olan IMPCT nörit büyümesini teşvik ettiği gösterilmiştir (Sattlegger ve ark. 

2011, Roffe ve ark. 2013). PDE1B'nin diğer beyin bölgelerine kıyasla fare ve insan 

striatumunda yüksek oranda ve seçici olarak eksprese edildiği ve bunların 

ekspresyonlarının siklik AMP ve siklik GMP'ye bağlı mekanizmalarla regüle edildiği 

bilinmektedir (Dlaboga ve ark. 2008). NEGR1 özellikle nöronlarda kolestrol 

dolaşımında rol oynadığı düşünülmektedir (Kim ve ark. 2017). Hemoglobinin alt 

birim beta (HBB1, HBB2) ve alfa (HBA) ekspresyonu öncelikle sıçan beynindeki 

nöronlarda olduğu görüldü ve iskemik hasar üzerine eritrositlerden salınan nöronal 

hemoglobin ve hemoglobin düzeyleri önemli ölçüde arttığını gösterdi (He ve ark. 

2010). Artmış nöronal hemoglobin, travmadan sonra beyin hasarını kötüleştirebilir 

(Xi ve ark. 2006). Bu raporlarla uyumlu olarak, elde ettiğimiz bulgular; en yüksek 

nöronal sağkalımın gözlemlendiği zaman diliminde, hemoglobin alt ünitelerinin 

düzeylerinin önemli ölçüde azaldığını göstermektedir. Dolayısıyla, bu proteinlerin 

ekspresyonundaki meydana gelen azalmanın sirkadiyen ritminin düzenlenmesi ve 

nöronların iskemik hasara karşı korunması bakımından önem arz ettiği 

düşünülmektedir.  
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