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1. OZET

CDNF VE MANF BUYUME FAKTORLERININ OPTIK SiNiR HASARI
SONRASI RETINAL GANGLiIYON HUCRE HASARINA OLAN ETKi VE
MEKANIZMALARI

Sinir sisteminde ndronal sagkalim, ndrogenez ve plastisite gibi dnemli gorevleri olan
norotrofik faktorlerin varligi ndronal hiicreler i¢in vazgecilmezdir. Norotrofik
faktorlerin yoklugu hatta seviyelerindeki farkliliklar bile bir ¢ok nérodejeneratif
hastalig1 tetiklemektedir. Serebral Dopamin Norotrofik Faktdr (CDNF) ve
Mezensefalik Astrosit-Kokenli Norotrofik Faktor (MANF) adli iki norotrofik faktor
yapisal ozellikleri ile diger norotrofik faktdrlerden ayrilmaktadirlar. Bu farklilik
sonucunda ise diger norotrofik faktorlerle kiyaslandiklarinda daha farkli sinyal
yolaklar1 iizerinden farkl etkilere yol actiklar1 diisiiniilmektedir. Bu sebeplerden
dolay1 bu iki ndrotrofik faktoriin arastirilmasi nérodejeneratif hastaliklarin
isleyislerinin daha iyi anlasilabilmesi ve sonucunda yeni tedaviler iiretilebilmesi i¢in
uygun bir segenek olarak goziikmektedir. Bu tezde CDNF ve MANF tedavilerinin
optik sinir hasar1 sonrasi in vivo sartlarda ndronal sagkalim, protein sinyal iletim
yolaklar1 ve ek olarak protein profil analizi {izerine incelemeler yapilmistir. Tiim bu
mekanizmalar1 inceleyebilmek adina optik sinir aksotomisi modeli ile farelere hasar
verilmistir. Bu hasar modeli ile hasar kan beyin bariyerini bozmayarak bolgesel
kalmakta ve retinal gangliyon hiicrelerine in vivo calisilabilme olanag:
saglamaktadir. Hasar sonrast CDNF tedavisinin MANF tedavisine oranla daha fazla
olacak sekilde iki tedavinin de hiicre 6liimiinii azalttig1, yeni ndron olusumunu
arttirdig1 ve protein profil analizi ile de hiicrelerin hasara kars1 verdigi tepkileri
arttirarak hiicreleri hayatta kalmaya yonlendirdikleri gézlemlenmistir. Elde edilen
bulgularin bir ¢ok ndrodejeneratif hastaligin tedavisine yonelik yeni yaklagimlar
bulunmasina yardimei1 olacagi diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Optik sinir aksotomisi, CDNF, MANF, Hiicre sagkalimu,

Proteomiks



2. ABSTRACT

EFFECTS AND EFFECT MECHANISMS OF CDNF AND MANF GROWTH
FACTORS ON RETINAL GANGLION CELL DEATH AFTER OPTIC
NERVE AXOTOMY

Neurotrophic factors are a must for the central nervous system. They are important
factors for neuronal survival, neurogenesis and also neuronal plasticity. The absence
of neurotrophic factors or even their low levels can trigger many neurodegenerative
diseases. Two factors named Cerebral Dopamine Neurotrophic Factor (CDNF) and
Mesencephalic Astrocyte-Derived Neurotrophic Factor (MANF) differ from all other
neurotrophic factors because of their unique structures. Because of this difference it
is believed that they work along different signalling pathways and so have different
outcomes. As a result, deeper understanding of these two factors is an appropriate
option in order to find new approaches for better understanding and possibly treating
various neurodegenerative diseases. This thesis focuses on the effects of CDNF and
MANTF treatment in vivo on optic nerve axotomy. Neuronal survival, protein
signalling pathways and protein profile analysis were investigated. In order to study
these mechanisms, optic nerve axotomy was performed. Both CDNF and MANF had
restorative effects on neuronal survival and increased neurogenesis and also had a
positive effect on increasing the cellular stress responses of retinal ganglion cells. It
is believed that the acquired results will lead to finding new approaches of
therapeutic solutions for neurodegenerative diseases.

Keywords: Optic nerve axotomy, CDNF, MANF, Neuronal survival, Proteomics



3. GIRIS VE AMAC

Grubumuzun yaptig1 6n ¢aligmalarda serebral dopamin norotrofik faktdr (CDNF) ve
mezensefalik astrosidik tiirevli norotrofik faktor (MANF) lerinin beyin felci sonrasi
noroprotektif oldugu gosterilmistir. Bu calismamizda ise CDNF ve MANF nérotrofik
faktorlerinin optik sinir aksotomisi sonrasi retinal gangliyon hiicre sag kalimina olan

etkileri protein seviyesinde arastirilmas1 amaglandi.



4. GENEL BIiLGILER

Merkezi sinir sistemi (MSS) yaralanmalar1 beyin ve omurilik gibi organlarda
meydana gelen hasar sonucu olusan ve bir ¢ok insanin §liimiine ve sakatlanmasina
yol agan bir saglik problemidir. Her y1l Amerika’da yaklasik 2 milyon insan
travmatik beyin hasari, 500.000 insan beyin felci ve 10.000 insan omurilik hasar1 gibi
MSS yaralanmalarina maruz kalmaktadir. MSS’ de meydana gelen yaralanmalarin
periferik sistemdekine oranla daha yavas bir iyilesme sureci vardir [70]. Dolayist ile
MSS yaralanmalarinda iyilesme siirecini arttiracak olan ajanlarin bulunmasi yeni
tedavi siireglerinin gelismesini saglayacak ve iyilesme siirecini hizlandirarak
kaybolan is kaybini azaltacaktir.

4.1. Merkezi Sinir Sistemi

Go6z cukuruna ait tiim yapilar kraniyel sinirler (CN) tarafindan innerve edilir. Cizgili
kaslardaki motor fonksiyonlar okiilomotor sinir CN III, troklear sinir CN IV,
abdusens sinir CN VI, yiiz siniri CN VII tarafindan kontrol edilir. Trigeminal sinir
CN V ise orbital yapilardan duyusal verileri tasir. Optik sinir CN II ise gorsel iletiyi

tasimakla sorumludur.

Optik sinirler embriyonik kdkenleri ve hiicresel yapilar1 sebebiyle merkezi sinir
sisteminin 6nemli pargalarindan biridir. Tiim merkezi sinir sistemi yaralanmalarinda
oldugu gibi, hasar sonras1 rejenerasyon 6zellikleri yoktur. Retinal gangliyon
hiicrelerinin uzantisi olarak kabul edilirler [4].

4.2. Gorme Sistemi

Gorme sistemi ¢evreden bilgiyi 151k formunda alarak analiz eder ve bu bilgiyi isler.
Gorme ve goriilen bilgiyi algilama islemleri bir ¢ok farkli yapinin ortak ¢aligmasiyla
meydana gelir. GOz, 1ginlar1 kargilayan ve bu 1sinlar1 néronal sinyallere doniistiiren
elementleri iceren organdir ve kemik icerisindeki konumu ¢ok korunaklidir. G6z
kapaklar1 g6ziin 6n bolgesini koruma gorevini iistlenirken ayn1 zamanda g6z yasinin
iiretildigi bezleri icerirler. Goziin dis katmaninda bulunan kaslar, goz kiiresinin
hareketini kontrol ederken iki géziin de koordinasyonunu saglarak birlikte
caligmalarini ve goriis diizgiinliigiinii gergeklestirir. GOz icerisinde kan damar aglari

gbze gerekli besinleri getirmeye yararken, sinirler de goz ve goz ¢evresindeki



dokularin duyusal ve motor innervasyonunu saglamaktadir. Gorsel iletiyi tasiyan
ndronal sinyal merkezi sinir sistemi igerisindeki yolaklardan gecerek ¢evreyi diizgiin
bir sekilde gorebilmeyi saglar. Bu gorsel ileti de gorsel algi ad1 verilen bir siireg ile

degerlendirilir.

Vitréz govde

Sekil 4.2.1. Gorme sistemi

4.3. Goz Anatomisi

G0z tli¢ katmandan olusan bir organdir. Bu katmanlar sirasiyla; dis, lif ve bag
dokudan olusan ve kornea ile sklera’y1 biinyesinde bulunduran katman, orta damar
iceren ve iris, siliyer cisimleri ve koroidi kapsayan katman, i¢ noral yani retinay1
iceren katman.

4.4. Retina



Retina 151k enerjisinin noronal sinyale doniistiigii bolgedir. Cevreden alinan gorsel
iletinin analiz edilmek {izere beyine iletilmesinin gergeklestigi gérme yolagindaki ilk
ii¢ hiicre tipini (fotoreseptor, bipolar, gangliyon) igerir. Fotoreseptor hiicreleri 151k
fotonlarini fototransdiiksiyon ile ndronal sinyale ¢evirdikten sonra bu sinyali bipolar
hiicrelere iletirler. Bipolar hiicreler gangliyon hiicreleri ile sinaps yaparak gézden
gelen bu sinyali iletir. Diger retinal hiicreler ise (horizontal, amakrin, interpleksiform
ndronlar) iletilen bu sinyalin gézden ¢ikmadan dnce modifiye edilmesinden
sorumludur.

Kimyasal sinapslar icerisinde ndrotranstmitter bulunduran vezikiiller igerir ve bu
ndrotransmitterler presinaptik terminalden sinaptik bosluga ileti sirasinda salinir.
Postsinaptik membrandaki reseptorlere baglanan transmitterler o néronda uyarici
veya inhibe edici degisikliklere sebep olabilir. Gorsel iletiyi yorumlama striat
korteks ’te gerceklesse de uyarici ve inhibe edici yolaklarda noral iletilerin islenmesi
sirasinda gergeklesen organizasyon retinada gergeklesir ve gorsel iletiyi
yorumlayabilmek adina 6nemli bir basamaktir.

Retinanin mikroskop altinda goriintiilenmis 10 katmani bulunmaktadir. Bunlar
strastyla; 1.retinal pigment epitel katman, 2.fotoreseptor katmani, 3.dis limitan
membran, 4.dis niiklear katman, 5.dis pleksiform katman, 6.i¢ niiklear katman, 7.i¢
pleksiform katman, 8.gangliyon hiicre katmani, 9.sinir lifleri katmani, 10. i¢ limitan

membran.



Sinir lifleri katm: =
e et katmant Gangliyon hiicre
Gangliyon hiicre katmani -*L
I¢ pleksiform katman |

—> Amakrin hiicresi

I¢ niiklear katman -
Bipolar hiicre
Dis pleksiform katman —,
Dis niiklear katman -
L _{__. Dig limitan membran
Fotoreseptdr katmani Rod

Koni

Retinal pigment epiteli —>

Sekil 4.4.1. Retinal katmanlar ve hiicre tipleri

4.5. Optik Sinir

Optik sap gelisim siireci sonunda optik sinire doniisiir ve optik vezikiilii 6n beyine
baglar. Optik sapta bulunan yarik gelistikce optik sap1 iki katmanli bir yapiya
doniistiirtir. Optik sapin dis katmani optik siniri ¢gevreleyen norogliyal kilifi olusturur.
Optik sapin i¢ katmani ise programlanmis hiicre 6liimiiniin gergeklestigi katmandir
ve gangliyon hiicrelerinden ¢ikan aksonlarin optik sapa girene kadar gectikleri bolge
olarak bilinir. I¢ katmanda bulunan diger hiicreler de optik sinirin glial hiicreleri
olarak gorev yaparlar. Gangliyon hiicre popiilasyonunda apoptoz sonucu gerceklesen
hiicre 6liimleriyle birlikte optik sinirde bulunan akson sayisi kisa siirede hizl bir
diisiis yasar. Bu hizli diisiis optik sinirde ger¢eklesen glial ve bag doku iglemlerinin
artmasina yol agar.

Retinal sinirler lifleri optik diskte 90° doniis yaparak optik sinir olarak disar1 ¢ikar.

Bu sinirler gorsel liflerden olusur ve %90°1 lateral geniculate niikleusta biterken



kalan %10’u gozbebegi refleksini ve sirkadyen ritmi regiile eder. Optik sinir 5 ila 6
cm uzunlugundadir ve intraokiiler, intraorbital, intrakanalikiiler ve intrakraniyel
olarak bulunduklar1 yere gore 4’e ayrilirlar.

4.6. Optik Sinir Aksotomisi Patofizyolojisi

Goziin arka kismina yakin uygulanan optik sinir kesisi, beyinde 6dem, iskemi veya
lokal kanama gibi yan etkiler gdstermeden hizli bir ndronal dejenerasyon ile
sonuclanir. Bu dejenerasyon sonucu ortaya ¢ikan hiicre 6liimleri ve fonksiyon
kayiplari geri dondiiriilemezdir. Optik sinir hasari, MSS arastirmalarinda
rejenerasyon, iskemi, glokoma ve retinal dejenerasyon konularinda ¢alismak i¢in

uygun bir hasar modelidir [5].

Goziin optik sinirlerine ulasabilmek i¢in Oncelikle sag orbital kenarina yakin deri
insizyonundan sonra sag orbita ac¢ilir. Supraorbital ven saglam birakilarak lakrimal
bez subtotal olarak ¢ikartilir. Sonrasinda iist ekstraokiiler kaslar ayrilarak optik
sinirlere ulagilir. Optik sinirlerin agiga ¢ikarilmasiyla mikroskopi altinda goziin arka
ucuna bir kesi atilarak optik sinir kesisi olusturulur. Bu kesi ile birlikte retinal

gangliyon hiicrelerinde dejenerasyon ve 6liim meydana gelir [42].
4.7. Retinal Gangliyon Hiicreleri

Retinal gangliyon hiicreleri retinadan ¢ikan tek ndron hiicreleridir. Her hiicrenin
hiicre gdvdesinden ¢ikan bir aksonu vardir; bu akson retinanin i¢ yiizeyine paralel

sekilde ilerler ve sinaptik yarikta glutamat salinimini gerceklestirir.

Optik sinirlerden ¢ikan aksonlar, retinal gangliyon hiicrelerinin farkli tiirevlerinden
meydana gelir ve gérme yolaklarinda degisik islevleri vardir. Bu aksonlar, beyin
sapina yonelerek goriintiiyii olusturan bilgiyi kortekse iletir ve retinal goriintiiyii

sabitleme, sirkadyen ritmi diizenleme gibi iglevleri yonetir [8].

Optik sinir aksonlar1 optik siniri olusturdugu i¢in, optik sinirde olusan bir hasar,
retinal gangliyon hiicrelerini direkt olarak etkilemektedir. Retinal gangliyon
hiicrelerinin travma veya hastaliga kars1 verdikleri cevabi arastirabilmek veya
noroprotektif tedavilerin etkilerini aragtirabilmek i¢in bu hiicreleri tanimlamak

gereklidir [58].
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Sekil 4.7.1. Retinal gangliyon hiicresinin aksonu. Retinal gangliyon hiicresinin aksonu
beyindeki optik sinir vasitasiyla yayilir. (SCN= Suprachiasmatic Nucleus, LGN= Lateral

Geniculate Nucleus)
4.8. Hiicre oliimii; apoptoz

Dogal hiicre oliimii veya diger adiyla apoptoz, sinir sisteminin gelisimi siiresince hep
gerceklesen bir fenomendir. Apoptotik hiicre 6liimi, hiicrenin erken gelisim siiresi
boyunca néron Oliimiinii gergeklestirmekle birlikte travma, iskemi, inme ve
amiyotrofik lateral skleroz (ALS), Parkinson ve Alzheimer gibi nérodejeneratif
hastaliklardan kaynakli patolojik ndron Oliimlerinin de asil sebebidir. Apoptozu
belirleyen  Ozellikleri;  hiicrenin  biiziilmesi, kromatin  yogunlagmasi  ve

interniikleozomal DNA’nin kirilmasidir.



Normal Hiicre biiziilmesi DNA/ Niiklear Apoptotik
& Kromatin fragmentasyonu & pargalar
yogunlagsmasi Membran bdliinmesi

Sekil 4.8.1. Apoptoz

Aksonal hasar sonrast merkezi sinir sistemi noronlarinda kayiplar olugsmakta ve bu
kayiplar retinal gangliyon hiicrelerini de icermektedir. Hasar sonrasi ortaya ¢ikan
hiicre homeostazisindeki akut degisimler, eksitotoksisite ve serbest radikallerin lokal
iiretimi sinir hiicrelerine zarar vermekte ve onlar1 6liime gotiirmektedir. Bu hiicre
oliimii programli hiicre 6liimii olarak kabul etmektedir [5]. Bu mekanizmalar
bilinmesine ragmen hiicre 6liimiiniin sebepleri kesin olarak belirlenmemistir. Bazi
caligmalarda ise aksotomi sonrasi retinal gangliyon hiicrelerinin norotrofik faktor
yoklugundan dolay1 ya da ortamdaki glutamat fazlaligindan dolay1 6liime yolaklarina
girdigini sdylemektedir [23].

4.9. Optik sinir kesisinde muhtemel klinik tedaviler

Optik sinir hasar1 sonrasinda gergeklesen hiicre dliimlerini azaltmak ve hiicre
sagkalimini arttirmak amaciyla cesitli arastirmalar yapilmistir. Bu ¢alismalarda anti
apoptotik Bcl ailesi proteinlerinin arttirilmasi veya kaspaz kirpilmasinin
engellenmesi gibi yontemler denenmistir. Ayrica hiicre 6liimlerini azaltma veya
geciktirmek i¢in norotrofik faktdrler ile calisilmig; 6zellikle BDNF nin (beyin tiirevli
norotrofik faktor) hasar sonrast hiicreyi koruma etkileri oldugu goézlenmistir. Bu
konuda arastirmalar devam etmektedir [75].

4.10. Norotrofik Faktorler

Norotrofik faktorlerin ndronlar lizerinde bir ¢ok yararli etkisi vardir ve bu yiizden
Parkinson (PD), Alzheimer (AD), amiyotrofik lateral skleroz (ALS) gibi

norodejeneratif hastaliklarin  tedavisi i¢in potansiyel tedavi yontemi olarak

10



kullanilabilecek olmakla beraber, spinal kord hasari, iskemi gibi néronal travmalarin
tedavisinde de kullanilabilecegi diisiiniilmektedir [58].

Simdiye kadar norotrofik faktor olarak tanimlanmis bir ¢cok protein bulunmaktadir;
norotrofin biiyiime faktorii (NGF), beyin tiirevli norotrofik faktér (BDNF), nérotrofin
3 ve norotrofin 4, glia hiicre tiirevli norotrofik faktér (GDNF) bunlardan bazilaridir
[27]. Norotrofik faktor teorisi temel olarak ilk tanimlanan norotrofik faktor olan sinir
bliylime faktorii (NGF) iizerinden kurulmustur (Levi-Montalcini 1987). Bu
caligmalarda ise sadece yeteri kadar norotrofik faktdre ulasabilen ndronlarin hayatta
kalarak hedef dokuyla sinaptik iletisime devam edebildigi, yeteri kadar ulasamayan
ndronlarin ise apoptoza girdigi gdzlenmistir.

Son ¢aligmalar sonucu bu norotrofik faktorlere yenileri de eklenmis ve mezensefalik
astrosit tlirevli norotrofik faktér (MANF) ile serebral dopamin nérotrofik faktor
(CDNF) olarak adlandirilmislardir. MANF ve CDNF’nin hiicre sagkalimina pozitif
etkileri oldugu kanitlanmig [68] ve bu yiizden bir ¢ok norodejeneratif hastalik

iizerindeki etkileri arastirilmaya baslanmistir.

4.10.1. Beyin Tiirevli Norotrofik Faktor (BKNF,BDNF)

Etkisi en ¢ok calisilan biiyiime faktorii Beyin Tiirevli Norotrofik Faktér (BDNF)dir.
BDNF, noérotrofin ailesinin iiyesidir ve merkezi sinir sisteminde; sinaptik plastisiteyi,
hiicre sagkalimini, uzun dénem hafizay1 ve hiicre ¢ogalmasini regiile etmekte rol
oynar. BDNF’ nin Alzehimer, Parkinson, Huntington, iskemi, travmatik beyin hasar1
gibi nérodejeneratif hastaliklarin isleyisinde ve ayrica sizofreni, depresyon ve ilag
bagimlilig1 gibi psikolojik rahatsizliklarin tedavisinde de yeni bir ¢dziim olarak
goriilmeye baslanmistir [26].

Yapilan ¢alismalar dogrultusunda BDNF’ nin optik sinir hasar1 sonrasinda retinal
gangliyon hiicrelerinin sag kalimini arttirdig1 gézlemlenmistir (Mansour-Robaey
et.al.).

4.10.2. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEBF) endotel hiicreye 6zgii bir sekilde hiicre
boliinmesini tetiklerken ayni zamanda dimerik bir protein olarak bir ¢ok farkli yoldan
damarlagsmay1 arttirmaktadir. Damarlagsmay1 arttirma roliiniin gelisimsel siirecte,

rejenerasyon siirecinde, doku restorasyonunda ve tiimdr formasyonunda etkili oldugu
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diistiniilmektedir. VEBF ile ilgili olan sinyal mekanizmalarinin aktivasyonunun
damarlasmay1 arttirmaklar beraber, hasar sonrasi noronal iyilesmeyi de pozitif yonde
etkiledigi gozlemlenmistir [79].

4.10.3. Serebral Dopamin Norotrofik Faktor ve Mezensefalik Astrosit Tiirevli
Norotrofik Faktor

Memeli canlilarda CDNF ve MANF proteinlerinin yapisi diger norotrofik faktorler
ve bliylime faktorleri ile karsilastirildiginda 6zeldir.

CDNF ve MANF proteinlerinin karakteristik 6zelligi yapisal olarak 8 tane sistein
bulundurmalaridir; yapilarinda bulunan sistein sayisi ise protein katlanma miktarin
belirtir. Molekiiler agirliklar1 18 kDa olan bu proteinlerin kristal yapilariin analizi
sonucunda CDNF ve MANF’ 1n yapisal olarak iki béliimden olustugu belirlenmistir
ve bu iki boliim; membranlar arasi etkilesimde rol alan amino ucu bulunduran béliim
ve hiicreleri endoplazmik retikulum stresinden koruma islevini saglayan karboksi ucu
bulunduran béliim’ den olugmaktadir. CDNF ve MANF’ 1n bu kristal yapis1
endoplazmik retikulumda (ER) gerceklesen protein katlanmasinda yardimci rolleri
oldugunu gostermektedir. Bu gorevlerinin sonucu olarak da yanlis protein
katlanmasin1 azaltarak ER stresini azaltmakta dolayli olarak etkileri vardir. CDNF ve
MANTF proteinlerinin beyindeki dopaminerjik néronlari1 koruma ve motor
fonksiyonlar1 geri yerine getirmekte rolii oldugu yapilan ¢alismalar ile kanitlanmistir
[55]. Norotrofinlerden ve GDNF’ den farkli olarak CDNF ve MANF proteinlerinin
pro-sekanslart olmadigi gosterilmistir; bu da aktivasyonlari i¢in enzimatik kesime
ihtiya¢ duymadiklarin1 gostermektedir. Ancak, CDNF ve MANF sekresyonunun
fizyolojik uyarim veya hasar sonucu meydana gelip gelmedigi hala tam olarak
anlasilamamistir. MANF proteinleri salinimlarina ragmen endoplazmik retikulumda
da kismen bulunmaya devam etmektedir [54].

Mezensefalik astrosit tlirevli ndrotrofik faktor (MANF) 1n bir ER stres tepki proteini
oldugu diisiliniilmektedir. Fonksiyonu ise ER’daki homeostaziyi siirdiirmek ile
birlikte hiicreleri ER strese bagli hiicre 6liimlerinden koruyabilmek olarak
belirlenmistir [55].

Serebral dopamin norotrofik faktér (CDNF) ER-Golgi yolagindan salgilanan bir
biiytime faktoriidiir. CDNF, MANF 1n bir paralogu olarak kabul edilir. Aynt MANF
gibi ER-Golgi yolagindan salinan bir bliytime faktoriidiir (Apostolou et al. 2008).
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4.11. Klinik yaklasimlar

Bazi yiiriitiilen ¢alismalar erken donemde retinadaki degisikliklerin Alzheimer
hastaliginin tedavisinde yol gdsterici olacagini diistinmektedir. Retinada yasanan
ndron kayb1 6zellikle gangliyon hiicreleri ve glia hiicrelerinin 6liimii bazi
ndrodejeneratif hastaliklarda kaydedilmistir. Bu sebeple merkezi sinir sistemi
hastaliklarinin arastirilmasinda retina ve optik sinirlerin katkis1 olabilecegi

distintilmektedir [75].
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5. MATERYAL VE METOT
5.1. Deney Gruplan

Deneyler siiresince yapilan tiim islem ve miidahaleler, Istanbul Medipol Universitesi,
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onay:r alinarak yapilmistir. Deneylerde 8-12
haftalik 20-25 gram agirliginda erkek Balb/c fareler kullanilmistir. Fareler ¢caligma igin
6 gruba ayrilmistir. Gruplara ayirma islemi rastgele olacak sekilde yapilmistir.
Deneyler iki set olarak dizayn edilmistir. Set-I: Hiicre sag kalim deney seti ve Set-II:

Protein deney seti caligmalarini gdstermektedir.

Deney gruplari;

* Hiicre sag kalim deney seti, Kontrol Grubu
* Hiicre sag kalim deney seti, CDNF Grubu
* Hiicre sag kalim deney seti, MANF Grubu
* Protein deney seti, Kontrol Grubu

* Protein deney seti, CDNF Grubu

* Protein deney seti, MANF Grubu
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SET I:

Hiicre sag kalim deney seti:

Fluorogold Optik sinir CDNF/MANF/PBS CDNF/MANF/PBS CDNF/MANF/PBS
enjeksiyonu aksotomisi enjeksiyonu (i.v.) enjeksiyonu (i.v.) enjeksiyonu (i.v.)

i 1 1 3

l

Deneyin

sonlandiriimasi

l

-4. giin 0. giin 4. giin 7. giin 10. giin
SET II:
Protein analizleri deney seti:
Optik sinir CDNF/MANF/PBS CDNF/MANF/PBS CDNF/MANF/PBS
aksotomisi enjeksiyonu (i.v.) enjeksiyonu (i.v.) enjeksiyonu (i.v.)

it ¢ 7

0. giin 4. giin 7. giin 10. giin

Sekil 5.1.1. Deney dizayni

5.2. Optik sinir hasar1 modeli

Optik sinir aksotomi modeli i¢in 8-12 haftalik fareler izofloran gaz anestezisi ile
anestezi altina alind1. Ust sag orbital kenara yakin deri insizyonundan sonra sag orbita
acild1 ve supraorbital ven saglam birakilarak lakrimal bez subtotal olarak ¢ikarildi. Ust

ekstraokiiler kaslarin ayrilmasinin ardindan, sag optik sinirde, mikroskop altinda

g06ziin arka ucuna yaklagik 0,5 mm uzaklikta bir kesi olusturuldu.

14. giin

Deneyin
sonlandirilmasi

l

14. giin
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Retina

Fovea

Lens Optik sinir,

Sekil 5.2.1. Optik sinir

5.3. Tracer Enjeksiyonu

RGC’lerin retrograd isaretlenebilmesi igin, 12-14 haftalik fareler intraperitonal
verilmis %7’°lik kloral hidrat ile anesteziye alind1 ve stereotaksik sabitleyiciye
(World Precision Instruments, Kanada) yerlestirildi. Bu farelere Hamilton ignesi
(Hamilton® Microliter ™ 701, Sigma Aldrich; ABD) ile enjeksiyon yapildi. Lateral
ventrikiile (bregma 3, lateral 0.7 mm) retrograd tasiyici olan fluorogold verildi.
Enjeksiyondan sonra, fluorogold maddesinin tagmasini 6nlemek amaciyla Hamilton

ignesi 2 dk boyunca dokunun igerisinde bekletildi.
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Sekil 5.3.1. Beyin i¢i enjeksiyon

5.4. Goz i¢i enjeksiyon

Optik sinir kesisinden sonra géz boslugunun igerisine goz ici enjeksiyon ile
proteinler verildi. Kesi sonrasi ve 4,7 ve 10. giinlerde g6z i¢i enjeksiyon ile 1 pl
hacim igerisinde 1 ng CDNF, 1 ug MANF veya ¢oziicii olarak PBS verildi.

5.5. Deneyin Sonlandirilmasi

Optik sinir kesildikten 14 giin sonra fareler yiiksek doz anestezi ile anesteziye alinip
sakrifiye edildi ve her iki gozleri ¢ikarildi. Hiicre sag kalim deney seti i¢in retinalar
cikartilarak cam lamlara yerlestirildi ve %4 paraformaldehid (PFA) ¢ozeltisi ile fikse
edildi. Protein deney seti icin ise retinalar PBS soliisyonu igerisinde ¢ikartilip, daha

sonra protein izolasyonu yapilmak iizere saklandi.

5.6. RGC Sagkalim

Retinal gangliyon hiicrelerinin sagkaliminin analizi, whole-mount olarak ¢ikarilmis
retinalara rodamin filtresi(546/590 nm) kullanilarak fliioresan mikroskobu altinda

incelendi. RGC yogunlugu ise, tracer ile etiketlenmis RGC’leri rastgele 12 ROI’de
(her retina ¢eyrek dairesi i¢in ;her biri 62,500 umz boyutunda olacak sekilde; retina
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yarigapindan birbirinden farkli dig merkezler alinarak) sayarak belirlendi. Ortalama

degerleri hem farkli dis merkezler i¢in ayr1 ayr1 hem de ortak paydada hesaplandi.

5.7. Proteomiks
5.7.1. Protein ekstraksiyon protokolii

Retinalardan alinan doku 6rnekleri tartildi. Kullanilacak olan UPX kitinin (Universal
Protein Extraction Kit, Expedeon, Almanya) igine proteaz ve fosfataz inhibitor
karisimi (5782, Cell Signaling, Amerika Birlesik Devletleri) eklenerek bir soliisyon
elde edildi ve bu soliisyon her bir dokunun iizerine 500 pl olacak sekilde eklendi.
Dokular bu gekilde homojenize edildi ve sonrasinda 95°C’de 5 dk inkiibe edilen
orneklerin oda sicakligina gelmesi beklendi. Ornekler oda sicakligina ulastiktan
sonar yaklasik 1 saat boyunca +4°C’de bekletilip, 1 saatin sonunda 15,000g’de 10dk
stiresince santrifiij edildi. Siipernatant kullanilmak tizere ayr1 bir tiipe aktarildi ve -

80°C’de sakland.
5.7.2. FASP Protokolii

Optik sinir hasar1 sonrasinda retinadan alinan dokular homojenize edildikten sonra
Qubit cihazi ile protein konsantrasyonlar 6l¢iildii. Biitiin gruplar icin (Vehicle
Kontrol, CDNF Kontrol, MANF Kontrol,Vehicle Aksotomi, CDNF Aksotomi,
MANF Aksotomi) 100 pug protein 30 pul LC-su igerisinde hazirlandi. 200 pl {ire
cozeltisi ile drnekler karigtirilarak filtreli tiiplere eklenen 6rnekler, 14,000g’de 15 dk
santrifiij edildi. S1v1 kisim atilarak filtrede kalanlarin iizerine 100 pl 50 mM
amonyum bikarbonat eklendi ve filtre tekrardan 14,000 g’de 10dk santrifiij edildi.
Filtreye 75 pl tripsin sollisyonu eklenerek kisa bir vorteks yapildi. Parafilm ile lizeri
kapatilan 6rnekler 1 dk boyunca ¢alkalayicida inkiibe edildi. Bir sonraki adim olarak,
filtre bir gece boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Ertesi giin filtre yeni bir tiipe alinarak
izerine 40 pul 50 mM amonyum bikarbonat eklendi ve filtre 14,000g’de 10 dk
santrifiij edildi. Bu agsama daha sonra bir kez daha tekrarlandi. Sonrasinda filtrenin
iizerine 50 pl 0.5 mM Sodyum Klorit soliisyonu ilave edildi ve filtre 14,000 g’de
10dk santrifiij edildi. Soliisyon igerisinde gruplara ait peptit karigimlari elde edildi.

18



5.7.3. Sivi kromatografisi-Kiitle spektrofotometresi (Lc-Ms/Ms) Analizi

LC-MS/ MS analiz ve ilerisindeki protein tanimlamalar1 daha 6nce yayinlanmis bir
protokole gore yapilmistir. Triprik peptitler SYNAPTG-Si yiiksek ¢ozlintirliikli kiitle
spektrometresi ile birlestirilmis ACQUITY UPLC M sinifina yiiklenerek
hesaplanmistir. Kolonlar %97 mobil faz A (%0.1 FA iceren UHPLC’li su) ya
ayarlanarak sicaklik da 55°C’ye sabitlenmistir. Peptitler analitik kolona trap
kolondan (Symmetry C18, 5 pm, 180 um i.d. x 20 mm, Waters), analitik kolonda 90
dk dereceli ayristirma ile trap kolondan (CSH C18, 1,7 um, 75 pm i.d. x250 mm,
Waters) ayristirilmistir. Bu ayristirma islemi %0.1 FA (v/v) igeren, gradyenti %4 ten
%40’a olan ACN ile dakikada 0.400 pl akis hiziyla yapilmigtir. MS ve MS/ MS
taramalarinin pozitif iyon modu ile 0.7 saniye aralikli dongiiler ile taramalar
yapilmistir. Diisiik ¢carpisma enerjisi olarak 10V, yiiksek ¢arpisma enerjisi olarak ise
30V ayarlanmistir. Dalga hizi, tam IMS dongiisti boyunca 1000°den 55 m/s’ye
yiikseltilerek, hareket kabiliyeti i¢in serbest birakma siiresi 500 ps, trap yiiksekligi
ise 15 V olarak ayarlanmistir. IMS dalga gecikme degeri, kapanin serbest
birakilmasindan sonra hareketlilik ayrimi i¢in 1000 ps olarak 6l¢iilmiistiir. Prekiirsor
iyon 6n se¢imi yapmadan, 50-1900 m/z araligindaki tiim iyonlar ¢oziiniirliik
modunda pargalanmistir. Ayrica, 100 fmol/ ulGlu-1-fibrino peptit B, 60 saniyelik
araliklarla kilitli kiitle referansi olarak verilmistir. Peptidleri tantyabilmek ve teshis
edebilmek icin ise proteomik yazilim olarak Progenesis-QI (Waters) kullanildi

(Hacariz ve ark. 2014, Serhatli ve ark. 2014).

5.8. istatistiksel Analizler

Istatistiksel data karsilastirmalari igin yazilim olarak SPSS (SPSS for Windows; SPSS
Inc., USA) kullanildi. Noronal sagkalim ve Western blot verileri tek yonlii varyans
analizi ile degerlendirildi ve gruplar arasindaki farklilik LSD testi ile analiz edildi. LC-
MS/MS verileri i¢in ise bagimsiz 6rneklem t testi kullanildi. Biitiin bulgular ortalama

+ standart sapma seklinde sunuldu. P degeri 0.05’den olanlar veriler istatiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Retinal Gangliyon Hiicrelerinde Sagkalim

Vehicle CDNF MANF

Total RGC

100
*%
75 ##
9
T
50
4
5 T
25
0
Vehicle CDNF

**p<0.01/ *p<0.05 CDNF vehicle ile karsilastinldiginda;
# # <0.01 MANF vehicle ile karsilagtirildiginda.

Sekil 6.1.1. CDNF ve MANF tedavisi sonrasi retinal gangliyon hiicrelerinde sagkalim

Merkezi sinir sistemi hasar1 ardindan zamana bagli hiicre 6liimleri
gerceklesmektedir. Hiicresel sagkalimin incelenmesi adina wholemount olarak

cikartilmis retina 6rneklerine bir daha dnceden verilmis tracer olan fluorogold ile



isaretleme yapilmistir (Sekil 6.1.1.A). Isaretleme sonrasi retina 6rnekleri
goriintliileme yapabilmek i¢in 405 nm dalga boyunda lazer kullanilarak konfokal
lazer mikroskop ile fotograflanarak daha sonra degerlendirilmesi yapilmistir.
Noronal sagkalim hesaplanabilmesi i¢in her biri 62,500 pm?2 olacak sekilde,
retinalarin ig, orta ve dis bolgelerinden rastgele alanlar belirlenerek fluorogold ile
isaretlenmis hiicrelerin yogunlugu hesaplanmistir. Tracer ile isaretlenen saglikli
hiicre gdvdelerinin CDNF ve MANF tedavisi sonrasinda incelendiginde kontrole
oranla yogunlugunun daha fazla oldugu goriilmiistiir. Tedavi gérmeyen grubun hasar
sonrasi hiicrelerinin yaklasik %70’1ik bir kayip oldugu gézlemlenmistir. CDNF
tedavisi goren gruptaki hiicre yogunlugu tedavi gérmeyen kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde artmistir. MANF tedavisi goren gruptaki
hiicrelerin ise CDNF tedavisi kadar yiiksek olmasa da tedavi gérmeyen kontrol grubu

ile karsilastirildiginda hiicre sayisinin istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigi

gorilmiistiir.
Ht
100 - w
75
° —— Vehicle
§ 50 —=— CDNF
o ——- MANF
25 “‘:I]
0

ic orta dis

Sekil 6.1.2. Retinal gangliyon hiicrelerinde bolgeye gore sagkalim

Bolgelere gore degerlendirildiginde ise i¢ bolgede bulunan hiicrelerde yaklasik
%70’lik bir hiicre kayb1 gézlemlenirken, CDNF tedavisi sonrasinda hiicrelerdeki

kay1p kontrole oranla istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmigtir. MANF ise
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kontrol ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli olmasa da hiicre kaybin

azaltmistir.

Orta ve dis bolgeleri inceledigimiz zaman ise hiicre 6liimlerinin i¢ bolgeye gore daha
fazla oldugu ayn1 zamanda CDNF ve MANF tedavilerinin de daha etkili oldugu
gozlemlenmistir. Orta ve dis bolgeye bakildig1 zaman hiicresel sagkalimda her iki
tedavinin de etkili oldugu, CDNF tedavisinin ise istatistiksel olarak anlamli sekilde

sagkalimi arttirdig1 gézlemlenmistir.
6.2. Sivi Kromatografisi Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MYS) ile Protein Tanimi

Tablo 6.2.1. CDNF ve MANF tedavisi gormiis hayvanlarin retinalarinda istatistiksel olarak

anlaml1 degisime ugramis proteinlerin listesi
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ERIiSIiM
KODU

ANOVA (P)

DK

GRUP

PROTEIN ADI,
GEN ADI

P47962

035887

P32020

Q7TQI3

P35278

P56564

Q60749

QI9R1Q8

Q9ILZ3

Q61792

Q61171

Q61656

0,002

0,002

0,001

0,008

0,007

0,001

0,009

0,009

0,008

0,004

0,009

0,008

5,07

2,94

17,14

5,49

2,58

7,02

25,02

2,09

6,99

5,40

3557

1,66

CDNF

CDNF

CDNF

CDNF

CDNF

CDNF

CDNF

CDNF

CDNF

CDNF

CDNF

CDNF

60S  Ribosomal
Protein L5, Rpl5

Calumenin, Calu

Non-specific
lipid-transfer
protein, Scp2

Ubiquitin
thioesterase
OTUBI, Otubl

Ras related protein
Rab 5-C, Rab5c

Excitatory amino
acid transporter 1,
Slcla3

KH domain
containing, RNA-
binding, signal
transduction
associated protein
1, Khdrbsl

Transgelin-3,
Tgin3

Methylglutaconyl-
CoA  hydratase,
Auh

LIM and SH3
domain protein 1,
Laspl

Peroxiredoxin-2,
Prdx2

Probable = ATP-
dependent RNA
Helicase DDXS5,
ddx5
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P06745

P08553

P61358

Q9DCS9

QIWVQO

Q9CPV4

Q8BPNS8

Q9DCX2

0,007

0,008

0,008

0,001

0,004

0,005

0,004

0,001

4,58

3,37

3,48

4,15

2,38

2,86

3,98

1,50

CDNF

MANF

CDNF

CDNF

MANF

CDNF

MANF

CDNF

6.3. Proteinlerin rol aldiklar1 yolaklarin analizleri

Glucose-6-
phosphate
isomerase, Gpi

Neurofilament
medium
polypeptide, Nefm

60S  Ribosomal
Protein L27,
Rpl27

NADH
Dehydrogenase 1
beta subcomplex
subunit 10,
Ndufbl10

Polyamine-
modulated factor
1-binding protein
1, Pmfbl

Glyoxalase
domain containing
protein 4, Glod4

DmX -like protein
2, DmxI2

ATP synthase
subunit d, AtpSpd

Protein yolak analizi gruplar aras1 degisen proteinlerin UNIPROT kodlaria gore

proteinleri rol aldiklar1 yolaklara gore analiz eden REACTOME programa ile

yapilmistir. REACTOME progranmu literatiirde yer alan bilgi kiitliphanesinden

yola ¢ikarak degisim gosteren proteinleri belli basliklar altinda gruplara

ayirmistir [39]. CDNF ve MANF tedavisi sonrast istatistiksel olarak anlamli bir

degisim gosteren proteinlerin REACTOME analizine gore rol aldig1 yolaklar

sunlardir; transkripsiyon, translasyon, hiicrenin strese kars1 verdigi tepki, gen
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ekspresyonu, RNA polimeraz II transkripsiyonu, dogustan olan immiin sistem,

membranlar arast iletim, ndtrofil degraniilasyonu, translasyon sonrasi protein

modifikasyonu, klatrin aracili endositoz, ndronal sistem, SLC aracili membranlar

aras1 iletim, sinapslar arasi kimyasal iletim ve deubikitinasyon.

Gen ekspresyonu

Strese karg1 hiicre tepkileri

!
[

eroxiredoxin 1

1 RNA Pol. II Transkripsiyonu

Sekil 6.3.1. CDNF tedavisi sonrasi istatistiksel olarak anlamli degisen Peroxiredoxin 1

proteinin reactome analizi sonucuna gore rol aldig1 gérevler

Dogustan gelen immiin sistem

Membranlar arasi
iletim

No6trofil degraniilasyonu

Klatrin aracil
endositoz

Translasyon sonrasi
protein modifikasyonu

Sekil 6.3.2. CDNF tedavisi sonrasi istatistiksel olarak anlamli degisen Ras related rab 5 C

proteinin reactome analizi sonucuna gore rol aldig1 gérevler
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Noronal s:istem

EAAT1

s "=+~.___| Sinapslar aras1

SLC aracih membranl'a’r‘ N B Kimyasal iletim

arasi iletim T

Sekil 6.3.3. CDNF tedavisi sonrasi istatistiksel olarak anlamli degisen excitatory amino

acid transporter 1 proteinin reactome analizi sonucuna gore rol aldig1 gorevler

Notrofil
Metabolizma .. | degraniilasyonu
Gpi
RNA Pol. II Transkripsiyonu ’ h Dogustan olan immn sistem

Sekil 6.3.4. CDNF tedavisi sonrasi istatistiksel olarak anlamli degisen Glucose

phosphatase isomerase 6 proteinin reactome analizi sonucuna gore rol aldig1 goérevler
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Translasyon sonrast
protein modifikasyonu

Otubain-1

Deubikitinasyon- - | | Protein metabolizmasi

Sekil 6.3.5. CDNF tedavisi sonrasi istatistiksel olarak anlamli degisen Otubain 1 proteinin

reactome analizi sonucuna gore rol aldigi gérevler

Lipid metabolizmasi

Yag asidi regiilasyonu

7
N

Scp2

Protein lokalizasyonu Peroksizomal protein tagsinmasi

Sekil 6.3.6. CDNF tedavisi sonrasi istatistiksel olarak anlamli degisen non specific lipid

transfer proteinin reactome analizi sonucuna gore rol aldig1 gérevler
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Mitokondriyelal biogenez

Atp5pd

Metabolizma .- | =~ | sitrik asit déngiisiinde
atp olusumu

Sekil 6.3.7. CDNF tedavisi sonrasi istatistiksel olarak anlamli degisen ATP synthase

subunit d proteinin reactome analizi sonucuna gore rol aldig1 gorevler

Insiilin benzeri biiyiime

Protein 7| faktSriiniin taginimmin
metabolizmas1 | - - regiilasyonu
Calu
Post translasyonel protein . | Post translasyonel protein
modifikasyonlar fosforilasyonu

Sekil 6.3.8. CDNF tedavisi sonrasi istatistiksel olarak anlamli degisen calumenin proteinin

reactome analizi sonucuna gore rol aldig1 gérevler
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Ptk6 ile RNA modifikasyonu

7

Sinyal transdiiksiy onu

Khdrbs1

,

Ptk6 sinyal iletimi

| Nonreseptor RTK ile sinyal

iletimi

Sekil 6.3.9. CDNF tedavisi sonrasi istatistiksel olarak anlamli degisen KH domain

containing, RNA binding, signal transduction associated protein 1 proteinin reactome

analizi sonucuna gore rol aldig1 gorevler

Post translasyonel protein
modifikasyonu

Protein metabolizmasi

Vdac3

Deubikitinasyon

Ub spesifik proteaz reglilasyonu

Sekil 6.3.10. CDNF tedavisi sonrasi istatistiksel olarak anlamli degisen voltage dependent

anion selective channel protein 3 proteinin reactome analizi sonucuna gdre rol aldigi

gorevler
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Kainat reseptlérlerim'n

Gngl3

presinaptik fonksiyonlar1

G protein aktivasyonu ||’

'| ‘Sinyal amplifikasyonu

Sekil 6.3.11. MANF tedavisi sonrasi istatistiksel olarak anlamli degisen guanine

nucleotide binding protein subunit gamma 13 proteinin reactome analizi sonucuna gore

rol aldig1 gorevler

Sitrik asit déngiisiinde
piruvat metabolizmas:

Metabolizma .- |~ .

Sdhb

-{Sitrik asit dongiisii ve elektron

tagimazincirinde gorev

Sekil 6.3.12. CDNF tedavisi sonrasi istatistiksel olarak anlamli degisen succinate

dehydrogenase iron sulfur subunit proteinin reactome analizi sonucuna gore rol aldigi

gorevler

30



7. TARTISMA

Merkezi sinir sistemi hasar1 sonucu ortaya ¢ikan bir ¢ok norodejeneratif hastalik
ve komplikasyon vardir. Bu hasar mekanizmalar1 beyin ve omurilikte, g¢esitli
sebeplerden dolay1 meydana gelmektedir ancak hepsinin sonucunda hiicre 6limii
gerceklesmektedir. Noronal hiicre 6limii Alzheimer, Parkinson, Huntington,
Amiyotrofik Lateral Skleroz ve beyin felci gibi ndrodejeneratif hastaliklarin
mutlak sonucudur. Noronlarda gerceklesen hiicre Oliimiinii tetikleyen bir ¢ok
faktor vardir; metabolik stres, oksidatif stres, glutamat reseptorlerinin fazla
caligmast ve norotrofik faktorlerin eksikligi bu faktorlere ornektir [60]. Merkezi
sinir sistemi yaralanmalarini aragtirmak icin bir ¢ok model tizerinde ¢alisilmistir;
optik sinir aksotomisi de bu modellerden biridir. Bu modelin tercih edilmesinin
sebeplerinden  ilki tekrarlanabilir ndronal dejenerasyon modellemesi
yapilabilmesidir. Bir diger sebebi ise incelenen hiicrelerin yani retinal gangliyon
hiicrelerinin kafatasinin disinda kalmasi ve bu hiicrelerde indiiklenen noéronal
hasarin in vivo ¢alismaya olanak vermesidir. Optik sinire verilen hasar retinal
gangliyon hiicrelerinin aksonlarma verildigi i¢in hiicre govdesinde bir hasar
meydana gelmemektedir ve verilen hasar sadece aksonlarda kalmakta, bagka bir
yan etki gostermemektedir [42]. Ayn1 zamanda nérodejeneratif hastaliklarin bir
cogunda kan beyin bariyeri bozulmakta ve buna bagl komplikasyonlar da ortaya
cikmaktadir. Optik sinir kesisi ile ise bu problem ortadan kalkarken kan beyin
bariyerinin  biitiinliigli korunarak sadece verilen hasarin sonuclar1 ile
caligilmaktadir. Tiim bu sebeplerden dolay1 optik sinir aksotomisi norodejeneratif
hastaliklarin patofizyolojisi ve sonrasinda agiga ¢ikan hiicre 6liimlerini incelemeye

uygun bir modeldir.

Norodejeneratif hastaliklari tedavi edebilmek adina bir ¢ok yontem farkli modeller
izerinden denenmistir. Bunlar arasinda gen terapisi, kok hiicre terapisi [53],
bliylime faktorleri [49], transkripsiyon faktorleri ve disaridan verilen cesitli
proteinler [20] gibi yOntemler denenmis ancak kesin bir sonuca heniiz
ulasgilamamustir [75]. Merkezi sinir sistemi travmalar1 sonucu ortaya ¢ikan hiicre
6liimlerinin bir ¢ok sebebi vardir bunlar; hiicrede fazla glutamat birikimi, oksidatif

stres sonucu serbest radikallerin ortaya ¢ikarak hiicrede birikmesi veya norotrofik
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faktorlerin eksikligi gibi sebepler olabilir. Norotrofik faktorlerin eksikligi dolayli
yoldan hiicre liimiine sebep olmakla beraber bir ¢ok yolak mekanizmalarinin da
aksamasina sebep olabilmektedir. Yapilan bazi ¢aligmalarda tedavi amaciyla
tizerinde calisilan norotrofik faktorlerin merkezi sinir sistemi hasar1 sonrasi
ndronal sagkalimi destekledigi, hiicre 6liim ylizdesini azalttigi gozlemlenmistir
[42]. Norotrofik faktorler arasindan CDNF ve MANF 1n ise iskemik beyin felci

sonras1 noroprotektif oldugu gosterilmistir.

CDNF ve MANF norotrofik faktorleri diger norotrofik faktorlerden yapica
ayrilmaktadirlar. Yapilarma bakildiginda iki bolimden olusmaktadir; birincisi
amino ucunu bulunduran ve membranlar arasi etkilesimde rol alan boliim ve ikinci
olarak karboksi ucunu bulunduran ve hiicreleri endoplazmik retikulum stresinden
koruma gorevini tistlenen bolim. CDNF ve MANF’in bu yapist endoplazmik
retikulumda gerceklesen protein katlanmasinda yardimer rolleri oldugunu
gostermektedir. Yanlig protein katlanmasinin azalmasiyla birlikte endoplazmik
retikulum stresi de azalmaktadir. Ayrica CDNF ve MANF harici diger ndrotrofik
faktorler i¢in birer reseptor belirlenmisken CDNF ve MANF i¢in heniiz bdyle bir
reseptor tanimlanamamistir. Diger norotrofik faktorlerin - membrandaki
reseptorlerle iletisime gegerek etki mekanizmalarini gergeklestirdigi goriilmiisken,
CDNF ve MANF’1n ise etki mekanizmalarini direk hiicre igine girerek gostererek
endoplazmik retikulum stresini baskiladiklar1 diisliniilmektedir. Bu sebeplerden

dolay1 CDNF ve MANF ile calismanin 6nemli sonuglar verecegi diistiniilmiistir.

Bu tezde CDNF ve MANF norotrofik faktorlerinin hasar sonrasi etkilerinin in vivo
sartlarda 1) noronal hiicre sagkalimu, ii) hiicre 6liimii ve sagkaliminda rol oynayan
proteinler, iii) sinyal iletim mekanizmalar1 ve iv) protein profili farkliliklar1 tizerine
etkilerinin karsilagtirilmasi amaglanmistir. Bu etkilerin arastirilmasi amaciyla

optik sinir aksotomisi modeli kullanilmigtir.

Kullanilan optik sinir aksotomisi modelinde hasar, kan beyin bariyerinin
biitiinliigli korunarak, optik sinirlerin aksonlarina yapilan bir kesi ile meydana
gelir. Hasar indiiklendikten sonra CDNF ve MANF norotrofik faktorlerinin
protektif etkilerini gormek adina hasar sonrasi 4.,7. ve 10. glinlerde maddeler goz

ici enjeksiyon ile verilmistir. Hasarmn protein seviyesindeki incelemelerini
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yapabilmek i¢in hiicre 6liimii maksimum seviyesini ulastig1 14.glinde [36] deney

sonlandirilmis ve retinalardan 6rnekler toplanmastir.

Tiim deney gruplart i¢in, optik sinir hasar1 sonrasinda sag kalan retinal gangliyon
hiicre sayisini1 belirlemek ve sonrasinda gruplar arasinda karsilastirma yapabilmek
amaciyla fluorogold ile isaretlenmis retinal gangliyon hiicrelerinin yogunlugu
degerlendirilerek analiz yapilmistir. Tracer ile yapilan isaretleme, hem CDNF hem
MANF’ 1n hiicre sagkalimina pozitif yonde bir etkisi oldugunu gostermistir. CDNF
tedavisinin MANF tedavisine oranla daha yiiksek bir saglikli hiicre popiilasyonu
sagladig1 gozlemlenmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda hem CDNF hem
MANF verilen deney gruplarinda hiicre sagkaliminin istatistiksel olarak anlamli

olacak sekilde arttig1 gozlemlenmistir (Sekil 6.1.1.).

Tim gruplar arasindaki hiicre sagkalimi ayrica bolgelere gore de
degerlendirilmistir. Retina Ornekleri ¢ikartilitken wholemount yo6ntemi
kullanildigindan dolay1 hiicre sayimi yaparken retinanin her bdlgesinin
degerlendirmeye alindigindan emin olunmasi gerekir. Bu sebepten dolay1 i¢ orta
ve dis bolgeler olarak ayrica degerlendirme yapilmis ve optik sinirin gegtigi her
bolge gz Oniine alinarak degerlendirme yapilmistir. Bu degerlendirme sonucunda
hem CDNF hem de MANF tedavisinin her ti¢ bolgede de hiicre kaybin1 azalttig
gbzlemlenmistir. CDNF ve MANF’ 1n retinada incelenen her bdlge icin benzer
sekilde ndroprotektif etkisinin oldugu belirlenmistir [42]. I¢ bolgeye bakildiginda
CDNEF tedavisi sonrasinda hiicrelerdeki sagkalim kontrole gore karsilastirildiginda
istatiksel olarak anlamli sekilde artmistir. MANF tedavisi sonrasinda da
istatistiksel olarak anlamli olarak kontrol ile kiyaslandiginda hiicre kaybinin
azaldig1 gézlemlenmistir. Retinanin orta ve dis bdlgelerindeki hiicre sagkalimini
inceledigimiz zaman ise dig bolgedeki hiicre sagkaliminin orta bolgeye gore daha
yiiksek oldugu hem CDNF hem de MANF grubunda goézlemlenmistir. Kontrol
grubuyla karsilastirildiginda her iki tedavinin de hiicre sagkalimin arttirdigi, ve
hiicre 6liimiinii istatistiksel olarak anlaml sekilde azalttiklar1 goriilmistiir (Sekil

6.1.2.).

CDNF ve MANF tedavisi sonrasi optik sinir aksotomisi gegiren

hayvanlarin retinalarindan genis Olcekli proteomik analizi yapilmistir. Sivi
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kromatografisi kiitle spektrometresi ile yapilan proteomik analizi sonucunda tedavi
gruplar1 arasinda farklilik gdsteren, p<0,05 veya p<0,01 istatistiksel olarak
anlamlilik gosteren proteinlerin tanimlamasi yapilmistir. Bu tanimlama sonucu
elde edilen protein listesindeki proteinlerin analizi REACTOME programi ile rol
aldiklar1 gorev ve yolaklar1 belirleyerek yapilmistir (Tablo 6.3.1.). REACTOME
programu ile analizi yapilan proteinlerin optik sinir hasar1 sonrast 6énemli rolleri
oldugu belirlenmistir. Bunlardan bazilari; transkripsiyon, translasyon, hiicrenin
strese kars1 verdigi tepki, gen ekspresyonu, RNA polimeraz II transkripsiyonu,
dogustan olan immiin sistem, membranlar arasi iletim, nétrofil degraniilasyonu,
translasyon sonrasi protein modifikasyonu, klatrin aracili endositoz, noronal
sistem, SLC aracili membranlar arasi iletim, sinapslar aras1 kimyasal iletim ve

deubikitinasyon’ dur.

Yapilan protein tanimlamalart sonucu 6nemli yolaklarda rol alan proteinlerden
yapilan tablodaki proteinler daha detayli incelenerek grafik halinde analiz
edilmigtir. CDNF tedavisi sonucunda istatistiksel olarak anlamli sekilde ifadesi
degisen ve katlanmasi yiiksek derecede artan proteinlerin MANF tedavisinden elde
edilen proteinlere gore daha fazla oldugu gozlemlenmistir. CDNF tedavisinin
MANF tedavisine oranla daha pozitif etkisi proteomik analizi sonucunda da

gbzlemlenmistir.
Tanimlanan proteinlerden grafik haline getirilmis birkag1 asagida agiklanmaistir;

Peroxiredoxin 1 tanimlanan proteinler arasinda bir ¢ok dnemli yolakta rol alan bir
kagindan biridir. CDNF tedavisi sonucu katlanma sayz1si istatistiksel olarak anlamli
sekilde degismis bir proteindir. Peroxiredoxin 1 proteininin ifadesinin artmis
olmast REACTOME programi tarafindan strese karsi verilen hiicre tepkileri, gen
ekspresyonu kontrolii ve RNA Polimeraz II transkripsiyonu ile iligkilendirilmistir.
Retinada peroxiredoxin 1 proteininin genellikle retinanin i¢ niikleer tabakasindaki
ndronlarda bulundugu [13] ve hiicreleri oksidatif strese karst korudugu yapilan
calismalar sonucu belirlenmistir [73]. Optik sinir hasar1 gibi stres faktorleri sonucu
serbest radikallerin birikimi ortaya ¢ikmakta ve beraberinde oksidatif stresi

getirmekte ve retinal gangliyon hiicrelerinin 6liimiine yol actig1 diisiiniilmektedir.
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Peroxiredoxin 1 proteininin ise ortaya ¢ikan bu oksidatif stresten retinal gangliyon

hiicrelerini korumakta oldugu diisiiniilmektedir [83].

Rab5 proteininin tanimlanan proteinler arasinda ©nemli rolleri oldugu
diistiniilmektedir. CDNF tedavisi sonucu katlanma sayisi istatistiksel olarak
anlaml sekilde degismis bir proteindir. Rab5 protein ifadesinin artmis olmasi
REACTOME programi tarafindan membranlar arasi iletim, klatrin aracili
endositoz, translasyon sonrasi protein modifikasyonu, ndtrofil degraniilasyonu ve
dogustan gelen immiin sistemde rol aldigi belirlenmistir. Membranlar arasi
iletimini genellikle endozomlardan gerceklestiren Rab proteinleri ndronal gelisim,
homeostazi ve noronal sinaptik iletim de de biiyiik rol oynar [24]. Reseptdr aracili
endositozdaki rolii yiliziinden Rab5 proteini dnemli bir hedeftir ¢iinkii biiyiime
faktorlerinden gelen sinyalleri degistirme kapasitesi vardir ve ndronlarin
membranlar aras1 iletimdeki bozukluklara karsi daha hassas olduklari

bilinmektedir [30].

Excitatory amino acid transporter 1 proteini sivi kromatografisi kiitle
spektrometresi analizi sonucu tanimlanan proteinler arasinda ifadesinin degisimi
biiyiik olan ve 6nemli yolaklarda rol alan proteinlerden biridir. CDNF tedavisi
sonucu katlanma sayisi istatistiksel olarak anlamli sekilde degismis bir proteindir.
Yapilan REACTOME analizi sonucu bu proteinin ndronal yolaklarda, sinapslar
arast kimyasal iletimde ve SLC aracili membranlar arasi iletimde rol aldig:
belirlenmistir. Bu proteinin sinaptik iletim sirasinda sinaptik boslukta biriken
glutamatin disar1 atilmasinda gorev alarak dongiiyii devam ettirmekte ¢ok dnemli
bir rol oynamaktadir. Noronlarda biriken fazla glutamatin toksik oldugu ve bir ¢cok
komplikasyona sebep oldugu bilinmektedir. Excitatory amino acid transporter 1
proteini sayesinde dongii devam ederek fazla glutamat sinaptik bosluktan disari
atilmaktadir. Retinada hasara bagli olarak gerceklesen degisimler sonucu
excitatory amino acid transporter proteinlerinin aktivitelerinin degisime ugradigi

yapilan ¢alismalarca belirtilmistir [85].

Yapilan proteomik analizi sonucunda tanimlanan bir baska protein ise Glucose 6
phosphate isomerase’dir. CDNF tedavisi sonrasi ifadesinde biiyiik degisim

gozlenmistir ve bir cok yolakta 6nemli rolleri vardir. Yapilan REACTOME analizi
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sonucuna gore notrofil degraniilasyonu, RNA Polimeraz II transkripsiyonu,
metabolizma regililasyonu ve dogustan olan immiin sistemindeki rolii bunlardan bir
kagidir. Bu proteinin en dnemli 6zelligi ise hiicrede ihtiya¢ oldugu zaman bir
norotrofik faktor gibi hareket ederek noronal hiicrelerin sagkalimininda rol

alabilme kapasitesidir [51].

Tanimlanan proteinler arasinda istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide degisime
ugramis ve dnemli yolaklarda gorev alan bir bagka protein de Otubain 1 proteinidir.
CDNEF tedavisi sonucunda ifadesinde biiytik bir degisim gozlenmistir. Translasyon
sonrasi protein modifikasyonu, protein metabolizmas1 regiilasyonu ve
deubikitinasyon gibi 6nemli yolaklarda rol almakta oldugu yapilan REACTOME
analizi sonucunda belirlenmigtir. Otubain 1 proteinin ana gorevinin
deubikitinasyon oldugu belirlenmis ancak daha tam olarak hiicre igerisindeki

rollerinin tiimi kesfedilmemistir [18].

Non specific lipid transfer protein (Scp2) katlanma sayis1 diger proteinlere gore
daha az ancak yine de istatistiksel olarak anlamli degisime ugramis bir proteindir.
CDNF tedavisi sonucu katlanma sayisi istatistiksel olarak anlamli sekilde degismis
bir proteindir. Yag asitlerinin metabolizmasinda, lipitlerin metabolizmasinda,
protein lokalizasyonunda ve peroksizomal protein tasinmasinda rol almaktadir.
Peroksizomlar sitoplazmik organellerdir ve membranlarinda bir ¢ok enzim
tasiyarak metabolik reaksiyonlarda gorev almaktadirlar. Bunlardan biri de uzun

yag asidi zincirlerini kirarak yag asitlerini kullanima hazir hale getirmeleridir [89].

ATP Synthase subunit d (AtpSpd) proteini katlanma sayisinin digerlerine gore
daha az olan ancak yine de istatistiksel olarak anlamli degisime ugramis bir
proteindir. CDNF tedavisi sonucu katlanma sayis1 istatistiksel olarak anlaml
sekilde degisime ugramistir. Organellerin  biyogenezi ve dengelerinin
saglanmasinda, mitokondriyal biyogenezde, metabolizmada ve sitrik asit dongiisii
ve oksijenli solunumda kemiozmotik baglanma araciligiyla atp olusumunda gorev
almaktadir [90]. Bu protein mitokondride atp iiretiminde rol alarak hiicreye enerji
saglamaktadir. Yoklugunda ise ATP synthase eksikliginden olusan bir ¢ok defekt

meydana gelir. Bunlarin en onemlisi ise serbest radikal olusumudur. Serbest
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radikal olusumu sonucunda hiicre oksidatif strese girebilmektedir. Bu sebeplerden

dolay1 bu proteinin hasar sonucu artmis olmasi pozitif bir etkiyi isaret edebilir [93].

Calumenin (Calu) proteini katlanma sayisinin digerlerine gore daha az oldugu
ancak yine de istatistiksel olarak anlamli degisime ugramis proteinlerden biridir.
CDNEF tedavisi sonucu katlanma sayist istatistiksel olarak anlamli sekilde degisime
ugramistir.  Translasyon sonrast protein  modifikasyonlarinda, protein
metabolizmasinda, translasyon sonrasi protein fosforilasyonunda ve insiilin
benzeri biliytime faktoriiniin taginimi ve insiilin benzeri biiyiime faktorii baglanma
proteinleri tarafindan hiicre i¢ine alimiminda rol almaktadir [91]. Calu protein
seviyesinin hasar sonrasi artis gosterdigi ve immiin sistemde rol aldig:
bilinmektedir. Protein sentezinde gorev alarak protein katlanmasi regiilasyonunda
islevi oldugu diistiniiliirken daha kesin bir sonug elde edilememesine ragmen sinir

rejenerasyonunda da rol aldig1 diistiniilmektedir [94].

KH domain containing, RNA binding, signal transduction associated protein 1
(Khdrbs1) proteininin CDNF tedavisi sonucunda katlanma sayisinin digerleri
kadar yiliksek olmasa da istatistiksel olarak anlaml sekilde degisime ugradig
gozlemlenmis proteinlerden biridir. Sinyal transdiiksiyonunda, non reseptdr tirozin
kinazlar ile sinyal iletiminde, ptk6 ile sinyal iletiminde ve ptk6 proteinleri ile RNA
modifikasyonlarinda gorev almaktadir. Optik sinir hasar1 sonrasi sinyaller arasi

iletimde gergeklesen bozukluklarda rol aldig1 diisiiniilmektedir [92].

Voltage dependent anion selective channel protein 3 (Vdac3) proteininin katlanma
sayisinin digerlerine az olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli sekilde
degisime ugradigr gozlemlenmistir. CDNF tedavisi sonucu katlanma sayisi
istatistiksel olarak anlamli sekilde degisime ugramis proteinlerin sonuncusudur.
Ubikitin spesifik proteazlarin islenmesinde, deubikitinasyonda, translasyon
sonrasi protein modifikasyonlarinda ve protein metabolizmasinda islevleri vardir.
Bu proteinin dolayli yoldan olsa da apoptoz yolaklarinda rolii vardir, optik sinir
hasar1 sonrast apoptoz yolaginda rol alan bir proteinin ekspresyonunun degismesi

de beklenmektedir [95].
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Guanine nucleotide subunit binding protein subunit gamma 13 (Gngl3) proteini
katlanma sayist digerlerine gore daha az olan ancak halen istatistiksel olarak
anlaml sekilde degisime ugramis bir proteindir. MANF tedavisi sonucu katlanma
sayist istatistiksel olarak anlamli sekilde degisime ugramis bir proteindir. Kainat
reseptorlerinin presinaptik fonksiyonlarinda, G proteinlerinin aktivasyonunda ve
sinyal amplifikasyonlarinda rol almaktadir. G proteinlerinin isleyislerinde
meydana gelen bozukluklar sonucu ndrodejeneratif siireclerin de etkilendigi
yapilan ¢aligmalarca belirlenmistir. G protein aktivasyonunda rol alan Gngl3

proteininin de bu yolaklarda gorev alabilecegi diisiiniilmektedir [96].

Son olarak succinate dehydrogenase iron sulfur subunit (Sdhb) proteini katlanma
sayist digerlerine gore daha az olan ancak istatistiksel olarak anlamli sekilde
degisime ugramis bir proteindir. MANF tedavisi sonucu katlanma sayisi
istatistiksel olarak anlamli sekilde artis gostermis bir proteindir. Piruvat
metabolizmasinda ve sitrik asit siklusunda, deubikitinasyonda, translasyon sonrasi
protein modifikasyonlarinda ve protein metabolizmalarinda rolleri vardir. Yeni
caligmalar 151831nda bu proteinin krebs sikliisiindeki rolleri disinda yeni fizyolojik
rollere sahip oldugu belirlenmistir. Sdhb proteininin ndroretinal anjiyogenezde rol
aldig1 distiniilmektedir. Hipoksik durumdaki retinaya koprii gorevi iistlenerek
damarlagmay1 yonettigi ve retinal gangliyon hiicrelerinin suksinat molekiillerinin
birincil karsilik veren hiicreleri oldugu belirlenmistir. Retinal gangliyon

hiicrelerinin hayatta kalmasinda rol oynamaktadirlar [97].
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8. SONUC

Elde edilen tiim datalarin incelemesi sonucu hem CDNF hem de MANF tedavilerinin
hiicre 6liimiinii azalttig1, yeni ndron olusumunu arttirdig1 ve protein profil analizi ile
de hiicrelerin hasara kars1 verdigi tepkileri arttirarak hiicreleri hayatta kalmaya

yonlendirdikleri goriilmiistiir.

Sonug olarak bu tez ¢calismasinda, CDNF ve MANF adl diger norotrofik faktorlerden
yapisal Ozelliklerinden dolayr ayrilan iki norotrofik faktoriin optik sinir aksotomisi
izerinden retinal gangliyon hiicreleri lizerindeki etki mekanizmalarinin aragtirilmasi
hedeflenmistir. Hasar {lizerindeki etki mekanizmalarinin aragtirilmasiyla agiga ¢ikan
bilgilerle bu norotrofik faktorlerin tedavi calismalarinda kullanilabilecegi
diisiiniilmektedir. Protein profil analizi sonuglari 1s18inda acgiga cikan degisim
gostermis proteinlerin daha detayl arastirilmasi norotrofik faktorlerin etkilerini daha

net anlayabilmemizi saglayacaktir.
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